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Introduction : Extrémozymes ;

Enzymes de I’extréme

Les enzymes sont des protéines bio catalytiques qui accélérent la vitesse des réactions
biologiques de 10° a 10” fois par rapport aux réactions non catalysées. Un certain nombre
d'enzymes ont été isolées d'organismes pour une variété de processus industriels et pour la
recherche scientifique. Glucose isomérase, amylase, lipase et les protéases sont utilisé dans une
variété de nourriture, boissons, savon et dans l'industrie du détergent, tandis que, Taq polymérase,
T4 lysozyme, ribonucléase et malate déshydrogénase sont des enzymes utilisées dans les

laboratoires de recherche [,

Une limitation majeure de la plupart des enzymes utilisées dans les industries /laboratoires de
recherches est qu'ils sont trés instables méme sous la température ambiante sans parler des
conditions extrémes de température, de pression et du pH. Mais la vie existe dans les conditions
extrémes de I'environnement, comme les glaciers, les sources chaudes, les mers profondes et la mer
morte. Ainsi le métabolisme et la nature d'enzymes de ces organismes, collectivement appelés
extrémophiles, vont probablement nous aider a comprendre et manipuler la stabilité des protéines.
Ainsi il y a non seulement un besoin de chercher des enzymes d’extrémophiles, mais aussi de
comprendre la base de la tolérance apparaissant de maniere naturelle chez les extrémozymes, a la
température élevée ou le pH, a fin que les enzymes mésophiles peuvent étre congus pour se

comporter comme les extrémozymes.
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1. Structure et stabilité des enzymes

Une structure générale d'une enzyme est décrite dans la Figurel.

liaizon
peptidique

Structure primaire
Ce niveau de structure est
détermingé par la séquence
d'acides aminés qui se joignent
pour former le polypéptide

laisen hydragene

Structure

Secondaire
C'est le repliement local
desz acides aminés en

Heélice a,et Feuillet (., di
aux liaisons hydrogénes
entre les acides aminvg‘s

Structure Tertiaire

Elle correspond & l'arangement
stable dans I'espace de ces Hélices
et Feuillets

Ce niveau de structure arrive
quand deux ou plusieurs chaines
polvpéptiques se joignent pour
former une seule proteine

Figure 1 : Structure d’une protéine.

Les enzymes sont composées d'un ordre linéaire d'acides aminés alignées les uns contre les
autres par une liaison peptidique ; on parle alors de structure primaire des enzymes (Fig. 1). Les
chaines latérales d'acides aminés (chargé, polaire, apolaire et hydrophobe) interagissent entre elles
en raison des forces physiques (liaisons hydrogénes, les interactions hydrophobes, électrostatiques
et celles de Van der Waals) s’exercant entre elles et adoptent une conformation locale pour former
des structures secondaires. Ces structures secondaires entrent a nouveau en interaction, et se plient

dans une structure tridimensionnelle avec la disposition spatiale de ses chailnes latérales, pour
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former la structure tertiaire. La structure tertiaire est acquise en diminuant I'énergie libre (10-15
Kcal.mol') en raison de la liaison disulfure et d'autres interactions physiques. Parfois deux
polypeptides différents (des sous-unités) ayant une structure tertiaire, interagissent dans 1'espace et
forment une structure stable appelée la structure quaternaire. C'est dans les formes structurales
tertiaire et quaternaire que les enzymes sont fonctionnelles pour catalyser les réactions dans les

conditions physiologiques.
2. Température et vie

Le domaine d’extrémophiles est remarquablement divers (Tableau 1). Certains extrémophiles
sont adaptés aux températures extrémes. Ceux-ci incluent les thermophiles (aiment la chaleur), les
hyper thermophiles (comprenant les archaeas et les bactéries qui grandissent aux températures en
dessus de 80°C), et les psychrophiles tolérants au froid, qui incluent non seulement des microbes,
mais les protoctists, les algues et quelques vertébrés comme icefish Antarctique, et Chaenocephalus

aceratus.

Tableaul: Quelques extrémophiles 1!

Parameétres environnementaux Description
Température
Psychrophile Température optimale de croissance <15°C,

maximum ~20°C, minimum >0°C

Psychrotrophe Peut croitre a ou en dessous de 5°C, maximum
25°C-30°C
Me¢sophile Température optimale de croissance approx. 37°C,

peut croitre de 8°C ou 10°C a 45°C ou 50°C

Thermophile Croit a > 50°C

Hyperthermophile Croit a > 80°C

pH

Acidophile Croita pH <2

Alkaliphile Croit a pH > 10

Salinité

Halophile Les halophiles extrémes (archaea) ont besoin de 2.5

M - 5.0 M de sel pour la croissance. Les halophiles
modérés peuvent croitre dans jusqu’a 15-20% de
NaCl.
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Les extrémes thermiques les plus grandes pour la croissance surviennent chez I'archaea.
Pyrolobus fumarii détient le record a présent pour le plus thermophile des micro-organismes. 11 vit
dans les murs de 'fumeur noire' des cheminées de bouches hydrothermales, avec une limite
supérieure de température pour la croissance de 113°C, et il ne peut pas grandir en-dessous de
90°C. L'organisme a de nouvelles propriétés métaboliques, et il est capable de survivre a 1’auto
clavage pendant une heure a 121°C P Une limite supérieure de température pour la survie est
imposée par la dénaturation des protéines et des acides nucléiques, ainsi d'une augmentation de la

fluidité membranaire avec I’¢1évation de température.

Les Archaeas ont des lipides membranaires uniques avec des liaisons éther, et les chalnes
d'hydrocarbures sont des polymeéres basés sur le monomere isopréne. Ils contiennent des tetraethers
et des diethers, susceptibles d'étre un facteur contribuant majeur dans la capacité des hyper
thermophiles a résister aux températures qui pourraient détruire les membranes composées d'une
structure de double couche basée sur des acides gras et le glycérol . De plus, ils sont entourés par
une surface (S)-couche de glycoprotéines, qui aident l'archaea a maintenir l'intégrité structurelle

sous les extrémes de température, de pH, ou de la salinité.

Les thermophiles sont plus commun que les hyperthermophiles et ceux-ci incluent une vaste
gamme de micro-organismes, y compris les bactéries photosynthétiques, divers eubacteria (par
exemple, bacille, Clostridium, Thiobacillus, thermus spp., bactéries d'acide lactique, actinomycetes,

spirochetes et beaucoup d'autres genres) et de nombreux archaea.

A Tl'autre extrémité du spectre thermique, la limite inférieure de la température trouvée jusqu'ici
pour les colonies microbiennes actives est -20°C dans la phase liquide de la glace de mer ™), bien
que les bactéries survivent au stockage dans l'azote liquide a -196°C.Les microbes adaptés au froid,
connus sous le nom de psychrophiles, ont colonisés les habitats a basse température qui couvrent la
plupart de la planéte, y compris les régions polaires, les montagnes, et les eaux de mer profondes.
Les vrai psychrophiles ont des températures optimales de croissance de 15°C ou moins : les
psychotrophes sont plus thermiquement adaptable et peuvent grandir aux températures relativement

basses ou aux températures plus appropriées aux micro-organismes mésophiles (Tableau 1).
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3. Enzymes via extremozymes : propriétés structurales

Les différences structurelles entre les protéines d’extrémophiles et ceux de mésophiles sont
souvent subtiles. Cela n'est pas surprenant, é¢tant donné que les mémes acides aminés et les forces
intramoléculaires sont utilisés dans la construction des protéines, peu importe dans quel
environnement un organisme vit. Un équilibre précis entre les interactions hydrophobes,
hydrostatiques et covalentes, doivent étre maintenues pour une enzyme a fin de rester active dans
les conditions extrémes. En plus du maintien de la stabilité, une enzyme doit conserver sa
conformation active, et rester assez flexible pour se lier aux substrats et cofacteurs et effectuer sa
fonction désignée. Ainsi, méme si une enzyme puisse survivre a une exposition aux conditions
dures, elle peut présenter peu ou pas d'activité dans ces conditions. Cette distinction est importante
dans les applications industrielles dans lesquelles les conditions de fonctionnement peuvent varier;
les conditions doivent permettre a I'enzyme de rester assez actives pour respecter les exigences du

processus, mais pas d’excéder la limite supérieure de la stabilité de I'enzyme.

4. Biotechnologie des extrémozymes

La découverte des polymérases d'ADN thermostables et leur impact sur la recherche, la
médecine, et l'industrie a souligné les avantages potentiels d'enzymes d'environnements extrémes
I Depuis ce temps, la demande biotechnologique et industrielle d'enzymes stables fonctionnant
dans des conditions opérationnelles dures a fortement augmenté. Beaucoup d'effort actuel vise a
examiner pour les nouvelles sources, de nouvelles enzymes capables de fonctionner dans des
conditions extrémes. Le développement parall¢le d'outils de biologie moléculaires sophistiqués a
aussi permis la conception d'enzymes avec de nouvelles propriétés utilisant des techniques comme
la mutagenese dirigée, le réarrangement genétique, 1'évolution dirigée, les modifications chimiques

et limmobilisation ™.
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Chapitre I :
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Chapitre 119

1. Introduction

La biosphére de la terre est principalement froide et de maniére permanente exposée aux
températures en dessous de 5°C ', Une telle température moyenne basse, résulte principalement du
fait que 71 % de la surface de la terre est couverte par les océans, qui ont une température constante

de 2-4°C en dessous de 1000 m de fond, sans tenir compte de la latitude.

Les régions polaires comptent pour un autre 15 %, auxquels le glacier et les régions alpines
doivent étre ajoutés aussi bien que le permafrost, représentant plus de 20 % de sols terrestres >,
Bien qu'inhospitaliers, tous ces biotopes basse température ont été avec succes colonisés par une
large diversité de microbes et incluent les représentants des bactéries, Eucarya et Archaca . La
plupart des micros organismes isolés d'environnements froids sont soit des psychrotolérants (aussi
nomm¢é psychrotrophes) ou des psychrophiles. Les organismes psychrotolerants se développent bien
aux températures pres du point de congélation de I'eau, mais ont les taux de croissance les plus

rapides en dessus 20°C, tandis que les organismes psychrophiles deviennent les plus rapides a une

température de 15°C ou plus bas, mais ne peuvent pas grandir en dessus de 20°C.

Sans tenir compte de la maniére dont ils peuvent étre définis, les micros organismes 'psychro’
sont adaptés au froid et exposent des propriétés nettement différentes des autres classes thermiques
(par exemple thermophiles). De tels micro-organismes ne survivent simplement pas a de telles
conditions extrémement inhospitaliéres, mais sont irréversiblement adaptés a ces environnements,
comme la plupart des psychrophiles qui ne peuvent pas se développer a température modérée

(température mésophile).

La vie dans les environnements froids exige un large éventail de caractéristiques adaptatives a
presque tous les niveaux de l'architecture et de la fonction cellulaire. Cependant, un déterminant clé
de ces adaptations se trouve dans la fonction de la protéine qui conduit le métabolisme microbien et
le cycle cellulaire. Les ¢études antérieures de psychrophiles au niveau moléculaire ont été
principalement concentrées sur des enzymes actives a froid parce que cet aspect a été considéré
comme un pré requis a l'adaptation environnementale. On a montré que le haut niveau de l'activité
spécifique aux températures basses des enzymes adaptées au froid, est une adaptation clé pour
compenser la diminution exponentielle dans les vitesses des réactions chimiques, quand la
température est abaissée. Une telle activité bio catalytique élevée résulte de la disparition des
interactions de stabilisation non-covalentes diverses, aboutissant a une flexibilité améliorée de la

conformation de l'enzyme 7/,
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Comme une image générale, les enzymes psychrophiles ont tous fait face a une contrainte
principale, étre actif aux températures basses, mais les manieres pour atteindre ce but sont tout a fait
diverses. Il devrait étre noté que cette caractéristique adaptative est génétiquement codée dans la

séquence de la protéine et résulte d'une sélection a long terme.
2. Le défi de la température basse

Le défi pour une enzyme thermophile est facilement compris : rester stable et active aux hautes
températures. Par contre, le défi pour une enzyme psychrophile est plus subtil.
Les températures basses réduisent fortement la vitesse de presque toutes les réactions catalysées par
les enzymes, et de plus, elles ralentissent les mouvements moléculaires associés a la fonction de la
protéine. En ce qui concerne l'activité, k., la constant catalytique correspond au nombre maximal de
molécules de substrat converties en produit, par site actif et par unité de temps. La dépendance de la

température de la constante de vitesse catalytique est donnée par la relation :

kel g =46"/RT (1)
Dans cette équation, «x est le coefficient de transmission généralement proche de 1, kg est la

constante de Bolzmann (1.38 x 10 ™ J K "), h est la constante de Planck (6.63 x 10 >*Js), R la

constante des gaz parfait (8.31 J K ' mol "), et AG" I'énergie libre d'activation ou la variation de

I'énergie de Gibbs entre le complexe activé ES” enzyme-substrat et I'état fondamental ES.

En conséquence, la constante d'activité ke, dépend exponentiellement de la température. En
régle générale, pour une réaction biochimique catalysée par une enzyme mésophile (de bactéries ou
d'animaux a sang chaud), une baisse dans la température de 37°C a 0°C permettra de réduire
l'activité de 20 a 80 fois *. Ceci est le facteur principal empéchant la croissance d'organismes non

adaptés aux températures basses.

L'effet de température sur l'activité des enzymes psychrophiles et mésophiles est illustré dans la
Figure (1) '*!. L'équation (1) est seulement valable pour la hausse exponentielle de l'activité avec la
température sur la partie gauche des courbes. On a proposé¢ des modeles pour simuler les effets de

]

9-11 . . . . J
1 et prendre en considération la viscosité du milieu [©).

I'inactivation par la chaleur sur l'activité !
Cette figure révele au moins deux caractéristiques de base pour l'adaptation au froid, (i) Pour
compenser les vitesses de réaction lentes aux températures basses, les psychrophiles synthétisent
des enzymes ayant une activité spécifique jusqu'a dix fois plus élevée dans cet intervalle de
température. C'est en fait 1'adaptation physiologique principale au froid au niveau de I'enzyme. (ii)

La température pour l'activité maximale apparente pour les enzymes actives au froid est déplacée
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vers les températures basses. Reflétant la stabilit¢ faible de ces protéines et leur dépliage et

inactivation a températures modérées.

o-Amylases Cellulases L 60
1000
[)
800 .
%
<600 o
= =
. X
e =
400 P
200
0 T T T T T T T
0 20 40 60 80
(a) (b)
100
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0.03
60
0.2 7 ° T
I -
5 Lo =<
= 001 )
® 20
0 |
T T 0
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Figure 1 : La variation de I’activité selon la température *1. L'activité des enzymes psychrophiles (symboles
creux, ligne bleue), et mésophiles (symboles pleins) enregistrée a différentes températures.

3. Fonction d'enzyme dans les systemes a faible activité de I'eau

Les températures froides affectent aussi d'une fagon critique les propriétés et les structures
d'enzymes, aussi bien que l'eau environnante. Les températures froides affectent l'activité
dynamique de I'ensemble des molécules d'eau, aussi bien que les spheres d'hydratation entourant la
surface de la protéine '*). Puisque I'eau agit comme lubrifiant, facilitant la dynamique de la liaison
hydrogéne amide-carbonyl, qui est la plus essentielle du peptide, les effets d'eau dépendent

[13-14] T a dépendance entre la force des liaisons hydrogénes aqueuses et

fortement de la température
la température n'est ni linéaire, ni mono tonifiante, mais uni modal, avec la densité maximale pour

l'eau pure approximativement a 4°C. Les liaisons hydrogeénes rompues se trouvent dans 1'eau haute
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densité, tandis que les réseaux forts de liaisons hydrogenes se trouvent dans I'eau a basse densité
[14]

La déficience ou la perturbation des liaisons hydrogenes et des réseaux d'eau autour de la
protéine peuvent étre liés avec la perte d'activité biologique et la dénaturation des protéines aux
températures basses ["*!. Lorsque la température diminue, les molécules d'eau entourant la surface
de la protéine deviennent plus ordonnées et ainsi moins associées a la protéine, finalement poussant
I'équilibre du systéme vers 1'état dépli¢ ou dénaturé. Ce changement de la structure de protéine est

di a une augmentation des énergies d'hydratation des groupes non-polaires a basses températures
[16, 17]

Les ¢énergies d'hydratation d'enzymes actives a froid sont généralement moins affectées par la
température inférieure, et leur basse hydrophobie inhérente du coeur est moins sensible que les
protéines mésophiles, gardant leurs structures plus intactes ['®. En effet, les protéines actives a froid
peuvent se maintenir plus fermement a l'eau disponible, ce qui entraine une augmentation de

l'interaction avec le solvant et contribue pour assurer I'activité catalytique & basse température '°.

Dans ce contexte, une étude de bio informatique des contacts d'acides aminés qui différent entre
des protéines adaptées aux températures différentes, qui inclue presque 400 protéines psychrophiles,
a réveélé que les interactions avec le solvant a la surface de la protéine jouent un rdle important dans

I'adaptation a la température ",

4. L'activité adaptée au froid

4.1 Thermolabiles et enzymes instables

La plupart des enzymes psychrophiles partagent au moins une propriété: une activité
thermolabile, sans tenir compte de la stabilité structurelle de la protéine. En outre, le site actif

[20-23] [ 4 figure 2 illustre cette

semble étre I'élément structurel le plus thermolabile de ces protéines
différence significative entre la stabilité du site actif et la stabilité de la structure. Le panneau

inférieur montre la stabilité de la structure telle qu'enregistrée par la fluorescence.

Comme attendu, la structure de 1'enzyme active a froid est moins stable que celle du mésophile
et des homologues thermophiles. Dans le panneau supérieur, l'activité est enregistrée dans les
mémes conditions expérimentales, et on peut voir que les enzymes mésophiles et thermophiles
démarrent la désactivation thermique quand la protéine commence a se déplier. En revanche,
l'activité de l'enzyme active a froid disparait avant que la protéine ne se déplie. Cela signifie que le

site actif est méme plus thermolabile que la structure de la protéine enticre. Tous ces aspects
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indiquent un site actif trés instable et flexible et illustrent un concept central dans l'adaptation au
froid : Les augmentations locales de la flexibilité au niveau du site actif sont responsables de
l'activité élevée mais thermolabile ), tandis que d'autres régions de I'enzyme pourraient ou pas étre
caractérisées par la stabilité basse, lorsqu'elles ne participent pas a la catalyse 3] par exemple,

26] [27]

I’ Anhydrase carbonique psychrophile *° et isocitrate déshydrogénase sont des enzymes

fortement stables, mais avec, une plus grande flexibilité dans les régions entrainant la catalyse.
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Figure 2 : La désactivation et le dépliement des enzymes psychrophiles '* . L'activité de la plupart des

enzymes psychrophiles (panneau supérieur, courbe bleue) est désactivée par la température avant le
dépliement de la structure de la protéine (panneau inférieur), illustrant la thermolabilité trés marqué du site
actif. En revanche, la désactivation des enzymes mésophiles (courbes noir) ou thermophiles (courbes rouge)
correspond étroitement au début du dépliement de la protéine.

4.2 Le Concept de la flexibilité

Dans certains cas, les acides aminés impliqués dans la catalyse sont conservés entre les

homologues froid et thermostable, illustrant que les causes de la flexibilité doivent résider dans

d'autres parties de I'enzyme ****!,

29,30

On peut considérer deux types de flexibilité : statique et dynamique ***"). La flexibilité statique

peut étre approximée par les techniques qui fournissent la mobilité moyenne des chaines latérales
d'acides aminés, comme les facteurs de température B (I'évaluation de I'occupation obtenue a partir

des cartes de densité électroniques moyennées sur la population et sur le temps), a partir des

31

structures radiographiques RX P! et de I'échange hydrogéne/deutérium (H/D). L'échange H/D

mesure l'accessibilité d'un acide aminé au solvant et est proportionnel a la vitesse de I'échange des

Lo 18,29,32,33
protons de l'enzyme avec le deutérium du solvant !'*2%3% 33
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Sur la base des B-facteurs d'un grand ensemble de structures haute résolution, les acides aminés
ont été classifiés comme rigide (WYFCIVHLMA) ou flexible (GTRSNQDPEK) (Annexe I), avec
la flexibilité augmentant de W a K P*. On a mentionné que le B-facteur moyen pour l'enzyme
adaptée au froid malate déshydrogénase était plus bas que son homologue thermophile 1,
Cependant, les B-facteurs étaient deux fois plus élevés pour les régions impliquées par la fixation

du cofacteur et du substrat.

Dans une autre étude, on a rapporté que les B-facteurs étaient invariables dans les homologues
de psychrophiles, mésophiles et thermophiles **). Quand I'échange H/D a été comparé entre LDH-A
4 issu du poisson adapté au froid et celle de I'eau chaude, aucune différence n'a été observée a 2° C
(indiquant une flexibilité équivalente) '®. Cependant, a 23 °C, la vitesse de I'échange H/D était plus
¢levée pour LDH-A 4 du poisson d'eau froide, ce qui implique une flexibilité plus importante pour
l'enzyme adaptée au froid. Pour la déshydrogénase 3-isopropylmalate adaptée au froid, 1'échange

H/D n'est pas en faveur d'un niveau élevé de flexibilité statique 1>/,

La flexibilit¢ dynamique est mesurée par l'extinction de fluorescence dynamique (dynamic

20.22.36] ot par la protéolyse par coupure (proteolytic nicking)®”). Pour une

fluorescence quenching) !
enzyme flexible, le désactiveur (l'acrylamide étant le plus fréquemment utilisé), infiltrera la partie
intérieure de la structure et diminuera la fluorescence du résidu TRP, donnant ainsi un indice élevé

de perméabilite > I,

La perméabilit¢é fournit une mesure de toutes les conversions
conformationnelles mesurées en moyenne sur une échelle de temps qui est suffisante pour
permettre au désactiveur de se répandre dans l'enzyme . En d'autres termes, cette technique
donne une idée de tous les processus d'ouverture conformationnelle arrivant dans la protéine
entiére, et mesurés en moyenne sur une large durée de temps, et elle a été appliquée avec succes

2+ _ 2+[29, 38
Zn>'?

aux a-amylases **!, TADN ligases *” et les protéases Ca I La perméabilité de la protéine

s'est avérée plus importante pour les enzymes adaptées au froid.

La protéolyse par coupure est utilisé pour identifier les régions flexibles dans les isocitrates
déshydrogénases chiméres, élaborées a partir des homologues adaptés au froid et thermostables *,
L'étude a confirmé que les composants tirés du psychrophile contiennent des régions plus flexibles

(plus de coupure) que ceux du mésophile.
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4.3 La flexibilité globale contre la flexibilité locale

La détermination de la flexibilité moléculaire est complexe dans la mesure ou elle nécessite
ladéfinition des types et des amplitudes de mouvements atomiques aussi bien d'une échelle de

40-42
tempspour ces mouvements [40-42],

Néanmoins, diverses études biophysiques ont révélé
uneconformation moins compacte d'enzymes psychrophiles, subissant des micros dépliages

fréquents.

Dans ce contexte, la premiére approche expérimentale est apparemment le travail pionnier
dePrivalov ! indiquant une analyse vaste de la structure du collagéne d'organismes adaptés aux
températures différentes (comprenant du poisson de l'arctique ou de l'antarctique) et utilisant
lacinétique de I'échange hydrogene/deutérium pour mesurer la flexibilité. L'auteur a conclu que la
corrélation entre la température physiologique et la stabilité¢ du collagéne peut étre expliquée par un
niveau défini de mobilité de la structure de la protéine, exigé pour son bon fonctionnement sous les
températures physiologiques. Ceci suggére que l'ajustement de la flexibilité conformationnelle est

[18. 4495 De telles différences de

un événement clé¢ dans l'adaptation thermique des protéines
flexibilité ont regu un appui supplémentaire par la quantification de la dynamique macromoléculaire
dans la protéine enticre des bactéries psychrophiles, mésophiles, thermophiles et hyper
thermophiles, par la diffusion des neutrons . La spectroscopie des neutrons fournit un outil
unique pour étudier les mouvements atomiques thermiques dans les macromolécules, parce que les
longueurs d'ondes et les énergies du neutron correspondent aux amplitudes et aux fréquences du

. 6, 4
mouvement, respectivement ' *7,

Ces expériences ont en effet révélé que la résistance
(I’équivalent de la rigidité macromoléculaire en termes d'une constante de force) augmente avec les

températures physiologiques.

En outre, on a aussi montré que les amplitudes de fluctuation atomiques (l'équivalent de la
flexibilit¢é macromoléculaire) étaient semblables pour chaque micro-organisme a sa température
physiologique. Ceci est pleinement en accord avec le concept de Somero ;"l'état
correspondant"("corresponding state") **!, postulant que les protéines homologues présentent des
flexibilités comparables pour accomplir leur fonction biologique a leurs températures

physiologiquement pertinentes.

Un certain nombre d'études ont abordé ce probleme. Est ce que les protéines adaptées au froid
ont une flexibilité accrue dans I’ensemble de leur structure (la flexibilité globale), ou bien elles ont
des régions distinctes de flexibilité locale ?

Dans plusieurs études, le caractére psychrophile a été reli€” @ une  flexibilité globale dans

I'ensemble de la structure de la protéine. Des études sur une o-amylase de Pseudoalteromonas
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haloplanktis a montré que la stratégie de 1'adaptation au froid pour cette enzyme se traduit par une

4

structure uniformément instable *). La mutagenése dirigée et la comparaison avec l'enzyme

mésophile et thermostable o-amylase, ont démontré un affaiblissement d'interactions
intramoléculaires, quiménent a une diminution globale de la stabilité thermique de la protéine
psychrophile. Dans le cas de la Métalloprotéine de la famille des thermolysines, une optimisation de
la flexibilité globale de la protéine est réalisée via la réduction de la stabilité des liaisons

hydrogenes dans la structure dynamique en raison d'une diminution des acides aminés qui forment

ces liaisons hydrogénes .

On a pu montrer que la flexibilité globale peut favoriser la haute activité et la basse stabilité des
enzymes adaptées au froid; cependant, elle peut aussi faciliter le repliement incorrect de ces
derniéres °'.Les études des formes de type sauvage et mutante de AHA, qui démontrent que

I'enzyme est capable de subir le dépliement réversible a deux états, confirment I'hypothése que la

structure de AHA est uniformément flexible 2% 32-31:32],

Les simulations de dynamique moléculaire d'une protéase d'un mésophile (savinase) qui a
¢téconcue pour contenir une structure de boucle qui est présente dans une protéase d'un

psychrophile (subtilisine), confirment aussi I'idée qu'un gain au niveau du caractére psychrophile est

accompagné par une augmentation globale de la flexibilité °*!,

On prévoit que la flexibilité locale, par opposition a la flexibilité globale, joue un role central

24, 25

dans l'activité des enzymes froids I Cette flexibilité locale a été d'abord suggérée par la

structure 3D de la trypsine active a froid*! et observée plus tard dans les études de stabilité des

enzymes psychrophiles montrant que, dans quelques cas, le domaine structurel portant le site actif

23, 55-58

est moins stable que le reste de la protéine 1. Ceci a été mis en évidence également par les

études d'échange hydrogéne/deutérium d'un alcool déshydrogénase psychrophile °. On a montré
que les régions fonctionnelles impliquées dans la fixation du substrat et du cofacteur présentent une
flexibilité plus élevée comparée a un thermophile homologue, et de plus, cette flexibilité locale peut

étre découplée de la stabilité¢ thermique globale. Cette flexibilité locale était aussi corrélé avec les

paramétres d'activité 2% >% 90021,

Plusieurs structures radiographiques d'enzymes psychrophiles ont aussi indiqué une flexibilité

locale au niveau, ou autour du site actif, aussi bien que dans des régions fonctionnelles 7! En

outre, des simulations de dynamique moléculaire mettaient fréquemment en évidence la flexibilité

62, 69-79

locale comme une stratégie pour l'adaptation au froid ! 1. Une étude récente d'une famille

73, 80]

d'élastase | a montré que les régions de boucle regroupées autour du site actif sont caractérisées
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par une flexibilité accrue dans I'enzyme adaptée au froid, et quelques régions dispersées éloignées

des sites fonctionnels sont plus rigides dans I'enzyme adaptée au froid.

La nécessité pour une flexibilité globale ou bien locale fait encore débat. Les enzymes
présentant une flexibilit¢ globale traitent fréquemment de grands substrats, impliquant
vraisemblablement des mouvements concertés des molécules entieres, tandis que la flexibilité locale
est généralement observée pour des enzymes agissant sur de petits substrats . Il y a, cependant,

trop d'exceptions pour conclure définitivement.
4.4 Ladynamique du site actif

L'activité¢ thermolabile des enzymes psychrophiles suggére que la dynamique des chaines
latérales fonctionnelles au niveau du site actif soit accrue pour contribuer a l'activité a froid. Ce

point de vue est fortement soutenu par les propriétés enzymatiques d'enzymes actives a froid.

