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La ribonucléotide réductase anaérobie;:

SAM (S-Adenosylméthionine) + cluster fer-soufre:

Un systeme de formation de radicaux
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Enzymes Radical-SAM : les fondations

Pyruvate-formate lyase(J. Knappe):

»SAM est nécessaire (1965)
» SaM est clivée au cours de la réaction (1976)
> Un radical protéique (1984), un radical glycinyle (992)

Lysine aminomutase(P. Frey):

»SAM is nécessaire (Barker, 1970)
» SAM une source de Ado° (1987)
» une enzyme fer-soufre (1991)

» une nouvelle ribonucléotide réductase (1987)

» SAM est nécessaire (1989)

> un cluster [4Fe-4S] (1993) impliqué dans le clivagde SAM (1996
» Un radical glycinyle (1993)




Enzymes Radical-SAM

HJ Sofia Nucleic Acids Res (2001) 29 1097

Cys-X-X-X-Cys-X-X-Cys

enzyme fonction

RNR GCVHECPGCY

PFL GCL MR CL Y CH -pyruvate-formate lyase Métabolisme pyruvaten
BoB YCPEDCGYCS

BSS GCPLRCPWCS -benzylsuccinate synthase  Métabolisme toluene
IS | CTRRCPFCD -lipoate synthase Synthése lipoate
spL GCMGHCHYZCY
LAM MCS MY CRHZC
maB GCNKYCTYC

T  -lysine aminomutase Métabolisme lysine
V




La méme chimie radicalaire pour:

Biosynthesede:

-Cofacteurs (lipoate, PQQ, molybdoptérine...)
-Antibiotiques (desosamine, mitomycine, fosfomycine,)
-Vitamines (biotine, thiamine,...)

-Alkaloides

-Chlorophylle

Metabolismede:

-Sucres

-Amino-acides

-Hydrocarbures

Modification de:

-ARNSs de transfert

-Enzymes

Réparation de:

- ADN
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Enzymes a radical glycine
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benzylsuccinate synthase
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glycerol dehydratase
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ribonucleotide reductase

S—coA
+ CoA-S5H o + HCOOH
pyruvase formate-lyase
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p-hydroxyphenylacetate decarboxylase

AdoMet-dependent
activase




Un Cluster [4Fe-4S]
Un complexe Cluster-SAM | (2000...... )

Spectroscopies magnétiques (RPE, ENDOR, HYSCORE,...)
Cristallographie rayons X

la protoporphyrinogene synthase

D. Jahn et al EMBO J (2003) 6214




Biosynthese des tetrapyrroles (hemes, etc...)

5-Aminolevulinic acid (ALA)

COOH
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Porphobilinogen

Pre-uroporphyrinogen il ,

Uroporphyrinogen Ill

/

Coproporphyrinogen Il

e

Protoporphyrinogen 1X

o
Protoporphyrin I1X

i

Heme(Fe)
Chlorophyll (Mg)

HemN
Protoporphyrinogen
Synthase:
Enzyme Radical-SAM

Vitamin B, (Co)
Siroheme(Fe)
Coenzyme-,,,(Ni)




la protoporphyrinogene synthase
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La superfamille « Radical-SAM »:
structures

HydE 1.5 A BioB 3.4 A HemN 2.07 A MoaA 2.2 A
maturase Biotine synthase = Coproporphyrinogen :

maturase

rmsd: - 2.3 A (292 c,) 3.7A192¢c,) 4.3 A(232¢,)

Y. Nicolet et al Nucleic Acids Research, 2004, (32) 4015-4025
C. Drennan et al, Chem Rev 2011



La famille « Radical-SAM » :
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Une chimie radicalaire

Adenosylmethionine as a source of 5’-deoxyadenosyl radicals
M. Fontecave, E. Mulliez, S. Ollagnier-de Choudens

Current Opinion in Chemical Biology 2001, 5, 506-511
S-adenosylmethionine : nothing goes to waste

M. Fontecave, M. Atta, E. Mulliez

Trends in Biochemical Sciences 2004, 29, 243-249

S-Adenosylmethionine-dependent radical-based modification
of biological macromolecules

M. Atta, E. Mulliez, S. Arragain, F. Forouhar, J. F. Hunt, M. Fontecave
Curr. Op. Struct. Biol. 2010, 20, 684-692




Clusters fer-Soufre




Clusters Fer-Soufre en Biologie

active site

»Transport et transfert d’électrons |
(photosynthese, respiration,...) (1960....)

e + [xFe-xSF* = [xFe-xS}
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Clusters fer-soufre en biologie /—é'_FeQ

Iron-sulfur clusters : ever expanding roles
M. Fontecave
Nature Chemical Biology 2006, 2, 171-174

»Transport et transfert d’électrons
(photosynthese, respiration,...) (1960....)

e + [XFe-xSF* == [xFe-xS}

»Catalyse non rédox
(déhydratasesACONITASE,...) (1970....)

