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PARTIE I : LES MOLECULES
DU STRESS OXYDANT

I : Chimie et source cellulaire des FAO

Dans des conditions physiologiques normales, le métabolisme aérobie produit un
grand nombre de formes activées de I’oxygéne (FAQO) qui peuvent se répartir en trois grandes
familles : les entités oxygénées réactives (ROS), les entités nitrées réactives (RNS) et les
entités halogénées réactives (RCS) (Tableau 1, p. 2).

Ces entités, en tant qu’oxydant des biomolécules peuvent jouer un rdle de second
messager comme H»O,, mais la majorité d’entre elles conduisent & déréguler la fonction des
biomolécules qu’elles ont modifiées. Les cellules disposent de nombreux systémes
antioxydants qui permettent d’¢éliminer les FAO et ainsi de maintenir 1’équilibre redox
antioxydant/oxydant. On parle de « stress oxydant » lorsque cette balance redox est modifi¢e
en faveur des FAO, suite soit & une surproduction de FAO, soit a une action moins efficace
des systémes antioxydants. Par exemple, un stress oxydant peut survenir suite a une
exposition a des rayonnements UV, une réaction immunitaire ou encore suite a une hyperoxie.
Il a comme principale conséquence une altération de la viabilité cellulaire. Dans cette partie,
seront exposées de facon non exhaustive les propriétés des principales FAO présentes au

niveau cellulaire.
I. 1. Le dioxygéne (O3)

La molécule d’0O, a I’état fondamental est un biradical avec deux électrons non
appariés dans une orbitale antiliante sur son orbitale externe. Ceci lui confére un caractére
paramagnétique. Le spin des deux ¢€lectrons célibataires, localisés sur des orbitales distinctes
est parallele. La liaison covalente qui lie les deux atomes d’oxygéne est forte ce qui lui
confere une bonne stabilité et une faible réactivité. Si une molécule doit réagir avec O, dans
son état fondamental, il doit y avoir obligatoirement un changement de spin durant la réaction
ou alors une déstabilisation de la liaison oxygéne-oxygene via un apport d’énergie

(photonique ou thermique). Par contre méme sans apport d’énergie, il existe une probabilité
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Entités oxygénées réactives

- Radicaux - Non radicaux
Superoxyde O;~ Peroxyde d’hydrogéne H,O,
Hydroxyle OH Acide hypochloreux HOCI

Peroxyle ROy Ozone O3

Alcoxyle RO Oxygene singulet O,*

Hydroperoxyle HO, Acide hypobromeux HOBr 1
Entités nitrées réactives
- Radicaux - Non radicaux

Oxyde nitrique NO Acide nitreux HNO;

Dioxyde de nitrogene NOy' Cation nitrosyle NO"

Anion nitrosyle NO

Tétroxyde de dinitrogéne N,O4
Trioxyde de dinitrogéne N,O3
Peroxynitrite ONOO"
Cation nitronium NO*"
Chlorure de nitryle NO,Cl
Alkyl peroxynitrate ROONO"
Anion nitroxyle NO

Entités halogénées réactives

- Non radicaux

Acide hypochloreux HOCI
Acide hypobromeux HOBrf
Chlorure de nitryle NO,Cl

Tableau 1 : Principales FAO présentes dans les cellules vivantes. On distingue trois familles de
FAO : les entités oxygénées (ROS), nitrées (RNS) ou halogénées (RCS) réactives qui peuvent exister

sous forme radicalaire ou non radicalaire.

1 : Quelques especes appartiennent soit aux ROS soit aux RCS (HOCI et HOBY).
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non négligeable pour que la molécule d’oxygeéne se trouve dans un état excité et que la
réaction se produise.

Par contre, si les especes avec lesquelles O, réagit possédent des électrons célibataires
ou peuvent faire une interconversion d’état de spin, alors la restriction de spin n’est plus
nécessaire. La plupart de la chimie de O, concerne des réactions avec des especes
paramagnétiques, des especes donneuses d’électrons, la lumiere ou les trois combinaisons a la

fois.

I. 2. L’oxygene singulet (O,*)

C’est I’état excité de O,, le plus faible en énergie. Il peut étre formé durant le
processus de photo-oxydation (Foote et al., 1984). Sa demi-vie pour un état excité est longue :
10°-107 seconde. Il est aussi généré durant des processus naturels de peroxydation des lipides
(Thom et Elbuken, 1991) ou encore par la réaction de 1’anion superoxyde (O;") avec le
peroxyde d’hydrogeéne (H,O,) via la réaction d’Haber-Weiss (Koppenol, 2001, pour revue) :

- Réaction d’Haber-Weiss :

%
H202 + 02.- OH + OH + 02

0O,* est également généré durant des processus enzymatiques notamment des
processus de peroxydation comme c’est le cas pour la myéloperoxydase (Steinbeck et al.,
1992) ou la lactoperoxydase, enzyme présente uniquement dans les cellules phagocytaires
(Kanofsky, 1983). O,* peut également étre généré au cours de la réaction catalysée par la
xanthine oxydase qui au cours de la réaction enzymatique produit O,". Celui-ci réagit avec
H,0; pour former O,* selon la réaction d’Haber-Weiss décrite ci-dessus.

Les concentrations élevées en H,O, et en acide hypochloreux (HOCI), qui est un
oxydant puissant produit dans les phagocytes, (voir paragraphe I. 6. ) permettent également la
formation d’une quantité importante d’O,* (Noguchi et al., 2002) suivant la réaction ci-

dessous :

*

H202 + HOCI > 02 + HClI + Hzo

Ce mécanisme est impliqué dans la peroxydation du linoléate (Kellogg et Fridovich, 1975).
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I. 3. L’o0zone (O3)

Le trioxygeéne est principalement connu pour étre un produit de 1’oxydation
photochimique de O,. Mais il n’est pas présent uniquement dans 1’air atmosphérique. En effet,
récemment, il a ét€ montré de fagon surprenante que la formation de O3 pouvait étre catalysée
par des anticorps fabriqués par des leucocytes (Datta et al., 2002; Babior et al., 2003;
Wentworth et al., 2003). Cette catalyse implique deux molécules d’O,* produites par des

anticorps des leucocytes et une molécule d’eau pour donner une molécule de Os.

*
H,O + 20, ~ H,O0, + 04

O3 est connu pour se décomposer en OH" au contact de H,O, (Datta et al., 2002) selon

la réaction ci-dessous :

H,O, + O; - OH + HO, + O,

Cette découverte ouvre une voie nouvelle de recherche sur les mécanisme de défense

immunitaire (Marx, 2002; Nieva et Wentworth, 2004).
I. 4. Les produits de réduction du dioxygene
La réduction de O, via I’apport d’un ou de plusieurs électrons déstabilise la liaison

oxygene-oxygene et donne des espeéces chimiques beaucoup plus réactives dont la réactivité

n’est pas soumise a une une restriction de spin (Figure 1, p. 5).
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Figure 1 : Schéma des principales FAO présentes dans les cellules et des réactions croisées entre
elles (d’aprés Haddad, 2004).

1. 4. 1 L’anion superoxyde

Le premier produit de réduction de O, est O,". Sa réactivité est faible et sa charge
négative ne lui permet pas de franchir les membranes biologiques.

Les sources d’O,” sont trés diverses. Il peut étre produit dans différents organites
intracellulaires comme la mitochondrie, le chloroplaste, les microsomes ou le noyau. Chez
Escherichia coli (E. coli), la source principale d’O,” vient des "fuites" au niveau de la chaine
respiratoire. Deux principaux sites de production membranaires d’O,” y ont été identifiés.
L’un au niveau du complexe de la NADH déshydrogénase par autooxydation de sa flavine
semiquinone, 1’autre localisé au niveau du complexe du cytochrome bcl qui produit de
I’ubisemiquinone (Messner et Imlay, 1999). Néanmoins, lors de changements
environnementaux, comme le passage d’un environnement anaérobie a aérobie, la source
principale d’O;" est la fumarate réductase par autooxydation (Messner et Imlay, 2002). Enfin,

certaines protéines autooxydables, n’appartenant pas a la chaine respiratoire, peuvent étre la
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cause de la formation de O, comme la xanthine oxydase (Fridovich, 1970), la ferrédoxine
(Misra et Fridovich, 1971) ou I’hémoglobine (Misra et Fridovich, 1972). Il peut également
étre produit par I’autooxydation de petites molécules non protéiques; la plus connue étant le
paraquat, couramment utilisé¢ en laboratoire dans le but de générer un stress oxydant (Hassan

et Fridovich, 1979).

1. 4. 2. Le peroxyde d’hydrogéne

Il est le résultat de la réduction par deux électrons de O,. Ses é€lectrons sont appariés.
Son absence de charge lui permet de diffuser librement au travers des membranes
biologiques, ce qui lui confére des propriétés de messager secondaire. H,O; a la possibilité
par exemple d’intervenir dans la régulation de la prolifération cellulaire (Stone et Collins,
2002). Malgré sa faible réactivité, HyO, constitue une entit¢ impliquée dans de nombreux
processus d’oxydation.

H,O; peut provenir enfin de la dismutation spontanée, ou catalysée par la superoxyde

dismutase (SOD), de O, selon la réaction ci-dessous :

02'_ + 02'_ + 2H+ > H202 + 02

I. 4. 3. Le radical hydroxyle (OH)

Parmi les FAO, OH est slrement le plus réactif de tous. Son action sur les
biomolécules se limite a son lieu de formation. Les méthodes permettant de montrer son
implication dans un stress oxydant sont indirectes. Ce sont en effet des méthodes de dosage de
produits d’oxydation caractéristiques de la présence de ce radical (Cheng et al., 2002).
Comme nous 1’avons vu précédemment, OH' est produit majoritairement via des réactions
croisées avec d’autres FAO comme H,0,, O3 ou O,” (voir pages 3 et 4) ou via la réaction de
Fenton (1876) (Wardman et Candeias, 1996) selon la réaction ci-dessous qui est une source

importante de OH :

Fe2* + H,0, -~ Fe’* + OH + OH
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Il est bien str également produit lors des "fuites" de la chaine respiratoire (Giulivi et
al., 1995).

OH' agit sur les molécules biologiques suivant trois types de réaction, 1) réactions
d’addition conduisant a la formation de bases puriques et pyrimidiques et d’acides aminés
aromatiques hydroxylés, 2) arrachement d’un hydrogéne et; 3) transfert de son électron non

appari¢ sur d’autres biomolécules conduisant par exemple a la formation du radical

peroxyle (ROO).

I. 5. Les entités nitrées réactives

1. 5. 1. L’oxyde nitrique (NO’)

Il est synthétisé enzymatiquement a partir de I’acide aminé arginine via la nitrite
oxyde synthase (Bredt et Snyder, 1990), enzyme ubiquitaire présente dans tous les
compartiments cellulaires. Il peut réagir avec de nombreuses molécules dont O, pour former
du peroxynitrite (ONOOH), et I’oxygene moléculaire pour former de I’acide nitrique (NO,) et
du trioxyde de dinitrogéne (N,Os3) qui sont des agents nitrosant des Tyr et des Trp en
particulier (Zhang et al., 1996).

Son absence de charge lui permet de diffuser a travers les membranes biologiques et
de jouer un rdle de second messager essentiel en conditions physiologiques normales
(Togashi et al., 1992). Sa demi-vie est de 0,1 seconde in vivo. Il joue son role de second
messager par exemple en réagissant de fagon réversible avec les cystéines (Cys) pour former
des nitrosothiols. Ces derniers sont plus stables que NO' et celui-ci pourra donc étre transporté

par ce mécanisme plus facilement dans un compartiment cellulaire différent (Katsumi et al.,

2004).

1. 5. 2. Le peroxynitrite

ONOOH provient de la réaction chimique entre une molécule de NO' et une molécule

d’O,” (Jourd'heuil et al., 2001) selon la réaction décrite ci-dessous :

Y

0, + NO° OONO’



Etude bibliographique

Son pKa est de 6,5-6,8 dans I’eau suivant la concentration en sel. Il peut facilement
s’isomériser en nitrate (Crow et al., 1994). ONOO' est assez stable a des pH supérieurs a son
pKa. Sous forme protonée, il présente un temps de demi-vie d’une seconde. Il peut se
décomposer par homolyse en NO, et en OH' (Beckman et al., 1990) mais cette réaction bien
que démontrée in Vitro reste encore sujet a controverse sur son existence in vivo (Merenyi et
Lind, 1998). Sous forme protonée, ONOOH est également un puissant oxydant a un ou deux
¢lectrons.

La production de ONOOH dans des conditions physiologiques normales
(INO'] = 10” M) est considérée comme inexistante. En effet, la SOD est capable de dismuter
une grande partie de O, produit dans des conditions physiologiques normales et donc de
prévenir la formation de ONOOH. En revanche, quand la concentration en NO' et en O;" est
anormalement élevée (10° M) suite 4 un stress oxydant, la production de ONOOH devient
significative.

Les lieux de production de ONOOH sont assez variés. On peut citer les mitochondries
ou l’action conjuguée de la production d’O," et de NO' due a la présence de la nitrite oxyde
synthase permet sa génération (Boveris et al., 2002). Sa concentration est aussi ¢élevée dans
les macrophages (Linares et al., 2001). Le fait que NO’, dont un des roles serait celui de
second messager, soit la source de ONOOH suggere un role de ONOOH dans de nombreux

phénomeénes de régulation cellulaire (Uc et al., 2003).
L. 6. Les entités halogénées réactives : les acides hypohalogénés

Les deux entités réactives principales sont HOCI et 1’acide hypobromeux (HOBr). Ils
sont préférentiellement formés dans les cellules phagocytaires. En effet, la réponse des
neutrophiles et des monocytes suite par exemple a une infection bactérienne, génére un grand
nombre de FAO et conduit a [D'induction de la synthése de 1’enzyme hémique
my¢loperoxydase. Cette enzyme catalyse la réaction d’oxydation du chlorure par H,O, selon

la réaction ci-dessous pour donner HOCI, un puissant oxydant.

ClI'+ H,0, + H' . HOCI + H,O0

Cet acide possede une telle réactivité que son taux cellulaire ne peut pas étre titré

directement mais via l’utilisation de marqueurs, produits d’oxydation par OH'. En effet, il
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peut réagir avec O,” et conduire a la formation de OH' (Jiang et al., 1997) selon une réaction

analogue 4 celle de Fenton mais ne nécessitant pas la présence de Fe** (Candeias et al., 1994).

HOCI + O, " CI + OH' + O,

HOCI est utilisé industriellement en tant qu’antimicrobien (King et al., 2004). C’est
d’ailleurs 1’agent désinfectant le plus employé au monde mais il peut aussi causer des
dommages tissulaires. En effet, il est décrit étre impliqué dans certaines pathologies comme
I’asthme et I’athérosclérose ou le taux de myéloperoxydase est anormalement ¢levé (Hazell et
al., 1996; Hazen et al., 1999).

Il est aussi impliqué dans la formation de O,*, puissant oxydant (voir page 2)
synthétisé enzymatiquement par I’enzyme hémique myéloperoxydase (Kettle et Winterbourn,
1990).

Quand a HOBr, ce dérivé réactif peut étre formé dans les cellules phagocytaires via
I’oxydation du bromure ou alors via I’oxydation des amines pour aboutir a la formation de
bromamines (Thomas et al., 1995). Il peut également étre formé via une voie enzymatique
comme pour HOCI par la myéloperoxydase ou la peroxydase phagocytaire (Weiss et al.,
1986). Ces deux enzymes ont des affinités différentes en fonction de I’halogénure considéré et
la formation de I’un ou de I’autre hypohalogénure dépend de leur concentration respective
(Henderson et al., 2001). Par exemple, HOBr est préférentiellement formé dans les fluides du

fait de la plus faible concentration en chlorure.
I1. Systemes d’élimination des FAQO

Les FAO étant produites constamment au cours du métabolisme, les cellules ont
¢laboré tout un arsenal de molécules permettant de les éliminer et de prévenir leur
accumulation. Ces molécules peuvent étre de nature non protéique ou protéique
(Figure 2, p. 10). Lorsqu’elles sont de nature protéique, leur expression est généralement

régulée en fonction de 1’état physiologique de la cellule.
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- Enzymes : , -
zy - Molécules non protéiques

Les superoxyde dismutases ] .
de petite taille :
Les superoxyde réductases

Le glutathion
Les peroxydases

L’acide a-lipoique
Les protéines de stress thermique

Les vitamines C et E
L’oxydase hémique

Les flavonoides

Les caroténoides

L’ubiquinone

B ] ) - Systémes de réparation des dommages :
- Protéines de séquestration du
- ADN = excision de bases et remplacement

Fer :
¢ - Lipides = glutathion peroxydases et

Les récepteurs a transferrines Ly
peroxyrédoxines

Les ferritines . . . ir e e
- Protéines = thiorédoxine et méthionine

sulfoxyde réductases

Figure 2 : Les différentes enzymes, protéines et petites molécules non protéiques impliquées dans
la lutte contre le stress oxydant. Les molécules impliquées peuvent, 1) agir directement sur les FAO
en les éliminant de maniére enzymatique ou non enzymatique, 2) les séquestrer dans des protéines ou;
3) réparer les molécules modifiées.
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I1. 1. Les systémes enzymatiques

II. 1. 1. Elimination de 1’anion superoxyde

I1. 1. 1. 1. Les superoxyde dismutases

Mann et Keilin en 1939 avaient purifié, a partir d’érythrocytes de beeuf, une protéine
de couleur bleue contenant du cuivre qu’ils avaient nommé « hémocupréine » (Mann et
Keilin, 1939). L’¢équipe de Fridovich a montré trente ans plus tard que 1’hémocupréine
possédait une fonction de SOD et qu’il s’agissait d’une métalloenzyme contenant un centre
Cu*"/Zn*" (McCord et Fridovich, 1969).

Les SOD catalysent la réaction de dismutation de O,” en O, et en H,O, selon la

réaction suivante :

02._ + 02._ + 2H+ - H202 + 02

Cette famille d’enzymes peut étre divis€ée en trois classes selon le type de centre
métallique présent (Fe*”, Mn*", Cu®>"/Zn*", Ni*") et de leur homologie structurale. Ces trois
classes différent également entre elles par leur localisation cellulaire.

Les SOD a centre Cu®"/Zn*" sont la premiére famille a avoir été caractérisée par
1I’équipe de Fridovich (McCord et Fridovich, 1969). Sa distribution chez les étres vivants n’est
pas ubiquitaire. La Cu®"/Zn*"-SOD codée par le géne sodC est rarement trouvée chez les
bactéries, sa présence se limitant aux bactéries gram négatif. Elle est localisée dans le
périplasme (Kroll et al., 1995). Elle peut aussi étre attachée a la membrane externe comme la
Cu®"/Zn**-SOD de Mycobacterium tuberculosis, qui posséde un motif d’adhésion aux
lipoprotéines (Wu et al., 1998), ou localisée au niveau du stroma et des thylakoides des
chloroplastes chez les plantes (Jackson et al., 1978). Cela lui confére un role de premicre
barri¢re dans la protection des fonctions membranaires contre les FAO.

Chez les eucaryotes, la Cu>*/Zn*" SOD est localisée dans 1’espace intermembranaire
mitochondrial (Weisiger et Fridovich, 1973). Cette activité est impliquée dans la sénescence
des cellules de fibroblaste humain et jouerait un rdle de protection contre le vieillissement
(Blander et al., 2003). Les SOD a centre Cu”>"/Zn>" ne sont pas inductibles en réponse & une

hyperoxie (Ho et al., 1996).

11
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Les SOD a centre Fe*™ et Mn®" codées respectivement par le géne sodB et sodA chez
E. coli ont été découvertes également par 1’équipe de Fridovich, respectivement en 1970 et en
1973 chez E. coli (Keele et al., 1970; Yost et Fridovich, 1973). Les Fe**-SOD et les Mn*'-
SOD ont été classées dans la méme classe uniquement du fait de leur structure tertiaire tres
proche. Il arrive méme que le métal accepté puisse étre indifféremment du Fe*™ ou du Mn*"
sans perturbation de I’activité globale : ce sont les SOD cambialistiques (Martin et al., 1986).
La distribution des Fe*"-SOD dans le régne vivant ne semble pas ubiquitaire contrairement a
la distribution des Mn>*-SOD. Ainsi, elles ne sont pas présentes chez les cellules eucaryotes
hormis chez quelques protozoaires et dans les chloroplastes de plantes (Jackson et al., 1978).
Leur localisation subcellulaire est distincte, ce qui assure une protection cellulaire plus
efficace. Les Fe**-SOD sont cytosoliques et proches de la membrane interne, site ol environ
60% de O, est produit (Gregroy et al., 1973). Chez les bactéries, les Mn*"-SOD sont
localisées dans le cytosol ou environ 30% de O, est produit plus spécifiquement proche du
nucléoide afin d’assurer une protection efficace de ’ADN. Chez E. coli, la Mn*"-SOD
interagit avec I’ADN (Steinman et al., 1994). En effet, elle posséde une boucle C-terminale
basique qui lui permet de se fixer a ’ADN. Ainsi, une cellule d’E. coli n’exprimant plus la
Mn®*-SOD assure une protection deux fois moins élevée de son ADN qu’une souche
n’exprimant plus de Fe*-SOD (Hopkin et al., 1992). Chez les eucaryotes, les Mn*"-SOD sont
localisées au niveau de la matrice mitochondriale (Weisiger et Fridovich, 1973). Elles y
jouent un réle dans la protection du complexe III de la chaine respiratoire (Raha et al., 2000).
Leur expression semble étre régulée par plusieurs facteurs de transcription comme le systéme
SoxR/S que nous détaillerons dans le chapitre III, suite par exemple a une hyperoxie ou une
disponibilité en Mn”>" (Compan et Touati 1993). Les Mn*"-SOD sont impliquées dans des
maladies génétiques comme la maladie d’Huntington (Maier et Chan, 2002).

La famille de SOD a centre Ni*™ a été mise en évidence plus récemment, en 1996
(Youn et al., 1996) chez I’actinomycéte Streptomyces pyogenes et S. coelicolor. Elle est codée
par le géne SOdN qui est régulé positivement au niveau transcriptionnel par une augmentation
du taux de Ni*" dans la cellule (Kim et al., 1998). Une activation par une coupure
protéolytique de la pré-protéine est également nécessaire. Activation transcriptionnelle et
maturation protéique pourraient étre effectuées grace a la protéine CbiXhp qui contient une
région riche en histidine (Kim et al., 2003).

La structure primaire ainsi que tertiaire de cette classe de SOD (Barondeau et al.,
2004) est distincte de celle des autres classes. Jusqu’a présent, aucun role biologique associé a

une quelconque résistance a un stress oxydant n’a été mis en évidence.

12
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I1. 1. 1. 2. Les superoxyde réductases (SOR)
Récemment, un nouveau mode d’élimination de O, a été mis en évidence chez les

bactéries anaérobies strictes ou microaérophiles : I’activité SOR.

Elle permet la réduction de O, en H,O; selon la réaction ci-dessous :

H,0,

Y

0, + 2H 4+  2e-

L’avantage de ce systeme est qu’il ne produit pas de O,, ce qui pour les bactéries
strictement anaérobies est essentiel. D’ailleurs, ces bactéries ne possédent pas, pour la plupart,
de SOD. H,0, est, quant a lui, éliminé par des peroxydases.

La premiére observation suggérant la présence d’un tel systéme enzymatique a été
faite par 1’équipe de Daniéle Touati a Paris en 1996 (Pianzzola et al., 1996). Leur but était
d’isoler un géne codant ’activité SOD dans le but de comprendre la surprenante aérotolérance
de quelques bactéries sulfato-réductrices. La complémentation fonctionnelle d’une souche
d’E. coli sod-, rec A- avec un géne de la bactérie Desulfoarculus baarsii les a conduit a isoler
le géne codant la rubrédoxine oxydoréductase (Rbo). Cette protéine avait déja été étudiée par
d’autres équipes chez D. desulfuricans et D. vulgaris sans qu’ils en identifient la fonction. Ils
I’avaient nommée désulfoferrodoxine (Moura et al., 1990). Son nom se référait non pas a sa
fonction mais a la présence d’un centre férrique similaire a celui des désulforédoxines
(Verhagen et al., 1993). Il a été révélé par la suite que cette Rbo portait une activité SOR
(Jenney et al., 1999; Lombard et al., 2000). Cette nouvelle activité est capable de suppléer
I’absence d’activit¢ SOD dans une souche d’E. coli.

Les Rbo sont des homodiméres, structuralement caractérisés. Le monomeére est
organis¢ en 2 domaines chacun ayant un centre 1Fe, 'un donneur d’¢lectrons (centre I) et
l’autre qui est le domaine catalytique (centre II) et qui posseéde I’activit¢é SOR (Yeh et al.,
2000). 11 est a noter que ce centre posseéde également une activité SOD mais tres faible en
comparaison de I’activité SOR.

Une autre classe de SOR a également été caractérisée chez la bactérie Pyrococcus
furiosus et nommée neelarédoxine (NIx) en référence a sa couleur bleue (Chen et al., 1994).
Cette classe differe de la premicre par I’absence du centre 1Fe I. Initialement, la Nix fut
identifiée comme présentant une activité SOD (Romao et al., 1999; Silva et al., 1999) mais

comme pour la classe des Rbo, son activité s’est révélée étre principalement de type SOR
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(Jovanovic et al., 2000). La Nlx est également une protéine a centre 1Fe. Ce centre Fe/S est
identique au centre 1Fe II des Rbo.