Les enzymes psychrophiles non spécifiques acceptent divers substrats et ont une spécificité plus
large que leur homologues mésophiles, parce que les substrats avec des conformations ou des tailles
légerement distinctes, peuvent s'ajuster et se lier au site. Par exemple, les différences observées de
la spécificité du substrat entre les ¢élastases issues du saumon atlantique et des mammiferes, ont été
interprétées sur la base d'une poche de liaison un peu plus large et plus profonde pour I'élastase

adaptée au froid '/,

La large spécificit¢ d'un psychrophile ; alcool déshydrogénase, qui oxyde l'alcool grand et
volumineux, a été aussi assignée a un site actif fortement flexible ). Cette dynamique du site actif
en solution a été aussi bien démontrée par une o-amylase psychrophile **1. Etant plus flexible, le
site actif peut facilement recevoir les polysaccharides macromoléculaires, et est plus actif sur ces
substrats qu'un homologue mésophile. En revanche, le site actif flexible s’accommode moins

efficacement des oligosaccharides courts, et est moins actif sur ces substrats.
4.5 L'écart adaptatif et I'optimisation adaptative de I'affinité du substrat

En conséquence de la dynamique accrue du site actif dans les enzymes actives a froid, les
substrats se lient moins fermement au site de liaison (si aucunes mutations ponctuelles n’ont eu
lieu) ce qui engendre des valeurs de K,, (constante de Michaelis ; elle correspond a la valeur de la
concentration de substrat pour laquelle la vitesse de réaction enzymatique est égale a la moitié de la
vitesse maximum) plus élevées. Un exemple est donné dans le tableaul montrant qu'une a-amylase
psychrophile est plus active sur ses substrats macromoléculaires, tandis que les valeurs de K, sont

jusqu'a a 30 fois plus grandes ; C'est-a-dire 'affinité pour les substrats est jusqu'a a 30 fois plus
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basse. L'idéal serait qu'une adaptation fonctionnelle au froid aurait pour effet d'optimiser tant k.,
que le K,,. Cependant, une étude des données disponibles sur les enzymes psychrophiles indique
que l'optimisation du rapport k.. / K, est loin d'une régle générale, mais au contraire que la majorité
d'enzymes actives a froid augmentent la valeur de k.., au détriment de K,,, menant donc aux valeurs

sous optimales du rapport k., / K,», comme le montre également le tableau 1.

Par exemple, de hautes valeurs de K, ont été rapporté pour les enzymes psychrophiles; aspartate

(84, 85] [86] [87]

carbamoyl-transférase , triose-phosphate isomérase , la subtilisine , le lactate

déshydrogénase ** °*1 I'ADN ligase!®®!, facteur d'allongement Tu "*°! glutamate déshydrogénase

(90911 (93.941 " cellulase ), endonuclease 1 P, aspartate

[98]

, a—amylase (21, dihydrofolate réductase

[97] [39]

amino-transférase
[99]

, isocitrate déshydrogénase ", xylanase ornithine carbamoyltransferase

, citrate synthase '), purine nucleoside phosphorylase ['°!), protéines de la boite Dead " et

’acétate kinase 1%

. Il y a en fait une pression évolutive pour augmenter le K, a fin de maximiser
la vitesse de la réaction globale. Un tel écart adaptatif du K,, a été bien illustré par le lactate

déshydrogénase du poisson antarctique **' et par le psychrophile a-amylase °*

Tableaul : Paramétres cinétiques pour I'hydrolyse des polysaccharides a 25°C par les enzymes o-amylases

psychrophile et mésophile ™ ¥,

a-amylase psychrophile a-amylase mésophile
Substrat ke cat K Kk cat/ Kon ke cat K kea/ Ko
s mg L' s mg'l L s mg L' s mg'l L

Starch 663 155 4.3 327 41 8.0
Amylopectin 636 258 2.5 222 53 4.2
Amylose 2148 178 12.1 700 36 19.4
Dextrin 716 586 1.2 311 61 5.1
Glycogen 491 1344 0.3 193 46 4.2

Plusieurs enzymes, particulierement dans certains poissons adaptés au froid, contrebalancent cet

écart adaptatif du K, a fin de maintenir ou améliorer l'affinité de liaison pour le substrat, par des

i [81.104]

substitutions d'acide aminé dans le site acti . La raison fondamentale a ces enzymes pour

réagir contre l'écart est évidente en considérant la fonction de régulation associée au K,
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particulierement pour des enzymes intracellulaires. La deuxiéme raison est liée a la dépendance de

la température des interactions faibles.

La fixation du substrat est une étape particulierement sensible a la température, parce a la fois la
géométrie de la fixation, ainsi que les interactions entre le site de liaison et le ligand sont gouvernés

par des interactions faibles, ayant des dépendances parfois opposées a la température.

Les interactions hydrophobes se forment endothermiquement et sont affaiblies par une
diminution dans la température. En revanche, les interactions de nature électrostatique (les paires
d'ion, les liaisons hydrogénes et les interactions de Van der Waals) se forment exothermiquement et
sontstabilisées aux températures basses. Donc, les températures basses ne réduisent pas seulement
l'activité de l'enzyme (k..), mais peuvent aussi séverement modifier le mode de liaison du substrat,
selon le type d'interaction impliquée. Un exemple compréhensif est fourni par la chitobiase active a
froid : les substitutions dans le site de liaison du substrat ont tendance a remplacer des résidus
hydrophobes (trouvés dans le chitobiase mésophile) par des résidus polaires qui peuvent effectuer

des interactions plus fortes a basse température /.

4.6 Energétique de I'activité a froid

En se référant a I'équation (1), l'activité élevée des enzymes adaptées au froid correspond a une
diminution de I'énergie libre d'activation AG”. Deux stratégies ont été mises en évidence pour

réduire la hauteur de cette barriere d'énergie.

La figure 3 illustre la premicre stratégie, ou une pression évolutive augmente le K, pour

maximiser la vitesse de réaction.

Es* AG*meso

AG”psychm

Figure 3 : Optimisation de l'activité par la diminution de I'affinité du substrat pour les enzymes psychrophiles
(81231 "profile réactionnel d'une réaction a catalyse enzymatique avec le changement de 1'énergie de Gibbs
sous concentration saturante en substrat. Une faible fixation du substrat (en bleu) diminue I'énergie
d'activation (AG” psychro), et par conséquent, augmente la vitesse de réaction.
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Selon la théorie de 1'état de transition, quand l'enzyme rencontre son substrat, le complexe
enzyme-substrat ES chute dans un puits (fosse) d'énergie. Pour que la réaction se produise, un état
activé ES* doit étre atteint, qui se décompose (se rompt) finalement en enzyme et produit. La
hauteur de la barriere d'énergie entre I'é¢tat fondamental ES et I'état de transition ES* est défini
comme I'énergie libre d'activation AG” : plus cette barriére est basse, plus l'activité est élevée
comme l'indique 1'équation (1). Dans le cas des enzymes actives a froid présentant une affinité
faible pour le substrat, le puit d'énergie pour le complexe ES est moins profond (en pointillé dans la

Figure 3).

Il s'ensuit que I'ampleur de la barri¢re d'énergie est réduite et donc l'activité est augmentée. Ce
lien thermodynamique entre l'affinité et l'activité est valable pour la plupart des enzymes
(extrémophiles ou pas) dans la saturation des concentrations en substrat, et ce lien semble étre
impliqué dans l'amélioration de l'activité aux températures basses dans de nombreuses enzymes

actives & froid 247 1%,

La deuxieme stratégie et la plus générale, concerne la dépendance en température de la réaction
catalysée par des enzymes actives a froid. L'énergie libre d'activation AG" contient a la fois les

termes enthalpique et entropique selon la relation classique de Gibbs-Helmholtz :

AG" = AH'-TAS" (2)

En conséquence, I’équation (1) peut étre récrite comme suit :

kcatzﬂ o —(AH#/RT—AS#/R) 3)
L’équation (3) montrent que, a la fois, AH" et AS” ont le potentiel de changer k... Le Tableau 2
rapporte les contributions enthalpique et entropique a I'énergie libre d'activation dans les a-amylases
extrémophiles. Des données semblables ont été rassemblées pour d'autres enzymes psychrophiles
(20, 21, 25, 68, 95, 96, 106, 1071 "1 tenthalpie d'activation AH” illustre la dépendance entre l'activité et la
température ; plus cette valeur est basse, plus basse est la variation de I'activité avec la température.
La valeur basse trouvée pour presque toutes les enzymes psychrophiles démontrent que leur vitesse
de réaction est moins réduite que les autres enzymes, quand la température est abaissée. En
conséquence, on peut considérer que la diminution de l'enthalpie d'activation dans la réaction
enzymatique des enzymes psychrophiles, comme une caractéristique adaptative principale aux

basses températures [24,105]
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Tableau 2 : Paramétres d'activation de la réaction d'hydrolyse des a-amylases a 10°C 2,

Keat AG” AH" TAS"
s Kcal mol' Kcalmol' Kcal mol™
Psychrophile 294 13.3 8.3 -5.0
Mésophile 97 14.0 11.1 -2.9
Thermophile 14 15.0 16.8 1.8

Cette diminution est structurellement réalisée par une diminution dans le nombre des
interactions dépendantes de I'enthalpie qui doivent étre rompues pendant les étapes d'activation. Ces
interactions contribuent aussi a la stabilit¢ de la conformation repliée de la protéine, et en
conséquence, le domaine structurel de l'enzyme portant le site actif devrait étre plus flexible. Ainsi,
le complexe substrat-enzyme a I'état fondamental (ES) réside dans une distribution plus large d'états

conformationnels que le complexe activé ; I'état de transition de I'enzyme (ES™).

Il est intéressant de noter qu'une telle interprétation macroscopique de la basse enthalpie
d'activation dans les enzymes actives a froid, va avec l'observation expérimentale d'une activité
manifestement thermolabile illustrée dans la Figure2. Le Tableau 2 montre que la contribution
entropique TAS” pour l'enzyme active a froid est plus grande et négative. Ceci a été interprété
comme une grande réduction du désordre apparent entre I'état fondamental avec sa conformation

[25] 'activité thermolabile

relativement desserrée, et 1'état de transition bien organisé et compact
des enzymes actives a froid suggére une interprétation macroscopique pour ce parametre
thermodynamique. En conséquence d'une flexibilité du site actif, le complexe substrat-enzyme (ES)
occupe une distribution plus large d'états conformationnels, traduits par I'entropie accrue de cet état,
comparé a celui du mésophile ou du thermophile. Cette supposition a re¢cu un fort support

231981 "En outre, une distribution plus large de I'é¢tat fondamental (ES) devrait étre

expérimental |
accompagnée par un substrat de faible force de la liaison du substrat, comme en effet observé pour

de nombreuses enzymes psychrophiles.

Finalement, il devrait étre mentionné¢ que les parameétres d'activation typiques d'enzymes

psychrophiles sont bien reproduits par les simulations des réactions cinétiques "'*,
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4.7 Optimiser I'électrostatique comme stratégie de 'adaptation au froid

De plus, les différences de potentiels électrostatiques dans et autour du site actif d'enzymes
psychrophiles, semblent étre un parameétre crucial pour l'activité aux températures basses. Des
potentiels électrostatiques de surface produits par les groupements chargés et polaires, sont un
composant essentiel du mécanisme catalytique a différents niveaux : comme le potentiel s'étend
jusqu’au milieu, un substrat peut étre orienté et attiré avant que n'importe quel contact entre

l'enzyme et le substrat ne se produise.

Il est intéressant de noter que, le citrate synthase actif a froid '**!, malate déshydrogénase **,

110-112 69 81, 113, 114]

l'uracil-ADN glycosylase | I 1¢lastase 1 et la trypsine | sont caractérisées par des
différences marquées de potentiels électrostatiques pres de la région du site actif, comparé a leur
homologues mésophiles ou thermophiles, qui peuvent faciliter I'interaction avec le ligand. Dans le
cas du malate déshydrogénase, par exemple, le potentiel positif accru au niveau, et autour du site de
liaison ; I'oxaloacétate, et le potentiel de surface négative, significativement diminuée au niveau de
la région NADH de liaison, peut faciliter I'interaction des ligands possédant des charges opposées,
avec la surface de l'enzyme °!. Dans tous les cas, les différences ont été causées par des
substitutions discreétes dans les résidus chargés non conservés, aboutissant a un potentiel
¢lectrostatique local différant tant dans le signe que l'ampleur. L'implication des potentiels

électrostatiques dans I'activité froide a été aussi soutenue par une étude de mutation ',

5. La stabilité conformationnelle des enzymes psychrophiles

Les nombreux apercus pour des relations étroites entre l'activité et la stabilité dans les enzymes
psychrophiles ont suscité une étude de leur stabilité¢ conformationnelle en comparaison avec leur
homologues mésophiles et thermophiles. La faible stabilité thermique des protéines adaptées au
froid, connue depuis des décennies, a été mise en évidence par des techniques diverses comme la
spectroscopie de fluorescence intrinséque (la figure2). Cependant, I'énergétique de la stabilité de

structure a été essentiellement révélée par la microcalorimétrie 2 2!>23- 4% 92 106, 116, 117]

5.1 Etudes micro calorimétriques

Les enregistrementsmicro calorimétriques du dépliement induit par la chaleur pour des protéines
psychrophiles, mésophiles et thermophiles, sont montrés dans la figure 4. Ces enzymes montrent
clairement des schémas de stabilité¢ distincts, qui évoluent, d'un profil simple dans les protéines

psychrophiles instables, a un profil plus complexe dans les homologues thermophiles trés stables.
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Le dépliement des enzymes adaptées au froid se produit aux températures plus basses, comme

indiqué par la température de demi-dénaturation 7,,, donné par le sommet de la transition.

L'enthalpie calorimétrique AHc, (la zone sous les courbes dans la figure 4) qui correspond a la
quantité de chaleur absorbée pendant le dépliement, refléte I'enthalpie de rupture des liaisons
impliquées dans le maintien de la structure compacte, et est manifestement plus basse pour les
enzymes psychrophiles (le Tableau3). De plus, il y a une tendance claire de I'augmentation de AHcy

dans l'ordre : psychrophile < mésophile < thermophile.

Tableau 3 : Paramétres micro calorimétriques du dépliement thermique montré dans la figure 4 % %21

Proteins Tw(C) AH_. (Kcal mol™)
a-amylases
Psychrophile 44 214
Mésophile 66 319
Thermophile 86 487

DNA-ligases
Psychrophile 33 46
Mésophile 54 253
Thermophile 95-101 413
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Figure 4 : Le dépliement thermique des protéines extrémophiles 2" %, Thermogrammes des a-amylases et

ADN-ligases enregistrés par la calorimétrie différentielle a balayage, présentant de gauche a droite dans
chaque panneau les protéines; psychrophile (en bleu), mésophile (en noir), et (hyper)thermophile (en rouge).
Les protéines adaptées au froid sont caractérisées par une basse T, (le haut de la transition) et AH., (la zone
sous la transition), par une transition coopérative aigue et par l'absence de domaines de stabilité (indiqués par
des lignes fines dans les protéines stables).

La transition pour les enzymes psychrophiles est aiguisée et symétrique, tandis que d'autres
enzymes sont caractérisées par un aplatissement des thermogrammes. Ceci indique une capacité de
coopération prononcée pendant le dépliement des enzymes psychrophiles : La structure est
stabilisée par des interactions moins faibles, et la perturbation de certaines de ces interactions

influence fortement 1'édifice moléculaire entier et favorise son dépliage.

Les enzymes psychrophiles se déplient selon un processus "tout ou aucun", révélateur d'une
stabilit¢ uniformément basse de l'architecture. En revanche, toutes les autres enzymes homologues
présentent deux a trois transitions (indiqué par la déconvolution de la fonction de la capacité de
chaleur dans la Figure 4). Donc, la conformation de ces enzymes mésophiles et thermophiles
contient des blocs structurels ou des unités, de stabilité distincte qui se déroulent indépendamment.
Finalement, le dépliement des protéines psychrophiles est fréquemment plus réversible que celui
des autres enzymes homologues, qui sont irréversiblement dépliées aprés le chauffage.

L'hydrophobie faible des clusters du noyau dans les enzymes adaptées au froid, et la température
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basse pour le dépliement, qui empéchent 1’agrégation, sont certainement a l'origine de ce caractére

réversible.
5.2 L'origine structurale de la basse stabilité

Un effort considérable a été adressé a la définition des parameétres structuraux essentiels de la
protéine qui décrivent les caractéristiques thermiques de son activité et de sa stabilité.La premicre
structure radiographique pour une protéine adaptée au froid est apparue en 1994 "®ILa base
structurelle d'adaptation froide a été déduite des comparaisons de structures radiographiques avec

les modéles d'homologie de protéines mésophiles et thermophiles °1,

Il est aussi important de souligner que l'activité et la stabilit¢ d'une enzyme candidate peuvent
étre grandement affectées par son environnement physiologique.La majorité¢ des études ont été
exécutées sur des enzymes adaptées au froid dorganismes marins. A un certain degré
(particulierement pour les enzymes sécrétées), les caractéristiques structurelles et de composition

peuvent refléter I'adaptation au froid aussi bien que I’adaptation au sel ™'/,

Les ensembles de données de comparaison utilisées influencent la nature des conclusions tirées
a propos de l'adaptation structurelle. Les structures radiographiques RX de citrate synthase ont été
comparées pour des membres phylogénétiques et biochimiquement distincts de bactéries, Eucarya
et Archaca """ *%l En l'absence d'informations sur la structure cristalline, quelques études de

mod¢élisation ont délibérément choisi des organismes phylogénétiques étroitement apparentés (par

32, 95, 121 121

exemple | 1. Thomas et Cavicchioli "*!! ont constaté que malgré le choix d'un groupe
phylogénétiquement cohérent d'organismes, et une protéine (EF-2) qui est fortement conservée, il
était difficile d'identifier les changements d'acide aminé qui sont évidemment liés avec l'adaptation
thermique. Parce que les changements qui sont critiques pour l'adaptation thermique sont dissimulés
au milieu de ceux produits par la dérive génétique et d'autres effecteurs de sélection naturelle. 11
peut étre avantageux de maximiser des différences thermiques et minimiser des différences

[121,122

phylogénétiques dans les ensembles de données comparatives I particuliérement si les

structures radiographiques RX ne sont pas disponibles.

Une approche alternative aux comparaisons des séries de protéines seules, est d'identifier les
tendances statistiquement valables par l'analyse de grands ensembles de données. Une étude de
génomique comparative a été effectuée sur l'archaea, couvrant des températures de croissance allant
de 0°C a 110°C ", L'analyse en composante principale a révélé que les protéines d'archaca
adaptées au froid avaient un  contenu  plus haut d'acides aminés non chargés polaires,

particulierement GLN ¢t THR et un contenu inférieur d'acides: aminés hydrophobes,
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particulierement le LEU. Utilisant la modélisation par homologie, 1111 structures de protéines

modélisées ont été construites.

L'analyse des mod¢les d'archaea adaptées au froid a montré une tendance forte dans la zone
accessible au solvant pour GLN, THR et des résidus hydrophobes aussi bien que pour quelques
résidus chargés. Les futures analyses statistiques d'ensembles de données de génome devraient
améliorer la capacité d'identifier les caractéristiques structurales les plus abondantes et

significatives de l'adaptation au froid.

La vérification expérimentale et la détermination empirique de caractéristiques structurales
importantes ont été examinées a travers la conception rationnelle et le criblage de variantes tirées

Bl Trois structures radiographiques des mutantes

par la modification génétique ou chimique
mécanistes de AHA (avec changement d'acides aminés et dont les numéros dans la banque de
données des protéines qui suivent : K300R, 1JD7; K300Q, 1JD9; D174N, 1KXH) ont été
résolus.Cependant, aucune structure n'est disponible pour les mutantes de n'importe quelles

enzymes adaptées au froid avec des propriétés thermiques altérées.

Les caractéristiques structurales impliquées dans la flexibilité¢ d'enzymes adaptées au froid ont

5, 18, 81, 124-127

été largement documenté (par exemple ! ). Les sections suivantes décrivent les

principales constatations d'un grand nombre d'études.
5.2.1 Interactions Hydrophobes

Les facteurs majeurs contribuant a la flexibilité structurale et la thermolabilit¢ d'une protéine
adaptée au froid, sont la nature et l'ampleur des interactions entre les résidus hydrophobes
(I'hydrophobie du cceur) et entre les résidus hydrophobes et les molécules d'eau solvant

(I'hydrophobie de la surface). Ces interactions hydrophobes sont discutées ci-dessous.
5.2.1.1 L'hydrophobie du cceur

Les acides aminés enfouis dans les enzymes adaptées au froid ont tendance a étre plus petits et
moins hydrophobe que dans les homologues mésophiles et thermophiles °!. Les interactions de Van
der Waals sont faibles, de trés courte portée, et extrémement sensible a la distance. Donc, la
distance entre les groupes hydrophobes a l'intérieur d'une protéine, déterminera la contribution

0 r . , e .
8L129.301 1 65 enzymes adaptées au froid seront déstabilisées par suite

enthalpique a la stabilisation !
d'une réduction des interactions de Van Der Waals, et du mouvement accru des groupements
internes. A cause de son embranchement et de sa taille (Annexe I), I’acide aminé ILE peut

s'emballer plus efficacement a l'intérieur du cceur et stabiliser une protéine. Moins de résidus ILE
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sont présents dans le cceur intérieur de la trypsine adapté au froid 1>}, le citrate synthase [**! et AHA
[131]

Dans un adénylate kinase d'un thermophile, ILE est présent a la position 26. Dans I'homologue
adapté au froid, la présence de THR26 semble augmenter l'accessibilité au solvant du résidu du
ceeur ; VAL21, de 23 A™ a 42 A% Dans un uracil-ADN glycosylase adapté au froid !''* et dans

le domaine catalytique d'un céllulase °

, la diminution de I'hydrophobie du cceur mene a une
augmentation a la fois, dans le nombre, que dans le volume des cavités internes. La thermolabilité
de l'uracil-ADN glycosylase est compatible avec 1'emplacement des cavités, étant prés du site actif

et de la boucle de liaison d'ADN 1191,

Les solubilités des chaines latérales hydrophobes dans l'eau sont minimales 4 20 C, et donc les

[133]

interactions hydrophobes sont plus fortes & température ambiante '**. Une étude de 31 protéines

qui se déroulent de facon réversible, a trouvé que ~3/4 avait la stabilit¢ maximale autour de la

température ambiante '*!

. Bien que I'é¢tude ait seulement inclus une protéine d'un psychrophile, ces
découvertes illustrent le role important que jouent les interactions hydrophobes dans le coeur d'une

protéine pour améliorer la stabilité de la protéine, pour des températures basses a modérées.
5.2.1.2 L'hydrophobie de la surface

Les surfaces d'enzymes adaptées au froid ont tendance a avoir une proportion plus élevée de
résidus hydrophobes (non polaires). Ceci a été démontré par les structures radiographiques de
phosphate glyceraldehyde-3 deshydrogenase 1 le citrate synthase **, AHA ! xylanase "*¥,

(1321 Une tendance semblable a

trypsine ¥, la crevette phosphatase alcalin '**! et adénylate kinase !
été observée dans la modélisation a grande échelle et dans les études structurelles, qui ont démontré
que la fraction moyenne de la surface accessible au solvant !'**! ou de la surface enfouie '*” qui est

hydrophobe était plus élevée dans les protéines adaptées au froid.

La surface exposée au solvant des résidus hydrophobes est 7854 et 4929 A°2 dans le citrate
synthase du psychrophile et du hyper thermophile, respectivement °“. Cependant, dans la forme

oligomérique du citrate synthase, 1'hydrophobie entre les sous unités est diminuée comparé a

[119

I'homologue thermophile !''*). Particuliérement, les structures radiographiques révélent que des

clusters ILE a l'interface des sous-unités sont absents dans 1'enzyme adaptée au froid, tandis que des

clusters hydrophobes fermement entassés sont présents dans I'homologue d'un hyper thermophile
[64]

Pour l'adénylate kinase, la surface hydrophobe exposée de l'enzyme adaptée au froid est

1[132]

augmentée de 483 A°2 et équivaut & AG de 4-11 kJ mol "~ Dans lI'enzyme adaptée au froid, THR
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remplace MET a la position 179 d'un thermophile homologue. THR179 est incapable de maintenir
des interactions hydrophobes avec une partie ¢éloignée de la protéine, aboutissant a une
augmentation marquée de I'accessibilité au solvant de VAL21. Parce que VAL21 fait partie du cceur

hydrophobe, le remplacement THR179MET semble étre important pour générer la flexibilité

d'adénylate kinase '*],

La flexibilité dans la crevette phosphatase alcalin est probablement augmentée par des résidus

135

hydrophobes (55 % de la surface de la protéine), qui sont arrangés dans des clusters !'**!. Des acides

aminés non polaires constituent 32 % et 26 % de la surface d'ADN ligases, des bactéries de
psychrophile et thermophile, respectivement **.. Des surfaces hydrophobes semblent aussi étre

enrichies pour déstabiliser le site actif de I'ADN ligase adaptée au froid *°). Une découverte

semblable a été rapportée pour une protéine-tyrosine phosphatase (%1,

Des résidus hydrophobes de surface déstabiliseront une structure de protéine a cause de
l'entropie diminuée des molécules d'eau, qui forment des structures semblables a la cage autour des

résidus non polaires. Cependant, aux températures basses, le gain d'entropie est diminué par suite de

[120, 129, 133, 136

la mobilité¢ diminuée des molécules d'eau libérées 1. Ceci implique que les enzymes

adaptées au froid peuvent gagner en flexibilité par, et avoir une capacité plus grande pour tolérer,

I'hydrophobie accrue de la surface >,

L'adaptation au froid semble impliquer un arrangement stratégique de la fraction non polaire

totale ; exposé et enfouie, menant a une augmentation de l'exposition des résidus non polaires a
b

I'eau, avec une réduction concomitante de l'emballage du cceur hydrophobe ",

5.2.2 L'hydrophilie de surface

Une augmentation de la charge de la surface, particuliecrement une charge négative, a été décrite

54,134,137 [13 [35

pour la trypsine adaptée au froid ! I B-lactamase ''**), malate déshydrogénase 1**, subtilisine

[139:190.141] e citrate synthase (Y et la cellulase ). Pour la crevette phosphatase alcalin, la charge de

surface négative est particulicrement haute (-80), avec un patch de charges positives situé¢ pres du

site actif 3%,

La constante di¢lectrique d'eau augmente de 55.5 Debye (&) 4 100°C a 88 &, a 0° C ", Aux

basses températures (s'approchant de 0° C), le colit énergique de perturber les réseaux des liaisons

hydrogénes est trés élevé, & cause de la haute viscosité et de la haute tension de surface de I'eau !'*%),

Dans les enzymes adaptées au froid, le colit énergique peut étre compensé par des acides aminés de

surface chargés ou polaires interagissant avec les molécules d'eau d'une haute constante di¢lectrique

[18,139 121

1| permettant ainsi une solvatation appropri¢e et maintenant la flexibilit¢ ['*'1. De meilleures
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interactions du solvant avec HIS positivement chargé (pKa ~ 7) peuvent aussi jouer un rdle dans
l'augmentation de la flexibilit¢ aux températures basses. L'anneau d'imidazole de HIS a un

, , . . , . . 142
AHjonisation €levé, et une diminution dans la température favorise sa protonation [142]

En plus de I'amélioration des interactions avec le solvant, la localisation des résidus acides dans
des patchs de la surface, peut produire des répulsions de type charge-charge causant la
déstabilisation de la structure globale de la protéine.Les modules de liaison cellulase et catalytique
d'un cellulase de P. haloplanktis sont connectés par un exceptionnel long lieur (109 résidus). Le
lieur contient 23 acides aminés acides et manque de résidus positivement chargés. La répulsion de
charge des résidus acides va probablement créer un haut niveau de flexibilité dans la région de lieur,

et elle est considérée comme une caractéristique structurelle majeure d'adaptation au froid dans

143 135

cette enzyme "'*l. Dans le cas de la crevette phosphatase alcalin !'**! la surface positivement

chargée peut diriger le substrat négativement chargé au site actif.

Contrairement aux études précédentes, une étude génomique a rapporté que l'adaptation froide
implique une diminution dans la fraction moyenne de la surface accessible au solvant et dans la

123

surface enfouie qui est chargée !'*). Cette tendance peut refléter les caractéristiques de protéines

d'Archaea. Cependant, des tendances semblables ont été identifiées utilisant les séquences

[144]

génomiques de bactéries . L'augmentation de I'hydrophilie de la surface dans les protéines

psychrophiles et thermophiles a été rapportée !'**!. La charge de surface accrue dans les protéines

6]

s ., , . 14 .
thermostable est liée avec une capacité de former les réseaux de ponts salins !'**], contrairement aux

cas des enzymes adaptées au froid, dans lesquelles elle se trouve liée a l'interaction avec les

molécules d'eau 1%

I Comme les interactions ioniques deviennent plus fortes avec la diminution de
la température, il semble que c'est la minimisation de leur nombre qui permet aux protéines

adaptées au froid de conserver la flexibilité¢ aux températures basses.
5.2.3 Interactions Electrostatiques

Les interactions électrostatiques non covalentes intramoléculaires, sont de haute importance
dans le maintien de la structure secondaire et tertiaire. Ces interactions se produisent avec des
acides aminés polaires et chargés, et comprennent principalement : les liaisons hydrogéne, des ponts
salins et les interactions aromatiques. Les interactions électrostatiques sont efficaces sur de longues
distances et, en conséquence, peuvent étre difficiles de prévoir, particuliecrement dans les modeles

d'homologie.
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5.2.3.1 Liaisons hydrogeéne

Les liaisons H sont le type le plus abondant d'interactions non covalentes, et 4-12 kJ mol” sont

U471 Parce que la différence totale dans I'énergie de

nécessaires pour casser une seule liaison
stabilisation entre homologues d'un psychrophile et mésophile, peut étre pas plus de 40-50 kJ mol”,
il est clair que ceci peut étre comptabilisé par quelques liaisons H placées avec des positions
particulierement importantes. L'adaptation froide d'une triosephosphate isomérase a été liée a un
remplacement d'un résidu SER par ALA; on s'attend a ce que SER confére une stabilité¢ thermique

.. . . . . (86
en formant deux liaisons H intramoléculaires supplémentaires *¢!.

