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Etude du mécanisme des NO-synthases : Importance déseau de liaisons

hydrogene dans I'environnement et la réactivité déhéeme.

Résumé

Les NO-synthases sont des protéines a héme-thiglateatalysent I'oxydation de la L-
arginine en NO. Malgré les similitudes avec le méstae d’autres protéines comme les

cytochromes P450, le déroulement exact des étapagdanisme des NOS reste mal connu.

Nous avons étudié le role du proton du guanidindeni-Arg dans la stabilité et la réactivité
du complexe FeO, grace & une série d'analogues de L-Arg possédantarge gamme de
valeurs de pKa. Par des expériences de spectnaéeichie, de spectroscopie infrarouge et
Raman de résonance, nous avons analysé l'effetedegaanidines sur les parameétres
physico-chimiques de I'héme et du ligand proximal’'tiéme ainsi que sur les propriétés de

I'environnement distal de ’'heme.

Cette étude indique que le pKa du guanidinium dastat contréle le réseau de liaisons H
autour du ligand distal : il contrdle ainsi les ggesus de transfert de protons et régule la

stabilité et la réactivité des intermédiaires daleyatalytique.

Mots Clés
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Study of the mechanism of NO-synthases: Importancef hydrogen bond

network in the environment and the reactivity of hene.

Abstract

NO-synthases are hemo-thiolate proteins that cagallje oxidation of L-arginine to NO.
Despite the analogies with the mechanism proposedther hemo-proteins such as the

cytochrome P450 family, the detailed molecular naectm of NOS remains mostly elusive.

We investigated the role of the proton of L-Arg gunium on the stability and reactivity of
the F&-O, complex by exploiting a series of L-Arg analogtieat display a wide range of
pKa values. Using a combination of spectroeleciaubtry, infrared and resonance Raman
spectroscopies, we analyzed the effects of thesdogues on the proximal ligand
characteristics, the porphyrin conformation, thenberedox potential and the electrostatic

properties of heme distal environment.
Our results strongly suggest that the pKa of thesgate guanidinium controls the H-bond

network surrounding the distal ligand: it finelyntmls the proton transfer event, tune NOS

oxidative chemistry and determine the nature of Nv@ssluction.
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Chapitre 1. Introduction : le monoxyde d'azoteet NO-synthases

Lorsqu’en 1977, un pharmacologiste américain, Felidad, découvre que la nitroglycérine,
utilisée comme médicament vasorelaxant, libére dmaryde d’azote (NO), ce composé
radicalaire est alors surtout connu pour étre untgaique présent dans la fumée de cigarette
et les gaz d’échappement. Ferid Murad émet I'hyggahselon laquelle NO pourrait réguler
d’'importantes fonctions cellulaires. Trois ans piasl, Robert F. Furchgott met en évidence
I'existence d’un agent de communication cellulgreduit par I'endothélium et responsable
de la dilatation des vaisseaux sanguins. Cetteaul@ébaptisée EDRFefidothelium-derived
relaxing facto), devient alors le sujet de nombreuses étudegnet986 les travaux de
Furchgott, au méme moment que ceux de Louis J.righermettent d’aboutir a une
découverte majeure : 'EDRF et NO sont la méme mudée

Les résultats de ces travaux déclenchent une blkritvalanche d’activités de recherche au
sujet de cette petite molécule, et aujourd’huindembreux domaines de recherche médicale
(immunologie, neurophysiologie, physiologie car@iseulaire, etc.) s’accordent pour donner
a NO le role d’'un messager cellulaire de premigngortance chez les mammiféres [1]. Ainsi
en 1992, le journabciencenomme NO « Molécule de I'année » et en 1998, ileda Nobel

de médecine ou de physiologie récompense les mtmsmacologistes américains, R. F.
Furchgott, L. J. Ignarro et F. Murad, pour leuess/tux de recherche sur le role de NO dans

le systéme cardiovasculaire.

1. Reéactivité de NO dans les milieux biologiques

Le monoxyde d’azote, ou oxyde nitrique, est unigaalore dans les conditions normales de
température et de pression. Au contact du dioxygiené&ir, NO gazeux s’oxyde rapidement
pour former du dioxyde d’azote (NY) caractérisé par des vapeurs rousses.

NO est une molécule soluble a la fois dans I'eadagts les lipides, ce qui lui permet de
diffuser rapidement dans de nombreux milieux, etiqadier en milieu biologique ou il peut

atteindre facilement de nombreux compartimentsiizies.

NO et les métaux
En tant que ligand, NO est capable de réagir ageeaambreux métaux pour donner des

complexes nitrosyles du méme type que ceux forreés & monoxyde de carbone CO,

-3-



Chapitre I. Introduction : le monoxyde d’azoteet NO-synthases

I'angle de la liaison M-N=0 variant en général erit0° et 180° [2]. Il peut ainsi interagir
avec de nombreuses protéines héminiques, qu'elestssous forme Feou F¢, comme la
myoglobine, 'némoglobine ou la guanylate cyclaégeut également interagir avec des
enzymes a fer non héminique, comme la ferritineavelc les enzymes a cluster fer-soufre

dont il est capable d’extraire un fer, ce qui lesd inactives [3].

NO et le dioxygéne dissous

La nature mono-radicalaire de NO en fait un compos® instable : son temps de demi-vie
est estimé entre 1 et 30 secondes en solutioeutl gn effet réagir avec le dioxygéne dissous
pour former NQ qui est un agent fortement oxydant responsablaitd&ions en conditions
biologiques, avec pour cible tout groupe aromatigoeté par une biomolécule (résidus
tyrosine, tryptophane, phénylalanine des protéimesgncore des thiols [4-7]. La nitration
des protéines enzymatiques sur des résidus clefisipa@uire soit leur inhibition soit une
modification de leur activité [8-10]. Ce phénoméleenitration est principalement observé en
conditions de stress oxydant et a été associétautopanel de pathologies [11]. Le radical
NO, en solution peut aussi dimériser en tétraoxydeadé (NO,4) puis se décomposer en
ions nitrates (N@) et nitrites (NQ), ou réagir avec NO pour former du trioxyde d'&zot
(N2Os) (figure 1.1).

Les formes réduite et oxydée de NO

Selon 'environnement, NO peut se trouver sousoseé réduite NO ou oxydée NO
L’anion nitroxyle (NO) peut réagir avec des thiols, participer a desti@as d’oxydation de
I'’ADN et nitrosyler les hémes ferriques (Be[12, 13]. Le cation nitrosonium (N®est un
agent nitrosant qui intervient dans des réactidaddition ou de substitution électrophile, la
plus courante étant la S-nitrosation des thiolatéghion, cystéine) [14]. La réaction de S-
nitrosation est également permise a partir des exydlazote hO; et O, eux-mémes
formés a partir de NO [15]. Les nitrosothiols oesdtemps de demi-vie assez longues (de
guelques minutes a plusieurs heures) et ils sotgnpiellement des donneurs d’oxydes
d’azote (NO ou NO). Par ailleurs, il a récemment été postulé tp modification de
l'activité de certaines protéines par nitrosatioa wesidus cystéine clefs puisse étre

comparable a la réaction de phosphorylation dessvibé signalisation [16].
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NO™ () NO, () + NG5 (v)
+1€ H20
+NO,"
ONOO* ) NO"ay ———= Ny,O5(mn) N>O4 (V)
-le H,0 \
H,0 e
NO* any NO,™ (i) NO," (v)

Figure I.1 : Les formes réactives de I'azote. Le degré d’oxgaatde I'azote est indiqué entre parenthéses.

Le peroxynitrite

Il semblerait cependant que la forme la plus rgadiie I'azote, et trés certainement la plus
nocivein vivo, soit le peroxynitrite ONOQ formé par réaction stoechiométrique de NO avec
I'anion superoxyde ©~ [17-20]. Cette réaction trés rapide est contr@@ecipalement par

la diffusion dans le milieu (k ~ ¥dM™.s%). On suppose que les sites de formaitiovivo du
peroxynitrite sont étroitement liés a ceux de faramadu superoxyde (NAD(P)H-oxydases
de la membrane plasmique ou complexes de la cliagparatoire des mitochondries). En
effet, si NO est relativement stable et peut ddfusapidement dans les différents
compartiments cellulaires, les ions superoxydeunret durée de vie beaucoup plus faible et
diffusent de maniere tres restreinte dans les mamelsr biologiques. Ainsn vivo, c’est a
proximité des macrophages et des mitochondries Igueroduction de peroxynitrite est
potentiellement la plus significative.

Le peroxynitrite est un composé a haut potentiekytioréduction qui a fait I'objet d’une
attention particuliére ces dernieres années dudasa capacité a oxyder et nitrer diverses
biomolécules, et de son implication dans de nondaepathologies [11, 21]. Il peut en effet
se décomposer en radicaux comme’ lHONG' susceptibles de réagir avec de nombreuses
biomolécules comme les résidus tyrosine des pmrdeifes thiols, les phospholipides et
’ADN. Cependant a pH physiologique, le peroxymérse décompose rapidement en nitrites
et nitrates, éléments moins nocifs pour la cellule.

La biosynthése de NO doit donc étre extrémementléégsi I'organisme veut réussir a
contrbler I'équilibre entre les fonctions physialpges de NO et la réactivité nocive des

especes dérivées de NO.
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Figure 1.2 : Formation et réactivité du peroxynitrite. Le degt®xydation de l'azote est indiqué entre
parenthéses.

2. Roles physiologiques de NO

2.1. Dans le systeme cardiovasculaire

C’est au niveau du systeme cardiovasculaire quéléede messager cellulaire de NO a été
mis en évidence pour la premiere fois [22-26].

Lorsque les parois internes des vaisseaux sangoimssoumises a une augmentation des
forces de frottement exercées par le flux sanguirinflux de calcium se crée au niveau des
cellules de I'endothélium, ce qui active la prodorctde NO par ces cellules [3]. L'influx de
calcium peut également étre induit en réponse fardiits stimuli hormonaux (bradykinine,
histamine, thrombine et sérotonine). Une fois piogar la cellule endothéliale, NO peut
diffuser aux travers des parois cellulaires jusgw’acellules des muscles lisses, ou
I'interaction entre NO et une enzyme appelée gueytyclase soluble (GCs) entraine la
relaxation du muscle lisse. La GCs posséde en effdiéme ferreux (P auquel peut se
fixer NO, ce qui conduit a un changement de conédion de la protéine [27] qui est alors
active et peut transformer la guanosine triphospl{&TP) en guanosine monophosphate
cycligue (GMPc). Le GMPc est un important factearrégulation des fonctions cellulaires,
il est en particulier capable d’activer des pradsirkinases, ce qui provogue au sein des
cellules du muscle lisse une cascade d'événemeethilaires conduisant a la
désensibilisation de la myosine au calcium et dolacrelaxation du muscle.

En tant qu’activateur de la GCs, NO est égalemaptiqué dans un mécanisme qui prévient

I'adhésion des monocytes et I'agrégation des plaesi¢28, 29].
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Figure 1.3 : Vue schématique de la paroi interne d'un vaissemuguin et role de NO dans le systeme
cardiovasculaire.

2.2. Dans les systemes nerveux central et périphguie

Comme dans le systeme cardiovasculaire, NO agitiaau du systéme nerveux en tant
gu’activateur de la GCs.

Dans le systéme nerveux central, lorsqu’un inflexveux arrive au niveau du neurone pre-
synaptique, des neurotransmetteurs comme le glteéarsant libérés dans I'espace
synaptique, puis captés par des récepteurs spésfigu niveau du neurone post-synaptique,
ce qui provoque l'ouverture de canaux ioniques laiwa. L'influx de calcium dans le
neurone post-synaptique permet la propagation ghaknerveux et active la production de
NO par ce neurone. NO peut alors diffuser aux tsawkes parois cellulaires jusqu’aux
neurones Vvoisins, et en particulier jusqu’au neenomé-synaptique ou il interagit avec la GCs
et 'active. L'augmentation de la concentration@RIPc dans le neurone pré-synaptique a
pour effet d’augmenter la libération de glutamatedenc d’augmenter la transmission
synaptique. Ces phénoménes de potentialisationgatéwme sont impliqués entre autres dans
la régulation de la signalisation, dans la mémutdsaainsi que dans la plasticité synaptique
[30-32].

NO est également impliqué au niveau du systemesogrgériphérique dans la régulation du
transit gastro-intestinal, de la fonction respir&tcet de la fonction érectile en tant que

neurotransmetteur ou modulateur des fibres nergeume-adrénergiques non-cholinergiques
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[31]. C’est aussi par ce moyen que NO pourraitidiqué dans la perception de la douleur
[33].

influx

Neurone nerveux

présynaptique

glutamate

(]
récepteur
propagation de
Neurone I’influx nerveux
postsynaptique

Figure 1.4 : Vue schématique d’'une synapse et role de NO dasistéme nerveux.

2.3. Dans le systéme immunitaire

Lorsqu’un élément étranger est détecté par le sysienmunitaire, dans un premier temps,
des cellules spécialisées telles que les neutephibu les macrophages libérent
ponctuellement une grande quantité d’agents togigiaas le but de détruire le pathogene ou
la cellule anormale. La production de NO au semmacrophages est un de ces mécanismes
de la réponse immunitaire non-spécifique [3, 34). éffet, I'exposition prolongée d’une
cellule cible a de fortes concentrations en NO pmarduire a I'inhibition de plusieurs
enzymes de son cycle respiratoire tels que la bypoce ¢ oxydase des mitochondries pour
les eucaryotes ou le cytochrome bd pour les protesy[35, 36]. De plus, NO peut bloquer
la synthése d’ADN des bactéries par inhibition mlesléotides réductases [37].

On suppose cependant que les différents processigués liés a la biosynthese de NO
seraient dus a une réactivité¢ secondaire de NGbtpmi'a NO lui-méme. De maniére
intrinseque NO est relativement inerte, mais il sgsceptible de réagir avec d'autres
composés produits par les macrophages, comme leakasliperoxyde et le peroxyde
d’hydrogéne, ou directement avec le dioxygéne disstans le milieu pour former des

especes au pouvoir hautement oxydant comme le yr@tote (voir 1.1.) [11].
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Différents stimuli peuvent induire la production ¢ par les macrophages [38]. Par
exemple, les lipo-polysaccharides qui constituanpdroi de certaines bactéries provoquent
une cascade de réponses qui activent des protéimeses, des facteurs nucléaires ou des
cytokines, et qui conduisent a I'induction de ladarction de NO par le macrophage. Les
cytokines pro-inflammatoires libérées par des tedlunfectées peuvent aussi induire la
production de NO par le macrophage [39].

Il a été proposé que NO soit également un ageiirahtgrace a son action d’inhibition des
enzymes nécessaires a la virulence et a la réplicdu virus [40], et un agent antitumoral
responsable de I'activité cytostatique des macrgghaur les tumeurs [15]. Il serait aussi

impliqué dans le déclenchement du processus d’apept

0, et H,0,

Macrophage

L Bactérie

)
@ *
O mitochondries
ADN %

NYRARARY

[ Facteurs d’mnflammation J \ /)

métaux

Liposacchandes

Figure 1.5 : Vue schématique d’'un macrophage et réle de NO ldasysstéme immunitaire.

3. Les NO-synthases

3.1. Source de NO chez les mammiferes

Deés 1987, soit peu aprés la découverte du pred@liephysiologique de NO dans le systeme

cardio-vasculaire, les nombreux travaux engagés @écouvrir 'origine biologique de ce
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messager cellulaire montrent dans un premier tegues!’oxydation de I'amino-acide L-

arginine (L-Arg) est reliée a la production de tudiine et de nitrates [41], puis montrent
que L-Arg est directement la source de NO chez reanmiféres avec formation

intermédiaire de Rthydroxy-L-arginine (NOHA) [42].

H
|
HoN __NHY g HoN - N o H,N__O
T e MR ¢ e T
NH NH NH
+ NO-
NADPH 0,5 NADPH
+HaN~ ~Coo +HN” Ccoo +HaN~ ~Coo
L-arginine N-hydroxy-L-arginine L-citrulline

Figure 1.6 : Réaction d’oxydation de L-Arg en NO, catalyséalenx étapes par les NO-synthases.

Une enzyme capable de catalyser I'oxydation de ¢;-&m L-citrulline et NO est isolée en
1990 a partir d’extraits de cellules neuronalesrate elle est logiguement baptisée NO-
synthase neuronale (nNOS) [43, 44]. Une isofornuigtible de NO-synthase (iNOS) est
découverte en 1991 dans des extraits de macrophlBgesuris [45], puis en 1992 une
troisieme isoforme est découverte dans les celleteothéliales humaines, elle est baptisée
NO-synthase endothéliale (eNOS) [46]. Les troisosnes de NOS catalysent I'oxydation de
I'arginine en deux étapes avec formation interméelide NOHA et constituent l'unique
source connue de NO chez les mammiferes.

Ces enzymes se révelent rapidement étre des hérbing® actives sous forme de diméres,
chaque monomere étant constitué d’'un domaine rasieiett d’'un domaine oxygénase. |l faut
cependant attendre 1997 pour que les premieresctiges soient obtenues par
cristallographie aux rayons X [47] et permettentndieux appréhender I'organisation et le
fonctionnement des NOS.

3.2. Structure générale des NOS

3.2.1. Structure des monomeres de NOS

De nombreuses structures obtenues par cristallbgrapux rayons X sont aujourd’hui
disponibles et permettent de comprendre I'orgaiisairotéique des NOS.

-10 -
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Le domaine réductase (NOSq)

La partie C-terminale des NOS est trés similaire aytochrome P450 réductases avec
lesquelles elle a environ 50 % d’homologie : elbsgede un site de fixation de deux flavines,
flavine adénine dinucléotide (FAD) et flavine monokéotide (FMN), ainsi qu’'un site de
fixation du nicotinamide adénine dinucléotide pHwp réduit (NADPH). Le réle de la
partie réductase est principalement d'assurer #msfert séquentiel vers le domaine

oxygénase des électrons fournis deux par deuxeddADPH [48-51].

fe) Né\N
I ljl o | I
oo o NN o’ 1o
- O \— NH; ) (o)
OH! R N HO!
OH OH OH OH
OH!' HO! -
N.__N._0O N.__N.__O
g i
LLLE LT
N N
o] o]
Flavine adénine dinucléotide (FAD) Flavine mononucléotide (FMN)
H
I
o P o} I
NS NU/\O/?_\O/ 5o NS NH,
© S © =y
HO  ©H HO o
T o
~R
o o
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate rdNADPH)

Figure 1.7 : Cofacteurs du domaine réductase des NOS.

Le domaine oxygénase (NQR)

La partie N-terminale des NOS contient le site lgttpue constitué du site de fixation de
’héme (une protoporphyrine de type IX avec un a&ae fer au centre), du site de fixation
du substrat L-arginine et du site de fixation déacteur (6R)-5,6,7,8-tétrahydrobioptérine
(H4B). L’'heme est ancré dans la protéine par une icysigui sert de ligand proximal au fer
[52-55].

Les NOS font donc partie de la famille des enzymbéme-thiolate, comme les cytochromes
P450, ce qui leur confére des propriétés spectpigoes tres semblables a celles des
cytochromes P450, en particulier I'absorption U¥ivie vers 450 nm du complexe'F@O
[56, 57]. Il n’'y a cependant aucune homologie dacstire entre le domaine oxygénase des

NOS et les cytochromes P450, ce qui en fait un gkemtéressant d’évolution convergente.
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H H
N \ COOCH

T
74

COOH

(6R)-5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (Bl Protoporphyrine 1X de fer (héme)

Figure 1.8 : Cofacteurs du domaine oxygénase des NOS.

L’interdomaine

Les deux domaines NQg et NOS, sont reliés par une hélice d’'une trentaine dedussi
spécialisée dans la fixation de la calmoduline (CE3, 58]. Cette petite protéine de 17 kDa
est un senseur de €acapable d’activer un certain nombre de protéiribles lorsque la
concentration en Gaest suffisante. En particulier chez les NOS, &msfert d’électrons
entre NO&{q et NOSx n'est possible que lorsque la calmoduline s’egddia l'interdomaine
[59-61].

L’effet de la calmoduline sur les NOS n’est toupyras completement élucidé, mais |l
semble cependant qu’il soit plus d’ordre cinétigh@llostérique que thermodynamique [48,
49, 58, 62-65]. Le domaine réductase des NOS piesam effet différents éléments de
régulation du transfert d’électrons susceptiblesteragir avec le domaine de fixation de la
calmoduline. En absence de calmoduline, une baleld5 résidus insérée dans le domaine
de fixation du FMN chez nNOS et eNOS, mais pas d4€5, bloque le transfert d’électrons
entre le FMN et I'hnéme. La fixation de la calmodeli a I'interdomaine induit des
changements de conformation dans le domaine deodixdu FMN qui permettent de lever
cette auto-inhibition. Le domaine de fixation de dalmoduline est également capable
d’interagir avec une boucle située dans le domdmeconnection entre les domaines de
fixation du FMN et du FAD et dont la longueur dégate I'isoforme de NOS. De plus, il
semble que les changements de conformation du dende fixation du FMN liés a la
fixation de la calmoduline a l'interdomaine soierdpables de moduler l'action d’une
extension C-terminale du domaine réductase égalemagrliiquée dans la régulation du
transfert d’électrons. Il est généralement accapié I'ensemble des changements de
conformation induits par la fixation de la calmddela I'interdomaine permette au domaine

de fixation du FMN de se rapprocher de 'neme alidjaeit transférer les électrons.
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Figure 1.9 : Représentation schématique d'un monomere de N@way® (adapté de la page internet de
S. Daff, http://ch-www.st-andrews.ac.uk/eastchenofil@s/ed/daff.html).

3.2.2. Structure quaternaire des NOS

Dimérisation

Les NOS sont actives pour la biosynthése de NOuanignt sous la forme de dimeres [66,
67]. La surface de dimérisation se situe au nivdaghacun des deux domaines oxygénases,
avec en particulier une structure en lasso hélaajdi interagit avec les cofacteurgB-et
avec les extrémités N-terminales en forme de ctodbehaque monomere [54]. La surface
de dimérisation accueille aussi un atome de zirardioé par quatre cystéines, deux de
chaque monomeére NQ@S[55]. Cependant, les structures cristallographégde dimeres de
NOS,x ont montré que ce zinc pouvait étre présent ouanldnsurface de dimérisation, ce qui
pose la question de la pertinence de cet atoméndedans la structure des N@8vivo. En
effet, 'atome de zinc interagit avec les crochéterminaux et contribue a la stabilisation du
dimere ainsi qu’a l'intégrité du site de fixatiom dofacteur BHB. Cependant, il ne semble
essentiel ni a l'activité des NOS ni a leur struation en dimére puisqu’en absence de zinc
les cystéines forment des ponts disulfures qui tigainent la conformation dimérique [68,
69]. Par ailleurs cette variabilité suggeére qusite de fixation du zinc peut étre sensible a la
protéolyse ou jouer un role allostérique de réguigi52-54].

La présence de I'hnéme dans chaque monomere essa@eea la dimérisation [70, 71]. En

revanche, le cofacteur,B et le substrat L-Arg ne sont pas strictement s&aiees a la
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dimérisation, mais leur présence la facilite etgbhl I'enzyme dans sa conformation
dimérique [72-74].

La figure 1.10 présente la structure en dimére NES,,, avec son axe de symétrie trés
marqué, les hélices en T qui délimitent en haal@maine oxygénase et la structure en lasso
hélicoidal au centre qui constitue une grande gdsdila surface de dimérisation [54].

Les domaines réductases des NOS sont égalemertlempie s’organiser en dimeres dans
les conditions de cristallisation, mais on ignoreae siin vivo les dimeres de NOS
s’associent uniguement par leurs domaines oxygénasea la fois par leurs domaines

oxygénases et réductases [48, 75].

Hélices T

Lassos

Crochets de la partie N-terminale

Figure .10 : Représentation de la structure en dimére des desmaixygénases de l'isoforme inductible de
NOS humaine (iINOg) [54]. Chaque monomeére (I'un rose, l'autre ble@mporte un héme (rouge), une

molécule de B (jaune), et une molécule de substrat Arg (v&rgtome de zinc a I'interface est représenté en
marron.

Transfert des électrons

Au sein du dimeére, le transfert des électrons dualoe réductase au domaine oxygénase se
fait préférentiellement de maniére croisée, c’edira que le domaine réductase du
monomere a transfere ses électrons au domaine maggé&u monomere b, et que le domaine
réductase du monomere b transfére ses électrashenaaine oxygénase du monomere a [76].
La figure .11 présente les deux chemins propoeés le transfert des électrons au sein d’'un
dimére de NOS selon que la dimérisation a lieueeles domaines oxygénase seuls, ou a la

fois entre les domaines oxygénases et réductases.
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Figure 1.11 : Représentation schématique du transfert des éhecru sein d’'un dimére de NOS selon le mode
de dimérisation.

3.2.3. Structure du site actif

La dimérisation des domaines oxygénases des NQSBepete créer une cavité de 10 A x
15 A environ pour le site actif au bout d’un cadidccés qui débouche a la surface de la
protéine au niveau de l'interface de dimérisati®?-$5]. La faible longueur du canal d’acces
(seulement 30 A environ) permet une bonne accdigsidu site actif pour le substrat mais
aussi pour de nombreuses autres molécules ou sgared qui différencie les NOS des
cytochromes P450 dont le site actif est généraler@ouis au cceur de la protéine.

La position de I'hneme dans la cavité définit dewartigs distinctes du site actif. La partie
proximale se situe du c6té du ligand cystéine dudi ligand proximal, elle est de faible
volume et ne communique pas avec I'extérieur, am@ment a la partie distale du site actif
qui se situe du coté opposé au ligand proximal, eptide plus grand volume et qui est

directement ouverte sur I'extérieur par l'internaddt du canal d’acces.

Position de I'heme

L’heme est fixé a la protéine principalement parliggnd cystéine proximal, lui-méme
engagé dans une liaison hydrogéne avec un trypte@pba interaction de type-stacking
avec I'héme (figure 1.12). L'orientation de I'heraset telle que ses deux groupes propionates
sont tournés du coteé distal vers I'extérieur dprt@éine et encadrent le canal d’acces au site

actif. De maniére extrémement remarquable, un dgsignates établit a la fois une liaison
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hydrogene avec la fonction aminedu substrat L-Arg et deux liaisons hydrogéne deec
cofacteur HB, ce qui crée un lien direct entre ces trois élésessentiels pour la catalyse.
Il est possible qu’en solution les deux groupepiamates établissent également des liaisons

hydrogeéne avec des molécules d’eau engagées dearsdled’acces.

Position du cofacteur H,B

Le site de fixation du cofacteur,B se situe a linterface entre les deux monomeees d
NOSx : la structure aromatique deBlest prise en sandwich entre deux résidus arooesjq

un résidu tryptophane d’'une sous-unité (Trp467 damsimérotation iINOS de souris) et un
résidu phénylalanine de la deuxieme sous-unite4ARde Le fait que KB se positionne a
l'interface entre les deux monomeéres le rend paréi,ement susceptible d’établir des
liaisons hydrogene avec des molécules d’eau seanbia la surface de la protéine.

La quasi-totalité des hétéro-atomes d8 ldont engagés dans les liaisons hydrogene avec les
chaines latérales ou avec le squelette des résiaisonnants. Mais linteraction la plus
importante est sans doute le réseau de liaisoneoggde qui le relie a un propionate de

I'hneme, et par cet intermédiaire au substrat L-@igure 1.12).

Position de I'arginine

Bien que la cavité du site actif soit largemententey sur le canal d’acces, la poche ou se fixe
le substrat est en fait assez petite et un impobmaseau de liaisons hydrogéne confine
étroitement I'arginine dans une position précise.

L’extrémité guanidinium de l'arginine est mainterd@ns une position parallele au plan de
I'héme, légerement décalée par rapport au fer,deax liaisons hydrogene avec la chaine
latérale du glutamate Glu371 (numérotation iINOSalgris) et une avec le groupe carbonyle
du résidu tryptophane Trp366. Le guanidinium degii@ne établit aussi une liaison
hydrogéne avec une molécule d’eau trés conservés {es différentes structures de NQRS
disponibles (figure .12 A).

L’extrémité amino-acide de l'arginine est égalemmintenue précisément a la fois par les
liaisons hydrogene que la partie acide carboxyligtablit avec les chaines latérales des
résidus GIn257, Tyr367 et Asp376, et par les lisssbydrogene que la partie amine établit
avec le résidu Glu371 (également en interactio #eggtrémité guanidinium) et avec un des
propionates de 'héme (également en interactioc &yB).

Les structures de NOS obtenues en présence de NOHAS8] ont montré que NOHA et L-

Arg sont positionnées pratiquement de la méme mamians le site actif. La différence la
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plus notable est la liaison hydrogene supplémentgire le groupe OH de I'hydroxy-
guanidinium établit avec le résidu Gly365.

A
GIn257 Tyr367 Asp376
Val346 & ___ Pro344 ‘\_\
Phe363 \_A
Glu371

Héme

1y Phe470 (B)

Cys194 4
Trp188
Trp467 Val466

Figure 1.12 : Représentations « de face » (A) et «de profiBy qu site actif des NOS (PDB : 1NOD,
numérotation : INOS de souris) avec les principdiisons hydrogene entre les résidus du site égtif),
'héme (orange), le substrat L-arginine (jaune)letcofacteur BB (vert). Tous les résidus représentés
appartiennent au méme monomere sauf le résidu B{@X@ui appartient au deuxieme monomere. Les deux
molécules d’eau (rouge) représentées dans la \agediuent dans le canal d’accés au site actif.
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3.3. Les différents isoformes de NOS

3.3.1. Les NOS de mammiferes

Chez les mammiferes, trois isoformes principales \d®S ont été isolées : la NOS
endothéliale (eNOS), la NOS neuronale (nNOS) etNR@S inductible (INOS). Par
convention, les trois isoformes de NOS sont dégigm® fonction du type cellulaire ou elles
ont été identifiées pour la premiére fois, mémkas&té montré depuis que chaque isoforme

est exprimée dans de nombreux types cellulaires.

Bien que chaque isoforme soit exprimée a partindjane distinct, elles présentent tout de
méme environ 60 % d’homologie de séquence entes,adt les différences pour une méme
isoforme provenant de mammiféres différents sobtda. Plus remarquable, leurs structures
quaternaires et en particulier leurs sites actfg pratiquement superposables [53]. Malgré
ce haut degré de similitude dans la structuretri@s isoformes présentent des propriétés
catalytiques distinctes, aussi bien au niveau deitesse du transfert des électrons entre
NOSeq et NOS [52, 79-81] qu’au niveau de l'efficacité de I'adté de formation de NO a
partir de L-Arg [74, 82]. La stabilité du dimeret &galement légerement différente selon
I'isoforme considérée [73].

Les différences les plus importantes entre les tismformes se situent au niveau de leurs
modes d’expression et de régulation [32, 34, 88].eHet, la eNOS et la nNOS sont des
protéines constitutives alors que I'expression @eNOS est induite par la présence de
certains messagers cellulaires comme les facteurachmation. Cependant, les NOS
constitutives (eNOS et nNOS) ne produisent de N®lqrsque la concentration en ions’Ca
est au moins de I'ordre du pmof.l84], c’est-a-dire lors d’un afflux de calcium data
cellule, ce qui leur permet de fixer la calmodulmécessaire au transfert des électrons de
NOSeq Vers NOSG,, au contraire de la INOS qui présente une affipé@r la calmoduline
tellement grande que la calmoduline lui est tolgodixkée méme aux plus faibles
concentrations de Gaaccessibles dans les conditions physiologiqueguceend le transfert
des électrons toujours possible [85].

Les différents éléments de régulation du trangf@tectrons présents au niveau de domaine
réductase des NOS et leurs interactions avec lanhende fixation de la calmoduline varient
beaucoup d'une isoforme a l'autre. En particuliels NOS constitutives possédent une
boucle de 45 résidus insérée dans le domaine dtdiixdu FMN. Cette boucle interagit avec
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la calmoduline lorsque la concentration en calcaghtrop faible pour permettre une fixation
complete de la calmoduline a l'interdomaine [63].al été proposé que cette structure,
inexistante chez iINOS, puisse étre un élément oFeltibition des NOS constitutives qui

empécherait le transfert des électrons au seinm@&me monomere [48, 62].

eNOS nNOS iINOS
Poids moléculaire 131 kDa 161 kDa 133 kDa
Taille (acides aminés) 1153 aa 1434 aa 1203 aa
Endothélium Macrophage
. . Neurone i
Type cellulaire Epithélium ) Hépatocyte
) Muscle squelettique )
Cardiomyocyte Muscle lisse, etc.
Expression Constitutive Constitutive Inductible
Régulation de I'activité C&* dépendante C&* dépendante  C&" indépendante
Stabilité dimere [73] +++ ++ +
Vitesse de transfert des’e
+ +++ ++
(NOSc¢ — NOS,,) [59, 79-81]
Kcat (/min/dimére
wa ) 28 256 390

(L-Arg — L-Cit + NO) [74, 82]

Table 1.1 : Principales caractéristiques des formes prédorteésates trois isoformes de NOS de mammifére.

3.3.2. Les NOS de bactéries

Bien que découvertes chez les mammiferes, les NS aujourd’hui connues pour étre
largement répandues dans le monde vivant, a lachag les vertébrés et les invertébrés [86,
87]. Au contraire, I'activité de synthése de NOzles bactéries est le plus souvent associée
a des réactions de dénitrification impliquant dewmyees qui ne présentent aucune
homologie de séquence avec les NOS de mammiferggendant grace aux avancées
réalisées recemment dans le domaine de la génonégueampagnes de séquencage extensif
de génomes de plusieurs milliers d’'organismes enmns de découvrir des génes présentant
des homologies de séquence significatives avec desxdomaines oxygénase des NOS de
mammiféres, en particulier chez de nombreuses fegt@rincipalement a Gram positif. Les
protéines correspondant a ces genes ont été eEpt@-synthases bactériennes, bien que
leur rélein vivo reste inconnu et bien qu’il semble aujourd’hui gsieelles ont un rdle, ce ne

soit pas celui de biosynthése de NO.
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Plusieurs de ces NOS bactériennes ont été clon@premeées dank. coli ce qui a permis
de les comparer avec leurs homologues de mammif@8ed6]. Les NOS de bactéries sont
dimériques, sont capables de fixer larginine et defacteur HB, présentent des
caractéristiques spectroscopiques similaires &sales NOS de mammiféres [97] et sont
capables de produire NO a partir d’arginine, stefmis on les met en présence de NADPH et
d’'un domaine réductase de NOS isolé. Car en d#egbyincipale difference entre les deux
familles est que les NOS de bactéries ne présegtémt domaine oxygénase sans domaine
réductase. On peut également remarquer que l'atdeneinc présent a la surface de
dimérisation dans certaines structures cristalligppues des monomeres NKSde
mammiféres [55] n'a jamais été observeé chez les N&%eriennes.

Cependant, la structure obtenue par cristallogeaploix rayons X des NOS bactériennes
présente de grandes similitudes avec la structese dbmaines oxygénases de NOS de

mammiféres, comme le montre la figure 1.13.

A bsNOS B miNOS

Figure 1.13 : Comparaison des structures des dimeres de N@&aiius subtilis(lbsNOS) cristallisée avec du
tétrahydrofolate (THF) [94] (A) et des domaines g&yase de l'isoforme inductible de mammifere (iNQS
cristallisés avec leur co-facteur naturgBHB).

Malgré les ressemblances entre les NOS de bactiries NOS de mammiféres, il semble
que le rélein vivo des NOS de bactéries ne soit pas de synthétisezr\t@nt que médiateur
biologique, en particulier parce qu'aucun systémesinalisation pouvant impliquer NO
n'est a ce jour connu chez les procaryotes. De®maifonctionnelles s’opposent également
au fait que les NOS de bactéries aient la mémevitgctbiologiqgue que les NOS de
mammiféres. Tout d’abord, les caractéristiquestitinpés des NOS de bactéries montrent
gu’elles ne sont pas adaptées pour relacher NO. [85hut ensuite que ces protéines

disposent d’une source d’électron : il a été récemtnproposé que le systéme flavodoxine-
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réductase/flavodoxine présent chez les bactérissgijouer ce réle [98]. Et enfin, la plupart
des bactéries ne sont pas capables de synthéiseofdcteur BB indispensable a la
biosynthese de NO par les NOS de mammiferes [Bphurrait cependant étre substitué par
une autre molécule, le tétrahydrofolate [88].

L’activité réelle des NOS de bactérimsvivo n’est toujours pas élucidée. Des activités de
nitration sélective ont été rapportées chez ungogthe de la pomme de ter&reptomyces
turgidiscabies dont la NOS catalyserait la nitration, en positid, d’un groupement
tryptophanyle de la toxine thaxtomine [92], ainsegchezDeinococcus radiodurangont la
NOS associée a une tryptophanyl-tRNA synthétaseca@gsable de réaliser des nitrations
régiosélectives de tryptophanes [100, 101]. Cetffiwigé apparait donc comme une premiere
piste pour la détermination d’un réle physiologigies NOS bactériennes.

Il semble que les NOS de bactéries soient égalerngpliquées dans la défense de la
bactérie contre le systtme immunitaire de I'hétpagticipent ainsi a la pathogénicité de la
bactérie. Il a en effet été montré cheacillus subtiliset Bacillus anthracisque la NOS
bactérienne est capable de protéger la cellulevéesegs réactions d’oxydation [102, 103].
Méme si ces protéines n’'ont pas un vrai lidleivo de synthése de NO, leur étude permet
d’apporter des éléments de réponse pour I'étudé&@esynthases de mammiferes.

3.4. Synthese de NO par les NOS

L’activité principale des NOS de mammiferes vivo est la biosynthéese de NO. Cette
oxydation, réalisable en présence de dioxygeneeetlADPH, se déroule en deux étapes
successives : la premiére étape consiste en I'dtioyda deux électrons de L-Arg en NOHA,
et la deuxiéme en l'oxydation a (formellement) lec&on de NOHA en L-Cit et NO (voir
figure 1.6) [42]. Les deux étapes de la réactidialyaées par les NOS sont donc différentes et

empruntent des chemins réactionnels distincts.

3.4.1. Premiére étape de la synthése : oxydation deArg en NOHA
Des études de cinétique rapide et de spectroscofsetues en temps ont montré qu’il est
possible que la premiére étape de la synthése deeMfrunte un chemin réactionnel
similaire a celui de nombreux cytochromes P450jndetvention du cofacteur #8 prés

[104-108].
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Etat de spin du fer et déclenchement de la réaction

Structurellement, le fer compte 5 ligands : lesteghees d’azotes de la porphyrine (ligands
équatoriaux) et 'atome de soufre de la cystéinexiprale (ligand axial). A I'état natif,
I'héme est au degré d’oxydation'Fet présente un équilibre entre la forme 5-cooelid
est de spin 5/2 (forme haut spin, HS) et la forrm@rdinée qui comporte une molécule
d’eau comme sixieme ligand et qui est de spin fbi2ne bas spin, BS). L’équilibre entre les
formes HS et BS est déplacé en présence sedt d’arginine qui favorisent la forme HS
[109, 110], ce qui est aussi observeé pour les bytoues P450 lors de la fixation du substrat.
Chez INOS, la transition de la forme BS vers lanferHS entraine une augmentation du
potentiel électrochimique de I'heme d’environ 10U,nmgui devient alors suffisamment
oxydant pour recevoir un électron du domaine réxhecet passer a I'état d’oxydation’ Fe
[111]. La fixation du substrat L-Arg agit dans casccomme une sorte d’interrupteur en
entrainant le changement d’état de spin de I'hemeermet de déclencher la réaction avec
le premier transfert d’électron. Chez nNOS et eNiDSemble que ce soit la fixation de la
calmoduline a I'interdomaine qui contrdle la rédoctde 'héme.

Ce premier transfert d’électron est I'étape cinéiment limitante du cycle catalytique, avec
des vitesses allant de 0,01 &'3sslon 'isoforme considérée [59, 107].

S S H.B
/ H,B*-

Fute 2

/ N
— o
/o

L-Arg 0 s

H,0 H'

g (")

Figure 1.14 : Proposition de mécanisme pour I'oxydation de L-ArgNOHA : un mécanisme de type P450.
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Activation du dioxygéne

L’affinité du dioxygéne étant beaucoup plus forupFé que pour F&, une fois le fer
réduit & I'état F& une molécule de dioxygéne peut venir se fixer & 'héme. On observe la
formation du complexe BeD, qui est équivalent au complexe'F6," [112-115].

Dans le cas des cytochromes P450, ce complekéFest relativement stable et donc
facilement observable. Dans le cas des NOS, ce leem@st beaucoup moins stable et a
tendance & se dissocier spontanément éh dtesuperoxyde (£, ce qui constitue le
phénomene d’autoxydation (figure 1.14, fuite 1).uP@oursuivre le cycle catalytique, le
complexe F&-O, doit recevoir un électron supplémentaire, maissdancas des NOS, la
réaction d’autoxydation peut étre jusqu’a cent faiss rapide que le transfert d’'un électron
provenant du domaine réductase. Il est donc tre@sppebable que le transfert d’électron
puisse avoir lieu depuis le domaine réductase ®8)]. Le probleme est résolu par la
présence du cofacteursBl qui sert de source d’électron auxiliaire capadbée réduire le
complexe F&-O, plus vite qu'il ne s'autoxyde [108, 113, 114, 1189]. Le cofacteur kB
réalise la réduction du complexeF@, en complexe héme peroxo"F©, en s’oxydant &
un électron en radical JB™ [120]. La présence essentielle du cofacteyB st donc
I'élément principal qui distingue le mécanisme deptemiere étape d’oxydation de L-Arg
par les NOS des mécanismes rencontrés chez leshoytoes P450 ou les deux électrons

sont fournis directement par la réductase.

L’étape de transfert d'électron entreBHet le complexe FeO, étant nécessairement trés
rapide, le complexe EeD, est le dernier intermédiaire du cycle catalytidaeilement
observable. Les étapes suivantes du mécanismedsoet toujours sujettes a discussion.
L’oxydation de L-Arg en NOHA étant une réaction m@no-hydroxylation, une hypothése
couramment admise consiste a assimiler le cherattiolnel a celui des cytochromes P450
qui catalysent également des mono-hydroxylations.

Formation de I'espéce oxydante et mono-hydroxylatinde L-Arg

Les mécanismes de mono-hydroxylations catalysédepaytochromes P450 se poursuivent
par la protonation du complexe peroxd'F@O. Le complexe hydroperoxo #eOOH formé
recoit un deuxiéme proton, ce qui conduit & la fion d’'un complexe FeO-OH," qui, par
rupture hétérolytique de la liaison O-O, perd unelétule d’eau et forme le complexe
héme-perferryle (héme()-F€¥=0) [121]. Ces deux étapes successives de protonati
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doivent étre extrémement contrdlées afin d'évierfdrmation de peroxyde d’hydrogene
H.O; (figure 1.14, fuite 2).

On suppose ensuite que c’est le complexe perfeqyiaéalise I'’hydroxylation du groupe

guanidinium de l'arginine par un mécanisme radicalde type « oxygen rebound » pour
former I'hydroxy-arginine [104]. Le complexe hémé&]-F€'=0 réaliserait une attaque

radicalaire sur un atome d’hydrogene du groupe iguaam, puis le radical hydroxyl formé

serait rattaché a I'atome d’'azote qui a perduLH fer serait ainsi régénéré sous sa formfé Fe
(figure 1.15).

T
NH NH NH NH
H~N/l\ NH, H-N /KNHz H“N(%&N'Hz H0~N/..J§1~1H2
I:I =+ o‘\ :-T—: _I @ I—|I =+
. H. ) - H-0
o) o/ !
s @) S S S

Figure 1.15: Proposition pour le mécanisme d’hydroxylation darg en NOHA.

Des observations realisées par cryoréduction de dlO@ésence de L-Arg et d’un analogue
inactif de HB corroborent cette hypothése. En effet ces trawmtxmontré qu’en remontant
la température, on observe un complexe qui pouétait F&'-NOHA ol la NOHA serait
fixée au fer par 'atome d’'oxygéne de la fonctiopdtoxyle (figure 1.15 [120]. Lorsque la
température remonte encore, la NOHA se repositi@iinensuite dans le site actif, avec le
groupe hydroxyle pointé vers un résidu du sitef adfopposé du fer [78, 122].

Des études réalisées par des techniques de métgpige [123, 124] ainsi que les résultats
de calculs de mécanique moléculaire [125] appudgatement I'hypothése d’'un mécanisme

d’oxydation de L-Arg qui utilise le complexe perfde comme espece oxydante.

Cependant, d’autres études apportent des résgbatsadictoires avec cette hypothése et
tendent & montrer que I'espece oxydante ne seaaitgpcomplexe perferryle [126, 127]. En
effet, des essais d’oxydation de L-Arg par NOSiséalen présence de iodosobenzéne ou en
présence de #D, n'ont conduit & aucune hydroxylation du substtantrairement a ce qui
est observé chez les cytochromes P450. Afin deil@nces résultats expérimentaux
contradictoires, il a été proposé d’autres mécamssaioxydation de L-Arg ne faisant pas
intervenir le complexe perferryle mais utilisantredtement le complexe peroxo ou

hydroperoxo comme espéce oxydante [128].
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Cette méconnaissance du mécanisme d'oxydation deglLpar les NOS provient
fondamentalement de lméconnaissance des étapes de transfert de protonsery le
complexe heme-dioxygénelLa stoechiométrie de la réaction d’oxydation dérg- en
NOHA oblige en effet a considérer que deux protoisent a un moment ou un autre étre
ajoutés aux réactifs (figure 1.14¢e sont précisémentes paramétres de ces étapes de
transfert de protons (nombre de protons, source, @énétrie du transfert) qui
déterminent I'évolution du complexe heme-dioxygenegers I'une ou l'autre des espéces
oxydantes proposées

La poche distale du site actif des NOS ne compmatede résidus pouvant jouer le role de
donneur de proton, comme c’est le cas chez certgiioshromes P450 [121]. Il a donc été
proposé que ce soient l'arginine4BHlou une molécule d’eau qui donnent les deux psoton
nécessaires au cycle catalytique [52, 106, 120, 129, 130]. Cependant, des contraintes
géométriques empéchent I'arginine comme le cofadthB d'étre des donneurs directs de
proton [122, 131]. Il a été proposé, pour les N@6, [L30] comme pour les cytochromes
P450 [121, 132-134], que l'intérieur du site astiit en communication avec I'extérieur de
'enzyme par un réseau de liaisons hydrogéne campteles molécules d’eau et des résidus
acido-basiques, ainsi que l'arginine et IgBHlans le cas des NOS. Ce réseau de liaisons
hydrogene serait capable de relayer l'arrivée de®ps jusqu’a I'heme (figure 1.16.

Une meilleure connaissance de ces étapes de ttamfeproton est cruciale pour la

compréhension de I'oxydation de L-Arg en NOHA pes NOS.

A WCOO'

Figure 1.16: Vue schématique du réseau de liaisons hydrogéseeptible d’apporter des protons depuis
I'extérieur jusqu’au site actif des NOS [86, 130].
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Régénération du cofacteur HB

Quelle que soit I'espéce oxydante qui interviemsdeoxydation de L-Arg en NOHA, avant
de poursuivre le cycle catalytique, 'enzyme doit@e régénérer le cofacteusBiqui avait
fourni le deuxieme électron lors de I'activation dioxygene. L’électron nécessaire a la
réduction de BB™ en H;B est fourni par le domaine réductase, ou le dengiélectron du
NADPH était transitoirement stocké par la semi-qu FMNH [135, 136].

3.4.2. Deuxieme étape de la synthése : oxydation d®HA en NO

Contrairement a la premiére étape du mécanismelelxieme étape est complétement
spécifigue des NOS, et donc encore moins bien @nba premiére particularité est que
I'intermédiaire NOHA ne sort pas du site actif entigs deux étapes du cycle catalytique : il
reste positionné dans la poche du site actif etalesfert d’un électron depuis le domaine
réductase peut avoir lieu immédiatement. L'actoatdu dioxygeéne se déroule de la méme
maniére que lors de la premiére étape jusqu'artadtion du complexe EeO..

Il est manifeste qu&e chemin réactionnel emprunté au cours de la deuxme étape du
cycle catalytique des NOS est différent de celui garunté lors de la premiére. Les étapes
de transfert de proton vers le complexe héme-dioxgge sont donc vraisemblablement
différentes de celles qui ont lieu au cours de la premiérpeétae qui conduit des especes
oxydantes différentespour chacune des étapes du cycle catalytique.

Des études de cinétigue par mélange rapide ontrénanie le premier intermédiaire
observable aprés le complexe' 2 est un complexe FeNO, qui se dissocie ensuite en
Fe' et NO [123, 124]. Aucun des complexes interméesaira pu étre observé a ce jour, les
étapes du cycle catalytique qui ménent du compledeO, au complexe F&ENO en

présence de NOHA restent donc inconnues.

Nature du proton de NOHA impliqué dans la réaction

Les différentes structures de NOS obtenues paradifon des rayons X en présence de
cofacteur HB et de NOHA montrent que le groupe hydroxyle deHMOatablit une liaison
hydrogene avec le résidu Gly365 (numérotation iNfeSouris) et qu’il est mal orienté pour
entrer en interaction directe avec le ligand fixéfar de 'héme [77, 78]. Ces résultats
tendent a montrer que, contrairement a ce qui giiposé aux débuts de I'étude des NOS et

a ce qui a été proposé recemment sur la base cédscatoléculaires [137], la rupture de la
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liaison O—H n’interviendrait pas dans la formatida I'espéce oxydante au cours de la
deuxieme étape du cycle catalytique des NOS. Eanahe, le proton porté directement par
I'atome d’azote N lié au groupe hydroxyle de NOHA est situé a distad’interaction avec

le fer et dans une géométrie qui lui permettraiitdiagir a la fois avec I'atome proximal
(Op) et I'atome distal (g) du ligand fixé au fer (figure 1.17).

Des études réalisées par spectroscopie ENDOR [B8h présence d’analogues de NOHA
modifiés au niveau du groupe hydroxyle [139] canént que le proton porté par le groupe
hydroxyle n’intervient pas directement dans la ¢farmation de NOHA par les NOS alors
gue le proton porté par I'atome d’azot® &kt nécessaire a la transformation de NOHA en L-
Cit.

Bien que les étapes de transfert de proton des éypes du cycle catalytique des NOS se
déroulent selon deux chemins réactionnels distinics@mble donc que le proton de NOHA
qui est impliqgué dans la deuxiéme étape du cyctalytmue des NOS soit le proton
directement porté par I'atome d’'azote’,Nc’est-a-dire qu'il est positionné de la méme

maniere que le proton de L-Arg qui est impliquédnpremiere étape du cycle catalytique.

Glu371
,0 (
’ (0]
/H 4
R ,
\N H
N/
o N
H—NQ H
eoQ S OH_ :
/ N AN
o, NH Trp366
S

Figure 1.17 : Représentation schématique de la position de N@tisein du site actif de NOS (numérotation :
iINOS de souris) [77].

Oxydation de NOHA en L-Cit

Un mécanisme assez généralement accepté faiteniee cofacteur kB dans I'oxydation
de NOHA de la méme maniére que dans la premiépe @&a cycle catalytique, c’est-a-dire
en tant que source d’électron auxiliaire capableédeire le complexe EeD, plus vite qu'il
ne s’autoxyde [107, 116, 119, 120, 123, 135, 136).1L.e complexe peroxo FeOO ou le
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complexe hydroperoxo FeOOH ainsi formés seraient suffisamment réactifarpgaliser
I'oxydation de la NOHA en L-Cit, sans qu’il soit ¢cessaire de passer par un composé de

type perferryl FE=0 (figure 1.18).

. /" -
- 0,
- 0
—
Etapel ——»
S S
NOHA
- NO ﬁ K
L-Cit
o H, HNO
S [=] NC) S
- >\T : ’(
H4B+ . Hzo

Figure 1.18 : Proposition de mécanisme pour I'étape d’oxydatieNOHA en L-Cit et NO

L’hypothése la plus souvent citée pour la transtdrom de NOHA considére que le
complexe (hydro)peroxo pourrait réaliser une attagqe nucléophilesur la fonction oxime
de la NOHA, ce qui conduirait & un intermédiairetyfee tétraédrique qui se réarrangerait en
L-Cit et en NO ou en HNO (figure 1.19)Il a également été proposé que le complexe
(hydro)peroxo ait plutét une réactivité de type életrophile et que la réaction passe par un
intermédiaire cyclique de type oxaziridine qui 8arrangerait également en L-Cit et N
HNO (figure 1.19) [77, 127].

Dans chacun des cas considérés, I'oxydation deJBEAlen L-Cit conduit a la formation de
NO™ ou de HNO et non pas a la formation directe dé. 0@ plus, a ce stade de la réaction,
le cofacteur BB est toujours sous sa forme oxydégBH On sait que I'étape de
transformation de la NOHA en L-Cit et NOwe consomme gu’'un demi équivalent de
NADPH, soit un seul électron utilisé pour activer dioxygéne, ce n’est donc pas un

deuxiéme électron provenant du domaine réductaseéduit HB™".
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Un des mécanismes possibles fait intervenir unembémaison de NOavec le fer pour
former un complexe FeNO [107, 136, 140, 141]. Ce complexe réduiraitdefacteur HB*

en H:B, ce qui conduirait au complexe final"=&O, qui est le premier produit observé lors
de la réaction [107, 117, 140].

| | T
HO_ WH HO H NH
H—{3 iof
o TA%H: H'L’,J{IH2 HO=N O/ANHQ
A o /@ e
s N - L AH
0
S 3 8
Peroxo nucléophile Intermediaire tetraédrique L-Cit + HNO
- I I I
HO .:+:':<NH go. 0 MNH : o f
H= o H 3 B y
H'A iy, *_\ BH, HO=H 0" ~HHy
Pl H
B LOa A A
& 5 3
Peroxo électrophile Intermédiaive oxaziridine L-Cit + HNO

Figure 1.19 : Proposition de mécanismes pour I'oxydation de@ en L-Cit.

Cependant, des études réalisées en présence de NOHA HO, apportent des résultats
contradictoires avec cette proposition de mécanisimeemettent en question le roéle du
cofacteur HB dans la deuxieme étape du cycle catalytique dés N126, 127]. Un
mécanisme proposé fait ainsi intervenir une coua@olytique de la liaison N-H de la
NOHA fournissant a la fois un électron et un protancomplexe héme-oxygene et rendant
lintervention du cofacteur MB inutile [128, 137, 142, 143]. Des résultats décua de
mécanique moléculaire ont montré que selon ce raddétomplexe perferryl pourrait étre

'espéce oxydante au cours de cette étape du cstadytique [137].

Comme pour la premiére étape du cycle catalytigunemeilleure connaissance des étapes
de transfert de proton vers le complexe héme-dioxgmeau cours de la deuxiéme étape du
cycle catalytigue permettraine meilleure compréhension de 'oxydation de NOHA&n L-

Cit par les NOS
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Libération de NO’

Le premier produit observé lors de la réaction glation de NOHA est le complexe 'fe
NO. Suivant I'isoforme considérée et les parametmedtiques qui lui sont intrinsequement
associés, le complexe 'NO peut soit se dissocier et libérer Nffigure 1.18), soit étre
réduit en FE-NO par le domaine réductase et entrer dans unemaugycle réactionnel avec
une molécule de dioxygene pouvant conduire a lendtion d’espéce actives de l'azote

comme le peroxynitrite [80, 81, 144].

3.5. Régulation de l'activité NO-synthase

La biosynthése de NO par les NOS est régulée payramd nombre de mécanismes post-

traductionnels [106].

Interactions NOS-protéine

Outre la calmoduline dont linteraction avec les Sl@ermet d’activer ou d’inactiver le
transfert des électrons en fonction de la concéatraen C&" (voir 1.3.2.1. et 1.3.3.1),
d’autres protéines sont susceptibles d’interagecalkes NOS et de réguler son activite,
comme la protéine de choc thermique Hsp90 (eNGSkaliline (iNOS) ou la cavéoline
(eNOS et nNOS) [145-149].

Phosphorylation

Le domaine réductase de toutes les isoformes de d&EO@ammiferes possede une petite
séquence de 20 a 40 acides aminés en C-termindegu@ductases de cytochrome P450
n'ont pas [84]. Il a été proposé que la phosphtiofhade certains résidus sérine de cette
séquence permette de lever I'autoinhibition proémpar cette boucle et améliore la fixation
de la calmoduline a l'interdomaine, ce qui contela augmenter le transfert d’électrons a
travers les flavines et I'activité réductase dezyame [48, 79]. Par exemple, en réponse aux
forces de frottement exercées par le flux sang@NOQS est phosphorylée par la kinase Akt
ce qui a pour effet d’augmenter sa production de(Wir 2.1.) [150, 151].

Auto-inhibition par NO

Le produit final du cycle catalytique d’oxydatior Harginine est le complexe EeNO (voir
3.4.2.). Ce complexe se dissocie assez vite EngteNO (g~ 1 sY), mais si le domaine
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réductase transfére un électron a ce complexeviiig|u’il ne se dissocie, on peut observer
la formation du complexe EeNO [59, 152-154]. Au contraire de 'EeNO, le complexe Fe

NO se décompose trés lentement~K.0* s%), ce qui a pour effet de bloquer I'enzyme en
empéchant un nouveau cycle catalytique [107, 158].1Dans le cas des NOS de
mammiféres, cette auto-inhibition se manifeste [zrprésence en phase stationnaire
d’environ 20 % et 80 % d'enzyme sous forme de cexmIF&-NO pour iNOS et nNOS
respectivement [80, 81]. Au contraire, les carasti@ues cinétiques de eNOS entrainent une
trés faible formation de EeNO ce qui tend & montrer que eNOS n’est pas sensibe mode
d’inhibition [59].

4. Enjeux de I'étude des NOS

4.1. Pathologies liées au déreglement de I'actividO-synthase

Surproduction de NO

La surproduction de NO par une isoforme de NOS estrainer des dysfonctionnements liés
au réle de signalisation normalement dévolu a wiee asoforme [157, 158].

Par exemple, lors d'une infection généralisée, femcrophages produisent NO en tres
grandes quantités pour lutter contre les pathog@aesnvahissent I'organisme (voir 1.2.3.),
mais ce méme NO diffuse jusque dans les cellulsspdeois des vaisseaux sanguins et
entraine une importante relaxation générale desseaux sanguins dans tout I'organisme
(voir 1.2.1.), ce qui est responsable de la grayeotension que I'on observe lors d'un choc
septique.

On retrouve également ce probleme de signalisatimndes crises d’apoplexie (ischémie
cérébrale). En fonctionnement normal, lors d’umtefbaisse de I'afflux sanguin, les cellules
endothéliales produisent et libérent NO pour raldgesaisseau et rétablir la circulation. De
méme, lors d’'une hémorragie ou d’'un blocage thrdimghe, la diminution de l'afflux
sanguin dans une partie du cerveau provoque uémtibn trés importante de NO par les
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins regérélfvoir 1.2.1.). Lors de la reperfusion,
le NO formé réagit avec les especes activées dgdéme générées dans le milieu et aggrave

les dommages subis par les cellules du cerveay | 'B89.
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La surproduction de NO intervient également dasspkghologies de I'inflammation. Dans
les premiers instants qui suivent une Iésion, eld@8uit de grandes quantités de NO afin de
faciliter la vasodilatation pour que le flux sanguapporte rapidement les éléments
nécessaires au traitement et a la réparation tsien. Cependant NO peut étre produit en
trop grandes quantités si la lésion est importantsi elle met du temps a se résorber, et le
NO en surplus peut alors devenir une source dssstreydant et nitrosant, ce qui aggrave la
lésion. De plus, les cellules soumises aux détdrans causées par les especes dérivées de
NO (voir I.1.) libérent des messagers de l'inflantioraqui a leur tour activent la production
de NO par iNOS chez les macrophages, ce qui gaet@iux mécanismes de l'inflammation
chronique.