Le systeme donneur d’électrons permettant la régénération de I’activit¢ SOR est
composé de la rubrédoxine qui est régénérée par la rubrédoxine réductase (Lee et al., 1998). 11
a ¢ét¢ montré qu’a la fois la classe des Rbo et celle des NIx pouvaient étre 1’accepteur
d’¢lectrons respectivement chez D. vulgaris (Coulter et Kurtz, 2001) et la bactérie
microaérophile Treponema pallidum (Auchere et al., 2004). La rubrédoxine est une petite
protéine Fe-S ubiquitaire dont I’ensemble des fonctions physiologiques n’a pas encore été

identifiée. Son centre Fe/S est composé d’un atome de Fe*™ coordiné par quatre Cys.

II. 1. 2. Elimination du peroxyde d’hydrogéne : les peroxydases

Précédemment, nous avons vu que H,O, était la source de nombreuses autres FAO
plus réactives via les réactions de Fenton, d’Haber-Weiss ou via sa réaction avec Os. Les
cellules ont donc ¢laboré de nombreuses stratégies en vue de prévenir ’accumulation de

H,0..

Il. 1. 2. 1. Les peroxydases hémiques

II. 1. 2. 1. a. Catalase/catalase peroxydase

Cette enzyme ubiquitaire, qui est la plus étudiée des peroxydases, catalyse la
décomposition de H,O; selon 2 modes : le mode catalytique (catalase) selon la réaction 1) et
le mode peroxydatique (catalase peroxydase) selon la réaction 2 (AH, et A représentent

respectivement la forme réduite et oxydée de la catalase) :

(1) 2 H,0, - 2H,0 + O,

2) AH, + H,0, - A + 2 H,0

. . . + r . . rar
1 existe trois familles de catalases : les Mn®"-catalases non hémiques qui ont été peu
¢tudiées, les catalases hémiques bifonctionnelles a activité peroxydasique et les catalases
hémiques monofonctionnelles ou « vraies » catalases qui sont les mieux caractérisées. Chez

E. coli, il y a 2 catalases : la catalase bifonctionnelle HPI codée par le géne katG et la catalase
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monofonctionnelle HPII codée par le geéne katE. HPII est la catalase principalement
synthétisée en phase stationnaire en culture aérobie alors que HPI est exprimée en condition
aérobie et anaérobie et sa synthése est induite a des concentrations sub-létales de H,O»
(Loewen et al., 1985).

Chez les eucaryotes, la localisation des catalases est majoritairement dans les
peroxysomes, lieu de production intense de H,O, par les oxydases (Van den Bosch et al.,
1992). Néanmoins, une petite quantité de catalase est trouvée dans les mitochondries du cceur
de rat (Radi et al., 1991). La catalase joue un role important dans la résistance au stress
oxydant puisqu’il a été montré que sa surexpression rendait les cellules plus résistantes a
H,0O; et a une hyperoxie (Lindau-Shepard et Shaffer, 1993; Danel et al., 1998). Par contre,
des cellules musculaires de I’artére aorte de rats qui surexpriment la catalase présentent une
sensibilité accrue a un stress oxydant, un retard de croissance et un taux de mortalité plus
¢levé par rapport aux cellules parentales. HyO, est connu pour intervenir dans des phénomeénes
de prolifération et de différenciation cellulaire via son role dans la signalisation cellulaire. La
surexpression de I’activité catalase entrainerait donc une perturbation des fonctions cellulaires
essentielles (Rodriguez et al., 2000).

Chez I’homme, une déficience en catalase peut causer certaines pathologies comme
I’acatalasémie qui correspond a une tendance accrue a la gangréne de la bouche. Ce
phénomeéne est attribué aux dommages causés par la production de H,O, par les bactéries
présentes comme les streptoccoques, les pneumoccoques ou les cellules phagocytaires

(Feinstein, 1973).

II. 1. 2. 1. B. Autres peroxydases hémiques

La cytochrome c¢ peroxydase: cette peroxydase hémique est retrouvée pour
I’ensemble des especes de levures et dans quelques bactéries. Sa localisation chez la levure se
situe au niveau des membranes interne et externe de la mitochondrie, lieu de production d'une
quantité¢ importante d’O," et qui ne contient ni catalase ni glutathion peroxydase (Gpx). Chez
les levures, en particulier chez S. cerevisiae, elle est présente dans les peroxysomes ou le
cytosol. Cette peroxydase est spécifique de la réduction de H,O,. L atome de fer de I’héme de
la peroxydase subit une réduction a un électron et le donneur d’électrons permettant de

régénérer I’activité peroxydasique est le cytochrome C.
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La Horseradish peroxydase : c’est I’'une des peroxydases non spécifiques de H,O; la
plus étudiée. Elle est retrouvée dans les racines de la plante horseradish.

La réaction catalysée est la suivante :

AH, représente le substrat réducteur qui peut étre : des phénols aromatiques, des acides
phénoliques, des amines ou des sulfonates.
De nombreux roles physiologiques ont été attribués a cette peroxydase dans la

lignification ou la résistance a une infection, par exemple.

L’ascorbate peroxydase : cette activité est retrouvée de facon abondante dans les
tissus photosynthétiques. Plusieurs isoformes se distinguent notamment par leur localisation
subcellulaire au niveau du cytosol, des peroxysomes, des mitochondries et des chloroplastes.

La réaction catalysée est la suivante :

Ascorbate 4 H,0, Déhydroascorbate + 2 H,O

Cette activité a été montrée participer in Vivo a la résistance au paraquat, molécule
génératrice d’O,". En effet, la surexpression de 1’activité ascorbate peroxydase thylakoidale
entraine une résistance trois fois plus élevée au paraquat chez Arabidopsis thaliana (Murgia et

al., 2004).
I1. 1. 2. 2 Les peroxydases non hémiques

II. 1. 2. 2. a. Les glutathion peroxvydases

Cette classe de peroxydase retrouvée uniquement chez les eucaryotes supérieurs
catalyse la réduction de H,O,, d’hydroperoxydes organiques et de lipides en présence de
glutathion (GSH) (chapitre Il. 2. 1. 1.) comme donneur d’électrons (Flohe et al., 1971;

Maiorino et al., 1995) selon la réaction qui suit :

H202 + 2 GSH > 2 H20 + GSSG
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Chez les mammiferes, on dénombre 5 isoformes qui se distinguent entre elles par leur
spécificité de substrat, leur localisation cellulaire et leur distribution (Ursini et al., 1995).
Toutes les Gpx, excepté celles sécrétées dans le milieu extracellulaire, possédent une
s¢lénocystéine (sélénoCys) catalytique dans leur site actif. Chez les plantes, de nombreuses
isoformes de Gpx ont été isolées, similaires a celles de mammiferes.

Des études récentes ont montré son implication dans certaines pathologies. En effet,
des patients qui possédent certains alléles de Gpx1 contenant des codons codant une leucine
en position 198 ont un risque accru de déclencher un cancer du poumon (Ratnasinghe et al.,
2000). Les Gpx sont impliquées dans la résistance au stress oxydant : une corrélation a été
montrée sur des rats entre ’expression de la gpx1l et la résistance a un stress oxydant de
cellules neuronales (Barkats et al., 2000). De méme, il a été montré qu’une expression plus
¢levée des Gpx est associée a une capacité des cellules humaines lymphocytaires a maintenir

un cycle cellulaire normal pendant un stress oxydant (Bilodeau et al., 2002).

II. 1. 2. 2. B. Les peroxyrédoxines (Prx)

Une classe d’enzyme présente chez les archaea, les bactéries et les eucaryotes a été
caractérisée : les Prx qui sont capables de participer au mécanisme de détoxication cellulaire
via la réduction d’hydroperoxydes vari¢s incluant H,O,, en alcool et eau correspondant. Cette
famille de peroxydase a la particularité d’étre non hémique et de catalyser la réaction via une

Cys catalytique. La réaction catalysée est la suivante :

\j

ROOH + Eréduite ROH + onydée + HZO

En fonction du nombre des Cys directement impliquées dans la catalyse, deux classes ont pu
étre définies : les 1-Cys-Prx et les 2-Cys-Prx (Figure 3, p. 19). Le mécanisme de régénération

de I’activité peroxydase varie selon les 2 classes :
Pour les 1-Cys-Prx qui ne possédent que la Cys catalytique et dans lesquelles I’acide

sulfénique s’accumule, le réducteur physiologique serait le GSH (Kang et al., 1998), la Trx
(Pedrajas et al., 2000) ou la cyclophiline humaine (Lee et al., 2001).
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Pour les 2-Cys-Prx, deux sous-classes peuvent étre différenciées : les 2-Cys-Prx
atypiques monomériques et les 2-Cys-Prx typiques homodimériques.

Les 2-Cys-Prx typiques sont la sous-classe la plus représentée avec conservation des
deux Cys : la Cys catalytique et la Cys de régénération (Hofmann et al., 2002). Cette dernicre
permet la formation d’un pont disulfure intermoléculaire avec la Cys catalytique de 1’autre
monomeére. Le donneur d’électrons est généralement la thiorédoxine (Trx) réduite (Netto et
al., 1996) (voir le chapitre II. 1. 5. de la partie I de I’Introduction). Le pont disulfure peut étre
¢galement réduit par AhpF ou la tryparédoxine par exemple (Nogoceke et al., 1997; Poole et
al., 2000; Bryk et al., 2002).

La sous-classe 2-Cys-Prx atypique présente le méme mécanisme que les 2-Cys-Prx
typiques mais cette fois-ci, un pont disulfure intramoléculaire se forme entre la Cys
catalytique et celle de régénération. Le systéme Trx/Trx réductase est le donneur d’électrons
(Seo et al., 2000).

Des ¢études réalisées sur les 2-Cys-Prx eucaryotes ont montré que I’intermédiaire acide
sulfénique est occasionnellement oxydé en acide sulfinique avant la formation du pont
disulfure ce qui conduit a I’inactivation de I’activité peroxydase. Cette oxydation a récemment
¢été montrée étre réversée (Chevallet et al., 2003; Rabilloud et al., 2002; Woo et al., 2003) par
les enzymes sulfirédoxines et sestrines (Biteau et al., 2003; Budanov et al., 2004; Woo et al.,
2004). Cette suroxydation et sa réversibilit¢ auraient un role dans la régulation de la
signalisation cellulaire en permettant de maintenir une concentration minimale en H,O»

nécessaire a la transmission du message cellulaire.

II. 1. 2. 2. y. NADH peroxydase

C’est une flavoprotéine qui utilise uniquement H,O, pour le convertir en eau et former

du NAD oxydé selon la réaction ci-dessous :

NADH +H" + H,0, NAD" 4+ 2 H,0

Elle est présente dans de nombreuses bactéries et participe a 1’élimination de H,O, produit en

conditions de stress (Aminova et al., 1991).
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\
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Figure 3 : Représentation schématique du mécanisme des différentes familles de Prx (d'apreés
Kang et al., 1998; Kong et al., 2000). Toutes les Prx comportent une Cys N-terminale conservée
transformée en acide sulfénique aprés réduction de I’hydroperoxyde : la Cys catalytique. Pour les
1-Cys-Prx, une seule Cys catalytique est présente et I’intermédiaire acide sulfénique formé est réduit
directement par la Trx, la cyclophiline ou le GSH (X représente le réducteur). Pour les 2 Cys-Prx, la
régénération de I’activité peut s’effectuer soit via un pont disulfure intermoléculaire (2-Cys-Prx
typiques), soit intramoléculaire (2-Cys-Prx atypiques).
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II. 1. 3. L’oxydase hémique (HO)

L’HO est une protéine impliquée dans la dégradation de 1’héme prostétique. Elle
catalyse une série de trois réactions successives, 1) NADPH-cytochrome P450 réductase,
2) HO-1 réductase et; 3) biliverdine réductase qui conduit a la conversion de 1’héme en
biliverdine [Xa. Il existe trois isoformes de HO dont une, la HO-1, a son expression induite
par de nombreux composés et notamment des FAO (Abraham et al., 1998). Les métabolites
dérivés de I’héme peuvent constituer des produits ayant une fonction antioxydante, anti-
inflammatoire, de signalisation ou antiapoptotique (Wagener et al., 2001). En effet, la
biliverdine IXa produite par la biliverdine réductase est un précurseur de la bilirubine qui est
connue pour étre une molécule antioxydante (Stocker et al., 1987).

Ce double rble vis-a-vis d’un stress oxydant a été démontré, I’absence d’HO-1
conduisant a un stress oxydant et a des complications inflammatoires (Poss et Tonegawa,
1997).

II. 1. 4. Les protéines de choc thermique (Hsp)

En général, les Hsp qui sont des protéines ubiquitaires ont comme fonction de protéger
les protéines intracellulaires vis-a-vis d’un stress thermique (Hartl, 1996) (Figure 4, p. 21).
Leur synthése est induite en réponse a un stress thermique ce qui procure ainsi une protection
contre un stress oxydant aussi bien chez les bactéries (VanBogelen et al., 1987) que chez les
eucaryotes (Mehlen et al., 1995).

Ainsi, D’exposition a des températures ¢levées de cellules de levures
Schizosaccharomyces pombe cultivées en conditions aérobies accroit la concentration
intracellulaire de FAO (Chen et al., 2003). Ce stress induit la synthése de Hsp. Chez E. coli,
les Hsp, IbpA et IbpB, sont impliquées dans la résistance a O, généré par un traitement des
cellules au paraquat. En effet, une cellule d’E. coli surexprimant IbpA et IbpB est non
seulement mieux résistante a un stress thermique mais aussi a un stress généré par Oy~
(Kitagawa et al., 2000). Au contraire, une cellule n’exprimant plus ces protéines y est plus

sensible. H,O, peut également induire fortement la synthése des Hsp (Godon et al., 1998).
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Figure 4 : Schéma simplifié du mécanisme par lequel les Hsp permettent aux protéines sensibles
a un stress thermique de retrouver leur conformation active. Suite a un stress oxydant, il peut s’en
suivre un déploiement de la protéine. Ce déploiement peut conduire soit a une agrégation soit en
présence de Hsp70 a un reploiement de celle-ci via un systéme ATP-dépendant (d’aprés Sundby et al.,
2004).

II. 1. 5. La thiorédoxine

L’oxydation des résidus Cys sur les protéines conduit notamment a la formation de
ponts disulfures intra ou intermoléculaires. La Trx en réduisant les ponts disulfures permet la
régénération de I’activité de certaines protéines modifiées par les FAO comme par exemple la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (Fernando et al., 1992). Chez E. coli, deux types
de Trx existent, Trx1 et Trx2, codées respectivement par les génes trxA et trxC (Laurent et al.,
1964; Miranda-Vizuete et al., 1997). La Trx, de par sa faible spécificité de substrat, agit sur
de nombreuses cibles et contribue a la défense contre le stress oxydant. D’autre part, il a été
montré que la Trx pouvait agir en tant que peroxydase et réduire H,O, (Nakamura et al.,
1994). Elle est elle-méme oxydée sous forme de pont disulfure et son activité est régénérée
par ’enzyme Trx réductase codée par le géne trxB chez E. coli.

Ainsi, chez la bactérie Rhodobacter capsulatus qui ne posseéde que le géne trxA codant
la Trx1, un stress oxydant induit I’expression du géne trxA, le taux d’induction étant en partie
fonction de I’oxydant utilisé (Li et al., 2003). Chez ’homme, la Trx1 protege les cellules du
cristallin d’un stress oxydant et contribue ainsi au ralentissement de [I’apparition de la

cataracte (Bhuyan et al., 2002).
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II. 1. 6. Régulation intracellulaire de la concentration en fer libre

Parmi tous les métaux présents dans la cellule, le fer est probablement 1’é¢lément
impliqué dans le plus grand nombre de processus physiologiques comme par exemple sa
participation a la formation des centres Fe/S ou encore son role de catalyseur dans les centres
héme ou de fixation de ’oxygene dans ’hémoglobine. Par contre, sous forme libre sa forme
majoritaire est la forme réduite qui comme nous 1’avons vu précédemment, via la réaction de
Fenton, génére OH', entité extrémement réactive. La cellule a donc élaboré différents

systémes permettant de limiter la concentration intracellulaire du fer sous forme libre.
I1. 1. 6. 1. Internalisation via les récepteurs a transferrines

Ce récepteur ubiquitaire permet la régulation de ’entrée du fer dans la cellule. Chez
les cucaryotes et certaines bactéries pathogénes comme la bactérie Neisseria meningitidis,
cette glycoprotéine posséde une partie localisée a la surface de la cellule. Aprés ancrage
spécifique de la transferrine qui contient un atome de Fe’" a internaliser, une réorganisation
conformationnelle provoque le transfert du Fe’™ a I'intérieur de la cellule (Oakhill et al.,
2002). Pour d’autres bactéries non pathogenes, le fer peut étre chélaté par les sidérophores,
petites molécules dont la masse n’excéde pas 1000 Da et internalis¢ via, comme pour la

transferrine, 1’interaction avec des récepteurs a sidérophores (Dorsey et al., 2004).
I1. 1. 6. 2. Stockage dans les ferritines

Les ferritines sont une famille d’enzymes ubiquitaires composées d’un assemblage de
24 sous-unités identiques formant une structure sphérique de 500 KDa avec une cavité
centrale permettant la création d’une sorte de réservoir. Le fer est stocké sous forme
ferrihydrite (FEOOH). Une molécule de ferritine peut lier jusqu'a 4500 molécules de fer
(Hudson et al., 1993).
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I1. 2. Les systémes non enzymatiques

II. 2. 1. L’acide a-lipoique (AL) et
I’acide dihvydrolipoique (DHLA)

L’AL et le DHLA, qui sont des molécules amphipathiques peuvent servir
d’antioxydant a la fois dans un milieu hydrophile et lipophile (Figure 5).

COOH COOH
KY\/\/ KY\/\/

S—S SH SH

AL DHLA

Figure 5 : Structure de I’AL et du DHLA

L’action antioxydante de I’AL permet de piéger OH, HOCI et O,* (Packer et al., 1995;
Matsugo et al., 1996). 1l a été¢ également montré¢ former des complexes stables avec des
métaux comme Mn”", Cu®" et Fe*'/Fe’”. Deux enzymes sont connues pour réduire AL :
I’enzyme mitochondriale dihydrolipoamide déshydrogénase et la GSH réductase
(Constantinescu et al., 1995). Le role antioxydant de I’AL est maintenant bien démontré.
Ainsi, la supplémentation d’AL a des étres humains diminue significativement le taux urinaire
de F2-isoprostane, un marqueur de peroxydation des lipides (Marangon et al., 1999).

Le DHLA a lui la capacit¢ de pi¢ger OH, HOCI, le radical peroxyle et O, et de
chélater le Fe*" et le Fe*™ (Moini et al., 2002). Hormis son action directe en tant que piégeurs
de FAO, le DHLA a la capacité de réduire le GSH oxydé. Ainsi, I’administration de DHLA a
des rats permet une augmentation du taux de GSH réduit (Busse et al., 1992). Il a été
également démontré in vitro une potentialité du DHLA de réduire 1’ubiquinone (Kozlov et al.,

1999).

II. 2. 2. Le glutathion

Le GSH est le tripeptide (yGlu-L-Cys-Gly) intracellulaire le plus répandu parmi les

étres vivants (Sies, 1999). Sa forme oxydée (GSSG) est également présente. Son action est
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polyvalente. Il protége les lipides de la peroxydation et les protéines de 1’oxydation et de
I’agrégation (Figure 6).

Dans le cceur, organe fortement exposé a un stress oxydant, sa concentration peut
atteindre I’ordre du millimolaire. Le GSH agit en tant qu’antioxydant en piégeant les FAO et
en détoxifiant les xénobiotiques. Il a aussi une fonction de maintenance du potentiel redox
intracellulaire comme cofacteur, régénérant les groupes thiols des protéines, comme par
exemple le recyclage des Gpx. D’ailleurs, le rapport GSSG/GSH est un indicateur de
I’équilibre redox dans la cellule. Il est également admis que le GSH joue un rdle dans la
signalisation cellulaire (Mallery et al., 1993). Enfin, le GSH joue un réle important dans la
réduction du déshydroascorbate (Rose et al., 1995). Dans les cellules eucaryotes, le GSH est
présent majoritairement dans le cytosol (90%) mais aussi dans les mitochondries.

In vivo, son action antioxydante a été démontrée par exemple dans des cellules du
cceur qui subissent une privation en GSH. Dans ces cellules, on note une diminution de
I’activité mitochondriale de production d’ATP. Des ¢études ont montré sur ces cellules que

certaines enzymes de la chalne respiratoire étaient plus sensibles a un stress oxydant (Zhang

etal., 1990).
B
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Figure 6 : Roles attribués au GSH suite a un stress oxydant (d'aprés Bharath et al., 2002).
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II. 2. 3. Les vitamines C et E

La vitamine C posséde des propriétés de piégeur des FAO comme OH ou O;". La
propriété de 1’acide ascorbique a réduire le fer ferrique lui vaut des fonctions de pro-oxydant

(Bielski et al., 1975) (Figure 7).

CH,OH
CHOHO
e
C:C/
OH/ OH

Figure 7 : Structure de ’acide ascorbique (ou vitamine C)

La vitamine E ou o-tocophérol est un des principaux antioxydants des membranes

cellulaires (Niki, 1987) (Figure 8). HaC
3

OH

CH
CH3 CH3 3 H3C

H3C O CH3
CH,

Figure 8 : Structure de la vitamine E

Il agit en tant que piégeur des radicaux peroxyles et prévient ainsi la peroxydation des
lipides (Clemens et Waller, 1987). La forme oxydée de 1’a-tocophérol peut étre régénérée in
vivo par I’acide ascorbique (Packer et al., 1979). Des études ont montré qu’une
supplémentation en a-tocophérol de sujets humains induisait une décroissance du taux de
peroxydation plasmatique et des LDL dans des conditions de stress séveére causé par une
administration de Cu®". Au contraire, un stress oxydant modéré et une supplémentation en
a-tocophérol de ces mémes sujets induit une diminution du taux de peroxydation plasmatique
uniquement en cas de supplémentation avec de 1’acide ascorbique. Ceci montre I’étroite

relation entre ces deux molécules (Kontush et al., 1996).
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II. 2. 4. Les flavonoides

Les flavonoides constituent une famille de plus de 4000 composés polyphénoliques
qui sont présents uniquement dans les végétaux (Figure 9).

Un grand nombre d’études menées in vitro ont permis de montrer qu’ils possédaient
des propriétés antioxydantes en tant que piégeur de ROS et de RNS (Oldreive et al., 1998;
Packer et al., 1999; Rice-Evans, 2001). Leur mécanisme d’action antioxydante implique le
transfert sur D’entité réactive d’un électron ou d’un atome d’hydrogéne pour le stabiliser
(Rice-Evans et Miller, 1996). Ils possédent de nombreuses propriétés in vivo : anti-
allergiques,  anti-inflammatoires,  antioxydantes, antimutageénes, anti-carcinogenes
(Kandaswami et al., 1992; Galati et al., 2000; Yang et al., 2001) et sont impliquées dans la

régulation de nombreuses activités enzymatiques (Li et al., 2004).

H;

Flavones

Flavonols

0)

CH,

Flavanones oH

HO

OH CH,

Flavanols

OH 0

CH,

OH

Figure 9 : Structures de base des quatre familles des flavonoides (d’apreés Ren et al., 2003).

26



Etude bibliographique

II. 2. 5. Les caroténoides

Les caroténoides sont une famille de pigments contenant au moins 600 membres
retrouvés dans les bactéries, les algues et les champignons et appartenant a la famille des
rétinoides (Figure 10).

La structure chimique de chaque caroténoide dérive d’une structure de base : le lycopene
formé par I’enchainement de 8 unités isopréniques. Les caroténoides se différencient par leur
taux de cyclisation, d’insaturation et d’oxydation. Dans les cellules, les caroténoides sont
associés aux bicouches lipidiques et sont transportés dans 1’organisme par les lipoprotéines
(Parker, 1996). Certains caroténoides présents chez I’homme, via leur apport dans
I’alimentation peuvent étre métabolisés enzymatiquement pour aboutir a de I’acide rétinoique
(Vitamine A) (Hebuterne et al., 1996). Leur activité antioxydante peut s’expliquer par leurs

propriétés a piéger les FAO comme par exemple O,* (Montenegro et al., 2002; Cantrell et al.,

2003).
Lycopéne )\/\)\\/ \J\/\)\/\/\(\/\(\/\(\/\(

Béta-caroténe

Canthaxanthine

Astaxanthine

HO

Zéaxanthine

HO

Lutéine

Figure 10 : Structures de différents caroténoides (d’apreés Cantrell et al., 2003).
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II. 2. 6. L’ubiquinone (coenzyme Q)

L’ubiquinone est une molécule présente au niveau des membranes cellulaires. On la
retrouve au niveau de la membrane interne et externe mitochondriale, des vésicules
golgiennes et des membranes lysosomales en grande quantité mais en quantité¢ négligeable au
niveau des membranes des particules LDL (Ericsson et Dallner, 1993). Cette distribution
inégale suggére un role différent selon la membrane concernée (Kalen et al., 1987).