L'interprétation des liaisons H dans les modeles d'homologie n'est pas fiable parce que les
liaisons H sont fortement directionnelles. Aucune différence dans les liaisons H n'a été identifiée a
partir des analyses comparatives des structures radiographiques de AHA, citrate synthase et du

(3564 311 ' Cependant, des enzymes adaptées au froid peuvent avoir moins de

malate déshydrogénase
liaisons H inter domaine ou inter-sous-unité *'!. Dans une étude, une uracil-ADN adaptée au froid
glycosylase "' a été rapporté pour avoir trois liaisons H supplémentaires (219 liaisons H) que son

homologue d'un mésophile (216 liaisons H).
5.2.3.2 Interactions induites par I'arginine

Beaucoup d'enzymes adaptées au froid ont un rappot ARG/LYS réduit, y compris B-

[107] [55] (58]

galactosidase , chitobiase , phosphoglycerate kinase et la majorité d'enzymes

psychrophiles °!. Dans une étude de génomique comparative, les modéles de protéines produites
d'Archaea adaptées au froid présentent moins de résidus chargés (ARG + LYS + GLU) sur leur

23] Cependant, un certain nombre d'enzymes adaptées au froid (par

surface accessible au solvant
exemple, le citrate synthase, métalloprotéase, trypsine, subtilisine) ' ont un rapport ARG / LYS
plus élevé comparé aux homologues thermostables. Une uracil-ADN glycosylase adaptée au froid a

"9 Dans cette enzyme, les résidus ARG

encore trois résidus ARG qu'un homologue mésophile !
sont localisés surtout pres de sa surface. A moins qu'ils ne participent aux interactions ioniques, ils
vont probablement former des interactions avec l'eau, communiquant ainsi la flexibilité a la

structure globale de l'enzyme ' 1%,

Il semblerait que les résidus Arginine augmentent généralement la stabilité thermique de
'enzyme plus que les résidus LY, en facilitant un nombre plus grand d'interactions électrostatiques
(jusqu'a deux ponts salins et cinq liaisons H) par leur groupement guanidino (%% %% 38148191 1 ¢
support expérimental pour l'effet thermo-stabilisateur général de 1'ARG plus que la LYS, vient

d'études sur une gamme d'enzymes mammiféres qui ont été mentionnées comme stabilisées par
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4] Dans une protéine-tyrosine phosphatase adaptée

l'introduction des groupements guanidinium
au froid, MET147 est présent dans une boucle qui fait partie du site actif. L’homologue d'un
mésophile contient ' ARG a un emplacement équivalent dans la structure et peut faire cinq liaisons
H supplémentaires. Il est probable que le remplacement de MET communique la flexibilité au site
actif de l'enzyme adaptée au froid °*. AHA a seulement 13 ARG et 13 résidus LYS comparés & 28
ARG et 19 résidus LYS dans PPA %1 En conséquence, il y a une réduction des ponts salins
induit par 'ARG (-9), des interactions amino-aromatiques (-11) et des liaisons H (-22) *""**. On a
constaté que l'augmentation de la stabilit¢ de AHA est due a la conversion des chaines latérales des

résidus LYS en homoarginine ">, Ceci est compatible avec le remplacement de I'ARG par LYS

comme un moyen de produire la flexibilité¢ dans AHA.
5.2.3.3 Interactions aromatiques

Les cycles aromatiques dans les résidus TRP, TYR et PHE ont un dipdle a cause de la charge

négative partielle sur la face du cycle causé par le nuage des électron- m et par une charge positive

152

partielle sur les bords C-H "3, Cette polarité permet des interactions favorables entre les cycles

aromatiques a angle droit 1'un par rapport a l'autre (des interactions aromatiques-aromatiques), ou
entre les cycles et les chaines latérales d'ARG et de LYS (interactions amino-aromatiques). Les
interactions aromatiques peuvent donc promouvoir la stabilisation thermique par une contribution

enthalpique.

La subtilisine adaptée au froid a un défaut d'interactions aromatiques, contrairement a

139

I'homologue thermophile, avec 11 interactions identifi¢es sur la surface ['**). Dans un B-lactamase

d'un mésophile, deux interactions aromatiques-aromatiques TRP sont présentes en comparaison

d'un homologue psychrophile, et semblent étre importantes pour la stabilisation thermique !'**!

Dans AHA, un nombre réduit d'interactions amino-aromatiques, mais non pas aromatique-
9 b

aromatique, semblent étre important pour maintenir la flexibilité !>,

5.2.3.4 Ponts salins

Un pont salin est défini comme une paire d'ion avec une distance de 2.5-4.0A° entre des atomes

11541 "et contribue entre 12-21 kJ mol-1 de stabilisation a une enzyme !*"),

. . . . N 14
Le colt de formation d'une paire d'ion seule est trés élevé sur la surface d'une enzyme !'*"),

chargés non hydrogénes

Cependant, les réseaux de paire d'ion sont plus stables par suite de la réduction de moiti¢ de la

pénalité de dé-solvatation *7),
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Plusieurs études comparatives basées sur des données de structure radiographiques ont rapporté
que le nombre de ponts salins est inférieur dans les enzymes adaptées au froid (par exemple "*7)).,
La subtilisine adaptée au froid a deux ponts salins, comparés avec cinq et dix ponts salins dans les

[139

homologues mésophiles et thermophiles, respectivement '**. Les ponts salins (particuliérement

induits par I'ARG) dans AHA sont considérablement moins nombreux que dans PPA et peuvent

contribuer a la thermolabilité de AHA et & la capacité de se déplier de fagon réversible > 11221,

Le citrate synthase d'un psychrophile est rapporté d'avoir plus de ponts salins intra subunit qu'un
homologue hyper thermophile ; 27 contre 42, respectivement **. Cependant, I'enzyme adaptée au
froid a moins d'interactions inter subunit qu'un homologue mésophile '**. Un nombre réduit de
réseaux inter subunit et de paire d'ion semble aussi étre important pour la thermolabilité d'un malate
déshydrogénase d'un psychrophile *°. Dans une étude de génomique, on a constaté que le nombre
des ponts salins diminue significativement pour les enzymes psychrophiles pour quelques modeles
de protéines (par exemple, Cpn60). Cependant, contrairement aux tendances pour l'accessibilité au
solvant des résidus chargés et hydrophobes, la tendance pour les ponts salins n'est pas une

12

caractéristique générale ['>]. Des études indiquent que l'adaptation froide corréle plus fortement

avec un nombre réduit d'interactions inter domaine et inter subunit, plutét qu'avec le nombre de

ponts salins en soi %),

L'importance du placement stratégique du pont salin est bien illustrée dans le citrate synthase,
ou l'absence d'un pont salin inte rsubunit R375-E48 semble faire une contribution critique a sa basse
stabilité (Y. On peut considérer une paire d'ion comme critique, si le pont entre les résidus est situé
a une distance (> 10 résidus), et si la paire d'ion ne peut pas se former dans un homologue plus
thermolabile a cause du remplacement d'acide aminé , ou de la distance l'un de l'autre de la paire
d'ion (>6 A°) *?1 Ce type de remplacement critique semble faire une contribution importante a la

thermolabilité d'adénylate kinase adaptée au froid '**],

5.2.4 Eléments de la structure secondaire

Les ¢léments de structures secondaires (les hélices-a et les feuillets-8) définissent comment la
structure tertiaire d'une protéine se pliera. Comme ils jouent un role central dans la structure et la
fonction d'une protéine, seulement des changements mineurs de la structure secondaire peuvent étre
tolérés. La stabilit¢ d'une hélice a dépend des liaisons H intra-hélice et des interactions du type
"chaine latérale-chaine latérale". Les propriétés de Ncap (le résidu de N-terminal de 1'hélice) et des

[155] 'Dans une hélice, les unités de

résidus Ccap peuvent aussi affecter la stabilit¢ d'une enzyme
peptide ont tendance a s'aligner d'une maniére paralléle a I'axe hélicoidal et leur effet cumulatif doit

créer un macro-dipole d'hélice (environ +0.5 unité de charge au terminus N, et -0.5 au terminus C).
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En conséquence, les résidus envers le terminus N d'une hélice ont tendance a étre négativement

chargés, et ceux envers le terminus C ont tendance a étre positivement chargés.

Les différences d'acide aminé entre les enzymes adaptées au froid et les homologues
thermostables créent des différences subtiles dans les propriétés des hélices-a *'. Dans AHA

comparée a PPA, les résidus Ncap négativement chargés diminuent de quatre a deux, et ceux de

[152

Ccap positivement chargés diminuent de six a trois |'°2. Les interactions de type charge-dipdle

152

affaiblies dans AHA peuvent générer la flexibilité ['**. Dans le cas du triosephosphate isomerase

adaptée au froid, la flexibilité peut étre favorisée par un niveau plus haut de charge positive prés du

Necap et de la charge négative prés du Ceap %,

Quand ils sont situés dans le centre d'hélices-a, les résidus PRO causent au moins la perte de
deux liaisons H et, en raison de leurs degrés de liberté limités, ils peuvent causer la déstabilisation

157,158

en agissant comme un élément de rupture d'hélice ! I_ Cependant, quand ils sont présents au

157

Necap, ils peuvent inciter la formation d'hélice !'>", Un certain nombre d'enzymes adaptées au froid

ont un nombre plus élevé de résidus PRO dans les hélices-a. Par exemple, une citrate synthase

adaptée au froid a des résidus PRO supplémentaires dans le centre de deux hélices-a 1Y,

En l'absence d'une chaine latérale, et la liberté conformationnelle des résidus GLY, ils peuvent

[158,159

déstabiliser les hélices-a 1 Cette capacité ne semble pas jouer un réle dans l'adaptation froide,

parce qu’aucune tendance significative impliquant les résidus GLY n'a été identifi¢e dans des

études comparatives [*'1,

5.2.5 Boucles de la surface

La majorité des boucles qui relient les éléments de structure secondaires est trouvée sur la
surface de I'enzyme. Beaucoup de poches catalytiques sont entourées par des structures de boucle et
produisent la flexibilité au site actif ™*'). Pour des raisons semblables a celles décrits dans la section
d'Eléments de Structure Secondaire ci-dessus, la chaine latérale du résidu PRO est liée de fagon
covalente a l'atome N du squelette peptidique, limitant ainsi la rotation des liaisons N-C, et
réduisant la flexibilité conformationnelle des structures en boucle ®¥. En revanche, les résidus GLY

dans les boucles augmentent la liberté conformationnelle de 1'état natif '®!,

Le nombre des résidus PRO dans les boucles est inférieur dans la subtilisine adaptée au froid, le
malate déshydrogénase, la trypsine, le phosphatase alcalin, I'ADN ligase et, AHA, comparé a leur
homologues mésophiles et thermophiles respectifs ). Dans 3-isopropylmalate déshydrogénase
adaptée au froid, ALA et SER remplacent deux résidus PRO qui sont présents dans deux boucles

154

dans 'homologue thermostable et dans une boucle prés du site actif !'>*. Dans un citrate synthase
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adaptée au froid, une boucle connectant deux hélices-a est plus longue de neuf résidus que dans les

enzymes thermostables, et contient plus de résidus chargés '** ']

. L'enzyme adaptée au froid
contient aussi huit résidus PRO en moins dans les boucles comparée a I'homologue hyper

thermophile.

La flexibilit¢ de LDH-A 4 d'un poisson antarctique semble étre améliorée par une boucle
possédant 2 résidus GLY supplémentaires qui sont séparés par 10 résidus ['*l. Cependant, un citrate
synthase adaptée au froid a 7 résidus GLY en moins (un total de 22) qu'un homologue hyper
thermophile; le nombre des résidus GLY est le méme dans les hélices-o, mais il est réduit de 7 dans
les boucles de l'enzyme adaptée au froid Y. Il apparait que l'abondance relative des résidus GLY
dans les boucles est expliquée que partiellement par la contribution qu'ils apportent a la flexibilité

globale de I'enzyme.

Le Triosephosphate isomerase adaptée au froid a plus, et de plus longues boucles, connectant les

86.156] " Les boucles de

hélices-a et les feuillets-B que les homologues mésophile et thermophile '
surface plus longues augmentent l'amplitude possible du mouvement entre les structures

secondaires, et peuvent diminuer la stabilité de 1'enzyme.
5.2.6 Autres facteurs

I3 . . I3 r . r : 6
La teneur en méthionine est plus élevée dans un certain nombre d'enzymes adaptées au froid .

Les résidus MET peuvent conférer la flexibilité a cause de leur haut degré de liberté et parce qu'ils

121

sont dépourvus de ramification, de charge ou d'interactions de type dipole !'*!!. Alternativement,

une haute teneur en MET, identifiée dans la trypsine adaptée au froid du poisson, peut refléter

I'adaptation halophile *"'°%,

Les métaux peuvent stabiliser une enzyme en reliant simultanément de nombreuses structures
secondaires ou des domaines. Beaucoup d'enzymes adaptées au froid reliées par Ca®’, sont
caractérisées par de basses constantes de liaison. L'affinité de liaison-Ca”" est 2000 fois plus basse
dans AHA comparée a PPA %, et la subtilisine adaptée au froid d'un Bacille spp. a une plus basse
affinité de liaison-Ca®" qu'un homologue thermostable de Thermoactinomycetes vulgaris />, La
subtilisine adaptée au froid de Vibrio sp. a un site de liaison-Ca®" supplémentaire comparé a

I'enzyme T. vulgaris "*',

L'absence de ponts disulfures dans la phosphatase alcaline adaptée au froid a été suggérée de

160

conférer la flexibilité ', En revanche, trois ponts de disulfure sont présents dans une serine

protéase de type semblable a la subtilisine adaptée au froid, comparés a aucun dans I'homologue

thermophile '*". Quatre ponts disulfures sont présents dans AHA comparés a cing dans PPA 1%,
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L'introduction d'un cinquiéme pont disulfure dans AHA a entrainé une augmentation dans la
stabilité conformationnelle, et une diminution de l'activité !''"). La suppression (par modification
chimique) de toutes les liaisons disulfure dans AHA, a aboutit a la stabilisation de la région la
moins stable de l'enzyme, y compris le site actif et une diminution dans I’activité "', Dans AHA,
les ponts disulfures semblent empécher le site actif de développer des interactions ioniques,

promouvant ainsi une déstabilisation localisée pour préserver l'activité.
6. Relation entre l'activité, la flexibilité, et l1a stabilité

6.1 Apercus expérimentaux

Pour vérifier la validité de la relation proposée entre l'activité et la stabilité dans les enzymes
actives a froid, un psychrophile a-amylase a été utilisée comme un modele parce que l'architecture
identique de son site actif, par rapport a un homologue mésophile proche (Fig. 5), indique que les
adaptations structurelles affectant les propriétés du site actif apparaissent a l'extérieur de la cavité
catalytique. Sur cette base, 17 mutantes de cette enzyme ont été construites, chacune d'entre elles
portant un résidu congu formant une interaction faible trouvée dans les a-amylases mésophiles,
mais absente dans la a-amylase active a froid, aussi bien que des combinaisons, pouvant aller

21171621531 "On a2 montré que ces interactions mises

jusqu'a six, de facteurs structurels stabilisants
au point, améliorent tous les paramétres examinés liés a la stabilité de la protéine : La compacité, la
stabilité cinétiquement, la stabilité thermodynamique, la résistance envers la dénaturation chimique,
et la cinétique du dépliement/repliement. Donc, ces mutantes de la a-amylase psychrophile
systématiquement se rapprochent et reproduisent la stabilité et les tendances du dépliement des
enzymes thermostables. Ces effets ont été aussi analysés par la dynamique moléculaire MY,
Simultanément a cette stabilité améliorée, les mutantes stabilisées ont perdu l'optimisation cinétique
pour l'activité a basse température présentée par I'enzyme psychrophile parente. Comme indiqué
dans la Figure 6, la stabilisation de la a-amylase active a froid, a tendance a diminuer les valeurs de
keqar et simultanément les valeurs de K, des enzymes mutantes, révélant ainsi la corrélation élevée
entre les deux parametres cinétiques. En effet, en plus de la stabilité congue qui est semblable a
celle observée avec l'enzyme mésophile, la mutante multiple portant six facteurs structurels
stabilisants, montre aussi une activité congue semblable a l'enzyme mésophile, en termes de
modification dans k., et des valeurs de K,, et méme dans les parametres thermodynamiques

162103] " Ces résultats fournissent le grand support expérimental de I'hypothése assumant

d'activation !
que, la disparition des interactions stabilisantes dans les enzymes psychrophiles augmente
I'amplitude des mouvements concertés exigés par la catalyse et la dynamique des résidus du site

actif, a basse température, menant a une activité plus élevée.
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Figure 5 : structure du site actif. Superposition des
résidus du site actif, dans les o-amylases
psychrophiles (bleu) et mésophile (rouge).

L’ion chlorure et calciumsont montrés en sphéres
bleu et vert, respectivement. Les 24 résidus
(jaune) qui participent a des interactions avec le
substrat directes ou induites par 1’eau sont
identiqueset se superposent presque parfaitement
dans la structure /.

Figure 6: L’ingénierie de l’activité d’enzymes
psychrophiles o-amylases mutantes semblables
aux meésophiles.

Ce graphe des paramétres cinétiques des mutantes
stabilisées (symboles pleins) montre que la
tendance générale est de diminuer I’activité et
d’augmenter [’affinit¢é pour le substrat de
I’enzyme psychrophile type sauvage (symbole
creux bleu). La mutante la plus stable portant 6
interactions additionnelles (fléche) montre des
paramétres cinétiques presque identiques de ceux

de I’homologue mésophile (symbole creux rouge)
8,92, 163]

On devrait mentionner que d'autres études de mutation d'enzymes actives a froid ont été moins

conclusives. Diverses enzymes psychrophiles !

87, 115, 165-175]

ont été congues pour vérifier

l'implication des mutations adaptatives spécifiques, dans ou pres du site actif. Ces études ont révélé

un schéma complexe d'effets sur les paramétres cinétiques, 1'énergie d'activation et la stabilité, qui

ne peut pas étre interprété en termes simples.
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6.2 L'évolution dirigée

Les relations de stabilité et d'activité dans des protéines adaptées au froid ont été contestées d'un

176,177 [178

point de vue évolutif. En fait, 'évolution dirigée ! I'et l'ingénierie des enzymes !'’*!a démontré

que l'activité et la stabilité ne sont pas physiquement li¢es dans laprotéine, comme passé en revue

dans (171,

En conséquence, on a proposé que la stabilité¢ basse d'enzymes actives a froid soit le résultat
d'une dérive génétique liée au manque de pression sélective pour des protéines stables. Bien que
ceci semble étre évident, plusieurs données indiquent que la situation est plus subtile. Comme déja
mentionné, dans les enzymes psychrophiles a domaines multiples, le domaine catalytique est
toujours thermolabile, tandis que le domaine non catalytique peut étre aussi stable que celui des

55-57

protéines mésophiles >°7). 11 est donc peu probable qu'une dérive génétique affecte seulement le

domaine catalytique sans modifier d'autres régions de la protéine. En outre, plusieurs expériences
d'évolution dirigée ont montré que, quand les bibliothéques d'enzymes a mutation aléatoire sont
examinées, seulement pour une activité accrue aux basses températures sans d'autres contraintes, les
meilleurs candidats affichent systématiquement les propriétés canoniques d'enzymes psychrophiles,

180

comme discuté dans '*”). L'examen des tracés de I'activité contre la stabilité pour des centaines de

mutantes, montre que les mutations aléatoires améliorant tant l'activité que la stabilité sont rares

HSLIS2 1] s'ensuit que I'amélioration de l'activité aux températures basses associée a la perte de

stabilité¢ semble étre I'événement le plus fréquent et accessible.
6.3 Exceptions Notables

En considérant les lecons mentionnées ci-dessus par I'évolution du laboratoire, il faudrait
s'attendre que 1'on puisse découvrir des enzymes psychrophiles, qui ne partagent pas les propriétés
canoniques. En effet, quelques rapports suggérent la présence d'exceptions considérables a la régle

générale. Par exemple, les mutations ponctuelles simples peuvent représenter la plupart des traits

adaptatifs. Une mutation simple dans le site de liaison du calcium d'un psychrophile subtilisine *”!

(86]

et dans I'hélice de fixation du phosphate dans le phosphate triose isomérase "', augmente

considérablement la stabilité thermique des mutantes psychrophiles. Au contraire, une substitution
seule d'acide aminé prés du site actif d'un thermostable a-glucosidase offre l'activité froide "'*. La

chaperonine et la protéine de choc thermique GroEL d'une bactérie antarctique n'est pas adaptée au

184

froid, et affiche une stabilité et une activité semblables que son E. coli homologue "**. 11 a été

suggéré que cette chaperonine reste apte pour fonctionner pendant les augmentations soudaines de

température de I'environnement !'*/,
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De méme, lactivité du thiorédoxine de la méme bactérie est beaucoup plus stable

191, 192 . . r
-1%21 On ne peut pas exclure que les enzymes impliquées dans

thermiquement que celui d'E. Coli !
le transfert électronique, n'exigent pas le méme type d'adaptation, parce que la vitesse du flux
¢lectronique n'est pas significativement affectée par les basses températures biologiques.
L’Isocitrate déshydrogénase d'une bactérie psychrophile est plus stable que son homologue

mésophile, tandis que I'activité froide a été attribuée a la flexibilité locale au site actif 7/,
7. Les enzymes psychrophiles en Biotechnologie

Comme déja mentionné, la plupart des enzymes psychrophiles sont actives a froid et
thermolabile. Ces traits spécifiques sont responsables des trois principaux avantages d'enzymes
actives a froid dans la biotechnologie : (i) en conséquence de leur haute activité, une plus faible
concentration de l'enzyme catalyseur est exigée pour atteindre une activité donnée, réduisant ainsi le
montant de la préparation coliteuse de lI'enzyme dans un processus; (ii) en conséquence de leur
activité froide, elles restent efficaces a I'eau du robinet ou a la température ambiante, évitant donc le
chauffage pendant un processus, soit au niveau domestique (par exemple : la machine a laver) ou
bien au niveau industriel; et (iii) en conséquence de la thermolabilité, elles peuvent étre
efficacement et parfois sélectivement inactivées aprés un processus d'apport de chaleur modéré. A
coté de ces traits, les enzymes d'organismes endémiques aux environnements froids peuvent étre
une source précieuse de nouveaux catalyseurs possédant des caractéristiques enzymologiques utiles,

comme de nouvelles spécificités de substrat ou des propriétés de produit.
7.1 Lathermolabilité dans la biologie moléculaire

Les phosphatases alcalines sont principalement utilisés dans la biologie moléculaire pour la
déphosphorylation des vecteurs d'ADN avant le clonage pour empécher la rediffusion, ou pour la
déphosphorylation de 5 - acide nucléique terminal avant 5 °- terminal étiquetée au moyen du
polynucléotide kinase. Cependant, la phosphatase doit étre soigneusement enlevée apres la
déphosphorylation pour éviter des interférences avec les étapes ultérieures. Il s'ensuit que les
phosphatases alcalines thermolabiles sont d'excellentes alternatives comme elles sont inactivées par
le traitement thermique modéré permettant d'exécuter les étapes ultérieurs dans la méme éprouvette

[188

et la minimisation de pertes d'acides nucléiques !"**!. Une phosphatase alcaline d'une bactérie

189190, 1911~ Cette phosphatase alcaline thermolabile,

antarctique a été entierement caractérisée
vendue comme phosphatase antarctique, est maintenant proposée sur le marché par New England
Biolabs Inc. (Ipswich, MA, les USA). Dans le méme contexte, la phosphatase alcaline thermolabile

de la crevette arctique Pandalus borealis, est aussi disponible par exemple de Biotec Pharmacon
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ASA (Tromsg, la Norvége) ou des Services médicaux GE Life Sciences (Little Chalfont, Royaume-

Uni).

Deux autres enzymes psychrophiles sont aussi commercialisées pour des applications de
biologie moléculaires profitant de la propriété thermolabile. La crevette nucléase dégrade
sélectivement 'ADN a double brin: par exemple, elle est utilisée pour le déplacement des
contaminants non intentionnels dans les mélanges PCR, et ensuite elle est inactivée par la chaleur
avant l'ajout du modele. Cette enzyme recombinante est disponible aupreés de Biotec Pharmacon
ASA (Tromso, la Norvege), la Société USB (Santa Clara, CA, USA), ou Thermo Scientifique
(Waltham, MA, USA). L'uracil-ADN N-glycosylase thermolabile de la morue de l'atlantique

110 .
[ ], est aussi

(Gadus morhua), qui présente des caractéristiques de l'adaptation au froid typiques
utilisée pour enlever des polluants d'ADN dans des réactions PCR séquentielles.Apres la
dégradation des polluants, l'enzyme est complétement et irréversiblement inactivée apreés le
traitement thermique. L'uracil-ADN N-glycosylase thermolabile est disponible auprés de Biotec

Pharmacon ASA (Tromso, la Norveége).
7.2 L'activité a basse température

Le marché pour les enzymes utilisées dans les détergents représente 30-40 % de toutes les
enzymes produites dans le monde entier. Parmi ces agents nettoyants enzymatiques, la subtilisine
(une protéase serine alcaline principalement produite par I'espece de Bacillus) domine en grande
partie ce marché. Au niveau domestique, la tendance actuelle est, cependant, d'utiliser des
détergents a des températures de lavage plus basses, a cause des réductions associées a la
consommation d'énergie et des colts, tout en protégeant la texture et les couleurs des tissus. Par
conséquent, les subtilisines actives a froid sont exigées pour des résultats optimaux de lavage aux
températures d'eau du robinet, et les publicités actuelles pour des détergents actives a froid
indiquent que ce but a été bien atteint. Les premicres subtilisines psychrophiles isolées de 1'espece
d'Antarctic Bacillus ont été largement caractérisées pour respecter de telles exigences /> *7). Les
subtilisines actuellement incorporées dans les détergents actifs a froid sont des enzymes élaborées
qui combinent la stabilit¢ de stockage, la stabilit¢ alcaline et l'activité froide. Bien que les
subtilisines psychrophiles ne soient pas en soi des composantes de détergents actives a froid, elles

ont en grande partie contribué a I'avancement de ce concept économiquement attractif.

La béta-galactosidase, ou lactase, est un glucoside hydrolase qui hydrolyse spécifiquement le
sucre de lait; lactose, en galactose et glucose. Il devrait étre souligné que 75 % de la population
mondiale souffre de I'intolérance de lactose résultant de la synthése déficiente de lactase intestinal

chez les adultes et aboutissant aux troubles digestifs. Dans ce contexte, la lactase active a froid
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d'une bactérie antarctique a été brevetée (WO 01/04276A1) pour sa capacité d'hydrolyser le lactose

[197] " Cette lactase active a froid sera aussi

pendant le stockage du lait aux températures basses
produite bientdt en grandes quantités par Nutrilab NV (Bekkevoort, la Belgique) pour hydrolyser le
lactose (comme un sous-produit de I'industrie laitiere) dans le processus de la valeur en édulcorant;

D-tagatose, un monosaccharide naturel de faible valeur calorique et d'indice glycémique.

Les protéines chaperons aident pour le repliement des polypeptides naissants, en prévenant le
mauvais repliement ou méme sa réparation. En profitant de ces propriétés, des cellules E. coli
d'Arctic-Express de Stratagene (les USA) ont été congues pour co-exprimer les chaperonines

actives a froid d'une bactérie antarctique ™

avec la protéine recombinante d'intérét, améliorant
ainsi le traitement des protéines aux températures basses (qui empéche la formation de corps

d'inclusion) et augmentant le rendement des protéines recombinantes actives et solubles.
7.3 Nouvelles spécificités dans les enzymes psychrophiles

Au niveau industriel, la levure Candida antarctica produit deux lipases, A et B, la derniere étant
vendue par exemple comme Novozym 435 par Novozymes (Bagsvaerd, le Danemark). En
conséquence de son substrat et sa stéréospécificité, la lipase B est impliquée dans un trés grand
nombre d'applications organo-synthétiques liées au traitement de la nourriture/alimentation, aux

192

produits pharmaceutiques, ou & la cosmétique '*. Dans une enquéte de brevets liés a I'antarctique

193 , . . . . i
1931 on a montré que les lipases de C. antarctica dominent de loin le nombre de brevets axés sur les
processus, ou sur les produits. Ceci est un exemple significatif du potentiel des nouveaux

catalyseurs de ressources génétiques dans les environnements froids.

