Un éxquilibre rapide gouverne le
transfert d’électron a travers une
réductase diflavine multidomaine
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1¢r approche: réduire la longueur du linker interdomain (-4 residues)
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2¢me gpproche : une CPR chimérique
Le domaine FMN de la levure / le domaine FAD de I'amain
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10* m—
0025 4 4
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002 Oxidized + 2',5'-ADP 100 30.1
. 4e -reduced (by NADH, no coenzyme remaining bound) 109 324
- oo 2¢ " -reduced (by NADPH, with NADP* remainingbound) 99 305
& 001 4e -reduced (by NADPH, with NADP* remaining bound) 89 281
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Mesuré dans PEG/hexanol
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Les deux tenseurs ont des formes similaires
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Tenseur expérimental

(fit des RDC a la conformation fermée)  |cnSeur predit

(a partir de la conformation fermée)
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Conclusion: les RDC sont compatibles avec la conformation fermée en
solution (20mM Tris pH 7.4) L HSTrEERI0F 0 Y
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detector

* Un échantillon liquide diffuse les rayons X incidents

« Courbe de diffusion qui renseigne sur la distribution de distances
interatomiques
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« L’échantillon passe sur une colonne HPLC avant de recevoir les RX

* Avantages:
« Gros aggrégats éliminés, monodispersité [ @I—]
« Tampon mieux contrdlé (blanc)
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Mesurée dans les mémes conditions que la RMN (sauf RT)

Intensity (a.u.)
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q= 4x sin6/n (A1)
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» Courbe SAXS expérimentale vs conformation fermee
* Intérét: 2h de mesure + 5 mn d’analyse pour le SAXS

vs ~1 an pour la RMN (attribution + analyse)
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Courbe SAXS I=f(Q)

$ $$ ")

Courbe SAXS I=f(Q)




$$

"y

Courbe SAXS I=f(Q)
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La pente définit le rayon de giration
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Etat verrouillé (locked, L) Etat déverrouillé (unlocked, U)
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Stuehr DJ. FEBS J. (2011)
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Table 1. Inter-Flavin Distance Measured Using ELDOR

ligand [KCI] (mM) distance (A) trace®
NADP* 0 19.0, 21.6, 36.1 A G
0 36.1 B,H

2’5-ADP 0 40.2 C. 1
NADP* 500 15.4—25.87,37.2 D.J
500 19.2—25.87,37.2 E, K

2’,5-ADP 500 19.2—25.87,37.2 F,L

“ ELDOR traces in Figure 2. ” A continuum of distances was measured
rather than discrete values.
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Table 1. Inter-Flavin Distance Measured Using ELDOR

ligand [KCI] (mM) distance (A) frace?
NADP* 0 19.0, 21.6, 36.1 A, G
0 36.1 B, H

2'5-ADP 0 40.2 4
NADP* 500 15.4-25.87, 372 D,J
500 19.2-25.87, 372 E K

2'5"-ADP 500 19.2-25.87,37.2 F,L

“ ELDOR traces in Figure 2. ” A continuum of distances was measured
rather than discrete values.

)
: s
N \N/&O

g 2 Q 2 $
< 2 Q 2 $
29T ()
"2 ) 2 E1 . 22 E<! E$
02 ) E
32§ L r$l o "r)2 * /1%
C=#CD =3 $
- 02 2 . $ 2 0
Q" Q 3 2 02 $
A A }"1 FRET A
o X F
o @ —
Fluorophore 1 Fluorophore 2 Fluorophore 1  Fluorophore 2

& 2% . *$ 8 *++ [1& $ #




[
w

= 02
0 0
A Donneur Accepteur
Ex Em Em
B
% |
§ .
£
A exc. P8 ém.
Longueurs d’ondes (nm)
FRET
i " z
1.0 7 E=
o 08- [ RT*RS 22
= R<10 nm
g %67 Pus de FRET
é’ 0.4 1 as de FRE
w 0.2 4 Ry
o-o L L] L) L] L}
0 2 4 6 8 10 R>>10 nm
Distance (nm)
C FRET Pas de FRET ( O [ GK)
Ag 4 |
Angle # 90° Angle = 90°
B12 *
() '3 ABB &$ 1 F'$
12 %%B, FGG AJ% 2 ! 2 &
2 )

%%B" AJ%

%%B" FGG

2

& 2% .*$

$ #

()




C=

10 ——CPR-D
—— CPR-DA
= 0.8
2
2 0.6
 os)/|
'g 0.4+
©
e 0.21 T
o.o-lA . : : : : :
500 550 600 650 700 750 800
A/ nm
I3
[ AKF : # -/ GJIC :
* 2 # - , Q 2
# - 20 2
) | [JH]
* &III 1 2
2
& 2% . *$ 8 *++ [1& $ #
C= # $% =
1.05-
g 100
[
Q 0.95-
<
4
& 0.90-
4
0.85 : .
0o 1 2 3 4 5 6
[NADP']/ mM
# - u ! '&* I
! 1"1 $
Q =) & |
2 ) )
3 '&* |
(%)
& 2% .*$ 8 *++ [1& $ #




B1

()
12

2 *
'3 ABB &$
%%B, FGG AJ%
2 )

1 F'$

2 /&

%%B" AJ%  %%B" FGG 2 0!
& 2% .*$ 8 *++ [1& $ #
" A 8
Fluorescence Longpass
detector
/ filter
- observation
Light source cell
s Absorbance
detector
Drive syringes Stop syringe
- Trigger leaf
Drive Ram Hard stop
"RC, 3 2 2 3%
112 2 $ (9a)

) F




" AS 8 &A%

— ky —)

FMMN NADPH
—_
FAD

—FMN

FMNH" FMNH,
—FADH, FADH" FAD

QE state

—kg—"

NADPH |- FMNH,
)

- FADH,

21551

@450nm (oxidized avins)|

0.018 s1
NUCHUUNVPRNSRSANEIIVEY " " s st i
1.5 2 2.5 3 3.5 4

0.025

0.015

0.01

0.282s1

@580nm (1e- reduced Iavins)l_

1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

- 9
) L 02 (JF)
02 2 % *
OVv [/ RC '&* 0 '$
gk —_
A$ 8C = # 3
Opening Closing
11570 5 ke -
3 1.30- 2e ! 2e EQ E
= 1104 1'25 . ! 11.0 =
= g N T ' o
3 105- & .00 ! ; {08 8
2 1 : : 06 8
§ 100- E 1.15] | jos &
8 8 1.104 : 104 €
g 9 < : 3
5] — 1.059 : ) i Q
D o) A ; 5 0.2 ©
©® 90-{eFRETD ® 400] ° . P\t T
S oFRETA ' Flavin reduction™! 10.0 &
i 85 . T T T . T 0.95 T R R et . :
0.01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 1 10 100 1000
t/'s t/s
FC ( ;J,F (&5 HF 2
> | 2
02 3 * =
11} 2 l {
" JG
3
& 2% . *$ 8 *++ [1& $ #




ICSN%

FmitRut dr Chials
e Sabatearsy Sitaredier

- 0+ 0+ @&,A
« 8 0 @&, + +A

1

++ +

TOULOUSE

o HH ¥

SULEIL

SYNCHROTRON

e 1 *&*9Q