Une de ses fonctions in vivo est d’assurer le transfert d’un électron directement a O,
via I'ubiquinone réduite de manicére univalente, ceci participant a la formation d’O,”

(Figure 11).

Ubiquinone Qox

oxydée

2HY + 2e- 2HT + 2e”

Ubiquinol H,Qred

CH}I
CH:‘D

réduite

Figure 11 : Structures de I’ubiquinol (forme réduite) et de I’'ubiquinone (forme oxydée).

Il a été longtemps suggéré que I'ubiquinone participait a la formation de FAO. Au
contraire de cette fonction prooxydante, I’ubiquinone réduite de manicre divalente (ubiquinol)
est considérée comme antioxydante en contrdlant notamment la peroxydation des lipides, en
recyclant 1’a-tocophérol en sa forme réduite active (Kagan et al., 1990) et en réduisant IO~

(Nishikimi et al., 1980).
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II1. FAO et signalisation cellulaire : activation des voies de signalisation via

I’oxydation de Cys et la formation de ponts disulfures

Il est maintenant, clairement admis que le stress oxydant module fortement de
nombreuses voies de signalisation cellulaires et participe a la transduction du signal dans la
cellule dans un compartiment donné ou vers d’autres compartiments (Suzuki et al., 1997).
Cette transduction du signal procéde via la modulation par exemple de I’interaction protéine-
protéine/ ADN/ARN ou la modulation d’une activit¢ enzymatique. Dans cette partie, je ne
décrirai que les modeles de senseurs redox les plus étudiés chez les bactéries et chez les
eucaryotes.

II1. 1. Les systémes OxyR et SoxR/S chez E. coli

Ces deux systémes principaux de régulation de génes codant notamment des protéines
de résistance a un stress oxydant sont retrouvés uniquement chez les bactéries. Chez les

eucaryotes, il n’y a pas d’homologue au systéme OxyR et SoxR/S.

II. 1. 1. OxyR

Le facteur de transcription OxyR active I’expression de nombreux génes impliqués
dans la défense antioxydante en réponse a une augmentation du taux intracellulaire de
peroxyde d’hydrogéne (Christman et al., 1989). Ces geénes sont par exemple katG
(peroxydase), ahpCF ( systéme alkylhydroxyperoxyde réductase), oxyS (un ARN régulateur),
dps (une protéine de liaison a I’ADN), fur (un facteur de transcription impliqué dans la
régulation de la teneur en fer), gorA (une GSH réductase) et grxA (une Grx). Un mutant
surexprimant OxyR présente une sensibilité diminué¢e a H,O, (Christman et al., 1985). Au
contraire, une délétion du géne codant OxyR conduit a une sensibilité accrue a H,O,.

OxyR possede un motif de liaison a ’ADN et a la capacité d’interagir directement
avec I’ARN polymérase. Dans les cellules, OxyR est présent sous deux formes en fonction
des conditions physiologiques, oxydée sous forme pont disulfure (Cysl199-Cys208) ou
réduite. En cas de stress oxydant, il y a formation de pont disulfure et activation de la
transcription des génes impliqués dans la réponse au stress oxydant (Figure 12A, p. 31). Le
pont disulfure Cys199-Cys208 peut étre réduit par le systtme GSH/Grxl ou Trx/Trx
réductase (Prinz et al., 1997).
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III. 1. 2. SoxR/S

Le facteur de transcription SoxR active uniquement le géne SOXS en réponse a un stress
oxydant causé par H,O,, NO" ou HOCI. L’¢élévation du taux de SoxS conduit a I’expression de
nombreux geénes comme SOJA (SOD), zwf (glucose-6-phosphate déshydrogénase), fpr
(NADPH flavodoxine oxydoréductase), fldl (flavodoxine 1), fumc (fumarase C), acna
(aconitase), nfo (endonucléase V) et micf (un ARN régulateur) (Demple, 1996). SoxR est
sous forme homodimérique en solution et chaque monomeére posséde deux centres [2Fe-2S]
coordinées par 4 Cys. SoxR a la capacité d’activer la transcription de SOXS uniquement si le
fer contenu dans le centre [2Fe-2S] est oxydé par exemple suite a une exposition a du
paraquat ou de la ménadione, générateurs d’O,” (Chander et Demple 2004) (Figure 12B page
31).

I1I. 2. Les protéines phosphatases (PTP) chez les eucaryotes

Les PTPs sont une famille d’enzymes importantes dans la transmission du signal de
phosphorylation et sont impliquées par exemple dans la régulation de la prolifération et de la
différenciation cellulaire (Van der Geer et al., 1994). La superfamille des PTPs est composée
de 70 membres qui posseédent tous en commun un motif CXsR au sein de leur site actif. La
Cys du motif est la cible d’oxydants comme H,O, qui peut Ioxyder en acide sulfénique,
conduisant a la formation d’un intermédiaire pont disulfure ou sulfénylamide (Salmeen et al.,
2003) ce qui a pour conséquence une perte de leur activité phosphatase. Cette oxydation est
réversée par le DTT, le GSH ou la Trx (Lee et al., 1998). En effet, une stimulation de cellules
de muscle de rat par le facteur de croissance PDGF conduit & une élévation transitoire de
H,0,. La réponse a cette élévation conduit a une phosphorylation des Tyr et une stimulation
des protéines kinases. Ce résultat suggeére un role de H,O, en tant que molécule signal
(Sundaresan et al., 1995). Cette Cys peut également former un pont disulfure avec une Cys
voisine du monomeére résultant également a une perte de 1’activité phosphatase (Barrett et al.,
1999). C’est le cas notamment de la famille des Cdc25, des PTEN (phosphatase et tensine
homologue) et des LMW-PTPs.
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Figure 12 : Modéles d’activation de OxyR et de SoxR chez E. coli (d’aprés Zheng et Storz, 1999).

A) OxyR est une protéine tétramérique qui peut étre oxydée sous forme de pont disulfure
Cys199-Cys208 par H,O, de maniére réversible. La formation du pont disulfure Cys199-Cys208
conduit & un réarrangement structural. Ce changement structural permet a OxyR d’interagir avec
I’ ADN et par la suite avec I’ARN polymérase conduisant a I’activation de la transcription.

B) SoxR est une protéine dimérique contenant un centre 2Fe-2S par monomeére qui peut étre
oxydée par O, par exemple. Le changement d’état redox induit une modification conformationnelle
significative. Sous forme oxydée, SoxR a la capacité d’interagir avec I’ADN et d’activer la
transcription de SOXS.
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IV. Action des FAO sur les biomolécules et réparation des dommages

causés par les FAO

Toutes les FAO présentées précédemment peuvent réagir sur les biomolécules incluant
les protéines, I’ADN, I’ARN, les lipides et les oses. Leur spécificité d’action est plus ou
moins large selon la localisation de leur production, leur réactivité, leur concentration et leur

stabilité.

IV. 1. Action sur ’ADN et réparation

Les FAO sont capables de causer une centaine de modifications différentes sur I’ADN.
Ainsi, il peut se produire une cassure du brin via principalement 1’attaque d’un radical sur le
désoxyribose mais aussi de nombreuses modifications au niveau des bases puriques ou
pyrimidiques et au niveau du ribose. Ces modifications peuvent entrainer la formation de
pontages covalents ADN-ADN ou ADN-protéine (Imlay et Linn, 1988). OH' est la cause
majeure de modification de I’ADN via sa réaction par exemple avec le C8 de la guanine pour
former de la 8-oxo-guanine (Devasagayam et al., 1991). L’ADN est également la cible de O,*
qui est capable de convertir une guanine en thymine (Ribeiro et al., 1994). La réactivité de
HOBr lui permet de modifier un grand nombre de cibles. Par exemple, son action a été
démontrée en tant que catalyseur de la bromination des bases nucléiques et de I’ADN double
brin de thymus (Shen et al., 2001).

Si I’ensemble de ces modifications n’est pas réparé, cela peut conduire a des mutations
de ’ADN. De nombreux systemes de réparation existent donc. Certains sont plus ou moins
spécifiques de 1ésions faisant suite a un stress oxydant. Le systéme majeur est le systéme par
excision de nucléotides (BER) dont une des enzymes clés est I’ADN-glycosylase qui clive la
1ésion N-glycosidique et génére donc un ADN avec un site abasique (Krokan et al., 1997). Le
nucléotide peut étre directement remplacé aprés excision de celui-ci ou étre remplacé apres

excision préalable d’un maximum de six nucléotides (Frosina et al., 1996).
IV. 2. Action sur les lipides et réparation
Les lipides hydroperoxydés sont le produit principal d’oxydation des lipides par les
FAO et ne concerne bien sir que les lipides insaturés. Une FAO bien connue pour réagir avec

les lipides est Oy*. Il a été montré indirectement que O,* induit la peroxydation du linoléate,
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cette peroxydation étant inhibée via I’utilisation du 2,5-diméthylfurane qui est un piégeur de
O,* (Vargas et al., 1998).

Plusieurs systémes enzymatiques de réparation des lipides hydroperoxydés existent.
Ces systémes comme nous I’avons vus ne sont pas spécifiques des lipides mais peuvent aussi
accepter H,O, comme c’est le cas par exemple pour la famille de peroxydases : Prx ou Gpx.
La famille des Gpx présente une certaine spécificit¢ de substrat. Ainsi, la phospholipide
hydroperoxyde Gpx réduit préférentiellement des hydroperoxydes de phospholipides alors
que la Gpx secrétée extracellulairement reconnait plutdt les hydroperoxydes d’acides gras

(Maiorino et al., 1990).

IV. 3. Action sur les protéines et réparation

I1V. 3. 1. Altération de la chaine principale

La plupart des réactions sur la chaine principale d’une protéine implique des FAO
radicalaires qui réagissent beaucoup plus efficacement que les espéces non radicalaires. La
réaction conduit a 1’abstraction d’un atome d’hydrogéne au niveau du carbone-a. Ce radical
est stabilisé via la délocalisation d’¢lectrons du groupement carbonyl et de 1’azote voisins. Ce
radical peut alors réagir avec, 1) ’oxygene moléculaire pour donner un radical peroxyle et
conduire a la fragmentation de la protéine (Davies, 1996) ou; 2) un autre carbone radicalaire

pour former un pontage covalent intra ou intermoléculaire (Garrison et al., 1962).

1V. 3. 2. Altération de la chaine latérale

IV. 3. 2. 1. Résidus aliphatiques

Généralement, seules les FAO les plus réactives réagissent avec les résidus
aliphatiques. Une des réactions les plus connues est la réaction de HOCl ou HOBr avec les
résidus Lys ou Arg pour former les chloramines et les bromamines correspondantes. La SOD
a Zn*"/Cu®" peut étre ainsi chlorée au niveau de résidus Lys notamment (Auchére et
Capeillere-Blandin, 2002). La décomposition de ces espéces réactives conduit a la formation
de centres radicalaires nitrés et de groupes carbonyles (Hawkins et al., 2003). Les espéces
radicalaires peuvent générer des dimérisation via la formation de radicaux thyils (Bump et

Brown, 1990), via la réaction avec des thiolates et des radicaux peroxyles, ou via la réaction
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avec I’oxygene moléculaire comme pour les especes radicalaires formées sur le carbone-a de
la chaine principale.

D’autres acides aminés aliphatiques comme par exemple la Leu, la Val, la Pro ou I’'lle
forment également majoritairement des radicaux entrainant les mémes réactions que

précédemment : dimérisation, hydroperoxydation.

IV. 3. 2. 2. Résidus aromatiques

La majorité des réactions des FAO avec les acides aminés aromatiques concerne des
réactions d’addition. Par exemple, la Tyr peut étre oxydée en radical phénoxyle. Ce radical
peut réagir avec d’autres especes radicalaires pour former des pontages covalents intra ou
intermoléculaires. Le radical phénoxyle peut également réagir avec un atome d’hydrogéne
provenant d’une molécule donneuse (phénol, thiols, acide ascorbique) conduisant a Ia
réparation de la 1ésion (Dean et al., 1997). La réaction de la Tyr avec des espéces halogénées
comme HOCI ou HOBr engendre la formation de chloroTyr ou de bromoTyr. C’est le cas de
I’apolipoprotéine A-I qui est chlorée au niveau d’une de ses Tyr par HOCI (Bergt et al., 2004;
Shao et al., 2004). La réaction avec des espéces nitrées peut engendrer la formation de
nitrotyrosines. Ainsi, sur la fibronectine, le peroxinitrite par exemple, peut conduire a la
formation d’une nitrotyrosine (Sato et al., 2001) ou la formation de dityrosines via le passage
par le radical phénoxyle (Van der Vliet et al., 1994).

Sur les acides aminés Phe et Trp, OH' peut engendrer une hydroxylation (Dizdaroglu
et Simic, 1980; Maskos et al., 1992; Maskos et al., 1992). C’est le cas plus particuliérement
pour une Phe de I’insuline humaine qui subit une hydroxylation par OH' (Olivares-Corichi et
al., 2005). D’autre part, il a été démontré que ONOOH en forte concentration, pouvait nitrer
un Trp libre (Alvarez et al., 1996). HOCI peut aussi modifier le résidu Trp comme montré
pour le Trp du site actif de la métalloprotéinase-7 (Fu et al., 2003).

1V. 3. 2. 3. Résidus soufrés

La Met et la Cys sont les deux acides aminés les plus sensibles a I’oxydation dans les
protéines.

La réaction d’une Cys avec un radical forme un radical thiyl. Ce radical peut réagir
avec I’oxygene moléculaire pour former un radical hydroperoxyde ou alors former avec un

autre radical Cys un dimére de Cys (cystine) ou avec un autre radical acide aminé par
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exemple un autre sous produit (Wardman et von Sonntag, 1995). In vivo, un grand nombre de
protéines ont été montrées étre lies sous forme de pont disulfure intermoléculaire suite a un
stress oxydant généré par le diamide (Brennan et al., 2004). En présence de fortes
concentrations en FAO, des états d’oxydation supplémentaires peuvent étre atteints : acide
sulfinique et acide sulfonique. Les résidus Cys peuvent étre également nitrés par NO' ce qui
jouerait un rdle important dans la transduction du signal cellulaire. Il a en effet la capacité de
les modifier pour former des S-nitrosothiols (Simon et al., 1993). Ces adduits nitrosylés
peuvent se décomposer et redonner NO' et le thiol libre en présence de métal ou suite a une
photolyse. Ce mécanisme de stockage et de transport jouerait un role essentiel en tant que
vasodilatateur (Hogg et al., 1996). Comme nous I’avons ¢également vu dans le
chapitre 1. 2. 1. 1., 1a Cys du GSH peut étre oxydée et générer un adduit sulfonamide.

En ce qui concerne les résidus Met, la forme majoritaire d’oxydation in vivo est la
méthionine sulfoxyde (MetSO). In vitro, le stade sulfone peut étre atteint mais dans des
conditions de température €élevée et de pH bas. La chimie de I’oxydation des résidus Met ainsi
que ses conséquences sur les biomolécules seront détaillées dans la partie II de I’Introduction

qui concerne plus particuliérement mon projet de these.

IV. 3. 3. Altération des centres Fe/S

L’espece la plus réactive et la plus spécifique vis-a-vis de la réaction avec les
métalloprotéines a centre Fe/S est O,". C’est le cas par exemple de la peptide déformylase,
une protéine a centre Fe/S, dans laquelle la réduction a un électron de la molécule d’oxygene
conduisant a la formation d’un intermédiaire ferrique et un Oy" li¢ a Fe*" O," peut soit
diffuser dans le milieu extérieur soit oxyder une Cys coordinatrice du centre Fe/S en acide
sulfonique. Il s’en suit une destruction du centre Fe/S et une inactivation irréversible de la
peptide déformylase (Figure 13, p. 36) (Rajagopalan et Pei, 1998). O," a la possibilité aussi
d’interagir directement avec les centres Fe/S des protéines Fe/S conduisant alors a la
réduction de Fe’*. Le centre Fe/S de certaines protéines devient ainsi instable et il en résulte
une libération de Fe*" toxique dans la cellule. C’est le cas par exemple de la déhydroxy acide
déshydratase d’E. coli qui pouvait étre inactivée in vitro par oxydation de son centre [4Fe-4S],

ce dernier participant a la catalyse (Flint et al., 1993).
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Figure 13 : Mécanisme d’inactivation de la peptide déformylase. La molécule d’oxygene subit une
réduction a un électron et conduit a la formation d’un intermédiaire ferrique et un O, li¢ a Fe**. 0,”
peut soit diffuser dans le milieu extérieur soit oxyder une Cys coordinatrice du centre Fer-Soufre en
acide sulfonique (d'apres Rajagopalan et Pei, 1998).

IV. 3. 4. Réparation des protéines

Parmi toutes les modifications des acides aminés citées précédemment, seules deux
sont réversibles grace a deux types d’activité enzymatiques :
- I’activité disulfure réductase portée par la Trx, le GSH ou la Grx
- I’activité MetSO réductase (Msr) qui permet de réduire les résidus MetSO en
Met, qu’ils soient libres ou intégrés dans une chaine polypeptidique (Brot et al., 1981). Le

chapitre suivant est consacré aux Msr, enzymes qui font 1I’objet de mon travail de these.
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PARTIE II : Oxydation des Met
dans les protéines, conséquences

et réparation par les Msr

I. Introduction

La premiére caractérisation d’une activité de réduction des MetSO a été réalisée en
utilisant une souche d’E. coli auxotrophe pour la Met et pouvant se développer sur un milieu
supplémenté en MetSO (Ejiri et al., 1979).

L’oxydation de la Met en MetSO conduit a la formation de deux isomeres (R et S) au
niveau de 1’atome de soufre de la fonction sulfoxyde. Ces deux isomeres de la MetSO, sous
forme libre ou incluse dans les protéines, sont réduits spécifiquement par deux classes
d’enzymes structuralement distinctes : la classe des MsrA réduit spécifiquement 1’isomeére S

alors que la classe des MsrB réduit spécifiquement 1’isomere R (Figure 14).

A

MsrA e

o

) L-Met-S-SO
ROS
L-Met

.

MsrB

~ L-Met-R-SO

Figure 14 : Représentation schématique de ’oxydation de la L-Met en L-Met-S-SO et en L-Met-
R-SO et réduction de ces isoméres respectivement par la classe des MsrA et des MsrB.
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Lorsque j’ai débuté ma thése au laboratoire, seule la classe des MsrA avait été
caractérisée au niveau biochimique, enzymatique et structural. La classe des MsrB, quant a
elle, n’a été mise en évidence que fin 2001 par 1’équipe du Pr F. Barras du laboratoire de
chimie bactérienne UPR 9043-CNRS de Marseille (Grimaud et al., 2001). Il est a noter que
d’autres systémes enzymatiques de réduction de la MetSO ont été caractérisés mais ceux-ci ne
réduisent pas les MetSO incluses dans les protéines. Dans ce chapitre consacré aux Msr, je
présenterai I’état des connaissances, 1) au niveau de I’oxydation des Met par les FAO, 2) sur
les conséquences de 1’oxydation in vitro au niveau de quelques cibles protéiques et; 3) sur les

deux classes de Msr.

II. Réaction de l1a Met avec les FAO

Le groupement thioéther de 1la Met est une cible privilégi¢e de la plupart des FAO qui
I’oxydent en MetSO. En fonction de la FAO considérée, la vitesse de la réaction est plus ou
moins rapide.

Le mécanisme d’oxydation par OH" procéde comme décrit dans le schéma ci-dessous

via une réaction d’addition pour donner un intermédiaire radicalaire hydroxy sulfuranyl
(R-S’-(OH)-R. Cet intermédiaire peut conduire a la génération de MetSO. Le mécanisme

consiste en ’arrachement de OH™ de I’intermédiaire conduisant a la formation d’un adduit
radical cation. Cet adduit peut réagir avec O, pour donner de la MetSO (Hiller et al., 1981,
Schoneich et al., 1993; Miller et al., 1998).

OH' 0,-
OoH

R-S-CH; ¥,_, R-S'(OH)-CH; —l» R-"S-CH ¥> R-SO-CH;

3

L’exposition de la glycophorine a Oz en solution aqueuse provoque 1’oxydation
spécifique de résidus Met en MetSO (Banerjee et Mudd, 1992). Le mécanisme de la réaction
n’est pas encore ¢lucidé mais pourrait impliquer la formation d’un atome de O,* (Kanofsky et
Sima, 1991).

ONOOH réagit rapidement avec la Met libre pour donner a la fois de la MetSO et de
1I’éthyléne (Pryor et al., 1994). Ce processus d’oxydation peut s’effectuer suivant 3 voies, 1)
décomposition homolytique du ONOOH en OH' et en NO; puis réaction de ces deux FAO
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avec leur cible Met, 2) réaction directe du ONOOH via la formation préalable d’un adduit
R-S'(OH)-R et relarguage de NO,. Cet adduit se déprotone alors et forme 1’adduit sulfoxyde
et; 3) addition de 1’anion ONOO- sur 1’atome de soufre et décomposition de cette espéce en
sulfoxyde. Il est a noter qu’en présence de CO,, un adduit ONOOCO, se forme qui peut
réagir avec la Met (Tien et al., 1999).

Enfin, de nombreux exemples d’oxydation de protéines par H,O, ont été étudiés (Levine
et al., 2000). Cet oxydant, a transfert de deux électrons, conduit a la formation d’un adduit
R-S+-(OH)-R qui se déprotone rapidement pour former 1’adduit sulfoxyde.

Des alkylperoxydes peuvent également initier la formation de MetSO dans les protéines
comme le tBuOOH (Keck, 1996). Une autre source d’oxydation de la Met dans les protéines

peut provenir des peroxydes de lipides (Mohsenin et Gee, 1989).

III. Conséquences de I’oxydation des Met en MetSO dans les protéines

L'oxydation des Met en MetSO constitue un mécanisme de modification
post-traductionnel non enzymatique des protéines. Cette modification est décrite comme étant
impliquée dans I'étape de reconnaissance des protéines non fonctionnelles a dégrader ou dans
des mécanismes de régulation de la fonction de certaines protéines. L’oxydation des résidus
Met en MetSO peut également conduire a une modulation voire une perte de la fonction de la
protéine. De plus, l'oxydation des résidus Met peut jouer un réle de protection au niveau

cellulaire en piégeant les FAO, diminuant ainsi la concentration intracellulaire de ces entités.

II1. 1. Premiére étape vers une voie de dégradation des protéines

Suite a un stress oxydant, les cellules doivent rétablir 1’homéostasie cellulaire en
accélérant I’¢limination des protéines oxydées : cette élimination est assurée par le systéme

protéasome.

Il existe dans les cellules de mammiféres deux voies de dégradation des protéines : la
premicre étant la dégradation par les protéases lysosomales et la deuxieme étant la
dégradation par les complexes protéasomiques, ces derniers jouant un réle majeur dans
I'élimination des protéines oxydées en conditions de stress (Reinheckel et al., 1998). Deux
types de protéasomes sont présents dans les cellules. D’une part, le protéasome 26S, qui est

constitu¢ du protéasome 20S et d’un chapeau 19S, reconnait les protéines endommagées apres
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ubiquitination de celles-ci et d’autre part le protéasome 20S. Ce dernier est un complexe
multiprotéique de 700 KDa avec une cavité interne permettant la séquestration des protéines a
protéolyser (Grune et al., 1995). Le protéasome 20S n’utilise pas la voie de 1’ubiquitine
contrairement au protéasome 26S (Grune et al., 2001) (Figure 15).

Reconnaissance par

St dant
ress oxydan le protéasome 20S

Exposition
des zones —
hydrophobes

Yzar Protéasome 20S

Fragments de protéines  ~__ ~__ _Peptidases Aci.de’s
— aminés

& \ - Cytotoxicité

- Apoptose
— - Nécrose

Agrégats protéiques

v

Figure 15 : Représentation schématique de la voie de dégradation par le protéasome 20S de
protéines modifiées suite 2 un stress oxydant. L’oxydation des Met en MetSO peut conduire a une
perturbation de la structure tridimensionelle de la protéine incluant une exposition de ses zones
hydrophobes. La protéine modifiée est alors reconnue par le protéasome 20S puis dégradée (d’apres
Davies, 2001).

La dégradation protéasomique est basée sur une reconnaissance spécifique des zones
hydrophobes des protéines. Or, la MetSO, du fait de son caractére plus hydrophile, peut
conduire a une modification locale de son environnement, perturber la structure
tridimensionelle de la protéine et induire une augmentation de l'exposition des zones
hydrophobes avec comme conséquence une dégradation de la protéine par le protéasome
(Giulivi et al., 1994).

Pour la calmoduline, il n’a pas ét¢ montré de corrélation entre le changement
d’hydrophobicité¢ de la protéine suite a 1’oxydation de ses résidus Met et une meilleure

reconnaissance par le protéasome 20S. Une dénaturation partielle semble donc étre suffisante
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pour entrainer la reconnaissance et le clivage par le protéasome dans sa cavité interne
(Ferrington et al., 2001).

Un stress oxydant sévere, dii par exemple a une réaction inflammatoire, peut entrainer
une agrégation des protéines, qui résistent alors a la protéolyse et se fixent sur le protéasome
comme inhibiteur irréversible. Ce mécanisme d'inhibition expliquerait l'accumulation de
protéines oxydées observée chez les sujets agés (Bulteau et al., 2000).