Considérant I'importance et le nombre des situatiphysiologiques ou I'excés de NO est
néfaste, la recherche d’inhibiteurs des NOS a dtirné un grand nombre de travaux [104,
158]. Trois grandes classes d’inhibiteurs ont é#aées. Les analogues de L-Arg, comme
les guanidines substituées, les amidines, les aguaaidines, les isothiourées, se
positionnent au site de fixation du substrat etezrén compétition avec lui [47, 53, 129, 161-
163]. Les analogues de,Bl comme le 4-amino-4B, le H,B, les dérivés du 7-nitroindazole,
sont des inhibiteurs compétitifs du site de fixatae HB [55, 164]. Enfin, des inhibiteurs du
transfert d’électrons ont également été étudiés)noe le diphényleneiodonium qui est un
inhibiteur de flavines, la trifluoroperazine quites inhibiteur de la calmolduline ou des

imidazolopyrimidines qui bloquent la formation abséres de NOS [104, 165].

Sous-production de NO

Le déficit de production de NO par les cellules lédmdothélium est caractéristique de
nombreuses maladies cardiovasculaires, en padicaéelles qui sont associées a des
problemes d’hypertension artérielle et pulmonaBE [a sous-production de NO apparait
également comme un facteur aggravant de I'athé&wasg, ou I'on observe une agrégation
trop importante des plaquettes et une prolifératies cellules du muscle lisse.

Des inhalations directes de NO peuvent étre réajsén particulier dans les cas
d’hypertension pulmonaire, mais ce traitement c@raddes phénomeéenes d’'inflammation. De
nombreux médicaments agissant comme donneurs dsoNQutilisés pour lutter contre les
maladies cardiovasculaires [166-169]. Le plus coehde plus vieux d’entre eux est la
nitroglycérine, qui a servi de médicament a Alfidéabel apres lui avoir assuré sa fortune en
tant qu’explosif. Outre les nitrates organiquegutfes donneurs de NO sont aussi utilisés
dans le traitement de ces maladies. Le nitropriessia sodium est utilisé dans les cas de
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crises hypertensives aigués [166], mais sa décdtiggoentraine la libération de cyanure ce
qui donne lieu a des effets secondaires dus &gatéo Ces médicaments sont cependant peu
sélectifs et libérent NO dans tout 'organisme.digrainent également le développement de
tolérance chez les patients ce qui les rend ddBca utiliser pour des traitements de longue
durée [170].

La famille des nitrosothiols présente I'avantage ndepas induire de tolérance chez les
patients, mais leur décomposition rapide les resu gelectifs du tissu ou NO est libéré, et
limite leur utilisation [171, 172]. La famille desydnonimines, dont le représentant le plus
connu est la molsidomine, est en réalité une fenaé précurseurs de donneurs de NO : le
médicament doit subir une métabolisation au nivéeai cellules hépatiques pour donner un
composeé qui se décompose ensuite en libérant N®166]. Des médicaments hybrides ont
€également été congus: ils combinent un médicandemt les effets sur le systeme
cardiovasculaire sont connus avec un groupememedorde NO.

Les nitrates organiques restent toutefois les nagaints les plus utilisés dans le traitement
de I'hypertension artérielle, bien que leur utilisa présente de nombreux inconvénients
[168, 170, 173]. Il serait intéressant de dispagedonneurs de NO pouvant délivrer NO sur

une longue période et ciblant un tissu précis.

4.2. Production d’espéces activées de I'oxygéne

Il existe une forte barriere cinétique qui empéthalioxygene (biradical, état triplet) de
réagir facilement avec la plupart des biomolécijésctrons appariés, état singulet) bien
gu’il posséde un potentiel électrochimique tresv@leCette barriere cinétique protege les
organismes aérobies et les empéche de subir delgnosmages au contact du dioxygéne. Au
contraire, les espéces réduites du dioxygene colensiperoxyde © ~ ou le peroxyde
d’hydrogene HO, sont des monoradicaux (ou générateurs de monaradidC dans le cas
de HO,), donc a I'état doublet : ils subissent une baer@nétique beaucoup plus faible pour
réagir avec la plupart des biomolécules. C’est guoiron les appelle « especes activées de
'oxygene ». Elles sont a I'origine de nombreusEsctions néfastes pour les cellules qui sont
regroupées sous le terme de stress oxydant.

Au cours du cycle catalytique des NOS et en pditiclau cours de I'activation du
dioxygene, la compétition cinétique entre les &apatalytiques et la dissociation des
complexes oxydés de I'hneme est normalement oriemé&aveur de la poursuite du cycle
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catalytique. Lorsque les étapes catalytigues deeien trop lentes, la dissociation des
intermédaires catalytiques devient prépondéranée,qai entraine la rupture du cycle
catalytique (voir 1.3.4.1.), c’est le phénomene dizouplage : des électrons provenant du
NADPH sont consommeés mais ne conduisent a aucumafion de NO. Les deux fuites les
plus significatives dans le flux des électrons ke lorsque les concentrations en L-Arg
et/ou en BB sont insuffisantes, et conduisent a la productiersuperoxyde et de peroxyde
d’hydrogéne (figure 1.14), qui deviennent donc @oerce de stress oxydant pour les tissus
environnants [174, 175]. Les NOS sont égalemenaldap de produire O et HO, par
réduction directe de £au niveau du domaine réductase [176].

En tant que monoradicaux ou générateurs de momaradiQ "~ et HO, sont susceptibles de
réagir trés facilement avec NQui est également un monoradical. Les produitsésr sont
trés souvent encore plus toxiques pour la celluke lgs radicaux de départ, en particulier le
peroxynitrite qui est responsable de nombreusedioéa d’oxydation et de nitratian vivo.

La production conjointe de NGet de @ ~ dans un méme compartiment cellulaire, et a
fortiori par la méme enzyme, peut donc conduira fois a une baisse de la concentration en
NO qui diminue son efficacité en temps que messegkulaire et a une augmentation des
réactions d’oxydation et de nitration néfastes pawellule.

Les conditions physiologiques normales résultenbcdd’'un équilibre délicat entre la
production de NO et la production des especeseedide 'oxygene [177], le contrble de cet

équilibre est un enjeu majeur pour la santé ateies de I'organisme.

4 .3. Substrats alternatifs des NOS

Depuis la découverte des réles physiologiques dehg les mammiféres, un grand nombre
de composés comportant des fonctions CNH ou CNQHetensynthétisés et étudiés dans le
but de découvrir de nouveaux substrats des NOPaHrculier, des composeés dérivés de L-
Arg et de NOHA ont fait l'objet de nombreuses reches: guanidines et
hydroxyguanidines monosubstituées ou disubstitudess aussi amidoximes, ketoximes et
aldoximes [178]. Cependant, seuls quelques compos@portant une fonction guanidine
[178-180] ou hydroxyguanidine [181-184] se sont inémsusceptibles d’étre oxydés en NO
par les NOS.

L’étude d’'une série d’alkyl-hydroxyguanidines nomiao-acides a montré que I'oxydation
de ces composés en NO se déroule suivant un méwasiesmblable a I'oxydation de la
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NOHA et que la longueur optimale de la chaine #¢&éest de 4 carbones. Plusieurs aryl-
hydroxyguanidines simples se sont également révé&ée substrats des NOS, avec une
certaine spécificité d’isoforme. Cependant, ces musés induisent de forts taux de
découplage et conduisent également a la formato®,d™ et HO,. De plus, la fonction
hydroxyguanidine est peu stable et s’oxyde facileinea solution [185, 186], ce qui rend ces
composeés peu attractifs pour le développement deaanix medicaments donneurs de NO.
Les recherches se sont donc orientées vers laléadgs guanidines non amino-acides qui
présentent I'avantage d'étre moins facilement okigk et plus stables en solution. La
famille des alkyl-guanidines comporte plusieurs posés capables d’étre oxydés en NO
suivant un meécanisme similaire a l'oxydation de HIgA bien que cette oxydation
s’accompagne d’un fort taux de découplage. En @wnaucune des aryl-guanidines testées
n'a conduit a la formation de NO et toutes condutiseun découplage important.

L'étude des analogues de L-Arg et de NOHA et défgrdnces observées en présence de
NOS (formation de NO ou non, découplage fort ohl&iconstituent des outils pour I'étude

et la compréhension du mécanisme des NOS.

4.4. Objectifs de la thése

Le monoxyde d’azote exerce des rbles physiologiguagtculierement importants chez les
mammiféres en tant que messager cellulaire et aysotoxique. Les pathologies liées a des
déreglements de la production de NO étant nombseuke recherche de nouveaux
précurseurs de NO et d'inhibiteurs spécifiques @S Nonstituent des enjeux pharmaco-
logiques majeurs.

Des études préliminaires au laboratoire ont mogtré les NOS présentent une grande
spécificité de substrat. Ainsi quelques alkyl-gdams non amino-acides ont pu étre
transformées en NO par iINOS alors qu'aucune ddsgagnidines testées n’a conduit a la
formation de NO. Un des objectifs de ce travail @stcomprendre les différences de
réactivité observées entre les analogues de L-Arge qui nous permettra d’avancer vers la

conception de nouveaux substrats de NOS.

L'importance des rodles physiologigues de NO rendiréexement importante la

compréhension des mécanismes de formation de NEsetspéces activées de I'oxygene par
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les NOS, afin de mieux évaluer leurs réles dansteabreuses pathologies liées au stress
oxydant et au stress nitrosant.

Malgré le grand nombre d’études réalisées au swjghécanisme d’oxydation de L-Arg en
NO par les NOS, celui-ci présente encore de nomskbserones d’incertitude. En particulier,
la nature de I'espéce oxydante générée au courdalesétapes du cycle catalytique reste
largement méconnue et des hypotheses contradetomteéte proposées dans les difféerentes
études publiées. Des différences subtiles danpdimles protons, comme leur provenance
ou leur vitesse de transfert comparée a la vitedsetransfert des électrons, jouent
vraisemblablement un réle fondamental dans landiitin entre les deux étapes du cycle
catalytique ainsi que dans la production d’espectisées de I'oxygene au détriment d’'une
production efficace de NO. Un des objectifs deraedil est deomprendre le déroulement
précis des étapes de transfert de protorefin d’apporter une meilleure connaissance de la
nature des espéces oxydantes impliquées dans dtogpdde L-Arg par les NOS.

Il a été proposé que le processus d’acheminemeanprdéons nécessaires au déroulement du
cycle catalytique depuis I'extérieur de I'enzymepligue un réseau de liaisons hydrogene qui
serait capable de relayer l'arrivée des protongylas I'hnéme. Ce réseau de liaisons
hydrogene comporterait des molécules d’eau, letsatbde cofacteur EB et plusieurs
résidus du site actif. De plus, les differencessdas étapes de transfert de protons entre la
premiére et la deuxieme étape du cycle catalytantesouvent été attribuées a la différence
de pKa qui existe entre L-Arg et NOHA.

L’objectif de cette these est donc de miemmprendre la structuration et le rble de ce
réseau de liaisons hydrogénalans les deux étapes du mécanisme afin d’appddsr
éléments permettant une meilleure compréhensiochdeune de ces deux problématiques
fondamentales au sujet des NOS que sont la reahedeh nouveaux substrats et la
compréhension du mécanisme d’oxydation de L-Ar¢ién

Pour cela, nous avons réallggude de deux mutants de nNOS, Tyr588Phe et TyrBHis,

en présence d'analogues de L-Arg et de NOHA (chapd& Ill). Le résidu Tyr588
(numérotation de NNOS de rat) est en effet direetenmpliqué dans le réseau de liaisons
hydrogene en interaction avec I'extrémitéamino-acide du substrat dans le site actif de
NNOS. L'étude de I'importance du résidu Tyr588 dinseconnaissance et la transformation
des guanidines et hydroxy-guanidines non aminoeacghr nNOS nous a permis de mieux
comprendre le réle de ce résidu tyrosine et déddne latérale du substrat dans le réseau de
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liaisons hydrogéne et le role de ce réseau detiaisiydrogene dans la distinction entre les

deux étapes du cycle catalytique des NOS.

Afin de mieux comprendre le réle précis du subdliais ce réseau de liaisons hydrogene,
nous avons réalidétude des interactions entre le site actif de IAIOS inductible (iNOS)

et une série d’analogues de L-Arg présentant unerge gamme de pKa (chapitre 1V)

Nous avons tout d’abord mis au point une méthodendsure du pKa des analogues de L-
Arg (chapitre 1V.2).

Nous avons dans un deuxieme temps Vvérifié I'infagedu substrat sur la structure et les
propriétés de I'environnement proximal du site fa@our cela, nous avons recherché si les
parametres physico-chimiques de I'heme pouvaierg étodifies en présence de ces

différentes guanidines (chapitre IV.3). Nous avotiisé les techniques de spectroscopie
Raman de résonance et de spectro-électrochimie diarminer I'influence des analogues

de L-Arg sur la force de la liaison entre le fersen ligand proximal, sur les modes de

vibrations caractéristiques de la porphyrine etsmotentiel électrochimique de 'lhéme.

Nous avons ensuite réalisé I'étude des interactmiie I'environnement distal du site actif

de INOS et les analogues de L-Arg en utilisant ©@me sonde du site actif (chapitre 1V.4).

L'utilisation des techniques de spectroscopies Radearésonance et ATR-FTIR a permis de
mettre en évidence les principales caractéristiqestroscopiques des complexes formeés

par INOSx en présence des différents analogues.

L’ensemble des résultats obtenus apporte de noxv@éaments pour la compréhension de la
réactivité des differents analogues de L-Arg etrdaucompréhension du cycle catalytique
des NOS. L’étude que nous avons réalisée met elerse le réle fondamental du pKa du
guanidinium dans la distinction entre les deux &agu mécanisme. Nos travaux apportent
également des preuves supplémentaires en faveliexigence au sein du site actif d’'un
réseau de liaisons hydrogéene dont la structuradigpend du pKa du guanidinium et des

résidus du site actif et qui détermine le deveaiakytique de 'oxygene active.
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Tous les produits chimiques proviennent de chem&igldrich, Alexis ou Calbiochem, sauf
H4B qui provient des Laboratoires Schircks (Jona,t&miand) et du CO qui est acheté a

Messer (Messer France SA, France).

1. Obtention et caractérisation des protéines
1.1. Surexpression et purification de NOS
Les solutions et verreries utilisées sont stéabsgu préalable par autoclavage.
1.1.1. Surexpression et purification de nNOS

Les plasmides dont nous disposons pour la préparate nNOS sauvage et des mutants
Y588F et Y588H nous ont été gracieusement donné&epaipe de T. Shimizu (Institute for

Chemical Reaction Science, Tohoku University, Serldgan).

Préparation des bactéries compétentes

En conditions stériles, des bactéries de la souawérienneE. coli BL21 (DE3) sont
inoculées dans 20 mL de milieu LButia Broth). Le tube est incubé a 37 °C pendant 14
heures sous agitation (250 tr.MjnLe lendemain, 2 mL de cette préculture sontawités
dans 200 mL de milieu LB et mis a incuber a 37 #dant 2 heures sous agitation (250
tr.min). Les bactéries sont ensuite rassemblées parifagation a 5000 tr.minh
(centrifugeuse Beckman, rotor JA-14) pendant 15utem a 4 °C, puis subissent trois cycles
de lavage : re-suspension dans 10 mL de tampomlaiwm (KPi 100 mM pH=7,4, Cagl
1M), centrifugation & 3000 tr.min(centrifugeuse Beckman, rotor JA-14) pendant Sueis

a 4 °C. Les cellules sont finalement re-suspendiaes 100 uL de tampon au calcium. La
présence de calcium concentré dans le milieu a effet de rendre la paroi des bactéries

poreuse ce qui permet en particulier a des plasméttangers de pénétrer dans la bactérie.

Transformation des bactéries compétentes
On ajoute 1 pL de plasmide de nNOS et 1 pL de ptesrdes protéines chaperonnes

pGroESL a la solution contenant les bactéries pé&sa Le vecteur d’expression de nNOS
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contient également un gene de résistance a I'alimpcicelui des protéines chaperonnes
contient un gene de résistance au chloramphénicol.

La suspension de bactéries est laissée a repdsdt pendant 20 minutes, puis subit un choc
thermique a 42 °C pendant 60 secondes, ce quiaghi@ d’accentuer la fragilisation de la
paroi des bactéries et de permettre aux plasmieéesrer dans les bactéries. La suspension
de bactéries est ensuite ajoutée a 1 mL de miletmise a incuber a 37 °C pendant 1

heure.

Sélection des bactéries transformées

Les bactéries transformées sont inoculées dandamreeyer de 500 mL contenant 50 mL de
milieu LB. Le milieu de culture contient égalemét pg.mL* d’ampicilline et 20 ug.mt:

de chloramphénicol, ce qui permet de sélectionaesrblactéries qui contiennent les deux
plasmides d'intérét. L’erlenmeyer est incubé a @7pendant 16 heures sous agitation (250
tr.min™). Une partie de cette pré-culture est utiliséerpecgonstituer le stock de bactéries

transformeées et conservée en solution cryoprotectglycerol/eau, 1:1) a -80 °C.

Induction et culture

La pré-culture est répartie dans 8 erlenmeyer 8el.2avec chacun 450 mL de milieu de
culture (tryptone 12 g:t, extrait de levure 24 g1) contenant 2 % glycérol, 200 mM de KPi,
125 pg.mr* d’ampicilline et 100 uM d'acides-aminolévulinique (précurseur dans la
biosynthése de I'néme). Les erlenmeyers sont ircab&7 °C sous agitation (250 tr.m)n
jusqu’a ce que la densité optique a 600 nm desiregltatteigne 0,8 a 1 (environ 2 heures
d’incubation). La température est abaissée a 2®t°®@s erlenmeyers sont incubés sous
agitation (250 tr.mifY) pendant 1 heure. On ajoute alors 400 puM d'isogrfD-
thiogalacto-pyranoside (IPTG) pour induire I'exmies de nNOS, 500 pM d’acideamino-
lévulénique pour permettre la synthése d’héme pdractérie, 2 UM de FAD et 2 uM de
FMN qui sont cofacteurs du domaine réductase deS 8100 uM d’heme.

Les cultures sont laissées & incuber pendant @seéu?5 °C sous agitation (200 tr.H)inOn
ajoute a nouveau 500 uM d’acideamino-lévulénique dans chaque erlenmeyer. Lesiradt
sont laissées & incuber pendant 14 heures & 26uCasjitation (200 tr.mif).

Lyse cellulaire

Les bactéries sont rassemblées par centrifugatis@0a tr.mift (centrifugeuse Beckman,
rotor JA-14) pendant 10 minutes a 4°C, puis re-sndpes dans 10 mL de tampon de lyse a
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4 °C (Tris HCI 50 mM pH=7,4, glycérol 20 %, NaClQ M, benzamidine 2 mM, DTT
3mM, CaC} 2 mM, FAD 4 pM, FMN 4 pM, PMSF 1mM, aprotinine §.mL?, leupeptine
0,5 pug.mL*, pepstatine 7 pg.mi). Le tampon de lyse contient également 5 pM g ¢tans

le cas des cultures en présence dB.H.es cellules sont a nouveau centrifugées a 5000
tr.min pendant 10 minutes & 4°C et re-suspendues damd_ 5k tampon de casse a 4 °C,
avant d’étre congelées dans l'azote liquide. Lasgom osmotique et le choc thermique
permettent la rupture de la membrane des bactéries.

Aprés une lente décongélation & 4 °C, on ajoutecalinles 1 pg.mt: de RNAse, 10 pg.mL

! de DNAse, 4 pg.mt d’ aprotinine, 2 pg.mt de leupeptine, 28 pg.riLde pepstatine et
10 mg.mL* de lysosyme. On laisse I'ensemble & températutsaamte sous agitation douce
pendant 30 minutes. La lyse des cellules est aeh@at 4 cycles de 20 secondes de

sonication a 4 °C, avec 30 secondes de repos@rdpie cycle.

Séparation et purification des protéines

La purification de la NOS est réalisée par chrompaphie d'affinité sur colonne de
calmoduline (4%) sur sépharose reconnaissant éedgtfixation de la calmoduline de la
NNOS. La phase de la colonne est rincée au préaltdc du tampon (Tris HClI 50 mM
pH=7,4, NaCl 150 mM, benzamidine 2 mM) et équlibeé®c du tampon contenant du
calcium (Tris HCI 50 mM pH=7,4, NaCl 150 mM, benzdme 2 mM, glycérol 20 %, DTT
3mM, CaC} 2 mM).

Les extraits cellulaires lysés sont ultracentifugésl 000 tr.miff pendant 30 minutes & 4 °C
(JA-20), ce qui permet de séparer les extraits béedu des résidus membranaires qui
précipitent et sont éliminés. Le surnageant esang# a la phase de la colonne sous agitation
douce a 4 °C pendant 1 heure, ce qui permet a I8 N®se fixer aux sites spécifiques a
calmoduline de la phase. La phase est ensuite laédes cycles de centrifugation (1500
tr.min* pendant 5 minutes & 4 °C) et re-suspension damal2@le tampon de lavage (Tris
HCI 50 mM pH=7,4, NaCl 150 mM, benzamidine 2 mMyagrol 10 %, DTT 3mM, CagR
mM, FAD 4 uM, FMN 4 uM). Lorsque le tampon de lagage présente plus de traces de
protéines non fixées (coloration au test de Bratlfid87]), la phase est déposée dans la
colonne et éluée avec du tampon d’élution contedartEGTA (Tris HClI 50 mM pH=7,4,
NaCl 150 mM, benzamidine 2 mM, glycérol 10 %, DTN, EGTA 5 mM). LEGTA a
pour effet de complexer les ions calcium ce quiidira I'affinité de la NOS pour les sites a
calmoduline et permet I'écoulement de la NOS. Lasygons de lavage et d’élution
contiennent également 5 uM dgB-dans le cas des cultures en présence,8e H
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L’écoulement de la protéine est apprécié visuelldmeace a son chromophore héminique et
vérifié au test de Bradford [187]. Des fractions2dmL sont collectées puis rassemblées, et
concentrées en Centricon® YM-30 & 3000 trmjgendant 30 minutes & 4 °C. Enfin, la

solution de nNOS obtenue est échantillonnée amai 100 ou 200 pL dans des tubes
cryogénigues, congelée dans 'azote liquide et@wés a -80 °C.

La colonne calmoduline-sépharose est lavée avetampon d’élution contenant 1 M de

NacCl, puis stockée a 4 °C dans un mélange eaufdt{&h: 20).

1.1.2. Surexpression et purification de INO&

La surexpression et la purification de iINQ®nt été réalisées en collaboration avec le Dr
Jérébme Santolini au Laboratoire de Stress OxydaDgtoxication de l'iBiTec-S au CEA de
Saclay.

Le plasmide dont nous disposons pour la préparat@iNOSx nous a été gracieusement

donné par I'équipe de D. J. Stuehr (Lerner Resdasthute, Cleveland Clinic, USA).

Bactéries transformées

La souche bactérienrie coli BL21 (DE3) est transformée par ajout du vecteexpiession
pcWORI qui contient la séquence du domaine oxyggdasiNOS (résidus 1 a 498) auquel
une étiquette de six histidines a été fusionnée pesition C-terminale. Le vecteur
d’expression contient également un géne de résistatiampicilline. L'étiquette histidine ne
modifie ni les propriétés spectroscopiques ni kctigité de 'enzyme [56, 188, 189]. La
surexpression de iINQgest placée sous le contréle du promoteur @legalactosidase.

Les bactéries transformées sont conservées elosotuyoprotectrice a -80 °C.

Prée-culture

En conditions stériles, les bactéries transfornsee® inoculées dans un tube de 6 mL de
milieu de culture TBTerrific Broth de Sigma) contenant 10 % glycérol. Le milieu diéuce
contient également 125 pg.mlid’ampicilline ce qui permet de sélectionner lestégaes qui
contiennent le plasmide d’intérét. Le tube est lidca 37 °C pendant 8 heures sous agitation
(250 tr.min'). Une partie de cette pré-culture est utiliséerpaconstituer le stock de

bactéries compétentes et conservée en solutiopratgetrice (glycérol/eau, 1:1) a -80 °C.
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Le reste de la solution est ensuite transplant& danerlenmeyer de 2 L avec 450 mL de
milieu de culture TB contenant 10 % glycérol et 1@pmL" d’ampicilline. L’erlenmeyer est

incubé & 37 °C pendant 16 heures sous agitatidht(28in>).

Induction et culture

La pré-culture est répartie dans 4 erlenmeyer dazc chacun 400 mL de milieu de culture
TB contenant 10 % glycérol et 125 pg.it’ampicilline. Les erlenmeyers sont incubés & 37
°C sous agitation (250 tr.mif)h jusqu’a ce que la densité optique & 600 nm déisires
atteigne 0,8 a 1 (environ 15 minutes d’incubati@). ajoute alors 1 mM d’isoproppHD-
thiogalacto-pyranoside (IPTG) pour induire I'exmies de iINOg et 400 uM d'acides-
amino-lévulinique pour permettre la synthese d’hgaela bactérie.

Les cultures sont laissées & incuber pendant 8 pp@6 °C sous agitation (200 tr.Mjn

Lyse cellulaire

Les bactéries sont rassemblées par centrifugatd9@ g (centrifugeuse Beckman, rotor JA-
10) pendant 35 minutes a 4 °C, puis re-suspendaes 80 mL de tampon de lyse a 4 °C
(KPi 40 mM pH=7,4, glycérol 10 %, NaCl 250 mM, EDTIAmM, aprotinine 5 pg.mt,
leupeptine 1 pg.mt, pepstatine A 5 ug.mt, pefabloc SC 120 pg.ril. lysozyme 1
mg.mL*, PMSF/DMSO 1 mM). Le tampon de lyse contient émaiet 50 uM de B dans

le cas des cultures en présence gi#. H

L’'action combinée des lysozymes et de la pressismobtique permet la rupture de la
membrane des bactéries. La lyse est accentuée ated de choc thermique : congélation
rapide dans I'azote liquide, amorcage de la dédatiga dans un bain-marie a 37 °C, lente
décongélation sur glace. Le lysat finalement obt&stumaintenu dans la glace.

L’ADN bactérien, responsable de la viscosité datysst fragmenté par addition de 50.000
unités.”* de DNAse, puis par sonication (Vibra-Cell 7504&ock, amplitude 40, 50 W,
impulsions de 2 s) en 3 cycles de 20 secondesHanlide lysat.

Séparation des protéines

Les extraits cellulaires lysés sont ultracentifugé@® 000 g pendant 30 minutes a 4 °C, ce qui
permet de séparer les extraits solubles des résidhrabranaires qui précipitent et sont

éliminés. Les protéines contenues dans le surnageah ensuite séparées par précipitation
au sulfate d’'ammonium. Une premiere fraction det@nes est lentement précipitée par

addition de 0,1 g.mt de sulfate d'ammonium. La solution est laisséedpah 1 heure sous
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agitation douce a 4 °C, puis le précipité est ¢élat20 000 g pendant 30 minutes a 4 °C. Ce
précipité est éliminé.

Le surnageant contenant la deuxieme fraction deéipes solubles est lentement précipité
par addition de 0,191 g.riLde sulfate d’'ammonium supplémentaires, soit umeeatration
totale de 0,291 g.mt, toujours & 4 °C. La solution est laissée penddreures sous agitation
douce a 4 °C. Le précipité est culotté a 20 00@mdant 30 minutes a 4 °C. On conserve
cette fois-ci le précipité qui est solubilisé d&tsmL de tampon de re-suspension (Tris 40
mM pH=7,4, glycérol 10 %, NaCl 250 mM, PMSF 1 mM5@ uM H,B).

La solution obtenue est centrifugée a 20 000 g gatrdb minutes a 4 °C ce qui permet de se

débarrasser des dernieres impuretés avant la ctographie.

Purification de iINOSy

La purification de iINO§ est réalisée par chromatographie d’affinité suormoe de résine
chargée en nickel (résine His-Bind®, Novagen).

La résine est dabord lavée avec du tampon MCAKIetédl Chelate Affinity
Chromatography Tris 40 mM pH=7,4, glycérol 10 %, NaCl 250 mM, PM3$ mM, + 50
uM HyB) contenant 5 mM d’'imidazole afin d’occuper legeside fixation non spécifiques.
La solution de protéines obtenue précédemment élstngée avec la résine dans un bécher
de 1 L a fond large pendant 1 heure sous agitatmrce a 4 °C. La résine chargée de
protéines subit ensuite 3 cycles de lavage : dagaiion & 1500 tr.mifh pendant 10 minutes

a 4 °C, re-suspension de la résine dans du tamgdadvtontenant 5 mM, puis 15 mM, puis
60 mM d’imidazole. A ce stade, les protéines re¢sngur la résine sont majoritairement
INOSu qui se fixe spécifiguement aux sites a nickel gr@son étiquette histidine.

La résine chargée en protéines est introduite daascolonne en chambre froide (8 °C). Les
protéines retenues sur la résine sont éluées aveardpon MCAC contenant 160 mM
d’'imidazole. La protéine iNQs possede un chromophore héminique reconnaissab&e a
couleur orangée, I'écoulement de la protéine est @pprécié visuellement. Des fractions de
2 mL sont collectées puis rassemblées.

La solution obtenue subit 2 cycles de lavage : eotration en Centriprep® YM-30
(Millipore Corp., USA) & 3000 tr.mih pendant 30 minutes a 4 °C, dilution dans 4 volumes
de tampon phosphate (KPi 50 mM pH=7,4, 250 mM NaC{0 uM H,B). Cette étape
permet d’éliminer une partie de I'exces d'imidazole

La solution concentrée est ensuite dialysée a Bsesppendant 24 heures contre 2 L de
tampon phosphate (KPi 50 mM pH=7,4, 250 mM NaCKLG uM H,B) afin d’éliminer

- 46 -



Chapitre Il. Matériel et méthodes

complétement I'imidazole. Enfin, la solution de iB§ obtenue est échantillonnée a raison
de 100 ou 200 pL dans des tubes cryogéniques, léendans I'azote liquide et conservée a -
80 °C.

Ce protocole de purification, inspiré des protosatandard [56, 188, 189], a été modifié et
amelioré au fur et & mesure des préparations audtdire, ce qui a permis d’en augmenter
grandement le rendement et la qualité. Nous avams pu obtenir jusqu’'a 200 mg de

INOSo par préparation, contre un maximum de 80 mg stilegprotocole standard.

1.2. Analyse des protéines

1.2.1. Mesure de la concentration en protéines : riéde de Bradford

La concentration totale en protéine dans un édhantiest estimée par la méthode
colorimétrique de Bradford [187]. Le réactif de 8i@rd est une solution acide de bleu de
Coomassie de couleur rouge-brun qui devient bleearvprésence de protéine, le changement

d’absorbance étant proportionnel a la quantitérdeéme dans la solution.

On mélange 10 pL de la solution de protéine a aralgvec 90 pL du réactif de Bradford, et
on mesure I'absorbance a 595 nm aprés 5 minutesutbation a température ambiante. On
réalise également une gamme d’étalonnage en utilisdbumine de sérum de bceuf (BSA)
comme référence, ce qui permet d’estimer la conatom en protéine de I'échantillon.

La méthode de Bradford n’étant linéaire que suintervalle de concentrations assez étroit
(de 2 pg.mr* & 200 pg.mb), il est nécessaire de réaliser différentes dihgi de

I'échantillon a tester avant I'analyse.

1.2.2. Migration par électrophorése

L’électrophorése sur gel de poly-acrylamide SDS-EAt&rmet de séparer des protéines en

fonction de leur poids moléculaire sous l'effetm’'ehamp électrique.
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Figure 1.1 : Gel de poly-acrylamide obtenu aprés migration @actrophorése de différents échantillons
collectés lors de la purification d’'une solution itl©S,, surexprimée dankg. coli. La pureté de la solution de
iINOS,, obtenue est estimée a environ 92 %.

Puit 1 : solution brute obtenue aprés précipitatiantionnée au sulfate d’'ammonium.

Puit 2 : solution de rincage de la résine (5 mhinitiazole).

Puit 3 : solution de rincage de la résine (60 mihitlazole).

Puit 4 : témoin INO§-T, INOS, sans les 65 premiers résidus.

Puit 5 : solution de INOS en sortie de colonne, fraction de téte.

Puit 6 : solution de INOS en sortie de colonne, fraction de cceur.

Puit 7 : solution de iINOsg en sortie de colonne, fraction de queue.

Puit 8 : mélange de protéines de poids moléculamesus.

Le gel est composé dans sa partie supérieure dame a pores larges qui sert au dépbt et a
la concentration des protéines (pH = 6,8, 4 % ¢laonide) et dans sa partie inférieure d’une
zone dense a pores plus petits nécessaire a laagsépades protéines (pH = 8,8, 8,5 %
d’acrylamide). Le pourcentage d’acrylamide qui d@éiee la densité du gel et la taille des
pores de chaque zone a été optimisé pour gNOS

Les protéines sont diluées dans un tampon de datiatu (TRIS 50 mM pH=7,0, 10 %
glycérol, 4 % SDS, quelques cristaux de bleu den@ssie), puis dénaturée en bain sec a
95°C pendant 10 minutes. Chacune des solutionsaléipes est ensuite introduite dans un
puit en haut du gel (environ 5 pg de protéinespuity), puis le gel est immergé dans un bain
de tampon et soumis a un champ électrique de geehplts appliqué verticalement entre le
haut et le bas du gel.

Le gel obtenu peut étre coloré par incubation Irdneélans une solution de coloration (40 %
éthanol absolu, 7 % acide acétique, 0,25 % blelCdemassie, kD) puis rincé (40 %
éthanol absolu, 7 % d’acide acétigue;Oj ce qui permet de marquer la position des

protéines dans le gel.
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Un marqueur de migration (BIO-RAD, USA) constituérdmélange de protéines de poids
moléculaires connus est introduit dans un des mitgel (figure 1.1, puit 8) : myosine
(203 kDa), 3-galactosidase (120 kDa), albumine de sérum denb(®0 kDa), ovalbumine
(51,7 kDa), anhydrase carbonique (34,1 kDa), indilvi de la trypsine du soja (28 kDa),
lysozyme (20 kDa) et aprotinine (6,4 kDa). La migna des éléments de ce mélange permet
d’apprécier le poids moléculaire des protéinesothiites dans les autres puits : de cette
maniere, le poids moléculaire des monomeéres de iNES estimé entre 55 et 60 kDa (figure
X, puits 5 a 7). Le nombre et la largeur des baridegses de chaque puit permettent

egalement d’apprécier la pureté de la solutiorothirte.

1.3. Mesure de I'activité NO-synthase

1.3.1. Test de Griess

Le test de Griess est une méthode colorimétriqudétection des ions nitrites (NQ Le
sulfanilamide réagit de maniére stoechiométriquec des ions nitrites pour donner un
composé diazonium, qui réagit lui-méme avec le Mdphtyl)éthylenediamine pour donner
un composeé diazo de couleur rose ¥ifk = 548 nm).

Un étalonnage réalisé a partir d'une gamme detanitle sodium de 0 a 50 uM permet de

déterminer la concentration en ions nitrites darsolution testée.

NH
HNT 2
NH, 2H 2H0 No* OO
NH
NI y O
0 Y !
SO,NH, SO,NH, H
o ) ] o composé diazo
sulfanilamide diazonium N-(1-naphtyl)éthylénediamine A hax= 548 nm

SONH,

Figure 11.2 : Réaction permettant la détection colorimétriqug ides nitrites grace au réactif de Griess.

Mesure de la formation de NO par les NOS
La détection des ions nitrites permet de mesuddrdotement 'activité NO-synthase. Le NO
formé au cours du cycle catalytique peut en effagir facilement avec le dioxygene dissous

dans le milieu et s’oxyder en ions nitrites (chagpltl).
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On incube pendant 5 minutes a 37°C 100 pL d’'unetisol contenant le composé a tester
comme substrat potentiel en concentration variél9® uM pour L-Arg ou NOHA a 10 mM
pour les autres composeés) et les cofacteurs néessaa fonctionnement de INOS (HEPES
50 mM pH=7,4, NADPH 1 mM, B 100 uM, DTT 5 mM, SOD 1000 unités.MLcatalase
1000 unités.mL). Dans le cas des mesures de formation de NO p&@Seet nNOS, on
ajoute également 10 mM de Ca@t 10 pg.mr* de CaM dans la solution. La présence de
catalase et de superoxyde dismutase (SOD) seritér é8s réactions parasites avec les
espéeces © et HO, qui peuvent étre produites au cours de l'actidiéé NOS. La réaction
est déclenchée par I'ajout de 2 uL de solution @SNlans I'échantillon, puis arrétée au bout
de 2 minutes par un choc thermique (5 minutes dandain a 95°C) ce qui dénature
'enzyme.

On préleve 50 pL de I'échantillon auxquels sontus§e 50 pL du réactif de Griess
(sulfanilamide 5g. I et N-(1-naphtyl)éthylénediamine 0,5 §.ldans HCI 250 mM). La
comparaison de I'absorbance a 548 nm de I'échantdbtenu avec la gamme d’étalonnage
réalisée dans les mémes conditions permet de déterha concentration en nitrites dans

I'échantillon de départ.

Mesure de la formation de NO par iNOSx

Il n’est pas possible de tester I'activité de iINQ& la méme maniere que celle de I'enzyme
entiére a cause de lI'absence de domaine réductasampéche INO& de disposer d’'une
source d’électrons. Afin de vérifier que I'enzymiatenue aprés surexpression et purification
est bien active, on réalise I'oxydation de NOHA pardomaine oxygénase de NOS en
présence de 1D, [126]. Cette réaction méne a la formation d’'uniegjent de L-citrulline et
d’'un équivalent de NO En conditions aérobies, N@éagirait de nouveau avec I'enzyme

pour former un ion nitrite, qui est ensuite détaeptice au réactif de Griess.

L’enzyme (environ 150 nM) est incubée pendant 3Gwuteis a 30°C dans le tampon
« oxygenase » (KPi 100 mM pH = 7,4, glycérol 10HM4B 100 uM, DTT 1 mM, BSA 0,1
g.L*, SOD 25 000 unités). La réaction est déclenchée par I'addition deM de NOHA

et 30 mM de HO,, puis arrétée au bout de 10 minutes par I'ajout dey.L* de catalase qui
consomme b, restant. On préléve 50 pL de I'échantillon auxguseEnt ajoutés 50 pL du
réactif de Griess (sulfanilamide 5g2let N-(1-naphtyl)éthylénediamine 0,5 g.dans HCI
250 mM). On compare ensuite I'absorbance a 548 etrédhantillon obtenu avec la gamme

d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions.
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La vitesse initiale de production de nitrites pdDS,« a été mesurée pour des concentrations
variables en cofacteur 4B, ce qui peut étre modélisé par une courbe deratain
hyperboliqgue de Michaelis (Annexe 1). On en détkstvaleurs de la vitesse maximale de
formation de nitrites\(may €t de la constante apparente de dissociation ,8e(Kk). Les
valeurs déV/max mesurées pour I'ensemble des préparations de jN@&lisées au laboratoire
varient entre 16 et 38 mol NO' min / mol iINOSx (moyenne= 30), avec urKs pour HB
compris entre 1,1 et 3,4 uM (moyernn@,1). Ces résultats sont en accord avec ceux abten

avec iINOSy par d’autres équipes de recherche.

25

< 3
= 20
O~
P
o 15 . A
T @ Fraction de téte
S V_.=29,1+0,9 mol NgYmin/mol iNOS,
10 Ks=15%0,3 uM
3 m  Fractions de coeur et de queue
e V__=31,020,9 mol Ngmin/mol iNOS,_
o 5 K=13%0,3 uM
0 L 1 L 1 L 1 L 1
0 50 100 150 200

Concentration en B (LM)

Figure 1.3 : Courbes de production de nitrites (NOreprésentatives de I'activité des fractions dO©®)
obtenues a I'issue d’'une préparation de protéiéaksee au laboratoire.

1.3.2. Test a 'hnémoglobine

En présence de NO, I'oxyhémoglobine Hb@Ee'-O,) est oxydée irréversiblement et de
maniére steechiométriqgue en méthémoglobine MetHB )(FE90], ce qui se traduit par un
déplacement du maximum d’absorption dans le spédtfevisible de la solution (figure
[1.4) de 414 nm pour Hb£A 401 nm pour MetHb.

L’apparition de MetHb en solution est soit suiviedtement par l'augmentation de
I'absorbance a 401 nm, soit suivie en spectroscdiffierentielle par I'apparition symétrique
d’un pic a 401 nm et d’'une vallée a 418 nm. La disme méthode est grandement préférable
car elle permet de s’affranchir des variations gtabance dues a des dégradations de,HbO

indépendantes de la présence de NO.
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La concentration de la solution de Hbilisée est déterminée grace au pic d’absorpion
415 nm €415 = 131 000 moet.L.cm™).

402

Oxyhémoglobine
—— Methémoglobine

Absorbance

350 400 450 500

Longueur d'onde (nm)

Figure 11.4 : Spectres d’'absorption UV-visible de Hh-& MetHb.

La cuve de référence et la cuve de mesure sontiegvec chacune 150 pL d’'une solution
de HbQ contenant également le composé a tester comméaubstentiel en concentration
variable (100 uM pour L-Arg ou NOHA, 10 mM pour lasalogues de L-Arg et de NOHA)
et les cofacteurs nécessaires au fonctionnemeiN@8 (HEPES 50 mM pH=7,4, HBQO0
UM, NADPH 1 mM, HB 100 pM, DTT 5 mM, SOD 1000 unités.mL catalase 1000
unités.mLY). Dans le cas des mesures de formation de NO p@Seet nNOS, on ajoute
également 10 mM de CaGdt 10 pg.mL* de CaM dans la solution. La présence de catalase
et de superoxyde SOD sert a éviter les réactiorasipas avec les especes Gt HO, qui
peuvent étre produites au cours de I'activité d&SN

Les deux cuves sont préincubées 2 minutes a 3748, la@ réaction est déclenchée par
I'addition de 1 a 5 pL de solution de NOS dans uUaecde mesure. La quantité de NOS
ajoutée est ajustée au cours d’essais préliminaifiesd’obtenir une réponse linéaire du
systéme sur environ 3 minutes.

La quantité de Hb©convertie en MetHb, c’est-a-dire la quantité de fd@ne, est donnée
par Aeso1.418= 77 000 mot.L.cmi?, ce qui permet de déterminer la vitesse de foonatie

NO en fonction de la concentration en composé.testé

La répétition de cette expérience avec des coratéris variable en composé a tester permet

de déterminer les constanteg et Vinax associées a ce composé (Annexe 1).
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1.3.3. Test au Fe(DETG)

Le monoxyde d’azote, grace a sa nature radicalestecapable de réagir avec des molécules
qui servent de piégeurs de spspif trap ce qui permet de le détecter indirectement par
spectroscopie RPE (Annexe 2). Par exemple, le aoxaplie diéthyldithiocarbamate ferreux
Fe(DETC) réagit quantitativement avec NO pour former un plexe paramagnétique qui
présente un signal caractéristique en spectros@PEe [191]. L'intensité du signal RPE est
proportionnelle a la quantité d'espece paramagnétiFe(DTEC}NO présente dans

I’échantillon, et donc proportionnelle a la quadtite NO produit.

Figure I.5 : Formation du complexe paramagnétique Fe(DENO)

Le complexe Fe(DETG)étant insoluble dans l'eau pure, on réalise unkeitisa de
Fe(DETC) en présence de BSA (NaDETC 10 mM, sel de Mohr 2, iBBA 2 mg.mLY).
Nous avons Vérifié que la présence de BSA danspecegortions ne perturbe pas le
fonctionnement de NOS.

La solution de Fe(DETG)est mélangée avec une solution contenant les teofac
nécessaires au fonctionnement de iINOS (HEPES 50pi#¥,4, NADPH 1 mM, HB 100
UM, DTT 5 mM, SOD 100 unités.mf, catalase 100 unités.nilfinal) et le composé a tester
comme substrat potentiel en concentration varigk®® uM pour L-Arg ou NOHA, 10 mM
pour les autres composeés). Dans le cas des mamufesmation de NO par eNOS et nNOS,
on ajoute également 10 mM de Caéi 10 pg.mL* de CaM dans la solution. Le mélange est
incubé pendant 2 minutes a 37 °C.

La réaction est déclenchée par I'addition d’envis@®@nM d’enzyme dans I'’échantillon, puis
arrétée par congélation dans I'azote liquide. Lecgp RPE de I'échantillon est enregistré a
80 K £ 5 K (puissance 20,12 mW, fréquence 9,36 Gidadulation : amplitude 1 G et
frequence 100 kHz, atténuation 10 dB).

On réalise également une gamme d’étalonnage esantiicomme référence une solution de
NO obtenue par bullage de NO gazeux dans du tanfgé 100 mM pH=7,4). La

concentration en NO de la solution de référencel@strminée grace au test a I’hémoglobine,
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ce qui permet d’estimer la quantité de NO proddéas I'échantillon contenant le complexe
Fe(DETC).

1.3.4. Détection de la citrulline marquée

Contrairement aux méthodes précédentes, cette deétihe détection de l'activité des NOS
ne repose pas sur la mesure de la quantité de biiipe mais sur la mesure de la quantité
de citrulline formée au cours de la réaction. LaS\N€st incubée en présence d’arginine
marquée, et la quantité de citrulline marquée al#east mesurée par un compteur de

radioactivité.

On incube pendant 5 minutes a 37 °C une solutiortiec@ant les cofacteurs nécessaires au
fonctionnement de iINOS (HEPES 50 mM pH=7,4, NADPrM, H,B 20 uM, FAD 4 uM,
FMN 4 pM, DTT 5 mM) et environ 500 000 cpm de [2,3;°H]L-arginine pour un volume
total de 100 pL. On ajoute aussi de l'arginine noarguée (environ 50 uM) afin de placer
I'enzyme dans les conditions classiquement utifiggsur la conversion du substrat. Dans le
cas des mesures de formation de NO par eNOS et hN@&joute également 1 mM de
CaCl et 10 pg.mL* de CaM dans la solution.

La réaction est déclenchée par I'addition d’envis@nM d’enzyme dans I'échantillon, puis
arrétée par addition de 500 pL de tampon stop@ ééétate de sodium 20 mM pH=5,5, L-
citrulline 1 mM, EDTA 2 mM, EGTA 0,2 mM).

L’échantillon est ensuite déposé sur une petiterow@ contenant 1 mL de résine Dowex AG
50W-X8 (forme N&) qui avait été pré-équilibrée avec du tampon stapélue ensuite avec
1,5 mL de tampon stop. La résine ne retient queetggces chargées positivement, elle
permet donc de séparer I'arginine (marquée ou gongst chargée positivement a ce pH et
donc retenue sur la colonne, de la citrulline (mmésjou non) qui est neutre a ce pH et qui est
éluée.

On préleve 400 pL de filtrat auxquels on ajoute I2 ae scintillant Pico-Fluor 40, ce qui
permet de mesurer la radioactivité de chaque éitloardvec un spectrométre a scintillation
liquide (Packard Tri-Carb 2300). On estime que 985a% de la citrulline produite dans
I'échantillon est éluée, ce qui permet d’estimemlantité de NO produit au cours de la

réaction.
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1.4. Caractérisation des NOS par spectroscopie d’'abrption UV-visible

La spectroscopie d’absorption UV-visible permetbderver les transitions entre les couches
électroniques externes d'une molécule. Les speatfabsorption UV-visible ont été
enregistrés sur un appareil UvikonXL (SECOMAM, Fran

Malgré les étapes de lavage et de dialyse réalmée®nurs du protocole de purification de
INOS,y, il reste possible qu’une faible concentrationdéslle d’'imidazole soit présente dans
la solution finale de iINOs. L'imidazole étant un excellent ligand d’hémeplégsence de ce
composé perturbe fortement les propriétés spedpipees de la protéine. Avant chaque
expérience, I'échantillon de iINQ&utilisé subit donc trois cycles de lavage supplétaiees :
dilution dans le tampon final, concentration en raftfee-0.5, Biomax-30 (Millipore
Corporation, USA) & 5 000 tr.minpendant 10 minutes & 4 °C. Ces derniéres étapes de
lavage permettent a la fois d’éliminer I'imidazoésiduel et de conditionner la protéine dans
le tampon final au pH souhaité contenant éventunglie d’'autres composés et/ou un

cofacteur.

1.4.1. Les espéces ede NOS

Etat natif

A I'état natif, c’est-a-dire en absence de substtatle cofacteur, 'hnéme des NOS est au
degré d’oxydation F& et présente un équilibre entre la forme 5-coomliiérme haut spin,
HS) et la forme 6-coordinée qui comporte une maédieau comme sixieme ligand (forme
bas spin, BS). La forme majoritaire a I'état nat#pend de I'isoforme de NOS considérée :
dans le cas des isoformes INOS et nNOS ['équilifareorise grandement la forme 6-
coordinée BS [192], alors que lisoforme eNOS esfjarmitairement sous la forme 5-
coordinée HS, comme c’est également le cas paaféirme bactérienne bsNOS.

Le spectre d’absorption UV-visible du complexé'F&coordiné BS présente une bande de
Soret dont le maximum se situe a 420 nm (i@@&tive, figure 11.6). Dans ces conditions, la
structure dimérique de I'enzyme est fragile etdapprtion de monomeres et de diméres est
difficile & estimer. Au contraire, le spectre d'ahion UV-visible du complexe Ee5-
coordiné HS présente une bande de Soret dont lemaaxse situe autour de 395 nm et une
bande d’absorption vers 650 nm associée au tramkfaharge (Cys)SFée" (bsNOS native,
figure 11.6).
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Figure 1.6 : Spectres d’absorption UV-visible de 1) iNQ®t bsNOS natives en absence de substrat et de
cofacteur, 2) INO& en présence de 100 uMB] 3) INOS, en présence de 5mM de L-Arg et 100 plyBHet
4) INOS, en présence de 5mM NOHA et 100 u\BHKPi 100 mM, pH 7 ,4).

En présence de cofacteur et de substrat

L’équilibre entre les formes HS et BS est déplagépresence de 4B ou d’arginine qui
favorisent la forme HS [109, 110]. En effet, ladfiton de HB au voisinage du site actif se
fait par I'établissement de plusieurs liaisons logéne a la fois avec des résidus du site actif
et avec les propionates de 'heme (voir 1.3.2.8),d¢placent partiellement la molécule d’eau
qui sert de sixieme ligand au fer et rendent lacstire du site actif et de I'enzyme plus
rigide. Ce phénoméne favorise également la dinté@isales monomeres de NOS. L’ajout
des substrats L-Arg ou NOHA renforce et compléteszau de liaisons hydrogéne au niveau
du site actif, ce qui déplace complétement la mdéd’'eau sixieme ligand du fer.

Aprés ajout de kB en concentrations saturantes dans une solutioiNG&,« native, le
spectre d’absorption UV-visible montre un déplacenue la bande de Soret de 420 nm vers
400 nm et l'appariton & 650 nm de la bande desfmah de charge (Cys)SFe"
caractéristique des espéced' FS (figure 11.6). Une fois le cofacteur,B fixé, I'ajout de L-
Arg ou de NOHA accentue le déplacement de I'équéliers la forme 5-coordinée HS : on
observe un déplacement de la bande de Soret derd@@rs 395 nm (figure 11.6). On estime
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gu’en présence a la fois dgBiet de L-Arg ou de NOHA, la totalité de I'enzymemrésente

sous forme 5-coordinée HS [192].

En présence d’autre composés

Les NOS peuvent fixer le dithiothréitol (DTT) quirfne un complexe Fe6-coordiné BS
caractérisé par un spectre d’absorption UV-visfimésentant deux pics a 375 et 460 nm.
Dans la plupart des expériences réalisées au kaire;ades solutions de 48 sont protégées
de I'oxydation par la présence de 3 mM de DTT, dardque les propriétés redox du DTT
sont incompatibles avec I'expérience.

En présence de/B, la citrulline produite au cours de I'oxydatioa NOHA se fixe a I’heme
et forme un complexe Fe6-coordiné BS (figure 11.7), mais ce complexe ssacie trés vite
avec une constante de dissociation élevée [80].

En présence d'imidazole, les NOS forment un coneled' 6-coordiné BS caractérisé par

un spectre d’absorption UV-visible présentant ungp#28 nm (figure 11.7).

417 - —
|NOSox + Citrulline + H4B| | iNOSOX + Imidazole

Absorbance

400 500 600 400 500 600

Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 11.7 : Spectres d’absorption UV-visible des espéce$ Bbtenues aprés incubation de iNQSvec
1) 5 mM de L-Cit et 100 uM de /B, 2) 3 mM imidazole (KPi 100 mM, pH 7 ,4).

1.4.2. Les espéces Feles NOS, détermination de la concentration en NOS

Le spectre d'absorption UV-visible du complexd'f80 des NOS est caractéristique des
hémoprotéines de la famille des cytochromes P4&8pectre présente en effet un maximum
tres intense autour de 450 nm correspondant aafssition =—n* du complexe. C'est

d’ailleurs la position de ce maximum qui a donndr leom aux cytochromes P450. Dans le
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cas des NOS, le maximum d’absorption du compleXe@ se situe plutdt vers 445 nm
(figure 11.8) et le fort coefficient d’extinctionsaocié a ce pic permet de l'utiliser pour
mesurer la concentration en NOS de la solution.

L’enzyme native F& 6-coordiné BS est incubée directement dans la davenesure 30
minutes a 30 °C dans un tampon contenant le stithsthag et le cofacteur KB (KPi 100
mM pH 7,4, L-Arg 10 mM, BB 100 pM et DTT 3 mM). La position du maximum
d’absorption de la bande de Soret a 395 nm permegedfier que le substrat et le cofacteur

sont bien fixés par I'enzyme (figure 11.8).

Absorbance

Longueur d'onde (nm)

Figure 1.8 : Spectres d'absorption UV-visible de solutions NO&, en présence de L-Arg et,Bl (F€"),
aprés addition d’un excés de dithionite de sodiggi)(et aprés addition de CO gaz {F@0). La saturation de
I'absorbance en-dessous de 390 nm est due a lfatimsodu dithionite.

On ajoute un exceés d’hydrosulfite de sodium sofdithionite de sodium, N&,0,) dans la
cuve de mesure en quartz, ce qui permet de rékeimyme F&' en enzyme Fe Le spectre
d’absorption UV-visible montre un déplacement dbdade de Soret de 395 nm vers 412 nm
(figure 11.8). L’addition de CO gaz par bullagealitement dans la cuve de mesure permet de
former le complexe F'eCO caractérisé par un déplacement de la bandem¢ jBsqu’a 444
nm (figure 11.8). On observe également un épauldérdans la bande de Soret autour de 420
nm, I'absorbance de cet épaulement étant plus ansmotense selon les préparations de
NOS. Comme dans le cas des cytochromes P450, aeleépent correspond a la transition
n—n* du complexe F&CO 5-coordiné lorsque la liaison entre le feraetystéine proximale

a été rompue, il s’agit donc d'une proportion dne qui n'est plus fonctionnelle. La
concentration en NOS fonctionnelle ayant conseavdidison entre le fer et la cystéine

proximale est calculée & partir de la valeur descabance & 444 nra € 74 000 M-.cm™).
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Le rapport des absorptions a 444 et 420 nm varig,5& 4 en fonction de la qualité de la
préparation protéique. Il semble que ce rappottistsinsequement lié aux précautions prises
lors des différentes étapes de la purificationNte%,, en particulier au maintient permanent

des solutions de protéines en dessous d’'une tetupgde 8 °C.

1.5. Caractérisation des espéces fedes NOS par spectroscopie RPE

La spectroscopie de résonance paramagnétiqueadliegte (RPE) permet la détection des
especes paramagnétiques, c’est-a-dire qui possddsrélectrons non appariés ou encore a

spin non nul (Annexe 2).

Tous les spectres ont été enregistrés avec unrepedte RPE Bruker Elexsys 500 équipé
d'une cavité SHQ qui fonctionne en bande X (9,4 LKt muni d'un systeme de
refroidissement a I’hélium liquide. Comme la plupdes spectrometres RPE, le spectrométre
gue nous avons utilisé est construit de maniértecter les espéces a spin demi-entier.

La spectroscopie RPE est donc particulierementqiréé pour I'observation des deux
espéces Fedes NOS [193-197], la forme 6-coordinée bas $pB) @tant de spin S=1/2 et la
forme 5-coordinée haut spin (HS) étant de spin S€Bhnexe 2). Les interactions entre le
fer porteur des électrons non appariés et son amament immédiat (héme et résidus du
site actif) modulent les énergies des états éleicjues du fer et contribuent aux parametres
du signal RPE mesuré. L'analyse du signal RPE pedoec d’obtenir des informations sur
la géométrie de coordination du fer, la nature lilgands, son état de spin et son degré
d’oxydation.

L’écart énergétique entre les différents états pie sles formes HS étant tres faible, la
mesure du signal des formes HS n’est possible goa place I'échantillon a trés basse
température (10 K) ce qui permet de peupler corapient I'état fondamental. En revanche,
I'écart énergétique entre les différents étatspde des formes BS est beaucoup plus grand,
ce qui permet d'observer le signal associé a dapédetures plus élevées : au-dela de 25 K,
seul le signal des formes BS est visible (Annexe 2)

L’échantillon (environ 80 uL) est préparé dans ampon (HEPES 50 mM pH=7,4, glycérol

10 %, NaCl 100 mM) contenant éventuellement deaatefirs et d’autres composés, puis

congelé dans l'azote liquide. La concentrationléren protéine doit étre au moins de 50 uM
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pour obtenir un rapport signal/bruit suffisant. 4pectre RPE de I'’échantillon est enregistré a
10 K + 2 K pour I'observation des especes haut spié&a 35 K £ 5 K pour I'observation des
especes bas spin (puissance 20,1 mW, frequene3H2, modulation : amplitude 5 G et

fréquence 100 kHz).

2. Obtention et caractérisation des analogues de Arg

2.1. Synthese des analogues de L-Arg

Le dioxane et I'éther diéthylique anhydres sonafaiélement distillés sous atmospheére inerte
en présence d’'un mélange de sodium et de benzophéhes réactions chimiques sont
suivies par chromatographie sur couche mince (C&M)es plagues pré-enduites d’'un gel
de silice de 0,25 mm d’épaisseur (Merck 60F254§eélées sous une lampe UV ou grace au
test a la ninhydrine (bain de ninhydrine 1 % dagth&nol, puis chauffage).

Les points de fusion sont déterminés grace a ua Kafler. Les spectres de RMN du proton
sont enregistrés avec un spectromeétre Bruker ARX Mbiz, les déplacements chimiques
sont indiqués en parties par millions (ppm) etisgiit le tétraméthylsilane comme référence
(s : singulet, d : doublet, t : triplet, m : mulap.

Les méthodes de syntheése des guanidines et hydramigjnes réalisées au laboratoire ont
été mises au point par Sylvie Dijol [179, 181, 1834, 198, 199].

2.1.1. Principe de synthése des guanidines

La synthése du motif guanidine repose sur la dulisih d’'un agent de guanylation

électrophile par une amine primaire ou secondaiméophile. Les agents de guanylation les
plus couramment utilisés possedent un motif guaaidiont une des branches est substituée
par un groupe électro-attracteur (bon groupe pamarcapable de stabiliser une charge
négative). Pour une meilleure réactivité de 'agimguanylation, le caractére électrophile du
carbone central peut étre renforcé par conjugaeseec des groupes électro-attracteurs

comme le groupe tertiobutyl-oxy-carbonyl (Boc) coesubstituant des hydrogenes latéraux.
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Figure 11.9 : Différents agents de guanylation utilisés darsylihése des guanidines.

2.1.1.1. A partir d’amines réactives

Les amines primaires de type alkylamines sont sarffiment nucléophiles pour pouvoir

réagir directement avec le chlorhydrate de pyrataetarboxamidine [179, 198].

/—\ \

= +

AN\ N2 A" B NH, =

R, + L R - NTNH, R A
N SN, He SN (WH, NH , HCI N

Figure 11.10 : Synthése d’une guanidine a partir d’'une amineéutile.

L’amine primaire (3,0 mmol) et le chlorhydrate dgrgzole-1-carboxamidine (3,0 mmol)
sont dissous dans 2 mL de N,N-diméthylformamide E)Mnhydre sous atmosphere inerte
(argon ou azote). On ajoute également de la digypethylamine (DIEA, 3,0 mmol). Le
mélange est maintenu sous agitation et sous atramsherte a température ambiante. Le
déroulement de la réaction est suivi par CCM (m@tha %, acétate d'éthyle 95 %).
Lorsque la réaction est terminée, c’est-a-dire@ut de 1 a 4 heures, on ajoute environ 1 a 2
mL d’éther diéthylique anhydre ce qui entrainericpitation du produit brut de la réaction.
Le produit brut est lavé avec environ 5 mL d’étkékthylique anhydre, puis purifié sur
colonne de gel de silice (gradient d’élution de 206 de méthanol dans I'acétate d’éthyle).
Cette étape de séparation doit étre realisée awaccbup de soin car le pyrazole-1-
carboxamidine est un excellent inhibiteur de NOSO0J2 L'évaporation du solvant des
fractions sélectionnées conduit a la formation d'woudre blanche, dont I'analyse montre

gu'’il s’agit du dérivé guanidine recherché [179].