Les xylanases sont des glucosides hydrolases qui dégradent le polysaccharide béta-1,4-xylan,
décomposant ainsi 'hémicellulose, un des composants majeurs des parois de la cellule végétale. Les
xylanases sont un ingrédient clé pour le conditionnement industriel de pates, utilisées pour
améliorer la qualité du pain. Il a été trouvé que le xylanase d'une bactérie antarctique appartient a

[21, 98, 134, 194, 195

une nouvelle classe de xylanases 1. En outre, des cuissons d'essais ont révélé que le

xylanase psychrophile était trés efficace dans I'amélioration des propriétés de pate et la qualité du

196.197] " Cette efficacité semble étre

pain avec, par exemple, un effet positif sur le volume du pain !
reliée a la haute activité du xylanase psychrophile aux températures fraiches exigées pour le repos
de la pate et a son mode spécifique d'hydrolyse. Cette xylanase est maintenant vendue par Puratos
(Grand-Bigard, la Belgique). C'est apparemment l'enzyme psychrophile produite avec les plus

grandes quantités, a ce jour.
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7.4 Autres protéines psychrophiles en biotechnologie

Dans ce contexte, quelques protéines adaptées au froid valent aussi la peine d’étre mentionner.
Ceci inclut une protéine antigel recombinante d'un poisson arctique ajoutée a plusieurs marques de
créemes glacées alimentaire d'Unilever (les Pays-Bas, I'Angleterre) pour ses propriétés structurantes
de la glace. L'antigel bactérien Antarticine-NF3 (parfois sous le nom Antarctilyne), qui est efficace
pour des traitements de cicatrice et réépithelialisation de blessures, ou les extraits des algues
antarctiques Durvillea antarctica, qui sont inclues dans la cosmétique pour améliorer la vitalité de la
peau comme dans la créme de jour raffermissant, en téte des ventes de Clarins (France).
L'amélioration de l'activité froide par la modification chimique d'enzymes mésophiles a aussi été

198-200

rapportée | I'et s'est avérée fructueuse dans quelques cas spécifiques.
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Chapitre II :
L’Enzyme Adaptée au Froid :

Endonucléase 1
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1. Introduction

Les enzymes extracellulaires et péri-plasmiques d'organismes marins sont exposées aux
environnements dans lesquels de grandes variations dans la température et la salinité peuvent
arriver. De telles conditions exigent que les protéines se replient efficacement et maintiennent
leur stabilité malgré les tensions auxquelles elles font face ['l. En méme temps, l'activité

(2]

enzymatique est dépendante d'une flexibilité structurelle bien ajustée . Comment les

enzymes font-elles face a ces demandes contradictoires ?

L'¢tude de [Il'adaptation structurelle et fonctionnelle des protéines d'organismes
extrémophiles est un domaine de recherche trés actif, et plusieurs observations intéressantes
des mécanismes adaptatifs ont été faites. La stabilité a une température extréme des protéines
thermophiles est considérée comme le résultat des vastes réseaux intramoléculaires et de
l'emballage compact qui limite leur flexibilité " Les enzymes psychrophiles, au contraire,
sont thermolabiles et on a émis I'hypothése qu'elles utilisent la flexibilité accrue pour faire

\ . 7 7 , N .. . . . . N , 5.6
face a la viscosité élevée et a la diminution des vibrations thermiques a basse température ),

Comparées aux non-halophiles, les protéines halophiles ont un excés de résidus acides
d'acides aminés qui créent un potentiel superficiel négatif et un réseau d'ion hydraté protecteur
71 On considére que cette augmentation de I'acidité empécherait 'agrégation ™. La surface
chargée est, cependant, déstabilisante, particuliérement aux basses concentrations en sel ™ et
la plupart des protéines halophiles sont désactivées a des concentrations en NaCl ou KCI en

dessous de 2M 11,

La base structurelle de I'activité tolérante au sel reste a élucider, bien que des interactions
électrostatiques aient été impliquées ). La salinité d'eau de mer est significativement plus
basse que celle des habitats halophiles extrémes, pour que seulement les formes d'adaptation
les plus douces puissent étre nécessaires pour les protéines extracellulaires et péri-plasmiques

d'organismes marins.

L'environnement marin et estuarien héberge une diversité énorme de bactéries. Parmi les
bactéries marines ou estuariennes les plus étudiées appartiennent au genre Vibrio, avec Vibrio
cholerae étant l'espece la plus connue, comme c'est la cause de choléra chez I'homme. V.
Cholerae est trouvée dans les régions tropicales et tempérées, et peut étre classifiée comme
une bactérie mésophile avec une croissance optimale autour de 37°C, en plus elle préfere les

[10,11

eaux estuariennes 1. La bactérie avec une des températures optimales de croissance les
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plus basses trouvées dans le genre Vibrio est la Vibrio salmonicida, un pathogeéne du poisson.
Elle a une température de croissance optimale de =~ 15°C et exige le NaCl pour la croissance

121 Elle peut donc étre classifiée comme une bactérie psychrophile et 1égérement halophile.

La membrane extérieure et la paroi cellulaire des bactéries gram-négative ne limitent pas
le passage des ions, et les protéines péri-plasmiques sont, comme les protéines
extracellulaires, constamment exposées a la salinit¢ de l'eau environnante. EndA est une
endonucléase péri-plasmique ou extracellulaire non spécifique. On ne connait pas sa fonction
physiologique, mais il a été proposé¢ pour qu'elle soit impliquée dans la prévention de
l'assimilation d'ADN étranger, la dégradation de mucus intestinal pour faciliter la colonisation
et I'apport des nucléotides pour les cellules '*!. Bien que I'EndA a été isolée de beaucoup de

(315 Elle peut,

bactéries pathogenes, elle ne semble pas étre impliquée dans la virulence
cependant, affecter le taux de survie bactérien par la dégradation des pieges neutrophiles
extracellulaires dans les mammiféres et probablement aussi dans le poisson "'l Les
structures de trois Vibrio endonucleases; V. salmonicida (VsEndA) "™, V. cholerae
(VcEndA) "™ et V. vulnificus (Vvn) %), sont disponibles et aussi la structure de Vvn attaché
a 8 bp et 16 bp dsDNA 2?1, On a proposé un mécanisme réactionnel basé sur la structure du

complexe ADN-protéine ),

L'endonuclease est une enzyme connue pour cliver tant I'ARN que 'ADN aux sites (endo)

internes non spécifiques. Elle clive aussi I'ADN plasmidique et simple brin %

. L'enzyme
clive au coté 3" de la liaison phosphodiester, laissant des produits avec des extrémités 5°-
phosphate. Il fonctionne comme une base générale, qui active une molécule d'eau pour une
attaque en vigueur sur le phosphate scissile dans le substrat d'ADN. Une histidine (HIS80)
fonctionne comme une base générale, qui active une molécule d'eau pour une attaque en
vigueur sur le phosphate scissile dans le substrat d'ADN. Le role de l'ion magnésium du site
actif est de stabiliser I'état de transition phosphoanion, et rendre un proton disponible pour le
3 -oxygene du groupe partant, par une molécule d'eau lie. Une arginine (ARG99) est censée
stabiliser le produit par une liaison hydrogeéne avec le phosphate, ce qui ralentit aussi la

réaction inverse 2,

Une étude antérieure a présenté le clonage, 1'expression et la purification de l'endonuclease
I des enzymes du psychrophile V. salmonicida (VsEndA) et du mésophile V. cholerae
(VcEndA) 1 Les deux enzymes orthologues ont été biochimiquement et bio physiquement

caractérisées pour révéler les différences possibles liées a 1'adaptation environnementale.
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2. Similarité des séquences et composition

VsEndA et VcEndA montrent l'identité a 71 % et la similitude a 80 % (Blosum62) au
niveau d'acide aminé, quand les enzymes actives sont comparées sans leur peptide-signal N-
terminal (Fig. 1). Le repli structurel et le site actif important pour la catalyse et contenant
HIS80 et ARG99, sont identiques dans les deux structures. On montre un alignement de
séquences de VcEndA et VSEndA dans la figure 1. Les deux premiers acides aminés au N-

terminal (THR et MET) sont codés par le vecteur d'expression.
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Figure 1: Alignement des séquences des enzymes VsEndA et VcEndA, utilisant le programme
ESPript 3.0 ). Les nombres indiquent les cystéines impliquées dans les ponts disulfures.

Une analyse de la composition d'acide aminé montre que VsEndA contient 13 lysines de
plus et deux arginines en moins que VcEndA, aboutissant a un rapport R/K tres élevé pour
I'enzyme mésophile (1.6 contre 0.6, respectivement). De plus, VSEndA contient deux D+E en
moins que VcEndA. Cependant, toutes les cystéines impliquées dans la formation de pont
disulfure dans VcEndA sont aussi trouvées dans la séquence de VsEndA (figure 1). Le PI
théorique est 9.61 pour VsEndA et 8.62 pour VcEndA.

Les enzymes halophiles ont été rapportées pour étre plus enrichies avec les acides aminés

24,25 .
[24.25] ' Cest le contraire avec les

négativement chargés que leurs homologues non halophiles
enzymes ¢étudiées ici ou, il y a une grande augmentation du nombre d'acides aminés

positivement chargés dans VsEndA, aboutissant a un pl théorique tres élevé. Ceci est
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principalement causé par la présence d'un grand nombre de résidus LYS dans VsEndA.
VsEndA a aussi un nombre légérement plus haut de résidus ALA que l'autre enzyme. Cette
augmentation du contenu en LYS et ALA semble étre au détriment de ASN et des résidus
GLN (un total de 28 dans VsEndA, 35 dans VcEndA). La structure primaire de VsEndA

contient aussi une lysine supplémentaire (LYS52a) qui crée un vide dans l'alignement dans la

figure 1.
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Figure 2 : La concentration en NaCl optimale Figure3 : La température optimale pour
gu p )
pour Dactivit¢é du DNase. DNaseAlert est Iactivité!*,

utilisé comme substrat™?
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3. Propriétés enzymatiques

3.1 Ladépendance en sel

Les concentrations optimales de NaCl pour l'activité révélés sont 425 mM pour VsEndA et
175 mM pour VcEndA, respectivement (figure 2) **. VsEndAsemble s'adapter & des
concentrations en NaCl plus élevées en augmentant le nombre des résidus positivement
chargés sur la surface de I'enzyme. Ces résidus sont distribués sur toute la surface, mais avec
un léger regroupement sur le coté faisant face au substrat d'ADN. Une concentration en sel
inférieure a l'optimale ; 425 mM, peut aboutir a une affinité pour le substrat qui est trop forte

pour la catalyse efficace et la libération du produit.

Il devrait étre noté que la concentration de NaCl influence aussi le potentiel électrostatique
du substrat. Donc, l'activité optimale des deux enzymes doit impliquer un ajustement bien
précis des potentiels positifs des sites de liaison de l'enzyme, et du potentiel négatif du

substrat d'ADN.
3.2 pH optimal

Le pH optimal pour l'activit¢ de VsEndA et VcEndA est de = 8.5-9.0 et 7.5-8.0,
respectivement, quand il est mesuré dans des solutions tampons de Tris / HCI et
diethanolamine / HCl . Le pH optimal reste inchangé par la modification des

concentrations en NaCl dans les solutions tampons.
3.3 Ladépendance en température

La température optimale pour 'activité a été déterminée en utilisant une analyse de Kunitz
modifiée. Les résultats ont révélé une activité optimale a ~45°C pour VsEndA et 50°C pour

VcEndA 3, comme indiqué dans la figure 3.
3.4 Etude cinétique

Les constantes cinétiques pour VsEndA et VcEndA ont été mesurées en incubant les
enzymes en présence du substrat avec des concentrations différentes et a températures
différentes. Les constantes cinétiques pour les deux enzymes a 5, 15, 25, 30 et 37 °C sont

montrées dans le tableau 1. VSEndA posséde un ke plus élevé que VcEndA a toutes les
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températures, et les valeurs de K, de VcEndA sont I¢geérement plus basses que pour VSEndA,

a toutes les températures.

L'efficacité physiologique est la plus haute pour VSEndA, mais la différence diminue avec
'augmentation concomitante de la température. L'analyse cinétique exécutée dans les
conditions optimales pour chaque enzyme (le Tableau 1) montre que VSEndA est un meilleur
catalyseur que VcEndA a toutes les températures et les différences de l'efficacité catalytique
(Kca/Kin) augmentent avec la diminution concomitante de la température. Les valeurs de K,
pour VcEndA sont inférieures que celles pour VSEndA, indiquant que la premiere a l'affinité
légérement plus grande pour le substrat. Cependant, k. est trés différent pour les deux
enzymes, particulierement aux températures basses; €tant 9 fois plus haut pour VsEndA que
pour VcEndA. Il est clair que VsEndA s'adapte aux basses températures en augmentant le k...
Le K, plus élevé pour VsEndA comparé a VCEndA a toutes les températures, peut indiquer

que VSEndA est plus flexible, et que cette flexibilité diminue la fixation du substrat *°.

Tableau 1 : Les constantes cinétiques de VsEndA et VcEndA a 5, 15, 25, 30 et 37°C (221

T (°C) VsEndA VcEndA VsEndA / VcEndA

K, (nM) 5 246 + 15 118+ 13 2.1
15 202+9.6 131+ 10 1.5

25 169 + 20 156 + 17 1.1

30 208 + 14 161 + 12 1.3

37 181+ 10 174 + 10 1.0

Keu (5) 5 9.41 1.03 9.1
15 14.7 3.10 4.7

25 18.5 7.18 2.6

30 32.8 15.6 2.1

37 48.4 32.1 1.5

K../K, (s'.nM") 5 0.0383 0.00873 4.4
15 0.0728 0.0237 3.1

25 0.109 0.0461 2.4

30 0.158 0.0972 1.6

37 0.268 0.185 1.4
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3.5 Energie d’activation

Comme déterminé par les courbes d'Arrhenius, I'énergie d'activation (E,) est 35.7 kJ.mol”
pour VsEndA et 76.3 kl.mol' pour VcEndA . Les calculs de l'enthalpie (AH") et de
l'entropie (AS™) d'activation révélent des valeurs nettement plus faibles pour VSEndA comme
indiqué dans le Tableau 2. Nottant aussi que les valeurs de TAS” pourVsEndA sont négatives,

tandis que celles pour VcEndA sont positives (Tableau 2).

Tableau 2 : Les paramétres d’énergie d’activation (kJ.mol™). Pour I’enzyme psychrophile VsEndA (p),
et mésophile VcEndA (m). La différence en valeurs (p-m) est aussi montrée .

T (°C) Enzyme AG* AH* TAS? AAGHym  AAHY),..  TAAS)pm

5 p 62.8 334 -29.4 -5.1 -40.6 -35.4
m 67.9 74.0 6.1

15 p 64.0 333 -30.7 -3.7 -40.6 -36.8
m 67.8 73.9 6.1

25 p 65.8 33.2 -32.6 -2.3 -40.6 -38.2
m 68.1 73.8 5.7

30 p 65.5 33.2 -32.3 -1.9 -40.6 -38.7
m 67.4 73.7 6.4

37 p 66.1 33.1 -32.9 -1.1 -40.6 -39.5
m 67.1 73.7 6.6

3.6 Stabilité thermique

La stabilité en température a été analysée en évaluant le dépliement thermique utilisant la
calorimétrie a balayage différentiel (differential scanning calorimetry : DSC). Les résultats
ont révélé un Tm de 44.8°C pour VSEndA et 52.8°C pour VcEndA comme indiqué dans la
figure 4 !, L'enthalpie calorimétrique (la zone en dessous de la transition) est aussi beaucoup

plus basse pour VsEndA (328 kJ.mol™") que pour VcEndA (480 kJ.mol™).
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Les mesures de DSC montrent que VSEndA est moins thermostable que VcEndA avec une
température se dépliement qui est 8°C plus basse. Ceci est en parfait accord avec les résultats
de l'analyse de stabilité d'autres enzymes adaptées au froid, qui montrent la stabilité en
température réduite comparée avec leur homologues mésophiles *7**1 Les résultats
soutiennent la théorie de flexibilité structurelle accrue menant a la thermostabilité basse dans

les enzymes adaptées au froid.Les concentrations en NaCl dans lesquelles les balayages

thermiques ont été effectués imitent les conditions physiologiques que chacune des enzymes

fait face dans leurs environnements naturels.
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Figure 4 : Endothermes DSC pour VSEndA et VcEndA™

4. Conclusion

L’Endonuclease I de la bactérie psychrophile V. Salmonicida est une enzyme qui montre

les caractéristiques de l'adaptation au froid, comme la basse stabilit¢ thermique, la basse

température optimale, et I'efficacité catalytique accrue, comparée a l'enzyme correspondante
de la bactérie mésophile liée V. cholerae.

L'efficacité catalytique accrue d'enzymes psychrophiles est généralement admise d'étre
causée par une augmentation de la flexibilité de la protéine. Le nombre plus grand des résidus
lysine dans VsSEndA ne semble pas causer une augmentation du nombre de liaisons
hydrogénes ou une augmentation du nombre des ponts salins qui pourraient potentiellement
aboutir a une structure moins flexible de la protéine. Le caractére fortement cationique de

VsEndA (pl = 9.6), avec une augmentation de dix résiduspositivement chargés, indique aussi
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la présence d'une répulsion électrostatique déstabilisante entre les charges positives qui fait

que l'enzyme est moins stable et plus flexible.

Le nombre ¢élevé des résidus lysine dans VsEndA semble servir deux buts adaptatifs.
D'une part, VSsEndA a di s'adapter a la basse température. Un potentiel de surface positif
accru favoriserait la fixation du substrat négativement chargé, mais une fixation trop serrée
peut empécher la libération du produit. Une plus grande flexibilité de l'enzyme est recherchée
pour effectuer la catalyse efficace aux températures basses et ceci semble étre accompli, entre
autres, par le placement de plusieurs résidus positivement chargés relativement proches les

uns des autres, dans I'espace tridimensionnel tel que ces régions deviennent déstabilisées.

D'autre part, I'enzyme doit s'adapter a la salinité de I'habitat. NaCl peut créer un écran sur
le potentiel de surface électrostatique aussi bien de l'enzyme que du substrat. Il est donc
raisonnable de croire que l'augmentation du contenu en lysines dans VSEndA n'est pas
seulement un résultat d'adaptation a la basse température de son habitat naturel, mais il est

aussi un résultat de la nécessité pour s'adapter a la salinité de I'habitat.

Une augmentation notable de l'activité face au substrat Dnase-Alerte a été observée pour
les deux enzymes quand NaCl a été ajouté a la solution tampon d’essai. Les concentrations de
NaCl optimales coincident avec les salinités rencontrées par les bactéries dans leurs habitats
naturels. L'eau de mer a 3.5% de salinité est constituée d'environ 470 mM d'ions Na" et 540
mM d'ions CI'*"\. La concentration optimale en NaCl trouvée pour VsEndA correspond assez
bien a c¢a. V. cholerae réside dans l'eau plus saumatre avec une salinité inférieure, et la
concentration en NaCl optimale plus basse de VcEndA refléte ceci. Cela met en évidence, une
fois de plus qu'il est crucial d'exécuter l'analyse comparative dans des conditions
physiologiques pour chaque enzyme, comme le sel interfére a la fois avec l'activité et la

stabilité¢ des enzymes.
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Chapitre 111
Méthodes de Calcul
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1. Introduction

La dynamique conformationnelle des protéines est codée dans leurs structures et est souvent un
¢lément critique de leur fonction. Une appréciation fondamentale sur la maniére dont les protéines
travaillent exige donc une compréhension du lien entre la structure tridimensionnelle, obtenue avec
une rapidité croissante par la cristallographie radiographique RX et la RMN, et la dynamique, qui
est beaucoup plus difficile a explorer expérimentalement. Les simulations de dynamique
moléculaires fournissent les liens entre la structure et la dynamique en permettant I'exploration du

paysage d'énergie conformationnelle accessible aux molécules de protéine ',

La Dynamique Moléculaire permet de simuler, a partir des lois de la mécanique classique, les
trajectoires des atomes en phase cristalline, en solution ou en phase gaz **!. Elle donne I'¢volution
d'un systéme au cours du temps. Une résolution numérique des équations classiques du mouvement
est utilisée pour calculer 1'énergie du systéme le long de son parcours sur la surface de potentiel du
systéme. Cette surface peut étre approchée de manicre empirique (Modele du champ de force), semi
empirique (traitement des électrons de valence) ou encore ab initio (tout électron). Il est bien
entendu que devant la taille du systéme, la premiére approche demeure la moins couteuse du point
de vue temps de calcul CPU. Ainsi, une molécule est considérée comme un ensemble d'atomes dont
les interactions mutuelles peuvent étre décrites par une fonction d'énergie potentielle, c'est le
"Champ de Force". Les atomes (représentés par des sphéres), dans le cas des liaisons covalentes,
sont reliés par des ressorts. Les ions ne sont attachés par aucune liaison aux autres atomes. La
distribution des électrons, considérée comme implicite, est localisée sur les liaisons du systéme et
est représentée par la distribution de charges sur les atomes de chaque molécule. Ces charges
peuvent étre calculées de fagon a reproduire le moment dipolaire de la molécule ou la surface de

potentiel électrostatique obtenue par des calculs ab initio.

La premiére simulation de dynamique moléculaire d'une protéine a été rapportée en 1977 et
comprenait une trajectoire de 9.2 ps pour une petite protéine dans le vide ). Ce temps correspond a
I’age de la simulation, il traduit la longueur temporelle de la trajectoire sur des pas de temps (pas
d’intégration de 1’ordre de 1.0E-15 s (1.0 femto seconde). Onze années plus tard, une simulation de

101 et 'augmentation phénoménale de la

210 ps de la méme protéine dans l'eau a été rapportée
puissance de calcul depuis lors, permet désormais de réaliser des simulations de protéines beaucoup
plus grandes, et qui sont 1 000 a 10 000 fois plus longues que la simulation originelle (~10-100 ns),
dans laquelle la protéine est entourée par l'eau et le sel. Des améliorations significatives des
fonctions de potentiel ont aussi été réalisées, rendant les simulations beaucoup plus stables et

précises ',
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Les simulations numériques des biomolécules peuvent agir comme un pont entre les échelles
microscopiques des macromolécules et le monde macroscopique. Les simulations peuvent étre
utilisées pour comprendre les mouvements des protéines au niveau atomique (atome, groupe
d’atomes, résidu...) et ainsi lier leurs caractéristiques a bas niveau avec des propriétés globales,
comme la stabilit¢ thermodynamique, dans les limites données par les approximations présentées

dans les simulations numériques /'),

La description théorique la plus précise pour les systémes chimiques, c'est-a-dire la mécanique
quantique, n'est toujours pas applicable aux biomolécules, du fait de leur taille. Cette méthode n'est
toujours pas accessible pour les ressources actuelles de calcul intensif, si la biomolécule dans 1'é¢tude
inclut plus que d’une centaine d'atomes dans des limites de temps de calcul raisonnable. A titre
d’exemple, un complexe d’éther couronne peut atteindre 1 mois (temps CPU) de calcul intensif sur

4 nceuds avec 12 processeurs par neeud.

L'application de la mécanique classique, considérant tous les électrons dans leur état
fondamentale, rapporte une description appropriée du systéme et permet l'investigation de grandes
macromolécules sur des échelles adéquates. Cependant, il faut garder a l'esprit qu'une description
classique des mouvements de la protéine présente aussi un niveau plus poussé d'approximation,
puisque quelques processus comme la rupture et la formation des liaisons, ou la dépendance précise
de la polarisation atomique vis a vis de la conformation, ne peuvent pas étre représentés dans les

implémentations classiques.

Des études pionnieres de D. M. sur les enzymes adaptées au froid ont été effectuées sur des
¢chelles de temps courtes (plus basses que 1000-1500 ps), et souvent la comparaison des
simulations de D. M. sont réalisées une seule fois (single run) pour des enzymes froids avec leur
homologues mésophiles, en raison des efforts de calcul exigés ['*!. Ces premiéres études de D. M.,
¢taient fondamentales du point de vue méthodologique, puisqu'elles ont montré que, tandis que la
stabilit¢ d'éléments de structure secondaires et l'accessibilité du solvant étaient reproductibles, les
mouvements de boucle étaient plus randomisés. Ces observations sont susceptibles d'étre liées a la
durée plutdt courte accessible aux simulations de D. M., et I'exécution de simulations une seule fois

par systéme, qui affecte fortement I'échantillonnage conformationnel '+,

En moins de dix ans, l'optimisation de la puissance informatique a permis aux ressources de
calcul nécessaires d'effectuer des simulations de D. M. sur de grandes échelles. En conséquence,
I'é¢tude des propriétés structurelles et dynamiques d'enzymes adaptées au froid a pris d'importants
avantages, soulignant plusieurs détails cruciaux et ponctuels sur les différences de dynamique des

protéines et la flexibilité des enzymes adaptées au froid et mésophiles !'>',
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2. Energie et forces

L'ensemble des formes de potentiels utilisées pour décrire les interactions entre atomes,
ainsi que les valeurs des parameétres définissant ces potentiels, forment ce que 1'on appelle le
champ de force de la modé¢lisation. Plusieurs familles de champs de force existent a I'heure
actuelle, pour les biomolécules :

22,23] .

- les champs de force Parmxx associés au logiciel AMBER! ;

- les champs de force Charmxx associés au logiciel CHARMM!** >,

- le champ de force associé au logiciel GROMOS?*7],

Les forces s'appliquant sur le systéme dérivent du potentiel, c'est-a-dire que les

coordonnéesFx,Fy,Fzdes forces Fsont calculées a 1'aide du gradient du potentiel V :

Fx = 9 V
= dx
0 (1)
Fy——aV
Fz = aV
Z= 0z

Le potentiel d'énergie entre les atomes du systéme se divise en des termes d'énergie dite «
liée», entre les atomes qui sont reliés par une, deux, trois ou quatre liaisons covalentes, et des
termes d'énergie dite « non liée », entre les autres atomes. Il est important de noter que cette
force est liée a I’accélération subie par chaque corps du systéme selon la 2™ loi fondamentale

(Principe Fondamental de la Dynamique) de Newton.

dv d?r
ZFextzmyzmasz (2)

3. Potentiels d'énergie entre atomes liés et voisins

Le potentiel d'énergie entre atomes liés (figure 1) correspond aux potentiels des liaisons
covalentes, des angles de valence et des angles diedres. Le potentiel des liaisons covalentes est

de forme harmonique :
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V=KV(r - o)’ (3)

Avec r lalongueur de la liaison,
7o  salongueur a 1'équilibre,

K la constante de force.

Le potentiel correspondant aux angles de liaisons (figure 1b) est aussi harmonique :

V=K"8(0 - 6,) (4)

Avec 0 la valeur de 1'angle de valence,
0,  savaleur al'équilibre,

Kiang la constante de force.

1/Keov

fo r
une liaison covalente

1/K2ng

-—

BD o
@ deux liaisons covalentes

"1

1 @

(©) trois liaisons covalentes

Figure 1 : Formes de potentiel d’énergie entre atomes liés.
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Figure 2 : Application d’un potentiel d’angle de torsion impropre, a 1’aide de déviation du
quatriéme atome par rapport au plan formé par les trois autres.

Le potentiel correspondant a un angle diédre (figure 1c) est de la forme :

V= §=O%Vn [1+ cos(nw — V)] (5)

Avec V, terme donnant une indication qualitative sur les barri¢res de rotations,
n la multiplicité : sa valeur donne le nombre de minima dans la fonction quand
I'angle di¢dre tourne de 360°.

La valeur de la phase ydétermine le minimum global du potentiel.

L'énergétique des liaisons covalentes et des angles de valence est modélisée a l'aide d'un
potentiel harmonique relativement «dur» (figures la et 1b), afin que les valeurs de liaisons et
d'angles ne s'écartent pas trop des valeurs r, et 0, produites par le recouvrement des orbitales
moléculaires. Le potentiel utilisé pour les angles diedres est plus permissif que celui utilisé
pour les liaisons et angles de valence. Il permet une mobilité des angles diedres, tout en

pénalisant les conformations éclipsées (figure 1c¢).

Des potentiels impropres sont utilisés pour imposer a plusieurs atomes de se trouver dans
le méme plan, comme par exemple dans le cas des cycles aromatiques ou de la liaison
peptidique. Un potentiel impropre s'applique sur un angle w entre les atomes, qui est maintenu

a 0 ou 180° a l'aide du potentiel :

V(w) =k (I-cos2w) (6)

Une autre méthode consiste a définir le plan formé par trois des quatre atomes, et a
appliquer un potentiel harmonique pour maintenir a zéro la déviation du quatrieme atome par
rapport au plan. Cette déviation se mesure a l'aide de la hauteur ou de l'angle du quatrieme

atome par rapport au plan (figure 2).
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4. Potentiels d'énergie entre atomes non liés

Deux grands types d'interaction énergétique sont modélisés entre les atomes non liés: le
potentiel électrostatique et le potentiel de Van der Waals. Le potentiel électrostatique est
modélisé a 'aide de l'interaction de Coulomb entre deux charges partielles atomiques g; et g;

séparées par une distance ;.

_ _4:4;
4merij (7)

La valeur de la constante di¢lectrique (permittivité relative) & utilisée dépend des
conditions de paramétrisation des charges atomiques partielles. En particulier, pour diminuer
les temps de calcul, on peut vouloir effectuer des simulations en l'absence de solvant, qui sont
dites simulations « en phase gaz ». Dans ce cas, I'électrostatique des charges du systéme n'est
plus écrantée par la présence des molécules de solvant et cela peut conduire a une
surestimation de I'énergie électrostatique du systeme. Pour remédier a cette surestimation, il
est alors possible de choisir dans le calcul e= r, ce qui réduit d'autant plus l'interaction
¢lectrostatique entre deux atomes que ceux-ci sont ¢éloignés 1'un de l'autre dans l'espace
cartésien ; ce choix permet ainsi de réintroduire l'effet d'écrantage des interactions
électrostatiques. Par ailleurs, des modeéles et des champs de force ont été développés **! pour
inclure les effets de polarisation des charges partielles atomiques, a I'aide d'une polarisabilité

a;de chaque charge.