I1 est a noter que d’autres systemes d’élimination des protéines directement liés a un
stress oxydant existent (Bota et al., 2002). C’est le cas par exemple de la protéine Lon. Cette
protéine ATP-dépendante est une protéase qui dégrade préférentiellement les protéines
oxydées (Boches et Goldberg, 1982; Goldberg et Boches, 1982). La protéase Lon pourrait étre
impliquée dans les processus de vieillissement cellulaire. En effet, le taux d’expression de
cette protéase diminue en fonction de I’age et pourrait étre responsable de I’accumulation de

protéines oxydées non fonctionnelles dans les cellules (Bota et Davies, 2002).

I11. 2. Modulation de la fonction des protéines

L’oxydation d’un ou de plusieurs résidus Met peut entrainer, selon la localisation de
ces résidus, une perturbation de la conformation locale d'un site actif ou d'un site de fixation
d'un ligand avec comme conséquence possible une modulation de la fonction de la protéine.
De nombreuses protéines sont la cible des FAO. Dans ce chapitre, je ne décrirai que les
exemples les plus représentatifs de modification de ces protéines in vitro qui, pour la plupart,

conduisent a des effets majeurs au niveau des fonctions cellulaires.

III. 2. 1. Les canaux ioniques

L'oxydation d’un certain nombre de protéines est corrélée avec une perte de
I’homéostasie de calcium. C’est le cas notamment de la calmoduline qui présente au niveau de
ses résidus Met (Figure 16, p. 42) un taux anormalement ¢levé de MetSO chez des rats agés
(Michaelis et al., 1996). La calmoduline joue un réle dans la transduction du signal cellulaire,
notamment dans le cas des canaux a Ca”" voltage-dépendant via une interaction directe avec
les canaux. L'oxydation de plusieurs résidus Met entrainerait une diminution de sa capacité a
activer les ATPases membranaires Ca*'-dépendantes. Cette diminution a été attribuée a une

modification de la structure globale de la calmoduline due a la présence de résidus Met

41



Etude bibliographique

oxydés (Gao et al., 1998; Gao et al., 1998). En effet, la calmoduline oxydée se lie toujours
fortement au canal mais forme un complexe non productif ne permettant plus a la calmoduline

de transmettre son signal cellulaire (Gao et al., 2001).

Figure 16 : Structure tridimensionnelle simplifiée de la calmoduline. Les résidus Met oxydables en
MetSO sont numérotés (d'aprés Gao et al., 1998).

Les canaux a K’ voltage-dépendant s’ouvrent en réponse a une dépolarisation
membranaire et jouent des roles divers comme dans la neurosécrétion (Lingle et al., 1996).
Les propriétés d’ouverture/fermeture du canal peuvent étre modulées par 1’oxydation des
résidus Met en MetSO. En effet, Ciorba et al. ont montré que l'oxydation du résidu Met3
d'une protéine du canal par NO' entraine une diminution de son affinité pour sa protéine

inhibitrice et donc conduit a I’activation continue du canal (Ciorba et al., 1999).

II1. 2. 2. L’a-synucléine : implication dans la maladie de Parkinson

Les symptomes de la maladie de Parkinson sont associés a des troubles
neurodégénératifs et une non maitrise des mouvements des membres (Goedert, 1997; Goedert,
2001; Goedert, 2001). Une des causes de cette maladie multifactorielle étroitement associée

au stress oxydant dans le cerveau est liée a une petite protéine présynaptique de 14KDa :
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I’a-synucléine qui est présente in vitro sous forme fibrillaire. Sa structure primaire comporte
quatre Met qui sont oxydables par H>O, in vitro. Les conséquences de cette oxydation in vitro
sont une inhibition du degré de fibrillation de 1’a-synucléine (Yamin et al., 2003) et une
agrégation de celle-ci similairement a 1’a-synucléine trouvée in vivo chez les sujets atteints de

la maladie de Parkinson (Hokenson et al., 2004).

II1. 2. 3. Les inhibiteurs de protéase

L'a-2-macroglobuline, antiprotéase homotétramérique, présente une sensibilité a
I'oxydation qui se traduit par 'oxydation de plusieurs résidus Met. Huit résidus sont aisément
oxydables sans qu’aucune modification de 1’état oligomérique ou de 1’activité antiprotéase ne
soit observée. Par contre, une exposition prolongée a la chloramine oxyde six résidus Met
supplémentaires et un résidu Trp conduisant a une dissociation en homodiméres oxydés
incapables d'assurer une fonction inhibitrice (Reddy et al., 1994).

L’inhibiteur a-2-antiplasmine, 1’antithrombine III et I’inhibiteur de protéine C font
partie de la famille des inhibiteurs de type SERPIN. Ils inhibent respectivement la plasmine,
la thrombine et 1’¢lastase. Leur activité inhibitrice est diminuée suite a 1’oxydation d’un ou de
plusieurs résidus Met conservé ce qui conduit a une diminution de leur affinité vis-a-vis de

leur cible (Stief et al., 1988; Stief et Heimburger, 1988).

II1. 2. 4. Autres exemples de modulation de ’activité

L’oxydation in vitro d’une Met présente prés du site actif de la lipoxygénase de
réticulocyte, par autooxydation par le produit de réaction: I’hydroperoxyde d’acide

linoléique, conduit a son inactivation (Rapoport et al., 1984).

La protéine HMG-D, composante de la chromatine, joue un role dans 1’accessibilité de
facteurs de transcription a ’ADN. Elle est présente durant la phase embryonnaire chez
Drosophila melanogaster (Wagner et al., 1992). In vitro, aprés purification en conditions
aérobies, HMG-D présente une oxydation au niveau d’un de ses résidus Met qui joue un role
clef dans DI’interaction protéine-ADN. Cette oxydation sélective du résidu Metl3 diminue
I’affinité de HMG-D pour I’ADN et permettrait in vivo la régulation de I’interaction (Dow et
al., 1997).

43



Etude bibliographique

Récemment, il a été montré que l'activateur des cérébrosides sulfates (CSAct), petite
glycoprotéine soluble présente une perte de sa fonction activatrice suite a I'oxydation d'un
résidu Met in vitro. CSAct joue un role important dans le métabolisme des sphingolipides et
une perte de fonction de cette protéine conduit a une accumulation de sulfatides, composés

trés toxiques (Whitelegge et al., 2000).

L’hémoglobine est également sensible a une oxydation de ses résidus Met a I’interface
entre les sous-unités. Sa conformation est maintenue alors que ses propriétés de fixation de
I’oxygene sont altérées. C’est ainsi que la forme oxydée de ’hémoglobine a une affinité plus
¢levée pour 1’oxygene et présente une absence de coopérativité pour la fixation de I’oxygene

(Frelinger et Zull, 1984).

Des études menées in vitro sur l'hormone de croissance (hGH) et 1’hormone
chorionique somatomamotropine (hCS) humaines ont été effectuées afin de montrer
I’implication de 1’oxydation de résidus Met sur la conformation et 1’affinité de certains
récepteurs des deux hormones. Elles présentent une forte identité au niveau de leur structure
primaire. HGH posséde trois Met et hCS en posséde trois supplémentaires. Toutes les Met ne
sont pas oxydables mais celles qui sont exposées sont facilement oxydables. Cette oxydation
n’entraine pas de modification majeure de la conformation des deux hormones. Par contre,
alors que I’oxydation de deux résidus Met exposés pour hGH ne diminue pas I’affinité pour le
récepteur lactogénique, hCS présente une forte diminution de son affinité pour celui-ci (Teh et
al., 1987).

Sur le facteur cellulaire de croissance hsSCF, impliqué dans la maturation des globules
rouges, une oxydation in vitro des Met par H,O,, en conditions acides, provoque une
modification locale de la structure avec comme conséquence une inhibition de la dimérisation
et une diminution de I’activité biologique de 40 a 60% (Hsu et al., 1996).

La subtilisine subit également I’action des FAO sur ses résidus Met : I'oxydation in
vitro d'un résidu Met du site actif a comme conséquence une diminution de I’affinité de la

protéase pour le substrat (Bott et al., 1988).
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II1. 3. Réle antioxydant

Le fait que les résidus Met soient exposés en surface des protéines pourrait permettre
leur oxydation sans modification significative de la fonction de la protéine. Dans ce cas,

I’oxydation jouerait un réle en tant que piege des FAO.

Ainsi, ’exposition prolongée de I’a-2-macroglobuline a un environnement oxydant
conduit, comme déja dit p. 43, a ’oxydation en plus de ses résidus Met, d’un de ses résidus
Trp et @ une perte de son activité antiprotéase. Il a été proposé que certains résidus Met
serviraient d’antioxydant, protégeant ainsi le Trp (Reddy et al., 1994).

Les propriétés antioxydantes des résidus Met ont été mises en évidence in vitro sur la
glutamine synthétase (Levine et al., 1999). Le taux de Met oxydées en MetSO (8 au
maximum sur 16 Met) augmente suite a une exposition a des concentrations croissantes de
H,0,. Malgré cette oxydation, la protéine conserve son activité y glutamyl transférase, Mn*'-
dépendante. L’examen de la structure tridimensionnelle montre que les Met oxydables se
situent dans une zone exposée autour du site actif et fonctionneraient comme un piecge a FAO
protégeant les acides aminés sensibles a I’oxydation au niveau du site actif.

Enfin, ce rdle en tant qu’antioxydant a ét¢ démontré sur la protéine du prion. La
fonction biologique précise de la protéine du prion n’est pas clairement définie hormis son
role postulé en tant qu’antioxydant ou de transducteur du signal cellulaire. Elle comporte
plusieurs Met qui sont aisément oxydables in vitro par H,O,. Les auteurs postulent un role

primordial des Met de la protéine du prion en tant que piége des FAO (Wong et al., 1999).
IV. Réle physiologique des Msr
La MsrA est décrite comme étant impliquée dans la réparation des dommages causés

par le stress oxydant, dans des mécanismes de régulation et dans la virulence de bactéries

pathogenes.
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IV. 1. Role de réparation et de régulation

IV. 1. 1. La protéine ribosomale .12

Cette protéine homodimérique ubiquitaire joue un rdle essentiel dans le recrutement
des différents facteurs permettant I’initiation, 1’¢longation et la terminaison de la traduction.
L’oxydation de trois de ses Met conduit a la dissociation de ’homodimeére et provoque une
forte diminution de son affinité avec la sous-unité 50S du ribosome, plus précisément avec la
protéine L12 (Caldwell et al., 1978). La réparation de L12 oxydée peut étre effectuée par la
MsrA. La protéine L12 est le premier substrat de la MsrA a avoir été caractérisé (Brot et al.,

1981).

IV. 1. 2. Les canaux ioniques

La premiere étude in vivo mettant en évidence le r6le régulateur de la MsrA concerne
la modulation de l'inactivation des canaux a K' voltage-dépendant via la restauration de la
capacité du canal a fixer une protéine inhibitrice (Ciorba et al., 1997). Ainsi, le cycle
d'oxydation et de réduction physiologique du canal par la MsrA pourrait jouer un role
important dans la régulation du rythme cardiaque et de I'excitabilit¢ cellulaire et plus
généralement dans la transduction du signal cellulaire.

La MsrA interviendrait dans le maintien de la fonction activatrice des ATPases
membranaires Ca’"-dépendantes. Ainsi, in vitro, I’incubation de la calmoduline oxydée avec
la MsrA permet la restauration partielle de la capacit¢ de la calmoduline d’érythrocyte a
activer les canaux a Ca>". Cette réduction enzymatique conduit a une restructuration partielle
de la calmoduline (Sun et al., 1999). Cette réactivation partielle de la calmoduline serait due a
la réduction uniquement de I’isomére S de la MetSO par la MsrA. Les auteurs suggérent un
possible role de régulateur de la MsrA dans la fonction de modulation des canaux a Ca*" et

- P . 2+ ..
plus généralement dans ’homéostasie du Ca”’, dans des conditions de stress.

IV. 1. 3. L’apolipoprotéine A-I

Les lipoprotéines de haute densité (HDL), qui sont impliquées dans le transport du

cholestérol, sont trouvées dans le plasma. Le transport du cholestérol extra-hépathique
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excédentaire et son acheminement vers le foie afin d’étre éliminé, vaut aux HDL des
propriétés antiathérogéniques (Jian et al., 1998). Les HDL peuvent également jouer un role
important dans le transport et 1’élimination des lipides oxydés (Bowry et al., 1992). Les HDL
sont composées des apolipoprotéines A-I et A-II. L’oxydation spécifique de deux résidus Met
sur I’apolipoprotéine A-1, suite & une exposition aux radicaux peroxyles, conduit a une
incapacité des lipides a se fixer sur D’apoliprotéine (Anantharamaiah et al., 1988).
L’incubation avec la MsrA permet a I’apolipoprotéine A-I de réverser ces deux modifications
et de retrouver ses propriétés de fixation aux lipides et sa fonction de transport du cholestérol

(Sigalov et Stern, 2001).

1V. 1. 4. La protéase de HIV-II

Le virus HIV-II code une protéase homodimérique a Asp, essentielle pour Ia
production de virus infectieux. L’exposition de cette protéase in vitro a H,O, conduit a
I’oxydation de deux Met en MetSO avec comme conséquence une perte d’activité de la
protéine. L’activité peut étre restaurée a hauteur de 40% aprés incubation de la protéase
oxydée avec la MsrA qui réduit uniquement le résidu MetSO en position 95 localisé¢ a
I’interface des deux diméres (Davis et al., 2000). Cette Met, conservée, pourrait étre
importante dans la régulation de ’activité protéase et donc dans la régulation du cycle

infectieux du virus.

IV. 1. 5. Les protéines de choc thermique (Hsp)

Hsp16.3 chez M. tuberculosis forme un nonamére composé de trimére de trimére qui
est trouvée majoritairement au niveau membranaire et est exprimée durant la phase
stationnaire de culture in vitro. Lors d’une infection dans un macrophage par exemple,
Hspl6.3 est une des protéines exprimée majoritairement. Des études ont montré que
I’expression de cette protéine est essentielle a la survie de la bactérie dans la cellule hote.
Chaque monomére contient trois résidus Met qui sont les seuls résidus sensibles a une
oxydation par H,O,. La sulfoxydation conduit & une forte diminution de son activité
chaperone. Ce phénomeéne est montré étre réversé apres incubation avec la MsrA (Abulimiti
etal., 2003).

Localisée dans les chloroplastes, Hsp21 a la particularité de posséder une extrémité

N-terminale riche en résidus Met au niveau d’une hélice-o amphipathique
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(Chen et Vierling, 1991) et sensibles a I'oxydation. Cette hélice aurait pour role de reconnaitre
les zones hydrophobes des protéines dénaturées. L’ensemble des résidus Met est aisément
oxydable en MetSO. Il s’en suit une perte d’activité chaperone et une modification de la
conformation de la protéine (Gustavsson et al., 1999; Harndahl et al., 2001). Cette oxydation
est réversée in Vitro par incubation avec la MsrA. La protéine recouvre alors I’ensemble de

ses fonctions physiologiques (Gustavsson et al., 2002).

IV. 1. 6. La protéine Ffth, composante de la particule de reconnaissance

SRP

Cette protéine ubiquitaire qui contient un domaine riche en résidus Met (domaine M)
fait partie du complexe SRP. Chez E. coli, ce complexe est également constitué du petit ARN
4,5S qui contient notamment un site de fixation pour le domaine M. Son réle cellulaire est de
se fixer sur la partie N-terminale des protéines en cours de synthése au niveau du ribosome.
Cette fixation, en synergie avec I’ARN 4,5S permet de décrocher la protéine du ribosome une
fois sa synthése terminée. Des études in vitro réalisées chez E. coli montrent que 1’oxydation
par H,O; de Fth sur les Met du domaine M détruit sa capacité a se fixer a I’ARN 4,5S et donc
d’assurer son rdle physiologique. In vivo, un mutant d’E. coli n’exprimant plus de MsrA et de
MsrB synthétise une protéine Ffh plus oxydée au niveau de ses résidus Met en comparaison
de la souche sauvage. Cette souche mutée nécessite d’ailleurs un fort taux de synthese de Ffh
pour se développer normalement. Cette oxydation peut étre réparée in vitro par les Msr en
incubant Ffh oxydée et la MsrA et la MsrB d’E. coli, restaurant ainsi sa capacité a se fixer a

I’ARN 4,5S (Ezraty et al., 2004).

IV. 1. 7. L’inhibiteur de protéase plasminogéne

C’est un inhibiteur de la famille des SERPIN qui a pour fonction de réguler la
fibrinolyse. Son exposition a la chloramine T oxyde une partie de ses résidus Met de
I’inhibiteur. Il en résulte une forte diminution de son affinité vis a vis de sa cible protéique. In
vitro, une incubation avec la MsrA restaure 90% de son pouvoir inhibiteur (Lawrence et

Loskutoff, 1986).
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IV. 1. 8. La protéine chaperone GroEL

Cette protéine chaperone, présente chez E. coli, permet aux protéines nouvellement
synthétisées de se structurer correctement mais aussi d’aider a la renaturation de protéines
dénaturées suite a un stress. Elles est sensible a 1’oxydation de ses résidus Met. GroEL est
insensible aux oxydants comme NO' ou H,O,. Par contre, elle est sensible aux oxydants
générés par les phagocytes comme ONOOH ou HOCI, conduisant a 1’oxydation d’au moins
douze Met et a I’abolition de ’activité chaperone de GroEL. In vitro, I’incubation avec la

MsrA ou la MsrB permet la réactivation de la protéine.

IV. 2. Résistance au stress oxydant

I1 a été montré que la présence de la MsrA in vivo augmente la capacité des cellules a
résister a un stress oxydant. Ainsi, une souche d’E. coli dans laquelle le géne codant la MsrA
a été inactivé, présente une plus grande sensibilité a un stress oxydant causé par H,O; si elle

est cultivée en milieu solide (Rahman et al., 1994).

D’autre part, des souches de S. cerevisiae ne produisant plus de MsrA, se développent
normalement dans des conditions optimales de culture. Par contre, elles présentent une
sensibilité accrue a H,O, et un taux de MetSO, libre ou incorporée dans les protéines, plus
¢levé avec comme conséquence une perturbation de la fonction de nombreuses protéines
(Moskovitz et al., 1997). Ces mémes souches, transformées avec un plasmide codant la MsrA
de S. cerevisiae, montrent en comparaison avec la souche sauvage, un meilleur taux de
croissance, un taux de MetSO libre et incorporée dans les protéines plus faible, ainsi qu’un
taux de survie meilleur quand elles sont exposées aux agents oxydants de type H,O,, paraquat
ou 2-amidinopropane. De plus, des lymphocytes T, transfectés par la MsrA de Bos. taurus,
présentent un taux de survie supérieur, suite a une exposition a HO,, en comparaison avec la
souche sauvage (Moskovitz et al., 1998).

Un mutant n’exprimant plus d’activité MsrA chez la souris présente une sensibilité
accrue a un stress oxydant généré par une hyperoxie (exposition a 100% d’oxygene). Ce
mutant possede €galement la particularit¢é de posséder une plus grande concentration de

protéines oxydées en conditions de stress oxydant (Moskovitz et al., 2001).
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Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, les RNS agissent en tant
qu’oxydant des Met. Une souche d’E. coli n’exprimant plus I’activité MsrA, présente une
sensibilité accrue a NO'. Cette sensibilité se traduit sur milieu solide en conditions aérobies
par une diminution du taux de survie d’un facteur 10°-10* en comparaison d’une souche d’
E. coli transformée avec un plasmide exprimant la MsrA d’E. coli ou de M. tuberculosis. Par
contre, les conditions anaérobies ne permettent pas au glutathion nitrosylé et au nitrite de
réagir avec des produits du métabolisme aérobie (O,”, H,O,, OH’). Dans ces conditions, aucun

des deux oxydants n’a d’effet bactéricide (St John et al., 2001).

IV. 3. Role dans la virulence des bactéries pathogénes

IV. 3. 1. MsrA : enzyme impliquée dans 1’interaction hdte-pathogéne ?

La reconnaissance et l'adhésion cellulaire sur les cellules eucaryotes via des
macromolécules exposées a la surface des bactéries pathogenes sont des étapes critiques dans
la colonisation et l'invasion tissulaire. Dans le but d’identifier la nature des ligands présents a
la surface cellulaire d’une souche de Streptococcus pneumoniae, un mutant défectueux dans
I’export des protéines extramembranaires et incapable d’adhérer a des cellules de poumon a
été analysé. Un des genes interrompu chez ces mutants code la MsrA. Les auteurs ont testé les
propriétés d’une souche d’E. coli n’exprimant plus la MsrA, au niveau de son adhérence a des
cellules érythrocytaires par la technique d’hémagglutination. Cette souche d’E. coli
hémagglutine huit fois moins vite et cette diminution corréle avec la diminution de
I’expression des fimbriae de type I. L’introduction d’un plasmide codant la MsrA dans cette
méme souche mutante, restaure une vitesse d’hémagglutination normale (Wizemann et al.,
1996).

L’¢étape de reconnaissance hote-pathogeéne induit 1’expression de tout un ensemble de
genes. Chez I’hdte, une réponse de défense est mise en place générant un grand nombre de
FAO a activité anti-bactérienne (Baker et al., 1995). Un mutant de Erwinia chrysanthemii
dans lequel le géne msrA a été inactivé montre, 1) une sensibilité accrue a un stress oxydant,
2) une diminution de sa mobilité sur des surfaces solides, 3) une diminution de sa virulence
envers des feuilles de chicorée et; 4) une invasion non systématique apres inoculation a la
plante Saintpaulia ionantha (Hassouni et al., 1999). L hypothése est que la MsrA aurait un

role de protection vis-a-vis des dommages causés sur les protéines par les FAO générées par
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la cellule hote. L’absence d’activité MsrA serait un facteur limitant dans le développement de
la bactérie pathogeéne en diminuant de fagon drastique la mobilit¢ de la bactérie dans des
conditions environnementales non propices a son développement.

Mycoplasma genitalium est un microorganisme dont le génome est trés petit. Un
mutant déficient en activité MsrA présente une cytoadhérence aux érythrocytes de mouton
diminuée. De plus, ce mutant est hypersensible a H,O, et est incapable de se développer aprés
inoculation chez des hamsters. La protéine extramembranaire impliquée dans ’adhérence a la
cellule hote P140 contient 13 Met, la plupart exposées a sa surface. Un des effets de
I’interruption du geéne codant la MsrA serait une augmentation du taux d’oxydation de la
protéine extramembranaire, la rendant non fonctionnelle (Dhandayuthapani et al., 2001).

Enfin, les bactéries pathogénes du genre Neisseria, comme N. meningitidis et
N. gonorrhoeae possédent une protéine multidomaine appelée PilB qui est suggérée jouer un
role dans leur virulence. Plusieurs études antérieures tendaient a démontrer que PilB était
impliquée en tant que régulateur transcriptionel et agissait en trans sur le promoteur des genes
des pilines pour jouer un role antagoniste sur la synthése des pilines (Taha et al., 1988; Taha
et Marchal, 1990; Taha et al., 1991). Des études récentes infirment les résultats précédents :
PilB n’aurait aucun role dans 1’expression des pilines. En effet, une souche n’exprimant plus
PilB n’est pas affectée au niveau de sa piliation, de la production de pilines, de 1’adhérence et

de la quantité d’ARN messager correspondant (Skaar et al., 2002).

IV. 3. 2. Role dans la résistance a un stress généré par la cellule hote

La résistance croissante aux antibiotiques de la famille des B-lactames de la souche de
Staphylococcus aureus entraine des problémes d’infections nosocomiales. De nombreuses
¢tudes ont été menées dans le but d’identifier les génes responsables de la résistance a ces
antibiotiques. Neuf protéines sont produites en quantité élevée en réponse a un stress généré
par des antibiotiques comme 1’oxacilline, la vancomycine, la céphalotonine ou la bacitracine.
Une de ces protéines est la MsrA (Singh et al., 2001; Singh et al., 2001). Le génome de S.
aureus contient trois génes pouvant coder la MsrA et un géne codant la MsrB. Le géne codant
MsrAl fait partie d’un opéron incluant le géne codant la MsrB. Les séquences codantes des
MsrA2 et MsrA3 sont localisées dans des ORF indépendantes. Un mutant ne pouvant
produire MsrAl, présente une sensibilité accrue a H,O,. L’analyse de la contribution de la
résistance a un stress oxydant d’une souche de S. aureus AmsrAl et/ou AmsrA2 attribue un

role majeur a MsrA1l di essentiellement a une expression plus élevée de 1’activité MsrAl. Par
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contre, ces mutants ne sont pas plus sensibles a 1’oxacilline. Cette particularité pourrait
s’expliquer par le taux de MsrB qui est plus élevé quand le géne codant la MsrA1l est disrupté.
Cette diminution de la résistance a un stress oxydant constitue un désavantage certain lors
d’une infection par cette bactérie en réponse a la défense générée par 1’hote (Singh et
Moskovitz, 2003).