Acide 5-guanidino-pentanoiqugHOOC-(CH),-Gua) : Rendement 68%H RMN (DMSO-
d6) : 11.78 (s, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.17 (s, 4H393(m, 2H), 3.07 (m, 2H), 1.45 (m, 4H).
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n-Pentyl-guanidine (Pentyl-Gua) : Rendement 87 9% RMN (DMSO-d6) : 7.70 (s, 1H),
7.16 (s, 4H), 3.07 (m, 2H), 1.37 (m, 2H), 1.24 @H), 0.89 (t, 3H).

Cyclopropyl-guanidine (Cyclopropyl-Gua) : Rendement 72 %1 RMN (DMSO-d6) : 7.72
(s, 1H), 7.15 (s, 4H), 2.54 (m, 1H), 0.43 (m, 2611 (m, 2H).

2.1.1.2. A partir d’amines faiblement réactives

Les arylamines ne sont pas suffisamment nucléaplpleur réagir directement avec le
chlorhydrate de pyrazole-1-carboxamidine, c’estrgoai nous avons utilisé le N,N’-bis(tert-
butyloxycarbonyl)pyrazole-1-carboxamidine qui estagent de guanylation plus électrophile
et donc plus réactif [179, 199]. La synthese desvée guanidine demande dans ce cas

plusieurs étapes successives.

E\N NH2 BOOZO = . NHBoc BOOZO E\N NHBoc
=\ ZN‘H DIEA =\ g =/ g‘

NH NaH N NBoc

H

= NHBoc N\l//NBoc =
X NH, + | ,N—< —_— + NH
N NBoc DIEA X NHBoc =N
H H +
NYNBOC NYNHZ
/©/ NHBoc HCI /O/ NH,
X X

Figure 11.11 : Synthése d’une guanidine & partir d’'une aminddailent nucléophile.

Syntheése de I'agent de guanylation : N,N’-di(Boc)pwnzole-1-carboxamidine

Le chlorhydrate de pyrazole-1-carboxamidine (6,0afyret le di-tertiobutyl-pyrocarbonate
(Boc,O, 6,0 mmol) sont dissous dans 5 mL de,Cklet 5 mL de DMF séché sur tamis. On
ajoute également du DIEA (6,0 mmol). Le mélangeneintenu sous agitation a température
ambiante pendant 2 heures, et le déroulement daéaletion est suivi par CCM (acétate
d’éthyle 40 %, cyclohexane 60 %). On évapore easlgitsolvant et on redissout I'huile
orange obtenue dans un peu deClkl Le produit brut est purifié sur colonne de gebkdiee

(gradient d’élution de 10 a 30 % d’'acétate d’'éthydes le cyclohexane). L'évaporation du
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solvant des fractions sélectionnées conduit a dandiion d’'un solide blanc, dont I'analyse
montre qu’il s’agit du dérivé mono-substitué dugngle-1-carboxamidine.

Le dérivé mono-substitué obtenu est dissous damsll@ie THF anhydre, puis additionné a
une suspension de NaH (20 mmol) dans le THF anhsamlie atmosphere inerte a 0 °C. Le
mélange est maintenu sous agitation sous atmosptegte dans un bain de glace pendant 30
minutes. On ajoute ensuite du BOcen exces (10 mmol) et on laisse le mélange reeni
température ambiante sous agitation pendant 2 fieuse mélange est ensuite chauffé a
reflux a 65 °C pendant 2 heures. Apres refroidissd de la solution, on ajoute 10 mL d’'une
solution saturée de NaHGQCet on extrait la phase aqueuse avec 3 fois 2@lenCHCl,. La
phase organique est séchée sur Mg&@vaporeée. Le produit brut est purifié sur cokde
gel de silice (gradient d’élution de 30 a 40 % dtate d’éthyle dans le cyclohexane).
L’évaporation du solvant des fractions sélectiosnéenduit a la formation d'une huile
transparente qui cristallise au bout de plusieetgds, dont I'analyse montre qu'il s’agit du

dérivé di-substitué du pyrazole-1-carboxamidine.

Réaction de guanylation et hydrolyse

L’amine (1,0 mmol) et le N,N’-di(Boc)pyrazole-1-texxamidine (1,0 mmol) sont dissous
dans 3 mL de CKCl, anhydre sous atmosphere inerte (argon ou azoé&e)nélange est
maintenu sous agitation et sous atmosphere indamp@érature ambiante, et le déroulement
de la réaction est suivi par CCM (acétate d’ét0e%, cyclohexane 60 %). Lorsque la
réaction est terminée, c’est-a-dire au bout de 28aheures, le milieu réactionnel est
concentré puis purifié directement sur colonneelelg silice (gradient d’élution de 0 a 50 %
d’acétate d’éthyle dans le cyclohexane). L’évaponatlu solvant des fractions sélectionnées
conduit a la formation d’'une poudre blanche, ddamdlyse montre qu’il s’agit du dérivé
N,N’-di(Boc)guanidine recherché.

Le dérivé di-substitué est dissous dans 5 mL déanél auxquels on additionne 5 mL de
HCI 10 M. Le mélange est laissé sous agitatiomgpérature ambiante pendant 30 minutes,
puis le solvant est évaporé. Le résidu obtenuesssous dans 1 mL d’eau puis lyophilisé, ce
qui conduit a la formation d'une poudre blanchentdbanalyse montre qu’il s’agit du
chlorhydrate de la guanidine attendue [179].

Phényl-guanidine (Ph-Gua) : Rendement 54941 RMN (DMSO-d6) : 9.88 (s, 1H), 7.51 (s,
4H), 7.45 (m, 2H), 7.37 (m, 1H), 7.28 (m, 2H).

4-Méthoxyphényl-guanidine (CH;OPh-Gua) : Rendement 71%. Point de fusion : 143-144
°C.'H RMN (DMSO-d6) : 9.62 (s, 1H), 7.31 (s, 4H), 7(t5 2H), 6.99 (d, 2H), 3.76 (s, 3H).
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4-Fluorophényl-guanidine (FPh-Gua) : Rendement 60%. Point de fusion : 18D<C.'H
RMN (DMSO-d6) : 9.93 (s, 1H), 7.48 (s, 4H), 7.26, @&hi).

4-Chlorophényl-guanidine (CIPh-Gua) : Rendement 68%. Point de fusion : 16§-°C.'H
RMN (DMSO-d6) : 10.00 (s, 1H), 7.53 (s, 4H), 7.48 ZH), 7.25 (d, 2H).

A-Trifluorométhylphényl-guanidine (CR:Ph-Gua) : Rendement 58 % RMN (DMSO-
d6) : 9.73 (s, 1H), 7.43 (m, 4H), 7.23 (m, 4H).

4-Nitrophényl-guanidine (NO,Ph-Gua) : Rendement 47 9 RMN (DMSO-d6) : 10.14 (s,
1H), 7.63 (m, 4H), 7.36 (m, 4H).

2.1.2. Cas des guanidines fluorées

La plupart des amines primaires fluorées ne soatdisponibles commercialement. Une
étape supplémentaire de préparation de 'aminda@st nécessaire dans le cas de la synthése
de guanidines possédant une chaine latérale flubeéelérivé bromé correspondant subit
deux substitutions nucléophiles successives, lmigre sert a remplacer le brome par un
meilleur groupe partant (le phthalimide), et la xleme a former le groupe amine sur le

carbone activé.

O O

1) HoN-NH -

FBC\/\/Br + K* N¢© _— FBC\/\/N§’3© # Fsc\/\/NHsJ'V Cl
(e} (e}

Figure 11.12 : Etapes de préparation d’une amine fluorée a puttérivé bromé correspondant.

Le dérivé bromé (1,3 mmol) est mélangé a du phtiidé de potassium (1,8 mmol) dans
15 mL de DMF anhydre sous atmosphere inerte. Lamgeél est laissé sous agitation et sous
atmosphere inerte a température ambiante penddmttés. Le DMF est ensuite évaporé et
le résidu est redissous dans du dichlorométharie,puuifié par chromatographie sur silice
avec le dichlorométhane comme éluant.

Le dérivé phthalimide obtenu (1,2 mmol) est dissdarss 2,5 mL de tétrahydrofurane (THF)
auxquels on ajoute une solution d’hydrazine (7,8afimans 1,5 mL d’éthanol. Le mélange
est laissé sous agitation a température ambiantdapé 15 heures, puis hydrolysé par

addition de 30 mL d’acide chlorhydrique 1 M. Le gipité obtenu est filtré et lavé avec
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environ 30 mL d’acide chlorhydriqgue 1 M. L'aminecherchée se trouve sous forme
protonée dans la phase aqueuse. On ajoute deda daus la phase aqueuse jusqu’a obtenir
un pH de 10, et la phase aqueuse est extraites3af@c du dichlorométhane. L'amine se
trouve maintenant sous forme basique dans la pirgs@ique, qui est séchée sunLBi@; et
filtrée. On ajoute une solution de HCI gazeux dather diéthylique a la phase organique,
qui est ensuite évaporée ce qui conduit a la faomad’une huile incolore dont I'analyse
montre qu’il s’agit de 'amine recherchée sous ferde chlorhydrate.

L’amine obtenue peut ensuite étre mélangée aveagent de guanylation, ce qui permet

d’obtenir le dérivé guanidine recherché [179].

4,4, A-Trifluorobutyl-guanidine (CFs-(CH,)s-Gua) : Rendement 29 %4 RMN (DMSO-d6)
: 7.86 (s, 1H), 7.22 (s, 4H), 3.17 (m, 2H), 2.29 2H), 1.67 (m, 2H).

4,4-Difluorobutyl-guanidine (CH,F-(CHy)s-Gua) : Rendement 25 % RMN (DMSO-d6)
£ 7.79 (s, 1H), 7.19 (s, 4H), 4.43 (m, 2H), 3.28 AH), 1.69 (m, 2H), 1.45 (m, 2H).

2.1.3. Cas de 'agmatine

L’agmatine, ou 4-aminobutyl-guanidine fj(CH,),-Gua), est disponible commercialement
sous la forme de sulfate. Cependant, I'agmatine nterciale peut contenir de faibles
guantités d’arginine. Afin d'éviter que la présend&arginine dans les échantillons
d’agmatine ne perturbe les études réalisées ermmésie NOS, une méthode de préparation
de 'agmatine a été mise au point au laboratoire.

Une solution diluée de Bg®0 dans du dioxane anhydre (10 mmol dans 30 mL) est
additionnée goutte a goutte a 0 °C a une solutef,d-diaminobutane en exces (75 mmol)
dans 30 mL de dioxane anhydre. Le mélange est eminsous agitation a température
ambiante pendant 24 heures. On évapore ensuitexang et le résidu est repris dans 70 mL
d’eau. On élimine le précipité par filtration et fitrat est extrait avec 3 fois 20 mL de
CHCl,, la phase organique est séchée sur Mg3@s évaporée. Le produit brut obtenu est
purifié directement sur colonne de gel de silide ¥8 CHCl,, 15 % CHOH, 5 % NHOH).
L’évaporation du solvant des fractions sélectiosnéenduit a la formation d'une huile
incolore, dont I'analyse montre qu’il s’agit du fireno-4-Boc-aminobutane.

L’amine obtenue est ensuite guanylée suivant ldopode utilisé pour les amines peu

réactives avec le N,N’-di(Boc)pyrazole-1-carboxamedcomme agent de guanylation, puis
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hydrolysée en milieu acide, ce qui conduit a lanfation d’un solide blanc dont I'analyse

montre qu’il s’agit bien de I'agmatine sous formeeathlorhydrate.

4-Aminobutyl-guanidine (H,N-(CH,),-Gua) : Rendement 70%. Point de fusion : 174%fC.
RMN (DMSO-d6) : 8.20 (m, 4H), 7.25 (m, 4H), 3.12,(@M), 2.75 (t, 2H), 1.55 (m, 4H).

A~ NH, _BocO ~_~_ NHBoc
HoN H>N
NHBoc H
NH = Ao~N NBoc =
BocHN/\/\/ 2 + l:\/N—ﬁ _— BocHN \f + _ I/NH
N NBoc DIEA N

NHBoc

H H +
SN NBoc . AN NH;
BocHN \l// o H,N \l//
NHBoc NH,

Figure 11.13 : Méthode de synthése de I'agmatine.

2.2. Détermination du pKa des analogues de L-Arg

2.2.1. Principe : point de demi-équivalence et pKa

Le pKa d’'un acide faible peut étre déterminé gr@cditrage de la forme acide par une base
forte. En effet, pour un couple faible (AHA), le pH est donné par :

A
AH™]

Au cours du titrage, au point de demi-équivaleresedoncentrations en espece acide et en

pH = pKa + lo

espece basique sont égales, donc le pH mesuré pairdeest €gal au pKa du couple. La
principale difficulté consiste a déterminer le poile demi-équivalence avec une précision
suffisante.

Pour les acides faibles dont le pKa est comprigeehtet 7 environ, I'observation directe de

la courbe de titrage permet de déterminer le pdiéguivalence avec une bonne précision
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grace a la présence d’'un saut de pH tres net adtopoint d’équivalence. En revanche pour
les acides faibles dont le pKa est supérieur asalg de pH est peu marqué et pratiquement
invisible pour les pKa les plus élevés. La mesearéacconductivité de la solution au cours du

titrage permet alors de déterminer le point d’églgéxce avec une bonne précision.

2.2.2. Conductivité d’une solution agueuse

Principe

Les ions présents dans une solution aqueuse spablea de se déplacer sous l'effet d'un
champ électriqgue, ce phénoméne est responsable d@eniductance de la solution. La
mobilité d’'un ion dépend de son état de solvatatim sa charge, de la viscosité de la
solution et donc de la température.

Dans I'approximation des solutions faiblement cotigees, la conductivité associée a chaque
ion est proportionnelle a sa concentration das®lation. La conductivité spécifique totale

de la solution dépend donc de la nature des ioésepts en solution (représentée par le
coefficient de conductivité molairg propre a chaque ion), de leur chargeetzde leur
concentrationic

Conductivité spécifique : K=X(AhiXzX%XG)

Titrage d’'un acide

Au cours du titrage d’'un acide (AHpar une base forte (NaOH), on observe deux phases
distinctes, avant et apres le point d’équivaler@a. suppose que le volume v de soude
ajoutée est négligeable devant le volume initidladeolution, c’est-a-dire que le volume total
V de la solution ne varie pas au cours du titrage.

Entre le début du titrage et le point d'équivalentes ions HO ajoutés réagissent
immédiatement avec les ions AHour former les molécules non chargées A Hes ions
Na" ajoutés ne réagissent pas et s’accumulent dassiution. La conductivité totale de la
solution évolue donc linéairement en fonction dlukee v de soude ajoutée et la pente de la
droite obtenue est proportionnellé.@a’) — L(AH™). Aprés le point d’équivalence, les ions
HO et les ions Na ajoutés ne réagissent pas et s’accumulent dansollaion. La
conductivité totale de la solution évolue donc dimément en fonction du volume v de soude

ajoutée et la pente de la droite obtenue est ptiopoelle a(Na") + L(HO).
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Le point d’équivalence du titrage est donc déteémimar lintersection des droites

correspondant a chacune des deux phases du {(tige 11.14).

2.2.3. Mesure du pKa des aryl-guanidines

Le pKa de chaque aryl-guanidine a été déterminéegaé suivi du pH et de la conductivité
lors du titrage d’'une solution d’aryl-guanidine yeon 15 mM dans 10 mL d’eau pure) par
de la soude 1 M. Le bécher contenant la solutidrplesé dans un bain d’eau maintenu a
température ambiante afin de limiter les variatidestempérature au cours du titrage. Le
point d’équivalence est attendu pour un volumeaiels ajoutée d’environ 150 pL, on peut

donc négliger 'augmentation du volume total dedaution au cours du titrage.

Détermination du point de début du titrage

Les aryl-guanidines que nous avons synthétisépsesentent sous la forme de chlorhydrate
de guanidinium. La derniére étape du protocoleyighgse étant une étape d’hydrolyse en
présence de HCI, il est possible que le solidemmbpeésente un certain nombre de molécules
d’'HCI co-cristallisées. En effet, si on réalise tl#age d’'une solution d’aryl-guanidine
préparée sans précaution particuliére, on obserg®but du titrage une augmentation du pH
et une diminution rapide de la conductivité camasti§ues du titrage d'un acide fort par une
base forte.

Afin de déterminer avec précision, le point de déiéel du titrage du guanidinium par la
soude, nous avons ajouté dans la solution envidgunlsde HCI 1M, soit environ 5 mM final.
De cette maniere, la zone de titrage de I'acidedst suffisamment grande pour que le point
de fin du titrage de I'acide fort, correspondantpmint de début du titrage du guanidinium,
soit déterminé avec précision (figure 11.14).

Détermination du pKa

Le titrage du mélange d’acide fort et de guanidmipar la soude présente maintenant 3
zones distinctes (figure 11.14) : une premiére zdeditrage d’acide fort par une base forte,
une deuxieme zone de titrage d’acide faible par bage forte, et une troisieme zone
d’addition de base forte dans une solution indréecourbe représentant la variation de la
conductivité de la solution au cours du titrage tpdanc étre décrite par 3 droites :

I'intersection des deux premieres droites indiquedint de début du titrage du guanidinium
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(Vo), l'intersection de la deuxiéme et de la troisiéanaite indique le point d’équivalence du
titrage du guanidinium (3.
La position précise de ces deux points permet dermdéer le point de demi-équivalence

(V12 9. La valeur du pH en ce point du titrage indiqueectement la valeur du pKa du
guanidinium présent dans la solution.

12

N

(Wo/Sw) 9uARdNPUOD

[N

2_IIII.... Vo | .V

' ed, , .
0 50 100 150 200

Volume de soude ajoutée (uL)

Figure .14 : Titrage d’'un mélange de HCI et de MR-GuaH par NaOH, suivi par pH-métrie et par
conductimétrie.

Les aryl-guanidines Ph-Gua et Blh-Gua ont déja été étudiées et leur pKa a étét décr
10,77 pour Ph-Gua [201] et 9,13 pour MB-Gua [202]. Les résultats que nous avons
obtenus sont résumés dans la table 1.1 et sonberaccord avec les valeurs décrites.

L’erreur sur les valeurs de pKa que nous avons meslest estimée a environ = 0,1 unité.

2.2.4. Estimation du pKa des alkylguanidines par goélation de Hammett

Erreur alcaline

Les électrodes de verre utilisées dans la mesumgHddes solutions aqueuses fonctionnent
sur le principe d’échange des ions'Nai Li* de la surface solide de I'électrode par les ions
H* présents dans la solution. Cet échange local puevane différence de potentiel entre la

paroi interne et la paroi externe de I'électrodedgpend de la concentration en ionsddns
la solution, ce qui permet de déterminer le pH.

Cependant, lorsque la concentration en iohsl&hs la solution devient trés faible (de I'ordre

de 10" a 10" mol.L™Y) et en présence de grandes concentrations efidnsa” ou K" dans
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la solution, les contributions des ions alcalinesdke potentiel mesuré par I'électrode ne sont
plus négligeables et la mesure du pH n’est plusiples L'erreur alcaline des électrodes de
verre rend donc impossible la mesure directe didrsgpérieur a 12 environ.

En raison de cette propriété des électrodes deviem'est pas possible de mesurer le pKa
d’un acide faible par titrage direct si ce pKasegtérieur a 11,5.

Corrélation de Hammett

Une corrélation de Hammett désigne toute relatiaméaire entre des constantes
thermodynamiques ou cinétiques d'une série de ceéampet les parametres électroniques
correspondants.

Différentes corrélations de Hammett ont été déemtancernant le pKa de plusieurs familles
de guanidines mono ou poly-substituées [201, 288h d’affiner ces résultats et de les

rendre utilisables dans le cadre de I'étude detognes de L-Arg, nous avons réalisé une
corrélation de Hammett entre le pKa mesuré pouralg$-guanidines et les parametres
électroniques de chamyp des substituants du motif guanidine [204]. Nousnavégalement

intégré a cette corrélation la valeur de référehcpKa de L-Arg [205].

13

pKa =12,76 - 13,58,
12

11}
pKA

10

9t

n n 1 n 1 n 1 n n
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Paramétre de champ

Figure 11.15 : Corrélation de Hammett entre le pKa des aryl-gliaes et de I'arginine et le parametre
électronique de champ.

La figure I.15 représentant le pKa des aryl-gusr@d et de l'arginine en fonction du
parametre de chamyp montre qu’on obtient une relation linéaire :

pKa =12,76 (£ 0,23) — 13,53 (= 1,36px , R?=0,95.
Nous avons ensuite utilisé les parametres obterace g cette corrélation pour estimer par
extrapolation le pKa des alkyl-guanidines. Les it@ssl obtenus sont résumés dans la table

[I.1. L’erreur sur ces valeurs de pKa est évaluéawaron + 0,5 unité.
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Guanidine o [204] pKymesuré  pKcalculé
Arginine 0.03 12.48 [205]
pentyl-Gua 0.01 12,6
CH,F-(CH,)s-Gua 0.05 12,1
CFs-(CH,)s-Gua 0.07 11,8
cyclopropyl-Gua 0.07 11,8
Ph-Gua 0.12 10.8

CH;OPh-Gua 0.13 11.0

FPh-Gua 0.17 10.8

CIPh-Gua 0.18 10.3

CFRPh-Gua 0.19 10.0

NO,Ph-Gua 0.26 9.3

Table I1.1 : Valeurs des paramétres électroniques de chamipdes pKa des analogues de L-Arg.

3. Mesures biophysiques
3.1. Détermination des constantes d’affinité de NOfour les analogues de L-Arg

La constante d’affinité de NOS pour divers compgs#ig étre déterminée par spectroscopie
UV-visible différentielle [110]. A I'état natif, héme des NOS est au degré d’oxydatiof} Fe
et présente un équilibre entre la forme 5-coordid8edont le pic d’absorption dans I'UV-
visible se situe vers 395 nm et la forme 6-cooreiB& dont le pic d’absorption se situe a
420 nm (voir 11.1.4.1). L’équilibre entre les fors&lS et BS est déplacé en présence e H
ou d’arginine qui favorisent la forme HS, ce quirseluit par un déplacement du pic de Soret
vers 395 nm. La plupart des guanidines analogue&-Aeg provoquent également un
déplacement de I'équilibre en faveur de la forme B8pendant, le spectre d’absorption du
mélange des formes HS et BS et le spectre de maefétiS seule ne sont pas suffisamment
distincts pour permettre de déterminer avec pr@tigjuelle proportion d’enzyme a fixé le

COMpOose.
Mesure de la constante d’affinité de I'imidazole

L’imidazole (ImH) est un ligand d’héme connu potrneéun inhibiteur des NOS. En présence

d’'imidazole, le spectre d’absorption UV-visible d&isolution de NOS présente une bande
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bY

d’absorption a 430 nm caractéristique d'une espéemordinée BS (voir 11.1.4.1).
L’intensité de cette bande d’absorption reflete plmportion d’enzyme complexée par
I'imidazole.

La cuve de référence et la cuve de mesure du speetire UV-visible sont remplies avec
chacune 150 pL d’'une solution tampon (HEPES 50 nif4) contenant 1uM de NOS.
On ajoute des quantités croissantes d’une solafiomdazole dans la cuve de mesure et le
méme volume de tampon dans la cuve de référencead@re a ce que le facteur de dilution
soit le méme dans les deux cuves. On mesure léreifte d’absorbance entre le pic qui
apparait a 430 nm et celui qui disparait vers 480ae qui permet de détermineglH) en

utilisant un modele hyperbolique de type Michaglsnexe 1).

Mesure des constantes d’affinité des analogues deArg

La cuve de référence et la cuve de mesure sonttenaint remplies avec chacune 150 pL
d’'une solution tampon (HEPES 50 mM pH=7,4) cont¢éndpM de NOS et une
concentration d’'imidazole égale a 5 fois la consta®(ImH). L’enzyme est donc saturée en
imidazole. On ajoute dans la cuve de mesure destitggcroissantes du composé dont on
veut mesurer I'affinité et le méme volume de tampans la cuve de référence. On observe
la disparition du pic d’absorption a 430 nm et paption d’'un pic vers 390 a 395 nm, ce qui
indique que le composé ajouté déplace I'équilibeecdmplexation de I'imidazole en se
fixant au niveau du site actif. Cette fois, le gpede la forme BS en présence d'imidazole et
le spectre de la forme HS en présence du compet® dent suffisamment différents pour
que la proportion d’enzyme qui a fixé le composi déterminée avec precision. On peut
alors calculer la constante d’affinité de I'enzypmir le composeé testé en utilisant un modele

de compétition sur un site d’occupation uniqueyge tMichaelis (Annexe 1).

3.2. Etude de iINOS, par spectroscopie Raman de résonance

Les expériences de spectroscopie Raman de résoomanétd réalisées en collaboration avec
le Dr Jérdme Santolini au Laboratoire de Stressdami et Détoxication de I'iBiTec-S au
CEA de Saclay.

La spectroscopie Raman de résonance (RR) est ciméidee de spectroscopie qui permet de
détecter les modes propres de vibration d’'une mtdduar excitation des états électroniques
de cette molécule (Annexe 2). Cette techniquerestutilisée pour obtenir des informations
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détaillées sur la structure des complexes métakigqlans les systémes biologiques, comme
la nature chimique des ligands du métal, la foreelal liaison, les conformations et les
configurations des ligands ou le type et l'intefisttes interactions du meétal avec son
environnement (interactions électrostatiques, di@ss hydrogene) [206-208]. La
spectroscopie RR est en particulier largementsétlidans I'étude des hémoprotéines car les

transitions électroniques sont bien caractériséas gette famille de protéines.

Préparation des échantillons de iNO§ Fe'"

Afin d’éliminer toute trace d'imidazole résiduelrdala solution d’enzyme, I'’échantillon de
INOS,x utilisé subit trois cycles de lavage : dilutiorndde tampon final, concentration en
Ultrafree-0.5, Biomax-30 (Millipore Corporation, B%a 5 000 tr.miit pendant 30 minutes

a 4 °C. Ces étapes de lavage permettent égalemeamnditionner I'enzyme dans le tampon
final (KPi 100 mM, HB 400 uM, DTT 3 mM) au pH souhaité (pH=7,4 saufication
contraire) et contenant selon I'expérience un apnaale L-Arg (20 mM).

L’échantillon est concentré jusqu’a un volume fidal 50 a 60 pL et transféré dans un tube
de quartz. Le tube est scellé grace a un bouchguiesen caoutchouc puis subit 20 cycles de
dégazage : mise sous vide et re-pressurisationaoussphére d’argon. Cette étape permet
d’éliminer le dioxygéne dissous dans la solutian dféviter les phénomenes d’oxydation et
de dégradation de I'échantillon au cours de I'eigrére.

Le tube de quartz contenant la solution de NOSesstiite directement introduit dans le
porte-échantillon du spectrométre Raman.

La concentration finale en NOS dans I'échantillemviron 150 pM) a été optimisée par
I'enregistrement d’une série de spectres RR avé&reites concentrations en NOS. En effet,
si la NOS n’est pas assez concentrée, le signabRast trop faible, mais si la NOS est trop

concentrée, le signal est réabsorbé par la proséiaet de sortir de I'échantillon.

Préparation des échantillons de iNO§ F€e'-CO

Les premiéres étapes de préparation de I'échamtifld-CO sont les mémes que pour
I'échantillon F€' : 3 cycles de lavage, concentration et dégazage.

Une fois I'échantillon conditionné sous atmosph&@rgon, on ajoute 5 pL d’'une solution
concentrée et dégazée de dithionite de sodium (fima¥) directement dans le tube de quartz
au moyen d’une seringue Hamilton© étanche aux gasolution de NOS Fede couleur
brun-rouge devient rouge, ce qui indique que la NBSmaintenant au degré d’oxydation
Fe'. On fait ensuite circuler un courant de CO gazeaxs le tube & la surface de
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I'échantillon pendant 10 minutes. La solution de N@rend une couleur rouge vif
caractéristique du complexe'F€0.
Le tube de quartz contenant I'échantillon condité@rsous atmosphere de CO est ensuite

introduit dans le porte-échantillon du spectrom&agnan.

Matériel utilisé

La longueur d’'onde d’excitation est choisie en farc du spectre d’absorption UV-visible
de I'échantillon (Annexe 2). Les échantillons"Fsont excités par un faisceau incident &
363,8 nm obtenu avec un laser a Argon ionisé (@Gheénnova 90) ce qui permet d’observer
a la fois les vibrations caractéristiques de I'hgatasorption électronique vers 395 nm) et la
vibration Fe-S (absorption électronique vers 34Q.rmes échantillons FeCO dont le pic
d’absorption UV-visible se situe & 445 nm sont #spar un faisceau incident & 441,6 nm
obtenu avec un laser a Helium-Cadmium ionisé (Kimnkg.

Afin d’éviter la photo-oxydation et la dégradatide I'échantillon pendant I'expérience, la
puissance du faisceau incident est maintenue @ufiggia 5 mW gréace a un filtre placé entre
le laser et I'échantillon. Le porte-échantillon également équipé d’'un moteur qui permet la
rotation de I'échantillon sur lui-méme de maniéreeapas exposer toujours la méme partie
de I'échantillon a la lumiére incidente.

Tous les spectres sont enregistrés a 20 °C avepeastrometre Jobin-Yvon T64000 modifié
au laboratoire et équipé d'un détecteur CChgi@ed Coupled Devigede 2000 pixels
refroidi a I'azote liquide. Un filtre holographiqueoupe-bande (Kaiser Optical Systems)
spécifigue de la longueur d’'onde d’excitation perrde rejeter la lumiere diffusée par
I’échantillon par diffusion Rayleigh.

Le spectrometre est relié a un systeme informatpprenettant le pilotage, I'enregistrement

et 'accumulation des données par le logiciel Sgeel 3.03 (Jobin Yvon).

Enregistrement des spectres RR

Un premier alignement du montage optique est &ais utilisant un échantillon d’éthanol.
Le signal Raman de I'éthanol est trés intense depgumet de trouver une géométrie
convenable pour l'acquisition du signal. Un aligeem plus fin est ensuite réalisé avec
I'échantillon de protéine de maniere a optimiser rEpport signal/bruit. Enfin, le
monochromateur du spectrometre est calibré ersanilila longueur d’'onde de la lumiere
d’excitation comme référence. La précision des tspscobtenus dans ces conditions est

estimée a environ 1 ¢h

-74 -



Chapitre Il. Matériel et méthodes

Chaque spectre enregistré est le résultat de ragtation de 40 a 240 spectres obtenus avec
des temps d’exposition de 10 a 30 secondes, sdiéraps d’accumulation total de 20 a 60
minutes pour chaque spectre enregistré. Selon dit&wu rapport signal/bruit, on réalise
ensuite la moyenne de 5 & 20 de ces spectres’afitedir le spectre moyen final.

Le traitement des données par GRAMS/32 (Galactaudtries Corp., USA) permet de
supprimer des contributions parasites (bruit ébeitjue, pixel défaillant) et de corriger la
ligne de base des spectres afin d’éliminer la daution de la fluorescence de I'échantillon.

Aucun des spectres analysés durant ce travailt@’'hssé.

Analyse des données

Les analyses des données ont été realisées esanitiles logiciels GRAMS/32 (Galactic
Industries Corp., USA) et Origin 6.0 (OriginLab @qrUSA).

Dans le cas des pics étroits (largeur inférieurengiron 20 crit), l'identification de la
composante spectrale associée a chaque pic aséeadirectement en approximant le pic par
une fonction gaussienne.

Dans le cas des signaux plus larges et plus complebe signal est déconvolué par
approximations successives en une somme de pladmurtions gaussiennes. Le paramétre
d’initiation du processus d’approximation pour sgion de chaque contribution spectrale
est déterminé en combinant la déconvolution deiEpet I'analyse de la dérivée seconde du
signal. Les différents paramétres de chaque catitbitb gaussienne (position, largeur, et
hauteur) sont ensuite laissés librement évolugujasobtenir la meilleure approximation du
signal initial.

Les difféerentes bandes des spectres RR ont éibugts par analogie avec les données

connues sur INOS et sur les autres isoformes de [ND09-216].

3.3. Etude de iINOS, par spectroscopie ATR-FTIR

Les expériences de spectroscopie ATR-FTIR ont éiéisées en collaboration avec le Dr
Jérbme Santolini au Laboratoire de Stress OxydaDg&toxication de I'iBiTec-S au CEA de
Saclay.

Comme la spectroscopie Raman de résonance, lacgmgtie infrarouge a transformée de
Fourier par réflexion totale atténuée (ATR-FTIR} ase technique de spectroscopie qui
permet de détecter les modes propres de vibratiorednolécule. Cependant, les régles de
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sélection des modes observables par chacune desdgees font que ces deux méthodes de
spectroscopie sont souvent complémentaires (AnBexXea spectroscopie ATR-FTIR est en
particulier largement utilisée pour observer ldxrafions caractéristiques des complexés Fe
CO d’hémoprotéines comme les cytochromes P450 2287-ou les NOS [220-222].

Préparation des échantillons de iNO§ Fe'-CO

Les premiéres étapes de préparation de I'échamtfid-CO pour la spectroscopie ATR-
FTIR sont les mémes que pour la spectroscopie RR.

La chambre du spectrométre a été munie au laboratbiin couvercle en plexiglas qui
permet de la rendre étanche aux gaz. De 10 a ldeldléchantillon sont prélevés avec une
seringue Hamilton© étanche aux gaz et déposésladosme d’'une goutte a la surface du
cristal ZnSe dans la chambre ATR. On fait circuler [éger courant de CO gazeux a la
surface de la goutte pendant 15 minutes, ce qungtea la fois d’assécher, de concentrer
I’échantillon et de saturer la chambre du specttoeren CO.

La chambre est ensuite replacée a l'intérieur éetspmetre pour procéder aux mesures.

Matériel utilisé et enregistrement des spectres ATIRTIR

Tous les spectres sont enregistrés a températi@iaie avec un spectrométre FTIR Bruker
IFS 66/S couplé a une unité ATR (Pike Technologies)spectrométre est relié a un systeme
informatique permettant le pilotage, I'enregistremet I'accumulation des données par le
logiciel OPUS (OPtics Users Software, Brucker).

Chaque spectre enregistré est le résultat de haclation de 20 a 50 interférogrammes,
chaque interféerogramme étant le résultat de 250uressréalisées avec une durée
d’exposition de 1 seconde. Selon la qualité du geppignal/bruit, on réalise ensuite la
moyenne de 2 a 6 spectres afin d’obtenir le spentrgen final. On réalise également un
enregistrement de la chambre du spectrométre acadgui permet d’obtenir le spectre de la
vapeur d’eau.

Le traitement des données par GRAMS/32 (Galactaudtries Corp., USA) permet de
corriger la ligne de base des spectres et d'élimimecontribution de la vapeur d’eau au
signal. Aucun des spectres analysés durant celtréaate lissé.

Analyse des données

Les composantes spectrales des signaux ATR-FTIRtérdéterminées de la méme maniére
que dans le cas des spectres RR, en utilisangilgebOrigin 6.0 (OriginLab Corp., USA).
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3.4. Détermination des potentiels d’oxydoréductionu couple F€/Fe" de INOS,

Les expériences de spectro-électrochimie ont édisé&s en collaboration avec le Dr
Véronique Balland au Laboratoire d’Electrochimie IBtwlaire de I'Université Paris 7 -
Diderot.

Toutes les valeurs de potentiel de solution etatergiel standard sont données par rapport
au potentiel standard de I'électrode normale adogine (ENH). Par défaut, le pH est fixé a
7,4.

3.4.1. Principe et choix du médiateur

Equation de Nernst

Une méthode simple et directe pour mesurer le pieted’un couple redox consiste a
déterminer en conditions d’équilibre a un poterdi@hné quelle fraction est présente sous la
forme oxydée et quelle fraction est présente saudsrme réduite. En effet, le rapport entre
ces deux fractions est déterminé a I'équilibre péguation de Nernst. Pour un couple
Red/Ox de potentiel standard a pH fixé E° qui égwan électrons et dont les deux especes

sont solubles, le potentiel V de la solution aUiifigre est donné par :

o, RT [Ox]
V=B E  NRed]

ol R est la constante des gaz parfaits (8,3146 3.1, T la température en kelvin et F la
constante de Faraday (96 485 C.Mol

En théorie, une seule mesure du rapport des caatiens des espéces oxydées et réduites
pour un potentiel en solution donné suffit doncédedminer le potentiel E® du couple. En
pratique, on réalise une série de mesures pourephgspotentiels en solution de maniére a

déterminer le potentiel E°’ du couple avec une leoprécision.

Le couple iINOS Fe' /Fe"

Les spectres d’absorption UV-visible des espécds &e Fé de NOS possédent des
caractéristiques difféerentes et bien distinctesque permet de déterminer facilement la
proportion de protéine sous forme"Fet sous forme Fedans une solution de NOS. La
mesure du spectre d’absorption UV-visible d’'unaugoh de NOS en fonction du potentiel

de la solution est donc une bonne méthode pourrditer le potentiel du couple Hee".
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Nous avons effectué ces mesures uniguement swnhaide oxygénase de la protéine de

maniere a nous affranchir des propriétés redoxXldeimes du domaine réductase.

2 -
480 nm 537 nm

Absorbance

600 nm

400 500 600 700
Longueur d'onde (nm)

Figure 11.16 : Spectres d'absorption UV-visible des espécé$ @ bleu) et Fe(en rouge) de iNOS en
présence de L-Arg et desBl et points isobestiques du couple.

Choix du médiateur

Pour que la protéine soit en équilibre électrochumi avec les électrodes qui imposent un
potentiel donné a la solution, il est nécessaimgtrduire un médiateur dans la solution. En
effet, les protéines sont des molécules trés gsosssouvent avec une surface chargée en
contact avec la solution. Elles ne sont donc ppalidas d’approcher suffisamment pres de la
surface de I'électrode pour d’échanger directen@nglectrons. Le médiateur est une petite
molécule soluble qui posséde des propriétés retdquiesert de navette dans le transport des
électrons entre la protéine et les électrodes.

Pour que le médiateur soit efficace, il est nédesspl’il soit absolument stable dans les
conditions de I'expérience et que sa cinétique @rapoxydoréduction soit tres rapide afin
de ne pas freiner I'établissement de I'équilibresetution. Il faut également que son propre
potentiel E°’ soit proche de celui de la protéide,maniere a ce que les formes oxydées et
réduites du médiateur soient présentes en quastifésante pour pouvoir assurer
efficacement le transport des électrons entre déépre et les électrodes au moment ou la
protéine passe du domaine de prédominance denfeefoxydée a celui de la forme réduite.
Dans la plupart des études décrivant le potentidydoréduction des NOS, le transport des
électrons dans la solution est assuré par un melaleg médiateurs (anthraquinone-2-

sulfonate, anthraquinone-2,6-disulfonate, 2-hydribydrnaphthoquinone, pyocyanine,
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phénosafranine, résorufine, phénazine, rouge neagreyl-viologene, méthyl-viologéne), de
sorte qu'une large gamme de potentiels est acdessibla mesure [111, 223, 224].
Cependant, la quasi-totalité des médiateurs présedes spectres d’absorption UV-visible
intenses qui recouvrent partiellement ou totalemensignal de la protéine. Le spectre
d’absorption UV-visible de la NOS est dans ce cédud par soustraction du spectre du
meélange de meédiateurs, ce qui induit qu'une tréslefadégradation d’'un ou plusieurs
meédiateurs au cours de I'expérience risque d’imffoetement sur les valeurs calculées de
I'absorption de 'enzyme.

Afin de s’affranchir partiellement de ce probléma, protocole utilisant un seul médiateur a
été mis au point au laboratoire. Le potentiel attepour INOGx a pH=7,4 en présence
d’analogues de L-Arg est estimé approximativemerdprés les données publiées
précédemment pour INQSa pH=7,4 en présence de L-Arg (E* = - 263 mV [)1Les
analogues testés étant assez similaires a L-Aggtien effet probable que les potentiels en
présence des analogues se situent dans la mémejuehe potentiel en présence de L-Arg.
Nous avons donc choisi d'utiliser la phénosafrardgoenme meédiateur (E* = - 255 mV a
pH=7,4). Si I'estimation du potentiel attendu esptéloignée du potentiel réel de la protéine,
'état d’équilibre ne peut pas étre atteint danssddution au cours de I'expérience, et

'expérience doit étre recommencée en présencealitne médiateur.

HoN N NHy + H' + 26 ==—= HZN\(I“I)/NHZ
—
C: :C N
N H

Figure 11.17 : Demi-équation redox de la phénosafranine.

L’évolution de la phénosafranine au cours de I'edgrEe est suivie par la mesure de
'absorbance a 480 nm, ce qui correspond a un Embestique de la protéine (figure 11.16).

L’évolution de la protéine est suivie a 406 nmgoécorrespond a un point isobestique de la
phénosafranine, et a 650 nm ou la phénosafranatesaibe pas (figure 11.18).
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Figure 11.18 : Spectres d’absorption UV-visible des espéeces axy@h bleu) et réduite (en rouge) de la
phénosafranine a pH=7,4 et points isobestiquesdple.

3.4.2. Cellule de spectro-€électrochimie

La cuve

La cellule de spectro-électrochimie utilisée awlakoire a été réalisée sur mesure. Elle est
composeée dans sa partie inférieure d’'une cuve artzystandard (trajet optique de 1 cm) et
dans sa partie supérieure d'un rodage qui permfgrdeer la cellule hermétiquement avec un
bouchon en caoutchouc (figure 11.19). Le bouchanpescé de maniere a laisser passer les
électrodes qui plongent dans la cuve et un finuwa caoutchouc qui sert d’arrivée pour la
circulation du courant d’argon. La sortie d’air esisurée par une petite aiguille de faible
diamétre, ce qui permet de maintenir une légengresision d’argon a I'intérieur de la cellule.
Le maintient strict de 'ensemble du montage sdusoaphére d’argon permet d’'éviter les

réactions parasites avec le dioxygene dissous.

Les électrodes

L’électrode de référence est une microélectrodeAd@||KCl (3 M) (DriRef 2, World
Precision Instruments). Son potentiel, déterminévodtamétrie cyclique, est de 208 mV a
20 °C. Ce potentiel est régulierement veérifié afidviter toute dérive de I'électrode de
référence.

L’électrode de travail est une grille d'or fixéersune structure en polyméthacrylate de
méthyle de maniére a ce que la grille occupe deurd et le fond de la cuve en quartz,
laissant les deux autres faces de la cuve libres lgopassage du faisceau de lumiere du

spectromeétre UV-visible.
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La contre-électrode est un fil de platine reliéagsoblution par un pont salin composé d’un
fritté Vycor (Princeton Applied Research) et d'wbé en Téflon rempli de tampon (KPi
100 mM pH=7,4, NaCl 100 mM). Un petit bouchon eoutahouc assure I'étanchéité de la
contre-électrode et permet le passage d’'un finuwgracaoutchouc qui sert a maintenir une
Iégere surpression d’argon a l'intérieur de I'élede de maniere a éliminer le dioxygéne
eventuellement produit a la surface du fil de pkati

Toutes les électrodes sont connectées a un patattiabriqué au laboratoire. Le volume
d’échantillon nécessaire pour qu’il y ait un bomizet entre les électrodes et la solution est
d’environ 1,4 mL. Un petit barreau aimanté est dépsur le fond de la grille d’or et sert a

assurer I’'hnomogénéité de I'échantillon au courfalgérience.

électrode de référence
contre-électrode

(AglAgCIKCI)
\ / (fil de platine)

sortie électrode de travail

entrée d’argon \ﬂ / (grille d’or)
|

N Py
I
] échantillon
N | /“5,/ (1,4 mL)
4
< b-—— \

trajet optique

Figure 11.19 : Cellule utilisée pour les expériences de spedict®chimie.
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3.4.3. Mesure du potentiel redox de INOS

Préparation des échantillons de iNO§ Fe"

L’échantillon de iNO$; subit d’abord deux cycles de lavage : concentnagio Millipore-30

a 5 000 tr.mift pendant 30 minutes & 4 °C, dilution dans le tamfiea (KPi 100 mM
pH=7,4, NaCl 100 mM, kB 400 uM, L-Arg 5 mM ou analogue de L-Arg 20 mM)e L
tampon ne doit pas contenir de DTT a cause desriptép redox de ce compose.
L’échantillon de INOS; est ensuite concentré jusqu’a un volume final@e b.

Pendant ce temps, 1350 uL de tampon final sangvenepntenant 5 mM de phénosfranine
sont placés dans la cellule de spectro-électroeh#nimis a dégazer sous un courant d’argon.

La cellule est thermostatée a 20 °C.

Cycles de réduction et d’'oxydation

Lorsque la cellule est purgée de toute trace deydene (au bout de 2 heures environ), on
réalise un premier cycle de réduction-oxydatiom afe vérifier le bon fonctionnement du
montage électrique de la cellule. Pendant cetfgeéta spectre d’absorption UV-visible de la
solution est enregistré a intervalles réguliersqae permet de déterminer la position des
points isobestiques du médiateur dans les conditd® I'expérience et de vérifier que le
systeme électrodes-médiateur est bien réversiplar¢f11.18).

On ajoute alors I'échantillon de iIN@Sconcentré dans la cellule grace a une seringue
étanche aux gaz, la concentration finale en iN@8&ns la cellule est de 30 uM environ. Le
spectre d’absorption UV-visible de la solution @réte alors les caractéristiques de INOS
Fé" HS : pic de Soret & 395 nm, présence d’une badbsatption & 650 nm (figure 11.20).
La cellule est a nouveau mise a dégazer sous uargaliargon pendant 1 heure.

Lorsque la cellule est completement anaérobie, amneence I'étude de la vague de
réduction en imposant un potentiel de plus en pddsicteur par paliers de 50 mV. Pendant
cette étape, le spectre d’absorption UV-visiblela@lesolution est enregistré toutes les 2
minutes. Pour chaque palier, on laisse le syst&lei€ sous agitation douce jusqu’a ce que
deux spectres d’absorption successifs soient pamriant superposables et jusqu’a ce que le
potentiel libre de la solution soit égal au potelntimposé par le potentiostat, on considére
alors que le systeme a atteint I'état d’équilibmrespondant a ce potentiel. Le spectre
d’absorption UV-visible de la solution est enregistt le potentiel est amené a la valeur du

palier suivant. Chaque palier nécessite un tempsisie a I'équilibre de 5 a 25 minutes.
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Lorsque le spectre d’absorption UV-visible de lduson n’évolue plus sous l'effet de la
diminution du potentiel imposé, on considere querdgue de réduction est terminée. On
vérifie que le spectre d’absorption UV-visible desblution présente bien les caractéristiques
de INOS, Fé': pic de Soret a 412 nm, absence de bande d’afmo® 650 nm (figure
11.20).

On commence alors I'étude de la vague d’oxydatioimgosant un potentiel de plus en plus
oxydant par paliers de 30 mV. Comme pour la vageieéduction, le spectre d’absorption
UV-visible de la solution est enregistré a chagabep lorsque le systéeme a atteint I'état
d’équilibre. On considére que la vague d’oxydatiest terminée lorsque le spectre
d’absorption UV-visible de la solution n’évolue plisous l'effet de lI'augmentation du
potentiel imposé. On vérifie que le spectre d’apson UV-visible de la solution présente
bien les caractéristiques de INQSF€" : pic de Soret & 395 nm, présence d’une bande

d’absorption a 650 nm (figure 11.20).

0,1
2,0r 650 Nnm
0,05.'._'_._
8 1,5}
S .
o 650 700
S 10
Qo
<
0.5 650 nm
0.0 | e —

400 500 600 700 800

Longueur d'onde (nm)
Figure 11.20 : Spectres d’absorption UV-visible enregistrés ieda vague d’oxydation de INQSn présence
de HB et de FPh-Gua. Pour un potentiel imposé de - ra®0 le spectre montre les caractéristiques d’un

mélange de iINOS F€' et de phénosafranine réduite (rouge). Pour unnfietdmposé de 0 mV, le spectre
montre les caractéristiques d’'un mélange de iN®8" HS et de phénosafranine oxydée (bleu).

Traitement des données

Les absorbances enregistrées a 406, 480 et 650onimcarrigées par soustraction de la
valeur mesurée a 820 nm de maniéere a éliminer iéribation de I'enzyme dégradée qui
précipite petit a petit dans la cellule. L’'expéderest considérée comme valide seulement si

moins de 10 % de la protéine a précipité au coessvdgues de réduction et d’oxydation.
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La solution au début de la vague de réduction laufia de la vague d’oxydation (vers 0 mV)
est considérée comme contenant 100 % de fractigdéexde iINOS et 100 % de fraction
oxydée de phénosafranine. La solution a la finadedgue de réduction ou au début de la
vague d’oxydation (vers - 500 mV) est considérémrme contenant 100 % de fraction
réduite de INO§ et 100 % de fraction réduite de phénosafraninecammparaison de la
valeur d’absorbance mesurée pour un potentiel dvhagec les valeurs mesurées pour ces
deux solutions de référence permet de déterminieaddion de iINOS et de phénosafranine

réduites et oxydées dans la solution pour ce petent

: . _ Abs (V) - Abs (-400mV)
Fraction oxydée (V) “Abs (0 mV) - Abs (-400mV)

L’évolution de la fraction oxydée en fonction dugtiel imposé peut étre modélisée grace a
I’équation de Nernst, ce qui nous permet de détegne nombre n d’électrons échangés par

le couple redox et le potentiel standard a pH=7,41& ce couple.

expn—F (V-E*)
. . RT
Fraction oxydée (V) =
nkF o
1+ eXpT (V-E*)

Le potentiel E°’ représente le potentiel de solufimur lequel la moitié de I'espece est sous
la forme oxydée et I'autre moitié sous la formeuita (fraction oxydée = 0,5). Le nombre n
d’électron échangés est représenté par la perteadeirbe au niveau du point ou le potentiel

imposé vaut E°’.

iNOSOX 1406 nm iNOSOX : 650 nm

S 1,00} o m,

0,75¢

o 0,75F o
$ 3
g 0,50 g 0,50
JBOf -+ JBOf e o1 _
s : E° =-260 mV 5 : E® =-265 mV
2 n=0,97 8 n=0,97
A 0,251 : e 0,251
A :
0,00} o 0,00 o
05 -04 03 02 01 0,0 05 -04 -0,3: 02 01 0,0
Potentiel appliqué / ENH (V) Potentiel appliqué / ENH (V)

Figure 11.21 : Fraction oxydée de iNQgSen présence de phénosafranine, g & de FPh-Gua, mesurée a 406
nm et a 650 nnt vague de réductiom vague d’oxydation), en fonction du potentiel im@akns la solution
(pH=7,4).
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Figure 11.22 : Fraction oxydée de phénosafranine en présendé@8,j, de H,B et de FPh-Gua, mesurée a 480
nm (¢ vague de réductiom vague d’oxydation), en fonction du potentiel im@akans la solution (pH=7,4).

L’expérience est considérée comme valide si, dpae la valeur de E° obtenue pour la
phénosafranine présente une différence avec lavplliée inférieure a 5 mV, et si d'autre
part les valeurs de E° obtenues pour iINO& partir des mesures a 406 et a 650 nm
présentent entre elles une différence inférieut® anV. Pour iINOS,, le nombre théorique
d’électrons échangés entre'Fet Fé est de 1, les valeurs de n mesurées varient @8ret
1,3. Pour la phénosafranine, le nombre théorigakectrons échangés entre la forme oxydée
et réduite est de 2, les valeurs de n mesuréesnvamtre 1,6 et 2,3.
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Importance de la Tyrosine 588 chez nNOS
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La configuration précise des résidus qui entoulenéntre catalytique d’'une enzyme joue un
réle central dans la fonction catalytique de I'eney Chez les NOS, de nombreuses études
réalisées par diffraction des rayons X et par nariage dirigée ont montré que le site actif
est pratiqguement identique pour les différentedorsoes et que plusieurs résidus sont
absolument indispensables a la reconnaissanda étadasformation en NO des substrats.

1. Structure de la partie distale du site actif dedlOS

1.1. Résidus de la partie distale essentiels a ltaité des NOS

L’alignement des séquences des trois isoformes @8 e mammifere montre que les

résidus constituant la partie distale du site astifit extrémement bien conservés d’une
isoforme a l'autre (table Ill.1). Les structuressddifférentes isoformes obtenues par
diffraction des rayons X présentent en effet désssactifs parfaitement superposables, a
'exception d'un résidu aspartate (représenté eu iéble 111.1) commun aux isoformes

NNOS et INOS qui est remplacé par un résidu aspeachez eNOS. Des études par
mutagenese dirigée ont cependant montré que lelaeerpent de ce résidu aspartate par un
résidu asparagine n’a pas d'influence sur la reaimsance et la transformation de L-Arg par
les NOS [225, 226].

nNOS de rat 564 LPAVS NMLLE |GGLE FSACP FSGWY MGTElI GVRDY CDNSR 603
nNOS humaine 568 LPAVS NMLLE |GGLE FSACP FSGWY MGTEI GVRDY CDNSR 607
iNOS de souris 343 LPAVA NMLLE VGGLE FPACP FNGWY MGTEI GVRDF CDTOR 382
iINOS humaine 349 LPAVA NMLLE VGGLE FPCCP FNGWY MGTEI GVRDF CDVOR 388
eNOS bovine 335 LPAVS NMLLE |GGLE FSAAP FSGWY MSTElI GTRNL CDPHR 374
eNOS humaine 333 LPAVS NMLLE |GGLE FPAAP FSGWY MSTEI GTRNL CDPHR 372

Table IIl.1: Alignement des séquences de résidus au voisinagste actif des NOS de mammifere. Les
résidus Gly586, Trp587, Tyr588 (rouge), Glu592 €jost Asp597 (bleu) sont visibles figure Il1.1, rigsidu
Val567 (orange) est visible sur la figure 111.2 (nérotation nNOS de rat).

La stricte conservation des résidus impliqués damositionnement du substrat dans le site
actif montre que le positionnement précis de liairge au coeur de la poche du site actif des
NOS joue un réle prépondérant dans sa métabolisaticNOHA puis en NO. Des études par
mutagenese dirigée ont en particulier montré queédalu Glu592 (numérotation nNOS de

rat, représenté en rose table 11l.1) est absolumécessaire a la fois a la reconnaissance et a
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la transformation de L-Arg par les NOS [227-229sLrésidus Val567 (orange), Tyr588
(rouge) et Argh96 se sont également révelés trgoritmnts pour l'activité catalytique des
NOS [229-234]. L’étude du résidu Val567 est pati@rement intéressante car ce résidu est
conservé chez les NOS de mammifere mais est regnplac un résidu isoleucine chez les
NOS de bactéries [232].

1.2. Positionnement des substrats naturels et desadogues de substrat

Positionnement de L-Arg et de NOHA

Les résidus de la poche distale du site actif d@$ Nont a I'origine d’'un important réseau de
liaisons hydrogene qui confine étroitement l'argaidans une position précise [52-55].
L’extrémité guanidinium de l'arginine est mainterd@ns une position paralléle au plan de
I’'hnéme par deux liaisons hydrogeéne avec le résitb@2 et une avec le résidu Trp587
(numérotation de NNOS de rat), pendant que I'extéémamino-acide est maintenue par des
liaisons hydrogéne avec les résidus Glu592, Asp%RIn478, Tyr588 et avec un des
propionates de I’'heme (figure I11.1).

" Glu592

Figure IlIl.1: Positionnement de l'arginine dans le site acti§ MOS (NNOS de rat), représentation des
principales liaisons hydrogéne entre les résidusitduactif (gris), 'héme (orange) et le substrairg (jaune).

Les structures de NOS obtenues en présence de NfDH#AoNntré que NOHA et L-Arg sont
positionnées pratiguement de la méme maniéere dasisel actif, a I'exception d’'une liaison
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hydrogéne supplémentaire que le groupe OH de ldxgdguanidinium établit avec le résidu
Gly586 [77, 78].

Positionnement des analogues de L-Arg et de NOHA da le site actif

Quelgues guanidines et hydroxy-guanidines non amadies se sont montrées susceptibles
d’étre oxydées en NO par les NOS selon un mécarsemblable a I'oxydation des substrats
naturels L-Arg et NOHA, bien gqu’elles induisent tax de découplage important [178-184].
Cependant, de nombreuses autres guanidines etdyyguanidines ne sont pas substrat des
NOS.

Les données obtenues par diffraction des rayong XMIOS cristallisée en présence de n-
butyl-hydroxyguanidine et d’isopropyl-hydroxyguaime [78] et de eNOS cristallisée en
présence de chlorophényl-hydroxyguanidine [235] tmeot que la partie hydroxy-
guanidinium de ces analogues de NOHA est fixée axipité du fer par des liaisons
hydrogene avec les résidus Glu592, Trp587 et GlyB@énérotation : NNOS de rat) de la
méme maniere que dans le cas de NOHA (figure lIER)revanche le positionnement de la
chaine latérale semble dépendre fortement de saeneliimique : la chaine latérale ne se
positionne pas a proximité des propionates de lhhéamme dans le cas de NOHA, mais elle
se replie en direction d'une poche hydrophobe fermpar deux résidus Pro565 et Val567

situés au-dessus de I'heme (figure 1l1.2).

Val567 N Glna7s Val567 N GIn478
Pro565 Pro565

Asp597
Phe584 g » Jf_ig\;

qvj ; /
¥ sy Guse

R~ i:‘

Ty

A

Figure II.2 : Positionnement de NOHA (A) et de la n-butyl-hydrguanidine (B) dans le site actif de nNOS
[78] et représentation schématique des princigesons hydrogene.

Il n'existe pas a I'heure actuelle de données ffeadiion des rayons X de NOS en présence
de guanidines analogues de L-Arg. Cependant, cobie et NOHA se positionnent de

maniere identique dans le site actif des NOS, amt pgsonnablement supposer que les
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guanidines analogues de L-Arg se positionnent d'omeniere similaire a celle des
hydroxyguanidines analogues de NOHA, c’est-a-diie tg positionnement de I'extrémité
guanidinium est conservé bien que la conformatieradchaine latérale soit susceptible de
varier.

Il a été proposé que ces différences dans le posigiment de la chaine latérale puissent étre
impliquées dans les différences de réactivité olgssr entre les analogues de L-Arg et de
NOHA. Il est cependant plus vraisemblable que Isitmmnement et la réactivité de
I'extrémité (hydroxy)guanidine soit plus importameur la métabolisation du substrat [179-
181, 183].

1.3. Le résidu Tyr588

Les données obtenues par diffraction des rayons ofitrant que le résidu Tyr588
(numérotation NNOS de rat) est en interaction térexvec I'extrémitéa-amino-acide des
substrat L-Arg et NOHA par lintermédiaire d’'uneaiBon hydrogéene entre l'extrémité
hydroxyle du résidu tyrosine et la fonction carbaky du substrat [52-55] (figure 111.1).
Plusieurs études ont été réalisées par mutageirégsedafin de mesurer I'importance de ce
résidu dans l'activité catalytique des NOS : ledants de nNOS Tyr588Phe, Tyr588His et
Tyr588Ser [230] et le mutants de eNOS Tyr357Ph&][281t été étudiés en présence des
substrats naturels L-Arg et NOHA. Les résultatenbs au cours de ces études montrent que
I'affinité des différents mutants pour les substnadturels L-Arg et NOHA est de 3 a 20 fois
plus faible que laffinité de I'enzyme sauvage. foamation de NO a partir de L-Arg est
fortement diminuée par la mutation de ce résidodiyie, mais de maniere intéressante la
formation de NO a partir de NOHA est beaucoup maqiesturbée par la mutation.
Cependant, les différents mutants ont montré des déoxydation du NAPDH supérieurs a
ceux de I'enzyme sauvage, ce qui indique que lmdtion de NO a lieu avec un taux de
découplage éleveé a partir de L-Arg comme a paetiN®OHA.