Le potentiel électrostatique possede la caractéristique d'étre le potentiel & plus longue
portée (1/r) dans une simulation de dynamique moléculaire (figure 3). Les interactions de Van
der Waals sont généralement décrites a 1'aide d'un potentiel de Lennard-Jones (figure 3) dit

potentiel en 12-6 :

L ORO} ®

Avec o : Le diamétre de collision (rayon de sphére dure) relié aux rayons de Van der Waals

des atomes,

¢ : La profondeur du puits de potentiel (figure 3).
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< Potentiel de Coulomb

FPotentiel de Lennard-Jones

Distance r i

Figure 3 : Forme de potentiel de Coulomb et du potentiel de Lennard-Jones.

Les interactions de Van der Waals peuvent aussi étre décrites par le potentiel de

Buckingham:

V=l exp |-a——| - = ()] ©)

m—1 oa—6 "~ r

N -12 r .
Ou le terme en 1~ est remplacé par un terme exponentiel.

Le calcul du potentiel entre atomes non liés est une étape lourde des calculs de simulation
de dynamique moléculaire, car il varie en N*ou N°, ot N est le nombre d'atomes. Pour réduire
les temps de calcul, on utilise un rayon de coupure sur les interactions non liées, mais la
discontinuité du potentiel induite par ce type d'approche peut provoquer des instabilités dans
le calcul ' Par ailleurs, pour gagner du temps, la liste des paires d'atomes entre lesquels une
interaction non liée est calculée, n'est pas remise a jour a chaque pas de l'intégration des

équations du mouvement.
5. Paramétrisation du champ de force

Les parameétres géométriques des potentiels entre atomes liés ont été fixés a partir des
mesures effectuées dans des structures cristallographiques, et les valeurs de constantes de

force définissant le potentiel sont déterminées a partir des fréquences de vibration des
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molécules.

Les charges partielles atomiques utilisées dans le calcul de 1'énergie électrostatique sont
paramétrées sur des fragments des biomolécules étudiées (acides aminés, bases ou sucres) a
partir du potentiel électrostatique calculé a l'aide des méthodes de chimie quantique. Les
charges partielles des atomes sont ensuite ajustées de maniére a reproduire ce potentiel

électrostatique .

Certains parametres ont ¢été déterminés de maniére a reproduire les propriétés
thermodynamiques des liquides, comme les parametres OPLS (Optimized Potentials for
Liquid Simulation)P. 11 y a une certaine spécialisation des champs de force, qui est autant
due a des raisons scientifiques qu'a l'utilisation de différents champs de force et programmes
par différentes communautés de scientifiques. Ainsi, les champs de force Parmxx (AMBER)
sont plutot utilisés sur les acides nucléiques, tandis que les champs de force Charmmxx sont
plutét employés sur les protéines, et le champ de force de GROMOS est utilisé sur les
systemes membranaires. Globalement, un champ de force peut avoir la forme analytique

suivante :

V=33K(=10) + TKe(0 = 00)* + XK, [1 + cosng — )] + ey [ = (T + 5L (10)

Paires liées ~ Angles de liaison Angles diedres Paires non li¢es

6. Description du solvant

L'eau joue un role trés important dans la structure et la dynamique des édifices bio
macromoléculaires. On a cherché a déterminer des parameétres en donnant une description, a la
fois la plus précise possible, et la plus efficace en termes de temps de calcul. Les deux
modéles les plus utilisés en biochimie sont SPC (Single Point Charge) ' et TIP3P
(Transferable Intermolecular Potential 3 Points) P?; ils ont des caractéristiques trés
similaires. La molécule d'eau est modélisée a 'aide de trois potentiels harmoniques de liaison
covalente, entre I'oxygeéne et chacun des deux hydrogénes, et entre les deux hydrogénes, ainsi
qu'un potentiel d'angle de valence (H-0-H). Il y a trois sites d'interactions pour les interactions

¢lectrostatiques: les charges positives partielles sur les hydrogeénes sont exactement contre

balancées par une charge négative sur l'oxygeéne. Les interactions de Van der Waals entre
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deux molécules d'eau sont calculées en utilisant une fonction de Lennard-Jones avec un seul
point d'interaction centré sur l'atome d'oxygene. L’aspect hautement polarisable de la
molécule d’eau rend cette derniére tres difficile a modéliser. Des travaux récents ont entrepris

des études comparatives sur la complexité du modéle de I’eau %,

D'autres modeles ont été donnés pour d'autres solvants, pouvant intervenir en physico-
chimie !, Les membranes lipidiques sont modélisées, la plupart du temps, a l'aide de
mode¢les atomiques de chaque lipide les constituant. Il est aussi possible de modéliser un
solvant ou une membrane lipidique, de facon implicite, c'est-a-dire en ne modélisant pas les
molécules, mais 1'effet de leur présence sur le soluté, a travers un potentiel d'interaction

soluté-solvant ou soluté-membrane.

Deux méthodes actuellement utilisées pour la modélisation implicite du solvant
aqueux sont : le modele de Born généralis€ ou la résolution de l'équation de Poisson-
Boltzmann, ces méthodes permettent de calculer la contribution électrostatique a I'énergie de

solvatation.

* Le modéle de Born généralisé est basé sur le calcul, effectué par Born en 1920, de la
composante ¢lectrostatique de I'énergie de solvatation d'une charge dans une cavité de

solvant sphérique :

2
AGaee=- (1 -2 (11)

‘ . . rer rr . 36
Dans un systéme multi-atomes, cette expression a été réécrite B¢ comme:
1 1 qiq;
AGae=—2(1— 1) ZI, 3, — 4
clec 2 £ l_lzj_lf(rijrairaj) (12)

Ou f (73, a;, a;) dépend de la distance r; entre les atomes iet j, et de leurs rayons de Born a; et

a;. Plusieurs formes sont possibles pour la fonction f; 1'une proposée par Still et coll. BT est

f(ryj,ai) = \/rlzl + a;a; exp(—D) (13)

Ou D est un paramétre qui dépend des rayons de Born a; et a;des deux atomes considérés.
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L'utilisation de la fonction f revient a utiliser une fonction mixte, qui est proche de r et
donc du potentiel de Coulomb pour les atomes ¢€loignés, et qui tend vers une valeur finie

¢gale a,/a;a;pour les atomes proches. Cette méthode permet donc de s'affranchir des

problémes de divergence du potentiel électrostatique pour les charges proches, en
remplagant des charges ponctuelles par des charges plus diffuses de rayon a;. Les rayons de
Born a; sont des paramétres supplémentaires, qui peuvent étre soit inclus dans le champ de

[38]

3 . , . ’ s s
71 soit recalculés pour chaque conformation des molécules considérées %,

force !

» L'équation de Poisson relie la variation du potentiel électrostatique @ dans un milieu de

constante diélectrique (permittivité relative) €(r), a la densité de charge p :

Ve(r)Vo(r) = —4np(r) (14)

Lorsque des ions mobiles sont présents, 1'équation de Poisson est modifiée pour tenir compte

de leur redistribution dans la solution en réponse au potentiel électrique, et devient

I'équation de Poisson-Boltzmann % :

Ve(r)Vo(r) — x sinh(d)(r)) = —4np(r) (15)
Ou k’ est donné par :
8nN  e?l
2 = _OmNAC (16)
1000ekgT

Avec e lacharge ¢électronique,
I la force ionique de la solution,
N4 le nombre d'Avogadro
kg la constante de Boltzmann,
T latempérature.

L'inverse de k est appelé longueur de Debye.

Le sinus hyperbolique dans I'équation (15) peut étre développé en série de Taylor, et
I'¢équation de Poisson-Boltzmann linéarisée est obtenue en ne considérant que le premier
terme de la série. L'équation de Poisson-Boltzmann peut étre résolue soit de maniére
analytique en ne considérant que des formes simples (cylindres, spheres, plan infini) pour les

objets (ADN, protéines, membranes) considérés, soit par résolution numérique sur les
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formes réelles en utilisant une méthode des différences finies 1", Dans ce cas, les différentes
fonctions a calculer sont discrétisées dans 1'espace sur les points d'une grille. Plus la grille
est fine, plus le calcul est précis, mais plus il est long. Par ailleurs, une grille trop large peut

conduire a des résultats incorrects.

Les méthodes de solvant implicite ont été utilisées dans différentes applications, qui vont

[41]

du raffinement de structures RMN aux simulations de dynamique moléculaire en

présence d'une perturbation (pression, température ou mécanique) *¥, et aux calculs
d'énergie libre 1> *!1. Un inconvénient des méthodes de modélisation implicite du solvant est
justement l'absence des molécules d'eau. En effet, le repliement dans l'espace 3D des
biomolécules repose sur l'établissement d'un réseau de liaisons hydrogénes, et 1'équilibre
entre les liaisons hydrogeénes intermoléculaires et les liaisons hydrogeénes entre le soluté et
les molécules de solvant est important pour la compréhension et 1'é¢tude des systémes

macromoléculaires.
7. Calcul d'une trajectoire de dynamique moléculaire

Pour un systéeme de N atomes, 6N valeurs sont nécessaires pour définir 1'état du systeme
(trois valeurs de coordonnées et trois valeurs de vitesses par atome). Chaque combinaison de
ces valeurs donne un point dans I'espace a 6N dimensions; cet espace est appelé espace des
phases, et une configuration de la trajectoire est donc une collection de points dans cet

espace.

Les calculs de trajectoires de dynamique moléculaire s'effectuent toujours sous
I'hypothése ergodique; c'est-a-dire que la moyenne d'une quantité sur un ensemble de
particules équivalentes est égale a la moyenne sur le temps d'une particule. Cet axiome de la
mécanique statistique permet le calcul de propriétés moyennes du systéme a partir d'une
simulation de dynamique moléculaire. S'il était possible de visiter tous les points de l'espace
des phases, la trajectoire serait appelée ergodique et ne dépendrait pas de la configuration
initiale. Dans la pratique, 1'espace des phases est immense, et une trajectoire ergodique n'est
pas réalisable. L hypothese ergodique de Boltzmann (appelée continuité du parcours de Maxwell)
est tout simplement le point de I’espace des phase pour un quelconque systéme isolé, qui passe
successivement a travers chaque point compatible a I’énergie du systéme avant de revenir a sa
position originale dans 1’espace des phase. Une propriété macroscopique Agps €St une moyenne

calculée sur une longue période de temps A(T') :
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Aobs = <A>temps = <A(F(t))>temps = lim

tops— L

f T ATt (A7)
0

obs

I" Etant un point particulier de I’espace des phases. En D. M. ’intégration se fait sur un temps fini
tobs. puisque I'intégration des équations du mouvement se fait sur une série de pas de temps dt alors

St = tobs/":obs .

1
Aobs = <A>temps = Top E A(F(t)) (18)
obs

Différentes trajectoires, ou sous-intervalles d'une trajectoire, vont donc permettre de calculer
des valeurs plus ou moins différentes d'une propriété du systéme. L'écart-type obtenu a partir
de cette série de valeurs peut donner une idée de la précision a laquelle la propriété

considérée est déterminée.
7.1 Equations

On décrit, trés généralement, les équations de la dynamique moléculaire dans l'espace des

phases a l'aide des équations de Hamilton:

) 0H
= _api
(19)
. OH
o= _aQi

Avec p;et g;la quantité de mouvement et la position de 1'atome i du systéme. En coordonnées
cartésiennes, 1'hamiltonien H est la somme d'un terme d'énergie cinétique et d'un terme de
potentiel empirique ;

2
i

H=) get V) (20)

Et les équations de Hamilton se réduisent a 1'équation de Newton :
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__U(q)
2q;

l

2D

m;y; = F;

Avecm; y;et I?l-la masse, l'accélération et la force s'appliquant sur 'atome i.
7.2 Calcul de la trajectoire

Le calcul de la trajectoire se fait par intégration numérique de I'équation de Newton
(équation 21). Cette intégration numérique repose sur des méthodes de différences finies,
utilisant un pas de temps ot. Un des algorithmes les plus utilisés est l'algorithme de
Verlet!*. Cet algorithme procéde de la fagon suivante :

- calcul des positions a t + §ta partir des positions et des vitesses a z -

2
ri(t + 8t) = r;(t) + Stv;(t) + %fi(t) (22)

- calcul des forces f;(t+ 6t) aux positions r(¢+ 6t) et stockage pour le pas suivant ;

- mise a jour des vitesses :

ot

v;(t + 6t) = v;(t) + am,

[fi(©) + fi(t + 6t)] (23)

Ces équations sont obtenues a partir d’un développement de Taylor au voisinage de ri(t).
Bien que d'autres algorithmes présentent une meilleure précision a court terme, 1'algorithme
de Verlet a une stabilité a long terme supérieure, ce qui le rend précieux pour la simulation

de liquides.

Au temps initial, les vitesses sont attribuées de manicre aléatoire aux atomes du systéme, en
respectant une distribution de Boltzmann pour une température donnée. Le choix du pas de
temps Ot est primordial pour la stabilité de la trajectoire obtenue. On considére que 1/6t doit
étre supérieur a la plus haute fréquence de mouvement présente dans le systeme. Les
fréquences les plus hautes du systéeme étant les fréquences de vibration des liaisons

covalentes, un pas de temps de 1 fs (107" s) est donc en principe nécessaire.
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L'incorporation des contraintes pour les longueurs des liaisons covalentes (et parfois pour les
angles de liaisons) épargne environ un facteur de 4 dans le pas de temps permis pour le systéme
moléculaire, et a été une pratique courante pendant de nombreuses années ), L'algorithme le plus
utilisé pour appliquer des contraintes est l'algorithme SHAKE *”). Récemment, l'algorithme Linear
Constraint Solver LINCS a été introduit **, ce dernier est plus rapide et plus stable que SHAKE, et
il est mieux approprié pour I'implémentation dans les programmes pour les calculs en parallele. 11
consiste a maintenir constantes les longueurs de liaisons covalentes des hydrogénes en
appliquant des forces supplémentaires (contraintes) au systeme, qui anticipent les
déformations de ces liaisons. Le gel des fréquences de vibration des liaisons covalentes des

hydrogenes permet d'augmenter le pas de temps de 1 a 2 fs.

Un argument physique pour l'utilisation des contraintes sur les liaisons, est que les liaisons
covalentes réelles correspondent a des oscillateurs harmoniques de mécanique quantique, avec des
fréquences supérieure a KgT/h. Elles sont donc en permanence a I'état fondamental stationnaire, et
ne prennent aucune énergie potentielle ou cinétique additionnelle. Leur traitement comme des
oscillateurs classiques peut provoquer un échange d'énergie non physique, et nécessite I'application

des corrections quantiques a I'énergie.
7.3 Traitement des limites du systeme et les conditions périodiques

Les systémes ¢étudiés en dynamique moléculaire sont forcément de taille finie, alors que,
dans l'expérience, ils sont intégrés au sein de systémes beaucoup plus vastes, dont la
simulation totale par les méthodes numériques est complétement impossible. La question du
traitement des limites du systéme, et de la réduction des effets de surface (bord, frontiere), se

pose donc avec acuité. Plusieurs méthodes ont été proposées pour ce traitement.

Il est possible d'appliquer une perturbation au potentiel ressenti par les atomes du
systeme proches du bord, afin de contre balancer les effets de bord par un champ de
réaction. Une sphere est construite autour du soluté avec un rayon égal au rayon de coupure
7. du calcul des interactions entre atomes non liés. Les interactions entre les molécules a
l'intérieur de la sphére sont calculées explicitement lorsque la distance les séparant est
inférieure au rayon de coupure. A ces interactions est ajoutée l'énergie d'interaction de la
sphére avec le milieu environnant, qui est modélis¢ comme un milieu homogene de
constante diélectrique (permittivité relative)es. Le champ électrostatique di au diélectrique

environnant sur la molécule i du systéme est :
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2(e,— 1) 1
Ei= (s + 1) 13 Z Hi 24)

Jirijsre

Avec u;jles dipdles des molécules voisines de i se trouvant a une distance inférieure a r.de i.
L'énergie d'interaction entre la molécule i et le champ de réaction vaut : E;u;- 11 est aussi
possible d'utiliser des conditions périodiques (figure 4), ou le systéme est mis sous forme
d'une boite, parallépipédique ou octaédrique, et est entouré de boites virtuelles, qui sont des
copies exactes de la premiere boite. Les interactions entre atomes sont tronquées a 1'aide de
la limite de calcul sur les interactions non liées (rayon de coupure), et les atomes plus
proches des bords que le rayon de coupure ont une interaction calculée avec les atomes

virtuels.

&)
(T
/ el
P
Y

(_’,‘ soluté
solvant

ions

Figure 4 : Conditions périodiques (a deux|dimensions)|dans les simulations de D. M.

7.4 Parametres thermodynamiques

Les simulations de dynamique moléculaire sont traditionnellement réalisées sous des
conditions de nombre de particules N (masse), de volume V et d'énergie E constantes, c'est-a-
dire dans 1'ensemble microcanonique NVE. Mais les simulations de dynamique moléculaire
peuvent étre modifiées pour échantillonner d'autres ensembles : I'ensemble canonique (N, V,
7), I'ensemble isotherme-isobare (N,7, P), ou l'ensemble grand canonique (V,7, u) ou u est le
potentiel chimique sont autant d’ensemble pouvant contréler les différentes variables

thermodynamiques.

Le systéme décrit par les équations de Hamilton (équations 19) permet d'étudier
I'évolution naturelle de N particules. Cependant, maintenir une température constante, et donc

une trajectoire stable au cours de la simulation, pose certains problémes. Premiérement,
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l'algorithme de Verlet génére des trajectoires a énergie constante, c'est-a-dire micro-
canoniques, ou la température a peu de raisons de rester constante. Deuxieémement, des états
initiaux hors de l'équilibre peuvent conduire a un réchauffement ou un refroidissement
rapide, et a une instabilité de la trajectoire. Il est donc nécessaire d'effectuer un contrdle de la
température. La température du systeme est définie a l'aide de I'énergie cinétique du
systéme, qui est donnée par 1’équation de CLAUSIUS, basée sur la théorie de 1’équipartition

de I’énergie :

N
1
E, =§z =—KBT(3N No) (25)
i=1
Avec N, le nombre de contraintes sur le systéme,

3N — N_ le nombre total de degrés de liberté.

Dans cette équation, une quantité mécanique (I'énergie cinétique du systéme) est posée égale
a une quantité¢ thermodynamique (I'énergie interne a la température 7 du systeme). Cela
permet de définir une température de la simulation, mais qui a des propriétés bien différentes

de la température thermodynamique.

7.4.1 Contréle de la température

Nous avons utilisé la méthode dite de Faible Couplage a un bain thermique ("weak coupling
method") développée par Berendsen et coll.1*”). Cette méthode est basée sur la modification de
'équation des mouvements des atomes afin d'obtenir une relaxation du premier ordre de la

température 7' vers la température de référence 7:

ar(t) 1
=T~ TO) 26)

Le thermostat de Berendsen applique un facteur multiplicatif aux vitesses, de manicére a
contrdler 1'énergie cinétique. Il couple le systéme a un bain de température Toen multipliant a

chaque pas d'intégration les vitesses par une valeur A telle que :

s i B)]
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v; = Ay, (28)

Avec At lataille du pas d'intégration,
T le temps caractéristique de relaxation,

T latempérature instantanée.

Cette méthode ne produit pas une trajectoire dans l'ensemble canonique, seule l'énergie
cinétique moyenne est controlée, mais elle a un temps de réponse rapide qui convient pour

I'équilibration du systéeme.

7.4.2 Controle de la pression

7.4.2.1 Le viriel
La pression est appliquée au systéme a travers le calcul du viriel et de la température. Le

viriel est défini comme:

W= Z %P, (29)

Avec x; les coordonnées,

p, les dérivées des moments (c’est-a-dire les forces).

D'apres le théoréme du viriel :

W = —3NKgT (30)

Pour un gaz parfait, les forces sont celles entre les particules et la paroi, et on peut montrer
que dans ce cas le viriel est égal a : - 3PV. Dans un gaz ou un liquide réel, le viriel total est
¢gal a la somme de la contribution de gaz parfait (- 3PV) et d'une contribution provenant des

interactions entre particules :
N N
dv(ri;
W=—3pv+zzrijM 31)
(i £ dTij
i=1j=1

Avecdv(ry;)/drijla dérivée de l'interaction entre les atomes i et j, qui est donc €gale a la

force f;; agissant entre les deux atomes.
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La pression peut donc s'écrire, a I'aide des équations (29) et (30), comme :

N

z i res dv(r”) (32)

i=1j=1

P == [NKsT +

UJIb—\

1
%4

rijdv(rij)

La pression fluctue en général plus que la température, car le prodult —
ij

change

beaucoup plus rapidement en fonction des variations de coordonnées que 1'énergie cinétique.

7.4.2.2 Barostat de Berendsen
Le contrdle de la pression s'effectue de maniére analogue a celui de la température 1*”. Dans ce
cas, la correction est appliquée au volume global et donc a la position des atomes. On modifie
I'équation de mouvement des atomes afin d'obtenir une relaxation du premier ordre de la pression P

par rapport a la pression de référence Py :

dP(t) _ 1
dt

[Po — P(8)] (33)

Ou tp est le temps de relaxation de la pression. La pression instantanée peut étre obtenue a l'aide de

I’équation (31).

La pression est modifiée par un ajustement du volume de la boite. Cette variation est reliée a la
compressibilité isotherme x. Le couplage s'effectue donc par ajustement de la valeur des
coordonnées atomiques et de la taille de la boite de simulation grace a un facteur d'homothétie

u(pour la taille de boite) et u'”*(pour les coordonnées) :

A
K@) = [1- = (P, = P(O)] (34)

P

Avec Tp = Tp /K . Le temps de relaxation Tp étant un paramétre adaptable. Il n'est pas nécessaire de
P P P
connaitre la valeur de k avec précision (dans le cas d'un liquide peu compressible, comme I'eau,k =

4.591.10* MPa™).
7.5 Calcul des forces électrostatiques : Sommation d'Ewald

Le calcul des forces entre atomes non liés est le calcul de forces qui demande le plus de

temps, car il varie enN’, ou N est le nombre de particules du systéme. Pour alléger ce calcul,
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on n'effectue le calcul entre paires d'atomes, que si la distance les séparant est inférieure a un
rayon de coupure. Comme les interactions de Van der Waals décroissant rapidement avec la
distance interatomique (1/7°) et que les interactions électrostatiques (1/7), un rayon de cou-
pure permettant un calcul précis pour le terme électrostatique est aussi suffisant pour le terme

de Van der Waals.

Le potentiel électrostatique coulombien est a plus longue portée (1/7), ce qui rend critique
pour la précision de la modélisation, l'utilisation d'un rayon de coupure. De plus, dans le cas

des conditions périodiques, I'énergie électrostatique totale est la somme d'une série :

N N
Z Z Z 4-7'[&‘0qu+ n| (35)

i=1j=1|n

Qui converge lentement, et est méme conditionnellement divergente. En effet, les termes

positifs et les termes négatifs de cette somme forment deux séries divergentes. Une méthode

[50]

de calcul des forces ¢€lectrostatiques a €té proposée =, elle consiste a diviser la somme a

calculer en deux parties de telle sorte que :

r r r

1 f(7 1-— f(7
La sommation d’Ewald utilise en général la fonction :

2 o0
fr)=erfclr) = ﬁ'[r exp(—t?)dt (37)

Physiquement, cela revient a considérer que chaque charge est entourée par une
distribution de charge neutralisante d'intensité égale, mais de signe opposé. Une distribution

de charge gaussienne est communément utilisée :

qa’
Pi =377 €XP (—a?r?) (38)

La somme des interactions ¢électrostatiques se calcule alors sous la forme de la somme de deux

termes. Le premier terme est une somme dans l'espace réel 3D :
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lii 9i9; erfc[(alrij+n|)]
2 - 4 4'7'[50 |rl'j + nl (39)

2

1o 1 g 4n? k
52225—%50?‘”‘1’ ~ 2az ) €08 (k7)) (40)

Qui est calculée a l'aide d'une transformée de Fourier rapide (FFT) dans I’espace 3D.

Lors des simulations, nous avons utilisé la méthode Particle Mesh Ewald (PME)®'>?

,qui est
une méthode proposée par Tom Darden pour améliorer la performance de la somme réciproque
(équation 39). Au lieu de directement faire la sommation des vecteurs d'onde, les charges sont
attribués a une grille au moyen d'une interpolation cardinale de type « B-spline ». Cette grille est
ensuite soumise a une transformation de Fourier avec un algorithme 3D FFT, et le terme d'énergie
réciproque est obtenu par une seule sommation sur la grille en k-espace. Le potentiel aux points de
la grille est calculé par une transformation inverse, et les forces sur chaque atome sont obtenues par

les facteurs d'interpolation. L’algorithme PME est significativement plus rapide que la sommation

d’Ewald ordinaire, surtout sur les systémes médiums a larges.

8. Construction du systeme

53541 itilisant le

Les simulations de D. M. ont été réalisées par le programme GROMACS 4.5.3 |
champ de force CHARMm 27 ?**] Les structures natives des deux enzymes Endonucléases I ;
VsEndA et VcEndA, de code PDB, 2PU3PY et 2G7FPY, respectivement, sont utilisées comme
point de départ dans les calculs de D. M. Les acides aminés manquants dans la structure de
VsEndA (les résidus 19-22) sont ajoutés en utilisant une procédure de modélisation par simple
homologie. La structure entiére a été obtenue avec le programme MODELLER 7 basé sur la
structure originelle PDB comme mode¢le. Les atomes d'hydrogene sont ajoutés avec le programme
GROMACS. La structure de départ pour chaque enzyme est immergée dans une boite de simulation
dodécaédre de molécules d'eau TIP3P P21 Tous les atomes de la protéine sont a une distance plus
grande ou égale a 1 nm des bords de la boite. Dans le but de neutraliser la charge globale de chaque
systéme, 16 molécules d'eau ont été remplacées par les ions CI” dans les simulations menées sur

I'enzyme VSEndA, et 5 ions Cl” qui ont remplacés des molécules d'eau dans le cas de l'enzyme

VcEndA. Des ions additionnels C1 et Na™ ont été ajoutés pour créer les concentrations de sel



Chapitre 111 |90

désirées; 50, 175, 425 et 650 mM. Chaque systéme a été sujet a une minimisation d'énergie utilisant
l'algorithme Steepest Descent. Par la suite, des simulations de D. M. de réchauffement de 50 ps
chacune sont effectuées a volume constant en augmentant la température graduellement de 0 jusqu'a
la température désirée (300 K pour les études de I'effet de sel sur les deux enzymes, et 276, 318,
326K pour I'étude de l'effet de température). La simulation est enfin réalisée dans 1'ensemble NPT
(p = 1 bar), pour 10 ns. Les conditions périodiques sont utilisées sous les conditions isothermiques

isobariques utilisant l'algorithme de couplage de Berendsen'®

48]

avec des temps de relaxation de 0.1
et 1 ps, respectivement. L'algorithme LINCS **I est utilisé pour restreindre les longueurs des
liaisons, permettant d'utiliser un pas de temps de 2 fs pour tous les calculs. Les interactions
électrostatiques sont calculées par le schéma de sommation PME (Particle Mesh Ewald) P!, Les
interactions de Van der Waals et de Coulomb sont tronquées a 1.2 nm. La liste des paires non liées

sont actualisées chaque 5 pas de temps, et les conformations sont enregistrées chaque 2 ps.
9. Analyse des trajectoires

9.1 RMSD
L’écart quadratique moyen (the root mean square deviation) de certains atomes dans une
molécule, par rapport a la structure de référence peut €tre calculé par un ajustement a la structure de
référence (t,=0) par une méthode des moindres carrées. En bioinformatique, le RMSD est une

mesure de la similarité des structures tridimensionnelles des protéines :

N
RMSD(6,6) = |35 ) mu(r(ty) = r(t))? @
i=1

9.2 RMSF
La fluctuation de la racine moyenne carrée (the root mean square fluctuation) est une mesure de
la flexibilité d'un résidu. Il est typiquement calculé pour les atomes C, de chaque résidu et est
simplement par la suite la racine carrée de la variance de la fluctuation autour de la position

moyenne :

RMSFi= /< (ri—< 1, >)" > (42)
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9.3 RDF
La fonction de distribution radiale (RDF) ou la fonction de corrélation de paire gap(r) entre les

particules de type A et B est définie par la manicre suivante :

<ps(r)>
<PB>local

gap(r) =
(43)

_ 1 lZNA IyB S(rij—r)
<pPB>local Na LEALjEB 4mr?

Avec < pp(r) > la densité de la particule de type B a une distance r autour des particules A, et
< PB > local 12 moyenne de la densité de la particule de type B sur toutes les spheres autour des
particules A avec un rayon maximale rmax (figure 5). Usuellement la valeur de rmax est la moitié¢ de
la longueur de la boite. On doit aussi noter que la moyenne calculée pour g(r) est aussi réalisée sur
le temps. En pratique le programme g rdf dans GROMACS divise le systéme en tranches

sphériques (de r jusqu'a r+dr), et construit un histogramme au lieu d'une fonction-9.

Figure 5 : Représentation schématique de « dr » dans la fonction de distribution radiale.