Un mutant de Mycobacterium smegmatis n’exprimant plus MsrA, présente une
réduction de son taux de survie dans des macrophages. Les auteurs ont comparé la localisation
de I’oxydase NADPH-dépendante et de la nitrite oxyde synthase de I’hote qui génerent
respectivement O, et NO'. Chose surprenante, le recrutement de ces deux enzymes de [’hote
infecté par la bactérie pathogeéne est plus rapide en absence d’expression de I’activit¢ MsrA
comparé a la forme sauvage de M. smegmatis. Les auteurs spéculent donc un role de 1’activité

MsrA dans le ralentissement de la mise en place des défenses de 1’héte (Douglas et al., 2004).

IV. 4. Implication dans le vieillissement cellulaire et dans les pathologies

humaines

IV. 4.1 Les Msr : des enzymes « anti-dge »

Si on compare le taux de protéines oxydées au niveau de leurs résidus MetSO au
niveau du foie et des reins de jeunes rats avec des rats de 26 mois d’age, le taux est supérieur
chez les rats plus agés. On peut d’ailleurs noter une diminution globale trés significative de
I’activité Msr de 50-60%. Cette diminution de 1’activité chez les rats agés correle avec la
diminution du taux d’ARN messagers. Par contre, cette diminution en relation avec I’age n’est
pas une généralité pour tous les tissus. Ainsi dans le cerveau, 1’activité Msr ne diminue pas
avec 1’age (Petropoulos et al., 2001).

L’implication des Msr dans le ralentissement du vieillissement cellulaire a été
démontrée dans plusieurs modéles eucaryotes comme la souris, la drosophile et la levure.
Chez la souris, I’inactivation des deux alleles du géne mSrA provoque une diminution de
I’espérance de vie de 50%. L’inactivation conjuguée des geénes codant la MsrA et la MsrB
accentue la diminution de 1’espérance de vie par rapport a 1’inactivation uniquement des deux
alleles du gene codant la MsrA (Moskovitz et al., 2001).

Chez la levure, la délétion du géne msrA diminue le taux de division de 25% alors que
la délétion du géne msrB n’a pas d’effet significatif. Par contre, la délétion des deux genes a

un effet synergique. En revanche, la surexpression de 1’activité MsrA augmente sensiblement
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la durée de vie, contrairement a la surexpression de MsrB qui n’a pas d’effet. Ces résultats
suggérent une certaine spécialisation de fonction entre les MsrA et les MsrB (Koc et al.,
2004).

La surexpression de la MsrA chez la drosophile, préférenticllement au niveau du
systéme nerveux, augmente de 70-80% leur longévité. La demande en oxygene du systeme
nerveux étant forte, on comprend aisément I’impact que peut avoir la surexpression de MsrA
dans des organes fortement exposés aux FAO. Par contre, une surexpression plus localisée au
niveau du systéme visuel n’a pas d’effets significatifs sur I’espérance de vie (Ruan et al.,

2002).

II1. 4. 2. Les maladies humaines

La pathologie de la maladie d’Alzheimer est étroitement associée au stress oxydant.
Une oxydation anormalement ¢élevée des différents composants cellulaires est caractéristique
de cette maladie (Beal, 1994). Le cerveau est un organe trés exposé au stress oxydant et doit
donc posséder en contrepartie un systeme de défense antioxydant efficace. Une des molécules
trés étudiée en relation avec la maladie d’Alzheimer est le peptide AB. Dans certaines
conditions, AP possede des propriétés d’agrégation et devient toxique pour la cellule (Walsh
et al., 2002). Le peptide contient dans sa séquence une Met35 en position C-terminale
oxydable in vivo en conditions de stress oxydant. L’oxydation de cette Met 35 est suggérée
jouer un rdle dans le processus d’agrégation. Un taux anormalement élevé de AP oxydé est
détecté dans les sujets atteints par la maladie. De plus, il a ét€¢ montré qu’il y a une activité
MsrA plus faible dans toutes les régions du cerveau étudiées en comparaison avec des sujets
sains. Le taux de transcription du géne msrA ne varie pas entre les deux populations, ce qui
signifierait que la baisse d’activité est liée a une modification post-traductionnelle de la MsrA
par les FAO ou alors a une baisse d’efficacité de la traduction (Gabbita et al., 1999). La baisse
d’activité MsrA dans le cerveau aurait comme conséquence une diminution des défenses
antioxydantes et donc une augmentation corrélée du taux de protéines oxydées, dont le
peptide AP oxydé au niveau de son résidu Met.

L’a;-antitrypsine, inhibiteur de protéase est une glycoprotéine de 52 KDa. Sa fonction
majeure est de protéger la matrice alvéolaire des poumons de la destruction par 1’¢lastase de
neutrophile. Cette protéase a sérine est en effet capable de protéolyser un grand nombre de
composants cellulaires dont I’¢élastine. Suite a 1’oxydation de deux de ses Met, une réduction

de son activité inhibitrice est observée. Ceci conduit a une protéolyse continue de 1’¢lastine
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pouvant aller jusqu’a I’emphyséme pulmonaire (Taggart et al., 2000). In vivo, il a été montré
un lien entre les dommages causés par la fumée de cigarette qui est génératrice de FAO et un
taux anormalement ¢élevé d’a;-antitrypsine oxydée chez les fumeurs (Wong et Travis, 1980).
Depuis longtemps, 1’a;-antitrypsine canine est connue pour étre un substrat de la MsrA, in
vitro. Une activité inhibitrice "normale" peut alors étre retrouvée (Abrams et al., 1981). La
MsrA jouerait donc un réle important dans la prévention de I’emphyséme pulmonaire.

La cataracte, qui conduit a une opacité du cristallin de 1’ceil, entraine une perte de
I’acuité visuelle. Ceci peut étre étroitement li€ au stress oxydant. Le cristallin de jeunes sujets
contient une faible proportion de protéines oxydées au niveau de leurs résidus Met. Ce taux de
protéines oxydées augmente proportionnellement avec 1’age. Les sujets atteints de cataracte
ont environ 45% des protéines oxydées sur leur résidus Met contrairement a des sujets sains
de la méme catégorie d’age (Truscott et Augusteyn, 1977; Garner et Spector, 1980). La MsrA,
en relation avec I’augmentation du taux de Met chez les sujets malades semble jouer un role
clef de protection des cellules du cristallin chez ’homme. Une augmentation de 1’activité
MsrA protége les cellules contre un stress oxydant alors qu’une absence d’activité suite a une
inactivation, rend les cellules du cristallin moins résistantes au stress oxydant (Kantorow et

al., 2004).

V. Distribution tissulaire et localisation subcellulaire des Msr

V. 1. Distribution tissulaire

L’expression de MsrA a été étudiée dans différents tissus chez la souris via
I’utilisation de techniques immunocytochimiques et d’anticorps anti-MsrA. Son expression a
¢été détectée dans tous les tissus étudiés : le foie, les poumons, les reins, la rétine, le cerveau, le
cceur et les macrophages. Une expression élevée est détectée dans les cellules de 1’épithélium
pigmenté de rétine dont une fonction importante est d’éliminer les FAO qui y sont présentes
en forte concentration. Il est a noter que ces cellules expriment également la catalase en
grande quantité. Dans les reins, la MsrA est plus spécifiquement exprimée dans la medulla.
Les auteurs ont méme montré que selon la localisation du neurone dans le cerveau, la MsrA
est plus ou moins exprimée (Moskovitz et al., 1996). Chez I’homme, des études montrent une
expression similaire dans ces tissus (Kuschel et al., 1999). Il semble donc qu’un tissu

fortement exposé a un stress oxydant exprime une quantité plus importante de MsrA.
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Pour les MsrB, la protéine h-CBS1 ou MsrB2 est aussi exprimée dans tous les tissus
étudiés plus particuliérement dans le coeur, les muscles squelettiques, le foie et les reins. Dans
le cerveau, son expression est moindre en comparaison des autres tissus étudiés (Jung et al.,
2002). En 1999, une équipe de chercheurs avait montré, sans avoir connaissance de la
fonction MsrB de h-CBS1 que I’expression de celle-ci augmentait dans des cellules oculaires
exposées a un stress oxydant. Une forte expression avait déja été montrée dans les muscles
squelettiques (Huang et al., 1999). MsrA et MsrB sont fortement exprimées dans les reins et
le foie suggérant donc un role important de ces deux enzymes dans la détoxication de ces

organes.

V. 2. Localisation subcellulaire

Les premicres études, montrant une spécificité de localisation subcellulaire de la
MsrA, ont été menées sur la plante Brassica napus. La présence d’une séquence signal
N-terminale de 50 acides aminés permet une localisation chloroplastique, plus précisément au
niveau de la fraction stromatique (Sadanandom et al., 1996). Chez la plante A. thaliana, deux
geénes codent deux isoformes de la MsrA. Une isoforme est localisée dans le cytoplasme et
I’autre dans le chloroplaste. L’analyse des banques de données au niveau ADN ou protéique
montre |’existence potentielle d’au moins deux MsrA chloroplastiques et trois MsrA
cytosoliques (Sadanandom et al., 2000). La multiplicité et la régulation différente de ces
geénes pourrait étre bénéfique pour la plante lui permettant une adaptation a des conditions
environnementales différentes.

Chez les mammiferes, la situation est moins complexe : un seul géne code la MsrA
(Figure 17, p. 56). La présence d’une séquence signal N-terminale de 23 acides aminés permet
sa localisation mitochondriale chez la souris et le rat (Hansel et al., 2002). Elle peut
¢galement étre localisée dans le cytosol ou le noyau, ce peptide signal pouvant étre clivé avant
import dans la mitochondrie (Vougier et al., 2003).

Récemment, des études ont été menées afin de localiser les MsrB au niveau
subcellulaire chez la souris via la technique de fluorescence en utilisant des protéines
fusionnées a la GFP. Trois isoformes de MsrB chez les mammiferes sont produites a partir de
trois ORF distinctes : MsrB1 ou SelR se situe dans le cytoplasme ou le noyau, h-CBS1 ou
MsrB2 est localisée dans les mitochondries grace a un peptide signal. Pour MsrB3, une
séquence signal située en C-terminal la localise au niveau du réticulum endoplasmique. (Kim

et Gladyshev, 2004). Chaque compartiment cellulaire est donc protégé par une MsrB.
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Mitochondrie :
MsrA
MsrB2

Reticulum
endoplasmique :

Cytoplasme : MsrB3

MSsrA
MsrB1

Noyau :
MSsrA
MsrB1

Figure 17: Schéma représentant une cellule de mammifére avec la compartimentation
subcellulaire des différentes Msr. L’activité MsrA est exprimée a la fois dans le cytoplasme, le
noyau et la mitochondrie. L’activité MsrB se localise dans les mitochondries (MsrB2), le réticulum
endoplasmique (MsrB3), le cytoplasme (MsrB1) et le noyau (MsrB1) (d’aprés Hansel et al., 2005).

Une situation différente est observée chez N. gonnohoreae qui est la seule bactérie
pour laquelle une localisation des activité Msr a été étudiée. L’activité Msr est présente au
sein d’un polypeptide multidomaine appelé PilB dans lequel les activités MsrA et MsrB sont
fusionnées. PilB possede également un domaine N-terminal de fonction inconnue avec une
séquence peptide signal. Celui-ci permet le transport de PilB dans le périplasme de la bactérie.
Une protéine cytoplasmique composée uniquement de la fusion des domaines MsrA-MsrB,
suite a un processus de réinitiation interne de traduction est aussi générée. Les auteurs ont
montré un role de PilB dans le périplasme comme premicre barricre de défense suite a une

exposition a H,O, (Skaar et al., 2002).
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VI. Propriétés des MsrA et des MsrB

Des études menées in vivo ont montré que la présence du réducteur Trx était
indispensable a 1’activité Msr dans E. coli et S. cerevisiae. En effet, une souche auxotrophe
pour la Met dont le géne trxA ou trxB (TrxB étant le réducteur physiologique de la Trx), avait
¢été inactivé, est incapable de se développer sur un milieu de culture minimum supplémenté en
MetSO (Russel et Model, 1986; Lin, 1999). In vitro, la Trx peut étre remplacée par un
réducteur artificiel comme le DTT (Brot et Weissbach, 1991; Grimaud et al., 2001; Olry et
al., 2002).

VI. 1. Spécificité de substrat

Plusieurs études ont montré que la MsrA reconnait aussi bien les MetSO libres que
celles intégrées dans un polypeptide. D’autre part, il a ét¢é démontré une reconnaissance
stéréospécifique de I’isomere S de la fonction sulfoxyde.

En effet, des études portant sur la MsrA de S. cerevisiae, qui réduit les isoméres D et L
de la MetSO montrent une reconnaissance stéréosélective de la D,L-Met-S-SO. De plus, la
présence d'un exces de l'isomere R par rapport a I’isomére S ne semble pas affecter la
réduction de l'isomére S, suggérant que l'isomeére R n'entre pas en compétition avec l'isomere
S (Moskovitz et al., 2000).

La spécificité de substrat de la classe des MsrB a ét¢ démontrée. D’une part,
I’oxydation des huit résidus Met de la calmoduline en MetSO est réversée entiérement par
incubation simultanée de la MsrA et de la MsrB alors que seulement quatre résidus en
moyenne sont réduits aprés incubation uniquement avec MsrA ou MsrB (Grimaud et al.,
2001). Ces résultats suggéraient fortement une spécificit¢ complémentaire de MsrA et de
MsrB. Comme je vais vous le présenter dans la partie Résultats, la MsrB de N. meningitidis
présente effectivement une spécificité vis-a-vis de I’isomére R. Ceci a pu étre montré en
utilisant de la L-Met-R-SO et de la L-Met-S-SO (Olry et al., 2002). Enfin, des études ont
également démontré la spécificité de substrat vis-a-vis de I’isomere R de la MsrB a sélénoCys

(SelR) de souris (Kryukov et al., 2002) et de la MsrB de S. aureus (Moskovitz et al., 2002).

57



Etude bibliographique

VI. 2. Mécanisme catalytique

Les MsrA et les MsrB jusqu’a présent étudiées, présentent un méme mécanisme
catalytique (Boschi-Muller et al., 2000; Olry et al., 2002) (Figure 18, p. 59). Des études
effectuées au Laboratoire ont montré qu’il s’agit d’un mécanisme de type ping-pong pour les
MsrA (Boschi-Muller et al., 2001). Ainsi, dans un premier temps, la MetSO est réduite avec le
relargage d’une mole de Met par mole d’enzyme. L’enzyme oxydée est ensuite régénérée par
la Trx. Plus précisément, notre équipe a montré que le mécanisme peut se décomposer en au
moins trois étapes (Boschi-Muller et al., 2000; Olry et al., 2002; Antoine et al., 2003; Olry et
al., 2004).

Dans une premiere étape, la Cys catalytique réalise une attaque nucléophile sur I’atome
de soufre de la fonction sulfoxyde. Ceci conduit a la formation d’un état de transition dont le
réarrangement engendre la libération d’une molécule de Met avec la formation d’un
intermédiaire acide sulfénique sur la Cys catalytique. Cette premicre étape est trés rapide. Lors
de la deuxieme étape, la Cys dite de régénération, attaque I’intermédiaire acide sulfénique
entralnant ainsi la formation d’un pont disulfure intramoléculaire et la libération d’une
molécule d’eau. La vitesse de formation de ce pont disulfure est limitée par celle de formation
de I’intermédiaire acide sulfénique. Ces deux étapes ne sont pas cinétiquement limitantes dans
le processus global, I’étape cinétiquement limitante étant associée a la troisiéme étape. Celle-ci
consiste en la régénération de I’enzyme sous forme active via la réduction du pont disulfure

intramoléculaire par la Trx.
VL. 3. Structure tridimensionnelle
Bien que les MsrA et les MsrB présentent un méme mécanisme catalytique, ces deux

protéines n’ont pas d’identit¢ au niveau de leur structure primaire et ont des structures

tridimensionnelles différentes.
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Figure 18 : Mécanisme catalytique proposé pour les Msr a deux Cys essentielles (cas des Msr de N. meningitidis) (d’aprés Olry et al., 2002).

L'attaque nucléophile de la Cys X catalytique sur I'atome de soufre de la fonction sulfoxyde du substrat conduit a la formation d'un "état de transition" (étape
IA). La migration sigmatropique 1,3 du groupement hydroxyle de cet "état de transition" permet la libération d'une molécule de Met et la formation d'un
intermédiaire acide sulfénique sur la CysX (étape IB). Une catalyse acide doit permettre 1) d’augmenter le caractére électrophile du soufre du sulfoxyde et
donc de permettre 1’attaque du thiolate de la CysX et, 2) favoriser le réarrangement sigmatropique 1,3. L'étape Il conduit a la formation du pont disulfure
CysX/CysY via I’attaque de la CysY sur I’atome de soufre de I’intermédiaire acide sulfénique, le départ du groupement OH™ doit étre favorisé par une catalyse
acide assistée. Dans 1’étape III, le pont disulfure CysX-CysY est réduit par Trx (dans le cas de la MsrA d’E. coli une troisiéme CysZ attaque le pont disulfure
CysX/CysY formant un nouveau pont Cys Y/Cys Z alors réduit par la Trx). RSOCHj; et RSCHj; représentent respectivement la MetSO et la Met. Pour la MsrA
de Bacillus subtilis, CysX = Cys51 et CysY = Cys54. Pour la MsrA de N. meningitidis, CysX = Cys51 et CysY = Cys198. Pour la MsrA d’E. coli, CysX =
Cys51, CysY= Cys198 et CysZ = Cys206. Pour la MsrB de N. meningitidis, CysX = Cys117 et CysY = Cys63. Pour la MsrB de X. campestris, CysX =

Cysl17 et CysY = Cys31.
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VI. 3. 1. MstA

Actuellement les structures tridimensionelles des MsrA d’E. coli, de B. taurus et de
M. tuberculosis ont été obtenues par diffraction aux rayons X (Téte-Favier et al., 2000;
Lowther et al.; 2000; Taylor et al., 2003) (Figure 19). Elles possédent un repliement qui ne
présente aucune similarité avec le repliement de protéines retrouvées dans les banques de
données structurales.

Les MsrA sont des enzymes monomériques de 170 a 211 acides aminés ne présentant
entre elles que des différences structurales mineures. Leur structure tridimensionelle est
composee :

- 1) d’une partie centrale de 140 acides aminés appelée corenzyme correspondant aux
acides aminés 43 a 194 et qui contient 4 hélices-o., 8 brins-f3 ainsi que des coudes-f. C’est
dans cette partie que se situe le site actif contenant la Cys51 qui se trouve positionnée a
I’extrémité N- terminale de 1’hélice-a;. Cette partie corenzyme est suffisante pour catalyser la

réduction de la MetSO en présence de DTT (Boschi-Muller et al., 2001).

/ | Corenzyme (140 acides aminés)

Partie C-termipale 8 brins B, 4 hélices o
(29 acides aminés)

Partie N-terminale
(42 acides aminés)

Figure 19 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la MsrA d’E. coli (d’aprés Téte-Favier et
al., 2000). La position des trois Cys (51, 198 et 206), impliquées dans le mécanisme, est indiquée par une étoile
bleue. Les structures secondaires en hélices-a sont représentées en rouge et celles en brins-f sont représentées en
vert. La molécule de cacodylate liée covalemment a la Cys51 n’est pas représentée.
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Deux ¢éléments structuraux distinguent les trois structures. Le premier concerne une hélice-a
supplémentaire qui connecte les brins-f, et B;. Dans la MsrA de M. tuberculosis, 4 résidus
sont absents dans cette région ce qui améne a une structuration en boucle. La seconde
différence significative concerne les résidus compris entre 1’Alal59 et ’Argl67. Alors que
pour les MsrA d’E. coli et de B. taurus, ils sont situés a la fin de 1’hélice-a3, la MsrA de
M. tuberculosis a une hélice-a; raccourcie interrompue par un coude.

- 2) d’une extrémité N-terminale d’une quarantaine d’acides aminés ne possédant pas de
d’hélice-a et de brin-3 mais qui est stabilisée par un grand nombre de liaisons hydrogene et de
contacts de Van der Waals avec le corenzyme. Pour I’instant, aucun rdle structural n’a été
attribué a cette extrémité, sa délétion n’entrainant pas de modification de I’activité. D’ailleurs,
en inspectant les alignements de séquences, un grand nombre de MsrA ne possede pas cette
extrémité N-terminale. C’est le cas des MsrA de B. subtilis et M. tuberculosis qui ont été
montrées €tre aussi actives.

- 3) d’une extrémité C-terminale sans élément de structure secondaire qui montre des
différences significatives au niveau de la structure primaire. Cette partie n’interagit pas avec le
corenzyme et semble flexible. Pour la MsrA d’E. coli, elle est composée de 29 acides aminés.
Elle est observable uniquement parce qu’il existe dans le cristal un pont disulfure entre la
Cys206 et un résidu Cys d’un autre monomere de 1’unité asymétrique, composée de trois
monomeres de MsrA, qui semble la stabiliser. Pour la MsrA de B. taurus, la Cys198 est lié¢e
via une molécule de DTT ala Cys51.

Dans les structures tridimensionelles, les distances observées entre les thiols des
Cys51/198 et Cys198/206 (uniquement pour les MsrA d’E. coli et de B. taurus) sont
incompatibles avec la formation d’un pont disulfure. Ceci implique que cette partie doit étre
flexible pour permettre la formation des ponts disulfures. Ceci est en accord avec le fait
qu’aucune densité €lectronique n’est clairement visible au niveau de cette partie C-terminale
pour la MsrA d’E. coli (pour le monomére dans I’unité cristalline pour lequel la partie
C-terminale n’est pas stabilisée par un pont disulfure) et qu’elle est composée de nombreux
résidus Gly (Téte-Favier et al., 2000).

Le site actif des MsrA est trés évasé et se situe en surface de la protéine lui permettant
d’accepter des substrats de taille variable. Le site actif est composé d’un grand nombre de
résidus aromatiques et de résidus permettant de former des liaisons hydrogene. Bien que la
structure tridimensionelle d’un complexe enzyme-substrat ne soit pas disponible, le site actif

des trois structures décrites est occupé par une molécule pouvant mimer soit un état de
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transition ou un intermédiaire dans la MsrA d’E. coli (Figure 20), soit le complexe Michaélien
enzyme-substrat dans les MsrA de B. taurus (Figure 21) et de M. tuberculosis
(Figure 22, p. 63).

His186

Tyr189

(CH3),As-Cys51

Figure 20: Représentation de la structure du site actif de la MsrA d’E. coli (d'aprés Téte-Favier
et al., 2000). Le site actif de la forme cristallisée est présent avec la Cys51 catalytique sous la forme
d’un adduit diméthyl arsenate. Les chaines latérales des résidus invariants Glu94, Tyr82, Tyr134,
Phe52, Trp53, His186 et Tyrl89 présents autour de la chaine latérale de la Cys51 catalytique sont
représentés. R et CH3 de 1’adduit diméthyl arsenate représentent respectivement la chaine latérale et le
groupement méthyle de la Met-S-SO.

B —a

Figure 21: Représentation de la structure du site actif de la MsrA de
M. tuberculosis dans lequel une MetSO est modélisée en remplacement d’une Met (d'apreés
Taylor et al., 2003). Le dipeptide His-MetSO est représenté en violet, les acides aminés du site actif
en jaune. La molécule d’H,O est représentée en rouge foncé. Les traits pointillés représentent les
liaisons hydrogéne potentielles.
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Tyr197

Cys 198)

L—

Figure 22: Représentation de la structure du site actif de la MsrA de
B. taurus dans lequel un substrat sulfoxyde est modélisé (d'aprés Lowther et al., 2000). A partir
de la molécule de DTT, qui ponte dans la structure 3D les Cys51 et Cys198 du méme monomere, la
chaine latérale d’une MetSO a été modélisée (représentée en bleu). Les chaines latérales des acides
aminés du site actif sont représentées en vert (Cys51, Trp53, Phe52, Tyr82, Tyr134, Asp129, Glu94).
Les traits pointillés représentent les liaisons hydrogéne potentielles.

De I’examen de ’ensemble de ces structures, ainsi que celui des résidus conservés
dans les MsrA, il ressort que, 1) le groupement méthyle de la MetSO doit étre localisé dans
une poche hydrophobe constituée des résidus conservés Phe52 et Trp53 (le Trp53 étant lui-
méme stabilisé par des interactions de type « stacking » et liaisons hydrogéne respectivement
avec les résidus Tyr189 et His186), 2) un des oxygenes du résidu Aspl129 forme une liaison
hydrogéne avec le groupement NH du squelette du substrat MetSO, 1’autre oxygeéne faisant
une liaison hydrogeéne avec le résidu conservé Tyr197, 3) le noyau aromatique du résidu
Tyr197 forme une interaction de type H-m avec la liaison peptidique entre le groupement NH
de la MetSO et le groupement CO du résidu adjacent et; 4) les résidus Tyr134, Tyr82 et Glu94
forment une interaction de type liaison hydrogéne avec un atome d’oxygeéne qui pourrait

mimer I’oxygene de la MetSO ou celui de I’intermédiaire acide sulfénique.

VI. 3. 2. MsrB

Deux structures obtenues par diffraction aux rayons X ont été résolues : celles des

MsrB de N. gonorrhoeae et de N. meningitidis. Ces MsrB constituent le domaine C-terminal

63



Etude bibliographique

de la protéine PilB (Lowther et al., 2002; Kauffmann et al., 2002; Kauffmann, résultats non
publiés).

