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CHIMIE DES PROCESSUS BIOLOGIQUES

Marc Fontecave

Membre de I'Institut (Académie des sciences),
professeur au Collége de France

La série de cours « Chimie biologique : tendances en enzymologie » est disponible
en audio et vidéo, sur le site internet du College de France (https://www.college-
de-france.fr/agenda/cours/chimie-biologique-tendances-en-enzymologie), ainsi que
la série de séminaires du méme nom (https://www.college-de-france.fr/lagenda/
seminaire/chimie-biologique-tendances-en-enzymologie).

ENSEIGNEMENT

COURS - CHIMIE BIOLOGIQUE : TENDANCES EN ENZYMOLOGIE

Introduction

L’enzymologie est la science des enzymes. Il s’agit d’une sous-classe de protéines,
présentes en grand nombre dans les cellules vivantes, se comptant en centaines, et qui
jouent un rdle central dans la chimie de la transformation de la mati¢re vivante
(métabolismes, catabolismes, biosyntheses, etc.). En effet, ce sont les catalyseurs des
réactions biologiques : par I'accélération importante des vitesses de réactions qu’elles
permettent, les enzymes rendent la cellule pleinement fonctionnelle et la vie possible.

Aujourd’hui, cette science est souvent considérée comme vieillissante. Ce qui est
montré dans ce cours, cC’est que cette idée est injuste et que les travaux des
enzymologistes continuent i conduire 4 des découvertes étonnantes : nouveaux
mécanismes réactionnels, nouveaux cofacteurs enzymatiques, aussi bien organiques
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qu’inorganiques, et nouvelles enzymes. Ceci n’est pas étonnant si 'on considére
qu’une part majoritaire du protéome n’a pas encore été étudiée a I’échelle moléculaire.
Ces découvertes profitent également des développements technologiques
permanents dans le domaine de la biologie moléculaire, la biophysique, la biochimie
et la biologie structurale, qui permettent toujours plus vite et plus précisément
d’isoler et de caractériser des systémes enzymatiques inconnus. Ces outils sont
également présentés dans ce cours.

Résumé global

Apres une introduction (cours 1) visant a définir les enzymes, a préciser leurs
caractéristiques fondamentales (taille, forme, abondance, structure, activité, etc.) eta
présenter les outils d’étude spécifiques, une attention plus particulicre est portée aux
métalloenzymes, ces enzymes qui contiennent un ou plusieurs ions métalliques (fer,
zinc, cuivre, etc.). Ces ions métalliques sont essentiels et conferent a enzyme des
réactivités uniques, notamment, mais pas uniquement, pour les réactions dites
«rédox » (impliquant des transferts d’électrons), comme les réductions, les
déshydrogénations et les hydroxylations, par exemple. C’est le domaine dit de « la
chimie bio-inorganique » qui est donc traité dans les cours 2 et 3, sous un angle tres
focalisé, celui de la présentation des nouveaux cofacteurs inorganiques, découverts
au cours des dix derniéres années. En particulier, toute une série de nouveaux clusters
fer-soufre, assemblages complexes d’atomes de fer et de soufre, ont été mis au jour,
notamment grice a I’étude moléculaire de la méthanogénese. Dans ces séances, on a
discuté en dérail de la structure et de la réactivité d’une nouvelle classe d’hydrogénase
a fer, une enzyme du métabolisme bioénergétique, ainsi que d’une enzyme a nickel, la
lactate racémase, qui utilise un ligand organique unique, découvert récemment, pour
la complexation du nickel. Enfin, une présentation complete est faite des enzymes
qui utilisent des ions lanthanides : la premiere métalloenzyme 4 lanthanide, une
méthanol déshydrogénase a lanthane, a été découverte en 2014 et caractérisée, sur le
plan structural et mécanistique, au cours de toutes derniéres années.

La plus importante classe d’enzymes dans le monde vivant est appelée « Radical-
SAM ». Il s’agit d’enzymes fer-soufre, comportant un cluster 4Fe-4S, qui transforment
la S-adénosylméthionine (SAM) en un radical organique tres réactif, le
radical 5’-désoxyadénosyle, et utilisent ce radical pour activer et transformer, par des
mécanismes radicalaires, le substrat. Dans les cours S et 6, de nouvelles réactions,
mettant en jeu de nouveaux radicaux intermédiaires et illustrant des utilisations variées
du radical 5’-désoxyadénosyle, sont présentées, montrant 'exceptionnelle capacité des
protéines pour controdler des especes tres réactives, des radicaux organiques, et les
utiliser de fagon extrémement sélective dans des réactions d’une tres grande complexité.

