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Titre du sujet : Etude du mécanisme radicalaire de la methyl-ornithine synthase

Objectifs visés du stage (5 lignes max) :

Le but du stage est de mieux comprendre le mécanisme radicalaire catalysé par 'enzyme PylIB impliquée
dans la synthése de la pyrrolysine : le 22é™ acide aminé. Cette réaction complexe permet la coupure
spécifiqgue d’une liaison carbone-carbone. Ce travail se fera, d’une part, grace a une étude structurale de la
protéine par cristallographie aux rayons X, et d’'autre part par une étude fonctionnelle, entre autre, par
spectroscopie RPE et par analyse HPLC couplée a la spectroscopie de masse.

Intéréts pédagogiques et compétences visées (5 lignes max) :

Etude d'un mécanisme de chimie radicalaire dans le site actif d’'une protéine. Analyse du role de la matrice
protéique sur le contrble de la réactivité. Apprentissage de la biologie structurale, de la biochimie et mise
au point de protocoles réactionnels pour une étude spectroscopique impliquant le piégeage d’'intermédiaires
radicalaires & courte durée de vie.

Résumé :

La méthylornithine synthase est une protéine a radical S-adenosyl-L-méthionine capable de convertir la L-
lysine en méthyl-D-ornithine, precurseur du vingt-deuxiéme acide aminé pyrrolysine. Elle utilise, pour cela
un centre FesSs qui, par réduction a un électron, génére une espéce radicalaire hautement réactive 5'-
deoxyadénosyl. Cette derniere va arracher un atome d’hydrogéne de la lysine pour déclencher la réaction
radicalaire de fragmentation-recombinaison. Cette réaction compliquée, qui nécessite I'usage de la chimie
radicalaire de facon extrémement contrdlée, est encore mal comprise. Le sujet du stage correspond donc
a I'étude structurale et fonctionnelle de cette protéine afin de i) déterminer quel atome d’hydrogéne est
initialement arraché, ii) utiliser des analogues de lysine pour stabiliser l'intermédiaire radicalaire afin de
suivre la réaction par résonance paramagnétique électronique, iii) obtenir une structure cristallographique
de 'enzyme en complexe avec son substrat la L-lysine. Tout cela permettra de comprendre comment
'enzyme est capable de réaliser une réaction radicalaire de coupure d’'une liaison carbone-carbone
spécifique.

Approches & matériels utilisés (5 lignes max) :

Cristallographie aux rayons X (ESRF), techniques de biochimie classiques (expression, purification de
protéines), Travail en anaérobie (Boites a gants et cristallisation automatique), Analyse fonctionnelle
(HPLC-MS), Analyse structurale, spectroscopie RPE et RMN (collaboration)

Domaines de compétences souhaitées du candidat (3 lignes max):
Connaissances en chimie organique (réactivité), cinétique, analyse HPLC-MS, biochimie et biologie
structurale (cristallographie) ou spectroscopie RPE

Dates du stage : 08/01/18 — 30/06/18