Les MsrB de N. gonorrheae et de N. meningitidis sont des enzymes monomériques de
146 acides aminés. Elles présentent une structure tridimensionnelle totalement différente de
celle des MsrA avec un repliement essentiellement de type-p. Le cceur de l'enzyme MsrB est
formé de deux feuillets  antiparalléles twistés, composés respectivement de 3 et 5 brins. Ces

feuillets B sont flanqués de trois hélices a et de cinq hélices-31¢ (Figure 23).

al

o2
Site putatif de
fixation d’un

cation
Molécule de

cacodylate

Figure 23: Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la MsrB de
N. gonorrhoeae (d’aprés Lowther et al., 2002). La position de la Cys catalytique 117 impliquée dans
le mécanisme est indiquée par une fléche. Les hélices-a sont représentées en rouge et les brins-f§ sont
représentés en bleu. Les chaines latérales des résidus équivalents aux résidus Cys, permettant la
fixation d'un métal dans les MsrB a métal, sont également représentées. La position du métal est ici
occupée par une molécule d'eau représentée en bleu. La molécule de cacodylate présente dans le site
actif mimerait le substrat MetSO. Pour la MsrB de N. meningitidis, le site actif n’est pas occupé par
une molécule de cacodylate mais le positionnement des résidus reste le méme.

Le brin-fg sous-tend la Cys catalytique 117. La Cys63 impliquée dans le recyclage de
l'activité réductase se trouve positionnée dans une boucle entre B; et B,. La distance de 3,2 A
entre son atome de soufre et celui de la Cys117 est compatible avec la formation du pont

disulfure intramoléculaire. La localisation en surface du site actif de la MsrB et en particulier
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des Cysl117 et Cys63, doit permettre une bonne accessibilité du site actif au substrat et du
pont disulfure Cys117-Cys63 a la Trx. Contrairement aux MsrA, le site actif des MsrB

contient peu d’acides aminés aromatiques conservés excepté le Trp65 (Figure 24).

|
Glu9l

Figure 24 : Représentation de la structure du site actif de la MsrB de
N. gonorrhoeae (d’apreés Lowther et al., 2002). Les résidus Thr26, Asp82, Glu91, ne sont pas
représentés pour plus de clarté. Le résidu Asp82 est en interaction via une liaison hydrogéne avec
I’azote & de 1’His103, qui elle-méme établit une liaison hydrogeéne via son azote & avec un des
oxygenes du cacodylate. Le résidu Glu91 établit une liaison hydrogene avec I’azote 6 de ’His100, qui
elle-méme établit une liaison hydrogene via son azote € avec une molécule d’eau présente au sein du
site actif.

L’inspection de la structure du site actif de la MsrB de N. gonorrhoeae révéle la
présence d’une molécule de cacodylate non liée covalemment qui provient du milieu de
cristallisation. Elle pourrait étre un bon modele mimant le substrat MetSO fixé dans le site
actif. C’est ainsi que les auteurs postulent que 1I’oxygene du cacodylate établit une interaction
de type liaison hydrogene avec le résidu invariant His103 qui, lui-méme, établit une liaison

hydrogéne avec le résidu invariant Asp82. Cette interaction pourrait mimer une interaction
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entre I’oxygene du sulfoxyde de la MetSO et ’His103. L’un des deux groupements méthyles
du cacodylate est localisé dans une poche hydrophobe formée de la chaine principale de la
Cys63 et de la chaine latérale du Trp65, résidu également invariant. Ce méthyle pourrait en
fait représenter le positionnement du méthyle de la MetSO. De plus, un réseau d’interactions
décrit entre les résidus Aspl107, Argl15 et Cys117 aurait pour role d’abaisser le pKy,, de cette
derniére, favorisant ainsi 1’attaque du thiolate sur le sulfoxyde de la MetSO. Enfin, il est a
noter qu'une molécule d’eau est visualisée dans le site actif. Elle est en interaction avec
I’His100 qui elle-méme est en interaction avec le résidu GIlu91.

Contrairement a la classe des MsrA, les MsrB sont décrites présenter quelques
similitudes structurales avec deux autres protéines : Mss4 et TCTP et ce malgré des structures
primaires différentes. L’inspection des structures tridimensionnelles révéle 1’existence de
deux boucles situées a I’opposé du site actif. Cette partie est superposable a une partie de la
structure tridimensionelle des enzymes de type Mss4 (impliquées dans la régulation de la
protéine Rab qui est un facteur d’échange GTP/GDP) (Zhu et al., 2001) qui fixe le Zn*" via
deux signatures CXXC (Yu et Schreiber, 1995).

V1. 4. Sous classes de Msr

VL. 4. 1. MsrA

L'examen, par alignement, des structures primaires des MsrA biochimiquement
caractérisées et actives ainsi que des séquences putatives extraites des banques de données,
couplé aux données existantes concernant le mécanisme et la structure des MsrA d'E.coli et de
B. taurus, a permis de proposer l'existence de plusieurs sous-classes de MsrA en fonction de
la présence ou de l'absence des Cys de recyclage 198 et/ou 206 et/ou 54. L’ensemble de ces
sous-classes est détaillé en se basant sur la numérotation de la MsrA d’ E. coli (Figure 25, p.
67).

- La premieére sous-classe est représentée par les MsrA d'E. coli et de B. taurus,
avec une longueur d'environ 220 acides aminés et la présence des Cys198 et 206 impliquées
dans la régénération de la Cys51. La Cys51 est présente dans le motif conservé
>1CysPheTrpGly™, alors que la Cys198 est présente dans le motif '*°GlyTyrCysGly'”. Une
séquence riche en glycines sépare la Cysl198 et la Cys206. L’ensemble des structures

primaires de cette sous-classe posseéde la partie N-terminale.
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Figure 25 : Alignement des séquences des MsrA d’E. coli, B . taurus, N. meningitidis, M. tuberculosis, B. subtilis et R. capsulatus. Ces enzymes sont
représentatives d’une des trois sous-classes de MsrA, qui different par la position et le nombre des résidus Cys impliqués dans le mécanisme de recyclage (E. coli
et B. taurus: Cys51/Cys198/Cys206, N. meningitidis : Cys51/Cys198; B. subtili : Cys51/Cys54; R. capsulatus : Cys51). La numérotation utilisée est basée sur
celle de l'enzyme d'E. coli. Les structures secondaires indiquées sont celles correspondant a l'enzyme d'E. coli (Téte-Favier et al., 2000): les hélices-a. sont
indiquées par des traits rouges, les brins-f3 par des fleches bleues. Les résidus Cys sont indiqués en couleur rouge. La séquence consensus présente des résidus
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conserves a plus de 90 % dans les séquences de MsrA putatives extraites des banques génomiques (génomes entiérement séquences).
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- La deuxiéme sous-classe différe de la premicre par I'absence de la Cys206.
C’est le cas par exemple des MsrA de N. meningitidis et de M. tuberculosis. La Cys51 est
aussi dans le motif *'CysPheTrpGly™* excepté pour la MsrA de Treponema pallidum pour
laquelle la Gly54 est remplacée par une sérine. Pour la Cys198, deux cas se présentent : soit
elle est présente dans un motif *°GlyTyrCysHis'® soit, dii a4 I’insertion de résidus entre la
Tyr197 et la Cys198, elle est présente dans un motif : *°GlyTyrCysHis'*’ comme c’est le cas
pour la MsrA de M. tuberculosis.

- Une autre sous-classe est représentée par l'enzyme de B. subtilis qui ne
posséde ni la Cys206 ni la Cys198 mais un résidu Cys supplémentaire en position 54. Le
motif dans lequel se trouve la Cys 51 est donc *'CysPheTrpCys>.

- La MsrA putative de R. capsulatus qui ne posséde que la Cys51, pourrait
constituer une quatrieme sous-classe. Il est a noter qu’aucune ¢tude n’a pour I’instant montré
I’existence d’une activité Msr portée par cette protéine. Si c’est le cas, I’'unique présence de la
Cys51 implique I’intervention d’un mécanisme de régénération de 1’activité réductase

différent.

VI. 4. 2. MsrB

Au niveau des MsrB, plusieurs sous-classes peuvent aussi étre définies en fonction du
mécanisme de recyclage de la Cys catalytique. Toutes possedent la Cysl17 catalytique
comprise dans un motif ''°*TyrCyslle/ValAsn'"® (Figure 26, p. 69).

- La premiere sous-classe qui représente 60% des MsrB putatives est
représentée par la MsrB de N. meningitidis qui posséde comme nous I’avons vu
précédemment une Cys de recyclage en position 63 dans un motif conservé “CysGlyTrpPro®
qui intervient dans 1’étape de recyclage de 1’activité MsrB en formant un pont disulfure
intramoléculaire Cys117-Cys63.

- Une deuxiéme sous-classe (5% des MsrB) est représentée par la MsrB
biochimiquement caractérisée et active de X. campestris dans laquelle la Cys63 est absente et
est remplacée par une Cys en position 31 (Neiers et al., 2004). 11 est a noter que si on admet
que la structure la MsrB de X. campestris est superposable a celle de la MsrB de N.
meningitidis, la distance entre la Cys117 et la position 31 n’est pas compatible avec la
formation d’un pont disulfure dans la MsrB de X. campestris, sauf réorganisation

conformationnelle locale importante.
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Figure 26 : Alignement des séquences des MsrB de E. coli, N. meningitidis, X. campestris, R. capsulatus et H. sapiens. Les MsrB peuvent étre divisées en
trois sous-classes selon le nombre et la position de Cys impliquées dans le mécanisme de recyclage : 1 Cys63 (cas de N. meningitidis et E. coli) ou 1 Cys60
(cas de H. sapiens), aucune Cys (cas de R. capsulatus), 1 Cys32 (cas de X. campestris). Parmi les MsrB, certaines possédent 4 Cys supplémentaires,
impliquées dans la fixation d’un métal (cas de E. coli, R. capsulatus et H. sapiens). La protéine humaine SELX est un cas particulier ot la Cys catalytique est
remplacée par un résidu sélénoCys (U). La numérotation utilisée est celle de 1'enzyme d'E. coli. Les structures secondaires indiquées sont celles correspondant
a I'enzyme de N. gonorrhoeae (Lowther et al., 2002) : les hélices-a sont indiquées par des traits rouges, les brins-f par des fléches bleues. Les résidus Cys
impliqués dans la chélation d’un ion métallique sont indiqués en vert, les Cys impliquées dans le mécanisme catalytique sont indiquées en rouge, les autres
Cys sont indiquées en bleu sont indiquées en rouge. La séquence consensus présente les résidus conservés a plus de 90 % dans les séquences de MsrB
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putatives extraites des banques génomiques (génomes entiérement séquences).
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- La troisieme sous-classe, dont fait partie la MsrB de R. capsulatus, et qui
représente 30% des MsrB ne possede pas de Cys de recyclage. Ceci implique donc, comme
pour la MsrA de R. capsulatus un mécanisme de régénération de 1’activité réductase différent
via la réduction directe de 1’acide sulfénique (elle peut éventuellement étre remplacée par une
sélénocystéine). Il est a noter que chez les mammiferes la protéine a activit¢ MsrB SEL ne
possede pas une Cys en position 117 mais une sélénocystéine. C’est le cas de la MsrB
humaine SELX ou de souris SELR (Kryukov et al., 2002).

A Dintérieur de ces sous-classes, on peut noter la présence, comme c’est le cas
pour la MsrB d’E. coli, de X. campestris, humaine, murine ou de R. capsulatus, de deux
motifs *CXXC* et *CXXC"" qui permettent la fixation d’un métal de type Zn>" (Kryukov et
al., 2002; Neiers et al., 2004).

VII. Organisation génomique des Msr

Les MsrA et MsrB, de par leur stéréospécificité inverse vis-a-vis de la MetSO,
permettent une réduction complete des MetSO et donc de régénérer 100% des Met oxydées.
D’autre part, la régénération de I’activité réductase nécessite 1’intervention d’un réducteur. La
complémentarité fonctionnelle des MsrA et MsrB ainsi que la nécessité pour cette famille
d’enzymes d’étre régénérée via un réducteur a peut-étre conduit certains organismes a
privilégier une organisation génomique particuliere, comme nous allons le voir dans ce

chapitre (Figure 27, p. 72).

VII. 1 Chez les bactéries

Comme dans beaucoup de bactéries, les génes msrA et msrB chez E. coli constituent
deux unités transcriptionnelles distinctes. Dans le cas de B. subtilis, ils sont localisés dans un
méme opéron. Le nombre de copies varie selon I’organisme considéré. Cette multiplicité
pourrait refléter la nécessité pour la bactérie d’exprimer telle ou telle Msr en fonction de
conditions environnementales différentes. Une fusion de genes msrA-msrB est ainsi retrouvée
chez S. aureus mais la multiplicité des génes codant la MsrB fait que deux sur les trois sont
codés dans une unité transcriptionnelle indépendante. Vibrio cholerae comporte plusieurs
copies de génes msrA et msrB, certains des génes msr codent pour des ORF indépendantes et

d’autres pas. Dans le cas d’Helicobacter pylori, une seule ORF conduit a I’expression d’une
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protéine fusionnée MsrA-MsrB. Pour N. meningitidis, cette organisation est retrouvée hormis
la présence d’une séquence supplémentaire en 5’ codant un domaine pouvant participer a la
régénération des activités Msr de PilB (Wu et al., 2005). Cependant, dans la majorité des cas,
les deux protéines sont traduites a partir d’ORF indépendantes. L’interrogation des banques
de données protéiques des génomes bactériens actuellement s€équencés montre que certaines
bactéries possedent uniquement un géne codant MsrA ou alors, dans de rares cas aucun gene
msrA ou msrB n’est semble-t-il présent comme dans la bactérie intracellulaire Chlamydiae

muridarum.

VII. 2 Chez les archaea

Une organisation moins complexe est retrouvée chez les archaea. Aucune fusion de
géne MSr n’est observée et généralement, les deux génes msrA et msrB codent des ORF
indépendantes. Dans la majorité des cas, les archaea dont les génomes sont connus ne
possédent aucun des deux génes. C’est le cas par exemple de Aeropyrum pernix ou
Archaeglobus fulgidus. Ces archaea se développent dans des conditions extrémes a des
températures ou 1’oxygeéne est peu présent. On pouvait donc supposer que la teneur en FAO
étant tres faible, exprimer une activité Msr pour ces archeae, ne serait pas nécessaire.

Cependant, dans quelques cas d'archaea et de bactéries hyperthermophiles, aucun des
geénes msr n'est présent sans qu’il y ait de corrélation avec le caractére aérobie ou non de

l'organisme (Kumar et al., 2002).

VII. 3 Chez les eucaryotes

Comme pour les archaea, I’organisation génomique chez les eucaryotes est moins
complexe avec des Msr traduites a partir d’ORF indépendantes. Chez les mammiferes, en
général trois genes différents codent les MsrB (cas de H. sapiens) contrairement a la MsrA
qui n’est codée que par un seul geéne. Chez des eucaryotes comme, D. melanogaster ou

Caenorhabditis elegans, les génes msrA et msrB ne sont présents qu’en une seule copie.
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Organisme Fresence Presence Organisation génomique
g msrA msrB g & q
Bactéries
Escherichia coli n n — —
B. SUthIIS + + - a—
S- aureus + + e —— e—
—-
V. cholerae + + e—
—- —-
H. pylori " + ————
N. meningitidis n n ——
Ureaplz_alsma N i —
urealyticum
C. muridarum - -
Archae
Halobacterium sp + + — —
Sulfolobus n i ——
sulfariticus
A..pernix - -
Eucaryotes
" -
H. sapiens —
——- —-

Figure 27 : Représentation des différentes organisations génomiques des génes msrA et
msrB. Les traits de couleur rouge et bleu représentent, respectivement, les ORF correspondant
aux geénes mMsrA et msrB. Le trait de couleur verte représente la partie codant le domaine N-
terminal du géne de pilb, qui a ét¢ montré, récemment par notre équipe, participer au

recyclage des activités Msr (d’aprés Wu et al., 2005).

72



Obijectifs

OBJECTIFS

Mon projet initial concernait la caractérisation fonctionnelle de deux domaines de la
protéine PilB N. meningitidis. Comme décrit dans la partie Introduction, PilB est composée de
trois domaines : un domaine central apparenté aux MsrA et des domaines N- et C-terminaux
qui étaient de fonction inconnue lorsque ce projet a démarré en 2000. Le fait que les domaines
soient fusionnés suggerait un réle potentiel en synergie, éventuellement dans la régénération
de I’activité MsrA. La stratégie retenue pour étudier ces trois domaines a été de les produire
en tant qu’entités indépendantes. Dans ce cadre, je me suis intéressé plus particulierement au
domaine central et au domaine C-terminal. Au niveau du domaine MsrA, se posait notamment
la question de savoir quel était le mécanisme de régénération de I’activité réductase. En effet,
seul le mécanisme de la MsrA d’E. coli était connu, qui impliquait la formation de deux ponts
disulfures successifs entre les Cys51-Cys198 puis Cys198-Cys206 comme cela a été décrit
dans la partie Introduction. Or, la Cys206 n’est pas présente dans la MsrA de N. meningitidis.
Parallelement a mon travail, I’équipe du Pr F. Barras a Marseille avait mis en évidence
I’existence chez E. coli d’une MsrB, qui était homologue en séquence au domaine C-terminal
de PilB (Grimaud et al., 2001). Ceci suggérait que ce domaine portait une activité MsrB. La
découverte de cette nouvelle activité MsrB posait la question du mécanisme catalytique de
cette nouvelle classe de Msr qui ne présente aucune identité de structure primaire avec la
classe des MsrA. En particulier, ce mécanisme implique-t-il comme pour les MsrA, la chimie
de I’acide sulfénique et le recyclage de I’activité réductase passe-t-il par la formation d’un
pont disulfure intramoléculaire, suivi de sa réduction par la Trx ?

A la suite de ces travaux, mon projet s’est ensuite orienté vers I’étude des MsrB au
niveau catalyse, spécificité structurale et relations structure-fonction. L’alignement des
structures primaires des MsrB putatives disponibles dans les banques génomiques montre
qu’elles présentent entre elles un taux d’identité toujours supérieur a 30% et permet
d’identifier plusieurs résidus conservés, pouvant intervenir dans la reconnaissance structurale
et/ou dans la catalyse. L étude du role des différents acides aminés conservés a été débutée.
Dans ce cadre, je me suis consacré plus particulierement a I’étude de ceux potentiellement
impliqués dans la catalyse. Les MsrA et MsrB ne présentant aucune identité de séquence, les
structures tridimensionnelles des MsrA et des MsrB devraient étre probablement différentes.
Nous avons donc entrepris, en collaboration avec les équipes de Biocristallographie dirigée
par le Dr A. Aubry (UMR 7036 CNRS-UHP, Nancy |) et de RMN des protéines dirigée par le
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Dr M. T. Cung (UMR 7568 CNRS-INPL, Nancy 1), la détermination de la structure
tridimensionnelle de la MsrB de N. meningitidis.

Le fait que les études de Grimaud et al. (Grimaud et al., 2001) avaient montré que
I’activité MsrB était également Trx-dépendante suggérait qu’il existait une reconnaissance
entre les MsrB et la Trx. Or, assez peu d’informations sont actuellement disponibles sur les
interactions spécifiques entre la Trx et ses cibles. Pour aborder cette problématique, il était
nécessaire de connaitre préalablement quelle était la Cys dans le pont disulfure
intramoléculaire des MsrB qui formait un intermédiaire avec la Trx. Cette étude a été menée
via une collaboration avec le Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-Organique dirigé
par la Dr A. Van Dorsselaer (UMR 7509 CNRS-ULP, Strasbourg).

Enfin, I’examen des alignements de structures primaires des MsrB montrait la
présence, pour environ 50% d’entre elles, de deux motifs CXXC potentiellement impliqués
dans la coordination d’un métal. Nous avons entrepris d’étudier le réle de ce site putatif de
fixation du métal. Pour cela, une étude comparative des propriétés catalytiques et structurales
des MsrB d’E. coli (qui possede les deux motifs CXXC) et de N. meningitidis (qui ne posséde
pas ces deux motifs) et dans laquelle on a introduit les deux motifs CXXC, a été entreprise.
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PARTIE I :

Mécanisme catalytique et
stéreospeécificité des Msr de PilB
de N. meningitidis

Publication n°® 1:

A. Olry, S. Boschi-Muller, M. Marraud, S. Sanglier-Cianferani,
A. Van Dorsselaer and G. Branlant. (2002).
Characterization of the methionine sulfoxide reductase activities of
PILB from Neisseria meningitidis.

J. Biol. Chem., 277, 12016-22.






Résultats Partie |

La protéine PilB est composée de 533 acides aminés incluant la séquence peptide
signal. C’est une protéine a trois domaines : un domaine N-terminal d’environ 140 acides
aminés avec une signature CXXC qui était de fonction inconnue lorsque j’ai débuté ma these,
un domaine central d’environ 200 acides aminés homologue aux MsrA et un domaine C-
terminal d’environ 180 acides aminés homologue aux MsrB. L’alignement de la séquence du
domaine MsrA avec les séquences des MsrA disponibles dans les banques montrait la
présence de deux résidus Cys, un en position équivalente a la Cys51 catalytique de la MsrA
d’E. coli, I’autre en position équivalente a la Cys198 de recyclage (Figure 28). Ceci suggérait
que le mécanisme de la MsrA de N. meningitidis devait étre similaire a celui précédemment
décrit pour la MsrA d’E. coli, mais avec formation d’un seul pont disulfure entre les Cys51 et

198, réductible par la Trx.

N. menin. (PilB) MKHRTFFSLCAKFGCLLALGACSPKIVDAGAATVPHTLSTLKTADNRPASVYLKKDKPTL IKFWASWCPLCLSEL
E. coli (MSrA) @
E. coli (MSrB) = —————m
N. menin. (PilB) GQTEKWAQDAKFSSANL ITVASPGFLHEKKDGDFQKWYAGLNYPKLPVVTDNGGT IAQSLNISVYPSWALIGKDS
E. coli (MsrA) - —-———
E. coli (MsrB) = -
51

1 10 20 30 40 * 60
N. menin. (PilB) DVQRIVKGS INEAQALAL IRDPNADLGSLKHSFYKPDTQKKDSKIMNTRT I YLAGGCFWGLEAYFQRIDGVVDAV
E. coli (MsrA) —-—-—--MSLFDKKHLVSPADALPGRNTPMPVATLHAVN-GHSMTNVPDGME 1A FAMGCFWGVERLFWQLPGVYSTA
E. coli (MSrB) = ————

70 80 90 100 110 120 130 140

N. menin. (PilB) SGYANGNTKNPSYEDVSYRHTGHAETVKVTYDADKLSLDD ILQYFFRVVDPTSLNKQGNDTGTQYRSGVYYTDPA
E. coli (MsrA) AGYTGGYTPNPTYREVCSGDTGHAEAVRIVYDPSV I SYEQLLQVFWENHDPAQGMRQGNDHGTQYRSAIYPLTPE
E. coli (MsyrB) - -

150 160 170 180 190 1P200 2 210
N.menin. (PilB) EKAVIAAALKR----- EQQKYQLPLVVENEPLKNFYDAEEYHQDYL IKNPNGYCH 1D IRKADEPLPGKTKTAPQG
E. coli. (MsrA) QDAAARASLERFQAAMLAADDDRHITTEIANATPFYYAEDDHQQYLHKNPYGYCGIGGIGVCLPPEA-——————-
E. coli (MsyB) -\

1 10 20 30 40 50 60 §3
KGFDAATYKKPSDAELKRTLTEEQYQVTQNSATEYAFSHEYDHLFKPG I YVDVVSGEPLFSSADKYDSGCGWPSF

N.menin. (PilB)
E. coli (MsrA)
E. coli (MsrB)
117
70 80 90 100 110 % 120 130
TRP1DAKSVTEHDDFSYNMRRTEVRSHAADSHLGHVFPDGPRDKGGLRYC INGASLKF IPLEQMDAAGYGALKGKVK

N. menin. (PilB)
E. coli (MsrA)
E. coli (MsrB)

Figure 28 : Alignement des séquences protéiques de PilB N. meningitidis, de la MsrA et de la
MsrB d’E. coli. Les séquences ont été alignées via ’utilisation du logiciel Bioedit. Les numérotations
des acides aminés sont basées sur la numérotation de la séquence de la MsrA d’E. coli pour le
domaine central de PilB (numérotation rose) et de la MsrB d’E. coli pour le domaine C-terminal
(numérotation verte). Les résidus Cys sont indiqués en rouge et les résidus conservés > 90% sont
indiqués en bleu. Les étoiles rouges indiquent la position des résidus Cys impliqués dans le
mécanisme catalytique (positions 51, 198 et 206 pour MsrA, et 117 et 63 pour MsrB).
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Le fait que les études de Grimaud et al. (Grimaud et al., 2001) avaient montré que
I’activit¢ MsrB était également dépendante de la Trx suggérait un mécanisme des MsrB
semblable a celui des MsrA avec passage par un intermédiaire acide sulfénique suivie d’un
pont disulfure. La comparaison des séquences des différentes MsrB putatives disponibles dans
les banques montrait la conservation d’un résidu Cys, en position équivalent a la Cys117 de la
MsrB d’E. coli prise comme référence pour la numérotation. C’est sur cette Cys que devait se
former I’intermédiaire acide sulfénique. La MsrB de N. meningitidis posseéde en plus une
seconde Cys en position équivalente 63 (60% des MsrB), qui pouvait intervenir dans le
mécanisme de recyclage.