Le cours 6 traite une question qui est encore tres loin d’étre résolue. Une classe
importante de réactions d’oxydation implique I'incorporation d’atomes d’oxygene
dans le substrat (hydroxylations, époxydations, etc.). Dans le métabolisme aérobie,
ces réactions ont été, dans le passé, étudiées de fagon trés approfondie, et les enzymes
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(métalloenzymes, flavoenzymes, etc.) correspondantes parfaitement caractérisées. En
particulier, il est parfaitement établi que la source de ces atomes d’oxygene est
Poxygene moléculaire de I'air. Qu’en est-il des mémes oxydations réalisées dans les
microorganismes dits « anaérobies » qui vivent en absence totale d’oxygene ? Si,
dans certains cas, c’est 'eau qui fournit les atomes d’oxygene (par exemple dans le cas
de I’éthylbenzeéne déshydrogénase, une enzyme a molybdene), ce n’est pas vrai dans
des réactions d’hydroxylation récemment découvertes (spécifiquement des réactions
de modification d’ARN qui sont discutées dans le cours 6).

Liste des cours :

* Cours 1 - Enzymes et cofacteurs : introduction (4 novembre 2020)

e Cours 2 - Chimie bio-inorganique : nouveaux cofacteurs métalliques
(I; 18 novembre 2020)

e Cours 3 - Chimie bio-inorganique : nouveaux cofacteurs métalliques
(IL'; 25 novembre 2020)

* Cours 4 — S-adénosylméthionine : des radicaux libres en biologie
(I; 2 décembre 2020)

* Cours 5 - S-adénosylméthionine : des radicaux libres en biologie
(IL'; 9 décembre 2020)

* Cours 6 — Oxydations biologiques (hydroxylations) sans oxygéne
(16 décembre 2020)

SEMINAIRES - CHIMIE BIOLOGIQUE : TENDANCES EN ENZYMOLOGIE

Seulement deux séminaires ont pu étre tenus en raison de la crise sanitaire de 2021.

Séminaire 1 - Nouvelle fonction des centres fer-soufre en biologie :
liaison et activation du soufre pour des réactions de sulfuration
et désulfuration

Béatrice Golinelli-Pimpaneau (directrice de recherche CNRS/College de France),
le 4 novembre 2020

Les acides ribonucléiques de transfert (ARNt) sont des composés essentiels et
universels de la machinerie de traduction cellulaire. Ils subissent des modifications
chimiques post-transcriptionnelles pour étre fonctionnels. En particulier, des
enzymes de sulfuration catalysent la réaction non rédox de substitution d’un atome
d’oxygene par un atome de soufre, spécifiquement 4 une position donnée de ’ARNTE.
Les premicres études mécanistiques et structurales de ces enzymes ont établi le
paradigme selon lequel ces réactions de sulfuration mettent en jeu des intermédiaires
persulfures [1-2]. Cependant, des études récentes ont montré que plusieurs de ces
enzymes de sulfuration de PARNt utilisent un centre Fe-S (fer-soufre) comme
cofacteur [3-5]. Les centres [Fe-S] sont surtout connus pour intervenir dans des
réactions de transfert d’électrons nécessaires pour des processus fondamentaux tels
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que la photosynthese, la respiration, la fixation d’azote. Cependant, les centres Fe-S
ont également des propriétés catalytiques non rédox qui ont d’abord été révélées
dans des réactions de déshydratation telles que celle que catalyse I'aconitase [6-7].
Dans ce cas, un centre 4Fe-4S est lié par 3 cystéines seulement et le quatriéme atome
de fer, non lié 2 la protéine, permet de lier et d’activer le substrat, jouant le réle d’acide
de Lewis. Les récentes études mécanistiques et structurales d’enzymes de sulfuration
de PARNT, mais aussi d’autres enzymes catalysant des réactions de désulfuration ont
ainsi montré que le centre 4Fe-4S lie et active le soufre dans un mécanisme similaire &
celui de 'aconitase, et, donc, que la classe des enzymes qui utilisent un centre Fe-S
comme cofacteur pour catalyser une réaction non rédox est beaucoup plus grande
qu’anticipée initialement. Le séminaire montrera que c’est I'utilisation de conditions
anaérobiques (boites 4 gants) qui permet d’aborder I'étude 7% vitro de ces protéines,
du fait de la grande labilité a air des centres Fe-S. Nous verrons comment Iévolution
de nos connaissances dans ce domaine nous a permis de revisiter le mécanisme de
certaines enzymes, qui semblaient obéir au paradigme initial.
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Séminaire 2 - La biosynthése de I'ubiquinone en anaérobiose
chez E. coli