» Modulation de I'expression des gene -
(FNR, SoxR, IRP,...) (1990...))

»Catalyse rédox »
(enzymes Radical-SAM) (2000...) e d,

O—m

*H,N H

SAM:
S-adenosylmethionine



lron-Sulfuromics

—)> ~ 90 protéines [Fe-S]

(potentiellement200)

-Transfert d’électrons: 55%

-Non Rédox: 17%
-Rédox (Radical-SAM):
-Senseurr/Régulateur: 6%
-Structural: < 4%

-Biosynthese des clusters: 8%

—) [2Fe-2S]: < 10%

»Combien de protéines Fe-S chez. coli?
»Abondance relative des divers clusters ?
»Combien de motifs « cystéine » différents ?

10% =g Total 27

[4Fe-4S]: > 90%

—)> Plus de 30 signatures !
CX,CX,CX4C (72), CXCX,CX4C (20), CXCX,CX-C (16),......

Iron-sulfur clusters : ever expanding roles
M. Fontecave
Nature Chemical Biology 2006, 2, 171-174



Réparation ADN
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Voies de biosynthese

BioB (Biotin)
ThiH (Thiamin)
NadA (NAD)
LipA (Lipoate)
GltB (Aa)
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llvD (Aa)

LeuC (Aa)
HemN (Heme)
IspG (IPP DPP)
IspH (IPP DPP)
MoaA (Mo-co)

—

FadH (FA)

IscA (FeS)
IscU (FeS)
Fdx (FeS)

SufA (FeS)
SufB (FeS)
ErpA (FeS)
NfuA (FeS)

Respiration

DmsA
DmsB
FdnG
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Fe’ S’ N GlcF
métabolisme HcaC
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Cycle TCA  FhuF  sgan
BfD
AcnA Cysl SdaB
TdcG
AcnB Hcp
NapA FumA Hcr FixX
NapF FumB PaaE
NapG SdhB TtdA
NapH TtdB
NarG XdhC
NarH XdhD
NarY
NarZ
NirB
NuoB
NuoE
NuoF
NuoG
Nuol

NrfC

Inconnus
AegA  YgcO
YagT YgfK
ybhJ YgfS
YcbX  YqfT
YccM YggW
YdeM YgiQ
YdeP  YhcC
YdhV  YjeK
YdhX YjeS
Ydhy  Yjjw
YdiJ YkgF
YdiT YnfE
YdbK  YnfF
YeaW  vYnfG
YeaX  YsaA
YeiA
YeiT
Yfak
YfhL
YgcF



S-adenosyl-méthionine en Biologig

Le cycle de SAM
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S-adenosylmethionine : nothing goes to waste

M. Fontecave, M. Atta, E. Mulliez
Trends in Biochemical Sciences 2004, 29, 243-249
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Un exemple d’enzyme « Radical-SAM »
la Lysine AminoMutase (LAM):
Mécanismes, structures

Perry Frey
Université du Wisconsin

P Frey et al, Adv in Free radical Chemistry 1999; ABB 2000; Chem Rev 2003 103 2129
Marsh ChemBioChem 2009
Broderick Curr Op Chem Biol 2010
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AdoMet

Ado® .

AdoH

Un intermédiaire radicalaire
(P. Frey Biochemistry 1992)

b

C

d
U IR S SN SR TR S S S S SRS |
8150 3200 3250 3300

Hp (Gauss)

Figure 4. EPR spectra (77 K) of steady-state reactions LAM with SAM
and isotopically labeled lysine. (a) L-lysine; (b) L-[3,3,4,4,5,5,6,6-
2Hallysine; (c) DL-(Z-ZH]Iysine,‘ (d) L-[2-'3C]Iysine. Adapted from refer-
ence 19 with permission from the American Chemical Society.
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Analogues de substrat 1: 4-thialysine , un substrat
Un autre intermédiaire radicalaire
P. Frey Biochemistry 1995
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H3Cy | an-SAM
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AdD—éHz - SAM
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Structure de LAM

P. Frey PNAS 2005




[4Fe-4S]" - SAM

-

[4Fe-481%* - Met + dAdo”

[4Fe-451** - Met + dAdo”

SH
PH

2
[4Fe_4s]2+_ Met + dAdo [4Fe-4S] *. Met + dAdo



E° (mV)

LAM-[4Fe-4S]-SAM SAM_
/PLP

T Eviter le clivage de SAM sans substrat

; ) Lever les contraintes thermodynamiques
avec substrat

PLP

Un probleme thermodynamique:
-Cluster difficile a réduire!?