La stratégie utilisée pour étudier le mécanisme et la spécificité de substrat de ces deux
Msr de N. meningitidis a été de produire par une approche d’ingénierie protéique chaque

domaine séparément sous forme soluble.

I. Mécanisme catalytique des Msr de N. meningitidis

Nous avons montré que ces deux Msr présentent un mécanisme de réduction du
sulfoxyde de la MetSO via la Cys catalytique, passant par un intermédiaire acide sulfénique
similaire a ce qui avait été décrit pour la MsrA d’E. coli (Boschi-Muller et al., 2000). Ce
mécanisme implique deux résidus Cys : la Cys catalytique (position 51 pour la MsrA et 117
pour la MsrB) et une Cys de recyclage (position 198 pour la MsrA et 63 pour la MsrB)
(Figure 28, p. 75).

Pour les deux enzymes, en absence de réducteur, une mole de Met est formée par mole
d’enzyme avec une perte concomitante de deux groupements thiols. Ce résultat suggére un
mécanisme passant par la formation d’un pont disulfure entre la Cys catalytique et la Cys de
recyclage. Une mole de Met par mole d’enzyme est également formée avec le mutant
protéique Ser de la Cys de recyclage avec la perte concomitante d’un groupement thiol, alors
qu’aucune formation de Met est observée avec le mutant protéique Ser de la Cys catalytique.
L’ensemble de ces résultats suggeére la formation d’un intermédiaire acide sulfénique sur la
Cys catalytique et la régénération de la Cys catalytique par un processus a deux étapes
incluant, 1) la formation d’un pont disulfure avec la Cys de recyclage et; 2) la réduction de ce

pont disulfure par la Trx.
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La présence de l’intermédiaire acide sulfénique a ét€ prouvée sur les mutants
protéiques MsrA et MsrB de la Cys de recyclage en utilisant des agents chimiques spécifiques
de la fonction acide sulfénique : le 3-carboxy 4-nitro benzénethiol (TNB") et la dimédone. Ce
résultat constitue, pour la classe des MsrB, la premi¢re mise en évidence d’un mécanisme
catalytique, impliquant la chimie de 1’acide sulfénique. Le fait que le mécanisme passe par cet
intermédiaire pour 1’ensemble des Msr caractérisées a ce jour, montre la généralité¢ de la
chimie de I’acide sulfénique dans le mécanisme de réduction d’un sulfoxyde par un thiol. Ce
mécanisme original est maintenant définitivement admis par la communauté scientifique. Il
confirme I’importance de la chimie de I’acide sulfénique associ¢e au stress oxydant tant au
niveau des processus de détoxication des entités peroxydes que dans la transmission de

messages de transduction ou dans le contrdle transcriptionnel via des facteurs de transcription.

En présence de Trx, une activité de recyclage est observée avec les Msr sauvages mais
pas avec les mutants protéiques Ser de la Cys de recyclage. Ceci montre que, 1) la
régénération de la Cys catalytique passe par la formation d’un pont disulfure avec la Cys de
recyclage, qui est ensuite réduit par la Trx et; 2) 'intermédiaire acide sulfénique formé sur la
Cys catalytique n’est pas réductible par la Trx. Ce résultat est en accord avec le fait que
généralement un acide sulfénique dans un site actif n’est pas réductible par la Trx, excepté
deux cas cités dans la littérature qui sont les protéines BCP et Prxlp (Jeong et al., 2000;
Pedrajas et al., 2000). Ceci peut s’expliquer soit par une non-accessibilit¢ de I’acide
sulfénique présent dans le site actif des Msr, soit plus probablement par la formation de

complexes non productifs entre les mutants protéiques Ser de la Cys de recyclage et la Trx.

Il.  Specificité de substrat des Msr de N. meningitidis

La stratégie choisie a consist¢ a déterminer les constantes catalytiques a 1’¢état
stationnaire et a saturation en Trx, des deux Msr de N. meningitidis en présence de différents
substrats sulfoxydes, synthétisés en grande partie par le groupe de chimie des peptides dirigé

par le Dr M. Marraud (UMR 7568 CNRS-INPL).
Tout d’abord, pour étudier la stéréospécificité de substrat des Msr, les substrats utilisés

ont été les quatre diastéréoisomeres de MetSO en mélange ou purs. Nous avons ainsi montré

que les MsrA et les MsrB présentent une stéréosélectivité inverse vis-a-vis de la configuration
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de la fonction sulfoxyde. En effet, un mélange de D,L-Met-R,S-SO est totalement réduit par
une protéine fusion contenant les domaines MsrA et MsrB. Au contraire, seulement 50% du
mélange est réduit en présence de MsrA ou de MsrB. De plus, seuls les isomeres S de L-
MetSO et D-MetSO sont totalement réduits par MsrA, alors que MsrB ne réduit que les
isomeres R de L-MetSO et D-MetSO. Ces résultats confortaient les résultats obtenus par
Grimaud et al. sur la calmoduline oxydée avec la MsrB d’E. coli (Grimaud et al., 2001), et
montraient que les MsrB sont stéréospécifiques de 1’isomere R de la fonction sulfoxyde de la
MetSO alors que la MsrA est stéréospécifique de I’isomére S. In vivo, cette énantiosélectivité

présente un grand avantage puisqu’elle permet une compléte régénération des Met.

D’autre part, des analogues de MetSO ont été utilisés afin de voir I'influence de la
présence ou non des groupements amine et carboxylate libres portés par le Co (Tableau 2, p.
79). La détermination des constantes catalytiques pour les isomeres de MetSO qui sont
substrats montre que la configuration du Ca n’est pas déterminante pour la reconnaissance
Msr/substrat des deux Msr (le Ky est diminué d’un facteur 3 entre les isomeres D et L pour la
MsrA, et 6 fois pour la MsrB). Par contre, I’efficacité catalytique des MsrB est au moins 60
fois plus faible que celle des MsrA en présence de MetSO (Kea/Kym = 1200 M'.s™ pour la
MsrA contre 19 M™.s™ pour la MsrB). Elle est nettement augmentée pour les deux Msr en
présence d’un substrat Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe, qui mime une MetSO incluse dans une
chaine peptidique, par un effet Ky uniquement (facteur 7 pour MsrA et 32 pour MsrB). Ces
résultats suggerent que les sites actifs des MsrA et MsrB sont mieux adaptés pour reconnaitre
des MetSO incluses dans un polypeptide que des MetSO libres. Il est a noter qu’il serait
nécessaire de déterminer I’ensemble des constantes catalytiques a 1’état préstationnaire. En
effet, 1’étape réductase n’étant pas globalement cinétiquement limitante, les valeurs de Ky
trouvées des substrats ne sont pas représentatives de I’affinité dans la premicre étape (au
niveau de cette dernicre, les constantes d’affinité apparentes seront plus élevées) (voir partie
I0).

L’étude de la MsrB a été complétée par 1’utilisation d’analogues modifiés sur la chaine
latérale afin de voir I’influence, 1) de la longueur de la chaine latérale de la MetSO (substrat
Cys-méthyl et Met-¢éthyl) et; 2) de la présence de la fonction sulfoxyde (substrat non oxydé).
Les parametres cinétiques obtenus pour la MsrB de N. meningitidis sont présentés dans le
tableau 2, p. 79. Le fait que, 1) I’isomére, qui n’est pas substrat, n’est pas inhibiteur, et donc
qu’il ne se fixe pas dans le site actif, 2) la Met, méme en large exces, n’est pas inhibitrice, et

donc ne se fixe pas, 3) la substitution du groupement méthyle terminal de la chaine latérale de
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la MetSO par un groupement éthyle plus encombrant (un groupement CH, supplémentaire)
entraine une forte augmentation du Ky et; 4) I’analogue Cys-éthyle sulfoxyde a une affinité
plus faible que la MetSO suggere fortement que, a) la structure des sites actifs des MsrA et
MsrB sont différents, b) la présence de I’oxygene est essentielle a la fixation du substrat, c) la
présence d’au moins 2 carbones entre le Co et le soufre est nécessaire a une bonne
reconnaissance et; d) il doit exister une poche hydrophobe sélective pour la reconnaissance du
groupement méthyle terminal de la chaine latérale de la MetSO. Des résultats similaires a

ceux-ci ont été obtenus avec la MsrA d’E. coli.

Keat () Ky (mM) Keat / Ky (M. s
L-Met-R-SO
(R CHy-CH,-SO-CH) 0,36 19 19+6
Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe 0,46 1,2 380 + 60
L-Gly-L-Met-R,S-SO-L-Gly 0,29 1,0 290 + 60
L-Ethionine-R,S-SO
(R’= CH,-CH,-SO-CH,-CHj) N.D > 150 N.D
L-Cystéine-R,S-SO N.D > 150 N.D

(R’= CHQ-SO-CHg)

Tableau 2 : Parametres cinétiques déterminés a I’état stationnaire pour la MsrB de
N. meningitidis sauvage en présence du systéme couplé Trx/Trx réductase/NADPH pour
différents analogues de substrat de la MetSO. Les mesures ont été réalisées a une température
constante de 25°C dans le tampon Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. La concentration en MsrB varie
de 2 a 6 uM selon le substrat considéré. Les concentrations en Trx, Trx réductase, et NADPH sont
respectivement de 200 uM, 2,56 uM et 30 mM. Les paramétres cinétiques ont été obtenus apres
ajustement selon 1’équation de Michaelis-Menten. N. D = non déterminé.

I11. Publication n° 1: A. Olry, S. Boschi-Muller, M. Marraud, S. Sanglier-Cianferani, A.
Van Dorsselaer and G. Branlant. (2002). Characterization of the methionine sulfoxide
reductase activities of PILB from Neisseria meningitidis. J. Biol. Chem., 277, 12016-22.
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Fic. 1. Sequence alignment of N. meningitidis PILB, E. coli, and S. cerevisiae MsrAs and E. coli, S. aureus, and Homo sapiens
MsrBs. The sequences of PILB from N. meningitidis (N. menin.), of MsrAs from E. coli and S. cerevisiae (S. cerev.), and of the MsrBs from E. coli,
S. aureus, and H. sapiens (selX H.s.) were aligned with Bioedit software. The numbering of amino acid residues indicated is based on the numbering
of the N. meningitidis PILB sequence. The cysteine residues are shown in white on black boxes, and conserved residues in all putative Msr
sequences (=90% in 35 MsrA sequences and in 64 MsrB sequences) are shown in black on gray boxes. Black stars indicate the positions of the four
catalytic Cys residues of N. meningitidis MsrA (Cys-205 and Cys-348) and MsrB (Cys-439 and Cys-494). Sequence signatures around Cys-205 (at
least 90% invariant), around Cys-439 (at least 50% invariant), and around Cys-494 (at least 90% invariant) are also indicated below the alignment.

RESULTS AND DISCUSSION
Justification of the Truncations on PILB

PILB contains 522 amino acids and is composed of three
subdomains. The N-subdomain is suggested to encode a disul-
fide oxidoreductase. The central subdomain is an ortholog to E.
coli and Saccharomyces cerevisiae MsrAs, whereas the C-sub-
domain displays high sequence similarities to E. coli and S.
aureus MsrBs (Fig. 1).

Truncation after the N-subdomain—Sequence comparisons
show that at least two MsrAs from S. pneumoniae and Bacillus
subtilis (Pedant code gi_14972133 and gi_2634588) and one
recently produced by truncation of the N terminus of E. coli
MsrA (18) have an N terminus starting from the position cor-
responding to amino acid 196 of PILB. All three MsrAs were
shown to be active (1, 18, 19). Thus, truncation was done after
position 194 of PILB. The PILB-MsrA/MsrB protein (amino
acids 195-521) was produced in a soluble form.

Truncations between MsrA and MsrB Subdomains on PILB
Truncated at the N-subdomain—Two plasmidic constructs
were used to produce soluble MsrA and MsrB subdomains. In
the first construct, the truncation was done after position 388
of PILB which corresponds to the N terminus of putative MsrB
from Klebsiella pneumoniae (Pedant code b_kpn.contigh23
orf8). In this case, the PILB-MsrA (amino acids 195-388) was
produced in a soluble form, whereas the truncated form corre-
sponding to the MsrB subdomain (amino acids 390-521) was
not soluble. Thus, to obtain a soluble form of the MsrB subdo-
main, another construct was used, where truncation was done
after position 375 of PILB, which corresponds to the N termi-
nus of the putative Sinorhizobium meliloti MsrB (NCBI acces-
sion number AE007290.1) and of the E. coli MsrB (8). In this
case, PILB-MsrB was produced in a soluble form (amino acids
376-521). Such a result suggests that both Msrs fold independ-
ently within PILB. This is also consistent with the fact that the
two genes are often located at different positions on chromo-
somal DNAs.

Biochemical Properties of MsrA, MsrB, and MsrA/MsrB
Subdomains of PILB

Truncated PILB variants and their mutants were overex-
pressed in an E. coli strain using the corresponding DNA
sequences under the lac promoter. All forms of PILB variants
were obtained pure as judged by SDS-PAGE gels and mass
spectrometry analyses.

DTNB reagent revealed four Cys for PILB-MsrA/MsrB and
two Cys for both PILB-MsrA and PILB-MsrB under denatur-
ating conditions (Table I). These results are in agreement with
the PILB DNA sequence that indicates four Cys at positions
206 and 348 in PILB-MsrA and at positions 439 and 494 in
PILB-MsrB. Under native conditions, all of the Cys were also
reactive regardless of the subdomains. This shows that 1) both
Cys of the MsrA subdomain are easily accessible, similar to
what is described for E. coli MsrA; 2) both Cys of the MsrB
subdomain are also accessible; and 3) the accessibility in PILB-
MsrA/MsrB of each couple of Cys within each domain is not
significantly altered by the presence of the second subdomain.
This again supports an independent folding of each subdomain.

Stoichiometry of Methionine Formation and Thioredoxin
Recycling Activity

The PILB-MsrA Subdomain—Stoichiometry of methionine
formation was determined in the absence of reductant (Table
II). One mol of methionine was formed with a loss of two thiols,
which is in agreement with formation of a disulfide bond be-
tween Cys-206 and Cys-348. One mol of methionine was also
formed with mutant C348S with a loss of one thiol, whereas no
methionine was formed with mutant C206S. In the presence of
thioredoxin, a recycling activity was observed with PILB-MsrA
wild type but not with the mutants (Table II). Together, these
results are in agreement with formation of a sulfenic acid on
Cys-206 and regeneration of Cys-206 via formation of an inter-
nal disulfide bond with Cys-348 followed by its reduction by
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TABLE I
Free sulfhydryl content of wild-type and Cys to Ser mutants of N. meningitidis PILB-MsrA and PILB-MsrB and PILB-MsrA/MsrB wild type

The values indicated represent the average of two independent measurements of at least two enzyme concentrations (S.D. range 10%). Cysteine
content was determined spectrophotometrically using DTNB under nondenaturing and denaturing conditions (10% SDS), in the absence or in the
presence of 150 mm DL-Met-R,S-SO without any regenerating system (see “Experimental Procedures”). Data presented in the table are those
obtained under nondenaturing conditions. Data obtained under denaturing conditions are identical but are not presented for reasons of clarity of
the table.

12019

No. of Cys measured

Enzyme Né)&so f Without p1-Met- With pL-Met- Decrease in free thiols®
T /S-S0 Calculated Theoretical
mol Cys/mol enzyme
PILB-MsrA 2 1.9 0.1 1.8 2
C206S PILB-MsrA 1 1.0 1.0 0 0
(C348S PILB-MsrA 1 0.9 0 0.9 1
PILB-MsrB 2 2.0 0.1 1.9 2
C439S PILB-MsrB 1 1.0 0.1 09 1
(C494S PILB-MsrB 1 1.0 1.0 0 0
PILB-MsrA/MsrB 4 4.0 04 3.6 4

“ The difference in the number of free cysteine thiols upon treatment with pL-Met-R,S-SO versus no treatment.

TaABLE II
Stoichiometry of Met formed in the absence of regenerating system and enzymatic activity with DTT or thioredoxin as reductant
The values indicated represent the average of three independent measurements of at least two enzyme concentrations (S.D. range 10%). The
quantity of Met formed for stoichiometry determination was determined by HPLC, after reaction with 150 mm pL-Met-R,S-SO without any
regenerating system as described under “Experimental Procedures.” The activities of wild-type and mutant enzymes were assayed with 150 mm
pL-Met-R,S-SO, 10 mM DTT, and 5 uM enzyme or with 150 mm pL-Met-R,S-SO, 200 puM thioredoxin, 1.28 uM thioredoxin reductase, and 0.5-50 um

enzyme as described under “Experimental Procedures.” NA, no activity (<6 - 10~2 wmol/min/umol).

Enzyme Stoichiometry Activity with DTT Activity with thioredoxin
mol Met formed/mol enzyme umol Met formed/min/umol enzyme umol Met formed/min/ umol enzyme
PILB-MsrA 0.9 3 220
C206S PILB-MsrA 0 NA NA
(C348S PILB-MsrA 0.9 37 NA
PILB-MsrB 1.0 3 12
C439S PILB-MsrB 1.0 36 NA
C494S PILB-MsrB 0 NA NA
PILB-MsrA/MsrB 1.8 4.2 170

thioredoxin. This is a situation similar to that described for E.
coli MsrA except that the Cys-206-Cys-348 bond (equivalent to
the Cys-51-Cys-198 bond in E. coli MsrA) is reducible by thi-
oredoxin in PILB-MsrA, whereas only the Cys-198—-Cys-206
bond is reducible in E. coli MsrA. Such a difference remains to
be explained. Further evidence of the formation of a sulfenic
acid comes from the use of TNB™ and dimedone, which are
specific reagents for sulfenic acid. In the case of mutant C348S,
in which no disulfide bond can be formed, a decrease of the
absorbance at 410 nm by 1 eq of TNB /mol was observed when
the mutant was first incubated with MetSO and then treated
with an excess of TNB~ (Table III). Incubation of mutant
(C348S with MetSO and a subsequent addition of dimedone led
to an increased mass of 138 Da. This increase is that expected
if a covalent adduct is formed with dimedone.

The PILB-MsrB and MsrA/MsrB Subdomains—One mol of
methionine per mol of PILB-MsrB was formed in the absence of
reductant. Moreover, the loss of thiols was in agreement with
formation of a disulfide bond between Cys-439 and Cys-494
(Table I). To investigate the role of Cys-439 and Cys-494, mu-
tations of these residues into Ser were done. Substituting Ser
for Cys-494 abolished any activity, whereas the mutant C439S
showed a reductase activity with a stoichiometry of 1 mol of
methionine in the absence of DTT (Table II). When the mutant
C439S was incubated with MetSO in the absence of DTT and
then treated with TNB™, a decrease of the absorbance at 410
nm equivalent to that of 1 mol of TNB~ was observed. More-
over, when the mutant was incubated under the same condi-
tions and then subsequently treated with dimedone, a mass
increase of 154 Da was observed instead of the expected value
of 138 Da. This difference of 16 Da remains to be explained. A
possibility is that, under the experimental conditions used, the

sulfide that is formed on MsrB can be easily oxidized into
sulfoxide (Table III). In the presence of thioredoxin, a recycling
activity was observed with wild-type PILB-MsrB but not with
the mutants (Table II). Altogether, these results show that 1)
the C-terminal subdomain of PILB displays an Msr activity; 2)
the mechanism involves formation of a sulfenic acid interme-
diate; 3) the essential Cys involved in reduction of MetSO and
in formation of the sulfenic acid derivative is Cys-494; and 4)
the regeneration of Cys-494 is done via formation of a disulfide
bond with Cys-439 followed by its reduction by thioredoxin.
This mechanism is reminiscent of that described for MsrA from
E. coli except that only one intradisulfide bond is formed in
MsrB of PILB for regenerating the active Cys-494. The fact
that no thioredoxin-recycling process was observed in mutant
C439S indicates that, similar to MsrA and more generally to all
mechanisms where a sulfenic acid is formed except for the BCP
protein and Prxlp (20, 21), the sulfenic acid intermediate
formed in MsrB cannot be reduced via a double displacement
mechanism involving formation of a disulfide bridge between
Cys-494 and Cys-32 of thioredoxin followed by formation of a
disulfide bond between Cys-32 and Cys-35 of thioredoxin and
release of Cys-494. The fact that an efficient recycling activity
was observed on mutant C439S with DTT as a reductant (Table
II) indicates that DTT can easily attack the sulfenic acid inter-
mediate on Cys-494 in contrast to thioredoxin. Thus, this sup-
ports a nonaccessibility of the sulfenic acid within the active
site of PILB-MsrB to thioredoxin. In this context, knowledge of
the three-dimensional structure of MsrB under the sulfenic
acid intermediate state will be informative.

When PILB-MsrA/MsrB was tested in the absence of reduc-
tant, 2 mol of methionine per mol of subdomain were formed
with a loss of four thiols (Tables I and II). These results indicate
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Characterization of the sulfenic acid intermediates by electrospray mass spectrometry analyses and spectrophotometric titration with TNB~

The values indicated for spectrophotometric titration with TNB ™ represent the average of two independent measurements of at least two enzyme
concentrations (S.D. range 10%). Sulfenic acid content was determined spectrophotometrically using TNB™~ under denaturing conditions (0.1%
SDS), after reaction with 150 mM DL-Met-R,S-SO in the absence of any regenerating system as previously described (see “Experimental
Procedures”). Molecular masses of wild-type and mutant PILB-MsrA and PILB-MsrB were determined by electrospray mass analysis without any
modification or after reaction with 150 mm pL-Met-R,S-SO and/or 20 mM dimedone as described under “Experimental Procedures.” Molecular mass

and difference in mass are expressed in daltons.

Electrospray mass spectrometry analyses

TNB™ . . .
. . After modification with MetSO
Enzyme Before modification arllé dirlne d‘cl)vrlle
Native A?;Z;g[nztnsto Thiﬁ;:tsical Measured mass Measured mass di ffl'\é[fésrfce"
mol TNB™ /mol enzyme
Wild-type PILB-MsrA 0 0 21,896 21,898 = 1 21,897 + 1 -1*+2
C206S PILB-MsrA 0 0 21,880 21,881 £ 1 21,880 = 1 -1*+2
(C348S PILB-MsrA 0 1 21,880 21,880 = 1 22,018 + 1 +138 = 2
Wild-type PILB-MsrB 0 0 16,374 16,374 £ 1 16,373 £ 1 -1*+2
C439S PILB-MsrB 0 1 16,358 16,358 = 1 16,512 = 1° +154 £ 2
C494S PILB-MsrB 0 0 16,358 16,358 = 1 16,358 £ 1 +0*+2

“ Mass differences measured by electrospray ionization-mass spectrometry correspond to the differences between the mass of the protein before

and after treatment.

® A second peak, representing about 50% of the enzyme population, and with a mass of 16,390 + 1 Da was observed. This corresponds to a mass
increase of 32 Da compared with native C439S PILB-MsrB. This peak can correspond to a population of sulfenic acid derivative that would be

oxidized into sulfonic acid under the experimental conditions used.

that both Msrs are active within PILB-MsrA/MsrB and thus
that the presence of one subdomain does not prevent the re-
ductase activity of the other subdomain.

Catalytic Constants and Stereoselectivity in MetSO
Reduction

The catalytic constants of PILB-MsrA and PILB-MsrB were
first determined using the mixture of four diastereomers DL-
Met-R,S-SO as a substrate under conditions where thioredoxin
concentrations were not limiting (Table IV). K,, for MetSO and
thioredoxin and k., values of PILB-MsrA and PILB-MsrB were
9 mm, 75 uM, and 3.7 s~ ! and 56 mmM, 34 uM, and 0.2 s 1
respectively. The catalytic values of PILB-MsrA are in the
range of those recently determined for E. coli MsrA (18), but
the K,, and &, values for MetSO are significantly different
from those recently described by Grimaud et al. (8) for E. coli
MsrA and E. coli MsrB (K, values for MetSO are 170 um and
6.7 mm, and k., values are 20 and 0.6 min ™!, respectively).
This is because the concentration of 5 um of thioredoxin used in
their experiments was not saturating. In the case of MsrB, the
observed discrepancy could be due to structural differences
between MsrBs from N. meningitidis and E. coli. In fact, a
control experiment done on E. coli MsrB showed that a satu-
rating concentration of thioredoxin is also only attained at 75
uM (data not shown). In this context, it is interesting to note
that K, values of E. coli MsrB and of E. coli MsrA for E. coli
thioredoxin are 3-5-fold better than K,, for Chlamydomonas
reinhardtii thioredoxin (data not shown). This therefore sug-
gests that thioredoxin affinity is in part species-dependent.
Therefore, K,, values of N. meningitidis MsrA and MsrB for N.
meningitidis thioredoxin are probably lower than those re-
ported for E. coli thioredoxin.

pL-Met-R,S-SO was shown to be quantitatively reduced by
PILB-MsrA/MsrB. In contrast, only 50% of the mixture of di-
astereomers of MetSO was reduced by either PILB-MsrA or
PILB-MsrB. Moreover, only L-Met-S-SO and p-Met-S-SO were
quantitatively reduced by PILB-MsrA, whereas pD-Met-R-SO
and 1-Met-R-SO were only reduced by PILB-MsrB. These re-
sults support the data reported by Grimaud et al. (8) on oxi-
dized calmodulin, suggesting that MsrB is stereospecific for the
R isomer of the sulfoxide of MetSO, whereas, as has already
been shown, MsrA is stereospecific for the S isomer (22, 23).