Murielle Lombard (chargée de recherche CNRS/College de France),
le 16 décembre 2020
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L’ubiquinone ou coenzyme Q (CoQ), est un lipide polyprénylé. Cette petite
molécule joue un réle primordial dans le transport des électrons de la chaine
respiratoire de toutes les cellules vivantes [1]. L’ubiquinone est située dans les
membranes plasmiques des bactéries et dans la membrane interne mitochondriale
des cellules eucaryotes. Chez ’lhomme, des déficiences primaires en CoQ, dties a des
mutations dans des genes impliqués dans sa biosynthese, ont été associées a diverses
pathologies : myopathies, néphropathies, ataxies cérébelleuse, etc. [2]. La biosynthese
de 'ubiquinone nécessite plusieurs réactions de modification du noyau aromatique
porteur de la fonction quinone ; 12 protéines au moins sont impliquées dans cette
synthese [3]. Ces protéines sont appelées « Ubi » chez les bactéries (UbiA-K, X).
Bien que I'ubiquinone soit localisée dans la bicouche lipidique, nous avons
récemment montré que sa biosynthese a majoritairement lieu dans le cytosol, et que
7 protéines Ubi forment un large complexe multiprotéique cytosoluble pour la
catalyse des six derniéres réactions de biosynthese [4]. Parmi ces protéines, on trouve
des enzymes, comme des méthyltransférases et des mono-oxygénases a flavine
dépendantes de P'oxygeéne, mais aussi des protéines qui ont un réle structural
d’assemblage et de stabilité du complexe multiprotéique [5]. Il est généralement
admis que I'ubiquinone est la quinone prédominante en condition aérobie, tandis
que les ménaquinones sont utilisées en condition anaérobie. Néanmoins, chez
Escherichia coli, 'ubiquinone peut étre également synthétisée en absence d’oxygene.
La bactérie est ainsi capable d’utiliser 'ubiquinone en anaérobie, et son taux en
absence d’oxygene représente S0 % a 70 % de celui qui est produit en présence
d’oxygene [6]. Chez E. colz, la voie de biosynthese anaérobie differe quelque peu de la
voie aérobie, puisque 5 des 7 protéines du complexe multiprotéique de la voie aérobie
ne sont pas impliquées dans la voie anaérobie. Nous avons récemment identifié, au
laboratoire, 3 nouveaux génes présents chez la majorité des rhodobactéries : les
génes ubiT, ubiU et ubiV. Nous avons par ailleurs montré que ces derniers
participent spécifiquement a la biosynthése anaérobie de I'ubiquinone chez
E. coli [6]. Les 3 protéines correspondantes, dont deux d’entre elles (UbiU et UbiV)
sont des protéines 4 centres Fe-S, interviennent dans des réactions d’hydroxylation
du noyau aromatique. Nos efforts actuels ont pour but de mieux connaitre le
mécanisme moléculaire d’une réaction d’hydroxylation anaérobie, dans laquelle la
source d’oxygene ne serait ni 'oxygene moléculaire ni I'eau.
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COLLOQUE - LA CHIMIE BIOINORGANIQUE A PARIS

Le colloque n’a pu étre tenu en raison de la crise sanitaire de 2021 et est reporté
en 2022.

RECHERCHE

LABORATOIRE DE CHIMIE DES PROCESSUS BIOLOGIQUES

Le laboratoire de Chimie des processus biologiques développe des recherches a
Iinterface de la chimie et de la biologie. Plus spécifiquement, il étudie des systemes
enzymatiques complexes impliqués dans des voies métaboliques et biosynthétiques,
comme la modification des ARN ou la biosynthe¢se de I'ubiquinone, dont il
caractérise la structure et les mécanismes. Il s’intéresse également i certaines
métalloenzymes du métabolisme bioénergétique comme les hydrogénases, qui
catalysent la réduction de 'eau en hydrogeéne avec une remarquable efficacité et qui
sont considérées comme des biocatalyseurs potentiels pour une utilisation dans des
dispositifs électrochimiques de stockage d’énergie (bioélectrodes pour électrolyseurs
et piles & combustibles). Enfin, les questions de la catalyse pour le stockage d’énergie
sont traitées par des approches multiples en chimie de synthese et en électrochimie,
qui combinent chimie moléculaire bioinspirée, chimie du solide et chimie hybride
(associant des éléments moléculaires 2 des éléments solides). De nouveaux
catalyseurs sont mis au point aussi bien pour 'oxydation de I’eau (catalyseurs pour
’anode des électrolyseurs) que pour la réduction (catalyseurs pour la cathode des
électrolyseurs) des protons en hydrogeéne et du dioxyde de carbone en composés
organiques d’intérét économique, notamment les hydrocarbures comme I’éthyléne,
ou les alcools comme I’éthanol.
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CATALYSE ET STOCKAGE D’ENERGIE