Ces résultats montrent que le résidu Tyr588 estbitapt pour la reconnaissance et la
transformation des substrats naturels des NOSy'étjaue un role différent dans les deux
étapes du cycle catalytique des NOS. L'étude desations de ce résidu est donc

particulierement intéressante pour une meilleurg@mension du mécanisme des NOS.
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D’autre part, il a été proposé que les étapes alasfert de protons au cours du cycle
catalytigue des NOS impliquent un réseau de li@sgmrogéene constitué par des molécules
d’eau, le substrat, le cofacteugBHet plusieurs résidus du site actif, dont le nesigr588.

Selon la nature de leur chaine latérale, les analbde L-Arg et de NOHA sont susceptibles
ou non d’interagir directement par liaison hydrogevec le résidu Tyr588, ce qui pourrait

expliquer les différences de réactivité observéteees analogues.

Nous avons donc choisi d’étudier deux mutants T§Fe et Tyr588His de nNOS en

présence de guanidines et d’hydroxyguanidines gnakde L-Arg et de NOHA. Ces deux

mutations se traduisent par la délétion du grouperngdroxyle pour Tyr588Phe et par le

remplacement du cycle phénol en cycle imidazole pgtb88His (figure 111.3).

L'objectif de ce travail est de mieux comprendréadois le réle de la chaine latérale du

substrat et du résidu Tyr588 dans le réseau dmliaihydrogéne au sein du site actif et le

réle de ce réseau de liaisons hydrogene dans leséapes du cycle catalytique des NOS.

NH5" NH3* NH5*

"00c y588F 99¢ ys88H  ©9¢

|//Z

NH

OH

Figure 111.3 : Mutations du résidu Tyr588.

2. Caractérisation de la nNOS sauvage et des mutanY588F et Y588H

2.1. Expression et purification des enzymes

La nNOS sauvage et les mutants Y588F et Y588H wnsdrexprimés darts. Coligrace a
des plasmides gracieusement donnés par I'équige 8himizu (Tohoku University, Sendai,
Japan). Les protéines ont été ensuite purifiéesis@ircolonne d’affinité a la calmoduline en

présence de /B dans les conditions expérimentales décrites apitrie 11.1.1.1.
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Le mutant Y588F a été obtenu avec un rendemenlagiena celui de la nNOS sauvage (4 a5
mg de protéine purifiée par litre de culture) etgente une bonne stabilité en solution a
pH=7,4 et a 4 °C, ce qui indique que la mutatio®B3/ n’affecte pas la structure globale de
la protéine. Au contraire, la culture et la pu@dtion du mutant Y588H se sont révélées
beaucoup plus délicates : le mutant Y588H n’a pa ébtenu qu’avec un rendement tres
faible (inférieur a 1 mg de protéine purifiée pitne de culture) et présente une mauvaise

stabilité en solution a pH=7,4 eta 4 °C.

La pureté des échantillons de nNOS obtenus a étfiéeépar électrophorése SDS-PAGE
(voir 11.1.2.2.): comme la nNOS sauvage, les denwtants présentent une bande de

migration majoritaire correspondant a un poids mukire de 150 kDa.

2.2. Caractérisation spectroscopique

2.2.1. Par spectroscopie UV-visible

nNNOS sauvage

A I'état natif, c’est-a-dire en absence de substtatle cofacteur, 'héme des NOS est au
degré d’'oxydation F& et présente un équilibre entre la forme 5-coomlirtS dont le
maximum d’absorption UV-visible se situe vers 395 et la forme 6-coordinée BS qui
comporte une molécule d’eau comme sixieme ligandoat le maximum d’absorption de
situe vers 420 nm (voir 11.1.4.1.). Dans le casl'd®forme nNOS, la forme majoritaire a
I'état natif est la forme BS [56]. L’addition dufe@teur BB déplace I'équilibre en faveur de
la forme HS [110].

Le protocole de purification de nNOS que nous awvatilssé permet d’obtenir nNOS en
présence de cofacteur,Bl (5 pM), ce qui permet de garantir une meilleusbisité de la
protéine au cours des différentes étapes de patrdit. Le spectre d’absorption UV-visible
de la nNOS sauvage telle qu’'obtenue aprés puiificagst présenté figure 111.4 : il montre
une bande d’absorption de Soret trés large aute39% a 405 nm, ce qui indique que la
solution de nNOS sauvage comporte un meélange desxe$oHS et BS avec une grande
proportion de forme HS.

L’addition de dithionite de sodium puis la saturatide I'échantillon en CO provoquent la
formation du complexe BeCO (voir 11.1.4.2.) dont I'absorption UV-visiblesecaractérisée
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par le déplacement de la bande de Soret a 445 amspéctre d’absorption UV-visible du
complexe F&-CO de la nNOS sauvage présente le spectre d'afmofgV-visible attendu

(figure 111.4 : spectre d’absorption différentieliier complexe FeCO par rapport & I'enzyme
a I'état Fd). L'absence d’épaulement & 420 nm indique quedééme n’a pas perdu le lien

entre 'héme et la cystéine proximale, donc qu’elieintégre et fonctionnelle.

0,02 sauvage- 0,02

0,01 001 &=
8 >
@ 7
e o
S 0,00 0,00 &
2 -
< 3

0,01 1-0,01

f Felll f
——F€-co
-0,02F . . . . . . ) ~ 4-0,02
400 420 440 460

Longueur d'onde (nm)

Figure 1114 : Spectres d’absorption UV-visible de nNOS sauvag@mésence de jB a I'état F&' (bleu) et
spectre d’absorption différentielle du complex8-E© par rapport & I'enzyme a I'état'Rgouge).

Mutants Y588F et Y588H

Les spectres d’absorption UV-visible des mutants38f5 et Y588H & I'état Fé tels
gu’obtenus apres purification, c’est-a-dire en enée de EB (5 uM), montrent une bande
d’absorption de Soret tres large autour de 400 @ rth ce qui indigue un mélange des
formes HS et BS en proportions similaires (figuté).

Le complexe FECO du mutant Y588F présente un spectre d’abserptity-visible
semblable a celui de la nNOS sauvage avec un gixsdiption caractéristique a 445 nm sans
épaulement a 420 nm, ce qui indique que la pro&Eshéntegre et fonctionnelle (figure 1115 :
spectre d’absorption différentielle du complex&-B© par rapport & I'enzyme & I'état'ffe
En revanche, le spectre d’absorption UV-visible atunplexe F&-CO du mutant Y588H
montre distinctement deux pics d’absorption : le giabsorption attendu a 445 nm qui
représente la fraction d’enzyme intégre et un fabsbrption a 420 nm caractéristique d’'une
fraction d’enzyme dénaturée ou le lien entre I'héeetde ligand cystéine proximal a été
rompu. Les proportions relatives de ces deux pidigjuent qu’environ la moitié seulement
du mutant Y588H est purifiee sous forme active.dles, la proportion d’enzyme inactive

augmente au cours du temps si on laisse la soldéanutant Y588H a 4 °C.
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Figure IIl.5: Spectres d'absorption UV-visible des mutants nNYEB8F et Y588H en présence deBHa
I'état Fé" (bleu) et spectre d’absorption différentielle dimplexe FE&-CO par rapport a I'enzyme & I'état'Fe
(rouge).

Il est possible que la mauvaise stabilité du mu¥B&8H soit causée par une dimérisation
partielle due a une faible affinité du mutant péeircofacteur EHB. Afin de vérifier cette
hypothése, nous avons augmenté la concentratiaofasteur HB jusqu’'a 100 uM, mais
sans obtenir une meilleure stabilité du mutant ¥b&® solution. La mauvaise stabilité du

mutant Y588H n’est pas causée par une faible &fjmour le cofacteur 4B.

2.2.2. Par spectroscopie RPE

Afin d'étudier plus finement I'équilibre entre lédsrmes HS et BS, nous avons réalisé les
spectres RPE des échantillons de nNOS tels qu’obtaprés purification, c’'est-a-dire en
présence du cofacteunBl (5uM) mais en absence de substrat. La concemirati protéine

de I'échantillon est d’environ 70 uM. L’analyse signal RPE permet en effet d’obtenir des
informations sur la géométrie de coordination dulBenature des ligands, son état de spin et
son degré d’oxydation (Annexe 2). Le spectre RPEé&bhantillons est enregistré a 10 K + 2
K pour I'observation du mélange des formes HS etd@%& 35 K + 2 K ou seul le signal des
formes BS peut étre observé (Annexe 2).

Les spectres RPE des deux mutants et de I'enzyovaga étant enregistrés dans les mémes
conditions expérimentales de concentration d’enzgtrae cofacteur, de température, et avec
les mémes réglages du spectrométre RPE (voir ., lil5est possible de comparer les
intensités respectives des signaux RPE associés méme radical pour chacun des trois

échantillons.
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Enregistrement a 10 K

Le signal obtenu par spectroscopie RPE confirmerdssitats obtenus par spectroscopie
d’absorption UV-visible : en présence de cofactdyB mais en absence de substrat, I'hneme
de nNOS est au degré d’oxydation"Fet présente un équilibre entre la forme 5-coomliné
HS et la forme 6-coordinée BS. Le signal RPE derae HS (S=5/2) est caractérisé par une
rhombicité assez importante avec97,6, g ~ 4,0 et g~ 1,8. Le signal de la forme BS
(S=1/2) apparait vers.g 1,9, ¢ ~ 2,3 et g~ 2,4, mais il est assez difficilement observable
10 K (figure II.6). Ces résultats sont en bon adcavec les résultats décrits pour les
différentes isoformes de NOS de mammifere [56, 193-236].

7,61 10 K

2,32

. 181
' Sauvags

* Y588F

A} %4

' 1 ' ' ' 1 ' ' ' 1 ' ' ' 1 ' '
1000 2000 3000 4000
Champ magnétique ('

Figure 1.6 : Spectres RPE de nNOS sauvage (noir) et des mut&®&8F (rouge) et Y588H (bleu) a I'état
Fe" en présence de,8 & 10 K.

Pour nNOS sauvage (en noir figure II.6), le specetrontre un signal intense associé a la
forme HS a g = 7,61 et un signal tres peu intessea@e a la forme BS a g = 2,32. Pour les
mutants Y588F et Y588H, le spectre montre égaletesntaractéristiques d’un mélange des
formes HS et BS, mais les intensités des signapentifs sont différentes.

Pour le mutant Y588H (en bleu figure I111.6), on eb& un signal d’intensité moyenne a

g = 7,70 caractéristique de la forme HS. L’intehsle ce signal est plus faible que celle du
signal correspondant chez I'enzyme sauvage ce rgligque que la forme HS est moins

présente chez le mutant Y588H que chez I'enzymeagpu En revanche, le signal a g = 2,28
caractéristique de la forme BS est nettement pitense chez le mutant Y588H que chez
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'enzyme sauvage. Ces résultats indiquent que tmsonditions de mesure des spectres
RPE, I'équilibre entre les formes HS et BS est pléglacé en faveur de la forme BS dans le
cas du mutant Y588H que dans le cas de I'enzymeagau

Le signal observé pour le mutant Y588F (en rougeré I11.6) est également caractéristique
d'un mélange des formes HS et BS, mais l'intengégérale du signal est beaucoup plus

faible.

Le signal g ~ 4,0 de la forme HS est souvent difficile a olsseen raison de la présence a
g = 4,3 d’'un signal assez intense (signal marqu@edétoile, figure 11.6) correspondant a
une faible concentration de'FéiS libre dans la solution, c’est-a-dire dans wirennement
rhombique isotrope [195]. Dans le cas des solutdm®OS entiere (domaine oxygénase et
domaine réductase), on observe également un sigeake et trés fin a g = 2 (signal marqué
d’'une étoile, figure II1.6) qui est attribué a uadical de flavo-semiquinone, probablement
FMNH’ [56]. Le signal d’intensité variable a g = 6 (agmarqué d’une étoile, figure I11.6) a
déja été décrit mais n’est pas attribué jusqu’aqe[195]. Il est possible que ce signal
corresponde & de I'néme dissocié de la protéinaéstent dans la solution, le"F&S se
trouve alors dans un environnement de symétrideagdanexe 2).

On peut remarquer que le signal a g = 2 assoaréradical de flavine est intense pour nNOS
sauvage et tres intense pour le mutant Y558F. Autraioe, ce signal est tres faible dans le
cas du mutant Y588H.

Enregistrement a 35 K

Le signal des formes HS n’est pas visible a 35 Kn@e 2), on observe donc uniquement le
signal des formes BS. Pour nNOS sauvage (en rgurdilll.7), le signal enregistré est
d’intensité trés faible, ce qui empéche de déteemprécisément la position des différentes
contributions du signal, seule la partie centralesinal a g = 2,32 peut étre identifiée. Les
spectres enregistrés pour les deux mutants monarerdignal BS beaucoup plus intense
(figure 111.7), ce qui indique que les deux mutaptésentent une proportion de forme BS a
I'état natif plus importante que I'enzyme sauvage.

Le signal observé pour les deux mutants comporecdatributions multiples, en particulier
pour le mutant Y588F (en rouge figure 111.7) avexs dontributions supplémentaires a g =
2,60, 2,39 et 2,30 et pour le mutant Y588H (en Migure IIl.7) qui présente plusieurs
signaux larges. Ces résultats indiquent qu'il exisaisemblablement plusieurs espéeces pour

le complexe BS de chaque mutant.
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Ces résultats sont cohérents avec celui obtenuka étOmontrent que I'équilibre entre les
formes HS et BS est plus déplacé en faveur dertaefdS chez les deux mutants a I'état

natif que chez I'enzyme sauvage a I'état natif.

35K
2,_32 *
M/\'ﬂ Sauvage
2,26 *

187 Y588H

2500 3000 3500
Champ magnétique (G)

Figure 111.7 : Spectres RPE de nNOS sauvage (noir) et des mut&®&8F (rouge) et Y588H (bleu) a I'état
Fe" en présence de,8 a 35 K.

Comme pour les spectres enregistrés a 10 K, omabggalement a 35 K que le signal a
g = 2 associé a un radical de flavine (signal mamjune étoile, figure 111.7) est intense pour
NNOS sauvage et pour le mutant Y588F, alors gstilasent dans le cas du mutant Y588H.
Il est possible que cette différence d’intensidtiise un état d’équilibre du systéme de
flavines du domaine réductase différent chez leamu¥Y588H de chez nNOS sauvage et le
mutant Y588F.

Modifications de la géométrie de I'hnéme

La rhombicité de I'environnement du fer peut évaléée a partir des valeurs mesurées pour
les différentes composantes du tenseur g (Annexe 2)

Pour les formes FeHS, la rhombicité de 'héme est évaluée par lewadu rapport E/D
[237-239] : pour un rapport E/D=0 la géométrie etfaitement axiale, plus le rapport E/D
est grand plus la géométrie est rhombique. Cesiratmlculées (table 111.2) montrent que la
mutation Y588F affecte peu la rhombicité de I'hépse rapport a la nNOS sauvage, en

revanche le mutant Y588H présente une légere augii@nde la rhombicité, ce qui indique
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gue la mutation Y588H provoque un changement sknsi® géométrie du site actif par

rapport a la nNOS sauvage.

Ok oy o, E/D
nNOS 7,61 4,05 1,81 0,074
nNOS Y588F 7,63 4,02 nd 0,075
nNOS Y588H 7,70 3,98 nd 0,078
nNOS [195] 7,65 4,04 1,8 0.075
INOS,, [196] 7,69 4,0 1,77 0,077
eNOS [236] 7,67 4,34 1,84 0,070
P450 [238] 8,02 3,68 1,71 0,090

Table 111.2 : Composantes du tenseur g et paramétres de rhaénpwir les espéces '£e4S de plusieurs
protéines a heme-thiolate (nd=non détecté).

Pour les formes FEBS, la rhombicité de I'environnement du fer esiléée par le calcul du
rapport VA [237-239]. Les parametres de champ rhombique dfeethamp tétraédrique
obtenus (table 111.3) montrent que les formes BS dieux mutants présentent une géométrie
fortement rhombique. Dans les formes BS, le sixiéigend du fer est une molécule d’eau,
ces résultats indiquent donc que les deux mutatdbB88F et Y588H entrainent des
modifications importantes dans la géométrie lochlefer 6-coordiné probablement dues a

des modifications du réseau de molécules d’'eawiawdsl site actif de la nNOS.

(o oy Ok Y A V/IA
nNOS nd 2,32 nd - - -
nNOS Y588F 2,45 2,26 1,92 2,94 6,14 0,479
nNOS Y588H 2,49 2,28 1,87 2,40 5,27 0,455
NNOS [195] 2,43 2,28 1,89 2,01 5,63 0,357
INOS,x [196] 2,42 2,28 1,9 1,98 5,78 0,343
eNOS [236] 2,45 2,3 1,87 1,73 5,23 0,331

Table 111.3: Composantes du tenseur g et paramétres de rhoénpimir les espéces '£aBS de plusieurs
isoformes de NOS (nd=non détecté).

L’ensemble de ces résultats montre que les muta¥&88F et Y588H modifient de maniére
sensible I'environnement du fer et la géométrie’éme a I'état natif de la protéine. Le

résidu Tyr588 n’interagit par directement avec fife&e mais la capacité des mutations de ce
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résidu a modifier I'état de spin et la rhombicitéfdr montre clairement que le résidu Tyr588
est directement impliqué dans la conformation geeclie la poche distale du site actif et de

son réseau de molécules d’eau.

3. Reconnaissance des substrats naturels et d'angles de substrats

3.1. Affinité pour I'imidazole

Comme la nNOS sauvage, les mutants Y588F et Y588Ment en présence d’imidazole un
complexe F& BS. Ce complexe présente en spectroscopie d’aimotpV-visible un pic de
Soret a 430 nm caractéristique des complexes deazyheme-thiolate 6-coordinés avec un
sixieme ligand azoté.

L'affinité des nNOS sauvage, Y588F et Y588H poumidazole a été déterminée par
spectroscopique d’absorption UV-visible différeiéie [110] en utilisant un modéle
hyperbolique de type Michaelis (voir 11.3.1. et ara 1). Les résultats obtenus montrent que
les mutants Y588F et Y588H ont respectivement difi@ta pour I'imidazole 3 fois et 2 fois
plus faible que celle de la nNOS sauvage (tablé)lll

nNOS WT nNOS Y588F  nNOS Y588H
30 uM 100uM 70 uM

Table 111.4 : Constantes de dissociation des nNOS sauvage, Y&B88588H complexées avec I'imidazole.

Cependant, les trois valeurs de pour I'imidazole sont du méme ordre de grandeur. E
effet, 'imidazole se fixe dans la poche du sitéfgar complexation directe avec 'héme en
tant que sixieme ligand du fer. Des modificatiome$ de la conformation du site actif,

comme des changements locaux des résidus susespiiehgager des liaisons hydrogéene,
ne peuvent modifier que Iégerement la capacitéime@hzole a complexer le fer. Seules des
modifications directes de I'heme ou un blocage deingu canal d'acces au site actif sont
susceptibles de modifier de maniére importantdiié de la protéine pour un ligand direct

du fer comme I'imidazole.
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3.2. Affinités pour les substrats naturels et desnalogues de substrats

Les composés testés sont des analogues de L-AigyOHA dont la fonction guanidine ou
hydroxy-guanidine est conservée mais la partie araside modifiée.

Les solutions de nNOS sont préalablement saturées @es concentrations en imidazole
egales a 5 fois la constante de dissociation deyime pour I'imidazole, c’est-a-dire 150 uM
pour la nNOS sauvage, 500 uM pour le mutant Y588858 uM pour le mutant Y588H.
Chacun des composés testés s’est montré capabEplteer I'équilibre de complexation de
I'imidazole en se fixant au niveau du site actd, qui s’observe par la disparition du pic
d’absorption a 430 nm caractéristique du comple$ehBme-ImH et I'apparition d’'un pic
vers 390 a 395 nm caractéristique du complexe HS.

L’affinité des nNOS sauvage, Y588F et Y588H pouifédentes guanidines et hydroxy-
guanidines a donc été déterminée par spectrosapigipsorption UV-visible différentielle
en utilisant un modéle de compétition sur un sikealpation unique de type Michaelis (voir
[1.3.1. et annexe 1). L'erreur sur les valeurs deolitenues est estimée a environ £ 10 %
dans le cas de I'enzyme sauvage et du mutant Y3B8FKevanche dans le cas du mutant
Y588H l'erreur relative est plus importante (jusiytt’ 40 %) en raison de la faible stabilité de

ce mutant en solution.

Les valeurs de Kmesurées sont obtenues sur une échelle de 4 atdrgsandeur (table
[11.5). En effet, les analogues de L-Arg et de NOI&Stés ont tous conduit a la formation
d’'un complexe HS, caractérisé en spectroscopiesdiation UV-visible par un pic de Soret
vers 395 nm, ce qui signifie qu'aucun de ces compogest ligand direct du fer, mais qu’au
contraire ils se fixent tous dans le site actifcgra un réseau d’interactions faibles, comme
des liaisons hydrogéne ou des interactions de \éarWhals, d’'une maniere similaire au
mode de fixation de L-Arg et de NOHA. Des modifioas fines dans ce réseau
d’interactions, dues a des modifications de larh#atérale du compose, a des perturbations
des interactions avec les propionates de I'héme al@s changements locaux des résidus
susceptibles d’engager des liaisons hydrogéne,gm¢ulonc étre responsables de variations
tres importantes dans I'affinité de la nNOS pourdenposé testé.

Affinité pour les substrats naturels

On constate tout d’abord que chacune des trois nB@Eméme affinité pour L-Arg que
pour NOHA, ce qui indigue que le remplacement diotection guanidine par une fonction
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hydroxy-guanidine ne modifie pas de maniére sigaifie le mode de positionnement du
substrat dans le site actif.

En revanche, le mutant Y588F présente une affititdois plus faible et le mutant Y588H
une affinité 100 fois plus faible pour ces deux sitdis que I'enzyme sauvage. La
modification des liaisons hydrogéne entre le ré&88 et la fonction amino-acide du substrat
peut a elle seule expliquer la perte d’affinité rdutant Y588F pour L-Arg et NOHA. La
perte d’affinité encore plus importante du mutari88H pour ces deux substrats est
probablement due au changement de conformationtéuastif observé par RPE pour ce
mutant.

Pour la nNOS sauvage comme pour les deux mutamtspistate également que L-Arg et
NOHA sont les composés les mieux reconnus par fi@ez ce qui indique que I'évolution
du génome des mammiferes a permis d’optimiserletsire protéique des NOS de maniére

a assurer une excellente reconnaissance des $sinstrarels.

KsWT (uM)  Ks Y588F (UM)  Ks Y588H (M)

Arginine 0,12 11 10
Homo-arginine 15 12 140
Arg-COOMe 5,0 30 22
Arg-CO-NH-OH 16 5,6 110
HOOC-(CH)4-gua 10 25 16
NH-(CH,)4-gua 4,9 11 83
NO,-(CH,)s-gua 16 16 14
NO»-(CH,),-gua 26 92 140
CFs-(CHy)s-gua a7 > 500 > 500
HO-(CH,)4-gua 130 > 500 ~500
NOHA 0,14 1,3 10
HOOC-(CH,),-NOHG > 500 > 500 ~ 260
NH>-(CH,),-NOHG 7,7 9,9 18
CFs-(CH,)s-NOHG 36 97 ~ 320
n-pentyl-NOHG 24 150 ~ 480
n-butyl-NOHG 11 19 120
n-propyl-NOHG 10 8,8 15
isopropyl-NOHG 6,0 4.9 14
cyclopropyl-NOHG 16 7,0 14

Table IIl.5: Constantes de dissociation des nNOS sauvage, YB88f588H complexées avec différents
analogues de L-Arg et de NOHA.
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Affinité pour I'homo-arginine

L’homo-arginine est une molécule identique a I'mnge mais pour laquelle la chaine
carbonée qui sépare la fonction guanidine de latimma-amino-acide est plus longue d’un
carbone. Dans le cas de la nNOS sauvage commecdhmnsles deux mutants, on constate
que l'affinité pour I'homo-arginine est 10 fois gléaible que l'affinité pour I'arginine.

On en déduit que la cavité du site actif de la nN&3Ede taille optimale pour assurer la
reconnaissance de 'arginine mais trop petite @@surer une aussi bonne reconnaissance de
I’'hnomo-arginine. L’allongement de la chaine latéralblige en effet 'homo-arginine a
adopter une conformation repliée contrainte st@&mgent de maniére a conserver les liaisons
hydrogene avec les résidus du site actif qui mennent I'extrémité guanidine au voisinage
du fer et I'extrémitén-amino-acide au voisinage des propionates de I'h@tmacture PDB
1DM?7).

On en déduit également que, malgré les distorgioogoquées par les mutations, la taille
globale du site actif ne doit pas varier de manimble entre la nNOS sauvage et les deux
mutants Y588F et Y588H, puisque le rapport desiaé de I'arginine et de ’lhomo-arginine

est le méme pour les trois protéines.

Affinité pour des analogues dont la fonctiorm-amino-acide est modifiée

Dans tous les cas, la modification de la fonctieamino-acide entraine une baisse de
I'affinité de la protéine pour le composé par rappoL-Arg ou & NOHA.

Lorsqu'on remplace l'arginine par son ester métudi (Arg-COOMe), la constante
d’affinité de la nNOS sauvage est multipliée pardcgle du mutant Y588F est multipliée par
30 alors que celle du mutant Y588H est seulemettiphiée par 2. En effet, la fonction ester
est un moins bon accepteur de liaison hydrogendagiosction carboxylate de I'arginine, ce
remplacement a donc un effet important sur la nNA®age ou de nombreuses liaisons
hydrogeéne sont engagées entre le carboxylaterdgsopates de 'héme et les résidus du site
actif, un effet Iégérement moins important sur lkgtant Y588F ou la liaison avec le résidu
588 est manquante, et un effet tres faible surdeant Y588H ou la forte distorsion du site
actif a déja déstructuré le réseau de liaisonsdygre.

Lorsqu’on remplace la fonction carboxylate pardadtion hydroxamate (Arg-CO-NH-OH),
I'affinité de 'enzyme sauvage est divisée par 1416rs que I'affinité du mutant Y588F n’est
divisée que par 5 et celle du mutant Y588H divisée 10. Le mutant Y588F a donc une
meilleure affinité pour l'arginine-hydroxamate qlienzyme sauvage. Il est possible que
I'absence du groupe hydroxyle sur le résidu 58& ¢henutant Y588F permette a la fonction
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hydroxamate d’avoir la place de se positionner daigre a établir des liaisons hydrogene
supplémentaires avec les résidus voisins et lgsaqrates de 'héme, lui assurant une bonne
reconnaissance par la protéine. Au contraire, tkezyme sauvage la présence du groupe
hydroxyle entrainerait une contrainte stérique ptute sur I'extrémité hydroxamate ce qui
induirait la faible affinité de I'enzyme sauvageupae composé.

Dans tous les cas, lorsqu’on supprime la fonctamaxylate ou la fonction amine de L-Arg
ou de NOHA, l'affinité de la NNOS pour le composst gortement diminuée. De méme,
lorsqu’on remplace completement la fonctisamino-acide par un autre groupe fonctionnel,
comme OH, N@ou CFk, on observe une forte diminution de l'affinité desis nNOS pour

le composé jusqu’a une absence de reconnaissanceffef, la délétion d’'une partie de la
fonction a-amino-acide ou son remplacement par un autre gréapctionnel entrainent a la
fois une modification du caractére accepteur oundande liaison hydrogéne du composé et
un changement important de conformation de la ehkitérale, ce qui induit probablement
un réarrangement complet du positionnement delbgoa dans le site actif.

Ces résultats montrent le r6le essentiel de latimma-amino-acide dans la reconnaissance
du composé bien gu’elle n’'intervienne absolumerst giens la transformation du substrat en
NO, ce qui souligne l'importance des interactiors ld fonctiona-amino-acide avec les

propionates de I'heme et les résidus du site actif.

Affinité pour des alkyl-hydroxyguanidines

Nous avons également testé des analogues dérivBOH& pour lesquels la fonction-
amino-acide est completement supprimée. Le modealgon de ces analogues dans le site
actif des NOS est différent du mode de fixation N®HA (voir 1l1.1.2) : I'extrémité
hydroxy-guanidine est fixée a proximité du fer pas liaisons hydrogéne avec les résidus
Glu592, Trp587 et Gly586 comme dans le cas de NQH&is la chaine latérale alkyle ne se
positionne pas a proximité des propionates de léheam contraire elle se replie en direction

d’'une poche hydrophobe au-dessus de ’'héme formeékep résidus Pro565 et Val567.

La longueur de la chaine alkyl semble étre le facttominant dans la reconnaissance des
alkyl-hydroxyguanidines par la nNOS sauvage etl@aideux mutants. On constate que les
trois enzymes ont pratiqguement la méme affinitérges trois alkyl-hydroxyguanidines les
plus petites (cyclopropyl-, isopropyl- et n-profN®HG), ce qui indique que la chaine
latérale de ces composés interagit avec une pdutisite qui est assez peu affectée par la
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mutation du résidu 588, probablement la cavité tygkdobe formée par les résidus Pro565 et
Val567.

Lorsqu’on augmente la longueur de la chaine alkgke contraintes stériques entre la poche
hydrophobe et la chaine alkyle sont de plus en faduss, ce qui diminue I'affinité de la
protéine pour le composé. L'affinité de la nNOSweae et du mutant Y588F reste bonne
pour la n-butyl-hydroxyguanidine, mais est diviggge 10 dans le cas du mutant Y588H.
L’affinité pour la n-pentyl-hydroxyguanidine est peu diminuée par rapport aux plus petits
composés dans le cas de la nNOS sauvage, divisé mhans le cas du mutant Y588F et
divisée par environ 50 dans le cas du mutant Y588Hs résultats montrent que les
changements de géométrie induits par la mutatioB8¥5au niveau du site actif, et plus
particulierement au niveau de la poche hydrophebai faibles : seul le composé le plus
grand est géné dans ses interactions avec la goalrephobe. Au contraire, la mutation
Y588H induit des changements de conformation pilysortants qui affectent 'ensemble du
site actif : seuls les alkyl-hydroxyguanidines lgsis petites sont bien reconnues par le
mutant Y588H.

3.3. Etude de la reconnaissance par spectroscofieE

Afin de compléter I'étude du mode de fixation daalagues de substrats dans le site actif de
la NNOS, nous avons réalisé les spectres RPE d@E sauvage et du mutant Y588F en
présence d’arginine et d’imidazole. Les échantdlafenzyme utilisés contiennent 5uM de
cofacteur HB, I'arginine et I'imidazole sont ajoutés a une centration finale de 10 mM ce
qui permet de saturer I'échantillon. Le spectre RIRE échantillons est enregistré a 10 K £ 2
K pour I'observation du mélange des formes HS etd8% 35 K £ 2 K ou seul le signal des
formes BS peut étre observé (voir 1.1.5.).

Nous n’'avons pas réalisé les spectres RPE du mt&B8H car la préparation des
échantillons nécessite de grandes quantités déipeoiont nous ne disposions pas en raison

des difficultés rencontrées lors de I'expressiodeela purification de ce mutant.

nNOS sauvage

Le signal obtenu par spectroscopie RPE confirmerdssiltats obtenus par spectroscopie
d’absorption UV-visible a température ambiante.effiet en présence du cofactewB-seul
l'intensité du signal a g = 2,32 associé a la forBf® est faible et ce signal disparait

complétement en présence d’arginine (figure 11IBaNns le méme temps, le signal associé a
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la forme HS & g ~ 7,6, intense en présence feddul, devient encore plus intense lorsqu’on
ajoute de l'arginine, ce qui indique que I'équigkentre les formes HS et BS est déplace par
la présence d’arginine qui conduit a la conversleria totalité de la population sous forme
HS.

La rhombicité de la forme HS en présence d’'argimihde HB est [égérement plus grande
gu’en présence du cofacteugBiseul (table I11.6) ce qui montre que ces deuxries HS
sont des formes distinctes.

Comme attendu, I'addition d’imidazole déplace I'dippe entre les formes HS et BS en
faveur de la forme BS (figure 111.8). Cependantsignal associé a la forme HS ne disparait
pas completement, ce qui est en accord avec lig#fde la nNOS beaucoup plus faible pour

'imidazole que pour l'arginine.

ol WT - 10 K WT -35K
7,67
7,66 4,07 2,30
s & : . + ImH
n n n 1 n n n 1 n n n 1 n n n 1 n n n I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 n 1 n
1000 2000 3000 4000 2500 3000 3500

Champ magnétique (G) Champ magnétique (G)

Figure 1.8 : Spectres RPE de nNOS sauvage a I'étdt &e présence de,B (noir), de HB et d'arginine
(rouge), de BB et d'imidazole (bleu).

nNOS WT
O 9 (& E/D
native 7,61 4,05 1,81 0,074
HS + L-Arg 7,67 4,05 1,80 0,075
+ ImH 7,66 4,07 1,82 0,075
o oy Ok V A V/A
native nd 2,32 nd - - -
BS + L-Arg nd nd nd - - -
+ ImH 2,55 2,30 1,84 2,304 4,771 0,483

Table 111.6 : Composantes du tenseur g et paramétres de rhaénbaair les espéces'EélS et BS de la nNOS
sauvage.
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Mutant Y588F

En présence de cofacteusB-iseul, le signal associé a la forme HS a g ~ $t@gsez intense
chez nNOS sauvage et beaucoup plus faible chezutantnY588F, ce qui indique que
I'équilibre entre les formes HS et BS est plus déplen faveur de la forme BS chez les
mutant que chez l'enzyme sauvage. Cependant, tiaddid’arginine provoque le
déplacement de I'équilibre et la conversion detalité de I'échantillon sous forme HS, chez
le mutant Y588F comme chez I'enzyme sauvage, ce’gbserve par la disparition complete
du signal associé a la forme BS et par la fortareurgation du signal associé a la forme HS
(figure I11.9).

Le signal obtenu pour la forme HS du mutant Y58B8Fpeesence d’arginine est trés similaire
au signal de la forme HS I'enzyme sauvage en poésétarginine (tables 111.6 et 11.7). Ces
résultats montrent que le mutant Y588F est capalde fixer I'arginine selon une
conformation trés proche de celle de 'enzyme sgen@en que la conformation du site actif
en I'absence de substrat soit assez différentelteede 'enzyme sauvage.

L’addition d'imidazole déplace I'équilibre entre sleformes HS et BS pratiquement
totalement en faveur de la forme BS, ce qui s’olmsear une forte diminution de lintensité
du signal associé a la forme HS et par une augti@mtinportante de l'intensité du signal
associé a la forme BS (figure 111.9). En I'absedeesubstrat le spectre RPE a 35 K du mutant
Y588F présente des contributions multiples quiquoent qu’il existe plusieurs especes pour
le complexe BS. Au contraire en présence d'imidatelsignal de la forme BS présente une
seule contribution bien déterminée qui montre @usttucture est plus homogéne avec des

interactions plus spécifiques.

7,63 Y588F - 10 K »26 Y588F - 35 K

245 "

" " " " 1 " " " 1 " " " " " " I I I I I I I I I I I
1000 2000 3000 4000 2500 3000 3500

Champ magnétique (G) Champ magnétique (G)

Figure 1.9 : Spectres RPE de nNOS Y588F a I'étal' Fen présence de,B (noir), de HB et d'arginine
(rouge), de BB et d'imidazole (bleu).
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nNOS Y588F
(5 9 9, E/D
native 7,63 4,02 nd 0,075
HS + L-Arg 7,66 4,03 1,80 0,076
+ ImH 7,63 nd nd -
G Oy O« \ A VIA
native 2,45 2,26 1,92 2,94 6,14 0,479
BS + L-Arg nd 2,26 nd - - -
+ImH 2,58 2,31 1,83 2,295 4,602 0,499

Table 111.7 : Composantes du tenseur g et paramétres de rhoénpanir les espéces'F&iS et BS de la nNOS
Y588F.

Ces résultats montrent que, malgré les différemteservées a I'état natif entre la NNOS
sauvage et le mutant Y588F, la conformation adop#gde site actif du mutant Y588F est
tres similaire a celle de I'enzyme sauvage a la @& présence de substrat et en présence
d'un inhibiteur de NOS. Nous pouvons en déduire, qualgré I'absence de I'extrémité
hydroxyle du résidu 588 dans le cas du mutant Y588Fubstrat L-Arg est capable de
structurer fortement le site actif du mutant etcdaduire a une conformation trés proche de

la conformation induite par la fixation de L-Argrdale site actif de 'enzyme sauvage.

4. Effets des mutations sur l'activité enzymatiqueles mutants Y588X

4.1. Méthodes de détection de I'activité NO-synthas

Les résultats d’activité spécifique de formationNi@ que nous avons obtenus ne sont pas en
accord avec les résultats publiés au sujet desmsudb88F et Y588H de nNOS [230].
L’étude précédente réalisée au sujet des mutan@8F®t Y588H de nNOS ne mentionne
gu’une seule méthode de détermination de l'actitécifique de formation de NO : seule la
détection par le test a I'hnémoglobine par suivedirde I'absorption UV-visible a 401 nm a
ete utilisée (11.1.3.2). Nous estimons que cettehowe de détermination de I'activité
spécifique de formation de NO est peu fiable. Eatefabsorption UV-visible de la solution

d’oxyhémoglobine est susceptible de varier assderfeent au cours du temps en absence de
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NO en fonction des produits qui sont ajoutés darsolution. Le suivi de I'absorbance a une
seule longueur d’onde ne permet donc pas de dismbkps dérives du spectre dus a ces

phénomenes complexes de la formation réelle deémaiplobine due a la présence de NO.

C’est pourquoi nous avons mis un soin particuligédfier la validité de nos résultats : nous
avons utilisé trois méthodes différentes afin derhdiner I'activité de formation de NO de la
NNOS sauvage et des mutants Y588F et Y588H.

Nous avons également utilisé la méthode du tedtémbglobine (11.1.3.2) qui consiste a
mesurer la transformation d’oxyhémoglobine en nretbgiobine en présence de NO, mais
nous avons réalisé nos mesures par spectroscdf@esdiielle d’absorption UV-visible en
observant I'apparition symétrique d’'un pic a 401 eind’une vallée a 418 nm. Cette maniére
de mesurer I'apparition de methémoglobine a dengueurs d’onde différentes permet de
s’'assurer que I'évolution du spectre d’absorptioW-uikible est bien causée par la
transformation d’oxyhémoglobine en methémoglobinpas par des réactions parasites. De
plus, nous avons d'une part réalisé chaque mesuren@ns trois fois avec le test a
I'hnémoglobine a deux longueurs d’onde et d’autrd perifié les résultats obtenus grace a
deux autres méthodes de détection de I'activitédy@hase.

Le test au Fe(DETG)1I.1.3.3.) permet de s’assurer que I'espece té&teau bien du NO. En
effet en présence de NO, le complexe ferreux Fe@ETéagit quantitativement pour
former le complexe paramagnétique Fe(DTERD qui présente un signal caractéristique en
spectroscopie RPE [191].

Le test de formation de citrulline marquée (I1.4.Bne repose pas sur la détection du NO
formé mais sur la mesure de la transformation akgihine marquée. Cette méthode présente
donc l'avantage de ne pas étre dépendante desseveeactions que peut subir NO en
solution (1.1.) et qui diminuent potentiellementdaantité de NO mesurée par rapport a la
guantité réelle de NO produite par I'enzyme. Cettghode nécessite néanmoins de disposer
de composés radiomarqués et n'a été utilisée quevgoifier I'activité NO-synthase a partir

du substrat naturel L-Arg.

Les trois méthodes de détection de I'activité N@tsgise que nous avons utilisées (test a
I’'hnémoglobine a deux longueurs d’onde, test au EG{D), et test de formation de citrulline
marquée) ont donné quantitativement les mémestaésul’'activité spécifique de formation
de NO a partir de L-Arg. A partir de L-Arg-CO-NH-Qlde NQ-(CH,)s-gua, de NOHA, de
n-butyl-NOHG, de n-propyl-NOHG, de cyclopropyl-NOH d’'isopropyl-NOHG les deux
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tests utilisés (test a 'hémoglobine & deux longsiedionde et test au Fe(DETL)ont
également donné des résultats similaires. Noussadonc considéré comme valides nos
résultats obtenus avec le test a ’hémoglobine @ dengueurs d’onde pour les autres

analogues d’arginine et de NOHA.

4.2. Activité NO-synthase de nNOS

nNOS sauvage

Les résultats que nous avons obtenus pour I'enzaueage correspondent aux résultats déja
publiés pour cette isoforme de NOS [178]. Tres gaumalogues de L-Arg sont capables
d’étre transformés en NO par nNOS. Seuls les anakgont la fonctiom-amino-acide a
subit les plus faibles modifications (homo-arginiester méthylique d’arginine et arginine-
hydroxamate) sont substrats de NO. Toute autre froatibn de la fonctiorn-amino-acide
conduit a une absence totale de formation de NO.

Au contraire, les analogues de NOHA capables d'étamsformés en NO sont plus
nombreux. La famille des alkyl-hydroxyguanidinesGHCH,)s-NOHG, n-pentyl-NOHG, n-
butyl-NOHG, n-propyl-NOHG, cyclopropyl-NOHG et isapyl-NOHG) comporte de
nombreux substrats de la nNOS sauvage avec desl¢ainansformation compris entre 30 et
70 % de celui de la NOHA. En revanche, les compdsés la fonctiorn-amino-acide a été
modifiée sans étre completement supprimée (HOOGYAMOHG et BN-(CH,),-NOHG)

ne conduisent a aucune formation de NO.

Mutant Y588H
Les mesures réalisées montré que le mutant Y58&Hnqus avons exprimé et purifié est
totalement inactif : aucune formation de NO ou iieiline marquée n’'a été détectée méme

en présence de grandes concentrations de L-Arg 0NNOHA.

Mutant Y588F

Le mutant Y588F présente une activité NO-synthaserésence des substrats naturels L-Arg
et NOHA ainsi gqu'en présence de certains analogless substrats naturels. L’activité

spécifigue du mutant a été comparée pour chaquepasina lactivité spécifique de

'enzyme sauvage (figure I111.10).
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De maniére trés intéressante, le mutant Y588F ssestié capable d’oxyder exactement les
mémes composés que l'enzyme sauvage, mais avetawed’activité 2 a 10 fois plus
faibles. Parmi les analogues de L-Arg, seuls I'haarginine, I'ester méthylique d’arginine et
I'arginine-hydroxamate ont conduit a une formataNO. Parmi les analogues de NOHA,
HOOC-(CH),-NOHG et BN-(CH,),-NOHG ne sont pas substrats mais toutes les alkyl-
hydroxy-guanidines testées conduisent a une foomate NO faible mais mesurable (figure

111.10).
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Figure 111.10 : Activité spécifique de formation de NO a 30 °CldenNOS sauvage et du mutant Y588F a
partir de différentes guanidines et hydroxyguargdirmesurée par le test a I’hémoglobine.

Ces résultats montrent que I'extrémité hydroxylerdsidu Tyr588 n’est pas absolument
indispensable au fonctionnement de nNOS dans lubiEment de chacune des deux étapes
du cycle catalytique. En effet, le mutant Y588F s@me une certaine capacité a transformer
exactement les mémes substrats que nNOS sauvagediges comme hydroxyguanidines.
Cependant, les taux de transformation en NO megaésle mutant Y588F sont nettement
inférieurs a ceux de I'enzyme sauvage, ce qui unglique le groupe hydroxyle du résidu
Tyr888 est probablement impliqué dans la strudmaprécise du site actif et que son

absence empéche un déroulement optimal du cycée/tique.
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5. Conclusions

5.1. Géométrie globale de la protéine

La bonne stabilité en solution du mutant Y588F iaigie ses caractéristiques
spectroscopiques semblables a celles de I'enzymeaga montrent que la délétion du
groupe hydroxyle du résidu 588 n'a pas d’effet majri sur la structure globale de la
protéine ni sur la conformation générale du sitéf.a8u contraire, le mutant Y588H est
beaucoup moins stable en solution que la nNOS gauwvet ses caractéristiques
spectroscopiques montrent que le remplacement die @hénol par un cycle imidazole

modifie a la fois la structure globale de I'enzyatda conformation générale du site actif.

Le résidu tyrosine (pK= 10,46) et le résidu histidine (pks 6,04) sont tous les deux non
chargés a pH physiologique, cependant la tyrosgtdégérement acide avec un caractere
donneur de liaison hydrogéne alors que I'histidiaelégérement basique avec un caractere a
la fois accepteur et donneur de liaison hydrogene.

Les structures de NOS obtenues par diffraction @g®ns X montrent que le groupe
hydroxyle du résidu Tyr588 pointe vers la cavitésite actif ou il peut engager des liaisons
hydrogéne avec des molécules d’eau ou avec leratibse qui contribue a assurer une
structuration optimale du site actif. Les résult@ie nous avons obtenus montrent que la
perturbation de cette structuration par la mutaf®88F n’induit pas de changement majeur
dans la conformation générale de la protéine cangliue que la structuration précise des
liaisons hydrogéne au sein du site actif des N@Stnpas indispensable au bon repliement de
la protéine.

Au contraire du résidu Tyr588 qui ne peut étabdididison hydrogéne qu’avec l'intérieur de
la cavité du site actif, au moins un des deux asod@zote du cycle imidazole de I'histidine
dans le mutant Y588H pointe vers l'intérieur destiaucture protéique ou il peut engager des
liaisons hydrogéne avec les autres résidus quiuestto le site actif. Ces interactions
hydrophiles avec les autres résidus ont probablemewmr effet d’empécher le repliement
optimal de la protéine autour du site actif. LdbRistabilité du mutant Y588H montre que le
mauvais repliement de la protéine autour du sitéf ast suffisamment important pour
entrainer une mauvaise stabilité de I'ensembleadprétéine. Un résidu 588 ne pouvant
engager que des interactions hydrophobes ave@$dus voisins est donc probablement

indispensable a la structuration correcte du stfegbeotéique de nNOS.
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5.2. Structuration du site actif

En absence de substrat

Les résultats que nous avons obtenus par spegiiesdiabsorption UV-visible et par
spectroscopie RPE montrent que , bien qu’elle aorda structure globale de la protéine, la
mutation Y588F a un effet direct sur I'équilibretrenles formes HS et BS de I'heme en
I'absence de substrat. En effet en I'absence dstrsiple groupe hydroxyle du résidu Tyr588
établit une liaison hydrogene avec une moléculewd’présente dans le site actif, ce qui
participe a la structuration d’un réseau de mokdieau au sein du site actif. La délétion de
ce groupe hydroxyle par la mutation Y588F pertutberéseau de molécules d’eau.
L’équilibre entre les formes HS et BS des NOS estvgrné par la présence ou I'absence
d’'une molécule d’eau suffisamment proche du ferrpmauvoir jouer le réle de sixieme
ligand. Le déplacement de I'équilibre entre lesrfes HS et BS en faveur de la forme BS
chez le mutant Y588F montre donc que le changenfiétdat de solvatation du site actif au
voisinage du résidu 588 est suffisamment importaoiir entrainer des modifications

significatives au niveau de I'heme.

Les résultats de ce travail montrent donc a la tpis le résidu Tyr588 est clairement
impliqué dans la structuration précise du réseamdiecules d’eau au sein du site actif des
NOS et que ce réseau de molécules d’eau a undiféet sur I'environnement immédiat du
fer.

En présence de substrat

Malgré les modifications de I'équilibre entre lesrhes HS et BS en absence de substrat, le
mutant Y588F est capable de fixer au niveau desgemactif les substrats naturels de NOS.
Les résultats que nous avons obtenus par spegiiesdéabsorption UV-visible et par
spectroscopie RPE montrent que la fixation de L-dugd’un analogue de substrat provoque
le rétablissement de I'équilibre en faveur de lamf® HS, comme ce qui est observé chez
'enzyme sauvage. La présence d’'un substrat ou a@halogue de substrat dans le site actif
semble donc rétablir les interactions spécifiques@rieur de la cavité, qui adopte alors une
conformation similaire a celle de I'enzyme sauvage.

Le rétablissement de la structuration par la pmsetiun substrat ou d’'un analogue de
substrat n’est cependant pas complet. En effetdesctéristiques RPE du mutant Y588F en
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présence de L-Arg ne sont pas strictement idergiquecelles de I'enzyme sauvage en
présence de L-Arg. Ce résultat montre que I'absdedeison hydrogene entre le résidu 588
et 'extrémitéo-carboxylate de L-Arg entraine des modificatiorgel&s mais tout de méme

suffisamment importantes pour étre sensibles aeanive I'hnéme.

Les résultats de ce travail montrent donc que lestsat est également impliqué dans la
structuration précise du réseau de liaisons hyd®ge sein du site actif des NOS et qu'une
modification de ce réseau au niveau de la chaideala du substrat est capable de modifier
les caractéristiques de I'héme.

Asp597

Glu592

Figure 111.11 : Représentation schématique du réseau de liaisairedene dans le site actif des NOS (nNOS
de rat), impliquant le substrat L-Arg et les résid site actif (gris).

5.3. Reconnaissance et transformation des substratsanalogues de substrats

Nous avons vu que la mutation Y588H entraine priginadnt un mauvais repliement de la
protéine, ce qui expliquerait la mauvaise stabditémutant Y588H. De maniére cohérente,
le mutant Y588H reconnait mal a tres mal les satsinaturels des NOS et la plupart des
analogues testés, et il ne présente aucune tractvité de formation de NO, ce qui montre
gue la mauvaise structure de la protéine induitdgpenutation est trop importante pour que

I'enzyme reste active.

-115-



Chapitre lll. Importance de la Tyrosine 588 cheO®8N\

La mutation Y588F perturbe moins fortement le asitéf de nNOS. La fixation de substrat
ou d’analogue de substrat suffit en effet a rétadali niveau du site actif une conformation
similaire a celle de 'enzyme sauvage. Les résuljae nous avons obtenus montrent que ce
mutant est capable de transformer en NO exactefeeninémes substrats que I'enzyme
sauvage, guanidines comme hydroxy-guanidines, cendigue que la structuration du site
actif induite par la fixation du substrat est uénéént essentiel a I'activité de synthese de NO
de I'enzyme.

Cependant, les taux de transformation en NO mequnéisle mutant Y588F sont nettement
inférieurs a ceux de I'enzyme sauvage. Ces résuftaintrent que le rétablissement de la
structuration du site actif par la présence d’ubsgat ne suffit pas a assurer complétement
les fonctions de I'enzyme sauvage. Nous pouvondéstuire que le groupe hydroxyle du
résidu Tyr888 intervient indirectement dans le dément du cycle catalytique des NOS.
Ces résultats sont en accord avec les donnéegesigui montrent le réle déterminant dans
la synthese et le relargage de NO du réseau d®rnimihydrogene entre les propionates de
I’'héme et le substrat [234, 240].

Il est intéressant de remarquer que, dans le canutant Y588F comme dans le cas de
'enzyme sauvage, le taux de transformation en N&tnpas directement corrélé avec
I'affinité de la nNOS pour le composé. Par exempl&rg et NOHA ont pratiquement la
méme affinité pour le mutant Y588F mais NOHA a anxtde transformation en NO par ce
mutant deux fois plus élevé que celui de L-Arg.r@&me, I'affinité du mutant Y588F pour
NOHA est 10 fois plus faible que l'affinité de I'eByme sauvage, pourtant I'activité de
formation de NO n’est diminuée que d’un tiers. @nstate méme que les composeés qui sont
substrats ne sont pas forcément les composés @equdls 'enzyme a la meilleure affinite.
Ainsi le composé NHK(CH,),-NOHG est mieux reconnu par la nNOS sauvage etliepar
mutant Y588F que la plupart des alkyl-hydroxyguared, pourtant il n’est substrat d’aucune
de ces deux enzymes alors que toutes les alkybkyduanidines le sont.

Ces resultats montent que I'élément déterminant paxydation de la fonction guanidine ou
hydroxyguanidine par nNOS n’est pas la stabilité idéeractions entre le composeé et le site
actif. Il semble en effet que la capacité d'un agat de substrat a étre transformé en NO
dépende beaucoup plus de sa capacité a structurectement le site actif que de sa capacité
a se fixer dans le site actif. De plus, nos rémultzontrent que les interactions entre la chaine
latérale de l'analogue de substrat et le résidubb8grinterviennent directement dans la

structuration correcte du site actif.
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Les résultats que nous avons obtenus montrentmgateque les guanidines sont beaucoup
plus difficilement substrats de NOS que les hydgwanidines. Par exemple, le composé
F3C-(CH,)s-NOHG est substrat de la nNOS sauvage et du m&BBF alors que la
guanidine correspondantgd~(CH,)s-gua ne conduit a aucune formation de NO. Ce #sult
est en accord avec les données publiées [178] strenolairement que les deux étapes du
cycle catalytique des NOS sont différentes. llpessible que la structuration précise du site
actif induite par la fixation du substrat soit 8ifénte dans le cas des guanidines et dans le cas
de hydroxyguanidines, ce qui expliquerait les défices de réactivité observées entre ces

familles d’analogues.

L’ensemble de ces résultats montre que le résidt8Byet le substrat sont deux éléments
essentiels dans la structuration précise du siti€ eicdu réseau de liaisons hydrogéne a
l'intérieur du site actif de nNOS. Des modificatsoiines dans la structuration de ce réseau de
liaisons hydrogene au niveau de la chaine lat@&alsubstrat par modification du résidu
Tyr588 ou par modification du substrat sont capallle modifier les caractéristiques de
’héme, et donc de modifier I'activité catalytiqde nNOS.

Nos résultats montrent également que les deux ®tdpecycle catalytique des NOS sont
manifestement différentes. Il est extrémement lebagque les guanidines et les
hydroxyguanidines induisent des structurations itk &ctif subtilement différentes, et que
ces differences permettent au cycle catalytiquangdieinter deux chemins réactionnels

distincts pour chacune des étapes du mécanisme.
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L'implication de NO dans la régulation de plusiems&nomeénes physiologiques majeurs
chez les mammiferes et son réle dans de nombreaslslogies font de la compréhension
précise du mécanisme des NO-synthases un enjemabt@alogique de premiere importance.
La découverte des pathologies liées a un déregledeehactivité NO-synthase a également
constitué le point de départ de nombreuses étualetsiel but était de trouver de nouveaux
substrats efficaces et des inhibiteurs spécifigiessNOS.

Les analogues des substrats naturels étudiés emuancandidats dans la recherche de
nouveaux substrats se sont révélés étre de boits potir I'étude des différentes étapes du
mécanisme des NOS. Ainsi, nous avons vu au chdflimee la nature de la chaine latérale
du substrat ainsi que les résidus du site actift slBux éléments essentiels dans la
structuration du réseau de liaisons hydrogéne iaudsesite actif des NOS.

L'objectif de ce travail est d'étudier plus précrsgnt les interactions entre I'extrémité

guanidine des analogues du substrat naturel L-Arg site actif des NOS afin de mieux

comprendre le role du substrat dans ce réseaaiderihydrogene, ce qui permettra a la fois
une meilleure compréhension du mécanisme d’oxydal® L-Arg en NO par les NOS et

d’avancer dans la recherche de nouveaux substatN@S.

1. Etude préliminaire : & la recherche de substratsle NOS

1.1. Spécificité de substrats des NOS

Un grand nombre de molécules comportant des famct@NH ou CNOH ont été synthétisés
et étudiés en tant que substrats potentiels des E@®articulier, des composés dérivés de
L-Arg et de NOHA ont fait l'objet de nombreuses hemches : guanidines et
hydroxyguanidines monosubstituées ou disubstitu®ass aussi amidoximes, ketoximes et
aldoximes [178]. Contrairement aux cytochromes Pg&0sont capables de catalyser des
réactions d’oxydation sur un grand nombre de satsstifférents, les NO-synthases ne se
sont révélées capables de catalyser la transfamati NO que d’'un nombre trés limité de
composeés [86, 178] : seuls quelques composés ctempane fonction guanidine [178-180,
241] ou hydroxyguanidine [82, 181-184] se sont m@mnsusceptibles d’étre oxydés en NO
par les NOS.

Difféerentes études ont porté en particulier sur aleslogues de L-Arg et de NOHA dont la

chaine latérale est plus ou moins modifiée : akkomgnt, raccourcissement, cyclisation, ajout
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ou retrait de groupes fonctionnels, remplacement ya groupe phényle portant un
substituant de petite taille. Parmi toutes les gliaes et hydroxyguanidines testées, les
substrats naturels L-Arg et NOHA se sont montrésples efficacement transformés en NO
par les NOS.

La fonction hydroxyguanidine est relativement p&bke et s’oxyde facilement [185, 186] ce
qui rend ces composés peu attractifs pour le dppelment de nouveaux médicaments
donneurs de NO. Les recherches de substrats des’@8nt donc orientées vers la famille
des guanidines qui présentent 'avantage d’'étresnfaicilement oxydables et plus stables en

solution.

1.2. Oxydation de certaines guanidines non amina:z@es par iNOS

De nombreux analogues d’arginine modifiés au nivéd&la chaine latérale ont été testés en
tant que substrats potentiels de iINOS [178, 18B].24

1.2.1. Production de NO

Les guanidines non amino-acides les plus efficaoértransformées en NO sont la 4,4,4-
trifluorobutyl-guanidine et la 4,4-difluorobutyl-gnidine avec environ 40 % d’activité par
rapport & L-Arg, et la nitrobutyl-guanidine avec #Zbd’activité par rapport & L-Arg (table
IV.1). D’autres analogues d’arginine ont égalemeonduit a la formation de quantités
mesurables de NO, comme les 4-fluorobutyl-guanid8)8,3-trifluoropropyl-guanidine, n-
butyl-guanidine, n-pentyl-guanidine et 3-méthylykguanidine avec de 5 a 15 % d’activité
par rapport a L-Arg. Aucune autre modification dechaine latérale de L-Arg n’a permis
d’obtenir une guanidine capable d'étre oxydée engdNOS (table 1V.1).

De nombreux analogues d’arginine de la famille algt-guanidines ont également été testés
en tant que substrats potentiels de INOS. En efflesieurs analogues de NOHA de la
famille des aryl-hydroxyguanidine sont des substdat iINOS [181, 183]. Cependant, aucune
des aryl-guanidines testées n’a conduit a la faonate NO.

Des expériences de contréle ont montré que I'oxgdale ces analogues d’arginine en NO

requiert la présence de NADPH, de € de cofacteur B, qu’elle est insensible a la
présence de SOD ou de catalase et qu’elle estéalphr la présence d€-Nitro-L-Arg qui
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est un inhibiteur de NOS, ce qui indique que I'etyoin de ces guanidines en NO est bien
catalysée au niveau du site actif de INOS et seutirsuivant un mécanisme semblable a

celui de I'oxydation de L-Arg.

% L-Arg % L-Arg
HOOC-(CH,),-Gua <0,5 Cyclopropyl-Gua <0,5
NH,-(CH,)4-Gua 1 Cyclobutyl-Gua <0,5
n-ethyl-Gua <0,5 Cyclopentyl-Gua <0,5
n-propyl-Gua <0,5 CGHCH,),-Gua 12
n-butyl-Gua 6 CE(CH,)s-Gua 41
n-pentyl-Gua 14 CHF(CH,)3-Gua 41
n-hexyl-Gua <0,5 CHF-(CH,)s-Gua 13
CH,=CH-(CH,),-Gua <0,5 CE(CF,),-CH,-Gua <0,5
(CHg3),-CH-(CH,),-Gua 9 HO-(CH),-Gua <0,5
(CHg)3s-C-(CH,),-Gua <0,5 CHD-(CH,),-Gua <0,5
CH;-CH,-CH(CH;g)-CH,-Gua <05 CHD-(CH,)s-Gua <0,5
(CH3),-CH-Gua <0,5 N@(CH,),-Gua 24

Table IV.1: Formation de NO par iNOS a partir d'analogues gitdne (exprimée en pourcentage de la
formation de NO par iINOS a partir de L-Arg) [17822.