9.4 Ladurée de vie des liaisons hydrogene

Le programme g hbond de GROMACS analyse les liaisons hydrogéne (HB) entre tous les
donneurs possibles D et accepteurs A. Pour déterminer si une liaison-H existe, un critére

géométrique est utilisé (figure 6) :
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r <rgg= 0.35 nm
(44)

o< ang = 30°

Accepteur -0
H X . G
'\-\.Nd' Hﬁ'\(_)"' r |II
/ y ~— _,_"::,Nh
T H= bonnehr
................................................................ o __

Figure 6 : Liaison hydrogéne entre un donneur et un accepteur.

La valeur de ryg= 0.35 nm correspond au premier minimum de la RDF des molécules d'eau SPC.

On définit une fonction de corrélation des liaisons H : C(t)P*>?!

< h(0)h(t) >

<h> )

c(t) =

Le critére configurationnel pour savoir si une paire particuliere de molécules d'eau est liée par
une liaison-H, nous permet de définir un opérateur de population des HB ; h(t). Cet opérateur a la
valeur 1, quand la paire particuliere taguée, disons la molécule 1 et 2, sont liées, sinon zéro. Le
nombre moyen des liaison-H dans un fluide de N molécules d'eau en équilibre est égale au nombre
de toutes les paires, multiplié¢ par la valeur moyenne de l'opérateur de population des liaison-H, /2 N
(N-1) <h>. Pour une durée de temps tres longue, C(t) approche <h> ~ 1/<N> ~ 0. La fonction C(t)
est la probabilité que la liaison-H est intacte au temps t, sachant qu'elle était intacte au temps zéro.
Elle est calculée a partir de la trajectoire de simulation en enregistrant les occurrences conjointes de
deux populations non-zéro séparée par un temps t. A l'équilibre, la probabilité qu'une paire
spécifique est liée dans un systéme large est négligemment petite. Comme résultat, C(t) se relaxe a
zéro. Notons bien que par construction, C(t) mesure les corrélations dans les séries de temps des
liaisons indépendantes des événements de rupture de liaison possible. Cependant, la définition de la
liaison-H ininterrompue pour l'analyse des distributions des durées de vie des liaisons-H devrait étre

[61,62]

considérée comme peu réaliste °. Luzar et Chandler considerent l'action de formation et de

rupture de la liaison-H comme un processus cinétique :



Chapitre 111 |93

K@) = — % _ KC(H) — Kn(D) (46)

Avec K(t)est la fonction de corrélation de la vitesse de réaction, n(t) est la probabilité que la
liaison-H est rompue qui existait a t=0 mais qu'elle reste dans la distance de 0.35 nm (la distance
radiale critique de la liaison-H). Dans le cas d'une distance au dela de 0.35 nm, cette liaison-H ne se
reformera plus. Selon I'équation (45), la constante de vitesse direct Kqui correspond a la rupture de
liaison-H, et la constante de vitesse inverse K qui correspond a la formation de la liaison-H peuvent
étre déterminées a partir de la fonction de corrélation de la vitesse de réaction K(t). La durée de vie

de la liaison-H dans ce schéma est donnée par l'inverse de la constante de vitesse directe :

1
HB = — 47
t K “47)
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Chapitre IV :
Dynamique Moléculaire de ’Effet de Sel
sur L’Enzyme Psychrophile

Vibrio Salmonicida Endonuclease 1

(VsEndA)
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1. Introduction

Il a longtemps été compris que les sels ont un impact significatif sur la stabilité et l'activité
des protéines et des acides nucléiques, qui constituent un fondement sur lequel repose la
fonction cellulaire. La concentration de sel intracellulaire et extracellulaire varie avec
l'organisme et l'environnement, mais fluctue typiquement dans l’intervalle de 100-200
mmol/L pour des organismes vivant dans des conditions physiologiques consistantes avec les
mésophiles. Les sels peuvent significativement influencer la stabilité¢ des biomolécules par un
¢crantage des interactions électrostatiques. Par exemple, la répulsion entre les charges
négatives sur le squelette de phosphate d'acides nucléiques subit un écrantage par le sel,
contribuant ainsi 4 la stabilité des systémes essentiels en biologie tels que ’ADN et ’ARN !,
L'effet de sels sur les protéines a été démontré utilisant de nombreux systémes incluant les
complexes multiméres qui se sont révélés se désintégrer en monomeres séparés suite aux
changements de la concentration en sel environnementale. Quelques protéines dans les
organismes halophiles se sont méme adaptées pour fonctionner spécifiquement dans des
environnements de salinité élevée, et se déstabilisent dans des concentrations en sel
physiologiques compatibles avec les environnements mésophiles . Le développement de
modeles physiques précis qui décrivent l'impact thermodynamique de sels sur les
macromolécules, pourrait mener a une plus large compréhension de la structure et la fonction

biomoléculaire.

Dans un environnement cellulaire, les biomolécules sont solvatées dans un environnement
aqueux contenant des ions de sel et de nombreux autres solutés. L'influence des ions sur les
interactions au sein des biomolécules est induite par 1'écrantage électrostatique, la fixation a

un site spécifique, les effets hydrophobes ou les effets Hofmeister privilégiés .

*Les séries d’Hofimeister est une classification des ions dans 1’ordre de leur aptitude & dissoudre (salting in) ou a précipiter
(salting out) les protéines. Hofmeister a découvert des séries de sels qui ont des effets consistent sur la solubilité des
protéines, et sur la stabilité de leur structures secondaire et tertiaire. L’ordre est comme suit :

Anions: citrate® > $O,* > PO,* > acetate” > CI" > Br" > NO; > ClO, > I’

Cations: NH," > Rb" > K" >Na" > Cs" > Li" > Mg¥ > Ca® > Ba®*

Les premiers éléments de chaque série augmentent la tension superficielle du solvant et diminuent la solubilité des molécules
non polaires (salting out). Par contre, les derniers éléments dans chaque série augmentent la solubilité des molécules non
polaires (salting in).
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Par opposition aux enzymes intracellulaires, les enzymes extracellulaires ou péri
plasmiques marines vivent dans la salinité totale de I'environnement. De nombreuses études
concernant l'adaptation au froid ont été conduites sur des enzymes marines sécrétées;
cependant, les caractéristiques de l'adaptation au froid peuvent étre dans quelques cas

mélangés avec l'adaptation au sel 1,

Les interactions du type sel-protéine ont ¢été étudiées tant expérimentalement que
théoriquement. Les effets de sel sur la stabilité¢ de la protéine sont connus depuis longtemps.
Le rdle du sel NaCl dans la stabilité de la protéine a été examiné utilisant les simulations de
DM pour la protéine lymphotactine humaine "), et pour les peptides courts a charge nette (+/-
6 e) a base d'alanine (AE)) et (AK)) 8] Un travail ultérieur a été mené sur la protéine
Staphylococcus aureus Hfq sous différentes concentrations ioniques de NaCl et des
simulations de DM ont été introduites avec et sans I'ARN a fin d'étudier I'impact des
concentrations élevées en sel ionique, sur I’agrégation de la protéine et sur I’interaction avec
I'ARN P!, Une autre étude sur la ribonucléase A a révélé que la meilleure conformation pour
cette enzyme est obtenue pour la concentration naturelle en NaCl qui est autour de 0.1M (100
mM) a 37C° "9 Les résultats de dynamique moléculaire de cette étude confirment aussi
qu'une diminution de la concentration en sel en dessous de cette valeur optimale ; 100 mM,
entraine une structure de l'enzyme avec moins de dynamisme et de flexibilité que ceux
nécessaire a l'activité optimale. Récemment des simulations d'ordinateur de Monte Carlo ont
été effectuées pour étudier l'interaction de la protéine bovine Serum Albumin en présence de

NaC1!',

Une théorie quantitative qui est capable de prévoir I'effet de concentration de petits solutés
sur la structure et la dynamique des biomolécules n'est pas encore disponible. Donc, des
simulations atomiques semblent étre la seule voie pour atteindre des descriptions détaillées
pour l'interaction entre les biomolécules et les petits solutés. Les apergus fourniront des
indices essentiels, quant au mécanisme moléculaire que les biomolécules utilisent pour
répondre et s'adapter aux variations environnementales. Un exemple intéressant dans ce
contexte est l'endonuclease I issue de la bactérie psychrophile et marine Vibrio salmonicida
(VsEndA). Cette enzyme et son enzyme mésophile orthologue issue de la bactérie des eaux
saumatres Vibrio cholerae (VcEndA), ont été précédemment caractérisées biochimiquement
121 La VsEndA montre des propriétés typiques de l'adaptation au froid comme la basse
stabilité en température, une efficacité catalytique élevée, et une basse température optimale

pour l'activité par rapport a son homologue mésophile. La VsEndA est plus dépendante en sel
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(NaCl) que son homologue; la concentration optimale de NaCl pour l'activité est 425 mM !,
L'effet net de NaCl sur l'activité catalytique de VSEndA est étroitement li¢ a l'affinité entre
I'ADN substrat et I'enzyme. Par conséquent, l'activité optimale de 1'enzyme doit impliquer un
ajustement bien précis de la réduction du potentiel positif de I'enzyme et du potentiel négatif

de I'ADN substrat.

2. Objectif du chapitre

A notre connaissance, aucun travail précédent ne s’est concentré sur la relation entre la
position des ions et les caractéristiques structurelles de I'enzyme VsEndA. Dans ce chapitre
nous essayerons de réunir plus de réponses sur ces questions : Comment les ions de sel
peuvent-ils affecter la structure moléculaire de I'enzyme? Et par conséquent, quel effet auront-
ils sur l'activité, et quelles régions spécifiques de I'enzyme sont directement impliquées? A
cette fin, nous étudierons le comportement de VsEndA sous différentes concentrations en sel
NaCl (0, 50, 175, 425 et 650 mM) (tableau 1), par les simulations de dynamique moléculaire a
T=300K.

Tableaul : nombre d’ions Cl et Na'pour chaque simulation.

VsEndA Om VsEndA 50m VsEndA 175m VsEndA 425m VsEndA 650m

M M M M M
Cr 16 28 59 120 176
Na* 0 12 43 104 160

3. Résultats

3.1 Stabilité structurale

La figure 1 présente I’évolution temporelle des RMSDs (voir chapitre III) du squelette de
I'enzyme VSEndA (Namide, Co, Cearbonyl) pour les différentes valeurs de la concentration en
NaCl. Il est clair que les trajectoires de dynamiques moléculaires obtenues sont assez stables,

puisque les valeurs du RMSDs ne dépassent pas 1.8 A° (Fig. 1).
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Figure 1 : RMSD de I’enzyme VsEndA sous différentes concentrations en NaCl.

3.2 Flexibilité structurale

Comme indiqué plus haut, la flexibilité accrue des protéines était souvent liée a I'adaptation
froide *'°l Dans le but d'évaluer et de comparer la flexibilité de l'enzyme VSEndA
T=300K, sous différentes valeurs de concentrations en sel (NaCl), le RMSF (voir chapitre III)
des atomes Ca d'un résidu, calculé a partir de la structure moyenne, obtenue par la fusion des

images de la simulation, est adopté comme un indice de flexibilité (Fig. 2).
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Figure 2 : rmsf de I’enzyme VsEndA sous différentes valeurs de la concentration en NaCl.
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Figure 3 : Structure secondaire de VsEndA (code pdb ; 2PU3 !"*)), utilisant le programme ESPript

3.0 Jes régions les plus flexibles sont marquées en bleu.
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Le RMSF de l'enzyme présente la méme tendance pour les différentes concentrations en
sel ; cependant, il existe deux régions ou la différence est frappante, seulement pour la
concentration en sel égale a 425 mM, et elles correspondent aux résidus LEU36—ASP37—
TYR38-PRO39, et LYS51-ASN52-LYS52a-LYS53, selon la séquence de I'enzyme montrée

dans la figure 1.

Le RMSF de la premicre région est nettement plus ¢levé pour la concentration en sel de
425 mM, avec une valeur maximale du RMSF enregistrée pour le résidu polaire TYR38
(0.1451 nm). Sinon, on note une tendance similaire pour les autres valeurs de la concentration
(0, 50, 175 et 650 mM). Il est important de signaler que dans cette région boucle de la
protéine, le résidu polaire TYR38 est présent seulement dans la séquence de 1'enzyme adaptée
au froid (code pdb 2PU3) ; cependant, il est remplacé par HIS38 dans la séquence des autres
homologues (codes pdb ; 2G7F et 1OUP, respectivement) ['*],

La deuxiéme région encore plus intéressante que la premicre, puisqu'elle affiche la plus
grande flexibilité de la structure de l'enzyme ; c’est la région boucle 50-53, ou on note la
valeur la plus élevée du rmsf enregistré pour le résidu ASN52 (0.2133 nm), avec la
concentration en sel égale a 425mM. Cette région est caractérisée par l'insertion d'une lysine ;
LYS52a, apres le résidu ASNS2 dans la séquence de VsEndA (Fig. 3). Cette derniére est
proche du site de fixation de 'ADN comme défini par la structure de Vvn (code pdb 10UP
1181y et peut potentiellement affecter l'activité catalytique de l'enzyme. Ce graphe du RMSF
(Fig. 1) est en bon accord avec les données expérimentales ['*! de l'enzyme adaptée au froid,
ou la concentration optimale pour l'activité est égale a 425 mM. Il est important de noter que
la méthode utilisée pour mesurer l'activité de cette enzyme en présence de son substrat, n'a
fourni aucune information quant aux régions spécifiques de l'enzyme les plus actives. Une
analyse de nos données indique une flexibilité structurale optimale pour la région boucle
(résidus 52-52a) ; la région la plus active. A l'opposé a ce qu'on pouvait s'attendre, le RMSF
de LYS52a (0.2077 nm) est considérablement plus bas que celui du résidu ASN52. Bien que
ce résultat n'est pas consistant avec ce qui est cité dans la littérature '), o le résidu LYS a un
niveau de flexibilité de la chaine latérale plus élevé que le résidu asparagine ASN, dans les
poches de fixation, mesuré par le biais des facteurs de température B (B_factors). L'analyse
du RMSF du résidu ASN nous laisse penser que l'effet des ions a proximité d’un tel résidu
polaire, peut affecter potentiellement sa conformation structurale et par conséquent sa

mobilité (Fig. 2).
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3.3 Fonctions de distribution radiales

20221 Timportance des ions de sel

Comme discuté dans plusieurs travaux antérieurs
explicites pour la stabilité structurale de la protéine peut s'é¢tendre d’étre non spécifique,
comme dans [I'écrantage des interactions électrostatiques entre les résidus, a étre
particuliecrement  spécifique, ou l'interaction ion-site affecte considérablement les
caractéristiques structurales locales de la protéine. A fin de nous éclairer davantage sur l'effet
de concentration de sel ionique sur la flexibilité structurale de 1'enzyme VSEndA, les fonctions
de distribution radiales des ions CI” et Na' relatives aux régions de la protéine caractérisées
par une large valeur du RMSF (Fig. 3) sont calculées pour les différentes concentrations de
NaCl. Nous avons calculé la distribution des ions autour des résidus TYR38, ASN52 et

LYS52a pour chaque concentration de NaCl, pour les parties squelette et chaine latérale des

résidus correspondants (Fig. 4-6).
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Figure 4 : RDF des ions Cl/Na" autour de TYR38 en fonction de la concentration

On peut clairement distinguer a partir des graphes de la distribution des ions pour le résidu

TYR38 l'accumulation des ions chlorure autour du squelette de TYR38 a la concentration en

sel de 425 mM (Fig. 4a). Une observation similaire peut étre faite pour les ions sodium, qui

sont clairement associés avec la partie squelette du méme résidu (Fig. 4b). De plus, si nous

comparons les positions des premiers pics des fonctions de distribution radiales des ions Cl et

Na" autour de TYR38 bb pour la concentration en sel de 425 mM ; 0.958 et 0.579 nm

respectivement, nous pouvons clairement percevoir une affinité plus ¢élevée des ions sodium

pour le squelette de TYR38. Cependant, concernant la partie chaine latérale du méme résidu,
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nous notons une valeur maximale de la fonction de distribution radiale des deux ions ; CI et

Na', a la concentration en sel de 50 mM (Fig. 4c, 4d).

Pour le résidu ASN52, un comportement différent de la distribution des ions Cl™ et Na" est
observé. Quoique la valeur maximale de la fonction de distribution radiale des Cl™ autour du
squelette de ASN52 est notée pour la concentration de 0 mM (Fig. 5a), aucune différence n'est
percue dans le premier pic de la distribution des CI” autour de la chaine latérale du méme

résidu, pour les différentes valeurs de la concentration en sel (Fig. 5c).
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Figure 5 : RDF des ions Cl/Na" autour de ASN52 en fonction de la concentration.
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Cependant, l'association des ions sodium est remarquablement plus élevée autour de la
chaine latérale du résidu polaire ASN52 pour la concentration en sel de 425 mM (Fig. 5d). De
plus, la fonction de distribution radiale présente deux pics bien définis ; le premier se situe a
0.2139 nm, et le deuxiéme a 0.3449 nm. On doit ajouter également que l'accumulation des
ions sodium est visiblement bien distincte autour du squelette du méme résidu pour la

concentration en sel de 425 mM (Fig. 5b).
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Contre toute attente, les fonctions de distribution radiales des ions Cl” et Na™ autour du
résidu LYS52a ne présentent aucune valeur importante pour la concentration en sel de 425

mM, ni pour la partie squelette, ni pour la chaine latérale, du méme résidu (Fig. 6a—d).

Ces résultats des fonctions de distribution radiales des ions Cl” et Na' sont en bon accord
avec le comportement du RMSF de la protéine (Fig. 2), ou les régions boucles, et
spécialement les résidus TYR38, ASN52, et LYS52a sont les plus touchés par la valeur en sel
optimale de 425 mM. On doit souligner une fluctuation considérable de la lysine (LYS52a)
durant la simulation de DM a 425 mM en sel, et ceci n'est apparemment pas la conséquence
de l'augmentation de la densité des ions chlorure et/ou sodium autour d'elle, tel que prévu,
mais en réalité, la flexibilité remarquable notée pour le résidu polaire ASN52, dii en grande
partie a l'accumulation des ions sodium, influence significativement la flexibilité structurale

de son résidu adjacent ; LYS52a.

3.4 Nombre des contacts

Nous rapportons dans la figure 7 le nombre de contacts entre les ions Cl/Na" et les résidus
TYR38, ASN52 et LYS52a, respectivement, dans une distance de 0.35 nm. Comme observé,
il existe plus de contacts des ions CI" que Na', avec les différents résidus sous étude. Les ions
chlorures s'associent plus fortement avec les résidus de la protéine que les ions sodium. Cette
tendance est aussi observée dans des simulations antérieures de petits peptides > ¥ En
revanche, les ions sodium s'associent plus fortement plutot avec l'eau qu'avec la protéine, et
par conséquent, ils affichent une exclusion préférentielle par rapport a la surface de la
protéine, comparés aux ions chlorures ). Comme montrés dans les figures 7a et 7b,
l'interaction des ions CI" avec le résidu TYR38 est considérablement plus élevée pour la
concentration en sel optimale 425 mM, ceci est valable pour la parie squelette, et la partie
chaine latérale pour le résidu considéré. Cependant, les ions Na" montrent une préférence
significative seulement pour le squelette a la concentration de sel de 425 mM, et ce schéma

n'est pas observé pour la partie chaine latérale, ou nous avons noté une valeur maximale du

nombre des contacts pour la concentration de 650 mM (Fig. 7b).
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Concernant le résidu ASN52, nous notons une augmentation globale du nombre des
contacts avec les ions Cl" et Na', comparé au résidu TYR38, pour les deux parties ; squelette
et chaine latérale du résidu correspondant (Fig. 7c et 7d). Comme le montre la figure 7c, Na"
interagit plus fortement avec la partie squelette d’ASNS52 a la concentration en sel optimale
(425 mM), que pour les autres concentrations. Cependant, ce n'est pas le cas des ions Cl’, ou
nous avons noté une forte association de ces derniers autour du squelette d’ASNS52 pour la
concentration de 650 mM. L'observation saisissante est présentée dans la figure 7d, ou une
association plus prononcée est notée pour les deux ions Cl” et Na', avec la chaine latérale,
pour la concentration de 425 mM. Nous devons également souligner ce résultat intéressant,
que les deux ions montrent presque la méme préférence pour la chaine latérale polaire mais
neutre du résidu asparagine, pour la concentration en sel optimale ; 425 mM, et ceci a

probablement un effet direct sur la flexibilité structurale du résidu considéré.

Tout comme les résultats des fonctions de distribution radiales de la lysine (LYS52a), ou
nous n'avons noté¢ aucune corrélation entre l'accumulation des ions et le profile de la flexibilité
du résidu considéré, des résultats similaires sont notés pour le nombre des contacts. Les ions
Cl et Na' s'associent plus fortement avec le résidu LYS52a a la concentration en sel de 650
mM plutot qu'a 425 mM, pour la partie chaine latérale (Fig. 7f). Tandis que la partie squelette
du méme résidu est marquée par une importante accumulation des ions CI" a 175 mM (Fig.
7e). 11 semblerait que l'association des ions chlorure n'a aucun effet sur la mobilité de la
lysine, puisque cette dernicre se voit entrainer par la mobilité élevée de son résidu adjacent ;

ASNS52.
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Figure 8 : Apercu de la simulation de DM de VsEndA 425mM 300K, présentant la protéine en style
Cartoon, et les résidus les plus flexibles de la structure (TYR38, ASN52 et LYS52a) en style CPK.
Les ions magnésium, Chlorure et sodium sont colorés en vert, orange et rose, respectivement. Pour

plus de clarté dans I’image, nous avons omis les molécules d’eau. Cette image est faite avec VMD
1.8.7%,
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3.5 Durée de vie des liaisons hydrogénes

Comme illustré dans le tableau 2, nous avons calculé les durée de vie des liaisons
hydrogenes inter et intramoléculaires pour les résidus correspondants : TYR38, ASNS52 et

LYS52a, a différentes valeurs de la concentration en sel NaCl.

Tableau 2 : Durées de vie en pico-secondes des liaisons hydrogénes.

Residue 2PU3 0mM  2PU3 S0mM 2PU3 175SmM 2PU3 425mM 2PU3 650mM

38_bb_Wat 10.870 8.030 11.612 4.664 9.461
38_bb_P 113.089 30.762 52.107 357.496 39.421
38_SC_Wat 2.754 2.718 1.940 4.480 2.604
38_SC_P -1730.129 13.496 18.993 38.040 31.979
52_bb_Wat 10.523 9.106 9.629 2.636 11.901
52_bb_P 26.319 82.849 343.599 97.119 15.944
52_SC_Wat 1.491 1.552 1.561 1.832 2.015
52_SC_P 33.013 43.017 46.052 130.661 1121.187
52a_bb_Wat 6.352 -13.173 -15.417 13.987 5.239
52a_bb_P 62.116 35.594 65.308 70.906 59.981
52a_SC_Wat 2.534 2.799 2316 2.616 2.343
52a_ SC_P aucune aucune aucune aucune aucune

Nous observons que les liaisons hydrogeéne intramoléculaires formée entre les différents
résidus et le reste de la protéine ont des durées de vie plus importantes que les liaisons
hydrogéne intermoléculaires, formées entre les différents résidus correspondants et les
molécules d'eau. Ceci peut étre expliqué par la grande diffusion des molécules d'eau autour de
la surface de la protéine, qui a un effet direct sur la flexibilité structurale de la région boucle,
en raison de la réduction des durées de vie des liaisons hydrogéne formées avec les molécules

d'eau environnantes.

Comme montré dans le tableau 2, les résultats des durées de vie des liaisons hydrogene

calculées entre les molécules d'eau et la partie squelette des résidus TYR38 et ASN52 sont en
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moyenne 4.664 et 2.636 ps respectivement. Ces valeurs sont les plus basses pour la
concentration en sel de 425 mM, qui est en parfait accord avec la flexibilité structurale des
résidus considérés, ou nous avons observé une valeur maximale du RMSF pour ces deux
résidus avec la concentration en sel optimale de 425 mM (Fig.2). De plus, les durées de vie
des liaisons hydrogénes entre le squelette du résidu ASN52 et I'eau sont significativement
plus courtes que celles entre le squelette du résidu TYR38 et l'eau, qui est également en

concordance avec le graphe du RMSF de la protéine (Fig. 2).

Une fois de plus, nous trouvons aucune corrélation entre la flexibilité structurale de la
lysine LYS52a et la durée de vie des liaisons hydrogene inter et/ou intramoléculaires

calculées, ni pour le squelette, ni pour la chaine latérale du résidu considéré.
4. Conclusion

Les protéines doivent avoir une dynamique appropriée et une flexibilité suffisante pour
accomplir leur fonction biologique. La dynamique des protéines peut étre sensiblement
perturbée par des changements plut6t subtils dans les conditions environnementales, comme
la température et la concentration des petits solutés. L'Endonucléase I issue de la bactérie
psychrophile VSEndA offre un remarquable exemple dans ce contexte, en plus de ces
caractéristiques adaptées au froid, comme la basse stabilité thermique, la basse température

optimale, et I’efficacité catalytique élevée, comparées a ses homologues !,

Constamment exposée a I'environnement externe de la bactérie, & cause de sa localisation
péri plasmique ou extracellulaire, l'enzyme Endonucléase 1 semble s'adapter aux
concentration ¢levées en sel NaCl par l'augmentation du nombre des résidus positivement
chargés dans la surface de I'enzyme *°!. Dans ce chapitre, nous avons reporté les résultats des
simulations de dynamique moléculaire de I'enzyme Endonucléase I a cinq valeurs différentes
de concentrations en sel NaCl. L'analyse des trajectoires en terme de RMSF, fonctions de
distribution radiales, nombre de contacts et durée de vie des liaisons hydrogene, indiquent des

différences distinctes lorsqu’on change la concentration de NaCl.

La facilité¢ a changer les conditions de simulation dans les calculs de DM nous a permit
d'étudier, au niveau microscopique, l'effet des petits ions tel que CI" et Na', sur la flexibilité
structurale de VsEndA. Nos résultats sont compatibles avec les données expérimentales, ou

on a noté une concentration de sel optimale pour l'activité catalytique égale a 425 mM M2,
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Sous cette concentration, la VsEndA présente deux régions boucles plus flexibles, comparées

aux autres valeurs de concentrations ; les résidus 36-39 et 51-53.

Lors de l'analyse des RMSFs de ces deux régions spécifiques, trois résidus sont
sélectionnés pour leur mobilité plus élevée ; TYR38 (0.1451 nm), LYS52a (0.2077 nm), et
ASNS52 (0.2133 nm). En plus, la flexibilité des résidus formant le site actif (HIS80 et ARG99)
121 est comparable avec les différentes concentrations de sel, et donc ne montre aucune

sensibilité au sel.

Nous avons pu trouver une corrélation entre les propriétés structurales étudiées ici, tel que
la fonction de distribution radiale, le nombre de contacts, la durée de vie des liaisons
hydrogene, et la flexibilité structurale de seulement deux résidus polaires ; TYR38 et ASNS52.
Cependant, le résidu chargé ; LYS52a n'a montré aucune corrélation dans ce contexte. Les
ions chlorures aussi bien que les ions sodiums s'accumulent plus autour du squelette du résidu
TYR3S, ce qui est a la cause de sa grande mobilité¢ a la concentration de sel de 425 mM.
Cependant, la singularité particuliecre de ASN52 en terme de flexibilité structurale sous la
méme concentration en sel, semble étre principalement la conséquence de l'accumulation des

ions sodiums autour de la chaine latérale polaire du résidu considéré.

Finalement, a la lumicre des présents résultats, la base moléculaire de 1'adaptation au sel
de l'enzyme VsEndA a été explorée par le moyen d'un traitement explicite de solvant et de sel.
Nos résultats révelent que la modulation des interactions des ions chlorures/sodiums avec
certaines régions boucles spécifiques de la protéine, est la stratégie suivie par ce type

d'enzyme psychrophile pour améliorer l'activité catalytique aux conditions physiologiques.
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Chapitre V :
Dynamique Moléculaire de I’Effet de Sel sur

L’Enzyme Mésophile Vibrio Cholerae
Endonucléase I (VcEndA)



ChapitreV |119

1. Introduction

La bactérie gram-négative Vibrio cholerae, a toujours été a travers l'histoire, un micro
organisme trés redoutable, en raison de ses propriétés pathogénes et contagieuses qui ont causé des
pandémies de choléra affectant tous les continents dans le monde "1, Son identification comme une
menace sévere a la santé publique pendant au moins deux si¢cles, a entrainé une extensive
caractérisation de cette bactérie. La virulence de Vibrio cholerae est principalement causée par la
protéine sécrétée choléra entérotoxine, mentionnée aussi comme CT ou ctxA, mais aussi d'autres

facteurs qui augmentent le taux d'infection ont été identifiés >,

Vibrio cholerae est aussi un habitant bactérien naturel d'environnements aquatiques et il est
associé aux crustacés copépodes et aux plantes aquatiques 2. Les bactéries isolées de la majorité
des échantillons environnementaux exposent des propriétés non-pathogenes en raison du manque de
géne pour le choléra entérotoxine ). Comme la bactérie Vibrio cholerae est liée a l'eau, et les
pandémies avec peu d'exceptions ont leur origine du sous-continent indien et le delta du Gange dans

le Bengale, il est suggéré que 'eau agit comme un réservoir pour la bactérie .
g ggere q g p

La caractérisation et le clonage de VcEndA ont été d'abord décrits par Focareta et d'autres. ™,

mais la détermination structurale du nucléase a été effectuée vingt ans plus tard par Altermark et
d'autres !, I y a deux structures de VcEndA déposées dans la banque de données des protéines, les

deux sont résolues par la cristallographie radiographique (X-ray).