Le laboratoire poursuit une approche de chimie bioinspirée pour développer de
nouveaux catalyseurs moléculaires originaux, dont la structure rappelle celle de
certains sites actifs d’enzymes comme les formiates déshydrogénases ou les
CO déshydrogénases. En particulier, cela passe par la synthese de ligands soufrés
(comme dans les enzymes) et dans certains cas de complexes hétérodinucléaires, a
base de Mo et de Cu par exemple. Ces catalyseurs présentent des efficacités
catalytiques intéressantes pour la réduction du CO, aussi bien en monoxyde de
carbone CO qu’en acide formique. Leur réactivité est en général étudiée dans des
conditions électrochimiques (I’énergie est d’origine électrique), mais, dans certains
cas aussi, dans des conditions photochimiques (I’énergie est apportée par la lumiere).
Les effets de solvant sont étudiés montrant par exemple que les liquides ioniques
contribuent a améliorer efficacité énergétique et sélectivité. Ces études expérimentales
sont couplées a des approches théoriques permettant de décortiquer les mécanismes
d’activation du CO,.

Le développement technologique de ces systemes moléculaires nécessite cependant
que ces derniers soient hétérogénéisés, c’est-a-dire fixés sur des supports solides, pour
en faire des électrodes fonctionnelles. C’est ce qui a été fait récemment 3 travers la
mise au point par le laboratoire de stratégies originales d’hétérogénéisation :
(i) fixation de complexes moléculaires (complexes de rhenium et de rhodium,
polyoxométallates) dans les pores de matériaux poreux (Metal-Organic Frameworks-
MOF) ; (ii) fixation sur des nanotubes de carbone.

Les catalyseurs les plus efficaces et les plus stables pour ces réactions de
transformation du CO, et d’oxydation de I’eau sont néanmoins hétérogenes et le
laboratoire est devenu un des experts mondiaux de cette recherche de nouveaux
catalyseurs solides. De nouveaux catalyseurs, mono- ou polymétalliques, optimisés,
se sont montrés efficaces et sélectifs pour la production de CO (par exemple des
alliages Zn-Cu et Zn-Ag), mais aussi d’éthylene et d’éthanol. Dans le cas de
I'oxydation de I’eau, une étude exhaustive de différentes classes de solides a permis de
montrer que : (i) les meilleurs catalyseurs sont des oxydes de Ni et Fe ou de Co et Fe,
activés par des atomes de Se ; (ii) de nouveaux supports, de type mousses de nickel
nanostructurées originales, permettaient d’améliorer les performances de ces
catalyseurs ; (iii) que les meilleures efficacités énergétiques pour la décomposition de
'eau ou la réduction du CO, étaient obtenues pour des pH anodiques basiques.
Cette recherche passe par ailleurs par la mise au point de dispositifs technologiques
appropriés (cellules en flux et électrodes a diffusion de gaz, notamment).

ENZYMES DE MODIFICATION DES ARN

La structure d’enzymes en complexe avec des substrats macromoléculaires
Yy
(protéines, ADN, ARN, ..) et la compréhension de leurs mécanismes de
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reconnaissance et d’action constituent encore aujourd’hui de formidables défis de la
chimie biologique. Nous nous intéressons plus particulierement aux enzymes de
modification des ARN de transfert qui jouent un réle capital dans la traduction de
Pinformation génétique. Plus particulierement nous étudions deux classes
d’enzymes : les enzymes fer-soufre et les flavoenzymes. Dans le premier cas, nous
avons généralisé I'importance de clusters fer-soufre 4Fe-4S pour des réactions de
sulfuration &’ ARN de transfert et démontré un nouveau mécanisme de sulfuration/
désulfuration de nucléosides impliquant la formation d’un intermédiaire 4Fe-5S.
Dans le second cas, nous étudions notamment la capacité des cofacteurs flaviniques &
catalyser des réactions de méthylation de nucléotides par des mécanismes inédits
impliquant des intermédiaires méthyléne-flavines.

Enzymes de la biosynthése de I'ubiquinone

L’ubiquinone est un cofacteur essentiel de la bioénergétique. Pourtant, sa
biosynthese est encore mal connue en dépit du fait qu’elle constitue un véritable
défi chimique en raison de la complexité de sa structure et de son insolubilité dans
'eau. Depuis plusieurs années, nous nous intéressons au complexe multiprotéique
et multienzymatique impliqué dans la biosynthese de 'ubiquinone, dans le cadre
d’un réseau de collaborations (université Grenoble Alpes et institut Pasteur). Nous
avons en particulier découvert et caractéris¢ de nouveaux acteurs protéiques
impliqués dans la biosynthese anaérobie de 'ubiquinone, notamment des enzymes
fer-soufre impliquées dans des réactions d’hydroxylation aromatique, ce qui souléve
des questions inédites concernant les réactions d’hydroxylation biologiques en
absence d’oxygene.
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