1.2.2. Consommation d’électrons et découplage

La production de NO a partir de L-Arg nécessitppart de 3 électrons qui sont fournis par
le NADPH via le domaine réductase (voir 1.3.4.). Le NADPH étamt réducteur a 2
électrons, dans les conditions optimales de fonogment de I'enzyme le rapport entre la
guantité de NO produit et la quantité de NADPH consé est donc formellement de 1,5.
Comme nous l'avons vu dans le chapitre d’introduct{voir 1.4.2.), au cours du cycle
catalytigue des NOS, certaines étapes peuvent betr@p lentes ce qui favorise la
décomposition spontanée des intermédiaires réadism®en espéces activées de I'oxygéene ou
de I'azote et conduit & une consommation de NADE¢#uge sans formation concomitante de
NO. La premiére source possible de découplagetse au niveau du domaine réductase de
'enzyme ou les flavines sont susceptibles de slexyen présence de, @175, 243]. La
deuxieme source de découplage se situe au niveasiteluactif de I'enzyme ou les
intermédiaires catalytiques 'F©, et F&'-OOH peuvent conduire respectivement a la

formation de superoxyde (D) et de peroxyde d’hydrogeéne{Bb) [244, 245].
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En I'absence de cofacteur et de substrat, les N@&Seulent une activité de consommation
d’électrons non nulle. Cette activité est assdaidathez iINOS et eNOS, et importante chez
NNOS. L’addition d’arginine et de B permet de coupler la consommation d’électrons a |
production de NO, ce qui a pour effet d’augmendecdnsommation de NADPH dans le cas
de INOS et eNOS et de la diminuer dans le cas d@hM2, 60, 61, 174, 175, 243].

L’addition d’analogues d’arginine module égalemé&ntconsommation d’électrons, méme
dans le cas ou I'analogue n’est pas capable ddé&tydé en NO. Les valeurs mesurées varient
de 40 % a 200 % de la valeur mesurée en présenteAdg [242], mais il est difficile
d’établir une corrélation entre la structure desla@gues, leur caractéere substrat ou non-
substrat de iINOS et les valeurs de consommatideaiféns mesurées. Les résultats obtenus
montrent toutefois une tendance générale a I'autatien de la consommation d’électrons
en présence des analogues d’arginine. Pour lesqres capables d'étre oxydés en NO, le
rapport entre la quantité de NO produit et la gw@mte NADPH consommé varie de 3 & 18
[242], ce qui suggere que des especes activeesxdgéne ou de I'azote sont également
produites en présence de ces substrats.

Des expériences contrble en présence de SOD, ddasmt de ligands d’héme ou
d’inhibiteurs du domaine réductase ont montré cueptincipale source du découplage
observé se situe au niveau du site catalytiquéedeyme [242] ou les électrons consommés

sont transférés vers le dioxygéne et conduisemfa@rination de @ et de HO,.

1.2.3. Le complexe FeO,

Chez les NOS, le complexe 'F&, formé au cours du cycle catalytique a tendance a s
décomposer spontanément erl' Fet Q" ~ ce qui constitue une source de découplage. La
faible stabilit¢ du complexe f&, oblige les NOS a utiliser un donneur d'électron
auxiliaire, le cofacteur iB, qui est capable de réduire le complex&-®g plus vite qu'il ne
s’autoxyde [108, 113, 114, 116-119]. Cette failibbsité a egalement pour conséquence le
fait que le complexe EeO, est le dernier intermédiaire catalytique facilemebservable
chez les NOS (voir 1.3.4.).

Stabilité du complexe F&-O,

La dihydrobioptérine (KB) est un analogue de4Bl qui n’est pas capable de transférer un
électron au complexe E®,. Des études de cinétique rapide en présenceB@ermettent
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donc d’'observer le cycle catalytique des NOS jusdaiformation du complexe £©,, dont

on peut alors suivre la cinétique d’autoxydatiobd,1118, 246].

La présence d’arginine dans le site actif de I'eneypermet de stabiliser le complexé &
[113] probablement par l'intermédiaire de liaisdnglrogéne engagées avec le dioxygene.
Les études de cinétique rapide en présence,BeeHde différents analogues d’arginine ont
montré que la présence de ces guanidines darte lactif de 'enzyme est également capable
de moduler la vitesse d'autoxydation du complext®e[180, 242] : en présence dalkyl-
guanidines, le complexe €, se décompose environ 10 fois plus vite qu'en prEse
d’arginine, la déstabilisation du complexe"f@ est encore plus importante en présence
d’aryl-guanidines ou la décomposition peut étregya 100 fois plus rapide qu’en présence

d’arginine.

Activation du complexe F&-0,

Les études en présence dgBHpermettent de mesurer la vitesse d’activatiorcduoplexe
Fe'-0,, c’est-a-dire sa conversion en intermédiaire gtitale compétent pour la poursuite
de la réaction [118, 180].

La vitesse d’activation du complexe'F@, en présence d’arginine est environ 100 fois plus
grande que la vitesse d’autoxydation, ce qui ekt avec le fait que le découplage est
tres faible en présence d’arginine. En revancheyrésence d’alkyl-guanidines, I'activation
du complexe FEO, n'est environ que 10 fois plus rapide que sa d@usition en F& et

O," , ce qui explique les valeurs élevées de découptdngervées avec ces analogues

d’arginine.

1.3. Objectifs

Les études préliminaires de I'oxydation de difféseanalogues d’arginine par iNOS ont
montré que I'oxydation de la fonction guanidineNsd par les NOS semble plus difficile que
I'oxydation de la fonction hydroxyguanidine. Enetffles guanidines substrats de NOS ont
été trouvées en nombre beaucoup plus faible qubyldxyguanidines substrats de NOS.
Ainsi, aucune aryl-guanidine n’a conduit a la fotima de NO alors que plusieurs aryl-
hydroxyguanidines sont substrats des NOS.

Ces études ont également montré qu'il existe dedgs différences de comportement entre
les différentes guanidines analogues d’arginin@sijuelques alkyl-guanidines non amino-
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acides ont pu étre transformées en NO par iINOS ajolaucune des aryl-guanidines testées
n’a conduit a la formation de NO.

Ces différences de réactivité ne sont manifesteip@stcorrélées a des difféerences majeures
de positionnement de I'extrémité guanidine au nivela site actif (voir IV.2.1.) ni aux
différences d’affinité de I'enzyme pour ces compogé79, 242]. Les différences de
réactivité observées entre les analogues d’argisimé donc encore mal comprises, ce qui
constitue un obstacle a la conception de nouvealbstiats de NOS.

Plusieurs hypothéses ont été formulées pour exgliqes différences de réactivité. La
modulation de la consommation d’électrons en pi@sates analogues d’arginine pourrait
étre reliée a une modification du potentiel de i@ Dans le méme temps, les différences
observées dans les cinétiques de décomposition’agtivdtion du complexe FeO,
pourraient provenir d’'une modification du caractéomneur du thiolate proximal, ou encore
de changements dans les étapes de transfert dmpiahis aux différences d’acidité entre les
analogues d’arginine.

L’étude des interactions entre difféerents analogdesginine et le site actif des NOS
permettrait de confirmer ou d’'infirmer ces hypo#met de mieux comprendre les parametres

qui déterminent la réactivité des substrats de NOS.

D’autre part, malgré les nombreuses études réal@éesujet du mecanisme d’oxydation de
L-Arg par les NOS, le déroulement précis du cydtalytique est aujourd’hui encore tres
mal connu, comme nous l'avons vu dans le chapitmetraduction (voir 1.3.4.). En
particulier, les processus de transfert de protguissont supposeés jouer un role majeur dans
la formation des especes oxydantes, dans la distinentre les deux étapes du mécanisme et
dans les phénomeénes de découplage, ne sont topgmigducidés.

L’étude des interactions entre différents analogd@sginine, substrats et non-substrats,
possédant des pKa différents, permettrait de msamprendre l'importance du pKa du
substrat dans les étapes de transfert de prototianst|’ensemble du cycle catalytique des
NOS.

L’objectif de ce travail est donc d’étudier leserdctions entre des analogues du substrat
naturel L-Arg et le site actif de iINOS afin de miecomprendre d’'une part la cause des

différences de réactivité observées entre lesrdiité analogues de L-Arg et d’autre part le

réle du substrat et plus particulierement du pKasdhbstrat dans le cycle catalytiqgue des

NOS.
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2. Choix des analogues d’arginine étudiés

2.1. Positionnement des analogues d’arginine dars site actif des NOS

Comme nous l'avons vu au chapitre 111.1.2., lesrdims obtenues par diffraction des rayons
X de NOS cristallisées en présence de quelqueskyguanidines [78, 235] montrent que la
partie hydroxy-guanidinium de ces analogues de N@4fixée a proximité du fer par des
liaisons hydrogéne avec plusieurs résidus prochdhéme de la méme maniére que NOHA
(figure 1V.1). En revanche le positionnement deHaine latérale semble dépendre fortement
de sa nature chimique : dans le cas d'un analogud@HA possédant une chaine latérale
hydrophobe, celle-ci ne se positionne pas a pragides propionates de 'heme comme dans
le cas de NOHA, mais elle se replie en directiaimd’ poche hydrophobe formée par deux
résidus Pro565 et Val567 situés au-dessus de I'tféguee IV.1).

Val567 N Glna7s Val567 N GIn478
Pro565 Pro565

Asp597
Phe584 g » Jf_ig\;

N F sy Glusoz

A

Figure IV.1 : Positionnement de NOHA (A) et de la n-butyl-hydrguanidine (B) dans le site actif de nNOS
[78] et représentation schématique des princigesons hydrogene.

Il n’existe pas a I'heure actuelle de données feadiion des rayons X de NOS en présence
de guanidines analogues de L-Arg. Cependant, lestéaistiques spectroscopiques de iINOS
en présence de différents analogues d’arginine][8#ihtrent que le mode de fixation de
I'extrémité guanidine de ces composeés est tredamn@a celui de L-Arg. En outre, toutes ces
guanidines sont capables de provoquer le dépladetoiah de I'équilibre entre les formes
HS et BS de I'héme Feen faveur de la forme HS (voir 11.1.4.1.).

De plus, comme L-Arg et NOHA se positionnent de ima@nidentique dans le site actif des
NOS, on peut raisonnablement supposer que les djonasi analogues de L-Arg se

positionnent d’'une maniére similaire a celle dedrbyyguanidines analogues de NOHA,
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c'est-a-dire que le positionnement de I'extrémitgamgdinium est conservé bien que la

conformation de la chaine latérale soit susceptiblearier.

COO
H +
+H3N)\/\/N\’4NH2
NH,
Arginine
H NH,* FH,C H NH,*
N \’4 2 2NN \’// 2
H NH, NH,
N.__NH,"
¢ Y 2 pentyl-Gua CH,F-(CH,):-Gua
e FsC H NH," H NH,*
Alkyl-guanidines AN \’% 2 > \’& 2
NH, NH,
CF;-(CHy)s-Gua cyclopropyl-Gua
§ H NH,*
N.__NH,* \’& 2
©/ ﬁz \O/©/ NH>
Ph-Gua CH3;0OPh-Gua
N NH* N NH,' N NH,*
Tl oL ore”
x/©/ NH2 F NH2 ol NH2
Aryl-guanidines FPh-Gua CIPh-Gua
H NH,* H NH,*
2 2
D T
NH, NH,
FaC O,N
CF5;Ph-Gua NO,Ph-Gua

Figure IV.2 : Arginine et analogues d’arginine utilisés au calgsette étude.

Nous avons choisi d’étudier une série d’analogues-édrg qui possedent tous une chaine
latérale hydrophobe : des alkyl-guanidines simpbes fluorées et des aryl-guanidines
possédant un groupe de petite taille plus ou méiestro-attracteur en position para (figure
IV.2). Les différents substituants ont été choisindaniére a moduler la densité électronique
sur la fonction guanidine de I'analogue : les gesi€HO, F ou CHF sont moyennement
électro-attracteurs alors que les groupes BIOCFK sont fortement électro-attracteurs, ce qui
permet d’obtenir des analogues de L-Arg avec destpds différents.

La chaine latérale de tous ces analogues de L+ard Bydrophobe, nous pouvons supposer
gue tous les analogues étudiés se positionnentd@&re similaire dans la poche du site actif
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de iINOS avec I'extrémité guanidinium fixée a proténde I'héme dans une conformation
proche de celle de L-Arg et avec la chaine latéralgdiée en direction de la poche
hydrophobe. De cette maniere, nous pouvons eétuldier interactions de I'extrémité
guanidinium avec I'hnéme et les ligands de I'hémecapour seul parametre variable le pKa
du guanidinium sans avoir besoin de tenir compte diéérences au niveau du

positionnement de la chaine latérale.

2.2. Réactivité des analogues d’arginine

Afin de mieux comprendre le role du substrat dassdeux étapes du cycle catalytique des
NOS, nous avons choisi une gamme d’analogues deglavec des réactivités variées. Parmi
les alkyl-guanidines, pentyl-Gua, GH(CH,)s;-Gua et Ck(CHy)s-Gua sont susceptibles
d’étre oxydés en NO par INOS alors que cycloprdpyk n'est pas substrat de INOS. Parmi
les aryl-guanidines, aucune n’est substrat de IN@&is les hydroxyguanidines

correspondantes peuvent ou non étre transforméld©gitable 1V.2).

Autoxidation (§)  Production de NO / Production de NO de

Guanidine Fe'-0, —» Fd" NO (% Arg) 1,5 NADPH I'hydroxyguanidine
[180] [178] [242] (% NOHA) [178]

L-Arg 0.2+0,04 100 1,09 100
pentyl-Gua 1,9+04 14+2 0,08 32+5
CH,F-(CH,)s-Gua nd 13+2 nd nd
CF;-(CH,)3-Gua 16+0,5 41+2 0,18 95+8
cyclopropyl-Gua nd <0.5 0 10+3
CH;0-Ph-Gua 195 <0.5 0 62
F-Ph-Gua 12+3 <0.5 0 41+6
Cl-Ph-Gua 7,3+x11 <0.5 0 13+£3
CFRs-Ph-Gua nd <0.5 0 0,5+0,2
NO,-Ph-Gua nd <0.5 0 21

Table V.2 : Réactivité de iINOS en présence de différents goal® de L-Arg et de NOHA.

2.3. Détermination du pKa des analogues d’arginine

Un des objectifs de cette étude est de mieux camdpeele rle du pKa du substrat dans le

déroulement des étapes de transfert de protonsoas cu cycle catalytique des NOS.
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Cependant, les seules guanidines analogues diaegiltint le pKa a déja été publié sont les
aryl-guanidines Ph-Gua et NBh-Gua avec un pKa de 10,77 pour Ph-Gua [201] & &
pour NQPh-Gua [202].

Les guanidines sont des bases faibles dont le pKapproximativement compris entre 8 et
13. Le titrage pH-métrique direct d’'une base faitibat le pKa est supérieur a 8 ne permet
pas de déterminer ce pKa avec une assez bonnaipréetroir 11.2.2.1.). Nous avons donc
mis au point une méthode de mesure du pKa desqresdale L-Arg qui combine le suivi de
la conductivité et du pH lors du titrage d'une s$ioln de guanidinium par de la soude
concentrée et qui permet de déterminer le pKa gegyaanidines avec une bonne précision,
estimée a environ £ 0,1 unité pour nos mesures (VRi2.3.).

Les résultats obtenus pour Ph-Gua et RI®BGua (table IV.3) sont en bon accord avec les
valeurs déja publiées [201, 202]. Comme attenduatgl-guanidines présentent un pKa tres
inférieur a celui de L-Arg (table 1V.3) en raisor th présence d’un cycle phényle substitué
par des groupes électro-attracteurs qui diminuantldnsité électronique sur la fonction
guanidine. Le pKa varie ainsi de 9,3 pour JR@-Gua dont le substituant nitro est fortement
électro-attracteur, & 11,0 pour gbPh-Gua dont le substituant méthoxy est faiblement
électro-attracteur.

En raison de l'erreur alcaline des électrodes deevpour la mesure des hauts pH, cette
méthode de détermination du pKa n’a pas pu éttis@dipour les alkyl-guanidines dont les
pKa sont attendus assez proches de celui de linegin12,48 [205]. Nous avons donc réalisé
une corrélation de Hammett entre les pKa mesuréslpe aryl-guanidines et les parameétres
électroniques de chamyp des substituants du motif guanidine [204], et nausns ensuite
utilisé les parameétres obtenus grace a cette atimélpour estimer par extrapolation le pKa
des alkyl-guanidines (voir 11.2.2.4.). L'erreur stes valeurs de pKa est évaluée a environ *
0,5 unité.

Comme attendu, les valeurs de pKa calculées psualkyl-guanidines sont trés proches de
la valeur du pKa de L-Arg (table I1V.3) et variene di1,8 pour CE(CHy)s-Gua et
cyclopropyl-Gua qui possédent des chaines latéedssz électro-attractrices, a 12,6 pour
pentyl-Gua qui présente une chaine latérale dardrkectere électro-attracteur est quasi-nul.

La large gamme de pKa couverte par les difféeregtemidines analogues de L-Arg nous

permettra de mieux appréhender I'importance du piaguanidinium dans le réseau de
liaisons hydrogéne au sein du site actif et somdais le cycle catalytique des NOS.
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Guanidine o) [204] pK,mesuré Guanidine o) [204] pK,calculé
Arginine [205] 0.03 12.48 pentyl-Gua 0.01 12,6
Ph-Gua 0.12 10.8 GH-(CH,);-Gua  0.05 12,1
CH;OPh-Gua 0.13 11.0 GH¥CH,)s-Gua 0.07 11,8
FPh-Gua 0.17 10.8 cyclopropyl-Gua 0.07 11,8
CIPh-Gua 0.18 10.3

CFRPh-Gua 0.19 10.0

NO,Ph-Gua 0.26 9.3

Table V.3 : Valeurs des parameétres électroniques de chamipdes pKa des analogues de L-Arg.

3. Influence d’analogues de L-Arg sur 'lhéme et Igartie proximale du site
actif

Les différences de réactivité observées entre dasidines analogues de L-Arg sont encore
mal comprises. Il a été proposé que la modulatefacconsommation d’électrons ainsi que
les cinétiques de décomposition et d’activation ahmplexe F&O, en présence des
analogues d’arginine puissent étre reliées a urdifivation du potentiel de 'héme ou a des
variations du caractere donneur du thiolate prok[ai2, 113, 118, 180, 242].

Afin de vérifier la validité de ces hypothéses etndieux comprendre le role des parametres
physico-chimiques de I’'heme dans le déroulementydie catalytique des NOS, nous avons
utilisé les techniques de spectroscopie Ramansimaéice et de spectro-électrochimie pour
déterminer I'influence des analogues de L-Arg sufdrce de la liaison entre le fer et son
ligand proximal, sur les modes de vibrations camstiques de la porphyrine et sur le

potentiel électrochimique de I'héme.

3.1. Les conformations de I'hnéme

3.1.1. Différentes conformations, role dans la talyse

Le macrocycle porphyrinique joue un rdle centrahdddes réactions catalysées par les

hémoprotéines. En tant que ligand équatorial dy lgerporphyrine contréle en effet de
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nombreux parameétres déterminants pour la catalysene I'énergie des orbitales d du fer,
I'affinité pour les ligands axiaux ou le potentibxydoréduction du fer.

Les nombreuses études de structures d’hémoprotébtesues par diffraction des rayons X
ont révélé que I'héme adopte rarement une confeemabmpletement plane. Au contraire,
les interactions de la porphyrine avec différersidus de la protéine forcent le cycle a
adopter une conformation déformée [129, 212, 24)-2%ar ces modifications de
conformation, la protéine est capable de modierdnergies du systemeale la porphyrine

et donc de moduler les propriétés électroniquekhdene. Il a également été proposé que la
position précise des propionates I'un par rappdiadtre et par rapport au plan moyen de
I’'hnéme constitue un parametre important dans lautadidn du potentiel d’oxydoréduction
de 'heme [212, 251].

Dans le cas des NOS, la forme de la cavité du aitd force I'hnéme a adopter une
conformation ou les deux principaux modes de vibmahors du plan sont issus de la
symétrie en « selle » et de la symétrie en « dof2&2). Différentes études ont montré que
I'addition de substrat L-Arg ou de cofactewB-Hentraine une Iégere modification des modes
de vibration hors du plan [129, 212]. Il a été med que cette distorsion de 'héme favorise
la libération de NO a partir du complexe"FHO & la fin du cycle catalytique, alors qu’une
conformation plus plane de I'héme favoriseraitdduction rapide du complexe en'RgO.
Les distorsions de I'hnéme font donc partie intétgades parametres qui déterminent la
spécificité catalytiqgue de chague hémoprotéine.

Dans I'hypothése ou les différents analogues dwmgi seraient capables de modifier la
conformation de I'heme dans le site actif de IN@8s changements de conformation
pourraient entrainer des modifications des difftaerpropriétés électroniques de I'heme
comme I'énergie des orbitalesson potentiel d’oxydoréduction ou la force dunlgroximal,

ce qui pourrait expliquer les différences de r&ééti observées entre les analogues
d’arginine. Nous avons donc étudié les modes deatwdn de I'heme chez INQgen

présence de plusieurs analogues d’arginine.

3.1.2. Etude par spectroscopie Raman de résonance

La spectroscopie Raman de résonance (RR) est urdeuthoix pour étudier les modes de
vibration de I'heme chez les hémoprotéines. L'atmn de la bande d’absorption de Soret
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permet en effet d’exalter et d’observer sélectiveimies modes de vibrations de I'heme,
contrairement aux techniques d’absorption infrasocigssiques ou les modes de vibration de
’héme seraient completement masqués sous lesntBsreux modes de vibration du
squelette de la protéine (Annexe 2).

La région des hautes fréquences du spectre (10DP0@ cni) est trés sensible & I'état
d’oxydation et de coordination de I’héme [208, 293h particulier, le mode de vibratioy,
généralement observé entre 1340 et 1380, @nt trés sensible & la densité électronique sur
le macrocycle et constitue un bon indicateur déat’d@’oxydation du fer. Le mode de
vibrationvs, généralement observé entre 1475 et 1528, @st sensible a la fois & I'état de
coordination et a I'état de spin de I'heme, aloug ¢¢ mode de vibratiom, observé entre
1560 et 1590 cih refléte surtout I'état de spin.

La région des basses fréquences du spectre (2000aci®') comporte les vibrations
spécifiqgues de I'élongation et de la déformatioguaaire de la liaison entre le fer et ses
ligands axiaux, ce qui permet d’identifier la natwat la conformation de ces ligands [208,
253]. Lorsque I'hnéme présente des déformations thoysan, la région des basses fréequences

du spectre comporte également de nombreux modébm¢ion associés a ces distorsions.

Les fréquences et les intensités associées augrafifts modes de vibration de I'heme
dépendent étroitement a la fois des propriétémsgaques de 'héme et de I'environnement
de 'héme a l'intérieur de la protéine. L’étude deectres Raman de résonance de iN©S

présence de différents analogues de L-Arg pourna flaurnir de nombreux renseignements

sur les effets de ces guanidines sur la structueea@nformation du site actif de la protéine.
3.1.2.1. Vibrations de I'néme & I'état P&

Afin d’étudier I'effet des analogues d’arginine $es conformations de 'heme chez iINGS
nous avons tout d’abord réalisé les spectres Rateaésonance de iINQSA I'état F&' en
présence de /B (400 uM) et des différents analogues d’argini2® (MM) dans les
conditions expérimentales décrites au chapitre2l.3.a concentration finale en INQ3est
d’environ 150 uM. La fixation des analogues d’anggnau site actif de iINQgest confirmée
par le spectre d’absorption UV-visible de I'échloi qui présente une bande d’absorption
de Soret vers 395 nm caractéristique d’'un compleme-F& HS. La longueur d'onde
d’excitation utilisée est de 363,8 nm. Cette frémeeest spécifique de I'excitation du mode
de vibration de la liaison Fe-S (voir 1V.3.2.2.) imalle permet également d’avoir acces a
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des informations sur les modes de vibration dentt@ I'état F&. Les spectres présentés
figure 1V.3 sont le résultat de 'accumulation d2d 20 spectres représentant chacun 30 a 60

minutes d’exposition.

|F-Ph-Gua
Q-Ph-Gua

CFa-Ph-Gua

& BN

1300 1400 1500 1600 1700
Déplacement Raman (¢n

Figure 1IV.3 : Effet d’'analogues de L-Arg sur la région des haditéquences du spectre Raman de résonance de
iINOS,, a I'état F&' (excitation & 363,8 nm). Les spectres ont étégstrés en présence deBHsauf le spectre -
/- qui a été enregistré en absence de substratafedcteur.

Les difféerentes bandes des spectres RR ont éibugtts par analogie avec les données
connues sur INOS et sur les autres isoformes de [NDD7, 112, 215, 253, 254].

La région des hautes fréquences du spectre (fiyuB) présente un profil caractéristiqgue
d’hémoprotéine. En présence dgBHet de L-Arg, les modes de vibration de la porpigy,,

v3 etv, sont observés & 1372 ¢ril489 it et 1562 crit respectivement, ce qui indique que
iINOS,x est a I'état d’oxydation Fesous la forme 5-coordinée HS. On observe égalenrent
mode de vibration des groupes vinyles & 1625 cm qui confirme que 'héme est sous la
forme Fé' HS.

Dans la région des basses fréequences du spectneuobi présence deBiet de L-Arg, on
observe les modes de vibration de la porphynpeet vi¢ a 675crt et 753 crit
respectivement, ainsi que le mode de vibration Harplan de la porphyring, & 495 crit.

On observe également des modes de vibration derfiyrine & 375 cih, 405 cni et 600
cm?, ainsi que le mode de vibration de la liaison Fe&-3838 crit (voir 1V.3.2.2). Ces
résultats sont en bon accord avec les valeurstdggrour les différentes isoformes de NOS

et d'autres hémoprotéines a I'état'RdS (table 1V.4).
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Les spectres obtenus en présence g ¢i des analogues d’arginine ne présentent aucune
variation significative par rapport au spectre abten présence d’arginine, ni dans la région
des hautes fréquences ni dans la région des bflaégasnces (figure 1V.3 et table IV.4), ce
qui suggere gue les analogues d’arginine test@emearbent pas les conformations de 'héme
au sein du site actif de INQSa I'état F&'.

Protéine Y12 V7 Vig V4 V3 Vo Wiy Référence
iINOS,x  + L-Arg 498 675 753 1372 1489 1562 1625

+ Ch-(CHp)s-Gua 498 674 753 1371 1486 1562 1624

+ Pentyl-Gua 499 675 753 1372 1487 1562 1625

+ F-Ph-Gua 498 675 754 1372 1488 1562 1627

+ CI-Ph-Gua 498 675 751 1371 1486 1560 1625

+ CK-Ph-Gua 495 675 752 1372 1487 1563 1626

-/- 496 676 751 1373 nd 1562 1626
iINOS,x  + L-Arg 495 676 754 [97]
nNOS, + L-Arg * 1371 1488 1563 1625 [112, 254]
eNOS  + L-Arg 678 1370 1489 1563 1625  [215]
bsNOS  + L-Arg 498 676 754 [97]
saNOS  + L-Arg * 1373 1488 1563 1624 [91]
P450 + camphre 677 756 1368 1488 1570 1623 [253]
CPO - 491 676 753 1369 1490 1567 1627 [255]

Table IV.4 : Fréquences (en c¢thdes principaux modes de vibration de la porpleyanl’état F& HS pour
INOS,, et pour d'autres protéines a héme-cystéinate ¢bytane P450 et chloroperoxydase). La longueur
d’'onde d’excitation est de 363,8 nm, sauf les speatarqués * qui sont enregistrés avec une excitat406
nm ou & 413,1 nm. Les spectres de NOS ont étéistiéagen présence daBisauf le spectre -/- (FeBS) qui

a été enregistré en absence de substrat et deexgfac

3.1.2.2. Vibrations de I'néme dans le complexe=CO

Contrairement & I'héme Eeui a tendance a s’oxyder spontanément en soletigorésence
de traces de dioxygéne, le complex&-E© est stable en solution.fk= 0,3 &' [256]) méme
en présence de dioxygéene. C’est pourquoi nous awtiie ce complexe pour étudier les
conformations de I'héme au degré d’oxydation HZH¢OS..

Nous avons réalisé les spectres Raman de résodaribS, & I'état FE-CO en présence
de HB (400 uM) et des difféerents analogues d’arginig® M) dans les conditions
expérimentales décrites au chapitre 11.3.2.. Laceatration finale en iINQ est d’environ

150 uM. La fixation des analogues d’arginine ae sittif de INOSg, est confirmée par le
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spectre d’'absorption UV-visible de I'échantillon I'#tat Fé" qui présente une bande
d’absorption de Soret vers 395 nm. Le déplacemenadande de Soret jusqu’a 445 nm
aprées addition de dithionite de sodium et de C@npéede vérifier que la réduction de 'heme
et la fixation de CO ont bien eu lieu. La longudionde d’excitation utilisée est de 441,6
nm, ce qui correspond pratiguement au maximum dighien UV-visible de la bande de

Soret du complexe EeCO. Les spectres présentés figure IV.4 sont leultats de

I'accumulation de 5 a 10 spectres représentantuch2@ a 40 minutes d’exposition.

1300 1400 1500 1600
Déplacement Raman (&

Figure V.4 : Effet d’analogues de L-Arg sur la région des hadtéquences du spectre Raman de résonance
du complexe FECO de iNOS, (excitation & 441,6 nm). Les spectres ont étégisirés en présence deBH
sauf le spectre -/- qui a été enregistré en absgmcribstrat et de cofacteur. Les bandes marquées étoile

sont dues & une photodissociation partielle du ¢exa=d-CO sous I'effet de I'excitation laser.

Les spectres obtenus sont trés similaires aux rggedécrits pour le complexe'F€O des
différentes isoformes de NOS [91, 97, 211, 214, Zt1G&I'autres hémoprotéines [217, 253,
257]. Les différentes bandes des spectres RR dntatétibuées par analogie avec ces
données.

Dans la région des hautes fréquences du spedrejddes de vibration de la porphyring

vs et v, sont observés a 1369 ¢m1492 cni et 1576 crit respectivement en présence de
H4B et de L-Arg, ce qui indique que iIN@Sest sous la forme 6-coordinée BS. On observe
également un mode de vibration des groupes virytE320 crit ce qui confirme que 'héme
est sous la forme BS. Les spectres obtenus lomguemplace l'arginine par un de ses

analogues présentent exactement le méme profinqorésence d’arginine (figure 1V.4 et
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table 1V.5), ce qui montre quaucun des analogu&sgohine testés ne perturbe les
conformations de I'néme du complexé' k2O de iINOS,.

Ces résultats sont confirmés dans la région desebdseéquences du spectre : en présence
d'un des analogues d’arginine comme en présenaginiae, on observe les modes de
vibration de la porphyriness, v7, etvg & 748 crit, 674 cn' et 344 crit respectivement (table
IV.5). La région des basses fréquences du speatraparte également les modes
d’élongation et de déformation angulaire de lasbai Fe—CO vers 500 ¢het 565 crit (voir
IV.4.3.).

Les bandes de faible intensité observées & 689), 11324 et 1601 cthcorrespondent au
signal de iINOS, F€' généré par photodissociation partielle du compkeCO sous I'effet

de l'excitation laser. On peut remarquer que laitimrsde ces bandes n’est pas non plus

affectée par le remplacement de I'arginine par@isas analogues.

Protéine Vg vy Vi Vg V3 V2 Wiy Référence
iINOS,x + L-Arg 344 674 748 1369 1492 1576 1620

+ CR-(CHys-Gua 340 678 750 1367 nd 1571 1616

+ Pentyl-Gua 340 678 750 1367 nd 1571 1616

+ cyclopropyl-Gua nd 675 748 1367 1492 1573 1617

+ F-Ph-Gua 340 678 750 1367 nd 1571 1618

+ CI-Ph-Gua 340 678 750 1367 nd 1571 1618

+ Ch-Ph-Gua 343 676 750 1368 1492 1575 1622

+ CH,0-Ph-Gua 346 675 748 1367 nd 1575 1617

+ NOx-Ph-Gua 345 676 749 1368 nd 1576 1619

+ NOHA 344 676 750 1369 1491 1575 1622

-/- 345 675 751 1369 1495 1579 1628
iINOS + L-Arg 346 676 751 1369 1493 1574 1614 [21117]

/- 346 676 751 [212]
nNOS  + L-Arg 345 676 752 1369 1493 1572 1618  [216]

+ NOHA 345 676 751 1369 1493 1572 1618 [216]

-I- 343 676 751 1369 1493 1572 1618 [216]
eNOS  + L-Arg 346 676 751 [211]
saNOS  + L-Arg 344 676 751 1370 1495 1573 1622 [91]

-/- 344 676 751 1370 1489 1573 1626 [91]
P450 + camphre 352 676 749 1371 1497 1588 nd [253]

- 348 677 754 1372 1498 1583 1626 [253]

Table IV.5 : Fréquences (en ¢thdes principaux modes de vibration du compleXe&® pour iINOS, et pour
d’autres protéines a heme-cystéinate (excitatiofdh,6 nm). Les spectres de NOS ont été enregistnés
présence de JB sauf le spectre -/- qui a été enregistré en alesda substrat et de cofacteur.
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Ces résultats montrent que la fixation des difftsy@malogues d’arginine au sein du site actif
de iINOSx n’induit aucune variation significative de la gédrreéde I'heme par comparaison
avec la fixation d'arginine, que 'héme soit a &éd’oxydation F& ou Fé. Ces résultats
indiquent également que les interactions entreriéet le site actif de INQgsont similaires

en présence d'arginine ou des analogues d’argiestés, ce qui suggere que les propriétés
électroniques de I'héme sont les mémes quel qudessubstrat fixe.

Ces reésultats indiquent donc que les différencesedetivité observées entre les analogues
d’arginine ne sont manifestement pas reliées andedgifications de la conformation de

'héme.

3.2. La liaison fer-cystéine
3.2.1. Importance du ligand proximal chez les héaprotéines

Les NOS, comme les cytochromes P450, possédenhiolaté issu d’'un résidu cystéine
comme ligand proximal. La nature de ce ligand pr@ali joue un rbéle majeur dans les
propriétés catalytiques des hémoprotéines.

Le ligand proximal, en tant que ligand « transnflJuence fortement les propriétés des
complexes fer-oxygéne produits au cours du cydiayaue. En effet, le ligand proximal et

le ligand distal sont en compétition pour étabhieuliaisonc avec le fer par I'intermédiaire
de son orbitale vided: plus le caractére donneardu ligand proximal est grand, plus
I'interaction du ligand proximal avec l'orbitalerddu fer et avec les orbitales de la
porphyrine est forte et plus la liaiserentre le fer et le ligand distal est faible. Leckode la
liaison entre le fer et le ligand proximal est daonsidérée comme un bon indicateur a la
fois de la densité électronique sur I'hneme et dioilee de la liaison entre le fer et le ligand
distal.

Dans le cas des cytochromes P450, des études aritérgue la force de la liaison fer-
cystéine peut étre modulée en réponse a la présiendiéférents substrats au niveau du site
actif [258, 259]. De méme chez les NOS, il a é@ppsé que la fixation de L-Arg et de
NOHA au niveau du site actif provoque de légeragatians dans la force de la liaison fer-
cystéine, ce qui pourrait expliquer les leégeregtbhces observées dans les caractéristiques
spectroscopiques du complexd' & en présence de L-Arg et en présence de NOHA [105,
112, 113, 214].
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Il est donc possible que les différences de réigetobservées entre les analogues d’arginine
soient dues a une modification de la force du fimyximal induite par la fixation au site actif
de ces analogues d’arginine. Afin d’évaluer laiperice de cette hypothese chez iINOS, nous
avons étudié la force de la liaison fer-cystéin@zciNOSy en présence de différents

analogues d’arginine.
3.2.2. Etude de la liaison Fe—S par spectroscoggman de résonance

Les modes de vibration de la liaison Fe—-S chehésoprotéines peuvent étre étudiés par
spectroscopie Raman de résonance (RR) par exaltdéda bande de transfert de charge
S— Fd". La longueur d'onde d’excitation utilisée est 0638 nm, ce qui correspond
approximativement a la position de la bande desteahde charge S» F€' masquée dans
les spectres d’absorption UV-visible par la baniterise d’absorption de Soret [257, 259].
Dans le cas des NOS, différentes études ont mguieéle mode de vibration associé a la
liaison Fe-S est exalté lorsque 1€"Fest & I'état HS mais qu'il ne I'est pas lorsquéd® est

a I'état BS : cette différence relative d’exaltatipermet de déterminer la position du mode
de vibration associé a la liaison Fe-S [97, 215].

Nous avons donc enregistré d’'une part le spectral@ NOSx (environ 150 uM) a I'état
Fe' HS obtenu en présence du substrat L-Arg (5 mMjuetofacteur bB (400 uM) en
conditions saturantes, et d’autre part le specRed® iINOS, & I'état F&' BS obtenu en
absence de substrat et de cofacteur (noté -/-) ldansonditions expérimentales décrites au
chapitre 11.3.2.. Les spectres présentés figur® Bant le résultat de 'accumulation de 10 a

20 spectres représentant chacun 30 a 60 minutegagigion.

L’analyse des spectres obtenus dans la régionesinée 300 et 430 chn(figure 1V.5)
montre deux bandes situées a 375 et 405 qui correspondent & des modes de vibrations de
la porphyrine et une bande située autour de 338 mrésente dans le spectre de INOISS

et completement absente du spectre de INBS, ce qui permet d’attribuer cette bande au
mode de vibration de la liaison Fe-S.

Les spectres obtenus en présence de cofactdireHdes différents analogues d’arginine
montrent que la fréquence de vibration de la lmise-S ne varie pas lorsqu’on remplace
I'arginine par un de ses analogues (figure 1V.5).

Les valeurs obtenues pour les fréquences de \brale la liaison Fe-S en présence
d’arginine ou des analogues d’arginine sont simafaiaux valeurs décrites pour d’autres
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hémoprotéines dont le ligand proximal est un cysti@ (table 1V.6), comme les autres
isoformes de NOS, les cytochromes P450 et les@tdooxydases (CPO).

v Fe-S
338

\% )
porphyrine
375 405

A A/\ Arginine

Mr\/\,\ CF-(CH,)-Gug
. 5
N /-”\ AN LN PG

12

A/\A _/\C\ A/V\ F-Ph-Gup

Vo

Jm\ /’\/\,\ QJ\Ph,Gu

A : CF -Ph-Gua

/\/-:'\V e N -/-

325 350

375 400 425 450

Déplacement Raman (¢)n

Figure IV.5 : Effet d’analogues de L-Arg sur la région des ba$ssuences du spectre Raman de résonance de
iINOS, & I'état F&' (excitation & 363,8 nm). Les spectres ont étégistrés en présence dgBsauf le spectre -
/- qui a été enregistré en absence de substrateifecteur.

Protéine Etat de spin ve._s(cm’) Référence
iINOS,,  + L-Arg HS 337

+ Ch-(CHyp)s-Gua HS 337

+ pentyl-Gua HS 339

+ F-Ph-Gua HS 339

+ Cl-Ph-Gua HS 339

+ CF3-Ph-Gua HS 338

-I- BS nd
eNOS + L-Arg HS 338 [215]
bsNOS  + L-Arg HS 342 [97]
P45Q,, + camphre HS 351 [259]
CPO - HS 346 [257]

Table IV.6 : Fréquences de vibration de la liaison Fe-S po@3N a I'état F&' et pour plusieurs autres
hémoprotéines dont le ligand proximal est un cysti&i. Les spectres de NOS ont été enregistréssamue de
H,B sauf le spectre -/- qui a été enregistré en alesde substrat et de cofacteur.

Les résultats obtenus en mesurant la force daikoh Fe-S en présence d’arginine ou des

analogues d’arginine par spectroscopie Raman denaé@se montrent que le caractére

donneurs du ligand proximal de iINQs est le méme quel que soit le substrat fixé, ce qui
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suggere que la fixation des guanidines au niveasit@uactif n'induit pas de perturbation
structurale et électronique du ligand proximal iaguport a la fixation de L-Arg.

Ces resultats indiquent donc que les difféerencesédetivité observées entre les analogues
d’arginine ne sont manifestement pas reliées avamation de la force de la liaison fer-

cystéine chez iINQOs ni a des perturbations de I'environnement proxidel’héme.

3.3. Le potentiel d’'oxydoréduction de I'heme
3.3.1. Importance du potentiel d’'oxydoréduction dns la catalyse

Les différentes étapes de transfert d’électron stwmbe importance cruciale pour le bon
déroulement du cycle catalytigue des NOS. En p4igic le contrdle précis de la réduction
de 'héme F¥ en héme Feconstitue un élément essentiel dans la régulatetiactivité
NO-synthase, cette étape étant a la fois la premé&tape et I'étape cinétiquement
déterminante du cycle catalytiqgue qui méne a Vatibn du dioxygene et a I'oxydation de
'arginine en NO (voir 1.3.4.). La mesure du poteht’oxydoréduction de I'heme permet
d’avoir acces aux parametres thermodynamiquesnggiviennent dans cette premiere étape
de transfert d’électrons.

Différentes études ont montré que la consommatiéleatrons des NOS peut étre modulée
par la présence d'inhibiteurs, de substrats oualtmues de substrats au niveau du site actif
de I'enzyme [62, 192, 242, 246]. Dans le cas dehibiteur L-NAME (ester méthylique de
N®-nitro-L-arginine), il a été montré que la dimirani du flux d’électrons observée en
présence de cet inhibiteur est directement corréléeine forte baisse du potentiel
d’oxydoréduction par rapport au potentiel mesur@résence de L-Arg. En revanche, dans le
cas de l'inhibiteur amino-guanidine, qui induit Egaent une diminution du flux d’électrons
chez les NOS, aucun changement majeur dans letjgbtdioxydoréduction de I'héme n’a
été mesuré [111].

Il est donc intéressant de réaliser une étude denpel d’'oxydoréduction de I'héme chez
INOS,x en présence des différents analogues d’arginigeépdemment étudiés afin de
vérifier si les difféerences de réactivité, les atians dans la consommation d’électrons et
surtout les différences de stabilité et de réaeétigis complexe FeO, observées en présence
de ces guanidines sont ou non reliées a des matitiins dans le potentiel d’oxydoréduction

de I'héme.
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3.3.2. Mesure du potentiel d’oxydoréduction par@ectro-électrochimie

Nous avons mesuré le potentiel d’oxydoréductiorcaluple F&/Fe" de iNOS, en présence
du cofacteur KB et de différents analogues d’arginine par speéleatrochimie en utilisant

la phénosafranine comme médiateur dans les conslitgpérimentales décrites au chapitre
11.3.4..

L'utilisation d’'un seul médiateur a pour inconvémiede ne permettre la mesure des
potentiels que dans une gamme réduite. En effet, u@un médiateur soit utilisable, il faut
gue son propre potentiel d’oxydoréduction soit peode celui que I'on cherche a mesurer,
de maniere a ce que les formes oxydées et rédlutesediateur soient présentes en quantité
suffisante pour pouvoir assurer efficacement legpart des électrons entre la protéine et les
électrodes au moment ou la protéine passe du derdaiprédominance de la forme oxydée
a celui de la forme réduite. La phénosafranine tétem médiateur a deux électrons, les
potentiels accessibles se situent dans un interdall: 50 mV autour de son propre potentiel
d’oxydoreéduction (E°’ = - 255 mV a pH=7,4), soitten- 305 mV et - 205 mV.

Cependant, I'utilisation d’'un seul médiateur présde net avantage de permettre de mieux
apprécier les variations du spectre d’absorptionrvidible de la solution au cours de la

mesure et ainsi d’obtenir une estimation précispatantiel recherché.

Toutes les valeurs de potentiels citées dans cagraphe utilisent I'électrode normale a
hydrogéne (ENH) comme référence.

Effet d’analogues de L-Arg sur le potentiel d’oxydoéduction de I'héme

La figure IV.6 montre les spectres d’absorption USible enregistrés lors du titrage par
spectro-électrochimie de iIN@Sen présence de,B et de I'analogue d’arginine FPh-Gua.
On observe un déplacement net du maximum d’absorpte la bande de Soret de 395 nm
vers 410 nm et une disparition complete de la bahalesorption a 650 nm au cours de la
réduction de 'héme Feen héme Pk suivies d’'un retour au spectre initial de la ol au
cours de la réoxydation de I'héme'"Fen héme F& ce qui garantit une réduction et une
oxydation completes et réversibles de iNO8ans les conditions de lI'expérience. Le
processus complet et réversible d’oxydoréductionNi@S., a été observé avec chacun des

analogues d’arginine testés.
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Figure IV.6 : Spectres d’'absorption UV-visible enregistrés ieda vague d'oxydation de iINQSen présence
de HB et de FPh-Gua. Pour un potentiel imposé de - 800 le spectre montre les caractéristiques d'un
mélange de INOS F€' et de phénosafranine réduite (rouge). Pour unntietdmposé de 0 mV, le spectre
montre les caractéristiques d’'un mélange de iNG&' HS et de phénosafranine oxydée (bleu).

L’évolution du spectre d’absorption UV-visible dg0S,« est enregistrée a 406 nm, qui est
un point isobestique du médiateur et qui permetsdiere les variations de la bande
d’absorption de Soret de iINQSet a 650 nm ou I'absorbance due au médiateurudist ce

qui permet de suivre directement les variationsladdande d’absorption de IN@S Le
potentiel d’oxydoréduction E° du couple 'ee" de iNOS, et le nombre n d'électrons
échangés sont ensuite obtenus en corrélant lesdsmxpérimentales pour chaque longueur

d’onde de mesure avec un modele de Nernst (v8idl).
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Figure IV.7 : Fraction oxydée de iNQgSen présence de phénosafranine, dB et de FPh-Gua,
mesurée a 406 nm et & 650 nenvague de réductiom, vague d’oxydation), en fonction du potentiel
imposé dans la solution (pH=7,4), corrélation deemodéle de Nernst (rouge).
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La valeur finale du potentiel E°’ est calculée éalisant la moyenne des valeurs obtenues
pour chaque longueur d’onde. L’erreur expérimengse ainsi estimée a environ £ 5 mV
autour de la valeur moyenne calculée pour E°. éssiltats que nous avons obtenus sont en
bon accord avec les valeurs décrites pour le petatd INOS, en présence desH et de L-

Arg [111], bien que le protocole utilisé ait étgééement différent.

Les valeurs de potentiel d’oxydoréduction de iNO& présence de,B et de différents
analogues d’arginine sont obtenues dans un interdal10 mV entre - 272 mV et - 262 mV.
Compte tenu de l'erreur expérimentale associéesanasures, ces résultats montrent que le
potentiel d’oxydoréduction de INQSne varie pas de maniere significative lorsqu’on
remplace I'arginine par un de ses analogues (tabfg.

406 nm 650 nm
iINOS AsoretFE" (NM) E® moyen(MV)
n E° (mV) n E° (mV)
+ L-Arg 396 0,93 - 270 1,15 - 272 -271
+ Ch-(CH,)s-Gua 395 0,81 - 263 0,85 - 267 - 265
+ F-(CH,),-Gua 397 0,94 - 268 0,89 - 266 - 267
+ cyclopropyl-Gua 398 0,85 - 270 1,12 - 275 227
+ CH;OPh-Gua 399 0,86 -271 0,80 - 268 - 269
+ FPh-Gua 398 0,97 - 260 0,97 - 265 - 262

Table IV.7 : Effet d’analogues de L-Arg sur le potentiel d’oryéduction E°’ du couple E&€" de iNOS, en
présence de /B (pH = 7,4), 'erreur expérimentale est estiméaairon + 5 mV.

On peut donc conclure de ces résultats que lepgued d’arginine testés ne perturbent pas
les parametres thermodynamiques des étapes déettatigélectrons du cycle catalytique de
INOSw et que les différences de réactivité et les vaniatidans la consommation d’électrons

observées en présence de ces guanidines ne somlupssa une variation du potentiel
d’oxydoréduction de I'heme.

Effet d'inhibiteurs de NOS sur le potentiel d’oxydaéduction de 'lheme

Afin de valider nos résultats et de prouver quddénce de variation observée dans les
potentiels d’oxydoréduction de iIN@Sn présence des différents analogues d’arginiest n’
pas due a un défaut de conception de I'expériemcapdctro-électrochimie, nous avons
décidé d'utiliser le méme systeme expérimental poesurer le potentiel de I'héme en
présence d’inhibiteurs de NOS comme L-NAME ou SE[Bthyl-isothio-urée) qui ont été

décrits comme capables de modifier de manierefigtive le potentiel de 'héme [111].
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Lors du titrage de iINQOsp par spectro-électrochimie réalisé en présence 4 éd d'un
inhibiteur de NOS, L-NAME ou SEITU, ni le déplacemée la bande d’absorption de Soret
ni la disparition de la bande d’absorption a 650 mont pu étre observés : les spectres
d’absorption UV-visible montrent que le médiatdarphénosafranine, est bien totalement et
réversiblement réduit et réoxydé, en revanche wslds d’'absorption caractéristiques de
I'héme montrent que la totalité de I'enzyme restéééat F€' quel que soit le potentiel
appliqué.

Ces résultats indiquent que le potentiel de iBj@% présence de ces deux inhibiteurs est en
dehors de la gamme de potentiels mesurables ay@télzosafranine comme médiateur, ce
gui montre que le potentiel de INQ®n présence de L-NAME et de SEITU est inférieur a
305 mV. Ces resultats sont en bon accord avewdk=irs décrites pour le potentiel de
INOS,x en présence desH et de SEITU (- 322 mV) ou de L-NAME (estimé inékmr a - 460
mV en raison de l'absence de réduction de I'héntaréaen L-NAME en présence de
dithionite de sodium) [111].

On peut donc en conclure que le systeme expérindatapectro-électrochimie que nous
avons utilisé est bien fonctionnel et que I'absetieevariation observée dans les potentiels
d’oxydoréduction de iNOs en présence des différents analogues d’arginiheéetie et

n’est pas due a un artéfact expérimental.

Afin de mieux estimer le potentiel de INQ®n présence de;B et de L-NAME, nous avons
réalisé des essais de titrage par spectro-éleatnacten utilisant le complexe de cobalt
dicarboxy-cobalticénium comme meédiateur (E® = -16@mV par rapport a 'ENH). Les
spectres d’absorption UV-visible enregistrés manitien déplacement direct et total de la
bande de Soret de 400 nm a 415 nm et une dispatdtale de la bande d’absorption a 650
nm lorsque le potentiel imposé en solution atteB®0 mV, ce qui indique que le potentiel
de INOSx en présence de L-NAME est supérieur a cette valeuréoxydation de la solution
conduit a la réapparition totale du spectre d'abison UV-visible initial, ce qui montre que
la réduction et I'oxydation complétes et révershiie iINOS en présence de L-NAME sont
possibles. Ces résultats préliminaires montrentdpre le potentiel de iINQgen présence
de H,B et de L-NAME est compris entre - 500 mV et - 460 (table 1V.8).

Le complexe de cobalt employé comme meédiateur ptédavantage d’'étre pratiquement
incolore, ce qui permet d’observer plus facilemienspectre d’absorption UV-visible des

especes d’'intérét. Il reste cependant a trouvenédiateur dont le potentiel soit légérement
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plus élevé que celui du complexe dicarboxy-cobé&ttiem pour pouvoir mesurer plus

précisément le potentiel d’oxydoréduction de iINCsh présence de L-NAME.

iNO Sy AsoretFE (NM) E° (mV) Référence
396 <-305

+ SEITU
398 -322 [111]
400 -500 < E®’ < -305

+ L-NAME
400 < - 460 [111]

Table IV.8 : Effet d'inhibiteurs de NOS sur le potentiel d’oxyéduction E°’ du couple E&€" de iINOS, en
présence de B (pH = 7,4).

3.4. Conclusions

Les résultats que nous avons obtenus montrenegiaint que le remplacement de I'arginine
par un de ses analogues n’indalicune modification des conformations de 'hémea I'état
Fé" ni & I'état F&, aucune modification de linteraction de I'héme avecson ligand
proximal et de maniére cohérerdeicune modification du potentiel d’oxydoréduction e
I'hnéme.

Nous pouvons en conclure que la nature et le poasiEment de la chaine latérale des
guanidines que nous avons testées njmag d’influence directe sur 'hemeni sur les

interactions de I'heme avec la cavité du site @wifNOS,.

Les différences de réactivité entre les analogtaagidine ne peuvent donc pas étre reliées a
des modifications directes de I'heme ou des intemas de 'heme avec la partie proximale
du site actif : les variations dans la consommati@hectrons observées en présence de ces
guanidines ne sont manifestement pas dues a undéicattdn du potentiel d’'oxydoréduction

de I'néme, les variations dans la stabilité etdactivité du complexe E€D, ne sont pas
causées par une perturbation du caractere donmedu ligand proximal ni par une

modification des énergies du systemae la porphyrine.
Puisque I'environnement proximal du site actif b'gms affecté lorsqu’'on remplace

I'arginine par un de ses analogues, il est donsenablable que les différences de réactivité

observées proviennent de modifications induitesiagau de la partie distale du site actif.
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4. Etude du complexe F&-CO de iNOS,, en présence d’analogues de L-Arg

Afin de comprendre la nature des modifications pseanalogues d’arginine sont capables
d’'induire au niveau de la partie distale du sitéf @e iINOS« et de comprendre comment ces
modifications peuvent étre responsables des dift&® de réactivité observées entre ces
guanidines, nous avons réalisé I'étude des interacentre la partie distale du site actif de
iINOSx et les analogues d'arginine en utilisant le coxgled -CO comme sonde de la partie
distale du site actif.

L'utilisation d’analogues ayant tous une chainérie hydrophobe, donc qui adoptent un
positionnement similaire dans le site actif des N@&is avec des pKa couvrant une gamme
de 9 a 13 environ nous permettra de comprendre piésisément les interactions qui
s’établissent entre I'extrémité guanidine du swdtstt le ligand distal du fer ainsi que le réle
du pKa du guanidinium dans ces interactions. L'ciiffede ce travail est de mieux
comprendre le réle du guanidinium dans les étapdasatisfert de protons et dans I'activation

de I'oxygéne au cours du cycle catalytigue des NOS.

4.1. Le monoxyde de carbone : une sonde du siteibdes hémoprotéines

Le complexe FECO est un outil trés largement utilisé dans I'étdes hémoprotéines [213].
Sa structure électronique le rend en effet trésiblena la fois a I'intensité de I'effet donneur
o du ligand proximal et aux caractéristiques élestatiques et polaires de I'environnement
distal de I'néme. L'étude des fréquences caratiguiss de la liaison Fe-C et de la liaison
C-0 par spectroscopie Raman de résonance et petragmopie ATR-FTIR permet donc
d’obtenir de nombreux renseignements sur les ictierss entre I’'héme, le ligand distal du

fer, les résidus du site actif et le composé éadlaiment fixé a proximité du fer.

L'utilisation du complexe FeCO comme sonde du site actif des NOS permet déagr la
nature et I'intensité des interactions qui s’éts#nt entre les différents éléments du site actif
et le ligand distal du fer. Bien que les géométdes complexes EeCO et F&-O, soient
différentes (Fe—C-0 est relativement linéaire, Fe©@st plus coudé) et que les ligands CO
et O ne soient pas isoélectroniques, I'étude du conepkex-CO permet donc indirectement
de mieux appréhender quelles interactions sont ples susceptibles d’exister entre

I'environnement distal du site actif et le comgeké-O,, ce qui permet de mieux
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comprendre I'effet de I'environnement distal surstabilité¢ du complexe EeD, et sur les

phénomenes de découplage.

Structure électronique du complexe F&CO

Le monoxyde de carbone est un ligand a la fois donm et accepteut. Il se lie au fer de
I’'hnéme par une interaction de donation des élestidm la paire non-liantecg du carbone
vers l'orbitale vide g du fer (liaisonc) et par une interaction de rétrodonation des &lest
des orbitales,d et d,, du fer vers les orbitales vide$, etn*, anti-liantes de CO (liaisom).
L’addition de ces deux effets entraine une dimorutie I'énergie électronique du bloc d du

fer, ce qui contribue a la forte stabilité du coexa.

dxy 4 qu
Rétro- donémon %% %
Ty + g
Donation —ﬂ—%
Fe” 022 CcoO

Figure IV.8 : Représentation schématique des interactions tainéia stabilisantes entre 'héme"Rglan carré
et le ligand CO.

Interaction du complexe avec I'environnement distal

Pour des raisons de proximité géométrique, limtiva du complexe FeCO avec
I'environnement distal de 'héme s’établit prindgaent par I'intermédiaire de I'atome
d’'oxygéne du ligand CO. Un environnement distalsprdant un caractére électrostatique
positif ou I'établissement d’interactions électitractrices, comme les liaisons hydrogéne,
avec le complexe favorisent I'apparition d'une dwarpartielle négative sur I'atome
d’oxygene (figure 1V.9). Cette charge partielle atbge correspond a une augmentation de

densité électronique au niveau des orbitatede CO.
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Figure IV.9 : Représentation schématique des interactions Entemplexe F&CO et I'environnement distal
de I'héme.

En raison de l'interaction de rétrodonation ené® drbitales d du fer et les orbitalesde
CO, laugmentation de densité électroniqgue destalds n* de CO entraine une
augmentation de la rétrodonation, c’est-a-dire aungmentation de la densité électronique au
niveau des orbitales, etny, du complexe qui sont a la fois liantes pour Fet@ngi-liantes
pour C-0O (figure 1V.8). L'apparition d’'une chargarpelle négative sur I'oxygene due a un
environnement distal positif entraine donc un resdment la liaison Fe—C (augmentation de
Vre-cq €t un affaiblissement concomitant de la liai€bsO (diminution deco).

Ce phénomene est a l'origine de la corrélationmseentre les fréquences.-coetvco qui a
eteé observée et largement étudiée pour de nomisrdigseoprotéines (figure 1V.10) [213,
218-220, 222, 260]. Par exemple, pour le cytochrd&Q,, la droite de corrélation
représentée figure 1V.10 a pour équatiors-co=- 0,638 (x 0,124) vco+ 1718 (+ 242)
[218, 219]. La mesure de ces parametres spectrogmsppermet de quantifier I'intensité du
caractére électropositif a proximité immédiate G#ome d’oxygene, ce qui fournit de
précieux renseignements quant a la conformatida polarité de I'environnement distal de
’héme. Dans un environnement fortement polaireréiodonation est accentuége-co
augmente pendant queo diminue, ce qui correspond a un point sur la gawtd la courbe
de corrélation. Au contraire dans un environnenfi@btement polaire, la rétrodonation n’est

pas favorisée ce qui correspond a un point surdiéedde la courbe de corrélation.

Différentes études ont par ailleurs montré quedisité de I'interaction de rétrodonation du
complexe F&-CO est trés peu affectée par les contraintesysisiou par la modification de
'alignement des trois atomes Fe, C et O par rappda normale au plan de la porphyrine
[213]. Ces parametres sont donc peu susceptiblieseivenir dans la modulation des

fréquence®re-coetvuco.
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Figure 1V.10 : Corrélation inverse entre les fréquenogsco etvco Observée pour différentes hémoprotéines
[213, 260].

Effet du ligand proximal

L’étude des fréquences associées aux modes deiotbdes liaisons Fe—CO et C-O permet
également d’obtenir des informations sur la natlweligand proximal et la force de son
caractére donneur. En effet, le ligand proximal et le ligand dissaint en compétition pour
établir une liaisors avec le fer par lI'intermédiaire de son orbitaldevid. : plus le ligand
proximal est un bon donneuar plus la liaisorns entre le fer et le ligand distal CO est faible.
En revanche, puisque l'interaction entre le fdedigand proximal n’affecte pas le systeme
de la liaison Fe—-C, la rétrodonation reste inchangféla force de la liaison C-O n’est pas
modifiée.

Ce phénomene est clairement visible sur la couebeodrélation entre les fréquenags-co
etvco (figure IV.10). Les complexes F€0O d’hémoprotéines qui possédent le méme ligand
proximal, comme la famille des myoglobines donligand proximal est une histidine, sont
situés sur la méme droite de corrélation. Le rengsteent du ligand histidine par un ligand
meilleur donneus, comme dans la famille des cytochromes P450 @oligdnd proximal est
une cystéine, entraine une diminutionv tres impaetale la force de la liaison Fe—C sans que
la force de la liaison C-O soit affectée, ce quiraduit par un décalage vers le bas de la
courbe de corrélation.