La structure de plus basse résolution (entrée PDB 2g7e), avec une résolution de 1.6 A, est
cristallisée au pH bas, et la deuxiéme structure déposée avec la plus grande résolution de 1.95 A
(PDB entrée 2g7f), est cristallisée a pH neutre. La différence majeure entre ces deux structures est
I'absence de I'ion catalytique Mg™* dans le site actif de la forme du pH bas, tandis qu'il est présent
dans forme du pH neutre. Un ion de chlorure enterré a environ 7 A de la molécule de solvant la plus
proche est identifiée dans la structure de VcEndA ™. Ce chlorure est considéré comme un ion
structural ou stabilisant, et n'est pas une partie catalytique de la structure. Dans la caractérisation de
VcEndA, les conditions optimales pour l'activité catalytique s'aveérent étre une concentration en
NaCl égale & 175 mM au pH 7.5-8.0, et une température de 50°C ). La masse moléculaire calculée

sans le signal de N-terminal est 24.7 kDa et est vérifiée par SDS/PAGE.

Altermark et d'autres ! ont testé aussi la spécificité du substrat et ont constaté que VcEndA a
une activité RNase trés basse comparée a l'activité DNASE aux conditions optimales rapportées,
mais était capable de cliver efficacement I'ADN plasmidique, ' ADN simple et double brin. Ils ont

conclu sur la base de ces résultats que I'ADN est le substrat naturel, et que VcEndA est donc une
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DNASE a ses conditions physiologiques. Le produit du clivage catalytique est un groupe 5'-

phosphate et un 3'- oxygeéne groupe partant.
2. Objectif du chapitre

Un facteur important a l'activité et a la stabilité de chaque enzyme est son environnement
physiologique. L'étude antérieure sur l'enzyme sécrétée mésophile Endonucléase I (VcEndA), a
montré que son activité était fortement dépendante non seulement de la température, mais aussi de
la concentration de NaCl . Parmi les Orthologues de ’Endonuclease I de plusieurs espéces de

5,8-9 o N ’
589 nous nous sommes intéressé a l'étude de la

bactéries qui sont décrites dans la littérature
VcEndA car la caractérisation biochimique de cette enzyme a déja était reportée, et comparée a
celle de son homologue la VsEndA P! Nous étudierons dans ce chapitre, par la simulation de
dynamique moléculaire a T=300K, l'effet de différentes valeurs de concentrations de NaCl
(tableaul) sur la flexibilité structurale de I'enzyme VcEndA. Nous essayerons finalement d'apporter
plus d'information sur la modification adaptative de la molécule homologue VcEndA, par rapport a
VsEndA, parce que ces modifications sont d'un grand intérét en recherche fondamentale aussi bien

qu'en biotechnologie.

Tableaul : nombre d’ions Cl et Na ' pour chaque simulation

VcEndA OmM  VcEndA 50mM VcEndA 175mM VcEndA 425mM  VcEndA 650mM

Cr 6 15 37 76 122

Na' 0 9 31 82 116

3. Résultats

3.1 Stabilité du modele

La figure 1 montre I'évolution temporelle des RMSDs du squelette de I'enzyme VcEndA, pour les
différentes simulations dans lesquelles nous avons varié la valeur de la concentration de NaCl.
Selon la figure, les RMSDs reflétent des trajectoires de DM assez stables avec des valeurs

moyennes qui ne dépassent pas 1.6 A°.
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Figure 1 : rmsd de I’enzyme VcEndA sous différentes valeurs de la concentration en NaCl.

3.2 Flexibilité structurale

Pour évaluer la mobilité relative des régions de la protéine au cours des simulations de DM, le
(RMSF) root mean square fluctuation des atomes C, dans un résidu, de la structure moyenne
obtenue a partir des images fusionnées des trajectoires de DM, est calculé pour I'enzyme VcEndA

en fonction du nombre des résidus, a différentes concentration en sel NaCl (Fig. 2).
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Figure 2 : rmsf de I’enzyme VcEndA sous différentes valeurs de la concentration en NaCl.
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Le profile du rmsf pour 1'enzyme mésophile, sous différentes concentration en sel, est presque le
méme, a l'exception de deux régions, ou la flexibilité de 1'enzyme est élevée a C=175mM comparée

aux autres valeurs de la concentration ; la région (GLY52-LYS53) et le résidu GLNO90.

Situé dans la région boucle, entre deux feuillets B (B1 et B2, Fig. 3), le résidu GLY52 présente
la valeur la plus haute du rmsf de 1'enzyme mésophile ; 0.1415nm, et le résidu qui lui succéde dans

la structure primaire de l'enzyme ; LYS53 ; 0.1385nm, pour la concentration en sel égale a 175mM.

La glycine est parfois groupée avec les acides aminés hydrophobes, cependant elle est unique
dans le fait de n'avoir aucune chaine latérale. Cette absence de chaine latérale permet a la glycine
des angles de liaisons (dans les coudes du squelette) qui sont bien plus extrémes que les autres
acides aminés. Elle joue donc un réle primordial en permettant un grand nombre de conformations
dans les protéines sans déformation excessive. Notant €galement, que le résidu GLY 52 est substitué¢
par le résidu polaire ASN52 dans la structure primaire de VsEndA, et que la fluctuation la plus
importante enregistrée concernant la flexibilité structurale de I'enzyme adaptée au froid, était pour
ce résidu polaire ou le rmsf a atteins la valeur maximale de 0.2133nm, sous la concentration en sel
de 425 mM ", Donc, par homologie a I'enzyme adaptée au froid, I'enzyme mésophile est elle aussi
caractérisée par une plus grande flexibilité structurale de la région boucle (52-53) sous la

concentration en sel optimale pour 'activité catalytique ; 175 mM Pl

L'autre région tout aussi bien importante dans le profile du rmsf de VcEndA est le résidu
GLNO90. Situé a proximité du site actif ARG99, dans une région boucle entre deux hélices a (a3 et
a4, Fig. 3), ce résidu polaire présente la plus haute valeur du profile du rmsf de cette enzyme
mésophile pour la concentration en sel de 175mM ; 0.1493nm. Nos résultats de la flexibilité
structurale coincident bien avec les travaux ultérieurs sur la paire d'enzyme Endonucléase I, ou
I'enzyme mésophile VcEndA issue d'eau saumatre de basse salinité, avait une concentration en sel

optimale pour l'activité plus basse que celle de son homologue psychrophile VsEndA P,
3.3 Les fonctions de distribution radiales

Afin de caractériser la distribution des ions Na*, CI” autour des régions les plus flexibles de la
protéine, la fonction de distribution radiale des ions autour des résidus GLY52, LYS53 et GLN9O0,

est calculée pour les différentes valeurs de la concentration en NaCl (Fig. 4-6).
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Figure 4 : RDF des ions C1/Na" autour de GLY52 en fonction de la concentration.

La figure 4a montre une claire accumulation des ions Cl™ autour du résidu hydrophobe GLY52

pour la concentration en sel égale a 0 mM, avec un pic situ¢ a 0.24 nm, cependant, on n'a pas noté

. . . + ~ , . .
une importante accumulation des ions Na  autour du méme résidu, pour toutes les concentrations

étudices (Fig. 4b).

Les faibles concentrations en sel (0 et 50 mM) dominent clairement les RDF de I'ion CI™ autour

de la LYSS53, et spécialement autour de la chaine latérale (SC) (Fig. 5¢), ou on note une forte

interaction des ions CI” pour la concentration C=50mM ; le premier pic se situe a 0.215nm, et le

second a 0.37nm.
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Figure 6 : RDF des ions C1/Na" autour de GLN90 en fonction de la concentration.

Quoiqu'elle est faible, on doit noter l'interaction des ions Cl™ avec le squelette (bb) du résidu

polaire GLN90 & C=175 mM (Fig. 6a). Les ions Na' s'accumulent eux aussi autour du bb du méme

résidu mais a la concentration en sel de 425 mM, avec un premier pic a 0.215 nm montrant ainsi un

contact direct entre ces ions et le bb de GLN90 (Fig. 6b).

b A r . . . . . +
La partie SC du méme résidu est elle aussi en interaction avec les ions Na ', surtout pour la

concentration en sel C=650 mM, ou le premier de la RDF se situe également a 0.215 nm (Fig. 6d).

Nous avons aussi calculés la fonction de distribution radiales des molécules d'eau autour des

résidus concernés ; GLY52, LYS53 et GLN90 en fonction des différentes concentrations en sel
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(Fig. 7). L’accumulation des molécules d'eau est plus importante pour la valeur de la concentration

de 175 mM, comparé aux autres valeurs, pour les deux résidus ; GLY52 et LYS53 (Fig. 7a et 7b),

cependant le résidu polaire s'entoure de plus de molécules d'eau a la concentration en sel de 650

(b)

mM (Fig. 7c).
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Figure 7 : RDF des molécules d’eau autour des résidus les plus flexibles de VcEndA.

3.4 Nombre de contacts

Dans le but de confirmer I'accumulation des ions CI” autour du squelette du résidu GLN90 pour

la concentration en sel de 175 mM, nous avons calculé le nombre de contacts de ces ions autour de

cette partie du résidu, pour chaque valeur de la concentration. Selon le tableau 2, quoique la valeur

enregistré des contacts, pour la concentration de 175 mM est assez faible (44.4 10™ contact/ps),

mais elle reste la plus élevée comparée aux autres valeurs de la concentration.
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Tableau 2 : nombre de contact par ps des ions Cl avec le squelette de GLN90.

VcEndA 0mM VcEndA S0mM  VcEndA 175SmM VcEndA 425mM = VcEndA_ 650mM

CI'_GLN90_bb 0 0 44.4 10" 0 3.16 10™

Figure 8 : Apercu de la simulation de DM de VcEndA 175mM_300K, présentant la protéine en style
Cartoon, et les résidus les plus flexibles de la structure (GYL52, LYS53 et GLN90) en style CPK. Les ions
Chlorure et sodium sont colorés en cyan et bleu, respectivement. Les molécules d’eau sont représentées en

style line transparent. Cette image est faite avec VMD 1.8.7 ['.,
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Les valeurs des durées de vie des liaisons hydrogénes formées entre les résidus les plus flexibles

de I'enzyme VcEndA (GLY52, LYS53 et GLN90), d'une part, et d'autre part par les molécules d'eau

environnantes, ou bien avec le reste de la protéine, sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Durées de vie en pico-seconde des liaisons hydrogenes.

Ve _0mM 300 Vc_50mM_300

Ve_175mM_300

Ve_425mM_300

Ve_650mM_300

HB_ 52 Wat
HB 52 P
HB_53bb_Wat
HB_53SC_Wat
HB 53 P
HB_90bb_Wat
HB_90 Wat
HB_90SC_Wat

HB_90 P

2.294

26.036

12.191

3.327

125.169

6.118

-45.419

-40.489

-2395.49

3.501

36.079

10.250

3.572

75.951

2.345

2.990

17.844

96.291

2.672

23.301

16.241

3.471

100.560

-19.905

2.882

1.587

132

8.042

32.706

6.217

3.698

132.536

-16.527

2.32

1.509

285.17

5.639

16.276

13.494

3.545

106.784

-179.991

-90.772

1.836

50.329

Les durées de vie des liaisons hydrogene (intermoléculaires) formées entre la glycine GLY52 et

l'eau, sont faibles a basse concentration en sel; 0, 50 et 175 mM, comparé aux autres valeurs

¢levées de la concentration. La plus petite valeur enregistrée ; 2.294 ps pour la concentration de 0

mM, est la conséquence directe de la plus forte accumulation des ions Cl autour du résidu

considéré, pour la méme concentration, révélée par la RDF (Fig. 4a). Effectivement, les ions

chlorures interrompent les liaisons hydrogénes susceptibles de se former, d'ou une diminution de la

durée de vie. On doit aussi noter que la durée de vie avec les molécules d'eau enregistrée a 175 mM

pour ce méme résidu ; 2.672 ps, révele également une structure assez flexible, a cette valeur de la

concentration, puisque cette valeur, quoiqu'elle n'est pas la plus basse enregistrée, mais elle reste

comparable a cette derniere, dans le cadre de cette approximation.
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De méme que les liaisons hydrogénes intermoléculaires, les liaisons hydrogenes
intramoléculaires de la glycine GLY52 sont influencées par l'accumulation des ions, puisque la plus
basse durée de vie enregistrée; 16.276 ps a 650 mM en sel, est due selon la RDF du méme résidu
(Fig. 4b) a la présence de plus d'ion Na" autour de GLY52 pour la concentration en sel considérée,

comparée aux autres valeurs de la concentration.

Les durées de vie des liaisons hydrogenes intermoléculaires pour la lysine LYS53 sont les plus
basses pour la chaine latérale de ce méme résidu, avec des valeurs assez proches les unes aux autres
(=3.5 ps), pour les différentes concentrations en sel. Cependant, les durées de vie enregistrées pour
les liaisons hydrogéne intramoléculaires sont beaucoup plus longues, avec les valeurs les plus

basses; 75.951 et 100.560 ps, pour les concentrations de 50 et 175 mM, respectivement.

Les plus petites valeurs notées dans le tableau 3 sont celles relatives aux liaisons hydrogene
formées entre la chaine latérale du résidu polaire GLN9O0 et les molécules d'eau, avec les plus basses
durées de vie; 1.509 et 1.587 ps, pour les concentrations de 425 et 175 mM, respectivement. Les
valeurs des durées de vie calculées pour la partie squelette du méme résidu, sont insignifiantes

(valeurs négatives), et ne nous permettent pas de faire une comparaison.

4. Conclusion

On croit généralement que les protéines et particuliecrement les enzymes sont des structures
vulnérables et sensitives aux changements environnementaux. La raison pour laquelle elles sont si
sensibles aux changements dans le sel et la température est qu'un tel changement peut affecter les

interactions qui maintiennent en position la chaine de la protéine en place.

Dans ce chapitre, nous avons présenté les résultats de l'effet de NaCl sur la dynamique de
I'enzyme mésophile Vibrio cholera. L'analyse des trajectoires de dynamique moléculaire révele que
'enzyme est peu tolérante et sensitive au sel, puisque le profile du rmsf en fonction des différentes
concentrations ne montre pas une grande différence de la mobilité de l'enzyme pour les valeurs
¢levées de la concentration en NaCl (450 et 650 mM). Cependant, les régions les plus flexibles de
'enzyme sont enregistrées sous la concentration de 175 mM en sel, ce qui coincide bien avec le
travail expérimental antérieur . Tout comme son homologue psychrophile VsEndA, l'enzyme
mésophile est caractérisée par une flexibilité importante de la région boucle (52-53) sous la
concentration optimale de 175 mM, qui est due essentiellement au résidu GLY52. Cependant, on
n’a pas trouvé de corrélation entre la flexibilité et la position des ions CI” et/ou Na" autour de ce
dernier, puisque la fonction de distribution radiale révele plutdét une accumulation élevée des

molécules d'eau et non pas des ions autour de la glycine GLY 52, pour la concentration en sel de 175
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mM. Donc, la forte interaction avec le solvant est responsable de la flexibilité accrue de la région
boucle (52-53).

On ne peut pas dire autant du résidu polaire GLN90, qui est considéré, selon le profile du rmsf,
comme le résidu le plus flexible de la structure de VcEndA sous la concentration en sel optimale,
puisque son squelette s'entoure de plus d'ions CI, et ce qu'il lui confére plus de flexibilité sous la

concentration considérée.
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Dynamique Moléculaire de I’Effet de la
Température Sur la Paire d’Enzyme

VsEndA et VcEndA
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1. Introduction

La température est l'un des facteurs environnementaux les plus importants pour la vie, et la
clarification des mécanismes d'adaptation a différentes conditions de température sont d'importance
cruciale & la fois pour la recherche fondamentale ', ainsi que pour les applications industrielles

qui visent a développer de nouveaux biocatalyseurs, actifs dans différentes gammes de températures
[5,6]

La température affecte 1'énergie cinétique des molécules, y compris celle des biomolécules tels
que les protéines, leurs taux de collision et de réaction, la force des interactions moléculaires, et
d'autres propriétés physico-chimiques. Les relations entre la température de croissance des

organismes et les propriétés biophysiques de leurs protéines ont été intensivement explorées !,

L'effet le plus dominant de la température est sur la stabilité des protéines : les protéines se
déplient (perdent leurs structures 3D distinctes) au-dela d'une certaine température (la température
de fusion , Ty,). L’adaptation environnementale a des températures extrémes a abouti a des enzymes
avec des températures de fusion appropriées (par exemple, une grande stabilité configurationnelle
globale). Cependant, par le paradigme en vigueur, 1'adaptation de la température entraine également
de distincts profils vitesse-température de sorte que les enzymes présentent des vitesses maximales
a la température de croissance d'organisme. Les enzymes thermophiles comprennent l'exemple le
plus étudié. Elles sont fortement thermostables et exposent des vitesses maximales a des
températures > 60°C ®1. En accord avec leur haute stabilité configurationnelle, les enzymes

9, 10, 11]

thermophiles exposent un plus haut niveau d'emballage structurel ' et une plus basse

flexibilité configurationnelle par rapport aux enzymes mésophiles; enzymes d'organismes vivant a

des températures modérées (20-45°C) 11,

Les enzymes psychrophiles, isolées a partir
d'organismes adaptés a des environnements froids, comprennent l'autre extréme. Elles sont
considérées comme treés labiles en termes de stabilité configurationnelle et sont suffisamment

flexibles prés de 0°C '),

A leur température de fonctionnement respectives, les efficacités catalytiques (valeurs de k.qs /
kn) des enzymes thermophiles, mésophiles, et des enzymes psychrophiles semblent similaires '),
Ainsi, d'un point de vue évolutionnaire, chacune des trois classes des enzymes est tout autant

compétente sur le plan métabolique, dans sa propre température physiologique opérationnelle.

La caractérisation fonctionnelle des protéines extrémophiles s'est jusqu'ici concentrée sur ce qui
est évident, c'est-a-dire les effets de température sur les protéines thermophiles et les psychrophiles,

et la salinité sur les protéines halophiles. Cependant, beaucoup d'environnements dans lesquels
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prosperent les extrémophiles sont extrémes a I'égard de plus qu'un seul paramétre. Par exemple,
dans le domaine de la recherche des psychrophiles, la majorité d'enzymes étudi€es jusqu'ici ont été

1 . \ . . .
171 ce qui pose un probléme quand aux conclusions qui doivent

extracellulaires et d'origine marine
étre tirées des mécanismes d'adaptation froide. Les ajustements observés sont-ils un résultat d'une

vraie adaptation a la température basse, ou une combinaison d'une adaptation au sel et au froid?

Le choix des psychrophiles non-marins (d'eau douce) comme objectif d'é¢tude est proposé
comme solution "”). L'interaction entre les deux types d'adaptation est, cependant, intéressante en
soi, et il est possible de concevoir des expériences d'une maniere qui facilite la séparation des deux
effets. Les premiers pas vers cette approche ont été pris. Dans une étude comparative de
I'Endonuclease 1 psychrophile marine et mésophile estuarienne (VsEndA et VcEndA,
respectivement) '* les optimums différents de sel des deux enzymes ont été pris en considération
quand les propriétés enzymatiques dépendantes de la température ont été caractérisées. Dans la
discussion, les auteurs ont souligné I'importance des mesures effectuées dans les solutions tampons

qui étaient aussi physiologiques que possibles.

La simulation de dynamique moléculaire est un outil appropri¢ pour évaluer la base comparative
de la thermostabilité des protéines homologues; psychrophiles et mésophiles. Cependant, seulement
quelques études comparatives de dynamique moléculaire ont visé a évaluer la dépendance de la
dynamique des protéines psychrophiles et mésophiles, vis-a-vis de la température, ont été

[19.20.211 "Ep fait, 4 notre connaissance, aucune étude de dynamique moléculaire

entrepris
comparative traitant l'effet de température et sa combinaison avec l'effet de sel n'a été

rapportée jusqu’a présent.
2. Objectif du chapitre

Pour assurer leur role et fonctionner correctement, les protéines exigent tant de flexibilité¢ que de
rigidité. La prédiction donc rapide et précise de la rigidité/flexibilité de la protéine est un des

problémes importants de la science des protéines.

Dans ce chapitre, et pour la premiere fois, nous avons entrepris des simulations de
dynamique moléculaire de l'enzyme psychrophile VsEndA, et de son homologue
mésophile VcEndA, dans lesquelles I'effet de température est combiné a I'effet de sel. Nos
simulations sont menées a différentes valeurs de température, a savoir 276K, 300K, 318K
et 326K. Dans le but de reproduire et de vérifier les résultats expérimentaux, chaque
simulation est effectuée avec une- concentration en ‘sel(NaCl) optimale a l'activité de

chaque enzyme ; 425mM pour VsEndA; et 175mM pour VcEndA, respectivement !,
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3. Résultats

3.1 Stabilité structurale globale

La figure 1.a et 1.b montre le rmsd calculé pour la partie squelette de I'enzyme psychrophile
VsEndA et celui de I'enzyme mésophile VcEndA, par rapport aux structures initiales de simulation

correspondantes, en fonction du temps et pour différentes valeurs de la température.

(a) (b)
28 28
26 VSEndA_425mM_276K 26 VcEndA_175mM_276K
241 VSEndA_425mM_300K 241 VcEndA_175mM_300K
VSEndA_425mM_318K VcEndA_175mM_318K

229 VsEndA_425mM_326K 229

VCEndA_175mM_326K

0,2 T T T T T 0,2

T T U 1 1 v T M T M U M 1 v 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 0 2000 4000 6000 8000 10000
Temps (ps) Temps (ps)

Figurel : RMSD en fonction de la température, (a) VsEndA, (b) VcEndA.

D'une maniere générale, on remarque que les valeurs du rmsd pour les deux protéines ne
dépassent pas 2.5 A°, traduisant ainsi des trajectoires de dynamique moléculaire assez stables.
L'augmentation de la température n'influe pas vraiment le rmsd de I'enzyme mésophile (VcEndA)
comme le montre a figure 1.b, surtout pour les valeurs de la température allant de 300 a 326K, avec
des valeurs moyennes du rmsd assez proches : 1.09, 1.02 et 1.06A° pour les températures de 300,
318 et 326K, respectivement. Cependant, la courbe du rmsd la plus basse enregistrée correspond a
la température 276K, elle fluctue autour d'une moyenne de 0.82A°. Les courbes du rmsd de
VcEndA atteignent 1’équilibre plus rapidement que celles de VsEndA, qui est au alentours de 2ns
(Fig. 1a). L'enzyme VsEndA présente des valeurs du rmsd plus importantes que son homologue
(VcEndA); notamment pour la température de 276, 318K et 326K ; ou on a noté des valeurs
moyennes de 0.99 et 1.15 et 1.47 A°, respectivement. Cependant, pour la température de 300K, la
valeur moyenne de VsEndA est inférieure a celle enregistrée pour VcEndA, et elle est de 1.06 A°.
En comparaison avec l'enzyme mésophile, les courbes du rmsd de I'enzyme psychrophile sont plus
distinctes les unes aux autres, et le rmsd augmente avec la température pour atteindre une valeur

moyenne maximale de 1.47A° pour la trajectoire de 326K.
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Un autre parametre reflétant les changements structuraux est le rayon de giration (Rg) de la
protéine, qui est une mesure de la compacité de la structure de la protéine. Les figures 2.a et 2.b

montrent les rayons de girations des deux enzymes VsEndA et VcEndA, respectivement.

(a) (b)
1,760
VsEndA_425mM_276K : VeEndA_175mM_276K
VsEndA_425mM_300K VeEndA_175mM_300K
VsEndA_425mM_318K VcEndA_175mM_318K
VsEndA_425mM_326K VcEndA_175mM_326K
3 3
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Figure 2 : rayon de giration en fonction de la température, (a) VSEndA, (b) VcEndA.

f1 B2 ol al 33 o
VE&KLA -——r m — 0G0 vEvEvdv] ————’ EQ“QQ Q
70
VsEnd A EISFSEIAK AE AVKI T FYCGC N h KGIP ESCGYQVRE LSRIEWEH\FVPJ\HQFGEQ
VcEnd_A phisFsllaxMeavrTvib o §s PYCGC RKGIP ESCGYQVRR LSRIEWEHVVPAHQEGEQ
VcEnd A _O_'"_"_L_(‘_O_O_ J_D_J_.z_?_ _9_ T o GO _v_O_C_O_ LR )_.;_O_"‘_
p2 r'12

[¥8) th 4 o7 35 36 R7 nl

VsEnd A 000000C000000 2000000 — 0000000 - TT TT —_— —_— 0000

100 113 120 130 140 ‘50 160
VsEnd_a C GGRI{NCTR DKl EADLHNL PAIGEVNGH FSQWNG =38 LY
VeEnd A GGRRNC']R SPE) EADLHNL PRI GEVNG SQWNG C }:ll
VcEnd A 0o Y00 ,Lu&glbubl ﬁ»_..
n.ﬁ 35 ?

[¥t] Vi) oo wll
VeEnd A OO0 00 0 Q00QQQCONO00D ") CCon no 0000
17q ]30 190 200 210 220
oy S ESBHERBRITEIN
VecEnd_A GATIARTYLYMH EQ (ML S KA QL M YPVS K1 GN & Iy
VeEnd A o0 000 000
0{?

Figure 3 : Alignement des structures des enzymes VsEndA et VcEndA, utilisant le programme ESPript
3.0, Les nombres indiquent les cystéines impliquées dans les ponts disulfures.
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Figure 4 : Structure secondaire de VsEndA en fonction de la température ; a) 276K, b) 300K, ¢) 318K, d)
326K.
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Figure 5 : Structure secondaire de VcEndA en fonction de la température ; a) 276K, b) 300K, ¢) 318K, d)
326K.

3.2 Flexibilité structurale

Une image plus détaillée de la différence de mobilité des résidus, aussi bien au sein de la méme
simulation, qu'entre deux enzymes homologues, peut étre obtenue grace au graphique du RMSF des
atomes C, relatives a la structure moyenne de I'ensemble. De telles fluctuations ont été calculées

pour les différentes valeurs de la température.

La figure 6 compare le rmsf des atomes C, dans un résidu, des deux enzymes ; psychrophile
(VsEndA) et mésophile (VcEndA). Les régions de la protéine caractérisées par de larges valeurs du
rmsf, sont généralement situées a des positions correspondantes dans VSsEndA et VcEndA, quoique

'intensité des fluctuations soit souvent différente
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Figure 6 : rmsf en fonction de la température ; a) VsEndA, b) VcEndA.

L'analyse des valeurs du rmsf montre clairement 1'importante flexibilité structurale de la région
boucle (51-53), par rapport au reste de la structure des deux protéines (Fig. 6a et 6b). Et quand on
compare la valeur maximale de la flexibilité¢ de cette région boucle entre 'enzyme psychrophile et
mésophile, on trouve des valeurs presque similaires du rmsf ; 0.2133 nm enregistrée pour le résidu

ASNS52 a la température T=300K pour VsEndA (Fig. 6a), et 0.2112 nm enregistrée pour le résidu



Chapitre VI |141

LYS53 a la température T=326K, pour son homologue VcEndA (Fig. 6b). Cette région de la
protéine est d'une importance cruciale, puisqu'elle est proche du site de liaison a 'ADN de la
structure de Vvn ], et peut donc potentiellement avoir un effet sur l'activité catalytique des deux

enzymes.

Une autre région tout aussi bien importante que la premiere, et qui présente un rmsf tres élevé
pour les deux homologues, est la région (90-96). Appartenant au motif a5 dans la structure
secondaire des deux protéines (Fig. 3), et située a la proximité du site actif ARG99 ; la LYS96 a une
valeur du rmsf égale a 0.191 nm a T=318K (Fig. 6a), ce résidu est remplacé par le résidu polaire
GLN96 dans la structure de VcEndA, avec la valeur la plus ¢levée du rmsf (0.1729 nm) enregistrée

pour T=326K, pour ce résidu (Fig. 6b).

Deux autres régions de 1'enzyme VsEndA, ou on a noté une plus grande flexibilité de 1'enzyme
pour la température de 318K, sont les régions 182-184 et 224-225, successivement. Située dans une
région boucle, entre deux motifs o (a8 et a9), la LYS182 atteint la valeur maximale du rmsf qui est
égale a 0.1324 nm. De plus, le rmsf du résidu polaire TYR225 qui est situé¢ dans le motif all,

atteint la valeur de 0.1248 nm, sous la méme température 318K (Fig. 6a).

La région boucle de VSEndA (36-38), est également caractérisée par une importante flexibilité
enregistrée a T=300K, avec la plus grande valeur du rmsf observée pour le résidu polaire TYR38
(0.1451 nm). En revanche, cette méme région boucle de I'enzyme mésophile VcEndA, reste assez

stable sous l'influence du changement de température, et ne montre pas de mobilité structurale.

Le profil du rmsf de I'enzyme VcEndA est marqué aussi par une augmentation de la flexibilité
du résidu hydrophobe GLY 140 a la température de 326K (0.1564 nm). Situé dans la région boucle
entre deux feuillets B (B5et f6), ce résidu est conservé dans la structure primaire de VsEndA, mais

n'a pas d'influence sur la flexibilité de I’enzyme psychrophile.