ET avec SAM

-SAM tres difficile a réduire!?
Eres| avec lySI.ne L P. Frey Biochemistry 2007

EsavT avec lysine et fixation cluster ‘e J Broderick Curr Op Chem Biol 2010

transfert eélectron sphere interne
Réactions couplées U

Current Opinion in Chemical Biology




Biosynthese de la Thiamine

C. Eijkman, Prix Nobel 1929
T. Begley, Cornell University, New York
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Pyruvate ThiS PLP
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Tenl tautomer
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—
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/ \ -
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Hydroxymethyl N= OPP monophosphate
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ThiC: une enzyme « Radical-SAM »

| His313% ol
e Active site %

d N-terminal domain

@ Carbon atom

Cys569 in IMR and SAM
. . B " . @ Carbon atom
Active site (Ba), domain C-termin ' in ThiC
domain N-terminal domain

Cys-X-X-Cys-X-X-X-X-Cys

T. Begfley, S. Ealick Nature ChemBiol 2008 4 758



ThiC: expériences de marquage isotopique

6 2.
ThiC N= OPO3 O
2 =N
2' N|—|2 3N 7] (@)
3 z NH2
OH
HH - OPOS* 0
N / | s e = -+
20,P0" \ P \2 3 H§—<\ }—\/\ ¢ HK _+ C=0
3 2
HO OH SAM + Met+

reductant 5-H,H-DOA

T. Begley, Annu Rev Biochem 2009, Angew Chem 2010
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Pyruvate ThiS PLP

OH Thil—SH Cysteine
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ThiH: une enzyme « Radical-SAM »

Homolytic HaN J\IT @\
-~ P‘_H + Ze

0 Cleavage /,

-~
S, S

S &) ©
Heterolytic |y N7 N -
Cleavage 0 GHE_ )
H,0 13a
NH,-
x_,»
Y CL
13b

M. Kriek et al. (2007) Angew. Chem. 46, 9223

HD‘CL
CH

3

+ &)
+ 2H[:'+ Eu

3



Maturation des
Fe-hydrogenases

H,— 2H" + 2e

‘S-CH,-NH-CH,-S-
DTMA

Enzymes de maturation: HydG, HydE, HydF

JW Peters et al Science (1998) 282, 1853
Y Nicolet et al Structure (1999) 7, 13



pMmol AdoH/ umol HydG *
o
|

o
N
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0.0

HydG et ThiH: homologies de séquence
HydG catalyse la conversion de la tyrosine en p-crésol

+Tyr

Absorbance at 280nm (mAU)

e
|

w
|

8]
1

C
b 3.0e4
_ w
e HydG + Tyrosine o
i >2.2e4
|= = HydG - Tyrosine =
—— p-cresol Standard S
Tyrosine Standard 1 404
6000

- & *
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.

T L T T T LJ L T L T T T T T LJ
26.6 26.8 27.0 27.2

Elution Time (min)

2009, 583:506-511.

100 108
m/z, amu

Pilet E, Nicolet ¥, Mathevon C, Douki T, Fontecilla-Camps JC,
Fontecave M: The role of the maturase HydG in [FeFe]-
hydrogenase active site synthesis and assembly. FEBS Lett

40 pM holoHydG, 2mM SAM, 2 mM Dithionite, + tyrosine, 37°C, pH 8, anaerobic conditions



HydG catalyse la transformation de la tyrosine en CO et CN-

o) . + HO
DOA" DOAH \CL rev e \O\
&Z —
HON . OH o
/q
H & g
o)
l—Hzo
X
C=N + c=0o"
L Y (l:ys =
S, S
- F 1
N e e Fecuco
ys e— > —_— ocY/ “C
apo-HydA — s—|-Fe—=S + HydF, HydE Cye=3 Fe S/| NC/ 1 \CN
Cys”"~ S&2F& I,Fel—s o)
~g-Cys Cys=878= Fe holo-HydA
HydA "S-Cys

Current Opinion in Chemical Biology

Driesener RC, Challand MR, McGlynn SE, Shepard EM, Boyd ES,

Broderick JB, Peters JW, Roach FL: [FeFe]-hydrogenase
cyanide ligands derved from S-adenosylmethionine-

dependent cleavage of tyrosine. Angew Chem Int Ed Engl 2010,

49:1687-1690.

Shepard EM, Duffus BR, George SJ. McGlynn SE, Challand MR,
Swanson KD, Roach PL, Cramer SP, Peters JW, Broderick JB:
[FeFe]-hydrogenase maturation: Hyd G-catalyzed synthesis of
carbon monoxide. J Am Chem Soc 2010, 132:0247-0249,
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Une découverte récente en enzymologie :
la famille des metalloenzymes
« Radical-SAM (S-AdénosylMéthionine) »

Marc Fontecave
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A = H, Nosiheptide (NOS); Thiostrepton NOS
R = F, 5'-fluoro-NOS (27)
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