On peut remarquer que les complexe5€6 de la famille des NOS se situent sur une droite
de corrélation distincte de celle de la famille agsochromes P450 bien que ces deux
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familles d’hémoprotéines possedent une cystéine neonligand proximal. En effet,
'environnement proximal de I'heme est impliqué slda modulation fine de la force du
caractére donneur du ligand proximal. En particulier, I'établissemele liaisons hydrogéne
entre des résidus du coté proximal de 'héme digbnd proximal du fer peut conduire a
I'affaiblissement du caractére donneudu ligand proximal. Par exemple dans le cas des
NOS, la cystéine proximale établit une liaison logime forte avec un résidu tryptophane
voisin ce qui explique que le caractere donrede la cystéine soit plus faible chez les NOS
gue chez les cytochromes P450 ou ce résidu tryptaph’existe pas. Cette observation est
cohérente avec les résultats obtenus par meswetalide la force de la liaison Fe-S (voir
IV.3.2.) qui montrent que la liaison Fe-S chezNE3S (re-s= 338 cn) est plus faible que

la liaison Fe—S chez les cytochromes P4%Q £= 351 cnt).

L'étude des fréquencesee_co et vco du complexe FECO permet donc d’obtenir des
renseignements sla polarité de I'environnement distal de I’hemeet surla force de la
liaison entre le fer et son ligand distalqui sontdeux parametres essentiels au contréle de

la réactivité du complexe F&-O, au cours du cycle catalytique des NOS.

Existence de plusieurs conformations

Le signal associé au mode de vibration de la llmiSe—CO est observé dans la région des
basses fréquences du spectre Raman entre 470 etr82Q’analyse de ce signal est rendue
difficile d'une part par la présence de contribniomineures associées a des modes de
déformation de la porphyrine exaltés par leur protd avec le mode de vibration de la
liaison Fe—CO, et d’autre part par la largeur ireportante du signal. Chez la plupart des
hémoprotéines, le signal Raman associé a la fréquée vibratiorr.-co présente en effet
une largeur de 20 & 50 &ma mi-hauteur, ce qui a été attribué & une inh@méig
structurale du complexe E€O0. Le signal associé au mode de vibration déaladn C-O

qui est observé entre 1900 et 1970 cest également élargi, ce qui confirme I'existence
probable de plusieurs conformations du compleXe@@ au sein de la cavité du site actif
[219, 261].

Dans le cas des NOS en absence de substrat etadéeco, il a été proposé que le complexe
Fe'-CO existe sous deux conformations distinctes [P1®, 211, 216] : une conformation
« ouverte » ou la structure de la protéine seméchée avec un environnement distal de

I’'héme faiblement électropositif qui correspondree dréquence de vibration Fe—CO basse et
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une fréquence de vibration C-O élevée, et une coraftion « fermée » ou la structure de la
protéine serait plus resserrée ce qui entrainema@ augmentation de la polarité de
I'environnement distal de I'hnéme et qui correspa@ndine fréquence de vibration Fe-CO
élevée et une fréquence de vibration C-0 basse.

La fixation du substrat L-Arg au niveau du siteifaotroduit une charge positive a proximité
de I'heme, ce qui induit un renforcement importaet la polarité de I'environnement
immeédiat du ligand CO : on observe la suppressetactonformation « ouverte » au profit
de la conformation « fermée » accompagnée d’unenantation de la fréquenage-co et
d’'une diminution de la fréquenago associées a la conformation « fermée ». Cet effet
tres nettement observé chez INOS [180, 212] ourémuenceve.-co associée a la
conformation « fermée » augmente de 499 cGn512 crit lors de la fixation de L-Arg
pendant que la fréquenogeo correspondante diminue d’environ 1940ten1905 crit. On
observe également le méme phénoméne chez les @dfesnes de NOS, mais avec une
amplitude plus faible chez nNOS [91, 97, 216].

4.2. Etude du complexe FeCO par spectroscopie ATR-FTIR

Les spectres ATR-FTIR de iN@Sont été enregistrés dans les conditions expératent
décrites au chapitre 11.3.3. en présence de cafadthB et d'arginine ou d’analogues
d’arginine en concentrations saturantes.

La fréquence associée au mode d'élongation deisoh C-O des complexes"F80 des
hémoprotéines peut étre observée par spectrosédfieFTIR entre 1900 et 1970 ¢m
environ. Cette région du spectre ne comporte pratigent aucun autre signal de vibration, ce

qui facilite grandement I'observation et I'attribart du signal.

Le spectre du complexe 'F€0 de iNOS$, enregistré en I'absence de substrat et de cofacteu
présente un signal trés large autour de 1960 gui peut étre déconvolué en deux bandes
d’absorption & 1949 et 1963 ¢irl'addition de substrat L-Arg et de cofactewB-provoque

la disparition de cette bande large et I'apparitiume seule bande fine & 1903 tifigure
V.11, table IV.9). Ces résultats sont en bon atcavec les valeurs décrites pour iINOS
[212]. De maniere tres intéressante, I'additiomdlagues de L-Arg provoque la disparition
de la bande large observée en I'absence de sulestfapparition d’'une seule bande fine
comme lors de I'addition de L-Arg, mais la positida cette bande fine varie de 1905'cn
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1921 cni en fonction de I'analogue d’arginine ajouté (figu¥.11, table IV.9). Dans le cas
de l'analogue cyclopropyl-guanidine, on observel@&gant une bande d’intensité faible a

1896 cn qui apparait comme un épaulement dans la bandeiale.

Arginine

CF-(CH,)-Gua \
Pentyl-Gua QA

F-Ph-Gua

CH.O-Ph-Gua N\
NO.-Ph-Gua ‘

-I-

1875 1900 1925 1950 1975
Nombre d'onde (ci})

Figure IV.11 : Effet d'analogues de L-Arg sur le spectre ATR-FTURINOS, Fe'-CO. Les spectres ont été
enregistrés en présence dgBsauf le spectre -/- qui a été enregistré en alesda substrat et de cofacteur.

Ces résultats indiquent clairement que les différemalogues d’arginine testés sont tous
capables d’établir des interactions spécifiques &emvironnement distal de I'héme, ce qui
se traduit par l'observation d’'une bandgo étroite présentant une fréquence de valeur
nettement inférieure a celle de la bande obsemdalgsence de substrat (figure IV.11). Ces
résultats montrent donc que, comme dans le cdargnine, la fixation de ces analogues au
niveau du site actif de iIN@ginduit une augmentation de la polarité de I'envitement
immédiat du ligand CO, ce qui confirme I'hypothéston laquelle I'extrémité guanidinium
positivement chargée de ces analogues se placex@nie du fer de la méme maniére que
I'extrémité guanidinium du substrat naturel L-Axgif IV.2.1.).

Nous avons vu au cours du chapitre précédent goa@rtee proximale du site actif de INQS
ne subit pas de modification lorsqu’on remplace rig-fpar un de ses analogues et qu’il est
donc vraisemblable que les différences de réagtiibservées entre les analogues
proviennent de modifications induites au niveadiedeartie distale du site actif. Les résultats

gue nous avons obtenus par spectroscopie ATR-FdRrment cette hypothese et montrent
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que les différents analogues d’arginine précédenresiés induisent des modifications
significatives de I'environnement distal & proxiénétu complexe FeCO. Ces modifications
dépendent de l'analogue considéré et sont diffésentes modifications induites par la
fixation de l'arginine, ce qui se traduit par demigtions du signal associé au mode de
vibration de la liaison C-O de 1905 a 1921'tm

De maniere intéressante, on peut remarquer quen$ité des interactions entre le ligand CO
et son environnement immédiat, qui est reflétéelpaosition de la bande d’absorption IR,
est directement corrélée au pKa de I'analoguedixdéiveau du site actif (figure IV.12). Les
analogues de type alkyl-guanidines dont le pKaassez proche de celui de l'arginine
induisent une augmentation de la polarité de '@mnement du ligand distal similaire a
celle observée en présence d’arginine, caractépaéaine fréquenceco comprise entre
1905 et 1911 cih alors que les analogues de type aryl-guanidines ¢e pKa est
sensiblement plus bas que celui de I'arginine isghti une augmentation de la polarité de
I'environnement du ligand distal moins prononcéesgutraduit par une fréquenoeo plus
élevée comprise entre 1915 et 1921'dtable V.9).

1930} NO,Ph-Gua
CH,OPh-Gua

1920+ ®
Pentyl-Gua

-1
Ve, (cm’)

1910+
CIPh-Gua
| |
1900} |
L-Arg
9 10 11 12 13
pKa

Figure IV.12 : Corrélation entre les fréquences, du complexe PeCO de iNOS, observées en présence de
différents analogues de L-Arg et le pKa de cesanads de L-Arg.

La droite de corrélation représentée figure IV.itit une tendance nette de la force de la
lisison C-0O a diminuer lorsque le pKa du guanidimiaugmente (elle ne signifie pas qu'il
existe une loi linéaire entre le pKa du guanidinietmcg). Ces résultats indiquent que plus le
pKa du guanidinium fixé au niveau du site actifiN®Sy, est élevé, plus le complexe'Fe

CO ressent une influence électropositive forteateenvironnement distal.
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Ces résultats mettent pour la premiere fois eneéwe I'importance du réle joué par le pKa
de I'extrémité guanidinium dans l'interaction enl@eguanidine fixée au niveau du site actif
de INOSi et le ligand distal du fer.

4.3. Etude du complexe FECO par spectroscopie Raman de résonance

En raison de l'interaction de rétrodonation ené® drbitales d du fer et les orbitalesde
CO a l'origine de la corrélation inverse entre fEsquencere-co et veo (voir 1IV.4.1.),
I'effet du pKa du guanidinium que nous avons ob&eyur la force de la liaison C-O devrait
logiqguement étre observé de maniére inverse storte de la liaison Fe—-C du complexe
Fd'-CO chez iNOS..

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons réales spectres Raman de résonance de
iINOSox (environ 150 pM) a I'état FeCO en présence desBl (400 uM) et des différents
analogues d’arginine (20 mM) dans les conditiorgéexentales décrites au chapitre 11.3.2..
La longueur d’onde d’excitation, qui est de 441n6, morrespond au maximum d’absorption
UV-visible de la bande de Soret du complexe'-€E®, ce qui permet dexalter
spécifiguement les modes de vibrations du comphéxainique.

Les spectres présentés figure 1V.13 sont le rdsdial’accumulation de 5 a 10 spectres

représentant chacun 20 a 40 minutes d’exposition.

Les spectres obtenus sont trés similaires aux rgsedécrits pour le complexe'F€0 des
différentes isoformes de NOS [91, 97, 211, 214, Zt&'autres hémoprotéines [217, 253,
257]. Les différentes bandes des spectres RR dntattibuées par analogie avec ces
données. Les spectres RR du compleXe@®@ permettent & fois d’observer les fréquences
caractéristiques des modes de vibration de la pargh(figure V.4, chapitre 1V.3.1.2.2.) et
les fréquences associées aux modes d’élongatuba @gtformation de la liaison entre le fer et
le ligand distal CO (figure IV.13).

4.3.1. Mode de déformatiordre-co

Le spectre Raman de résonance de iN@8 absence de substrat et de cofacteur présente
une bande de faible intensité & 559 cattribuée au mode de déformati@a-co Ce mode

de vibration n’est actif en spectroscopie RR quedoe la géométrie de 'héme est nettement
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distordue par rapport a une symétrie plane, ceegplique que le signal associé ne soit pas
visible dans les spectres RR de nombreuses hérdomst[260]. Difféerentes études ont
montré que le mode déformati@pe-co est corrélé au mode d’élongatiog.-co mais que
I'amplitude de variation est en général assez ddid13].

L’addition de substrat L-Arg provoque le déplacetmdm la bandér._cojusqu’a 566 cr,

ce qui est en bon accord avec les valeurs dégaesiNOS [212]. L'addition d’analogues
d’arginine provoque également le déplacement dehaedre-co par rapport a 'enzyme en
absence de substrat, mais I'amplitude du déplacenégpend de la nature de I'analogue
(figure 1V.14). En présence d’alkyl-guanidinesdiplacement est pratiguement le méme que
pour L-Arg : dre-co €St observé entre 565 et 567 tnEn revanche, en présence d'aryl-
guanidines, le déplacement est de moins grandeitangl avec des valeurs dge-co

comprises entre 561 et 565¢m
4.3.2. Mode d’élongationvge-co

L'influence de I'analogue d’arginine fixé au nivedu site actif de iNOg sur le ligand distal
est clairement confirmée par I'étude du mode d'@fdionve.-co Le signal observé entre
450 et 530 cm dans la région des basses fréquences du spectranRie résonance montre
en effet des différences tres marquées en fondédranalogue d’arginine (figure IV.13).

En absence de substrat et de cofacteur, le modendation ve.-co apparait comme une
bande trés large (environ 50 ¢rde largeur & mi-hauteur) centrée autour de 496, cen qui

a ete attribué a I'existence de deux conformatehssnctes de la protéine : une conformation
« ouverte » et une conformation « fermée » (voidll¥.). L’addition de L-Arg et de B est
supposeée induire des contraintes supplémentairea structure du site actif et favoriser la
conformation « ferméee » ce qui provoque le déphace et I'affinement du signal qui se
présente comme une bande étroite (15 delargeur & mi-hauteur) centrée & 512'chious
avons également réalisé le spectre Raman de ré&sodancomplexe FeCO de iNOS$, en
présence de NOHA et deBl On observe également un affinement et un déplacevers
les hautes fréquences du signal co mais dans une moindre mesure qu’en présence de L-
Arg, puisque le signal est cette fois observée wautte 500 cnt avec une largeur & mi-
hauteur de I'ordre de 30 émCes résultats correspondent aux valeurs déqitesiNOS et
pour les autres isoformes de NOS [214, 216] et ,rahgueles deux substrats naturels L-

Arg et NOHA ont des effets spécifiques et distinctsur le ligand distal du fer.
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Les expériences que nous avons réalisées en peédencanalogues d’arginine ont montré
gue la fixation des alkyl-guanidines au niveau de actif de INOSox induit un effet
similaire a celui de la fixation de l'arginine : observe un affinement et un déplacement du
sighalvee_coVvers 505 & 510 cin(figure 1V.13). Au contraire, en présence d'aryiagidine,

le signalvre-co reste large et centré autour de 490 & 500 (figure IV.13). Ces résultats
montrent queles différents analogues ont des effets distinctaurs 'environnement

immeédiat du ligand distal du fer (table 1V.9).

Arginine

Pentyl-Gua

Cl-Ph-Gua

NO,-Ph-Gua,

1 " 1 " 1 " 1

300 400 500 600 700 800 900

1

Déplacement Raman (¢hn

Figure IV.13 : Effet d’analogues de L-Arg sur la région des bassggiences du spectre Raman de résonance
de INOS, Fe'-CO (excitation & 441,6 nm). Les spectres ont Btégistrés en présence dgBrsauf le spectre -
/- qui a été enregistré en absence de substrateifecteur.

L'étude par ATR-FTIR du complexe R€0 chez iNOS (voir IV.4.2.) a montré que la
position du signal associé au mode de vibraties est directement corrélée au pKa de
'analogue d’arginine fixé au niveau du site adiéf INOSx. De maniere cohérente, le signal
associé au mode de vibratiop.-co est également directement relié au pKa de I'anedog
d’'arginine mais de maniére inversée par rapporhade de vibratiomco (figure 1V.14). Les
modes de vibrationco et vre-co SONt donc bien inversement corrélés et dépendestles

deux directement du pKa de I'analogue d’arginixé fau niveau du site actif de INQS
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De méme que précédemment, la droite de corrélagior@sentée figure 1V.14 ne signifie pas
gu’il existe une loi linéaire entre le pKa du gudnium etvge-co mais elle souligne une
tendance nette de la force de la liaison Fe—-C aaunter lorsque le pKa du guanidinium

augmente.

520+ L-Arg

CIPh-Gua

5 500} |
~% Pentyl-Gua
Q
| CH,0OPh-Gua
480 NO,Ph-Gua
9 10 11 12 13
pKa

Figure IV.14 : Corrélation entre les fréquences_co du complexe FeCO de iNOS, observées en présence
de différents analogues de L-Arg et le pKa de cedogues de L-Arg.

Protéine pKa Vre-co Ore-co Vco  Référence
iINOS,x  + L-Arg 12,48 512 566 1903
+ Pentyl-Gua 12,6 506 567 1907

+ CR-(CHy,)3s-Gua 11,8 505 566 1905
+ cyclopropyl-Gua 11,8 508 565 1911
+ CH;O-Ph-Gua 11,0 492 562 1918

+ F-Ph-Gua 10,8 496 563 1915
+ Cl-Ph-Gua 10,3 496 565 1915
+ CR-Ph-Gua 10,0 493 561
+ NO~Ph-Gua 9,3 489 563 1921
+ NOHA 8,5 498 563  nd
- - 488 559 1960
nNOS  + L-Arg 12,48 503 565 1929  [216]
+ NOHA 8,5 502 563 1928  [216]
- - 491 562 1936  [216]
saNOS  + L-Arg 12,48 504 567 1917 [91]
- - 490 560 1940 [91]

Table IV.9 : Fréquences (en ¢thdes principaux modes de vibration du complext-®® chez différentes
NOS (excitation a 441,6 nm). Les spectres ont Btégistrés en présence dgBHsauf le spectre -/- qui a été
enregistré en absence de substrat et de cofacteur.
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Les résultats obtenus par spectroscopie RR confirrdenc trés clairement les premiers
résultats que nous avons obtenus par spectros8deFTIR : plus le pKa du guanidinium
fixé au niveau du site actif de iINQSest élevé, plus le complexe "F8O ressent une

influence électropositive forte de son environnenakstal.

4.3.3. Déconvolution du signabge-co

Il est possible que la variabilité du sigmal-coobservé en présence des différents analogues
d’arginine refléte la tendance de chacun de celogmes a favoriser 'une des conformations
de la cavité du site actif « ouverte » ou « fermeé€ependant, I'analyse du spectre révele
gue le signabge-co peut en réalité étre déconvolué en trois ou quaitte gaussiens selon
'analogue d’arginine considéré (table 1V.10), aé opdique qu’il existe probablement plus
de deux conformations distinctes pour le completeGO de iINOS,.

La déconvolution en une somme de plusieurs fonstigaussiennes des composantes
spectrales superposées dans le sigpako est réalisée de la maniére décrite au chapitre
11.3.2..

En absence de substrat et de cofacteur, le siggalldrgevee-co peut étre déconvolué en
deux contributions majoritaires & 477 et 494" oen deux contributions minoritaires a 460 et
509 cm. En présence de L-Arg ou de NOHA, le mode obsard60 cni est absent, ce qui
indique qu’il correspond probablement au signalindramode de vibration de la porphyrine
exalté uniquement lorsque le modg-co présente une fréquence suffisamment basse. Les
trois autres contributions observées dans le sigrako en absence de substrat et de
cofacteur sont également observées en présenceAtg bu de NOHA mais dans des
proportions différentes (table 1V.10). En préserd® L-Arg et de cofacteur 4B, la
contribution & 513 cih est largement majoritaire devant deux contribwtiotineures & 485
et 501 crit, ce qui donne au signal son allure fine et cerdarédeur de 512 cih En présence
de NOHA et de cofacteur B, c’est la contribution & 499 ¢hqui est majoritaire devant
deux contributions mineures & 485 et 514*cue qui donne au signal son allure plus large
centrée autour de 498 mCes résultats sont en bon accord avec les pnémadétudes
réalisées sur iNQg[214].

La déconvolution du signale.-co Observé en présence des analogues d’argininesrguel
les trois contributions observées en présence idiasgou de NOHA existent également en
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présence des analogues d’arginine, mais dans dg®rpons qui varient en fonction de
I'analogue considéré (table 1V.10).

Ces trois contributions majoritaires correspondeatnifestement drois conformations
différentes qui ont des effets distincts sur la parité du site actif au voisinage du ligand
distal du fer. La conformation qui induit l'interaction polaida plus forte comporte un
signal vee_co a fréquence élevée entre 507 et 514'cta conformation intermédiaire qui
induit un effet électropositif moyen présente ugnal vee_co entre 494 et 503 ch et le
signalvre-code la conformation qui induit I'interaction polaila plus faible apparait de 477
a 490 cnil.

Protéine VFe-co VEe_CO Référence
apparent
iNOS,,, + L-Arg 512 485 501 513
+ Pentyl-Gua 506 477 494 507
+ CFs-(CHy)s-Gua 505 477 494 507
+ Cyclopropyl-Gua 508 490 503 512
+ NOHA 498 485 499 514
+ F-Ph-Gua 496 477 496 512
+ CI-Ph-Gua 496 477 496 514
+ CR-Ph-Gua 493 479 495 512
-I- 488 460 477 494 509
+ CH;O-Ph-Gua 492 465 479 495 508
+ NO,-Ph-Gua 489 464 479 498 514
nNOS,, + L-Arg 503 489 502 514 [214]
+ NOHA 502 490 501 514 [214]
-I- 491 489 501 514 [214]

Table 1V.10 : Fréquences (en cthobtenues par déconvolution en pics gaussiensatlen._codu complexe
Fe'-CO chez différentes NOS (excitation & 441,6 nnes kpectres ont été enregistrés en présenceBleaf
le spectre -/- qui a été enregistré en absencalngrat et de cofacteur.

De maniere intéressante, il est possible de dégaemsrschémas majeurs dans I'analyse du

signal et de classer chaque analogue d’argining da@ de ces trois catégories.

Famille 1
La premiéere famille d’analogues présente un sigmpalco Similaire a celui observé en
présence d’arginine avec la contribution majoritaiiune bande étroite entre 507 et 513'cm

correspondant a la conformation qui induit I'intetfan la plus forte avec le ligand distal CO,
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et la contribution minoritaire de deux bandes qurrespondent aux deux autres
conformations (figure IV.15). Les alkyl-guanidinggie nous avons testées, c'est-a-dire
pentyl-Gua, CE(CH,)s;-Gua et cyclopropyl-Gua, appartiennent toutes decptemiere
famille d’analogues. Ces résultats indiquent quamroe l'arginine, les alkyl-guanidines
interagissent fortement avec le ligand @@ une augmentation importante du caractére

électrostatique positif apparent de I'environnentisital de I'heme.

Arginine

Pentyl-Gua é ﬁ
VAN

Cyclopropyl-Gua

400 450 500 550
Raman Shift (cff)

Figure V.15 : Signal associé au mode d’élongatiga o du complexe FeCO de iNOS, dans la région des
basses fréquences du spectre Raman de résonantati@x a 441,6 nm) en présence d@tét de L-Arg ou
des analogues de L-Arg de la famille 1.

Famille 2

La deuxiéme famille d’analogues présente un sigiRalco similaire a celui observé en
présence de NOHA avec la contribution majoritaitend bande entre 496 et 499 tmui
correspond a la conformation qui induit une intBoscd’intensité moyenne avec le ligand
distal CO, et la contribution minoritaire de deuanbdes qui correspondent aux deux autres
conformations (figure 1V.16). Les aryl-guanidinesPR-Gua, CI-Ph-Gua et G#Ph-Gua
appartiennent a cette deuxieme famille d’analogGes. résultats indiquent que, de la méme
maniére que la NOHA, ces aryl-guanidines interagisde maniére spécifique avec le ligand
CO mais que l'augmentation du caractére électigsitpositif apparent de I'environnement
distal de I'hnéme est moins forte que celle obserréprésence des analogues de la premiere

famille.

- 161 -



Chapitre IV. Influence d’analogues de L-Arg susiie actif de INOSox

NOHA fé %
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Figure IV.16 : Signal associé au mode d’élongatiga co du complexe FeCO de iNOS, dans la région des
basses fréquences du spectre Raman de résonanitati@x a 441,6 nm) en présence d@tet de NOHA ou
des analogues de L-Arg de la famille 2.

Famille 3

La troisieme famille d’analogues présente un sigralco similaire a celui observé en
absence de substrat et de cofacteur avec la agindribmajoritaire de deux bandes autour de
480 cm' et 495 crit correspondant respectivement & la conformation igdiit les
interactions les plus faibles et a celle qui indlgs interactions d’intensité moyenne avec le
ligand distal CO, et la contribution minoritaireude bande autour de 510 ¢nmui
correspond a la derniere conformation (figure IY.X3n observe également une bande de
faible intensité vers 465 chqui correspond probablement & un mode de vibradi®na
porphyrine exalté par la vibration aux fréquencesea basses du moag-coobservées pour
cette famille d’analogues. Les aryl-guanidines;OHPh-Gua et N@Ph-Gua appartiennent a
cette troisieme famille d’analogues.

L’hypothése selon laquelle ces analogues ne séeselgas fixés au site actif n'a pas été
retenue. En effet, les analogues ont été ajoutélesaconcentrations au moins 10 fois
supérieures aux constantes de dissociation de JN&Sprésence de ces guanidines et le
spectre d’absorption UV-visible de la solution ddOS,x en présence de ces analogues
présente le pic d’absorption de Soret vers 395 tiend@u pour un complexe #eHS. Les
données obtenues par spectroscopie ATR-FTIR mdntégalement un effet de ces
analogues sur le signad-o nettement différent de celui observé en absensibistrat (voir
IV.4.2).
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Les analogues de la troisieme famille sont donn bies au niveau du site actif de INQS
mais les résultats obtenus montrent que la fixatilen ces analogues ne permet pas

I'établissement d’interactions fortes ou spécifsjagec le ligand distal.

_L J¢f§Zj;iE§§k

CHSOPh-Guzﬁ &
N OO

1 | 1 | 1 |
400 450 500 550
Raman Shift (cif)

Figure IV.17 : Signal associé au mode d’élongatign co du complexe FeCO de iNOS, dans la région des
basses fréquences du spectre Raman de résonaoitati@x a 441,6 nm) en absence de substrat ebfdeteur
ou en présence deBlet des analogues de L-Arg de la famille 3.

4.4. Conclusion

Les résultats que nous avons obtenus montrent epieldux substrats naturels L-Arg et
NOHA ont des effets nettement différents sur I'eorhement distal de 'héme. La fixation
de l'arginine dans le site actif de INQSnduit une interaction apparemment trés forte avec
le ligand distal du fer caractérisée par un signalco dominé par une contribution
majoritaire & de 513 cm alors que la NOHA induit une interaction apparentmmoins
intense avec une contribution majoritaire & 499 cm

Les résultats obtenus par spectroscopie ATR-FTIpaespectroscopie Raman de résonance
montrent clairement que les différents analoguasgitiine ont également des effets distincts
et spécifiques sur le complexe"F@0 ce qui traduit des effets distincts et spéuaii) sur
'environnement du ligand distal du fer. De mani@rg®ressante, les effets des analogues
d’arginine sur I'environnement distal de 'héme sdiune part directement corrélés au pKa
des analogues et peuvent dautre part étre regsoupe trois familles qui induisent
respectivement des effets similaires a ceux de d,-Ate NOHA et ceux observés en

I'absence de substrat et de cofacteur.
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Ces résultats suggeéerent fortement psedifférences de chemin réactionnel entre L-Argte
NOHA au cours du cycle catalytique des NOSIle méme qukes différences de réactivité
observées entre les analogues d’argininseraient dues awkifférentes interactions que
ces substrats et analogues de substrats induisentnte leur extrémité
(hydroxy)guanidinium et le ligand distal du fer.

L’ensemble de nos résultats montre ges interactions dépendent directement du pKa
du substrat et suggergue les parametres de stabilité et de réactivité digand distal du
fer sont directement reliés au caractere plus ou nes acide de la guanidine ou de
I’'nydroxyguanidine fixée au niveau du site actif de INQS

5. Importance de I'état de solvatation du site acti

5.1. Données structurales

Positionnement des analogues d’arginine dans le esiactif

Nous avons vu au chapitre IV.2.1. que les étudeststales de différentes isoformes de
NOS en présence de L-Arg, de NOHA et d’analogueN@EIA suggérent que les analogues
d’arginine adoptent trés probablement un positiomer® au niveau du site actif qui conserve
la conformation de I'extrémité guanidine bien gaecbnformation de la chaine latérale soit
susceptible de varier.

Les résultats que nous avons obtenus au cours deawal confirment largement cette
hypothése. En effet, 'absence de variation darisrtze de liaison Fe-S, la conformation de
I’'hnéme ou le potentiel d’oxydoréduction de I'hénoesiqu’on remplace L-Arg par un de ses
analogues, ainsi que les grandes similitudes oéssrgans les spectres ATR-FTIR et Raman
de résonance du complexéd'F@0 de iINOS, en présence des analogues et en présence de L-
Arg montrent clairement que la position précisel'dgtrémité guanidine des analogues

d’arginine est similaire a celle de I'extrémité gidine de L-Arg.

Etat de protonation du guanidinium
On peut remarquer que les analogues que nous &eg&igs ont tous un pKa supérieur a 9, ce
qui signifie que dans les conditions expérimentalgdisées (pH = 7,4) l'extrémité

guanidinium de chacun de ces analogues se présmrgda forme protonée en solution.
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Le pH au cceur du site actif de I'enzyme est sugdepd’étre différent du pH en solution.
Cependant dans le cas des NOS, la poche du sifeescisituée relativement prés de la
surface de I'enzyme et communique facilement agemilieu extérieur, ce qui suggere que
la différence de pH entre l'intérieur du site adtifl’extérieur de I'enzyme ne doit pas étre
trés grande. De plus, nos études spectroscopiquesrdplexe FECO de iINOS$, montrent
d'une part que chacun des analogues d’arginineitinduchamp électrostatique positif a
proximité du ligand distal du fer et d’autre pamed’effet des différents analogues d’arginine
sur le complexe FeCO varie réguliérement en fonction du pKa du gdiaim.

Ces résultats indiquent clairement gu’il n'y a paschangement d’état de protonation entre
les différents analogues d’arginine lorsqu’ils sfixés au niveau du site actif de 'enzyme et

gu’ils sont tous protonés.

Réseau de liaisons hydrogéne

Les études structurales des différentes isofornee®l@S ont montré que les interactions
entre L-Arg et les résidus du site actif fixenixti@mité guanidine de L-Arg a une distance
trés courte de 'heme, ce qui a conduit plusieuosiges de recherche a supposer I'existence
d’une liaison hydrogéne directe entre un protorgdanidinium de L-Arg et le ligand distal
du fer [52, 55, 125].

Cependant, des études structurales plus récentesnapiexe F&NO chez bsNOS [122] et
nNOS [131] et du complexe €0 chez eNOS et nNOS [131] en présence de L-Atg on
révélé que les caractéristigues géométriques angsllad’'une liaison hydrogéne ne
permettent pas a L-Arg d’établir une liaison hydnog directe avec le ligand distal du fer. La
géomeétrie optimale pour une liaison hydrogene estfiet obtenue lorsque les trois atomes
X-H--Y impliqués sont alignés, ce qui n’est pas du teutas entre les atomes N-H de L-

Arg et I'atome O du ligand distal qui forment urgbnd’environ 110°.

Les études structurales du complex&-E® chez eNOS et nNOS en présence de L-Arg et de
NOHA [131] ont également révélé I'existence d’'unelécule d’eau tres conservée dans les
structures a proximité immédiate a la fois du Igjadistal du fer et de I'extrémité
(hydroxy)guanidinium du substrat.

En présence de L-Arg, les criteres géomeétriquesilaimgs et de distance permettent a cette
molécule d’eau de former une liaison hydrogene e’part entre un de ses protons et le
ligand distal du fer et d’autre part entre son aooxygeéne et le proton de I'extrémité
guanidinium de L-Arg, constituant ainsi un pontlidésons hydrogéne entre le substrat et le
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ligand du fer (figure IV.18). Il est donc tres patibe que cette molécule d’eau intervienne
directement dans les étapes de transfert de pretopsésence de L-Arg.

Au contraire, en présence de NOHA, I'extrémité loxgrguanidinium est tres légerement
décalée par rapport a la position du guanidiniunh-d&g ce qui place le proton porté par le
N® de NOHA a une distance et dans une géométrie tadiep pour engager une liaison
hydrogene directe avec I'atome du ligand distgblles proche du fer et dans une moindre
mesure une liaison hydrogéne avec I'atome du lighstal le plus éloigné du fer. On observe
toujours la présence de la molécule d’eau tréesetgés, mais elle est maintenant hors de
portée de liaison hydrogéne pour le ligand distalfet. L'intervention de cette molécule
d’eau dans les étapes de transfert de protonsésemre de NOHA est donc beaucoup moins
probable.

Enfin, en absence de substrat, plusieurs moléci#eal ont été observées dans la cavité du
site actif, mais leur position est déterminée av@mucoup moins de précision, ce qui indique
une grande variabilité dans les interactions gegeditablissent avec les résidus du site actif et

avec le ligand distal du fer.

GIn257

Glu371

Figure 1V.18 : Positionnement de L-Arg a proximité du complexd-E© dans le site actif des NOS
(numérotation iNOS) et représentation des prinefpdiaisons hydrogéne. Une molécule d’eau treseruée
(en rouge) joue un réle fondamental dans le rédediaisons hydrogene entre le guanidinium etdarld CO
du fer [131].

Les études structurales du complex&-R® chez bsNOS [122], eNOS [129] et nNOS [131]
et du complexe F'eCN chez iNOS [262] en présence de L-Arg et de NQtdAfirment les
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données obtenues avec le complext-G® : en présence de L-Arg, une molécule d’eau
constitue un pont de liaisons hydrogéne entred¢éoprdu guanidinium et le ligand distal du
fer, alors qu’en présence de NOHA, la liaison hygeéree est directe entre le proton porté par
le N” de I'hydroxy-guanidinium et I'atome proximal dgdind distal du fer.

Les complexes FeNO et FE-CN présentent une structure courbée qui les rend
géométriquement assez proches du compleXeze Au contraire, le complexe €0 des
NOS présente une géométrie relativement linéaiepe@dant, les similitudes entre ces
données montrent que les résultats obtenus avesniplexe F&CO constituent de bons

éléments pour mieux comprendre la structure duasti€autour du complexe ..

5.2. R6le du pKa du guanidinium dans le réseau deisons hydrogene

L’ensemble de ces données nous a conduit a proposerodéle structural sur la base des
résultats que nous avons obtenus au cours de ¢'@udsite actif de INOg en présence de

différents analogues d’arginine.

Modele structural : famille 1

Les analogues de la premiere famille sont ceuwoqtie pKa le plus élevé et le plus proche
du pKa de l'arginine. Ces guanidines sont donc @e&des, ce qui signifie que la liaison
N®-H du guanidinium est forte et peu polarisée etlqueoton est peu labile.

Le proton du guanidinium n’est pas assez acide ptablir une liaison hydrogene directe
avec le ligand distal du fer. En revanche, ce prast tout de méme assez acide pour établir
une liaison hydrogene avec la molécule d’'eau quitreeive a proximité immeédiate.
L’établissement de cette liaison hydrogéne entfrdéon du guanidinium et 'oxygene de la
molécule d’eau entraine une baisse de la densibfr@hique sur I'ensemble de la molécule
d’eau, ce qui affaiblit les liaisons covalentes Odd1la molécule d’eau et la rend susceptible
de former une liaison hydrogene entre un de semscet le ligand distal du fer (figure
IV.19).

La principale interaction engagée avec le ligarstaflidu fer est une liaison hydrogéne entre
la molécule d’'eau et 'atome du ligand le plus @& du fer, ce qui crée un champ
électropositif fort uniquement a proximité de cérae du ligand. Donc en présence des
analogues de la premiére famille, le complexé-E® présente les caractéristiques
spectroscopiques d’'un champ électrostatique paossffort a proximité.
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Figure IV.19 : Représentation schématique du réseau de liaispt®dene autour du complexe'F@, de
INOS,, en présence d’arginine ou d’'un des analoguesidiaggde la premiére famille.

Modele structural : famille 2

Les analogues de la deuxieme famille et la NOHAwnpKa plus bas que les analogues de
la premiére famille. Ces guanidines sont donc um jples acides, ce qui signifie que la
liaison N°-H du guanidinium est moins forte et plus polariségue le proton est plus labile.
Contrairement aux analogues de la premiere fantdlproton des analogues de la deuxieme
famille est suffisamment acide pour établir unesba hydrogene directe avec le ligand distal
du fer. L'extrémité guanidinium occupe alors unesipon tres légerement décalée par
rapport a la position du guanidinium des analogleega famille 1 qui permet d’établir une
liaison hydrogene forte entre le proton du guamisinet 'atome du ligand distal le plus
proche du fer. Le proton du guanidinium peut égaletmformer une liaison hydrogéne
d’intensité plus faible avec I'atome du ligand dige plus éloigné du fer (figure 1V.20).

En raison de l'acidité du guanidinium, I'établissar d’'une liaison hydrogene entre le
guanidinium et la molécule d'eau est favorisé. laisbn hydrogéne est forte ce qui
rapproche géométriquement la molécule d’eau duidurumm et I'éloigne du ligand distal
du fer. Par conséquent, la molécule d’eau ne pasitepablir de liaison hydrogene avec le
ligand distal du fer (figure 1V.20).

Le ligand distal du fer recoit une liaison hydrogédu guanidinium sur chacun de ses
atomes : cette interaction crée un champ électrifpties intense au voisinage du ligand

distal mais réparti sur les deux atomes du ligaedqui conduit a un champ électrostatique
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apparent inférieur au champ électrostatique crédupanalogue de la premiére famille. En
présence des analogues de la deuxiéme familleprigplexe FE-CO présente donc les

caractéristiques spectroscopiques d’un champ éltatique d’intensité apparente moyenne.
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Figure IV.20 : Représentation schématique du réseau de liaisptr®dene autour du complexe"F@, de
INOS,, en présence de NOHA ou d’'un des analogues d'agihe la deuxieme famille.

Modele structural : famille 3

Les analogues de la troisieme famille ont un pKseashas. Ces guanidines sont donc
relativement acides, ce qui signifie que la liaidorH du guanidinium est assez faible et tres
polarisée et que le proton est assez labile.

Ces analogues sont suffisamment acides pour étdbBr liaisons hydrogene avec de
nombreux partenaires comme les résidus du sitk Bstimolécules d’eau ou le ligand distal
du fer, de sorte que les interactions que ces gunafétabliraient au sein du site actif de
INOS,x ne sont pas spécifiques, ce qui entrainerait ar#ef structuration du réseau de
liaisons hydrogene et la création d’'un champ ébstatique positif assez faible autour du
ligand distal du fer (figure 1V.21). En présences dmalogues de la troisiéme famille, le
complexe F&ECO présente donc les caractéristiques spectrageepi d'un champ
électrostatique d’intensité faible. L’existencentiéractions peu spécifiques et d’'un réseau de
liaisons hydrogéne faiblement structuré donnent@mplexe F&-CO des caractéristiques

proches de celles observées en I'absence de dubstra
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Figure IV.21 : Représentation schématique du réseau de liaispt®dene autour du complexe'F@, de
INOS. en présence d’'un des analogues d’arginine deikiéme famille.

Ce modéle structural établi sur la base des donspestroscopiques que nous avons
obtenues par I'étude du complexe"f@0O est tout & fait cohérent avec les études de
spectroscopie Raman de résonance réalisées samfgaxe F&-O, de iINOS,, qui montrent
que le mode de vibration d’élongation de la liai€»® est bien plus sensible a la fixation de
L-Arg qu’a la fixation de NOHA dans le site act#]4]. La fixation de L-Arg provoque donc
un champ électropositif apparent plus fort quexXation de NOHA dans le cas du complexe
F'-O, comme dans le cas du complexé-B©, ce qui renforce la validité de notre modéle

structural dans I'étude du complexé'f®, chez iNOS.

Les études réalisées sur le compleXe €6 de nNOS, montrent au contraire que la fixation
de L-Arg n’induit qu’une faible augmentation deft@quence du signal.-co par rapport a

la fixation de NOHA au niveau du site actif [216Jes résultats sont cohérents avec la quasi-
absence de différence observée pour le mode datiabrd’élongation de la liaison O-O du
complexe F&-O, de nNO$, en présence de L-Arg ou de NOHA [112].

Le modéle structural gue nous avons proposé pdDd6iN’est donc pas directement adapté a
toutes les isoformes de NOS. L'étude des interastentre différents analogues d’arginine
présentant une large gamme de pKa et les sitefs @etinNOS et eNOS constituerait un
excellent outil pour une meilleure compréhensions depécificité fonctionnelles et

biologiques des isoformes de NOS.
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5.3. Implications dans la compréhension du mécanisres NOS
5.3.1. Un cycle catalytique : deux étapes différees

Le cycle catalytique des NOS se déroule en deypestauccessives d’oxydation de L-Arg en
NOHA puis de NOHA en citrulline et NO (voir 1.3.4¢Chacune de ces deux étapes débute
par la réduction de I'héme Eeen héme Fkimmédiatement suivie de la fixation du
dioxygéne pour former le complexe "F®,. Le complexe FEO, étant le dernier
intermédiaire du cycle catalytique facilement olable, les étapes suivantes du mécanisme

restent largement méconnues et sujettes a disoussio

Pour la premiéere étape d’oxydation de L-Arg en NOQHAest généralement accepté que le
cofacteur HB transfére ensuite rapidement un électron au aexepFé-O, pour former le
complexe peroxo FEOO. Ce complexe peroxo serait doublement protonél'atsme
d’oxygéne le plus éloigné du fer, ce qui lui pernmzet de subir une rupture hétérolytique de
la lisison O-O pour former le complexe perferryhtei™)-FeV=0. Le complexe perferryl
est ensuite supposé réaliser I'hydroxylation derfg-Auivant un mécanisme radicalaire de
type «oxygen rebound » comme chez les cytochroR¥#s) pour former NOHA (voir
1.3.4.1.).

Au contraire, la deuxieme étape d’oxydation de GHM¥ en citrulline et NO est spécifique
des NOS. Il est généralement accepté que le compleroxo ou le complexe hydroperoxo
soient suffisamment réactifs pour constituer I'egpexydante de cette deuxieme étape. Par
conséquent, I'oxydation de la NOHA ne nécessitgrast |la formation du complexe perferryl
(voir 1.3.4.2.).

La stoechiométrie de la premiere étape d’oxydatieri-dirg en NOHA demande I'apport
extérieur de deux électrons et de deux protonarsau cycle catalytique. Au contraire, la
deuxieme étape d’oxydation de NOHA en NO ne demdlageort extérieur que d’'un seul

électron et d’aucun proton.

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 1.3.4., tdésumécanismes d’oxydation ont été
proposés afin d’expliquer des observations expériates parfois contradictoires. Ainsi,
'oxydation de L-Arg pourrait ne pas faire interuele complexe perferryle mais utiliserait

directement le complexe peroxo ou hydroperoxo coraspgce oxydante. Inversement, des
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mécanismes d’oxydation de NOHA utilisant le complgerferryl comme espéce oxydante

ont également été proposés [128, 137, 143].

Cependant, quel que soit le modéle proposé, ilckst que les deux étapes du cycle
catalytigue empruntent des chemins réactionnelfrdiits, ce qui souléve la question
suivante :comment les NOS sont-elles capables de catalysemugeéactions chimiques
fondamentalement différentes au sein du méme sitet# alors que les premieres étapes

du mécanisme sont pratiguement identiques ?

Les processus de transfert de protons constituent mamétement la clé de la
compréhension du mécanisme des NQ®n particulier de la nature des especes oxydantes

impliquées dans chacune des deux étapes.

5.3.2. Role du réseau de liaisons H dans la stat#lidu complexe F&-O,

De maniére treés intéressante, les résultats que anmns obtenus au cours de I'étude du site
actif de iINOSx en présence d’analogues d’arginine montrent umelation relativement
bonne avec les résultats obtenus au cours d’éfuddisninaires concernant la stabilité du
complexe F&-O, et le taux de découplage en présence de diffémmagues d'arginine
[242].

Famille 1

En présence des analogues que nous avons classds gaemiére famille, le complexe'Fe
O, est environ 100 fois plus stable gu’en I'abseneesdbstrat. En effet, la formation d’'un
réseau de liaisons hydrogene trés structuré emtpeoton faiblement acide du guanidinium,
une molécule d’eau et le ligand distal du fer darsite actif de INOS permet I'établissement
d’une liaison hydrogéne spécifiguement entre urnigorale la molécule d’eau et I'atome du
ligand distal le plus éloigné du fer, ce qui stakifortement le complexe £©..

On peut cependant remarquer que les analoguesrdreegle la famille 1 stabilisent un peu
moins bien le complexe &, qui se décompose environ 10 fois plus vite quiEsence de
L-Arg. Il est possible que cette différence soieduune spécificité de linteraction un peu
plus faible en présence des analogues qu'en présdec L-Arg. L’autoxydation et

I'activation du complexe FeO, étant en compétition directe au cours du cyclalgéque, la
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stabilisation un peu moins importante du complese®, explique le taux de découplage en

présence de ces analogues plus important qu’eamrésle L-Arg [180, 242].

Famille 2

En présence des analogues de la deuxiéme famellepmplexe FeO, se décompose
environ 40 fois plus vite qu’en présence de L-Atg.effet, la présence d’un analogue de la
deuxiéme famille dans le site actif de INOS indaitformation d’'un réseau de liaisons
hydrogene impliquant le proton du guanidinium etigand distal du fer, mais sans liaison
directe entre la molécule d’eau et le ligand du lfeabsence de liaison hydrogene spécifique
entre le proton de la molécule d’eau et le ligaisthtidu fer est probablement responsable de
la moins bonne stabilité¢ du complexé'f@, et donc de la consommation d'électrons accrue
observée en présence de ces guanidines.

Cependant, I'établissement de deux liaisons hydregdirectes entre le proton du
guanidinium et chacun des atomes du ligand dutédilse la liaison O-0, ce qui explique
que le complexe FeO, est tout de méme un peu plus stable en présescandéogues de la

deuxieme famille gu’en I'absence de substrat.

Famille 3

En présence des analogues de la troisieme fanaillgtesse de décomposition du complexe
Fe'-O, peut étre jusqu’a 100 fois plus grande qu'en présede L-Arg. En effet, les
analogues de la troisieme famille sont ceux quuiseht la structuration la plus faible du
réseau de liaisons hydrogene du site actif de INC#bsence de stabilisation des complexes
oxydés du fer conduit logiqguement a des taux ddation et a des vitesses de
décomposition du complexe k6, trés élevés.

De maniere assez surprenante, les analogues dasigrme famille (comme en absence de
substrat) conduisent a un taux de consommationeati®ns relativement faible. Ces
observations apparemment contradictoires peuvert étpliqués a la lumiere d’études
récentes de simulations moléculaires dynamiquesoqgtimontré que la disponibilité des
protons était un prérequis nécessaire au déroutemencycle catalytique au-dela du
complexe F&-0; et que le cofacteur 4B ne transfére un électron & I'héme qu’une fois leue
site actif comporte les protons nécessaires adespde de la réaction [125]. En présence des
analogues de la troisieme famille comme en l'abseme substrat, le réseau de liaisons

hydrogéne faiblement structuré n'est pas capabluamir de proton au complexe 'F,,
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ce qui empécherait le cofacteusBide transférer un électron a I’heme et qui ex@iqit la

faible consommation d’électron.

5.3.3. ROle du réseau de liaisons H dans les étapeda catalyse

Les résultats que nous avons obtenus au couretdeld’ du site actif de INQSen présence
d’analogues d’arginine montrent également une @iiod assez bonne avec les résultats
concernant la formation de NO en présence des @uegod’arginine et en présence des
hydroxy-guanidines correspondantes. Ainsi, la ptugas analogues que nous avons classés
dans la premiere famille sont capables d’étre fommss en NO par INOS alors qu’aucun
analogue classé dans la deuxieme famille ni Isigoie famille ne s’est montré capable
d’étre oxydé en NO par iNOS [178, 242].

Considérant le déroulement des étapes du cyclyigtee des NOS, les hydroxy-guanidines
dérivées des guanidines de la famille 1 se sontnées logiquement capables d’étre oxydées
en NO par iNOS. Cependant, la plupart des hydraxanglines dérivées des analogues
d’arginine de la famille 2 se sont révélés capalblésre oxydés en NO par iNOS alors
gu'aucune des hydroxy-guanidines dérivées des gnesode la famille 3 n’est substrat de
iINOS [178].

L’ensemble de ces données nous a conduit a proposerodele fonctionnel pour le cycle
catalytique de iNOS.

5.3.3.1. Modéle fonctionnel pour la premiére étape

Famille 1

Les guanidines de la famille 1 sont les seuls @uae d’arginine a pouvoir étre oxydés en

NO par iNOS. Ces analogues sont également les &éndkiire au sein du site actif un réseau
de liaisons hydrogéne ou une molécule d’eau sgobdéentre le proton du guanidinium et le

ligand distal du fer. Cela prouve que la liaisodimgene spécifique établie entre le proton de
la molécule d’eau et 'atome du ligand distal lagpéloigné du fer sert de donneur de proton
au cours de la premiére étape du cycle catalytifjigxistence de cette liaison hydrogene

permet au proton d'étre transféré spécifiguement’atome d’oxygene le plus éloigné du
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fer, ce qui conduit a la rupture hétérolytique adidison O-0 et a la formation du complexe

perferryl. Le complexe perferryl est donc capabhgdroxyler la fonction guanidine.

RETREK 4 Alkyl-Gua

\H
89/
[ o Alkyl-NOHGua
> y
S

Figure IV.22 : Modéle fonctionnel pour la premiére étape du cyellytique des NOS en présence de L-Arg
ou d'un analogue de la premiére famille.

Famille 2

Au contraire, aucune guanidine de la famille 2 n'esbstrat de INOS. En présence des
analogues de la deuxieme famille, la molécule d’eanteragit pas directement avec le
ligand distal du fer. En I'absence de donneur d®qgor capable d’interagir spécifiquement
avec I'atome d’oxygeéne le plus éloigné du ferrémsfert d’'un proton ne peut pas avoir lieu,
donc la liaison O—-0 ne peut pas subir de ruptutérbBtique et ne peut pas conduire a la
formation du complexe perferryl, ce qui montre deecomplexe perferryl est absolument
nécessaire a I’hydroxylation de la fonction guamedi

Au contraire, I'absence de liaison hydrogene eletigroton de la molécule d’eau et le ligand
distal du fer ainsi que I'établissement de deuisdias hydrogéne directes entre le proton du
guanidinium et chacun des atomes du ligand duudgmante grandement la stabilité de la
liaison O-O en la protégeant de la rupture, ce fguorise la formation d’'un complexe
peroxo ou hydroperoxo au cours du déroulement die @atalytique.

La recherche des métabolites éventuellement podunitprésence de iINOS et de FPh-Gua
(classé dans la deuxieme famille d’analogues diarg) n’a montré aucune formation de
I’hydroxy-guanidine correspondante [242], ce quoywe que le complexe (hydro)peroxo
n'est pas capable d’hydroxyler directement la famctguanidine. Les guanidines de la

famille 2 ne peuvent pas étre hydroxylées et denpauvent pas étre transformées en NO.
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Figure 1V.23 : Modele fonctionnel pour la premiére étape du cydelytique des NOS en présence d'un
analogue de la deuxieme famille.

Famille 3

Les analogues de la troisieme famille sont ceuxrgluisent la structuration la plus faible du

réseau de liaisons hydrogéne du site actif de iIND&. maniére cohérente, I'absence
d’interaction spécifique avec le ligand distal @éu he permet pas de conduire a la formation

du complexe perferryl et aucune guanidine de ¢atteélle ne peut étre transformée en NO.
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Figure 1V.24 : Modele fonctionnel pour la premiére étape du cydelytique des NOS en présence d'un
analogue de la troisieme famille.

5.3.3.2. Modéle fonctionnel pour la deuxieme étape

Famille 1
L’hydroxylation de la fonction guanidine des analeg de la famille 1 provoque une
diminution du pKa du proton porté par |€ M'environ 4 unités. Le proton porté par I8 N

serait maintenant suffisamment acide pour étabie liaison hydrogéne directe avec le
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ligand distal du fer comme les guanidines de lailfar@. Cette configuration du réseau de
liaisons hydrogene empéche la rupture hétérolytiqaela liaison O-O et favorise la
formation d’'un complexe (hydro)peroxo.

Le fait que les hydroxy-guanidines dérivées desnglies de la famille 1 puissent étre
transformées en NO par INOS montre que le comyleydro)peroxo est capable d’oxyder la

fonction hydroxy-guanidine en NO.

Famille 2

Il est intéressant de constater que la pluparthyesoxy-guanidines analogues de NOHA
dérivées des guanidines de la famille 2 sont cagadbiétre oxydés en NO par iNOS alors
gu’aucune guanidine de cette famille n’est substeaiNOS. On en déduit que ces hydroxy-
guanidines sont trés probablement capables d'iaduie structuration du réseau de liaisons
hydrogéne au sein du site actif de INOS similaireedle induite par les guanidines
correspondantes, c’'est-a-dire qu’elles établisserd liaison hydrogene directe entre le
proton porté par le Nde I'hydroxy-guanidinium et le ligand distal du,fee qui favorise la
formation du complexe (hydro)peroxo et I'oxydatida la fonction hydroxy-guanidine en
NO.

Famille 3

Dans le cas des analogues de NOHA dérivés desdjneside la troisieme famille, 'absence
d’interaction spécifique avec le ligand distal @&u he permet pas de stabiliser le complexe
(hydro)peroxo. Aucune hydroxy-guanidine issue déahaille 3 n’est substrat de iINOS, ce
qui prouve que le complexe (hydro)peroxo est I'espexydante de la deuxieme étape du

cycle catalytique nécessaire pour oxyder la fomchigdroxy-guanidine en NO.

5.3.3.3. Conclusion

Nos résultats sont en faveur de la formation d'omglexe perferryl au cours de la premiére
étape du cycle catalytique des NOS, ce qui confyjmele nombre de protons extérieurs qui
doivent étre apportés au cours de I'hydroxylatienafonction guanidine est bien de deux.
Ces résultats montrent également que le complexierpg est absolument nécessaire a
I’hydroxylation de la fonction guanidine et que,nt@irement au complexe perferryl, le
complexe (hydro)peroxo n’est pas capable d’oxydectement la fonction guanidine.
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En revanche, nos résultats montrent que le comglgpdro)peroxo est I'espéce oxydante de
la deuxiéme étape du cycle catalytique capableydiexla fonction hydroxy-guanidine en
NO. Nos résultats prouvent également que le protgaligué dans I'oxydation de NOHA
n'est pas le proton porté par la fonction hydroxydamtrairement a ce que certaines équipes
ont proposé [128, 137] puisque les guanidines danfdlle 2 (qui ne possédent donc pas de

fonction hydroxyle) sont capables de mener a lam&iion du complexe (hydro)peroxo.

En supposant que I'hydroxylation de la fonctionmgdane induit une baisse de pKa du méme
ordre de grandeur pour les différentes guanidines rpus avons testées, les données des
différentes familles d’analogues montrent que l#fee de pKa qui permet la formation du
complexe (hydro)peroxo et la formation de NO aipditine hydroxyguanidine est beaucoup
plus large que la fenétre de pKa qui permet la &wn du complexe perferryl et
I’hnydroxylation de la fonction guanidine. Ce réstlést cohérent avec le fait que la recherche
de nouveaux substrats des NOS a conduit a trowapchbreuses hydroxy-guanidines mais

peu de guanidines capables d’étre transforméeslen N

Une étude récente de iINOS en présence d’analodaagnine méthylés en position C5 a
abouti aux mémes conclusions que nous au sujettdpes de transfert de protons au cours
du cycle catalytigue des NOS [263]. L’addition d’'groupe méthyle en position C5 pro R
sur L-Arg et sur NOHA empécherait la bonne fixatido dioxygéne au fer, ce qui
expliquerait qu'aucun de ces analogues ne conduike formation de NO. En revanche,
I'addition d’'un groupe méthyle en position C5 prof@me une guanidine qui n’est pas
substrat de INOS, alors que [I'’hydroxy-guanidine regpondante est capable d'étre
transformées en NO. Il a été proposeé que le grmgibyle en position C5 pro S entraine des
contraintes stériques qui empécheraient la fixadi®ta molécule d’eau a proximité du ligand
distal de 'héme, ce qui confirme notre modéle fammel ou la perturbation de la molécule
d’eau conservée du site actif de iINOS interferecdaepremiere étape du cycle catalytique

mais pas avec la deuxieme.
L’ensemble de nos résultats montre donc trés at@nté que la structuration du réseau de

liaisons hydrogene au sein du site actif de iINOSdésisif a la fois pour la stabilité et

I'évolution catalytique du complexe F©..
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6. Développement d’un outil prédictif

Les caractéristiqgues spectroscopiques de iN@B présence d'un analogue d’arginine se
sont révelées étre un bon outil prédictif pour d@ieer si cet analogue est susceptible d’étre
substrat de INOS ou pas : si 'analogue peut dassé dans la famille 1, il y a de bonnes
chances pour qu'il puisse étre transformé en NOngerta plupart des analogues de type
alkyl-guanidine, dans le cas contraire, il est fyagbable que I'analogue ne puisse pas étre
transformé en NO comme les analogues de type agyidine. Cet outil permet également

d’extrapoler le comportement de I'analogue en taraiehibition spécifique de la premiére

ou de la deuxieme étape du mécanisme ainsi qu'etetde decouplage.

L’agmatine (ou décarboxy-arginine) et la désamirgiréne (figure 1V.25) sont deux
analogues d’arginine modifiés uniquement au niveada partiea-amino-acide. Ces deux
analogues possedent une structure trés prochelldedeel’arginine, pourtant aucune des
deux guanidines ni des deux hydroxy-guanidinesespondantes n’est capable d’étre oxydée
en NO par iINOS. Nous avons donc réalisé I'étudecdeactéristiques spectroscopiques de
INOS,x en présence des deux analogues de L-Arg afin dexndomprendre comment elles

interagissent avec le site actif de INOS.

H H
N NH2+ N NH+
HHNT TN \f .00 " \’// 2
NH; NH,
Agmatine Désamino-arginine

Figure V.25 : Structure de I'agmatine (décarboxy-arginine) etedéésamino-arginine.

6.1. L’agmatine (décarboxy-arginine)

Interactions avec I'hneme et la partie proximale dwsite actif

Nous avons tout d’abord vérifié si 'agmatine espable d’induire des déformations de la
porphyrine ou une variation du potentiel d’'oxydarétibn de 'heme.

Nous avons mesuré par spectro-électrochimie lenpeted’oxydoréduction du couple

Fe'/Fd" de INOSy en présence du cofacteur,BH et d’agmatine dans les conditions
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expérimentales décrites au chapitre 11.3.4. et ramams obtenu une valeur de - 267 mV. Les
valeurs de potentiel d’oxydoréduction de iIN8&n présence de,H et des autres analogues
d’arginine que nous avons testés sont contenuesutamtervalle de 10 mV entre - 272 mV
et - 262 mV (table IV.7). Nous pouvons en déduite dagmatine ne perturbe pas les
propriétés d’oxydoréduction de 'héme chez INQS

Nous avons également réalisé les spectres Ram@saigance de iINQSa I'état F&-CO en
présence de cofacteur,Bl et d’agmatine dans les conditions expérimentdiesrites au
chapitre 11.3.2. afin de déterminer les fréqueraasctéristiques des modes de vibration de la
porphyrine. Comme dans le cas des autres analodjaeginine testés, les fréquences
caractéristiques de la géométrie de la porphyrimepeesence d’agmatine n’ont montré
aucune différence significative en comparaisondtemeées obtenues en présence de L-Arg
(figure IV.26).

Interactions avec la partie distale du site actif

L’étude de la région des basses fréquences du esmé-CO a montré que I'agmatine
peut étre classée dans la famille 3 des analogaegirdne bien que I'agmatine ne soit pas
une aryl-guanidine (figure 1IV.26) : le spectre Rante résonance du complexe'f@0
présente en effet un signafe_co large avec deux contributions majoritaires a 482 ¢
(46 %) et 500 ci (43 %) et une contribution minoritaire & 513t 1 %). Le signabre-co

en présence d'agmatine présente également un diégefage vers les basses fréquences a
561 cm' comparativement au signal observé en présence-Alg & 566 crit, ce qui est

€également caractéristique des guanidines class@sdalfamille 3.

v, 675

v, 1369
; v,; 1601

VZ vvinyl
1576 | 1620

Agmatine| Agmatine

1 L L 1 L . 1 L 1 L 1 " 1 "
400 600 800 100( 1300 1400 1500 1600

Raman Shift (crf) Raman Shift (crf)

Figure 1V.26 : Effet de I'agmatine sur les régions des bassatesthautes fréquences du spectre Raman de
résonance du complexe' €0 de iINOS, (excitation & 441,6 nm).
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Comme tous les analogues de la famille 3, ni I'agmani I'hydroxy-agmatine ne sont

substrat de iINOS, ce qui montre que les caradtgras spectroscopiques du complexé-Fe

CO de INOSx sont un excellent outil prédictif pour détermirgrune guanidine et son

hydroxy-guanidine correspondante ont de bonnescelsaou non d’étre transformées en NO
par INOS.