Contrairement a l'enzyme mésophile ou la flexibilité structurale est dominée par une seule
température ; la plus haute étudiée ; 326K, l'enzyme psychrophile montre un comportement
différent vis a vis de l'effet de la température. Les températures dominantes sur la flexibilité
structurale de cette enzyme sont plus basses que son homologue mésophile ; notamment 300K et
318K. De plus, elles touchent deux principales régions ; ASN52 et LYS96, avec des intensités du

rmsf plus importantes que son homologue mésophile.

On a noté des flexibilités structurales comparables entre l'enzyme VsEndA et VcEndA pour la
région boucle N-terminale, a différentes valeurs de la température. Cependant, la région C-

terminale de l'enzyme VcEndA (Fig. 6b) montre une flexibilité plus prononcée que son homologue
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VsEndA (Fig. 6a), pour la simple raison que la structure primaire de cette derniére se termine par le

résidu CYS228 (Fig. 3) qui forme un pont disulfure avec le résidu CYS207, ce qui entrave sa

flexibilité. Tandis que la structure primaire de VcEndA se termine par le résidu ASN230 (Fig. 3) ;

qui est libre au bout de la chaine polypeptidique de I'enzyme.

3.3 Fonctions de distribution radiales

Dans le but d'établir un lien entre l'effet de température sur la distribution des ions autour des

régions caractérisées par de larges valeurs du rmsf (Fig. 6a et 6b), les fonctions de distribution

radiales entre les ions CI,, Na' et les résidus les plus flexibles de la structure des deux enzymes ;

VsEndA et VcEndA, sont présentées dans les figures 7-11 et 12-14, respectivement. Elles sont

calculées pour les différentes valeurs de la température ; 276, 300, 318 et 326K.

3.3.1 RDF deIl'enzyme VsEndA
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Figure 7 : RDF des ions Cl/Na" autour de TYR38 en fonction de la température.
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On remarque un large pic de la RDF de I’enzyme VsEndA situé a 0.956 nm, il est plus intense a
T=300K, comparé¢ aux autres températures, et il correspond a la distribution des ions CI" autour du
squelette (_bb) du résidu TYR38 (Fig. 7a). Cette méme partiec du résidu TYR38 est aussi bien
marquée par l'accumulation des ions Na™ autour d'elle 8 T=300K, cependant, la différence avec les

autres températures n'est pas vraiment frappante.

La RDF des ions CI" par rapport a la chaine latérale (_ SC) de ce méme résidu est caractérisée
par trois pics plus intenses a T=318K (Fig. 7¢); le premier pic se situe a 0.22 nm, traduisant ainsi un
contact direct des ions chlorures avec cette partic de TYR38. De plus, on note une importante
distribution des ions Na' autour de cette méme partie du résidu polaire 4 T=326K, avec un pic &
0.582 nm. Cependant, un deuxiéme pic tout aussi important que le premier, et qui se situe a 0.838

nm est enregistré a T=318K.
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Figure 8 : RDF des ions Cl/Na" autour de ASN52 en fonction de la température.
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Le résidu polaire ASN52 qui présente les plus grandes valeurs du rmsf dans la structure de
VsEndA pour toutes les températures étudiées, est considéré comme le résidu le plus flexible de la
structure de l'enzyme. A T=300 K, il atteint la valeur la plus élevée du rmsf (Fig. 6a). Selon les
graphiques de la fonction de distribution radiale, on observe une forte interaction des ions Na" avec
sa partie (_ SC) a T=300K par rapport aux autres températures (Fig. 8d). De plus, la RDF
Na'/ASN52 SC présente deux pics bien distincts; le premier qui apparait a 0.22 nm et qui traduit
donc que les ions Na+ se lient directement au (_SC) de ASN52 a T=300K. Le deuxiéme pic se situe
a2 0.337 nm.

Les ions Cl suivent également la méme tendance, puisqu'ils s'associent aussi de prés a
ASN52 SC a la méme température (Fig. 8c). Par conséquent, d'un point de vue dynamique, la
flexibilité structurale prononcée de cette région de I'enzyme a T=300K est causée par l'accumulation

des deux ions Na+ et Cl” autour du (_SC) polaire de ASNS52.

Quoiqu'elle est faible comparée a la RDF Na'/ASN52 SC, on doit noter une importante
distribution 2 T=300K des ions Na" autour du (_bb) de ce méme résidu (Fig. 8b).
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Figure 9 : RDF des ions Cl/Na" autour de LYS96 en fonction de la température.

Les ions CI s'associent plus au (_SC) de la LYS96 qu'a son (_bb) (Fig. 9a et 9c), de plus
l'accumulation est d'autant plus importante pour les basses températures; 276 et 300K, (Fig. 9c). La
situation inverse est observée concernant la distribution des ions Na* autour de la LYS96, ol on a
une plus grande affinité de ces ions pour le (_bb) de la LYS96 (Fig. 9b), plutét que pour son (_SC)
(Fig. 9d).

Les ions Na™ sont en contact direct avec le (_bb) de la LYS96, puisque la RDF Na'/LYS96,
présente deux pics bien distincts, le premier a 0.241 nm et le second a 0.337 nm, et l'interaction
entre ces ions et cette partie de la lysine est la plus importante & T=300K. Seulement, on doit bien
noter un troisiéme pic dans cette méme distribution radiale, situé a 0.444 nm avec la valeur la plus

¢levée pour T=318K.



Chapitre VI | 146

(a) (b)
16 16
144 144
124 12
8 5
2104 11,04
N oN
] ©
® 08 ? 08
a3 a3
5 06 *.Zv 064
e w
2 04 VSEndA_425mM_276K S o04- VSEndA_425mM_276K
VSEndA_425mM_300K Pl VSEndA_425mM_300K
024 VSEndA_425mM_318K 024 VSEndA_425mM_318K
VSEndA_425mM_326K . VSEndA_425mM_326K
00 LA S S B S R SN R L R RN HE 00 LN S SR B S R SN R L R R
00 05 10 15 20 25 30 35 P 00 05 10 15 20 25 30 35
Distance (nm) Distance (nm)
(c) (d)
26 26
24 VSEndA_425mM_276K 24 VSEndA_425mM_276K
22] VsEndA_425mM_300K 22 VsEndA_425mM_300K
VSEndA_425mM_318K VSEndA_425mM_318K
20 VsEndA_425mM_326K I 20 VSEndA_425mM_326K
o 184 Q18
R o 1,6
g 5!
S 144 = 14
» )
2 124 212
= 104 ‘g 10
c g
w 084 L 08
Q HE
X 064 HE E 06
044 04
02 02.
00 LN S S B S R SN R L R R HE 00 LN S S B S R SN R I R R
00 05 10 15 20 25 30 35 I 00 05 10 15 20 25 30 35
Distance (nm) Distance (nm)

Figure 10 : RDF des ions C1/Na" autour de LYS182 en fonction de la température.

Tout comme la LYS96, la partie (_ SC) de la LYS182 a plus d'interaction avec les CI” que les
Na" (Fig. 10c et 10d) ; notamment a T=300K. A la méme température, les ions CI s'associent aussi
au (_bb) du méme résidu, mais pas d'aussi prés que le (_SC), puisque le premier pic de la RDF CI/
LYS182 bb se situe a 0.764 nm (Fig. 10a), comparé au premier pic de la RDF CI/LYS182 SC qui

est 4 0.22 nm, pour la méme température (Fig. 10c).

La distribution des ions Na" autour du (_bb) de la LYS182 est aussi affectée par la température
de 300K, puisqu'on a enregistré trois pics successifs de la RDF plus intenses a cette température que
les autres (Fig. 10b). Quoiqu’il soit peu intense, on doit noter le pic qui se situe a 0.22 nm enregistré

pour T=326K.

L'affinité des ions CI” pour le (_SC) de TYR225 est presque la méme pour les températures de
300, 318 et 326K, avec une légere augmentation pour T=300K (Fig. 11c). La méme constatation est
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notée pour la partie (_bb) de ce méme résidu, ou on a une faible interaction des ions CI” avec cette
derniére, a toutes les températures étudiées (Fig. 11a). Cependant, il faut bien noter que la plus forte
des interactions ion-résidu discutée jusqu'a présent, est enregistrée pour la distribution des ions Na"
autour du (_bb) de TYR225 (Fig. 11b). Les ions Na" montrent une trés grande affinité pour cette
partie du résidu polaire, et elle est d'autant plus forte & T=326K, de plus le premier pic de la RDF se
situe a 0.22 nm, indiquant ainsi une interaction de prés. On observe aussi une claire accumulation
des ions Na" autour de la partie (_SC) du résidu polaire, et elle est la plus élevée a la plus basse des

températures étudiées ; 276K (Fig. 11d).
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Figure 11 : RDF des ions Cl-/Na+ autour de TYR225 en fonction de la température.
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3.3.2 RDF de I'enzyme VcEndA

Les figures 12-14 présentent les RDF entre les ions C1 et Na', et les résidus les plus flexibles de

la structure de VcEndA, notamment ; LYS53, GLN96 et GLY 140.

Contrairement aux ions Na' qui s'accumulent peu autour de la LYS53 a T=326K (Fig. 12b et
12d), on observe une forte interaction entre les ions CI” et le résidu chargé positivement LYS53 a
cette température, et spécifiquement avec la chaine latérale (_ SC) du méme résidu, ou on a noté un
premier pic a 0.22 nm, traduisant ainsi une association directe de la chaine latérale a charge positive

de ce résidu et les ions CI', a T = 326K (Fig. 12¢).

La partie squelette (_bb) du méme résidu est aussi caractérisée par ’accumulation des deux ions
Na" et CI" a T=326, seulement elle est plus intense avec les ions chlorure avec le premier pic de la

RDF de CI/LYS53 bb qui apparait a 0.241 nm (Fig. 12a).
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Figure 12 : RDF des ions Cl-/Na+ autour de LYS53 en fonction de la température.

La distribution des ions Cl" autour de GLN96 est presque similaire a toute les températures
¢tudi€es, que ca soit pour la partie squelette (_bb) ou bien chaine latérale (_SC), ou on n’a pas
observé d'importante accumulation (Fig. 13a et 13c). Cependant, les ions Na™ ne suivent pas cette
méme tendance, puisque I'interaction des ions Na" avec le (_bb) de GLN96 est plus forte & T=326K,
comparée aux autres températures (Fig. 13b), et l'interaction de ces ions avec le (_SC) du méme

résidu est plus importante a T=318K (Fig. 13d).

Une exception intéressante est observée pour cette enzyme mésophile est pour le résidu

hydrophobe GLY 140, pour lequel ni la distribution des CI” ni celle des Na" n'est la plus élevée a
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T=326K (Fig. 14a et 14b). En effet, les ions Na" ont plus d'affinité au résidu GLY140 a T=318K.

Tandis que les ions Cl s'accumulent plus autour du méme résidu a T=300K
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Figure 14 : RDF des ions Cl-/Na+ autour de GLY 140 en fonction de la température.
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3.4 Durée de vie des liaisons hydrogéne
3.4.1 L'enzyme psychrophile VSEndA

Les durées de vie des liaisons hydrogéne intermoléculaires et intramoléculaires calculées pour les
résidus les plus flexibles de l'enzyme psychrophile VSEndA;TYR38, ASN52, LYS96, LYS182 et

TYR225, en fonction de la température, sont regroupées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Durée de vie des liaisons hydrogénes (ps) pour I’enzyme VsEndA en fonction de la température.

Vs _425mM_276K Vs _425mM_300K Vs 425mM_318K Vs_425mM_326K

Tyr38 bb_Wat 24.504 4.664 -66.291 5.167
Tyr38_SC_Wat 5.136 4.480 2.312 2.503
Tyr38 bb_P 87.630 357.496 382.376 42.699
Tyr38_SC_P aucune 38.040 aucune Aucune
Asn52_bb_Wat 3.938 2.636 8.453 2.644
Asn52_SC_Wat 2.568 1.832 1.300 0.989
Asn52 bb P aucune 97.119 aucune Aucune
Asn52 SC P aucune 130.661 9.132 -93.1
Lys96_bb_Wat 1.675 1.488 1.046 0.918
Lys96_SC_Wat 5.849 3.092 2.069 1.665
Lys96_bb_P 50.979 59.337 90.849 19.532
Lys96_SC P 31.262 19.126 17.477 21.534
Lys182_bb_Wat 13.875 121.496 -16.277 2.157
Lys182_SC_Wat 4317 2.903 1.743 1.677
Lys182_bb_P 199.917 226.472 79.354 37.415
Lys182_SC_P -11.894 15.507 797.646 76.648
Tyr225_bb_Wat 20.737 7.027 3.549 3.436
Tyr225_SC_Wat 2.590 1.851 1.542 1.368
Tyr225_bb_P 854.846 401.057 775.720 159.523

Tyr225_SC_P 198.984 103.911 510.568 2.001
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Les résidus les plus flexibles de I'enzyme VsEndA a T=300 K, comparé aux autres températures,
et qui sont TYR38 et ASN52 (Fig. 6a) présentent les plus basses valeurs des durées de vie des
liaisons hydrogene, entre les molécules d'eau environnantes et la partie squelette (_bb) des résidus
en question, sous la méme température ; 4.664 et 2.636 ps respectivement (tableau 1). Ceci, est en
bon accord, d'un coté avec le profile de la flexibilit¢é de I'enzyme (Fig. 6a), et d'un autre coté,
l'importante accumulation des ions C1 et Na” autour des squelettes des résidus considérés, révélée
par les fonctions de distribution radiales a T=300K(Fig. 7a, 7b et 8b), interrompe la dynamique et la
cinétique des liaisons hydrogénes susceptibles de se former avec l'eau, d'ou une diminution des

durées de vie enregistrées a cette température.

Les plus petites valeurs des durées de vie des liaisons hydrogeéne formées avec la partie squelette
(_bb) de la LYS96 et I'eau sont enregistrées pour les températures les plus élevées ; 318 et 326 K ;
1.046 et 0.918 ps, respectivement. Ce résultat des durées de vie rejoint parfaitement le profile du
rmsf en fonction des températures (Fig. 6a) ou les valeurs du rmsf sont les plus élevées ; 0.191
et 0.161 nm, pour la température de 318 et 326K, respectivement. Quoique l'écart entre les deux
valeurs des durées de vie a T=318 et T=326 K est relativement faible, la plus basse valeur
enregistrée a T=326 K ; 0.918 ps est due a la diffusion des molécules d'eau entourant le squelette de

la lysine, qui augmente avec la température.

Le role de la dynamique du solvant dans la relaxation structurale des protéines globulaires a déja
été étudié au niveau microscopique. Les résultats de la dynamique moléculaire de la protéine
globulaire Ribonucléase A (RNase), établissent fermement une corrélation entre la mobilité des
molécules d’eau sur la surface de la protéine et les mouvements diffusifs de cette derniére **. La
relaxation structurale compléte nécessite une relaxation du réseau des liaisons hydrogéne a travers
le déplacement transrationnel des molécules d’eau, ceci est d’autant plus important avec 1’é¢lévation

de la température, ou on a noté des durées de vie des liaisons H plus courtes.

La méme explication est donnée en ce qui concerne la chaine latérale (_ SC) de LYS96 qui
forme des liaisons hydrogéne de courtes durée avec l'eau a T=326K. La durée de vie des liaisons
hydrogéne entre la protéine et la chaine latérale de LYS96 est relativement faible a 318K, par
rapport aux autres températures, ce qui porte a croire que de méme que les liaisons hydrogéne
intermoléculaires formées avec l'eau, les liaisons hydrogénes intramoléculaires peuvent aussi

influencer la dynamique de la protéine.

Les deux résidus LYS182 et TYR225 sont caractérisés par de courtes durées des liaisons
hydrogéne intermoléculaires et intramoléculaires a T=326K, comparées aux autres températures.

L'importante accumulation des ions Na" autour du squelette de ces deux résidus (Fig. 10b et 11b) a
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T=326K est d'une partie responsable de la baisse des durées de vie formées avec les molécules

d'eau ; 2.157 et 3.436 ps, pour LYS182 et TYR225, respectivement (tableau 1).

Cependant, on voit bien que les durées de vie enregistrées a T=318K entre la chaine latérale de
LYS182 et l'eau ; 1.743 ps, et entre le squelette de TYR225 et I'eau ; 3.549 ps, sont relativement
proches de celles enregistrées a T=326K, ce qui permet de conclure que les durées de vie des
liaisons hydrogene calculées pour les régions les plus flexible de l'enzyme VsEndA est en

corrélation avec le profile du rmsf de la méme enzyme.
3.4.2 L'enzyme mésophile VcEndA

Le tableau2 regroupe les durées de vie des liaisons hydrogéne intramoléculaires et
intermoléculaires formées avec les résidus les plus flexibles de I'enzyme mésophile VcEndA ;

LYS53, GLN96 et GLY 140, pour les différentes valeurs de la température.

Tableau 2 : Durée de vie des liaisons hydrogénes (ps) pour I’enzyme VcEndA en fonction de la température.

Ve 175mM 276K Ve 17SmM_300K Vc_175SmM 318K Ve 175SmM_326K

Lys53_bb_Wat 7.786 16.241 7.691 5.408
Lys53_SC_Wat 4.362 3.471 1.906 1.878
Lys53_bb_P aucune -2748.665 37.428 25.194
Lys53_SC_P 79.268 101.087 80.117 96.125
GIn96_bb_Wat 2.043 1.637 0.936 0.937
GIn96_SC_Wat 1.846 1.293 0.821 0.559

GIn96_bb_P 144.256 504.247 30.880 96.679
GIn96_SC_P 143.457 71.147 37.072 22.270
Gly140_Wat 8.630 9.920 3.771 1.400

Gly140_P aucune aucune -93.416 0.001

On remarque bien, d’apres le tableau 2 que les liaisons hydrogéne formées entre les résidus
considérés et les molécules d'eau sont les plus courtes a T=326K, comparées aux autres valeurs de
la température. Ce qui est expliqué par I’importante diffusion des molécules d’eau sur la surface de

I’enzyme mésophile, a la plus haute température étudiée ; 326K.

En parallele, on doit également souligner l'effet des ions sur la dynamique des liaisons
hydrogéne. Par exemple, le résultat de la RDF de la LYS53 révele une accumulation des deux types

d'ions CI" et Na" autour de la partie squelette du résidu considéré a T=326 K (Fig. 12a et 12b), et
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celle des ions Cl seulement autour de la partie chaine latérale (Fig. 12¢), pour la méme température.
La dynamique des liaisons hydrogéne du résidu polaire GLN96 est aussi affectée par la position des
ions, puisqu'on a noté une importante accumulation des ions Na' autour du squelette du résidu

considéré a T=326 K (Fig. 13b).

4. Conclusion

L'influence omniprésente de la température sur les systémes biologiques nécessite une série
d'adaptations thermiques compensatoires qui couvrent tous les niveaux des organisations
biologiques; du comportement a la structure moléculaire a petite échelle. Il est cependant d'intérét
de comprendre les mécanismes moléculaires de l'adaptation a la température des enzymes

contemporaines.

Dans un premier pas vers cet objectif, nous avons entrepris dans ce chapitre l'effet de
température sur la paire d'enzyme homologues ; I'enzyme adaptée au froid Vibrio Salmonicida
VsEndA et l'enzyme mésophile Vibrio cholerae VcEndA. Les simulations de dynamique
moléculaire a différentes températures, sont effectuées aux conditions optimales en sel (NaCl) pour

chaque enzyme, tel que l'étude expérimentale déja effectuée sur la paire d'enzyme '™

. L'analyse
structurale, en terme de RMSD, rayon de giration et structure secondaire de ces deux enzymes
révelent des trajectoires stables aux températures considérées ; 276, 300, 318 et 326K. Les profiles
du rmsf des deux enzymes sont similaires, avec les résidus les plus flexibles des deux homologues
qui apparaissent aux régions boucles qui sont identiques dans la structure primaire des deux
enzymes ; résidus 52-53 et 96. Cependant, I'effet de température n'est pas le méme pour ces régions
considérées. L'enzyme adaptée au froid présente une flexibilité structurale plus importante a des
températures plus basse (300 et 318 K) comparé¢ a l'enzyme mésophile, ou la température qui
présente la plus grande flexibilité est la plus élevée étudiée (326K). On a pu trouver une corrélation
entre la position des ions et la flexibilité structurale de seulement TYR38 et ASN52 pour I'enzyme
psychrophile, et LYS53 et GLN96 pour l'enzyme mésophile. Cependant, les durées de vie des
liaisons hydrogénes de presque la totalité des résidus les plus flexibles des deux enzymes, correlent

bien avec le profile du rmsf de I'enzyme considérée.
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Nous avons effectué des simulations de dynamique moléculaire avec un traitement explicite du
solvant et du sel, sur une paire d'enzyme Endonucléase I ; Vibrio Salmonicida et Vibrio Cholerae, a
fin d'étudier leur propriétés structurales, et par la suite fournir plus d'informations sur leur activité
catalytique. Nous avons étudié¢ plus particulierement deux facteurs importants pouvant influencer

l'activité catalytique de I'enzyme ; la température et la concentration en sel NaCl.

A propos de l'enzyme adaptée au froid Vibrio Salmonicida Endonucléase I

la localisation péri plasmique ou extracellulaire de cette enzyme lui permet de s'adapter aux
concentrations ¢élevées en sel NaCl (par rapport a son homologue mésophile) par 'augmentation du
nombre des résidus positivement chargés sur la surface de 1'enzyme.

Le profile du rmsf de cette enzyme obtenu par 1’analyse des trajectoires de dynamique
moléculaire sous différentes concentrations en sel, présente deux régions boucles caractérisées par
une flexibilité plus prononcée a 425 mM ; la concentration optimale pour I’activité catalytique
révélée par I’¢tude expérimentale sur la méme enzyme. Nous avons mis en évidence grace a
I’analyse des fonctions de distribution radiales une corrélation entre le profile du rmsf et la position
des ions étudiés, puisque I’accumulation de prés des ions CI” et/ou Na" autour des résidus polaires
les plus flexibles de 1’enzyme psychrophile, est responsable de la singularité dans le profile du rmsf
de la méme enzyme.

Nous avons effectué¢ également une série de simulations de dynamique moléculaire sous
différentes températures, en gardant la concentration en sel fixe et égale a la concentration optimale
a Dactivité catalytique ; 425mM, et ceci dans le but précis d’¢lucider I’effet de la température sur
I’enzyme. Cependant, le découplage des deux effets ; I’effet de sel, de celui de la température, n’est
pas une tache facile. L’analyse des fonctions de distribution radiales de 1’enzyme psychrophile,
indique une importante accumulation des ions CI et/ou Na' autour des résidus les plus flexibles a
T=300K (TYR38 et ASN52). Cependant, nous n’avons noté aucune interaction entre ces ions et les
résidus les plus flexibles a T=318 K (LYS96, LYS182 et TYR225). Par ailleurs, les durées de vie
des liaisons hydrogenes formées entre ces résidus et les molécules d’eau sont les plus courtes
enregistrées a T=318K. Ce qui est di en partie a la plus grande diffusion des molécules d’eau

entourant ces résidus chargés ou polaires sous cette température.

A propos de l'enzyme mésophile Vibrio Cholerae Endonucléase 1
L’¢étude de I’effet de sel que nous avons effectué¢ sur I’enzyme mésophile a montré que tout
comme son homologue, I’enzyme mésophile VcEndA présente un rmsf marqué par la flexibilité

structurale élevées des régions boucles sous la concentration en sel optimale a I’activité de cette
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enzyme ; 175 mM. Cependant, la position des ions n’est pas responsable de cette grande mobilité
pour la majorité des résidus en question. L’analyse des fonctions de distribution radiales a révélé
plutot une importante accumulation des molécules d’eau autour des résidus GLY52 et LYS53, qui
forment une des régions boucles les plus flexibles de la structure de I’enzyme mésophile.

La dynamique du résidu polaire le plus flexible de la structure de VcEndA ; GLN9O est affectée,
quant a elle par la position des ions, puisque sous la concentration en sel optimale, le squelette de ce
résidu s'entoure de plus d'ions CI', et ce qu'il lui confére plus de flexibilité sous la concentration

considérée.

L’étude de I’effet de température sur I’enzyme mésophile a révélé un profile du rmsf dominé par
la plus haute température étudiée ; 326K. La position des ions affecte significativement la flexibilité
des résidus les plus flexibles, puisque I’analyse des fonctions de distribution radiales a révélé une
importantes accumulation des ions CI et/ou Na' autour des résidus les plus flexibles a 326K ;

LYS53, GLN96 et GLY 140.
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Annexe I
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Structure des 20 acides aminés
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Charges atomiques partielles des résidus les plus flexibles dans ce manuscrit

Résidu Asparagine "ASN"

0:-0.51

HB1 : 0.09

HB2 : 0.09

HD22 : 0.30 U

Résidu Glutamine "GLN"

HG2:0.09 ‘&
HN: 0.

HG1 : 0.09
. 0:-0.51
CB:-0.18
: CG:-0.18
{ HE22:0.30 HB1 : 0.09

HB2 :0.09

u OE1l : -.055

HE21 : 0.32



Résidu Glycine : "GLY"

0:-0.51

HN : 0.31 HA1l : 0.09
TP

N:-0.47

HA2 : 0.09

Résidu Lysine "LYS"

HG2 : 0.09

' -0.18 L-"le,z : 0.09
CD:-0.18

HD2 : 0.09
HD1 : 0.09
HE2 : 0.05 (- {_ HE1:0.05
CE:0.21
NZ : -0.30
HZ2:0.33( HZ1:0.33

HZ3:0.33
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Résidu Tyrosine "TYR"

N:-0.47

HB2 : 0.09 !
HEZ2 : 0.115 [~ :0.09
« -0.18
CE2:-0.115 HB1 : 0.09
€G: 0.00
HD2:0.115 () o P —
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Annexe 111
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L'Algorithme de LINCS :

Nous considérons un systéme de N particules, avec des positions données par un vecteur r(t) de
dimension 3N. Les équations du mouvement sont données par la loi de Newton :
d?r

F = i"t'f._:F (1)

ou f est le vecteur de la force de dimension 3N, et M est une matrice diagonale de dimension
(3Nx3N). En générale, le systeéme est contraint par K équations de contraintes indépendantes au

temps :
gir) = vy —ppl=de=0 t=1: K )

Le systéme est contraint selon le principe de moindre action'' . Dans cette approche, les contraintes

sont ajoutées comme un terme nul au potentiel V(r), multiplié¢ par les multiplicateurs de Lagrange
Mi(t)
dr 0

—M@ = 5(\/— A-g) (3)

Une nouvelle notation est introduite pour la matrice du gradient des équations de contraintes (qui
apparaissent du coté droit de I'équation,

gy,
B =
h dr; 4)

Notons bien que B est une matrice de dimension (Kx3N), et elle contient les directions des
contraintes. L'équation (3) peut étre simplifiée pour donner :
d’r .
~M— +BTX +f =0 5
de? )
Puisque les équations de contraintes sont nulles, les dérivées premicres et secondes des contraintes

sont aussi nulles

dg dr

i ©)
2 2 7
dg_Bdr dBdr_0 (7

dr — Tae T dt dt

1. Chapter 19 of Volume II, Feynman R, Leighton R, and Sands M. The Feynman Lectures on Physics . 3 volumes 1964, 1966. Library of
Congress Catalog Card No. 63-20717.
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A fin de résoudre les équations relatives a A, I'équation (5) est multipliée par BM™, et I'équation (7)

est utilisée pour aboutir a :

dB dr : _
— — +BM 'BTA+BM'f = 8
dt dt - + 4 ®)

Par conséquent les forces de contraintes sont :

, _ . . o dB d
B”A = BT (BM~'B”)"'BM'f — BT(BM—‘BT)—‘Ed—z )
La substitution de cette derniére équation dans I'équation (5) donne les équations du mouvement

sous contraintes. Utilisant I’abréviation T = M"'B’(BM™'B”) ' donne :

d’r dB dr
— =I-TBMf-T—— 10
dt? ( ) dt dt (10)

I-TB est une matrice de projection qui fixe les coordonnées contraintes a zéro, BM™'f est un vecteur
de dimension K des dérivées secondes des longueurs de liaison dans la direction des liaisons, T est
une matrice (3NxK) qui transforme les mouvements dans les cordonnées contraintes en
mouvements dans les coordonnées Cartésiennes, sans le changement des équations de mouvement
des coordonnées sans contraintes. Le dernier terme dans (10) représente les forces centripetes
causées par la rotation des liaisons. Si les contraintes sont satisfaites dans la configuration de départ,
I'équation (10) conservera les contraintes.

Les équations suivantes montrent comment les nouvelles coordonnées sous contraintes 1;,,; sont

reliées aux coordonnées sans contraintes 1,45

Faps =T —TaBa e + Fad =
pune _ ﬂ—:f_lB-” (-B_”iu‘,f—'_B;{’]—I[Bnrum:_ i dl

n+1 n+1

11

Cette premicre étape n’établit pas les longueurs de liaisons réelles aux longueurs prescrites, mais la
projection des nouvelles liaisons sur les anciennes directions des liaisons. Pour corriger la rotation

de la liaison 1, la projection de la liaison sur I'ancienne direction est établie par :
pi= /242 — 2 (12)
Ou /; est la longueur de la liaison apres la premiére projection, Les positions corrigées sont
Ty =T =TyBy)rar1 +Thp (13)

r—+1

La figure 1 montre une image schématique de la fagon dont I’algorithme fonctionne sur une liaison.
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Figure 1: image schématique illustrant les trois mises a jour des positions nécessaires pour un pas
de temps.



