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Biosynthèse des précurseurs de l’ADN 
chez les organismes anaérobies : 

du fer, de la S-adénosylméthionine et des radicaux l ibres
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Du fer, de l’oxygène et des radicaux
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Comment les désoxyribonucléotides sont-ils
biosynthétisés chez les organismes 

anaérobies ? (1986)



1987: comment E. coli en anaérobiose 
synthétise les désoxyribonucleotides ?

Oxygen-sensitive ribonucleoside triphosphate reductase in anaerobic E. coli
M. Fontecave, R. Eliasson, P. Reichard

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989, 86, 2147-2151



1989-1995: fractionnement et identification

The anaerobic ribonucleoside triphosphate reductase from Escherichia Coli requires S-adenosylmethionineas a cofactor
R. Eliasson,  M. Fontecave, H. Jornvall, M. Krook, E. Pontis, P. Reichard

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1990, 87, 3314-3318

An iron-sulfur center and a free radical in the active anaerobic ribonucleotide reductase of Escherichia coli
E. Mulliez, M. Fontecave, J. Gaillard, P. Reichard

J. Biol. Chem. 1993, 268, 2296-2299
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Flavodoxin is required for the activation of the anaerobic ribonucleotide reductase
V. Bianchi, R. Eliasson, M. Fontecave, E. Mulliez, D.M. Hoover, R.G. Matthews, P. Reichard

Biochem. Biophys. Res.Commun. 1993, 197, 792-797

Formate as hydrogen donor for the anaerobic ribonucleotide reductase from Escherichia coli
E. Mulliez, S. Ollagnier, M. Fontecave, R. Eliasson, P. Reichard

Proc. Natl. Acad. Sci. 1995, 92, 8759-8762

LM 100 ?



La ribonucléotide réductase anaérobie

DNARNA



1995: La ribonucléotide réductase 
est un complexe à deux composants !!



CX3CX2C

1995: La ribonucléotide réductase (nrdD) est active 
en présence d’un «contaminant »: l’activase (nrdG)

nrdG est une
protéine fer-soufre

(1996-1999)



Centres fer-soufre
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J. Tamarit, M. Fontecave et al 
J. Biol. Chem 1999 27431291
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Logan, D.T., Andersson, J., Sjoberg, B.-M., and Nordlund, P.
(1999). A glycyl radical site in the crystal structure of a class III
ribonucleotide reductase. Science 283, 1499–1504.

1999: structure tridimensionnelle de la 
ribonucléotide réductase αααα2 (nrdD)
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La 
ribonucléotide réductase:
Une enzyme radicalaire

Protéine αααα

protéine ββββ

Activase
nrdG

2x17.5 kDa

-C-C-NH-

O

H

°

= glycyl radical
The reductase
     nrdD gene
    2 x 80 kDa

-C-C-NH-

O

H

°

Zn2+
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Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Bio logy 2002, 72 , 95-127
Proc. Natl Acad. Sci. 2003, 100, 3826-3831
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Très grande sensibilité à l’air

[4Fe-4S]→[3Fe-4S]→[2Fe-2S]→[       ]
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Marquage: [3H]formate→ 3H dans solvant et non dans le produit
D2O→D en position 2’ (retention configuration)

2% D en position 3’
P. Reichard, M. Fontecave et al.. BBRC 1995 21428-35

Mécanisme enzymatique



Formation du radical glycinyle ?

Fonction de l’activase (protéine ββββ)
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Activation de la ribonucléotide réductase: 
d’une espèce paramagnétique à une autre dans le complexe αααα2β2β2β2β2

(4Fe-4S)+

Gly •
SAM

0.8-1 Gly°/cluster

Protéine β

Protéine α

-- NHNH--CHCH22--COCO--

α α α α inactif

-- NHNH--CHCH--COCO--

α α α α actif

SAM

ββββ-[4Fe-4S]+



0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 5 10 15

m
et

hi
on

in
e 

/ s
pi

n 
(4

F
e-

4S
) 

1+

Time ( min. )

Figure 5Clivage de SAM par le complexe αααα2β2β2β2β2

1 méthionine/ cluster
1 5’-désoxyadenosine/cluster

0.8 radical/cluster

k = 2.5 min -1 (αααα2ββββ2)
k < 0.004 min -1 (ββββ2)

Met

AdoH



NADPH

flavodoxine réductase

flavodoxine

RNRββββ

ββββ

Un modèle structural de RNRβ : Y. Nicolet, IBS, Grenoble
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Protéine β β β β est une » activase
J. Tamarit, M. Fontecave et al 
J. Biol. Chem 1999 27431291
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