Il peut sembler surprenant que I'agmatine, donpKea est trés proche de celui de L-Arg,
appartienne a la troisieme famille d’analoguedallt cependant considérer que la chaine
latérale de l'agmatine n’est pas hydrophobe comiest lla chaine latérale des autres
analogues d’arginine que nous avons testés. Auaimtla chaine latérale de I'agmatine est
susceptible d’établir des liaisons hydrogene esbre groupex-amine et les résidus polaires
du site actif. Il est donc probable que ces intevas empéchent 'agmatine de construire un
réseau de liaisons hydrogéne structuré et compgetemtla formation du complexe perferryl,

ce qui expliquerait son incapacité a étre transézren NO.

6.2. La désamino-arginine

Interactions avec I'héme et la partie proximale dusite actif

Dans le cas de la désamino-arginine, I'étude dwentie d’oxydoréduction du couple
Fe'/Fd" de INOSy dans les conditions expérimentales décrites awitrkall.3.4. a
directement montré la cause de I'absence de réactie cet analogue : le potentiel mesuré
en présence de cofacteusBHet de désamino-arginine est inférieur a - 305 ee\Mjui rend
impossible le transfert d’électron du domaine réase vers le domaine oxygénase.

Des études sur différentes hémoprotéines ont mouieéa position précise des propionates
et les interactions qu’ils établissent avec leuvilemnement est susceptible de modifier
fortement le potentiel d’oxydoréduction de I'hen# 2, 251]. Dans le cas de la désamino-
arginine, il est possible qu’il s’établisse uneemaction directe entre les propionates de
’'héme de iINOS et I'extrémité-carboxylate de cet analogue d’arginine, ce quiiguprait

le potentiel d’oxydoréduction exceptionnellements babservé en présence de cette

guanidine.
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Interactions avec la partie distale du site actif

L’étude de la région des basses fréquences du eam@éd-CO confirme ce résultat : la
désamino-arginine peut étre classée dans la faghdies analogues d’arginine (figure 1V.27).
Le spectre Raman de résonance du compleXe€Eeprésente en effet un signab_colarge

avec deux contributions majoritaires a 482%cr(B4 %) et 502 cih (54 %) et une
contribution minoritaire & 515 cm(12 %). Le signabre-co présente également le léger
décalage vers les basses fréquences & 58Zamactéristique des guanidines classées dans la

famille 3.
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Figure 1V.27 : Effet de la désamino-arginine sur les régions ltlesses et des hautes fréquences du spectre
Raman de résonance du complex&-€® de iNOS, (excitation & 441,6 nm).

De maniére cohérente avec le classement dans ldlefa8n ni la désamino-arginine ni

I’hydroxyguanidine correspondante ne sont subggalNOS.

Le développement d’'un outil prédictif permettantdi#germiner si un analogue d’arginine a
de bonnes chances d’étre substrat de INOS uniqueemeexaminant I'allure du spectre
Raman du complexe Fell-CO constitue un outil simgileefficace. Il serait intéressant de
généraliser cet outil a différents types d’anal@gd@arginine et éventuellement a d’autres

isoformes de NOS.
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7. Conclusion

Les résultats que nous avons obtenus montrenéegiaimt que le pKa du guanidinium ou de
'hydroxyguanidinium fixé a proximité de I'heme jeuun réle déterminant dans la
structuration fine du réseau de liaisons hydrogeamdre le ligand distal du fer,
I'(hydroxy)guanidinium et une molécule d’eau auedu du site actif de INOS.

Nos résultats apportent également les preuvesitdguia les deux étapes du cycle catalytique
des NOS se déroulent selon deux mécanismes dsstofue la partition entre ces deux
mécanismes est en grande partie déterminée patrdatusation du réseau de liaison
hydrogene au sein du site actif. En effet, I'ésd#iment d’'une liaison forte entre une
molécule d’eau trés conservée et le ligand distded qui est favorisée par la présence d’'une
guanidine a haut pKa semble nécessaire a la rupkeiréa liaison O-O au cours de la
premiere étape du cycle catalytique pour formerctenplexe perferryl nécessaire a
I'hydroxylation de la fonction guanidine. Au conteg I'absence de liaison entre cette
molécule d'eau et le ligand distal du fer qui estdrisée par la présence d'une
(hydroxy)guanidine de pKa plus bas capable d'étahlne liaison directe entre
I'(hydroxy)guanidinium et le ligand distal du fenduit une conformation qui semble
nécessaire a la protection de la liaison O-O etaaformation du complexe réactif
(hydro)peroxo au cours de la deuxiéme étape die catalytique.

La structuration fine du réseau de liaisons hydneg@ue également un réle prépondérant
dans les phénoménes de découplage en favorisamonules étapes spécifiques de
protonation, ce qui détermine le devenir du comple#-O. vers la formation d’'une espéce
oxydée de I'heme compétente pour la catalyse os Meformation d’espece activées de

'oxygene.
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Au cours de ce travail, nous avons apporté desafitmde réponse a ces deux questions
cruciales dans I'étude des NO-synthases que somicleerche de substrats des NOS et la

compréhension du mécanisme d’oxydation de L-Arfjlén

La compréhension fondamentale du mécanisme de fiamde NO et des especes activées
de I'oxygéne par les NOS constitue un sujet deamtte trés actif. En effet, le déroulement
précis du mécanisme d’oxydation de L-Arg en NO s NOS présente encore de
nombreuses zones d’incertitude. En particuliendture des espéces oxydantes mises en jeu
dans l'oxydation de L-Arg en NOHA et dans I'oxydatide NOHA en NO ainsi que la
manieére dont ces espéces oxydantes se formentlelaite actif des NOS sont largement
méconnues. La connaissance précise des processugrgdert de protons constitue
manifestement la clé de la compréhension du méoantes NOS et en particulier de la
distinction entre les deux étapes du cycle catalgti C'est pourquoi au cours de ce travalil,
nous avons étudié le role du pKa du substrat etrégdus polaires du site actif dans la
formation de NO par les NOS, afin de mieux comprené déroulement des étapes de
transfert de protons et d’apporter des élémentsgigant d’éclaircir la question de la
formation des espéces oxydantes au cours du cytabytique des NOS.

Des études préliminaires ont montré que seulesjgeslguanidines et hydroxy-guanidines
analogues des substrats naturels L-Arg et NOHA g@eu@tre transformées en NO par les
NOS, et qu'aucun de ces substrats alternatifs aessi efficace que les substrats naturels.
Parmi les analogues de type guanidine, quelqugtglianidines nom-amino-acides ont pu
étre transformées en NO par iNOS alors qu’aucuseadd-guanidines testées n’a conduit a
la formation de NO. C’est pourquoi au cours deraedil, nous avons cherché a comprendre
pourquoi les NOS présentent une telle spécificied stibstrat afin d’avancer dans la

conception de nouveaux substrats efficaces des NOS.

L’observation directe des especes oxydantes formée®urs du cycle catalytique des NOS
n’étant pas possible dans I'état actuel de nos nwyechnologiques, il est nécessaire de
concevoir des outils qui permettent d’étudier wéuient les interactions qui se forment au
sein du site actif de 'enzyme, afin d’obtenir diesinées permettant de mieux comprendre le
déroulement des étapes de transfert de protonsm@uient a la formation des especes
oxydantes.

Ainsi, I'étude des interactions entre des analoglees-Arg et de NOHA, substrats et non

substrats, et le site actif des NOS constitue Fadéal pour mieux comprendre a la fois les
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différences de réactivité observées entre ces gmedo et le réle du substrat dans le

mécanisme d’oxydation.

Importance de la Tyrosine 588 chez nNOS

Nous avons dans un premier temps cherché a comprémaportance des résidus polaires
du site actif et en particulier le role du résidyrg88 dans la reconnaissance et la
transformation de diverses guanidines et hydroxanglines par nNOS. Il a en effet été
proposé qu’un réseau de liaisons hydrogene impiigdas molécules d’eau, le substrat, le
cofacteur HB et des résidus du site actif, dont le résidu 88rjoue un réle majeur dans les
processus d’acheminement des protons depuis lieMtérde I'enzyme jusqu’au site
catalytique des NOS (figure V.2). Nous avons d@atisé I'étude de deux mutants de nNOS,
Tyr588Phe et Tyr588His, en présence d’analoguesAig) et de NOHA (chapitre 111).

Les résultats que nous avons obtenus montrentagoneitation Y588H perturbe fortement la
structure globale de la protéine ainsi que la aonédion générale du site actif : ce mutant est
peu stable, il reconnait mal les substrats nataletsNOS et la plupart des analogues testés,
et il ne présente aucune trace d’activité de foionade NO.

Au contraire, la mutation Y588F n’a pas d’effet sbte sur la structure globale de nNOS.
Les caractéristiques spectroscopiques du mutan8F H8ontrent cependant que la délétion
du groupe hydroxyle du résidu 588 perturbe fortenieméseau de molécules d’eau au sein
du site actif de nNOS en I'absence de substrafixation d’un substrat rétablit partiellement
la structuration du site actif de nNOS, ce qui perau mutant Y588F d’étre actif et de
transformer en NO exactement les mémes substrasl/'guzyme sauvage, guanidines
comme hydroxy-guanidines. Cependant, les taux atesfiormation en NO mesurés pour le

mutant Y588F sont nettement inférieurs a ceux elezlyme sauvage.

L’ensemble de nos résultats apporte plusieurs éltsmge réponse permettant de mieux
comprendre le déroulement des processus de tradsfprotons.

Ces résultats montrent en effet que la structurdtice du site actif et du réseau de liaisons
hydrogene a l'intérieur du site actif de nNOS astalement contrélée a la fois par le résidu
Tyr588 et par la fixation du substrat (figure V.RPJne modification lIégére de ce réseau, par
une mutation ou par une modification de la chauatérhle de I'analogue, est capable de
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modifier fortement les caractéristiques de I'hnéetedonc d’affecter le bon déroulement du
cycle catalytique.

Il est également intéressant de remarquer que, ldaces du mutant Y588F comme dans le
cas de I'enzyme sauvage, le taux de transformatioNO n’est pas directement corrélé avec
I'affinité de nNOS pour le composé, ce qui sugggre la capacité d’'un analogue de substrat
a étre efficacement transformé en NO par nNOS dépeaucoup plus de sa capacité a
structurer le réseau de liaisons hydrogéene quemaféinité pour le site actif.

Les résultats que nous avons obtenus confirmeirt goné les guanidines sont beaucoup plus
difficilement susceptibles d’étre substrats de N§D® les hydroxy-guanidines. Ces données
suggerent que la structuration précise du sitd aatuite par la fixation du substrat serait
différente dans le cas des guanidines et dansdedea hydroxy-guanidines, et que ces
différences permettraient au cycle catalytique ¢iemter deux chemins réactionnels

distincts pour chacune des étapes du mécanisme.

Il serait intéressant d’étendre ce type d’étudeaatces résidus du site actif des NOS, en
particulier les résidus polaires engagés dansiagissiths hydrogéne avec la chaine latérale du
substrat ou avec le cofacteunB; afin de déterminer avec plus de précision Igetra

emprunté par les protons et les échanges impliquésours des étapes de transfert de

protons.

Influence d’analogues de L-Arg sur le site actif d&NOSqx

Nous avons dans un deuxiéme temps cherché a codnprenrdle précis du pKa du substrat
dans le déroulement des étapes de transfert dengrati cours du cycle catalytique des NOS.
En effet, les différences de chemin catalytiquereetd premiére et la deuxieme étape du
mécanisme sont souvent attribuées a la différeegeka qui existe entre L-Arg et NOHA.
De méme, il a été proposé que les difféerences aetivéé observées entre les différents
analogues d’arginine soient en partie dues a Iétérence de pKa. C’est pourquoi nous
avons étudié les interactions entre le site a@iiNiIOS et une série d’analogues de L-Arg
représentant une large gamme de pKa (chapitre 1V).

Nous avons choisi d’'utiliser comme outil une s@@eguanidines analogues de L-Arg dont
certaines peuvent étre transformées en NO par idl@S que les autres ne sont pas substrat
de INOS. Ces guanidines présentent toutes uneeke@rale hydrophobe et se positionnent
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d’'une maniere similaire dans le site actif, ce ggiimet de supposer que la perturbation des

résidus polaires du site actif est faible et sebiblpour les différents analogues testés.

Nos résultats montrent tout d’abord que les panasdihysico-chimiques de I'héme et de
I'environnement proximal du site actif ne sont pasdifiés lorsqu’on remplace le substrat
naturel L-Arg par un de ses analogues. Les paramdtls que la force de la liaison
proximale, le potentiel d’oxydoréduction ou la comhation géométrique de I'heme ne
semblent donc impliqués ni dans les différencesédetivité observées entre les analogues
de L-Arg ni dans les différences entre les deugedalu mécanisme.

Nous avons ensuite étudié I'effet des analoguels-8eg sur I'environnement distal du site
actif en utilisant CO comme sonde. Les paraméfpestsoscopiques du complexe'ReO
obtenus par spectroscopie Raman de résonance etFATRR montrent que le pKa de
I'analogue de L-Arg fixé au site actif a un effatedt et significatif sur I'environnement
distal de I’'heme. Les principales caractéristigsgsctroscopiques des complexes formés par
INOS,«x en présence des différents analogues nous ontitc@ndegrouper ces analogues en
trois familles. De maniére trés intéressante, ggorgpement en trois familles s’est révélé
présenter une bonne corrélation avec les donndsie@s au sujet de la stabilité du complexe

Fe'-0,, de la transformation en NO de I'analogue et itdhsité du découplage observé.

L’ensemble de ces résultats nous a permis d’élalmrenodele structural sur la base des
données spectroscopiques que nous avons obtenues peésence des trois familles
d’analogues d’arginine et en accord avec les données de structure dadifedes NOS
récemment publiées. Nos résultats montrentigydka du guanidinium joue également un
réle déterminant dans la stabilité et le devenir dalytique du complexe F&-O, ce qui

nous a ensuite permis de proposar modéle fonctionnel pour le cycle catalytique des
NOS.

La premiere famille regroupe les guanidines dostdaractéristiques spectroscopiques sont
similaires a celles de L-Arg. Le pKa de ces anadsgast proche de celui de L-Arg. En
présence de ces guanidines, une molécule d’eawjouéle fondamental dans le réseau de
liaisons hydrogene au sein du site actif en serglarjiont entre le proton du guanidinium et
le ligand distal du fer (figure V.1.1). Cette capfiation stabilise le complexe 'F©, et
favorise sa protonation sur I'oxygéne distal ce sginble indispensable a la rupture de la
lisison O-O au cours de la premiere étape du cgakalytigue. Les guanidines de la

-190 -



Chapitre V. Conclusions générales

premiere famille sont capables d'étre transformegedlO par INOS, ce qui prouve que cette
configuration est essentielle pour conduire aokmbtion du complexe perferryl et que le
complexe perferryl est I'espece oxydante nécessairghydroxylation de la fonction
guanidine.

Parmi les analogues présentant un pKa plus faitre,peut distinguer ceux dont les
caractéristiques spectroscopiques sont semblabtefies de NOHA et qui sont regroupés
dans la famille 2, de ceux dont les caractérissggmectroscopiques sont semblables a celles
de iINOS en absence de substrat et qui sont regalgrs la famille 3.

En présence de guanidines de la deuxieme fanliliéy ia pas d’interaction directe entre la
molécule d’eau et le ligand distal du fer, ce qrotgge la liaison O-O de la rupture et
empéche la formation du complexe perferryl (fig4d.2). Au contraire, I'établissement
d’'une interaction directe entre le proton du guemioin et les deux atomes du ligand distal
du fer contribue a la protection de la liaison OeOfavorise la formation du complexe
(hydro)peroxo.

En présence des analogues de la troisieme fargllgseau de liaisons hydrogene est peu
structuré (figure V.1.3), ce qui provoque la fails@bilité du complexe EeD, et son
incapacité a conduire spécifiguement a un complexderryl ou (hydro)peroxo, ce qui
explique que ni les guanidines de la famille 3esi hydroxy-guanidines correspondantes ne

soient substrats de iNOS.

Le modele structural et fonctionnel que nous av@aboré pourrait s'avérer tres utile dans la
recherche de nouveaux substrats des NOS en camstitun outil prédictif. Lorsqu’une
guanidine a un pKa proche de celui de L-Arg et lgueomplexe FECO en présence de cet
analogue présente des caractéristiques spectrgsespisimilaires a celles observées en
présence de L-Arg, il est alors tres probable e guanidine puisse étre substrat de iINOS.
Les analogues classés dans les familles 2 et 3eped@galement se révéler utiles en tant

gu’inhibiteurs spécifiques d’'une des deux étapesydie catalytique.

Il serait intéressant d’étendre ce type d’étude auttes isoformes de NOS. L'étude des
caractéristiques spectroscopiques du compleXeCie en présence de différents analogues
des substrats naturels permettrait d’établir ou Fexistence d’'une corrélation avec d’'une
part le pKa des analogues et d’autre part la st@leil la réactivité du complexe'F6,.

Ces différents éléments permettraient de mieux @idranle déroulement du mécanisme des
NOS et de mieux comprendre l'origine des spécégcies différentes isoformes.
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Figure V.1: Modeéle structural et fonctionnel élaboré sur l&ebae nos résultats et mettant en évidence
I'importance du réseau de liaisons hydrogéne detrgubstrat et le ligand du fer dans la métabatiratiu
substrat par iNOS.

Conclusion

Nos résultats ont apporté des éléments de rép@assfd pour une meilleure compréhension
du mécanisme d’oxydation de L-Arg en NO par les NiD8es différences de réactivité entre
les analogues des substrats naturels.

Nos résultats prouvent que les deux étapes du catédytique des NOS se déroulent selon
deux mécanismes distincts et que la partition esésedeux mécanismes est en grande partie
déterminée par la structuration du réseau de halsgdrogene au sein du site actif. La
structuration de ce réseau de liaisons hydrogependia la fois des résidus polaires du site
actif, de la chaine latérale du substrat et du g&da fonction guanidine (figure V.2). La

régulation fine de ces liaisons hydrogene par bsigat et I'environnement distal de 'héme
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permet de conduire au cours de la premiere étapeydle catalytique a la rupture
hétérolytique de la liaison O-O et a la formation domplexe perferryl nécessaire a
'hydroxylation de la fonction guanidine, et au c®ude la deuxieme étape du cycle
catalytigue a la protection de la liaison O—-O & dormation du complexe (hydro)peroxo

nécessaire a I'oxydation de la fonction hydroxy+gdane en NO.

GIn257

Héme

Figure V.2 : Représentation schématique du réseau de liaisalisdene au sein du site actif de INOS (PDB :
2G6M) mettant en évidence le role de la molécukad’(rouge), du substrat L-Arg (jaune), du résighB8&7
(Tyr588 en numérotation de nNOS de rat) et degauésidus du site actif.

L’ensemble des résultats de ce travail apportecdwenux éléments pour la compréhension
du cycle catalytique des NOS et constitue une détration du role fondamental du substrat
et en particulier du pKa du guanidinium dans latigision entre les deux étapes du

mécanisme.
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1. Le modele de Michaelis-Menten en cinétique enzyatique

Le modele de Michaelis-Menten est un formalismepéifi@ qui permet de décrire la

cinétique d’'une réaction enzymatique en considéaraatenzyme E qui agit sur un substrat S
unique au niveau d’'un seul site de catalyse (keagitif de 'enzyme) pour donner un produit
P unique. L'équation obtenue relie la vitesse atgtide la réaction a la concentration en
substrat et a des parameétres caractéristiquessdeythe. Ce modéle permet de décrire le
comportement de nombreuses enzymes, cependant ihcagpable de rendre compte de
phénomenes plus complexes comme la multiplicitéstéstrats ou I'existence de plusieurs
sites de reconnaissance susceptibles de préseatercamportements coopératifs ou

anticoopératifs.

Le complexe enzyme-substrat
Le modele de Michaelis-Menten repose sur I'établissnt d’'un complexe enzyme-substrat
ES nécessaire a l'activité catalytique de I'enzym@d suppose que chaque molécule
d’enzyme est capable de fixer une seule molécutbstrat.

E+S =—— ES
L’existence de ce complexe a été postulée a mhatiaits expérimentaux : en effet, pour une
concentration en enzyme donnée, la vitesse initildela réaction augmente lorsqu’on
augmente la concentration en substrat mais atiamwvaleur plateaumax qu’elle ne peut pas
dépasser méme lorsqu’'on continue d'augmenter lacemdration en substrat. La
concentration en substrat nécessaire pour atteicer@lateau est appelée concentration
saturante en substrat. On considére que pour llaebémcentration en substrat, la totalité de
'enzyme en solution est présente sous la formeoduoplexe enzyme-substrat.

Hypotheses utilisées et calcul de I'équation de Miaelis-Menten
Le modele cinétique utilisé fait intervenir I'égbile de formation du complexe enzyme-
substrat, la réaction chimique de transformationsdbstrat en produit et I'équilibre de

libération du produit. La vitesse de la réactionégmle a la vitesse de formation du produit.
E+S ES=—= EP=——=E+P | v:%.

La premiere hypothese consiste a supposer quelieule libération du produit a partir du

complexe enzyme-produit s’établit tres rapidemdngéil est totalement déplacé dans le
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sens de la libération du produit, ce qui permetsdaplifier le modéle cinétique et

I'expression de la vitesse de la réaction :

k
E+S == ES—2- E+P , v = k[ES].
1

La deuxieme hypothése consiste a se placer dansodd#ions ou le substrat est en grand
exces par rapport a I'enzyme. La concentration mald en complexe enzyme-substrat est
alors égale a la concentration initiale en enzyrb®nc la vitesse maximale de la réaction
enzymatique vaut :

Vimax = K2 [ES]nax = K2 [E]o -
De plus, lorsque le substrat est en grand excesapaort a I'enzyme, la concentration en
complexe enzyme-substrat est négligeable devaocbriaentration en substrat. On suppose
également qu’a l'instant initial et durant toutediarée de la mesure de la vitesse initiale, la
concentration en produit est négligeable devamblecentration en substrat. L’équation de
conservation de la matiere pour le substrat peus &tre simplifiée :

[Slo=[S] + [ES] + [P]=[S]
L’équation de conservation de la matiere pour Kene ne peut pas étre simplifiée :

[Elo = [E] + [ES]

La troisieme hypothése consiste a considérer géaplée cinétiguement limitante de la
catalyse est la transformation chimique du substratproduit. Dans ces conditions, le

complexe enzyme-substrat atteint trés rapidemegtatrstationnaire.
dES]

= = K[ELS]- K1 [ES] - ke [ES] = 0

La combinaison de ces différentes équations pedeaprimer [ES] et donc d’exprimer la
vitesse de la réaction en fonction des autres petrasdu systéme :
k1 : [E]O : [S]O donc vV = k2 ) [E]O ) [S]O
k1 + ks + kyi.[S]o Kaithk | Sl
1

[ES] =

Conclusion

En présence d’'un grand excés de substrat par ta@ppienzyme, en supposant que lI'enzyme
ne peut fixer qu’'une seule molécule de substrag lqulibération du produit a partir du

complexe enzyme-produit est trés rapide et totatpie I'étape cinétiguement limitante de la
réaction est la transformation du substrat en ptodlors la vitesse initiale de la réaction

s'écrit :

Vi = Viyax- _[Slo aveC Viax=ko.[Ely et Kgp= k., + ko _
Km + [S]O kl
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Signification des parameétreK, et Vimax

Chaque coupleK, Vmay €st caractéristigue d'un systeme enzyme-substeaparametre
Vmax représente la vitesse initiale maximale, c'estra-delle qui est mesurée pour une
concentration saturante en substrat. La constanidichaelisK,, représente la concentration
en substrat pour lagquelle la vitesse initiale deékction est égale a la moitié de la vitesse
initiale maximale. La constant&,, correspond également a la constante d'affinité de
'enzyme pour le substrat, c’est-a-dire a l'invedgela constante de dissociation du complexe

enzyme-substrat : plu&, est petit, plus I'affinité de I'enzyme pour le stfat est grande.

Représentation de Lineweaver et Burk
En pratigue, en l'absence de logiciel informatigcegpable de modéliser une branche
d’hyperbole, on détermine souvent les constalitest Vimax par la représentation en double

inverse qui est une droite dont I'équation est :

1 K, 1 1

Vi - Vmax ﬁo Vmax

0% ‘ — B 0 1K ‘ 18]

Figure Al.1 : Représentation de Michaelis-Menten directe (A)retleuble inverse (B) mettant en évidence les
paramétre, et Viaxe

Si plusieurs mesures successives reéalisées sumowplecenzyme-substrat permettent de
déterminer des constant&s, et Vinax avec une variabilité assez faible, on dit alorse ga

couple suit une loi cinétique michaelienne.
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2. Extension du modele de Michaelis-Menten

Le complexe enzyme-ligand
Indépendamment de toute réaction chimique catalpséd’enzyme, il peut se former un
complexe enzyme-ligand lorsque I'enzyme est engmiées de certains composés. On suppose
gue chaque molécule d’enzyme est capable de fn@saule molécule de ligand.

E+L =——= EL
Comme pour le complexe enzyme-substrat, I'existetieecomplexe enzyme-ligand est
déduite de faits expérimentaux : en effet, pour aoecentration en enzyme donnée, les
parametres physico-chimiques de I'enzyme comme stdkance UV-visible varient
lorsqu’on ajoute des quantités croissantes de digans atteignent une valeur plateau pour
une concentration égale ou supérieure a la coratentrsaturante en ligand.

Hypotheses utilisées et calcul de I'équation de Miaelis-Menten
On se place dans des conditions ou le ligand egraml excés par rapport a 'enzyme. La
concentration maximale en complexe enzyme-ligabhd@&sc égale a la concentration initiale
en enzyme.

[EL] max = [E]o = [E] + [EL]
De plus dans ces conditions, la concentration enptexe enzyme-ligand est négligeable
devant la concentration en ligand.

[Llo=[L] +[EL] =[L]

On appelle K la constante d'affinité de I'enzyme pour le liga@dest également l'inverse de

la constante de dissociation du complexe enzynasig

k= [E1.IL]
[EL]

La combinaison de ces différentes équations pedeeprimer [EL] en fonction des autres

parametres du systeme :

[EL] = [EL] oy — L0
Ks+ [L]o

La mesure de la concentration en complexe enzygaedi en fonction de la concentration
ajoutée en ligand permet donc de déterminer latantes d’'affinité de I'enzyme pour le

ligand.
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Compétition sur un site d’occupation unique
Indépendamment de toute réaction chimique catalyaebenzyme, on considére maintenant
gue deux ligand différents;let L, peuvent se lier a 'enzyme au niveau du mémedste
liaison, c’est-a-dire que I'enzyme peut former emplexe soit avec le ligand, Isoit avec le
ligand L, mais pas avec les deux en méme temps.
On se place dans des conditions ou les deux ligands en grand exceés par rapport a
'enzyme. La concentration maximale en complexeyemezligand 1 et la concentration
maximale en complexe enzyme-ligand 2 sont donce8gal la concentration initiale en
enzyme.
[Elo=[E] + [ELi] + [EL2] et [Ek]max= [EL2]max=[Elo
De plus dans ces conditions, la concentration enptexe enzyme-ligand est négligeable
devant la concentration en ligand.
[LaJo=[Li] + [EL4] =[La] et [l]o=[L2] +[EL7] =[L2]
On appelle K; la constante d’affinité de I'enzyme pour le ligahdet Ks, la constante
d’affinité de 'enzyme pour le ligand 2.
ko= ELILD oy = [EB11L]
[EL4] [EL,]

La combinaison de ces différentes équations pedhegprimer [EL] en fonction des autres
parametres du systéme :

[EL5] = [ELo) max - & avec  Kypp= Ks2 .<1 + @)>

Ksapp™ [L2lo Ks1

Pour une concentration en liganddonnue de constante d’affinitéKconnue, la mesure de
la concentration en complexe £én fonction de la concentration ajoutée en ligampérmet

donc de déterminer la constante d’affinité de Rene pour le ligand 2.

Affinité de NOS pour différents ligands

Dans le cas des hémoprotéines, pour une transitioe deux états héme f¢par exemple
HS — BS), on peut considérer que le coefficient d’extion molaire du pic d’absorption de
Soret ne varie pas, bien que la position de ceguie. La mesure de la disparition du pic de
Soret a une certaine longueur d’onde et de sorridippaa une autre longueur d’onde permet

donc de mesurer la quantité d’héme qui a subralasttion.
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Si la transition est clairement observable a paltine solution d’enzyme native, on peut
déterminer directement la constante d’affinité dgand, comme dans le cas de la
détermination de la constante d’affinité de NOSrpgdmidazole.

[ImH]o
Ksimu + [IMH]g

AAbs =AAbS . -

En revanche, si la transition n'est observable quaétir de NOS déja saturée avec une
concentration connue en imidazole, on détermineconstante apparente qui permet ensuite
de calculer la véritable constante d’affinité deSfour le ligand.

AAbs =AAbs. - _ Mo avec  Iupp= Kg .<1 + [ImH]0>
Ksapp™ [Llo SimH
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Le principe d’'une technique de spectroscopie ctmsidaire interagir un échantillon avec un
champ électromagnétique, la lumiere incidente pouéfre absorbée, réfléchie, transmise,
diffusée par I'’échantillon ou conduire a des phéaoes d’émission.

L'énergie d’'une molécule est quantifiée et ne pmduper que des états déterminés. Cette
molécule peut passer d’'un état & un autre lordguieicoit ou perd, sous la forme d'un
photon, une quantité d’énergie correspondant exsariea I'écart énergétique entre ces deux
états : il s’agit du phénomene de résonance. Ectitonde I'écart énergétique entre les deux
états, la transition peut affecter les mouvemerissd’espace des atomes constituant la
molécule (translations, rotations et vibrations)systeme électronique de valence, le systéeme
électronique de cceur ou le systeme nucléaire deseatqui composent la molécule.
L’'observation directe ou indirecte des fréequences rdsonance permet d’obtenir des

informations sur la nature précise de la molécule.

La plupart des études de spectroscopie s’inscrivans le cadre de I'approximation de Born-

Oppenheimer, ce qui permet de simplifier le forsrak utilisé.

Approximation de Born-Oppenheimer

La masse du nuage électronique d’'une molécule peuvent étre considérée comme
négligeable devant la masse des noyaux. Dans te dadcette approximation, le centre de
masse de la molécule se situe au centre de masseoglaux de la molécule. On peut en
déduire que les variations du nuage électronique &eaucoup plus rapides et plus
énergétiques (~ 10 Hz / UV-visible) que les variations dans la pasitides noyaux de la
molécule (de 18 & 13* Hz / infrarouge).

Dans le cadre de I'approximation de Born-Oppenheimme peut donc d’'une part étudier le
comportement du nuage électronique au sein d’'uficédnoléculaire fixe, et d’autre part
étudier le mouvement des noyaux en ne tenant coqueede 'effet moyen produit par le
nuage électronique. Cette approximation revienggliger le couplage entre les niveaux

électroniques et les niveaux vibrationnels d’'unéémae.
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1. Spectroscopie vibrationnelle

1.1. Principe des technigues de spectroscopie vilbianelle
1.1.1. Modes normaux de vibration

Le formalisme des modes normaux de vibration seepiians le cadre de I'approximation de
Born-Oppenheimer.

Un atome isolé possede 3 degrés de liberté daspalbe a 3 dimensions. Une molécule de N
atomes possede donc 3N degrés de liberté dansadesges 3N degrés de liberté peuvent
étre regroupés en 3 degres de translation gloteala ocholécule (une translation selon chaque
direction x, y et z), 3 degrés de rotation globadéela molécule si la molécule n'est pas
linéaire (une rotation autour de chaque axe x, y) et 3N-6 degrés de vibration, appelés
modes normaux de vibration, dans lesquels les atamales groupes d’atomes se déplacent

simultanément sans modifier la position du cengrendisse de I'ensemble de la molécule.

Dans le plan Hors du plan

Symétrique

Elongation symétriqug Déformation symétrique Balancement

Anti-symétrique

Elongation anti- Déformation anti- Torsion
symétrique symétrique

Figure A2.1 : Représentation schématique des mouvements assaciésiodes normaux de vibration d'un
groupe de 3 atomes appartenant a une molécule.

Par exemple pour un groupe de 3 atomes non-algpgartenant a une molécule, il existe 4

modes de vibration dans le plan et 2 modes detwbraors du plan (figure A2.1).
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Lorsque le groupe de 3 atomes non-alignés est amiigmt, c’est-a-dire dans le cas d’'une
molécule de 3 atomes non-alignés, il n'existe gNe63= 3 modes normaux de vibration :

élongation symeétrique, élongation antisymétrique déformation symeétrique. On peut

cependant remarquer que les modes de balancenééotmdtion antisymétrique et torsion

sont dans ce cas simplement des rotations glotdalé&smolécule.

1.1.2. Modele de l'oscillateur harmonique

Chacun des modes de vibration d’'une molécule pessed infinité d’états dont I'énergie est
guantifiee. En premiére approximation, on peut ic@acthague mode normal de vibration
comme un oscillateur harmonique de masse réguéede constante de for&e L'énergie

des états du mode de vibration est alors donnée par

1 1 k
En—hv( 2) avec NJN et V—2 \[

On constate que I'énergig He I'état fondamental n’est pas nulle et que tetsé&ont séparés
les uns des autres par une énergielgui est constante. La grandeuest la fréequence de
vibration correspondant au mode normal considétie :est fonction a la fois de la constante
de force de l'oscillateur et de sa masse réduédeyui permet d'utiliser cette grandeur pour
estimer des forces de liaisons (plus la liaisonf@se, plus la fréquence est élevée) et pour

mesurer des effets isotopiques.

Approximation
harmonique
Energie de dissociation
o Potentiel
S -
= | ] empirique
LICJ n=4
4 n=3
\\ n=2
- E=n n=1
= \V /
n=0
1 1 1

Coordonnée de vibration

Figure A2.2 : Potentiel et états d'énergie associés a un modenalode vibration, comparaison avec
'approximation harmonique.

En réalité, les modes de vibrations ne sont pasestrent harmoniques. Les conséquences
principales de I'anharmonicité sont qu’une liaisest capable de se casser si le mode de

vibration recoit une quantité d’énergie supérieareson énergie de dissociation, et que
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I’énergie qu'il faut fournir pour passer d’'un éaun autre n’est pas constante mais diminue

de plus en plus lorsqu’on se rapproche de I'énatgidissociation.

1.1.3. Population des états

Dans le cas de la spectroscopie vibrationnell@elgie de transition entre deux états d’un
mode de vibration correspond a I'énergie d'un rayponent électromagnétique dans
l'infrarouge. Les transferts dits «thermiques »n (earticulier les chocs avec d'autres
molécules ou avec le solvant) permettent aussiciterdes modes de vibration.

Pour un ensemble de molécules, la fraction occupanétat vibrationnel donné suit une
distribution de Boltzmann en fonction de la tempé@ On peut en déduire qu'a
température ambiante, la quasi-totalité de la pmn occupe les états fondamentaux des
modes de vibration. Donc lorsqu’'un champ électramtique interagit avec les modes de
vibration d’'une molécule, les transitions qui peutvavoir lieu sont celles qui font passer la

molécule de I'état fondamental a un des états &xcit

1.1.4. Regles de sélection

L’interaction entre une molécule et un rayonneméettromagnétique est la somme des
interactions entre d’'une part le moment dipolaieles charges de la molécule et le champ
électrique, et d’autre part les composantes de dpita molécule et le champ magnétique.
Dans le cadre des spectroscopies vibrationnellegeoit négliger l'interaction spin-champ

magneétique devant l'interaction charge-champ ébpor

Spectroscopie d’absorption ou d’émission

Dans le cas des spectroscopies d’absorption ouisbé@n, l'interaction a lieu entre le

moment dipolaire permanent ou instantané de la cut@éet le champ électrique. La

transition entre deux états d'un mode de vibra@gomlors une bonne probabilité de se
produire uniquement si ce mode de vibration indanithangement dans le moment dipolaire

de la molécule.
Spectroscopie de diffusion

Dans ce cas, l'interaction a lieu entre le chanegtéljue et le moment dipolaire induit de la
molécule. La transition entre deux états d’'un maeleibration a alors une bonne probabilité
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de se produire uniquement si ce mode de vibratimfuii un changement dans la

polarisabilité de la molécule, c’est-a-dire uneodéfation de son nuage électronique.

Mode de vibration IR (absorption) Raman (diffusion)
) Pas de modification Modification de la
Elongation e & 9 du moment dipolaire : polarisabilité :
symétrique
inactif en IR actif en Raman

2 . Modification du Pas de modification
Elongation . o . e

anti- @_@_@_, moment dipolaire : de la polarisabilité :
symetrique actif en IR inactif en Raman

Figure A2.3 : Modes de vibrations d’élongation de £€ activités de ces modes en spectroscopie infgaro

Les spectroscopies infrarouge d’absorption et ffaesion (spectroscopie Raman) sont donc
des techniques complémentaires : certains modeshd®ion qui ne sont pas observés par

une de ces techniques peuvent souvent étre obgmweautre.
1.2. Spectroscopie d’absorption infrarouge
1.2.1. Principe de la spectroscopie d’absorption frarouge
La spectroscopie d’absorption infrarouge permet ahservation directe des fréquences
caractéristiques des modes de vibration d’'une mt#éd’échantillon est placé sur le trajet
optique d’un faisceau lumineux infrarouge, et I'memn de la lumiere transmise permet de

déterminer quelles fréquences ont été absorbéd&phantillon : ce sont les fréquences de

résonance de I'échantillon.

- 209 -



Annexe 2. Techniques spectroscopiques

hY

En pratique, a cause de la tres faible populatiaturelle des états excités, les seules
transitions observées sont celles qui ont lieu defetat fondamental jusqu’au premier état

excité des différents modes de vibration.

Energie potentielle
P

Coordonnée de vibration

Figure A2.4 : Représentation schématique de I'absorption d’'womaement infrarouge par un mode de
vibration d’une molécule.

La premiere méthode pour déterminer les fréquedessésonance consiste a utiliser un
monochromateur pour filtrer le faisceau infrarougeident, et & mesurer le rapport entre
l'intensité de la lumiere transmise et celle delumiére incidente pour chaque pas du
monochromateur, c’'est-a-dire pour chaque fréquéncielente. Il s’agit de spectroscopie
infrarouge a dispersion.

La deuxiéme méthode consiste a envoyer sur I'édleemtne lumiére infrarouge incidente
au travers d'un interférométre. La transformée dariér du signal obtenu en transmission
donne directement le spectre total de I'échantillibrs’agit de spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR). La méthode de spsctipie FTIR a plusieurs avantages sur
celle de spectroscopie infrarouge a dispersion, panticulier le faible colt d'un
interféromeétre par rapport a celui d’'un monochrauatet le temps d’acquisition plus faible
pour obtenir un spectre complet ce qui permet dise¥ un plus grand nombre de mesures et
d’augmenter la sensibilité de la détection desuedges de résonance.

1.2.2. Principe de la spectroscopie ATR-FTIR

La technique d’ATR-FTIR Attenuated Total Reflection — Fourier TransformadfrdRed
permet de réaliser des spectres d’absorption miger d’échantillons trop fins ou au

contraire qui absorbent trop pour étre analysésti@arsmission. Cette technique est en
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particulier utilisée pour I'analyse de surfaces rdatériaux et pour I'étude d’échantillons
disponibles en tres petite quantité.

Le rayon infrarouge incident est dirigé au traveifan cristal possédant un indice de
réfraction tres élevé comme ZnSe (n = 1,24), ceoqlige le rayon infrarouge a étre réfléchi
de nombreuses fois sur les bords du cristal avamtreksortir. Lorsqu'une onde
électromagnétique qui traverse un milieu conducfieute cristal ZnSe) est réfléchie sur une
paroi non conductrice (le bord du cristal), il senfie une onde stationnaire de l'autre coté de
la paroi et orthogonale a l'interface, appelée oédaenescente, dont I'intensité décroit tres
rapidement en s’éloignant de la paroi. Dans lanieghke d’ATR-FTIR, I'échantillon est
déposé a la surface du cristal ZnSe, donc lorsgjuaybn infrarouge est réfléchi a l'intérieur
du cristal, les ondes évanescentes formées seop@esit au niveau de I'échantillon et une
partie de l'onde évanescente est absorbée. Le raj@rouge transmis dans le cristal est
donc atténué a chaque réflexion sur le bord ebegoosition spectrale donne un négatif du
spectre d’absorption de I'échantillon. Le traitemnelu signal est ensuite réalisé par la
méthode FTIR.

Echantillon

Cristal ZnSe

A Miroirs /
Rayon incident _jr Vers Ie detecteur

Figure A2.5 : Représentation schématique de la cellule d’'untspsmpe a ATR-FTIR.

1.2.3. Application a I'étude des hémoprotéines

La spectroscopie ATR-FTIR est particuliérement & 'étude du complexe €O des
hémoprotéines dont les échantillons possedent hswl@ance trés élevée et qui sont souvent
disponibles en faibles quantités. Cette technigsie agnsi tres utilisée dans I'étude des
cytochromes P450 [217-219] ou des NOS [220-222].
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En effet, le mode de vibration d’élongation de iaisbn C-O est un mode actif en
spectroscopie d’absorption (voir 1.1.4.). De pkisignal associé a ce mode de vibration est
observé entre 1900 et 1970 trenviron, c’est-a-dire dans une région du spectieng
comporte pratiquement aucun autre signal, ce qui ke signal d’intérét facile a observer et a
attribuer.

1.3. Spectroscopie de diffusion Raman

1.3.1. Principe de la spectroscopie Raman

L’effet Raman est un processus de diffusion inéjastde la lumiere découvert en 1928 par
le physicien indien C.V.Raman. Lorsqu'un faisceda lumiére incidente traverse un
échantillon, la diffusion se fait en tres grandgarigé de maniere élastique, c’est-a-dire avec
une longueur d’ondeyiz du photon diffusé égale a la longueur d’ongldu photon incident :
c’est le phénomene de diffusion Rayleighi( = vg). Cependant, une faible fraction de la
lumiére (environ 1 photon sur dphotons incidents) est diffusée de maniére inélas{206,
207] : c’est le phénoméne de diffusion Ramay & vo).

Contrairement aux phénomenes d’absorption ou d#arisde la lumiére qui sont des
processus séquentiels a un seul photon, la diffude®la lumiére est un processus a deux
photons. Le photon incident n’est pas absorbé gandlécule, il constitue avec la molécule
un nouveau systeme « molécule+photon » qui occupétat d’énergie dit virtuel noté #
figure A2.6. Un deuxieme photon est quasi-immédiatet diffusé a partir de cet état
d’énergie vers I'état fondamental de la moléculasdan temps caractéristique inférieur a
celui d'une vibration du systéme. La longueur derdl photon diffusé contient alors les
informations caractéristigues de I'énergie des sowsaux énergétiques de la molécule
(figure A2.6).

La technique de spectroscopie Raman la plus wilcshsiste a éclairer I'échantillon avec
une lumiére monochromatique intense (faisceau)latmrs la région UV-visible du spectre
électromagnétique. Le spectre de diffusion Ramamekealors d'observer les fréquences
caractéristiques des modes propres de vibrationmi#écules présentes dans I'échantillon
grace aux bandes Raman Stoke&g: (= vo —vvib) et anti-Stokesugir = vo + vyip) de part et
d’autre de la bande Rayleigh (figure A2.6). Expé&malement, en raison de la trés faible
population naturelle des états vibrationnels egcitéempérature ambiante, la bande Stokes
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est beaucoup plus intense que la bande anti-St8ede la partie Stokes du spectre de

diffusion est donc en général présentée.

4 Energie
L)) Y 7 3
Uy 7y \LL [y \L
S1 v, ™ N
’I‘1 T == - == -
Vaieg ~— Yo =~ Vuip Vaifr — Yo ‘ Vi~ Yo + Uity
v, ]
i) 1 A v }
S() 4 0 T y ;V
Infrarouge Fluorescence Phosphorescence Raman Ravlciel Raman
ABSORPTION Stokes ayiergl  anti-Stokes
¥ea ) 4 a ,
ABSORPTION suivie ' EMISSION DIFFUSION

Figure A2.6 : Diagramme de Perrin-Jablonski mettant en éviddesedifférents modes d’interaction d’'une
molécule avec la lumiéere. L'état électronique fameatal est notéJsingulet), les états électroniques excités
sont notés §(singulet) et T (triplet). Les états virtuels sont notés #.

1.3.2. Principe de la spectroscopie Raman de résaomta

Lorsque I'énergie de I'état virtuel du systeme déunole+photon » (noté # figure A2.6) est
€gale a I'énergie d’'un état propre de la moléceeles c’est-a-dire lorsque la longueur
d’onde du photon incident correspond a une trawsiélectronique permise de la molécule,
alors l'effet Raman est tres fortement amplifiéestI'effet Raman de résonance.

Les transitions électroniques permises de la m#éoeuvent étre visualisées au moyen du
spectre d’absorption UV-visible de la molécule. &xmentalement, la longueur d’onde
d’excitation est donc choisie de maniére a cornredp a un maximum d’absorption UV-
visible de la molécule a étudier. Seuls les modesvithration associés a la transition
électronique excitée sont ainsi exaltés.

Les intensités relatives des bandes Raman refldééerthangement de la polarisabilité
moléculaire associé a chaque vibration (voir 1)1l4es bandes qui présentent le plus fort
degré d’exaltation sont celles qui correspondertraades de vibration de I'état électronique
fondamental qui miment la distorsion de I'état #&lmaique excité avec lequel il y a

résonance.
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1.3.3. Application a I'étude des hémoprotéines

La spectroscopie Raman de résonance est partemiggt adaptée a I'étude de molécules
comportant un chromophore. Les modes de vibrati@ssciés aux transitions électroniques
du chromophore sont spécifiquement exaltés, cepgquinet de les distinguer des autres
modes de vibration.

Ainsi, dans le cas des hémoprotéines ou les transitlectroniques sont bien caractéerisées,
la longueur d’onde d’excitation choisie corresptaglus souvent au maximum d’absorption

UV-visible du pic de Soret. De cette maniere, lesedes de vibrations exaltés sont

uniquement les modes associés a la porphyrinexetigands directs du fer tandis que les

modes associés au reste de la protéine ou au soklv@ont pas observeés. Il est ainsi possible
d’observer spécifiquement le comportement vibratednde I'héme, ce qui ne serait pas

réalisable par spectroscopie d’absorption infraeoeg les modes de vibration d’intérét

seraient masqués par les contributions du restéaentillon [206-208].

2. Spectroscopie de résonance paramagnétique élestique (RPE)

La spectroscopie de Résonance Paramagnétique diliecte (RPE) est une technique qui
permet la détection des molécules ou atomes daétatide spin paramagnétique, c'est-a-dire
qui comptent un ou plusieurs électrons célibatai284]. Cette méthode peut donc

s’appliguer a I'étude des radicaux libres et des imétalliques des métalloprotéines.

2.1. Principe de la RPE

Un électron célibataire posséde un moment cinétapiespin (9 qui peut prendre deux
valeurs, m=+1/2 ou -1/2. En l'absence de champ magnétigxtérieur, les niveaux
énergétiques correspondant a ces deux états dempgidégénéres (figure A2.7).
Lorsqu’'on appligue un champ magnétigue extérieur di, observe une levée de
dégénérescence des deux états de spin : c'esttIZeman (figure A2.7). La différence
d’énergie AE entre les deux états de spin est proportionnellBintensité du champ
magnétique appliqué et vérifie la relation :

AE =gB.H
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ou H est la valeur du champ magnétigquest le magnéton de Bohr électronique (9,274.10
243.TY, et g est le facteur de Lande caractéristiqud’'efméce paramagnétique étudiée
(2,0023 pour I'électron libre). Le principe de lpestroscopie RPE consiste a mesurer la

différence d’énergidE de maniére a déterminer le facteur g associsadce étudiée.

L’échantillon recoit une onde électromagnétiquedante de fréquencefixe correspondant
a la région micro-onde du spectre électromagnétiueGHz en bande X), on fait ensuite
varier le champ magnétique H jusgqu’'a observer babison de I'onde micro-onde qui
indique la transition des spins des états de fadblergie vers les états de haute énergie.
L’observation du phénoméne de résonance signife lguchamp H appliqué vérifie la
relation :

AE = gB.Hies= hv
Expérimentalement, le champ H appliqgué est modigésignal observé correspond donc

approximativement a la dérivée du signal d’absorpffigure A2.7).

Signal d’absorption JL
Dérivée (signal RPE) J\ﬁ

HI“C S

Figure A2.7 : Représentation schématique de I'effet Zeeman sighal RPE associé pour un systéeme de spin
S=1/2.

De maniére plus générale, une molécule paramageeéggt une molécule qui possede un
spin électronique S non nul égal a la somme des ggectroniques individuels des électrons
de valence. Selon la géométrie de la molécule, eiit pse produire une levée de
dégénérescence des différents états de spin esetiab de champ magnétique extérieur
appelée ZFSZero Field Splitting. Cependant, pour tout systéme de nombre de gym-d
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entier (S =t x/2), une dégénérescence au moins double submistéabsence de champ
magnétique, ces états doublement dégénérés saiéapioublets de Kramer.

Lorsqu’on applique un champ magnétique extériedtdffet Zeeman provoque une levée de
dégenérescence de ces différents états de spin ealorit ci-dessus, ce qui permet de

déterminer le facteur g associé a I'espéce étymhiéspectroscopie RPE.

En réalité, le facteur g est un tenseur dont lparametres diagonaux, @, et g peuvent étre

mesureés par spectroscopie RPE. Lorsque le systime @st isotrope, les valeurs de ces 3
parametres sont confondues et on n'observe qu'uhsggnal RPE. En revanche, lorsque le
systéme est anisotrope, on peut observer 3 sigiatircts et les attribuer aux 3 paramétres

diagonaux.

2.2. Application a I'étude des hémoprotéines
2.2.1. Théorie du champ de ligands

La théorie du champ de ligands est une approximatés utilisée pour décrire les propriétés
électroniques et magnétiques des complexes desixnddatransition en fonction de leur état
d’oxydation et de la nature de leurs ligands. Cel@®décrit en particulier I'interaction des
orbitales d du métal avec les ligands considérésno® des charges négatives réparties
autour du metal.

Dans le cas d'un champ de ligands a symétrie ogtpéd il se produit une levée de
dégenérescence des 5 orbitales d du métal en deupes : les orbitalesd. etd. (groupe

g) sont orientées géométriguement en direction dgndls ce qui les déstabilise, au
contraire les orbitales,d d,, et d,, (groupe ig) ne subissent pas directement l'influence des
ligands et sont moins déstabilisées. Ces deux geogpnt séparés par une énergigigure
A2.8).

Les configurations électroniques a [I'état fondarakentes complexes métalliques
octaedriques sont obtenues en répartissant lesatleale valence dans les orbitalg®teb,
(figure A2.8).

Si le champ de ligands est fort, c'est-a-dire €inérgie A est supérieure a I'énergie
d’appariement des électrons, ceux-ci se répartigg@férentiellement dans les orbitales de

symeétrie 4 qui sont de plus basse énergie. Le complexe @ dit & spin faible ou bas spin.
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Si le champ de ligands est faible, c’est-a-direl'é@nergie A est inférieure a I'énergie
d’appariement des électrons, les électrons setiggpamt de maniere a satisfaire la regle de

multiplicité de spin de Hund. Le complexe est dspén fort ou haut spin (figure A2.8).

A E

A fort
A faible

(L)

Felll bas spin Felll haut spin
S=1/2 S=5/2

Figure A2.8: Configuration électronique des orbitales 3d du dardegré d’oxydation Ill en fonction de
l'intensité du champ de ligand dans le cadre dbdarie du champ de ligands octaédrique.

2.2.2. Configuration Fé' bas spin (S = 1/2)

Une hémoprotéine Fe bas spin peut étre décrite comme un complexe Hedte-
hexacoordiné dans le cadre d’une géométrie octpgalriCette configuration électronique
entraine la formation de trois doublets de Kran@pendant, la différence d’énergie en
champ nul (ZFS) entre les doublets de Kramer dfisamment grande (environ 1000 &jn
pour que seul le doublet de plus faible énergiemmiplé en dessous de 77 K [265]. Seule la
transition a l'intérieur du doublet de Krameg mt 1/2 le plus bas en énergie peut donc étre

observée par spectroscopie RPE.

Comme le complexe ne présente pas une géométfatparent octaédrique autour du fer,
I'interaction du spin électronique avec le champmnéique extérieur H permet de mesurer
trois valeurs de g :xgg, et g. La séparation des valeurs de g peut étre dgmaitees valeurs
de champ de ligand : un champ tétraganételié a la force du champ de ligand selon I'axe
z) et un champ rhombigué (relié a la force du champ de ligand selon le fglagy) de
’héme). Le champ tétragonal dépend essentiellement de la répartition de lagehsur le
fer: plus les ligands axiaux sont donneurs, plsest grand. La rhombicité de
'environnement du fer, évaluée par le rappdrt, est fonction de I'arrangement spatial des

ligands.
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Pour calculer les valeurs des chanvpst A, nous avons utilisé les formules suivantes, en
utilisant la convention de Taylor pour la dénomimtdes composantes du tenseur g [266].

Convention de Taylor ;0> g, > >0

Champ rhombiqu¥ = g./(gy-0x) - 9/(9-0x)
Champ tétragonadl = g,/(0x-07) - G/(Qy+0y) - V/2

Peisach et Blumberg ont rassemblé les paramétega\\pour de nombreuses hémoprotéines
bas spin dans un diagramme qui permet de reliaratare des ligands axiaux avec la

géomeétrie de I'environnement du fer [267] (figure.9).

1,50

1,25

(on)

S 0,75+ ‘ @
3 ,
g |
2 0,50f
x

0,25¢

0'00 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L

o 1 2 3 4 5 6 7 8

Champ tétragona

Figure A2.9 : Diagramme de Peisach et Blumberg pour les héméipest F& bas spin. Les domaines B, C, H,
O, CN et P rassemblent respectivement les hémoproté&lnas les ligands axiaux sont deux imidazole
(cytochromes b), imidazole et méthionine (cytochesm), imidazole et imidazolate (hémoglobines)damble

et phénolate (hémoglobines), imidazole et cyarumehiolate (cytochromes P450). Les valeurs obssrpé®ur
les NOS #) se situent bien dans le domaine des hémoprotaihéme-thiolate.

2.2.3. Configuration F€' haut spin (S = 5/2)

Dans la plupart des cas, une hémoprotéind Raut spin peut étre décrite comme un
complexe héme-Fe pentacoordiné dans le cadre d'une géométrie outped Cette

configuration électronique entraine également ten&tion de trois doublets de Kramer, mais
contrairement a la configuration bas spin, la défice d’énergie en champ nul (ZFS) entre

les doublets de Kramer de la configuration haut sst trés faible (environ 10 &h L'écart
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entre les populations des différents doublets n@snc significatif qu'a tres basse
température : pour mesurer le spectre RPE d’'uneopéatéine haut spin, il faut se placer a
10 K de maniére a ce que seul le doublet le plssshbaénergie soit peuplé (doublet 1, figure
A2.10). C’est également pour cette raison qu'aelapérature de 35 K, seul le signal des
especes bas spin est mesurable [238, 265].

Le spectre RPE des hémoprotéine$ Raut spin traduit les transitions du doublet darier

le plus bas en énergie (doublet 1). La séparates whleurs de g est décrite par deux
parametres énergétiques E et D qui traduisent cégpment les déformations rhombiques et
axiales de I'environnement du fer en champ nulpEamiere approximation, I'effet Zeeman
est négligeable devant la séparation des valeugsethechamp nul (ZFS), les parametres E et
D contrblent donc pratiquement l'allure du spe&®RE.

Pour un systeme parfaitement axial, E/D = 0 : Ecie RPE présente alors deux valeurs de g
a 6 et 2 (figure A2.10). Lorsque le systéme dewvibotnbique, le signal & g = 6 se dédouble
pour donner un spectre avec#gy [268]. Au maximum, le rapport E/D peut atteind/8.1
Dans le cas des NOS, on observe des valeurs dechgs de 7,6, 4 et 1,8, c’est-a-dire une
valeur de E/D d’environ 0,75 [269, 270] (trait gfigure A2.10).

Doublet 1 Doublet 2

Doublet 3

o

10

10

6

(B8]

ED

Figure A2.10 : Séparations des valeurs de g des trois doublekgatmer pour un complexe octaédriqué’ Fe

0 0.08 016 024 032

0 0.08 016 024 032

ED

0 0.08 016 024 032
ED

haut spin. Les valeurs de g observées dans leesad@S sont indiquées par un trait gris.
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Par convention dans le cas des hémoprotéines.eles \ehleurs de g qui correspondent au
plan de 'héme sont appelésgseg g. La valeur qui correspond a la direction axialé’lodeme
est appelée,g
Tant que l'effet Zeeman reste négligeable, la pwside g et g est essentiellement
déterminée par la valeur du rapport E/D. Pour ppaea E/D inférieur a 0,1 environ, on peut
alors estimer sa valeur grace a la formule suivgré®, 265].

Ox-9,~48- E/D

Le signal assez intense souvent observé a g =ah8 lés spectres RPE d’hémoprotéines
correspond vraisemblablement a du fer haut spire lién solution dont on observe la
transition du doublet 2 en géométrie completeméaonmbique [238]. Ce signal recouvre
partiellement la contribution du complexe"Féaut spin vers 4,0 ce qui peut rendre la

simulation des spectres difficile.
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Abstract

The sole source of Nitric Oxide (NO) in mammals siets of a family of hemo-proteins called Nitric
Oxide Synthases (NOSs). NOSs catalyze two highlgctiee oxidative reactions that sequentially
convert L-Argine (L-Arg) to the Rthydroxy-L-Arg (NOHA) and then to L-citrulline andlO.
Despite extensive structural and functional ingggtons, the detailed molecular mechanism of NOS
remains mostly elusive. Both catalytic steps seermvolve the build-up of a ferric-hydroperoxo
complex but they are believed to rely on distinkilative species: a ferric-hydroperoxo complex for
NOHA oxidation, an oxoferryl species for L-Arg hydylation. However, this paradigm is based, by
default, on analogies with the mechanism of oxygetivation proposed for other hemo-thiolate
proteins such as the cytochrome P450 family. Lategw reports have put in doubt the existing
models for NOS mechanism and proposed alternatiwnistry to account for both L-Arg and
NOHA oxidation. The major reason for the discrepasin the proposed mechanisms resides in the
uncertainty concerning the number and sourcesatbprtransfer events. Indeed, whereas protonation
is the key-feature in determining the specificibdeefficiency of both catalytic steps, little isdwn
about the role and properties of the substratecafattor protons and of the distal H-bond network.
In this context, we investigated the role of thetpn of Arg guanidinium on the stability and
reactivity of the FEO, complex by exploiting a series of L-Arg analogtiest display a wide range of
guanidinium pKa values. Using a combination of smetectrochemistry and vibrational
spectroscopies, we analyzed the effects of thealgures on the proximal ligand characteristics, on
the porphyrin conformation, on the heme redox paieand on the electrostatic properties of heme
distal environment. Our results strongly suggest the pKa of the substrate guanidinium contrads th
H-bond network surrounding the distal ligand. Wepmrsed a structural model based on three major
conformations of the E©®, complex that accounts for the differences in tleemanism of oxidation

of NOHA and L-Arg. The properties of the guanidmiumoiety finely control the proton transfer

event, tune NOS oxidative chemistry and determtieentature of NOS production.
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Abbreviations

L-Arg, L-arginine; FAD, flavin adenine dinucleotidEMN, flavin adenine mononucleotide; &0,
ferrous heme-nitric oxide complex; 80, ferric heme-nitric oxide complex; 'f@,, ferrous heme-
oxy complex; FEBNO, ferric heme-nitric oxide complex; @O, ferrous heme-carbon monoxide
complex; FTIR, Fourier-Transformed Infra-Red spestopy; HS and LS, High Spin and Low Spin;
H4B, tetrahydrobiopterin, (6R)-5,6,7,8-tetrahydro-iofiterin; iNOSoxy, inducible NOS oxidative
domain; KPi, inorganic phosphate buffer; Mb, mydgip NADPH, Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate reduced form; NO, nitricdexiNOHA, N’-hydroxy-L-Arg; NOS, nitric
oxide synthase; NOHA, Nhydroxyd-arginine, NOSoxy, oxygenase domain of NOS; eNOS,
endothelial nitric oxide synthase; iINOS, inducihl&ic oxide synthase; nNOS, neuronal nitric oxide
synthase; bsNOS, NOS-like protein isolated fr@&acillus subtilis P45Qys, cytochrome P450
CYP120 isolated fromBacillus megaterium ROS, Reactive Oxygen Species; RNS, Reactive

Nitrogen Species; RR, resonance Raman spectroscopy;

Introduction

Nitrogen monoxide (NO) is a ubiquitous physiologingdiator involved in a great number
of signalling processes ranging from neural commation to vascular tone regulation [32, 83, 271].
NO is exclusively synthesized in mammals by a farafl enzymes called NO-Synthases (NOS). In
the last decade, NOSs have been increasingly assddio oxidative stress phenomena and to the
development of a series of pathological conditieagh as cardiovascular or neurodegenerative
diseases [272-275]. For this reason the elucidatfddOSs mechanism has urgently become a major
challenge for the biomedical research communitgleéd, since their discovery in the early-90s [50,
276-278] these enzymes have been the focus of musméunctional and structural investigations that
rapidly provided valuable information on NOS fuwocting [106, 279, 280]: NOSs consist of
homodimeric hemoproteins, whose monomers contditHaterminal oxygenase domain (NQ
and a COOH-terminal reductase domain [281]. Thegergse domain, that houses the catalytic
active site, binds a heme prosthetic group, thatsatie L-Arginine (L-Arg) and the crucial cofactor
(6R)-5,6,7,8-tetrahydro-L-biopterin (B) [104]. The function of the reductase domainagptovide
electrons from substrate NADPH towards the hemautiin two intermediate flavins, FAD and FMN
[48, 84, 282]. The oxygenase and reductase dona@dinked together by a calmodulin binding
protein subunit that eventually will trigger theeefron flow based on a local increase of‘Ca
concentration [60, 283]. Like other hemo-thiolatetpins [121, 132, 284, 285], NOSs catalyze the

activation of dioxygen to carry out oxidative chstry, which enables NOS to convert L-Arginine
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ultimately to L-Citrulline and NOvia two oxidation/hydroxylation steps, with formatiamf N*-
Hydroxy-L-Arginine (NOHA) as an intermediate (Scheme 1, J4Z)espite a great number of
Structure-Function studies[58], the molecular medra of NOS remains mostly unknown [104]. It
has been proposed that the first Step of NOS mérhane. L-Arg hydroxylation to NOHA) would

be similar to a cytochrome P450 mechanism (Scheni@6]): the resting ferric heme (Egis first
reduced to a ferrous state {[Fey one electron provided by the reductase don@uygen binding to
the ferrous heme leads then to a ferrous-dioxygemptex FEO, that is isolectronic with the ferric-
superoxo complex, B, (Scheme 2). In order to avoid the autoxidatiorthef FEO, species and
the uncoupling of electron transfer from the redsetdomain, the cofactonBimust quickly provide

a kinetically efficient electron, which will everglly lead to the buildup of ferric-hydroperoxo
complex (FEOOH) [58, 107]. Further protonation of the "®@OH intermediate followed by
heterolytic cleavage of the O-O bond would gives ris the oxoferryl species (£©) [86] that is
believed to be responsible for the hydroxylationthad guanidine moiety of L-arginine into NOHA
and ferric heme [58, 86, 107]. The second catabtep (NOHA oxidation) is believed to follow the
same pathway up to the formation of the ferric-geroomplex [140, 286]. At this point the catalytic
sequence is specific to NOS and involves a directeophilic attack of the peroxo group upon the
guanidinium carbon[58]. The rearrangement of tlseilteng tetrahedral complex will ultimately lead
to the release of NO and ferric heme [107]. Althotlgis model has been considered as the working
paradigm, it has been lately put in question arfkoalternative models have been brought up as
serious alternatives [128, 137]. The main discrepdoetween all putative models resides in the
nature and properties of electron and proton teans¥ents [128, 143]. Indeed the number and the
rates of electron and proton transfers will detaenNOS oxidative chemistry and control the
specificity and efficiency of each catalytic stdfhus, the difference observed in the pKa of the
guanidinium (N)H of NOHA and L-Arg is believed to modify the nuethof proton transfers, which
should in turn account for the catalytic differemdmetween the first and second steps. However,
despite the crucial role of proton transfer in NCG&alysis, little is known about the role of the
guanidinium moiety of NOS substrate and about thbokd network surrounding the dioxygen
ligand.

Lately we have been studying NOS catalytic mechmanier a large series of substrate
analogues [178-180]. Our results have shown thatSN@n catalyze the formation of NO by
oxidation of specific L-Arg analogues, mostly naniaoacid guanidines [178]. However, the actual
catalytic mechanism seemed to vary as a functidhetubstrate. Indeed, the stability and reagtivit
of the FEO, complex appeared to depend on the nature of tAeglanalogues bound to the heme
[180, 242]. Besides, the NADPH/NO stoichiometry wa®wn to dramatically increase in the
presence of these guanidines analogues, which sisggensible changes in the uncoupling ratio
[242]. Finally, the NOS catalytic products wererertely diverse ranging from the efficient NO

release to the production of reactive oxygen sgesieh as hydrogen peroxide and superoxide anion

- 225 -



Annexe 3. Role of Arginine Guanidinium Moiety
in NO Synthase Mechanism of Oxygen Activation

[242]. Consequently, the changes in the physiconited properties of the guanidines appeared to
significantly alter the NOS catalytic mechanism[1882]. Accordingly, our first results on alkyl-@n
aryl-guanidines have highlighted the relationshiptween the guanidinium moiety and the
characteristics of NOS oxidative reactions[180].

In this context, we are elucidating the specifile rof the guanidinium proton of the substrate
in the regulation of the distal H-bond network andhe control of NOS oxidative chemistry. More
precisely we wish to analyze the role of the intdom between the E®, complex and its distal
environment in determining the specific chemistfytlee first and second catalytic steps. For this
purpose we chose a series of L-Arg analogues tthabie guanidinium moieties with different pKa
values. Using a combination of vibrational speaopses and spectroelectrochemistry, we have
firstly examined the effect of these analogueshenstructural properties of the porphyrin ring.tba
heme redox properties and on the electronic priggedf the proximal ligand. We focused on the
interaction between the @, complex and its distal environment using th&G@ complex that is a
stable FEO, mimic and is extremely sensitive to the electristand polar properties of the heme
distal pocket [213, 260]. We used a combinationegsbnance Raman (RR) and FTIR spectroscopies
to analyze the effects of the different guanidinashe FECO vibrational modes. Our results led us
to propose a new model for the interaction betwberFé0, complex and its distal environment and

to assess the role of the surrounding H-bond nétimathe control of NOS oxidative chemistry.

Results

pKa Variations of L-Arg guanidine analogues We investigated the precise role of the N(H)
guanidinium proton on NOS oxidative chemistry usigeries of Alkyl- and Aryl-guanidinines
(Figure 1). The structural and functional charaesgions of these analogues have been previously
reported. We confirmed that all analogues bind\l©$oxy (data not shown) with Kd values ranging
between 1 and 100 uM[242]. pKa values of each Li#fing analogue were measured using two
distinct approaches. The pKa determintation of sibsd guanidines in water has been already
described for phenyl-substituted tetramethylguamas287] and monosubstituted guanidines, such as
Ph-Gua[201] and N§Ph-Gua[202]. Accordingly, the pKa values of our sktiryl-guanidines were
measured in water by sodium hydroxide titratiaa the simultaneous monitoring of the pH and the
electric conductivity of the guanidinium salt sodut (see Experimental Section). Since such a
measurement is not possible for pKa values expeabede 11 (see Experimental Section), pKa

values of alkyl-guanidines were extrapolated frév@ torrelation equation proposed by Taylor[202]

! The binding of L-Arg analogues was confirmed by #20>395 Soret shift characteristic of a Low-Spin
High Spin transition
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using the Hammett, values[204] (see Experimental Section). We fourat arylguanidines display
pKas values ranging from 9.3 to 10.8 (Figure 1,l@4}. These values match the ones reported in the
literature for similar compounds such as Ph-Gua§M3 10.77[201] ) or NGPh-Gua (9.3vs
9.13[202]). As expected, the values obtained feylglanidines were found between 11.8 and 12.6,
which is close to the pKof L-Arg (12.48; Table 1). The wide pKange that we measured suggests
that the L-Arg analogues present proton donatimgngths that could favor different H-bonding

interactions at NOS active site.

Effects on heme redox propertiedVe have examined the possible electrostatic effatthe heme
of our series of L-Arg analogues by monitoring @hynges in the redox potential of native INOSoxy
heme. We measured iNOSoxy heme midpoint potemti#the presence of B and L-Arg or L-Arg
analogues. The spectroelectrochemical titratiothef heme iron of INOSoxy was performed with
phenosafranin as single 2-electron-mediatdr £5-255 mV). The use of a single mediator ressrict
the range of investigation (between -205 and -3056 imour experiments) but it allows a better
characterization of the UV-visible absorption speaif the protein during the titration and a more
precise and reliable determination of apparent oiittpotentials (see Experimental Section).
Figures 2A and 2C display the UV-visible absorptgpectra monitored during the spectro-
electrochemical titration of INOSoxy in the presemnd Ckh-(CH,);-Gual and FPh-Gu#. iINOSoxy
reduction was confirmed by a shift of the Soretigieam 395 to 410 nm and the disappearance of the
absorption band at 650 nm. The reoxidation titratjselded to the initial P& spectrum. This
complete and reversible reduction-oxidation proadsdlOSoxy was observed in the presence of all
tested guanidines (data not shown). The heme iformEpoint potential and the n values were
obtained by fitting the experimental Nernst ploig(fFes 2B and 2D, Table 2; see Experimental
Section). The value of°Emeasured in the presence of L-Arg matched theevaéported by Pres&t
al.[111]. In the presence of all the tested guanidines Sby heme midpoint potentials were found
between -262 and -270 +5 mV, which is close toBfieneasured in the presence of L-Arg (Table 2).
Guanidine analogues do not significantly change hittme midpoint potential of INOSoxy heme,
which suggests that these L-Arg analogues do et tile electrostatic features of INOS heme. We
then used resonance Raman to check if these amslogpuld influence or perturb NOS heme

structure.

Effects on heme proximal environmenriWe first investigated the effect of L-Arg analoguesthe
proximal side of iINO§, heme by analyzing iINOSoxy Fe-S vibration modess HEfongation mode
can be examined by resonance Raman spectroscogplniting the S> Fd" charge transfer band
of iNOSoxy F&' High Spin species that is preferentially enhangeoh excitation at 363.8 nm but is
absent in the Low Spin Festate[215, 288]. The RR spectrum of iNOSoxy' F¢S complex was

recorded in the presence ofBdand Arg using an excitation wavelength at 36318 (frigure 3A).
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The band-fitting analysis of the 300-440 tspectral region showed two heme porphyrin modes at
375 and 405 cihand a potentiabe..s mode at 337 ci in agreement with the value reported
previously [97]. This latter band completely disapged from the RR spectrum of iINOSoxy'AeS
species recorded in the absence of bafB &hd Arg, which confirms that the 337 ¢rfrequency
corresponds to the-..smode. INOSoxy P& HS RR spectra were also recorded in the preserme o
series of L-Arg analogues. As can be seen in Fi@#e the ve.s bands were observed for all
analogues around 338 €nwhich indicates that the binding of these L-Amgangues does not induce
any sizeable modification of the Fe-S bond streffitble 3). These results suggest that, compared to
L-Arg binding, the binding of L-Arg analogues to@$oxy heme does not perturb the proximal side

of the heme pocket.

Effects on heme structure In parallel, we investigated the effects of thesaridine analogues on
the physical and chemical properties of the hente @anthe structural properties of the porphyrin
ring. Using resonance Raman spectroscopy, we heamired the conformation of the iINOSoxy
porphyrin ring in the resting ferric state and lire foresence of saturating concentrations of 8t
L-Arg analogues. The RR spectra of L-Arg- or anakssbound P& iNOSoxy were recorded in
anaerobic conditions with a laser excitation at.868n (see Experimental Section), which also yields
information concerning the porphyrin skeletal mo@@g]. The high-frequency region (1300-1700
cm’®, Figure 3B) exhibited core-size sensitive porphyriodes that reflect the oxidation, spin, and
coordination states of the heme. In the presentefofy and HB, these heme porphyrin modes were
observed at 1372 ci(v,), 1489 cnit (vs), 1562 it (v,) and 1625 ¢ (Vyiny). In the low frequency
region (data not shown, Table 2), the vis (in-plane porphyrin deformations), amg, (pyrrole
swivel) mode frequencies were observed at 675, @Bd, 495 cri), respectively. This resonance
Raman spectrum is characteristic of a sole pommatf iNOSoxy in the P& 5¢ HS state and is
similar to that observed for eNOS [289], nNOS [29B$NOS [97], saNOS [91] and various
cytochromes P450 [253, 291, 292] in their ferric $t&tes (Table 2). RR spectra of iINOSoxy in the
presence of L-Arg analogues were recorded in theeszonditions and show no noteworthy changes
(Figure 3). Frequencies values for the major poriphyodes remain similar in the presence of L-Arg
and L-Arg analogues (Table 3).

We have performed the same RR study for the iNOFECO complex. Samples were
prepared as previously described by anaerobic tieduof native ferric NOS in the presence of
saturating amounts of,B and of L-Arg- or L-Arg analogues, followed by artensive CO flush (see
Experimental Section). Resonance Raman spectraokégiened by using an excitation wavelength at
441.6 nm. All RR spectra were very similar to thpseviously obtained for EEO complexes of
other NOS[91, 97, 211, 212, 216, 288]d cytochromes P450 [253, 292, 293](Figure 4 amtulel
4). In the high-frequency region thg, vs, andv, frequencies were found around 1370, 1492, and

1570 cn, respectively, in the presence of all tested campe while in the low frequency region,
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Vie V7, andvg frequencies remained unchanged around 750, 61534 cmt respectively. Minor
bands at 689, 1390, 1424, and 1601 amere assigned to ferrous heme species resuliimg frartial
photodissociation of CO [211, 253] (Figure 4 andbl€a4). These results suggest that L-Arg and L-
Arg analogues exhibit similar and negligible int#ians with INOS heme. With the information

above, we can say that L-Arg analogues do notfgignily perturb the heme nor its pocket.

Effects on heme distal environment We used the same resonance Raman spectra of iINOSoxy
Fe'CO complex (Figure 4) to precisely analyze theatfef L-Arg analogues on CO coordination.
As mentioned above, the stability of the'€® complex, the heme redox potential and its génera
vibrational structure are not affected when L-Asgsubstituted with our series of L-Arg analogues
(Figure 4, Table 4), which allows the analysis g direct effect of guanidinium pKa changes on
F€'CO coordination. We first focused on the low-freque region of the RR spectra (Figure 3A).
Based on previous reports [211, 214, 216] the RRIbat 490-510 and 565 ¢rwere attributable to
the Vee.co Stretching an®e..c.o bending modes, respectively. In the absence df bobstrate and
cofactor, NOS/..co RR bands appear broad (~50cFWHM) centred around 490 ¢h{Figure 5).
This reflects the contributions of several distimgt.co modes attributed to different heme distal
pocket protein conformations. L-Arg binding and N®Hinding are believed to constrain the heme
pocket to one of these conformations [216]: indagzhn L-Arg or NOHA binding, th®r.co RR
band narrowedcé. 18 cmi* FWHM for L-Arg) and shifted to 510 and 500 ¢nrespectively (Figure
4A). The narrow bandwidth indicates a homogenemmulation of conformations. Our RR spectra
showed clear differences as a function of the L-Anglogue bound to the active site (Figure 4A).
Alkyl-guanidines binding, such as Pentyl-Gua (8guced changes similar to those observed in the
presence of L-Arg binding,e. a narrowing of th&r..co band and a shift of the maximum frequency
towards 510 cm Upon binding of some aryl-guanidines, such ash@®a (7), the effect was
similar to the one observed upon NOHA addition vatmarroweneg. co band centred at 500 ¢m
Lastly, the binding of some other aryl-guanidindélse ChsOPh-Gua (5), did not modify iNOSoxy
native RR spectrum and results in a broad peakemkoh 495 cm (Figure 4A).

We fitted the 425-550 chspectral regions of all RR spectra to a multi-Géars function
(see Experimental Section). Alle.co bands could be simulated by three to four banddeced
around 465, 485, 500 and 510 t¢Rigure 5). All guanidines could be classified itiioee families of
compounds (Figure 5, Table 5). The first familygiie 5A) comprises the alkylguanidines that all
exhibit FECO RR spectra similar to that of L-Arg, with a pioent component at 510 ¢mand
smaller contributions at 485 and 500 trthe second family includes some aryl-guanidisash as
F-Ph-Gua §), Cl-Ph-Gua 7) and CR-Ph-Gua 8), whose FECO RR spectra are similar to that
obtained in the presence of NOHA, with a main dbation at 495 criil and minor contributions at
485 and 510 crh(Figure 5B). The third family (Figure 5C) includether aryl-guanidines (C}®-Ph-
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Gua 6) and NQ-Ph-Gua 9)) that led to spectra similar to that obtainedtie absence of both
substrate and /B8, with 2 main contributions at the 475 and 495'@nd minor contributions at 510
and 465 crl. In addition, th&dre.c.o bending mode can be analyzed to monitor the effestibstrate
binding on FECO complexes geometry [260]. We indeed observedifgignt changes ifge.c.o
bending modes between alkyl- and aryl-guanidined thflectvee.co variations (Table 5): in the
presence of L-Arg analogues from the third familyq), the FECO complex displayed a weak band
at 562-563 cm (Figure 3A). The addition of analogues from thstffamily (1, 3, 4, induced a shift
of the &re.c.o frequency to 565-567 cmalso observed upon L-Arg binding. In the preseoicthe
analogues from the second familg, 7, 8), the dr.c.o frequency was observed at an intermediate
value (561-565 cf similar to the frequency observed upon NOHA hirgdi

We complemented this resonance Raman study by aR-FAITR characterization of
iNOSoxy FECO complexes for the same combination aBHL-Arg and L-Arg analogues (see
Experimental Section). While twoco mode bands were observed at 1949 and 1963 ionthe
absence of substrate angB;ithe addition of EB and L-Arg led to a simplified IR-spectrum with a
single narrowco band at 1903 cih(Figure 6 and Table 5). As previously reported, [211, 212,
216, 220], the addition of substrate and cofaaiduces a transition from a multi-conformation state
to a state where a single (“closed”) conformatiosedpminates. Addition of L-Arg analogues is
characterized by the same effect: IR-spectra ofShiy FECO complex in the presence of L-Arg
analogues exhibit a single narraw, band whose frequency vary between 1905 to 1921 asna
function of the analogue (Figure 6). Once agaies¢hresults show three classes of behaviours:
Binding of alkyl-guanidines (Family 1) leads toiagte conformation with a&cc frequency between
1903 and 1911 cih which is similar to the effect observed upon lgAiinding (Figure 6-1). Binding
of the aryl-guanidines from the second family inelica “NOHA-like” conversion with aco
frequency around 1915 ¢h(Figure 6-2). Lastly the IR-spectra obtained ie firesence of aryl-
guanidines from the third family, characterized dyco frequency between 1918 and 1921'¢m
display a closer similarity with the IR-spectraahed in the absence of L-Arg (Figure 6-3, [242]).

The RR and ATR-FTIR results are consistent and teathe same conclusions. They all
support the existence of three types of interadbetween iNOSoxy distal ligand and guanidings:
all the tested alkylguanidines exhibit effects loa distal heme pocket similar to those observed for
Arg. The effects of arylguanidines can be clasgifigo two distinct typedi) the second family is
characterized by interactions with the distal lidaaminiscent to the one observed in the presehce o
NOHA, iii) the third family does not fundamentally modify thucture of native iINOS E€O

complex observed in the absence of both substnatéid.
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Discussion

The difference between the first and second stépEO$ catalytic mechanism is commonly
explained by the difference in the guanidinium protpKa between NOHA and L-Arginine.
However, until now, no clear picture of the protomd electron transfer events has emerged to clarify
NOS mechanism and the specific chemistry of boghfitlst and second steps. On the other hand, we
have shown that the nature of the substrate/gusnidan significantly modify the oxidation
mechanism, along with reaction intermediate andiyets [178, 180]. These considerations led us to
address the actual role of the guanidinium protothé mechanism of L-Arg and NOHA oxidation by
studying a series of L-Arg guanidine analogues Waild display a significant range of pKa values
and by analysing the interaction between their gliainm moiety and the heme active site.

Fe'CO complex has proven to be the best tool to inyatst the effects of substrate binding
on NOS F&O;, stability and reactivity, because this complea igseful mimic of the unstable 'F2
intermediate and is extremely sensitive to eletit@senvironment and heme pocket polarity [213,
260]. Numerous investigations have shown the effetsubstrate binding on 'R@O geometry for
NOSs [180, 211, 212, 216] and most of the cytocleP450 [213, 253, 292, 293]. These structural
effects can be explained as follow: the bindingubstrate will bring a positive charge in the vigin
of the distal ligand that will promote the build-gp a partial negative charge on the O atom; this
interaction will result in the increase of the Fd@nhd order and decrease of the C-O bond orider
the electronic back-donation from the Fe drbital to the emptyt* CO orbital. Therefore, changes
in the electrostatic distal environment will havieedt consequences on the vibrational fingerprint o
the FECO complex and in particular on the o andvee co frequencies [213]: a highek..co and
lower vc.o frequencies will reflect a greater positive chaageghe O-terminal ligand of the F@O
moiety. Therefore the characterization of the effexf guanidinium pKa on F€O structure can be
achieved through the analysis of these two vibnatimdes using a combination of resonance Raman

and FTIR spectroscopies.

A new model for FECO coordination -We completed and perfected the investigation of the
interaction between guanidine analogues antiCBecomplex. Until now, F&€O complex was
described in terms of two distinct conformationspén” and “closed” and substrate binding was
believed to suppress the open conformation andfgyntds structure of the closed one. However, this
explanation proved to be insufficient and is undblexplain the strong differences observed between
isoforms Yre.cowas found at 512 and 500 ¢rfor INOS and nNOS respectively) and substrate. (

co was found at 512 and 500 ¢rfor L-Arg and NOHA respectively). We have been tedidopt the
understanding that F€O coordination obeys to a much more complex pictBased on our results

and on the observations of ket al. [214], we propose here a new model that consistan
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equilibrium between at least three conformationsesponding to three different electrostatic states
of the heme distal pocket.

Indeed, for all conditions of substrate and cofgat@ identified three distinct conformations
that are characterized By, o bands around 485, 500 and 510%cithe minor component observed
at 465 crit is probably due to a porphyrin vibration mode ewtement caused by its near degeneracy
with the Fe-CO stretching mode. Addition of sulistrand cofactor does not lead to the suppression
of one conformation or to major modifications oéithstructure, as previously proposed [216]. The
principal effect of substrate and analogues bindintp change the electrostatic state of the heme
pocket, which in turns modifies the equilibriumeen these three conformations (Figure 5A, Table
5). This analysis leads us to propose a structm@del based on the existence of three types of
interactions between the &0 complex and its distal environmeiit:the strongest electrostatic
interaction takes place in the presence of alkgrigines (including L-Arg) and leads to the
predominance ofonformation 1(ve..coat 510 crit) ii) a weaker electrostatic interaction takes place
in the presence of NOHA and some Aryl-guanidinesb{& 5), promoting the build-up of
conformation 2(vee.co at 500 crit). iii) a few Aryl-guanidines were characterized by a igége
interaction with the F&CO complex with no change observed in the confdomat equilibrium. This
model was confirmed by the FTIR-analysis of the, frequencies that allows characterizing the
major conformation for each condition of substrdatiee major conformation for the alkyl-guanidines
was characterized by & frequencies between 1903 and 1911'cwonfirming a strong polar
interaction between CO and the distal environm&hts frequency was respectively found around
1915 and 1920 cihfor the second and third family, indicating a weakolar interaction in the

presence of aryl-guanidines.

Various causes for the changes in €O coordination -The changes induced by guanidines
binding on the electrostatic properties of the hgmeket could originate from several causes.
Changes in the positioning of the guanidinium mpoadtove the heme could be evoked to explain the
differences of interaction between the distal Idyamd the L-Arg analogues. However, as previously
explained [180], the crystallographic analysis @3I3D structures in the presence of guanidines and
hydroxyguanidines analogues show no differencethéir position that could account forvae.co
frequency shift up to 30 ¢t This report allows us to also exclude direct effeof the guanidines
binding on the structural properties of iNOSoxy lkeermdeed, the resonance Raman spectra 'bf Fe
and FECO iNOSoxy complexes did not show significant diéieces in the frequencies of core-size
sensitive porphyrin modes, suggesting a very simhame conformation and heme-protein
interactions.

The differences in the F€0O coordination could arise from a change in thestP? effect

exerted by the proximal ligand [213]. Following )direct H-bonding interactions with the L-Arg
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analogues, the proximal cysteine ligand could becarpoorer competitor far-bond formation with
the heme iron so that the net effect could be @ngdro-bond between the iron and CO, and an
increasedvee.co frequency. Accordingly, the modulation of Fe-Cysnt strength in response to
different substrate binding have been recently shfmw cytochromes P450 [258], and the differences
in F'O, coordination between NOHA and Arg binding have rbéentatively related to slight
variations in the strength of NOS Fe-Cys bond. H@aveur data do not indicate any modification of
the Vees frequency in response to substrate substitutiggesting that the Fe-Cys bond strength
remains constant and independent on the naturkeobdund guanidines. Therefore the changes in
Fe'CO coordination observed between the three confiwnal families do not seem to arise from
modifications of the properties of the proximal teyse ligand.

A source of variation of the properties of'Bg complexes resides in the variations of heme
midpoint potentials. The correlation between hestox potential and the stability and reactivity of
Fe'O, complexes has been clearly established for cytmotrP450; [294], a close relative of NOS.
Such a relation has also been observed for nNOfidncase of the W409 mutants [295]. Our
iINOSoxy measurements did not reveal any signifieaniation of the heme midpoint potentials upon
the binding of our series of L-Arg analogues. Thisemce of changes in the porphyrin mode
frequencies, in the strength of the Fe-S bond,iaride heme midpoint potentials, confirms that the
differences observed in the coordination of INOS&d/CO complex do not arise from a direct
interaction of L-Arg analogues with the heme or pheximal side of the active site pocket.

Consequently, the changes in"€® coordination are the result of a conformational
equilibrium that only depends on the polar intdmng between the distal ligand and heme distal
environment. We actually observed a direct coriaabetween FECO coordination and the pKa of
the N°(H) guanidinium proton of the L-Arg analoguesinformation 1that displays the highest..
co frequencies (and lowesk. o frequencies) was mostly found in the presenceubbtsates that
exhibit the highest pKa values (L-arg and alkyl{gidines), whereas low-pKa guanidines (such as
arylguanidines) seemed to favopnformations 2and 3 that are characterized by loweEg..co
frequencies (Figure 7). The conformation of INOS&&/CO complex seems therefore to be directly
determined by the pKa of the guanidine moiety. Hhisngly suggests that the exchangeable protons
of the guanidine moiety are directly involved ire thtrength of the positive polar interaction betwee

the heme distal pocket and the bound CO.

Structural model of Interaction between E€O and NOS substrate The analysis of the crystal

structures of FECO [131] and the 'O [122, 131] complexes of NOS oxygenase domaipshel
understanding the way the guanidinium moiety interavith distal ligands. Both structures exhibit a
structural water molecule involved in H-bondingeirsictions with the ligand (CO or NO) and with L-

Arg guanidinium moiety (Figure 8). In contrast, tN©OHA hydroxyguanidinium forms a short H-
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bond between the protonated-Btom and the proximal atom of the ligand, but dlcéve-site water
molecules are out of H-bonding range with bothipeéroxyguanidinium and the distal atom from the
heme-bound ligand [122, 131]. These structural atais to propose a model of interaction between
guanidines and F€O complex (Scheme 3). In the case of alkyl-guaeisli(including L-Arg) the
pKa value of the guanidinium proton is sufficientiigh to promote the structuration of an H-bonding
network that includes the ordered water molecuhes Will in turn establish a strong positive potgri
around the heme-bound ligand and favour the bwladitheconformation 1 In contrast, the pKa
value of the aryl-guanidines from the second fanslynot high enough to completely attract the
active site water molecule towards the heme. Howthase analogues will directly interact with the
distal ligand in a fashion close to what has beescdbed for NOHA. In that case, the structure
adopted by the F€O complex will be dominated by tltenformation 2 Lastly, the aryl-guanidines,
because of the low pKa value of their guanidiniumt@n will establish a weak interaction with the

heme-bound distal ligand, which leaves the conftionaf the FECO complex unchanged.

Implications on NOS mechanism of oxygen activatienOur results showed that the pKa of the
exchangeable protons of the guanidine moiety diréafluences the active-site H-bond network. The
structure-function model that we proposed for gdime/F€CO complex interaction is in line with
the recent structural data obtained for INOSoxy bacterial NOSs F©, complexes in the presence
of NOHA and L-Arg [214, 296, 297]. £®, complex exhibits a weaker O-O bond in the presefice
L-Arg (Voo = 1323-26 crif) than in the presence of NOHAo = 1132-35 cril) [214, 296].
Accordingly, L-Arg, alike high-pKa guanidines, wdufavour the recruitment of an adjacent water
molecule in the vicinity of the E®, complex. On the other hand, NOHA would behave liike-pKa
guanidines, and directly interact with thé'®gcomplex. The properties of the substrate guanidiniu
will therefore determine the structure and rolehaf H-bond distal network and thus control the fate
of the FEO, complex. This interaction is crucial at two difet levels of NO biosynthesis: the
coupling of electron transfer and the molecular ma@ism of oxygen activation.

Unlike other hemoproteins, NOS 'f@& complex is extremely unstable and NOS catalytic
efficiency mostly relies on the kinetic balancevietn F&O, autoxidation and F'©, activation [107,
108]. The coupling of electron transfer to NO praiitbn will therefore primarily depend on the
stability of the F&O, complex. We observed for our series of L-Arg agaks a good correlation
between pKa values and"f autoxidation rate (Table 6). The active site Hdoretwork observed
in the presence of Alkyl-guanidines and L-Arg, esally the H-bond between the active site water
molecule and the distal oxygen of the heme-bougds@ongly stabilizes the @, complex. This
interaction will decrease F@, autoxidation rate, favor an efficient electromster coupling and a
productive NO synthesis (Table 6). As the pKa efglnanidine decreases (Families 2 and 3), the rate
of autoxidation increases by as much as 100 foldghwwill induce a partial or complete uncoupling
of electron transfer and the result in a drastare@se of NO production (% NOHA, Table 6). This
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analysis is validated by the whole series of result obtained on numerous aryl-guanidines and aryl-
hydroxyguanidines analogues of L-Arg that were ghosvdecrease NO production in favor of NOS

uncoupling and ROS release. Our results stronghygest that the properties of the substrate
guanidinium are essential in stabilizing the'®ecomplex and coupling electron transfer to NO

production.

Additionally, our data confirm that the guanidiniuproton of the substrate is directly
involved in the mechanism of oxygen activation. Tlerent picture of NOS molecular mechanism
remains uncertain and conflicting. It has been arpentally established, for both catalytic stepsitt
the reductase domain would provide the first rezplielectron [58, 104], while the second electron
would be transiently supplied by the pterin cofadtd,B) to form a F&-peroxo complex. At this
stage both steps of NOS catalysis are believedvarge [86]:i) the first step (Arep NOHA) would
follow a typical P450-like monooxygenation reactiossed on the double protonation of the peroxo
complex, the heterolytic cleavage of the peroxo ®edd leading to the formation of an oxoferryl
complex as oxidative intermediate, followed by pid¢gl P450-like “radical rebound” mechanisii,
the second step (NOHANO) is supposed to rely on the direct reactiorhefpgeroxo or hydroperoxo
species on NOHA guanidinium moiety, followed by tlearrangement of the resulting tetrahedral
complex and ultimately the release of citrullinaelahO [107]. This model is supported by structural
data including crystallographic structures of'€® and FENO complexes[122, 131], resonance
Raman of F&0, complexes [214, 296] and EPR characterisatioreattion intermediates obtained
by Cryo-Reduction [120]. Nevertheless, these modale been lately put in question. Silverman and
colleagues contested the second protonation dféheperoxo intermediate for L-Arg oxidation Step
and instead proposed a new mechanism based ottabk af a F&-hydroperoxo complex on an L-
Arg cation [128]. Alternative mechanisms have be&so proposed for the second step that range
from a direct reaction of the F®, complex with the guanidinium moiety [128, 139]the formation
of an oxoferryl complex [137]. It is noteworthy thihe key-point that discriminates all proposed
mechanisms is the number and the source of traedf@rotons. This number controls the nature of
the reactive intermediate and the specificity afheaatalytic step: two proton transfers leads to an
oxoferryl complex whereas zero/one proton transéawves the peroxo complex as the reactive
species.

Our analysis of the role of the guanidinium pkallea to propose a model for the mechanism
of FE'0, activation (Scheme 4) that should contribute ® dfarification of NOS mechanism. This
model highlights the crucial role of the distal BAal network and of the guanidinium proton of the
substrate in the mechanism of'Be activation. Substrates that harbour high-pka giiaiim, such
as L-Arg, favour the build-up of a distal H-bondwerk that includes an ordered water molecule that
can engage into an H-bond with the distal oxygerhef F&'-peroxo complex (Scheme 4A). The
absence of guanidinium hydroxylation observed faw-pka guanidines, such as aryl-guanidines,

confirms the absolute requirement of this additiomater molecule for oxygen activation during
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NOS first catalytic step. Unlike what was propobgdZhuet al.[128], these results strongly support
the involvement of two protonation events to achiévArg hydroxylation and suggests a P450-like
mechanism for the first catalytic step: the protmmaof the hydroperoxo complex will favour the
heterolytic cleavage of the peroxo O-O bond and shésequent formation of an oxoferryl
intermediate as the oxidative species.

In the absence of an additional water molecule,-p&a substrates, such as NOHA, will
directly interact with the Péperoxo complex (Scheme 4B), which will in turn tstiae this
intermediate peroxo species and favour its direattion on NOHA guanidinium moiety. This model
is confirmed by our results on aryl-guanidine agaks. Indeed, whereas aryl-guanidines failed to
become hydroxylated in the absence of an additiopadton source, the corresponding
hydroxyguanidines still led to significant prodwcti of NO. Unlike what has been suggested by
Gauld and coworkers [137], these results confirat the peroxo complex might be adequate and

sufficient to achieve NOHA oxidation.

Conclusions— Our results stress the importance of the surrogndifbond network in NOS
oxidative mechanism and confirm the recent resuittsined by Marletta and colleagues with C5-
methylated analogues of L-Arg and NOHA [263]. Adhially, this report constitutes the first direct
correlation between the pKa of the substrate guminith and the specificity of each step of NOS
mechanism. We showed for the first time that the ik the guanidinium moiety regulate the distal
H-bond network, which will in turn determine theethistry of the oxidative reaction.

The pKa vlaue of the guanidinium has to be suffitie high to stabilize P&, complex and to
promote a P450-like mechanism in the first catalgtep. However, if the pKa value is too high, the
reactive species of the second catalytic step ceuliich from peroxo to oxoferryl, which may
prevent the productive oxidation of NOHA. Besiddsthe pKa value is too low, (Family 3) the
absence of a distal H-bond network would hinderéaetivity of the peroxo species and thus prevent
any oxidative chemistry. This suggests that theharism of each reaction catalyzed by NOSs can be
finely tuned by the properties of the guanidiniunoiety. In that context, it would be highly
interesting to analyze the influence of guanidinipika on NOS molecular mechanism for all
isoforms. Indeed, despite similar 3D structures, S\Ni€oforms exhibit specific interactions between
the heme pocket, the distal ligand and the sulestaatreflected by the differential effects of stdie
binding on the coordination of CO, NO and [91, 211, 212, 214, 254, 288, 289, 298]. This sstg)
that the functions of the guanidinium and of thédfid network might vary between NOSs, which

could partly account for their biochemical and bgtal specificities.
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Experimental Section

Chemicals - H,B was obtained from Schircks Laboratory (Jona, Swiand). Chemicals and
reagents of the highest grade commercially avala@re obtained from Aldrich, Fluka, or Janssen.
CO gas was purchased from Messer (Messer Franc&raAce). The hydrochloride salts of 4,4,4-
trifluorobutylguanidine (Ck(CH,)s-Gua) 1, 4-fluorobutylguanidine (CHF-(CH,)s-Gua) 2, n-
pentylguanidine (CH(CH,)4-Gua) 3, cyclopropylguanidine (Cyclopropyl-Gua)4, 4-
methoxyphenylguanidine  (GBPh-Gua) 5, 4-fluorophenylguanidine (FPh-Gua)6, 4-
chlorophenylguanidine (CIPh-Guaj, 4-trifluoromethylphenylguanidine (GFh-Gua) 8 and 4-
nitrophenylguanidine (N¢’h-Gua)9 have been synthesized following general procedimas
commercially available amines. Their physico-chahicharacteristics have been described

previously [179, 199]. See Figure 1 for structures.

Enzyme Preparation -Mouse iNOS oxygenase domain (iNOSoxy) containirgixehistidine tag at
its C-terminus was expressed Hscherichia coliBL21 using the PCWori vector and purified as
already described with /B but without L-Arg [56, 189]. It displayed all trepectroscopic properties
of the full-length INOS and its His6-tag does nobdify its reactivity. Its concentration was
determined from the visible absorbance at 444 nith@heme PeCO complex using an extinction

coefficient of 76 mNM.cm’™.

pK, determinations - The direct measure of the pku water of a weak acid during its titration by
sodium hydroxide is a suitable method to identi®, up to 11. Identification of the pKof the
arylguanidines was thus achieved by simultaneousitoring pH and electric conductivity of a
solution of 10 to 20 mM of the guanidinium salt idgr its titration by 1M NaOH solution. A small
amount of HCI (~ 5 mM final) was added to the aditsolution in order to more precisely determine
the beginning point of the titration of the guanmi The equivalent points of the titration were
determined at the intersections of the conductigitaight lines. The pKof the guanidine was
identified as the pH value at the semi-equivalasinhtpof the titration (Figure 1). In the case oéth
alkyl-guanidines, direct measurement could not tldexed. Indeed, their pKvere expected to be
higher than 11 and beyond this value the glasgretie is not reliable anymore due to the alkaline
error. We thus used the Hammett Correlation [296ihmd that has been already used for different
types of guanidines [201, 203]. We fitted the valueeasured for the arylguanidines [204] and the
reference value for L-Arg [205] with the Hammelfi parameteo;, and we applied the obtained
correlation to the alkylguanidines. We thus obtdinextrapolated values for the pkof the

alkylguanidines (Figure 1).

Spectroelectrochemistry - UV-visible mediated spectroelectrochemsitry tiatiof iINOSoxy

was performed in a home-made one-compartment beditrelysis cell as described elsewhere[300].
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The working electrode was a gold grid, the auxliatectrode was a Pt wire and the reference
electrode was a DRIREF-2 Ag/AgCI/KCI 3M (World Pision Instruments, £= 0.210 VwsNHE, T

= 20°C). All potentials are givems NHE. The cell was maintained under positive argosssure
during the entire experiment and kept at a conséanperature, 20°C. Samples for the redox titration
experiments were prepared in 100 mM KCI / 100 mMPNauffer (pH 7.4) with combinations of L-
arginine (5 mM) or substituted guanidines 1-9 (20)nand HB (400 puM). The concentrations of
these species were chosen to ensure complete pitwlthe enzyme. The protein final concentration
was 30 pM. Samples were washed by two successnlescyf dilution/centrifugation in this final
buffer using a Millipore © membrane filter (30 k@atoff) at 4°C. The titration was performed with
phenosafranin (5 mM ; E= -0.245 V vs NHE) as mediator. Electrolysis was carried outeund
stirring on a home-made potentiostat. Spectral ghanof the electrolysis solution were
simultaneously monitored on a 8452A diode arraycspphotometer (Hewlett Packard). After each
potential drop, the solution was left to equilileratintil two identical UV-visible spectra were
recorded. The absorption spectrum at 0 mV was icknto that of ferric INOSoxy as isolated,
exhibiting a Soret band maximum at 395 nm. A -600 potential was applied for 20 min to
completely reduce the protein and the mediator, thedanaerobicity of the cell was verified by
checking the stability of the reduced enzyme andiater in the absence of any applied potential
over a few minutes. Oxidative titration from -500vVnto 0 mV was then performed before the
potential was swept negatively to re-reduce thégmoThe potentiometric titration was monitored at
406 nm (phenosafranine isosbestic point), 480 nnm®§Nisosbestic point) and 650 nm (no
contribution of phenosafranine).

The data were analyzed using the following Nergsiaéon:

Fraction (F&) = {exp[(E”’ - E,)*nF/RT] + 1}* Equation 1
wheren is the number of electronEg,, is the applied potential, arie” is the midpoint potential of
interest F = 96 500 C.mal, R = 8.31 J-mat-K™). The number of electron (n) was found between 0.8
and 1.3 for NOS and between 1.6 and 2.3 for Phéraosae. The obtained midpoint potential for
Phenosafranine matched the expected value (-245 ##V) and the difference in the”Bvalues
obtained for iNOSoxy from the 406 and 650 nm tragas below 10 mV. The reported value f8f E
corresponds to the average of 406 nm- and 650%m E

In order to test the reliability of our methods wwestigated the midpoint potentials of
iINOSoxy in the presence of NOS inhibitors such adAME or SEITU, known to dramatically
decrease INOS redox potential. In the presenceudh snhibitors, neither the shift of the Soret
maximum nor the disappearance of the 650 nm bamdt doe observed (data not shown). This
indicated that the heme iron midpoint potentialgenveut of the range of phenosafranin-mediated
redox chemistry (< -305 mV). In the presence of ANNE, the spectroelectrochemical titration
performed with dicarboxylicacid-cobalticinium as digor (70 uM, B ~ - 650 mV, no absorption in

the visible) induced a direct and total shift of tBoret peak towards 412 nm and disappearance of th
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band at 650 nm for potentials poised at -500 m\fta(d@t shown). This indicated that the heme iron
midpoint potential was greater than -500 mV. Redakbn of the solution with addition of
Ru(NH:)sCl; as new mediator fE= 20 mV, no significant absorption in UV-visiblégd to full
reappearance of the initial optical spectrum, iating that full and reversible reduction and oxiolat

of the protein remained possible in the presende MAME. We concluded that the heme midpoint
potential in the presence of L-NAME ranges betwé&f® mV and -305 mV.

Resonance Raman Spectroscopy Samples for the resonance Raman (RR) experiments we
prepared in 100 mM potassium phosphate buffer (ghl with different combinations of L-arginine
(5 mM) or substituted guanidinds9 (20 mM), in the presence of,B (400 uM) and DTT (3 mM).
Samples were conditioned by two successive cydldgution/centrifugation in the final buffer using

a Millipore © membrane filter (30 kDa cutoff) at 4°C. The bindimigthe compounds was confirmed
by UV-visible absorption spectroscopy via the sgimie changes of the Soret absorption band of the
ferric heme from 417 nm (low spin, LS) to 395 nnigthspin, HS). Enzyme concentrations for RR
studies ranged between 100 and 200 uM. Forty nierslof the anaerobic FeiNOSoxy were
prepared directly in quartz tubes sealed withghttrubber septa by alternating 20 cycles of vacuum
and argon refilling. Ferrous samples were obtaimededuction of F& iNOSoxy with addition of a
small volume (~10 pL) of sodium dithionite soluti¢iinal concentration between 5 and 10 mM)
directly into the quartz tube using a gastightrsyei (Hamilton®©). Ferrous heme-CO samples were
obtained by flushing CO inside the quartz tubef@rmin to ensure complete CO saturation of the
solution.

The samples were placed into a gastight quartzspaincell to avoid local heating and to
prevent photo-dissociation and degradation of tB&Namples. Excitation at 363.8 nm and 441.6 nm
were obtained with an argon ion laser (Coherenbdarf0©) and with a He-Cd laser (Kimman)
respectively. Resonance Raman spectra were recatdedm temperature using a modified single-
stage spectrometer (Jobin-Yvon T64000) equipped witliquid N-cooled back-thinned CCD
detector. Stray scattered light was rejected uaihglographic notch filter (Kaiser Optical Systems)
Spectra were recorded by the co-addition of 40iBdi¥idual spectra with an exposure time of 10 to
30 seconds each (total accumulation time betweean#dd0 min for each spectral window). Three to
Six successive sets of such spectra were thengagkraaser power on the sample was kept below 5
mW to avoid photodissociation and photooxidatiorn &ccurately determine small frequency
differences, the monochromator was calibrated udiegexcitation wavelength, and samples to be
directly compared were recorded the same day Wwelsame optical geometry. Spectral precision and
accuracy were estimated to be ~1"crBaseline corrections were performed using GRAMS 3
software (Galactic Industrie®). The INOSoxy RR bands were assigned followingvious
publications on iINOS and other NOSs [51, 91, 213;2BQ].
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ATR-FTIR Spectroscopy - iNOSoxy FECO complexes were prepared as described for the RR
experiments, except that protein samples were ctrated up to around 600 uM. Oxygen removal
was achieved in a sealed cuvette by 20 cycles@falte vacuum and argon refilling. Small volumes
of sodium dithionite solution were added to reacfinal dithionite concentration around 10 mM.
Fe'CO complexes were then obtained by 5 min of CChihg inside the cuvette. Room temperature
FTIR spectra were recorded using Bruker IFS 66/&iEptransform infrared spectrometer coupled
to a single reflection micro ATR unit from Pike bewlogies. Ten microliters of an iINOSoxy"BO
sample was placed on the ZnSe crystal surface2oATR unit. The device was sealed with a gastight
in-house-built chamber and maintained under a flaBCO for 15 min until the sample was
sufficiently dry. Twenty to thirty co-added interbgrams were averaged for each spectrum. In some
cases, a water vapor spectrum was used for baakdjrourrection. Baseline correction was achieved
using the GRAMS 32 software package. Each curveesponded to the average of 2 to 6 individual

experiments.

Data Analysis -Identification of spectral components in unresolfRaiman and/or FTIR bands was
achieved by the combination of Fourier self-decdumion and second-order derivative analyses of
the averaged spectra: valid peaks were identifiednboth methods resulted in the same frequency
values. In thevs, v,, Viny, andvy, regions, overlapping peaks were resolved by §jt{{@rigin 6.0,
OriginLab Corporation), the spectral region to Gaaus functions for which frequencies were
determined by the above Fourier self-deconvolutiod second derivative analyses (GRAMS 32).
The determination of ther..co frequencies by RR spectroscopy was made diffioylthe existence

of several F&CO species and contributions of other porphyrirdesoin the 460-570 chregion.
Fourier deconvolution and second-order derivativayses were used to determine the frequencies of
spectral components in each complex Fe-CO bandagUkese frequencies a band-fitting routine
was used to construct the band components, asswmaint) cni* FWHM bandwidth. Using this
method we found recurring band components cenenaahd 465, 485, 500 and 510°tfor the RR
bands we analyzed. The 1900-2000'cspectral region is uncongested and does not contai
contributions from the heme porphyrin, protein aspidr C-H or N-H stretching modes[221]. Thus,
the determination ofvco mode frequencies in this spectral region is muekiez and gives
straightforward information about the number antlireaof heme pocket conformations. The inverse
correlation that exists between thg, andve. co mode frequencies was used to refine the analysis o

theve..comodes in the RR spectra [260].
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Figures and Schemes

Figure 1: Structure and pKas of all studied L-Arg analogues.
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Figure 2: Determination of the heme midpoint potenials of F€" /F€' iNOSoxy in the presence of
alkyl- and aryl-guanidines. Oxidative titration of iINOSoxy in the presencetbé alkyl-guanidine
CFRs-(CHp)s-Gual (A) or the aryl-guanidine FPh-Gu& (C) with phenosafranin as redox mediator.
Protocol is described under the Experimental Secfibe titration of INOSoxy was monitored at 406
nm (isosbestic point of phenosafranin) and 650 monapsorption of phenosafranin). The evolution of
the mediator was checked at 480 nm (isobestic pointNOSoxy). The proportions of enzyme
oxidized versus the applied potential were mondae406 nm @ ) and 650 nm{() in the presence
of CR-(CH,)s-Gual (B) or FPh-Gud (D). The solid lines display the theoretical otec&on Nernst

plots obtained by simulating each titration.
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Figure 3: Effect of L-Arg analogues binding on F& iNOSoxy resonance Raman spectraPanels
A and B display the low- and high-frequency regiarfs RR spectra, respectively. Excitation
wavelength was 363.8 nm (protocol described undee&mental Section). In panel A, curves were
fitted to Gaussian functions. Experiments were @gadi in the presence of,Bl except for the (-/-)

experiment that was achieved in the absence ofddiktrate and /B.
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Figure 4: Effect of L-Arg analogues binding on iNO®xy Fd'CO resonance Raman spectra.

Panels A and B display the low- and high-frequemegions of resonance Raman spectra,
respectively. Excitation wavelength was 441.6 nmotgrol described under Experimental Section).
Experiments were achieved in the presence,8f, ldxcept for the (-/-) experiment that was achieve

in the absence of both substrate anB.r6tars denote peaks associated with photo-dessoici
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Figure 5: Analysis of theve..co modes of iINOSoxy FECO complex in the presence of L-Arg
analogues The 425-550 cth spectral regions were obtained from the resond®mman spectra
displayed in Figure 3A. All curves were fitted taultnhGaussian function as described under the
Experimental Section.
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Figure 6: Effects of L-Arg analogues binding on thevc.o stretching frequencies of the FECO
complexes of iINOSoxy as measured by ATR-FTIRAIl the experiments were achieved in the
presence of BB (Protocol described under Experimental SectiZhp 1880-1960 cihFTIR curves

were fitted to multi-Gaussian functions.
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Figure 7: Correlation between thevco (upper figure) and veeco (lower figure) stretching

frequencies of the FE-CO complexes of iNOSoxy and the pKa of the guanidées bound at the
active site.
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Figure 8: Crystallographic structure of the active site of iINOSoxy highlighting the H-bonds
network in the iINOS Fé€'-CO complex. Crystallographic structure of the active site of i@y
highlighting the H-bonds network in the NOS"F@O complex (PDB: 2G6M [131], numbering
iINOSoxy). This structure was obtained in the preseaf L-Arg (yellow) and B (not shown).
Important H-bonds are shown with dashed grey lidesonserved water molecule (in red) plays a
key role in the H-bond network between the guaiuamnof L-Arg and the heme-bound CO.
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Scheme 1: Oxidation of L-Arg to NO and citrulline atalysed by NOS.
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Scheme 2: Proposed mechanism for the first step @he oxidation of L-Arg by NOS and
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Scheme 3: Schematic view of the active-site H-bomatworks in the iNOS F€ CO complexesin
the presence of L-Arg analogue from the Family 1 (A from the Family 2 (B), or from the

Family 3 (C). In this last case, the water moleculean also be absent.
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Scheme 4: Hypothetical molecular mechanism for botkteps of NOS catalysis
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Tables

Table 1: pKa values of L-arg and various guanidinesneasured in water at 25°C.Detailed
Protocol described under Experimental Sectjay. this work

Compound feld pglr ameter me%léijred estl?rlgaated Ref
L-Arg 0.03 12.48 [205]
Pentyl-Gua3 0.01 - 12,6 (@)
CHyF-(CH,)s-Gua2 0.05 - 12,1 (@)
CF:-(CH,)s-Gual 0.07 - 11,8 (@)
Cyclopropyl-Guad 0.07 - 11,8 (@)
Ph-Gua 0.12 10.8 (@)
Ph-Gua 10.77 [201]
CH;0OPh-Gué&b 0.13 11.0 (@)
FPh-Guab 0.17 10.8 (@)
CIPh-Guar 0.18 10.3 (@)
CFRPh-Guad 0.19 10.0 €))
NO,Ph-Gua9 0.26 9.3 €))
NO,Ph-Guad 9.13 [202]

Table 2: Heme midpoint potentials of INOSoxy in thgresence of various guanidines.
All experiments were achieved in the presence ¢B Protocol described under Experimental
Section).(a) : this work.

Compound Asoret(NM) E (mV) vsNHE Ref
L-Arg 397 -270+5 (@)
L-Arg 396 - 263 [111]
CFs(CH,)s-Gual 395 -265+5 (@)
F-(CHy),-Gua2 397 267 +5 (@)
Cyclopropyl-Gua 398 -269+5 (a)
CH,OPh-Guz5 399 269+5 @)
FPh-Guab 398 262+5 @)
SEITU 396 <-305 (@)
SEITU 398 -322 [111]
L-NAME 400 - 500 < E® < - 305 (@)
L-NAME 400 <-460 [111]
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Table 3: Porphyrin and Fe-S vibration modes of feric INOSoxy in the presence of various L-
Arg guanidines analoguesNOS experiments were achieved in the presence®f ¢kcept for the (-
/-) experiment which was achieved in the absendmtif substrate and,B. Data were obtained with
a laser excitation at 363.8 nm (Protocol describader Experimental Section). Frequencies are

reported in ci. (a) : this work.

Protein Substrate analog vres Y12 V7 Vi V4 Vi Vo Winy  Ref
INOSoxy L-Arg 337 498 676 754 [288]
L-Arg 337 495 675 753 1372 1489 1562 1625 (a)
CR-(CHp);-Gual 337 498 674 753 1371 1486 1562 1624 (a)
Pentyl-Gua3 339 499 675 753 1372 1487 1562 1625 (a)
F-Ph-Gu&b 339 498 675 754 1372 1488 1562 1627 (a)
Cl-Ph-Guar 339 498 675 751 1371 1486 1560 1625 (a)
CR-Ph-Guad 338 495 675 752 1372 1487 1563 1626 (a)
-/- nd 496 676 751 1373 - 1562 1626 (a)
eNOS L-Arg 338 678 1370 1489 1563 1625 [215]
bsNOS L-Arg 342 498 676 754 [288]
P450 Camphor 351 677 756 1368 1488 1570 1623 [253]
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Table 4: Porphyrin vibration modes for iNOSoxy Fé-CO complexes in the presence of L-Arg

analogues.Detailed protocol is described under the ExperimleSection. All experiments were
achieved in the presence ofB{ except for the (-/-) experiment that is achieirethe absence of both
substrate and /B. Data were obtained with a laser excitation dt.@4m. Frequencies are given in

cm™, (a) : this work.

_ Substrate
Protein Vg A% Vig Va V3 Vo V1o Vyinyl Ref
analog
iINOSoxy L-Arg 344 674 748 1369 1492 1576 1601 1620 (a)
3 340 678 750 1367 1463 1569 1600 nd [180]
1 340 678 750 1367 1463 1569 1600 nd [180]
4 nd 675 748 1367 1492 1573 1597 1617 (@)
NOHA 344 676 750 1369 1491 1575 1603 1622 €)
6 340 678 750 1367 1463 1569 1600 nd [180]
7 340 678 750 1367 1463 1569 1600 nd [180]
8 343 676 750 1368 1492 1575 1600 1622 (@)
-/- 345 675 751 1369 1495 1579 1601 1628 (@)
5 346 675 748 1367 nd 1575 1598 1617 @)
9 345 676 749 1368 nd 1576 1599 1619 (@)
nNOS L-Arg 345 676 752 1369 1493 1572 1602 1618 6]21
NOHA 345 676 751 1369 1493 1572 1602 1618 [216]
-I- 343 676 751 1369 1493 1572 1602 1618 [216]
saNOS L-Arg 344 676 751 1370 1495 1573 1603 1622 1] [9
-I- 344 676 751 1370 1489 1573 1600 1626 [91]
P450 Camphor 352 676 749 1371 1497 1588 nd nd [253]
- 348 677 754 1372 1498 1583 nd 1626 [253]
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Table 5: Analysis 0fvee.co, Ore.c.o and veeco Vibration modes of INOSoxy F&CO complex based

on a resonance Raman and ATR-FTIR spectra of Figur® and 6.Multi-Gaussian simulation of

RR and FTIR spectra was achieved as described uBdeerimental Section. Frequencies are

expressed in cth (a) this work. Bold values correspond to the prahant conformation.

VFe-cO

Protein Ligand Spectral deconvolution (width, % intensity) Ore-c-0 veo Ref
iINOSoxy L-Arg 485 (8, 5) 501 (15,39) 513(13,56) 566 1903 (a)
3 480 (18, 17) 494 (14,22) 507(14,61) 567 1907 (a)
1 478 (18, 20) 497 (16,35) 509(13, 45) 566 1905 (a)
4 490 (15, 14) 503 (12,35 511(12,50) 565 1911 (a)
NOHA 485 (17,20) 499(16, 66) 514 (10, 14) 563 (a)
6 483 (22,38) 497(16, 43) 511 (17, 19) 563 1915 (a)
7 479 (17,36) 497(15, 50) 513 (12, 15) 565 1915 (a)
8 479 (12,27) 495(17,50) 511 (14, 24) 561 (a)
-/- 460 (16,13) 475(16, 34) 492(17,40) 507 (14, 13) 559  1949-1963 (a)
+/- [180]
5 465 (12,15)  479(15, 33) 495(14, 36) 510 (14, 15) 562 1918 (a)
9 465 (17,200 480(17, 39) 499(17,40) 514(10,7) 563 1921 (@)
NNOS,y L-Arg 489(26, 52) 502 (12, 28) 514 (12,20) 565 1929 [214, 216]
NOHA 490(26, 56) 501 (12, 30) 514 (12,14) 563 1928 [214, 216]
-/- 489(26, 80) 501 (12, 14) 514 (12, 6) 562 1936 [214, 216]
saNOS L-Arg 567 1917 [91]
-/- 560 1930-1949 [91]
P450 Camphor 560 [253]
- 558 [253]
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Table 6: Relationship between the pKa of the guanide, the autoxidation process, the uncouplig
ration and the iINOSoxy-catalyzed production of NO fom these guanidines and the
corresponding N-hydroxyguanidines.
(a) : production of NO by oxidation of the guanidinés(]
(b) same as a but using the corresponding hydroxygimasids substrates; values are relative to
the NO production observed in the presence of N@dAubstrate [178]

Guanidine pKa Aurgélo(lgt)lon Prcz(i)uﬁlgpg;) Ia)N © NO / NADPH Pr(cf,zu,\clgoﬁ Ac;f(bl)\lo

L-Arg 12.48 0.2 +0.04 100 1.09 100
3 12.6 19+04 11+2 0.08 32+5
1 11.8 1.6+05 352 0.18 95+8
4 11.8 - <0.5 0 10+3
6 10.8 12+3 <0.5 0 41 +6
7 10.3 73+x1.1 <05 0 13+3
8 10.0 - <0.5 0 05+0.2
-/- - - <0.5 0 -
5 11.0 19+5 <0.5 0 6+2
9 9.3 - <05 0 2+1
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Etude du mécanisme des NO-synthases : Importance déseau de liaisons

hydrogene dans I'environnement et la réactivité déhéeme.

Résumé

Les NO-synthases sont des protéines a héme-thiglateatalysent I'oxydation de la L-
arginine en NO. Malgré les similitudes avec le méstae d’autres protéines comme les

cytochromes P450, le déroulement exact des étapagdanisme des NOS reste mal connu.

Nous avons étudié le role du proton du guanidindeni-Arg dans la stabilité et la réactivité

du complexe Fell-O2 grace a une série d’analogads Alrg possédant une large gamme de
valeurs de pKa. Par des expériences de spectnaéeichie, de spectroscopie infrarouge et
Raman de résonance, nous avons analysé l'effetedeguanidines sur les parameétres
physico-chimiques de I’'héme et du ligand proximal’'tiéme ainsi que sur les propriétés de

I'environnement distal de ’'heme.

Cette étude indique que le pKa du guanidinium dastat contréle le réseau de liaisons H
autour du ligand distal : il contrdle ainsi les @essus de transfert de protons et régule la

stabilité et la réactivité des intermédiaires daleyatalytique.
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Analogues d’arginine Monoxyde de carbone
Analyse de spectres Mutagénese dirigée
Complexe fer-oxygene NO-Synthase
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Héme Spectroscopie FTIR
Liaison hydrogene Spectroscopie Raman
Mécanisme moléculaire Spectroscopie RPE
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