The catalytic constants were then determined for the isomers

that are substrates (Table IV). The K,,, value of PILB-MsrA for
L-Met-S-SO is 3-fold lower than for p-Met-S-SO, whereas the
K,, value of PILB-MsrB for L-Met-R-SO is decreased 6-fold
compared with that for p-Met-R-SO. This suggests that the
configuration at the carbon Ca is not a determining factor for
efficient binding to both Msrs. Compared with the &.,/Kyitso
value of 1,200 M s ! for PILB-MsrA with L-Met-S-SO, the
catalytic efficiency of PILB-MsrB is at least 60-fold lower with
L-Met-R-SO. The low catalytic efficiency of PILB-MsrB raised
the question of whether protein-bound MetSO is a better sub-
strate than free MetSO. Therefore, the catalytic constants were
determined for Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe. In this case, the
amino and carboxyl groups of MetSO are engaged in amide
bonds, and thus no charge is present. As shown in Table IV, the
K,, value of MsrB for Ac-L-Met-R-S-SO-NHMe was decreased
by a factor of 16 compared with that of L-Met-R-SO. Taking into
account the fact that Ac-L-Met-S-SO-NHMe is neither a sub-
strate nor an inhibitor (see below), the K,, value is in fact
32-fold decreased. A similar effect was observed with MsrB
from E. coli.* For PILB-MsrA, K,, was decreased by a factor of
7 compared with that for L-Met-S-SO, taking also into account
the fact that Ac-L-Met-R-SONHMe is not a substrate. On the
other hand, the K,, value of PILB-MsrB for Ac-L-Met-R,S-SO
was similar to that for Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe, whereas a
3.7-fold increase in the K,, value was observed for .-Met-R,S-
SO-NHMe. PILB-MsrA behaves similarly to PILB-MsrB except
that a 13-fold increase in the K, value was observed for Ac-L-
Met-R,S-SO. Anyway, the highest k., /Kyso values of both
Msrs are observed for Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe (Table IV).
Thus, this suggests that the active sites of both Msrs are
adapted for binding protein-bound L-MetSO more efficiently
than free L.-MetSO. Finally, it is important to note that no
inhibition of the two PILB-Msrs was observed in the presence
of methionine and of the rL-Met-SO isomer, which is not a
substrate, at a concentration as high as 100 mm, with N-Ac-L-
Met-R,S-SO-NHMe as a substrate.

Several results presented in this study argue for a structure
of the active site of PILB-MsrB different from that of PILB-
MsrA, which can probably be extended to all MsrBs and MsrAs.
In particular, the two Msrs exhibit opposite stereoselectivities
toward the sulfoxide function, and the sulfoxide isomer, which

4 A. Olry, S. Boschi-Muller, and G. Branlant, unpublished results.
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TaBLE IV
Kinetic parameters for the methionine sulfoxide reductase activity of wild-type PILB-MsrA, PILB-MsrB, and PILB-MsrA/MsrB
Reactions were carried out in 50 mm Tris-HCl, 2 mm EDTA buffer, pH 8, at 25 °C as described under “Experimental Procedures.” Enzyme
concentration was 0.5 uM for wild-type PILB-MsrA and PILB-MsrA/MsrB, and 2—6 uM for wild-type PILB-MsrB. Data presented were obtained
by fitting the experimental data to the Michaelis-Menten equation. NA, no activity (i.e. k., = 3 - 1072 s1); ND, not determined.

cat —
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Enzyme Substrate Eeat Kufoxide keat/Ksuifoxide Ko
st mM st M
PILB-MsrA pL-Met-R,S-SO 3.7+04 9+4 410 + 200 75 + 15
L-Met-S-SO 25 *0.1 21*0.2 1200 = 150 ND
D-Met-S-SO 25+0.1 6.0 £ 0.2 400 = 100 ND
L-Met-R-SO NA
D-Met-R-SO NA
Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe®*® 3402 0.6 + 0.2° 5600 + 200° ND
Ac-L-Met-R,S-SO 21*0.2 8 + 2°¢ 250 * 40° ND
L-Met-R,S-SO-NHMe 2.0 0.1 1.7 £ 0.3° 1200 *= 200¢ ND
PILB-MsrB pL-Met-R,S-SO 0.2 *+0.1 56 = 7 4+ 2 34 +6
L-Met-S-SO NA
D-Met-S-SO NA
L-Met-R-SO 0.36 = 0.01 192 196 ND
D-Met-R-SO 0.30 = 0.03 122 = 13 2+1 ND
Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe*< 0.46 = 0.04 1.2 = 0.4¢ 380 = 60° ND
Ac-L-Met-R,S-SO 0.28 = 0.01 1.6 = 0.2¢ 175 = 50¢ ND
L-Met-R,S-SO-NHMe 0.17 = 0.01 4.5 = 0.5° 40 * 20° ND
PILB-MsrA/MsrB pL-Met-R,S-SO 2.8 +0.2 9+2 300 = 100 114 = 31
L-Met-S-SO 2.5 0.2 1.5 0.3 1600 += 300 ND
L-Met-R-SO 0.08 = 0.01 3+1 25+ 8 ND

“ No inhibition was observed in the presence of up to 100 mm Met.

® No inhibition was observed in the presence of up to 100 mm L-Met-R-SO.

‘K. and k., /K.

sulfoxide cat/ **sulfoxide

that the second one is not an inhibitor.

should be divided and multiplied by 2, respectively, considering the fact that only one stereomer is a substrate and

< No inhibition was observed in the presence of up to 100 mm L-Met-S-SO.

is not a substrate, does not bind. Moreover, no sequence iden-
tity is detectable. In particular, the conserved sequence of
MsrA around Cys-51 (i.e. GCFW, which is located at the N
terminus of an a-helix) is different from the conserved region
around Cys-494 of PILB-MsrB (i.e. RYC(I/V/M)N). However,
the following common properties are shared by MsrA and
MsrB. 1) Their chemical mechanisms are similar, with sulfenic
acid formation. This supports the idea that sulfenic acid chem-
istry is a general feature in the reduction of sulfoxides by thiols
and thus excludes another chemical mechanism proposed by
Wallace and Mahon (24). 2) The recycling process is probably
dependent on thioredoxin in vivo. 3) The presence of the sulf-
oxide function is a prerequisite for binding to Msrs as sup-
ported by the absence of inhibition in the presence of a large
excess of methionine.

The fact that MsrA and MsrB subdomains are fused in N.
meningitidis PILB and also in S. pneumoniae (1) in which the
first subdomain is not present also raised the question of
whether the fusion of MsrA and MsrB subdomains had an
inhibitory, an additive, or a synergetic effect on the efficiency of
MetSO reduction. Therefore, the catalytic constants were also
determined on wild-type PILB-MsrA/MsrB. As shown in Table
IV, the catalytic efficiency determined with pL-Met-R,S-SO was
in the range of that of PILB-MsrA. This suggests that the
presence of PILB-MsrB does not change significantly the cat-
alytic efficiency of PILB-MsrA. This is confirmed by the fact
that k., and K,, values for L-Met-S-SO of PILB-MsrA/MsrB
were similar to those of PILB-MsrA. The fact that the catalytic
efficiency, k ,/K,,, for L.-Met-R-SO of PILB-MsrA/MsrB was
similar to that of PILB-MsrB also suggests that the presence of
PILB-MsrA does not change significantly the catalytic effi-
ciency of PILB-MsrB. However, k., and K,, values of PILB-
MsrB were 4.5- and 6-fold decreased, respectively. These dif-
ferences remain to be explained.

Sequence comparisons of putative MsrBs show that Cys
equivalent to Cys-494 of PILB-MsrB is replaced by a seleno-
cysteine in human (25) and mouse ortholog SelXs. Taking into
account the fact that selenocysteine is chemically more reactive
than a Cys, one can hypothesize that substituting selenocys-

teine for Cys will favor the efficiency of the reduction of the
sulfoxide function at least of the nucleophilic attack on the
sulfoxide function. Inspection of the primary structure of SelXs
shows that the Cys equivalent to Cys-439 of PILB-MsrB located
in the signature CGWP(S/A)F is replaced by a Ser, whereas
there exist four Cys at positions equivalent to 421, 424, 470,
and 473, which are conserved in at least 40% of the MsrB
putative sequences. The fact that these Cys have been recently
shown to be involved in binding of metal in E. coli MsrB*
excludes their participation in the thioredoxin-recycling reduc-
tase activity. Therefore, if SelXs are expressed and are catalyt-
ically active, this means that either an alternative recycling
thiol system other than that involving thioredoxin is operative
or Cys at another position plays a similar role as Cys-439 of
PILB-MsrB. In this context, it would be informative to test the
activity of the putative MsrBs that have no Cys at position 439.

Bacterial virulence relies on the adhesins and cytoadher-
ence-related proteins of the pathogenic bacteria to bind to host
cells. It also depends on the ability of the pathogenic bacteria to
survive oxidative damages caused by reactive oxygen or nitro-
gen species. In this context, it was suggested that PILB from V.
gonorrhoeae contributed to the production or the maintenance
of the functional properties of adhesins by mechanisms not
clearly elucidated (1). More recently, convincing experiments
showed that MsrA is required for full virulence of the plant
pathogen E. chrysanthemi (2) and of the human pathogen M.
genitalium (3). The role of the bacterial MrsA would be at least
to protect the protein structures of such bacteria, in particular
methionine, from oxidative damage or through alternate viru-
lence-related pathways. The fact that MsrA is specific for the S
isomer of MetSO while MsrB is R-specific and that PILB ex-
presses both Msr activities suggests that MsrB is also involved
in bacterial virulence.

CONCLUSION

We have shown that the MsrB subdomain of PILB reduces
MetSO via a two-step catalytic mechanism involving sulfenic
acid chemistry. The first step leads to reduction of MetSO into
Met with a concomitant formation of a sulfenic acid on the
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catalytic Cys-494. The second step consists in the regeneration
of Cys-494 via formation of a disulfide bridge between Cys-494
and Cys-439 followed by reduction of the disulfide bridge by
thioredoxin. Cys-494 is almost conserved, whereas Cys-439 is
only conserved in 50% of the MsrB putative sequences. This
argues for the generality of the sulfenic acid mechanism de-
scribed in the present study but at the same time raises the
question of whether alternative mechanisms in Cys-494 regen-
eration are functioning.

PILB-MsrB recognizes only the R isomer of the sulfoxide
function, whereas PILB-MsrA recognizes the S isomer. These
differences in stereospecificities are of particular importance in
vivo, since they allow the complete reduction of Met-R,S-SO
back to methionine. It is also shown that 1) the presence of the
sulfoxide function is a prerequisite for binding to both Msrs and
2) the catalytic efficiency of PILB-MsrB is significantly lower
than that of PILB-MsrA. The results also suggest that protein-
bound 1-Met-SO is a better substrate than free .-MetSO, in
particular for MsrB. Several results from the present study
argue for a structure of the active site of MsrBs different from
that of MsrAs. In this context, the Cys-494 that is situated in
the signature RYC(I/V/M)N and is oxidized into a sulfenic acid
during the catalytic event is probably not located in an envi-
ronment similar to that of Cys-51 of E. coli MsrA. Thus, knowl-
edge of the three-dimensional structure of a MsrB combined
with site-directed mutageneses will be useful for characterizing
its active site, in particular the amino acids involved in the
stereospecificity and catalysis.
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Le mécanisme catalytique des MsrB est un mécanisme a trois étapes. Dans une premicre
étape, la Cys catalytique 117 réalise une attaque nucléophile sur I’atome de soufre de la
fonction sulfoxyde. Ceci améne a la formation d’un état de transition et son réarrangement
engendre la libération d’une molécule de Met avec la formation d’un intermédiaire acide
sulfénique sur la Cys catalytique. Ensuite, lors de la deuxieme étape, la Cys63 de régénération
attaque I’intermédiaire acide sulfénique entrainant ainsi la formation d’un pont disulfure
intramoléculaire Cys117-Cys63 et la libération d’une molécule d’eau. Dans une troisiéme
étape, le pont disulfure est réduit par la Trx réduite et ’activité MsrB est ainsi régénérée. Au
début de cette étude, aucune donnée n’était disponible tant sur le mécanisme cinétique que sur

la nature de 1’étape limitante.

I. Le mécanisme cinétique de la MsrB de N. meningitidis est de type ping-

pong

Le mécanisme cinétique de la MsrB de N. meningitidis a été étudié en utilisant le
substrat Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe en présence soit de Trx comme réducteur (les vitesses sont
alors obtenues par le suivi en spectrophotométrie de la disparition du NADPH li¢ a la Trx
réductase utilisée comme systéme couplé), soit de DTT (les vitesses sont alors obtenues par la
quantification de Ac-L-Met-NHMe formé au cours du temps aprés arrét de la réaction par

ajout de TFA).

I. 1. Résultats cinétiques

La figure 29, p. 88, représente 1/Kops en fonction de 1/[Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe]. Le

fait que les droites soient parall¢les, est caractéristique d’un mécanisme de type ping-pong.

v K max[S][R]
E.  Kr[S]+ Ks[R]+[S][R]

L’équation, qui décrit ce mécanisme, est la suivante :
Kmax représente la constante catalytique apparente, Kg et Kg respectivement 1’affinité apparente

pour le Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe et le réducteur (ici la Trx ou le DTT), S et R respectivement
la concentration de Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe et de Trx ou de DTT.
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Figure 29 : Activité méthionine sulfoxyde réductase de la MsrB de N. meningitidis en présence

du systeme de régénération Trx/Trx réductase/NADPH (A) ou de DTT (B). Les axes représentent

1/Kops (sec) en fonction de 1/[ Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe] (mM). Les points expérimentaux ont été

ajustés selon une régression linéaire. (A) Les différentes concentrations en Trx sont de 20 pM (¢), 30

uM (), 40 uM(m) 60 uM (A). (B) Les différentes concentrations en DTT sont de 5 mM (¢), 10 mM
(V¥), 15mM (m) et 20 mM (A).

La figure 30, ci-dessous, représente 1’ordonnée a ’origine pour chaque concentration
en Trx (1/Kmaxapp) €n fonction de la concentration en Trx ou en DTT et permet d’accéder aux

parametres cinétiques Ky et K, @ 1’état stationnaire.
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Figure 30 : Activité méthionine sulfoxyde réductase de la MsrB de N. meningitidis en présence
du systéme de régénération Trx/Trx réductase/NADPH (A) et DTT (B). Les axes représentent
Wkiasapp (5) (®) et 1/KneLmecrssonimve (mM™) (A)en fonction de 1/[Trx] (uM™) (A) ou 1/[DTT]
(mM™) (B). Les points expérimentaux ont été ajustés selon une régression linéaire.

En présence de Trx comme réducteur, les points s’ajustent selon une régression
linéaire et donne les paramétres cinétiques suivants : Ke,e = 1.1 £ 0.2 gt » KAc-L-Met-(R.$)-80-NHMe
=1.2+0.2 mM et Kpx = 58 = 12 uM. En tenant compte du fait que seul I’isomére R de Ac-L-
Met-R,S-SO-NHMe est substrat et que I’isomere S n’est pas inhibiteur, la valeur de
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Kac-L-Met-r s-sO-NHMe €St en fait deux fois plus faible. Par contre en présence de DTT comme
réducteur, les deux droites coupent 1’axe des ordonnées a zéro. Ceci indique qu’il n’y a pas de
saturation, et donc que les constantes K, et Kprr sont infinies. Une valeur de 2.1 M st peut
étre déduite de la pente et assimilée a la valeur d’une constante K../Kprr. L’absence de
saturation observée en présence de DTT est probablement la conséquence de 1’absence de
formation d’un complexe MsrB-DTT, qui refléterait 1’absence de reconnaissance structurale
entre la MsrB oxydée et le DTT. Néanmoins, les résultats ne nous permettent pas d’exclure
que la vitesse de formation du complexe MsrB-DTT serait plus lente que celle de la réaction

dans le complexe.
I. 2. Discussion

Nous avons montré clairement que le mécanisme cinétique de la MsrB de
N. meningitidis est de type Ping-Pong quelque soit le réducteur considéré. Ce mécanisme peut
étre décrit via le schéma ci-dessous, ou E.x est 'intermédiaire acide sulfénique et R le

réducteur (Trx ou DTT) :
k+1
E.q + Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe ~——= E,x + Ac-L-Met-NHMe (Etape 1)

on + Rred — Ered + Rox (Etape 2)

Ce schéma est en accord avec le mécanisme chimique dans lequel la formation de Ac-L-Met-
NHMe est concomitante a la formation de I’intermédiaire acide sulfénique. Dans ce schéma,
la constante K../Ks pour la réaction de I’enzyme réduite avec le Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe
(Keat/KAc-L-Met-R 5-50-NHMe = 917 M'l.s']) peut étre définie comme ki /K ; et peut étre assimilée a
ki puisque I’étape 1 est irréversible. L’efficacité catalytique de la MsrB est 6 fois inférieure a
celle de la MsrA d’E. coli (5600 M. s ) et 500 fois inférieure a celle d’autres systémes
enzymatiques comme les peroxydases (Crane et al., 1995), (Parsonage et al., 1993; Sayed et
Williams 2004).

La saturation observée avec la Trx et I’absence de saturation avec le DTT ne peut
s’expliquer que par une variation de la vitesse de 1’étape de recyclage du mécanisme
catalytique, ce qui implique que 1’étape limitante du mécanisme doit étre associée a I’étape 2.

Cette étape peut étre divisée en deux sous-étapes : 1) I’étape de formation du pont disulfure

89



Résultats Partie 11

intramoléculaire (étape 2’) et; 2) I’étape de réduction du pont disulfure par la Trx (étape 2°)
comme décrit dans le schéma ci-dessous, ou Egop est 1’intermédiaire acide sulfénique et Egg

I’intermédiaire pont disulfure :

Ainsi, I’étape cinétiquement limitante du mécanisme global peut étre associée a

Ko
Eson — Egs (Etape 27)
K
-
Egs + Rpeq " Ered T Rox (Etape 2”)
_2"

I’étape 2’ ou 2”. Le fait que la formation d’un pont disulfure aprés formation d’un
intermédiaire acide sulfénique soit généralement rapide et limitée par la vitesse de formation
de I’intermédiaire acide sulfénique (Antoine et al., 2003) suggere que 1’étape cinétiquement
limitante serait plutot associée a 1’étape 2” et donc que Ki+x = kip-. Le fait qu’il y ait un
phénomene de saturation a I’état stationnaire pour la Trx, nous permettant d’en déduire un Ky
de la MsrB pour la Trx, montre qu’il y a formation d’un complexe MsrB oxydée-Trx réduite
et que la vitesse de formation de ce complexe n’est pas cinétiquement limitante. L’étape
cinétiquement limitante peut alors étre associée au transfert d’électrons conduisant a la
formation du complexe MsrB réduite-Trx oxydée ou a la dissociation de celui-ci.

Toshy et

L’efficacité de réduction du pont disulfure par la Trx est élevée (2.10° M
similaire & celle de la MsrA d’E. coli (4,5.10* M. s™). Ceci suggére fortement ’existence
d’une reconnaissance MsrB-Trx nécessaire a la réduction efficace du pont disulfure. A ce
jour, les facteurs structuraux et moléculaires impliqués dans cette reconnaissance ne sont pas

connus.

I1. Détermination de la vitesse des trois étapes du mécanisme

Par des approches de cinétiques rapides par "quenched-flow" (dosage de la quantité de
Met produite en absence de Trx) et en utilisant le message de fluorescence des résidus Trp en
tant que sonde (messages de fluorescence différents dans les formes Msr réduite et oxydée
ainsi que dans la Trx réduite et oxydée), nous avons pu étudier séparément les vitesses de
chaque étape. Ces ¢études ont été réalisées sur la MsrB sauvage mais également en partie sur le
mutant protéique Ser de la Cys de recyclage (Cys63Ser), ce qui permet de bloquer la réaction

en absence de réducteur au niveau de I’intermédiaire acide sulfénique.
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Il. 1. Etape 1 de réduction du substrat sulfoxyde

Nous avons utilis¢ la technique de cinétique rapide résolue en temps en mode
interrompu, dite "quenched-flow", afin de déterminer la vitesse de formation de
I’intermédiaire acide sulfénique dans la premicre étape qui est concomitante a la formation de
Ac-L-Met-NHMe. A pH 8,0, la vitesse de formation de Ac-L-Met-NHMe avec la MsrB
sauvage ou le mutant protéique Cys63Ser est trop rapide (> 50s™) pour étre mesurable avec
I’appareil utilisé. L’étude a donc été réalisée a pH 5,5, a concentration saturante en substrat.
Les vitesses obtenues sont 60 fois supérieures au K., mesuré a 1’état stationnaire a pH 5,5
avec le systéme couplé Trx/TR/NADPH, indiquant que I’étape cinétiquement limitante du
mécanisme global se situe apres 1’étape réductase.

Nous avons également utilisé une seconde technique, basée sur les propriétés de
fluorescence de la MsrB, pour étudier la vitesse de formation de I’intermédiaire acide
sulfénique. Les valeurs de Kobsmax déterminées a pH 5,5 et 8 sont respectivement 48 fois et 163
fois supérieures aux valeurs de K., déterminées a 1’état stationnaire aux mémes pH.

Ainsi, la vitesse de 1’étape réductase, déterminée par les deux approches, est largement
supérieure au K.y, ce qui démontre que 1’étape cinétiquement limitante du mécanisme de la
MsrB se situe apres la formation de 1’intermédiaire acide sulfénique et est associée soit a la

formation du pont disulfure Cys117-Cys63, soit a la réduction de ce pont par la Trx.

I1. 2. Etape 2 de formation du pont disulfure Cys117-Cys63

La vitesse de 1’étape de formation du pont disulfure a été déterminée en suivant la
perte des groupements thiols libres lors des expériences de « quenched-flow » par
quantification des fonctions thiols libres a 1’aide d’un réactif spécifique, le DTNB. Ainsi a pH
5,5 et a saturation en substrat Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe, la constante de vitesse de 1’étape 2
est égale a la constante de vitesse de 1’étape réductase. Ceci montre que 1’étape cinétiquement
déterminante dans le processus a deux étapes qui conduit a la formation du pont disulfure est
associée a I’étape de formation de [D’intermédiaire acide sulfénique, et que 1’étape
cinétiquement limitante du mécanisme global se situe apres 1’étape de formation du pont
disulfure.

L’étape limitante étant associée a la troisieme étape, ’affinité de la MsrB pour le
substrat sulfoxyde dans la premicre étape et la deuxiéme étape doit étre beaucoup plus faible

que celle mesurée a 1’état stationnaire. C’est effectivement ce que nous avons montré. Le Kg
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du substrat sulfoxyde dans les deux premicres étapes est supérieur, au moins de 100 fois, au

Ky mesuré a 1’état stationnaire.
11. 3. Etape 3 de réduction du pont disulfure Cys117-Cys63 par la Trx

La vitesse de formation de la Trx oxydée, lors de la réduction de la MsrB oxydée, a été
déterminée en suivant la variation de 1’intensité d’émission de fluorescence de la Trx, liée a la
formation du pont disulfure dans son site actif. La vitesse de formation de Trx oxydée a ainsi
été déterminée a différentes concentrations en Trx. L’étape de réduction de la MsrB oxydée
par la Trx peut étre représentée par le schéma ci-dessous ou K représente 1’affinité apparente
Ks pour la Trx, et k¢ et k. respectivement les constantes de vitesse d’échange des ponts

disulfures dans le sens direct et inverse :

K K
MsrB,, + Trxoq==[MsrB, ... Trxred]T_L[MsrBred o TrX i ]

T

Les résultats obtenus montrent que 1’étape de réduction de la MsrB oxydée par la Trx,
peut étre considérée comme irréversible (k, = 0), et que la constante k¢ obtenue représente
probablement la vitesse de la réaction chimique d’échange de pont disulfure. Les valeurs de
Ks et k¢ obtenues sont respectivement 3,2 fois et 10 fois supérieures aux valeurs de Ky et Kea
déterminés a 1’état stationnaire. Ceci montre que |’étape cinétiquement limitante du
mécanisme global se situe apres 1’étape d’échange de pont disulfure, et est donc associée a la

dissociation du complexe MsrB réduite-Trx oxydée (derniere étape du schéma ci-dessous).

K K K
MsrB oy + TrX,eg=ms [MstBy ... TrXpeq] == [MstBreq ... TrXoy] === MsrBoq + Trxyy

T

Le relargage de la Trx oxydée pourrait étre cinétiquement limitée par une étape de
changement conformationnel du complexe MsrB réduite-Trx oxydée précédant la dissociation
des deux partenaires. Dans ce cas, un changement conformationnel semblable doit également
exister au niveau de la formation du complexe michaélien MsrB oxydée-Trx réduite. Ce
changement conformationnel pourrait alors étre cinétiquement déterminant dans la formation
du complexe MsrB réduite-Trx oxydée. La détermination des parameétres thermodynamiques

et cinétiques de I’association du complexe par des techniques biophysicochimiques, comme la
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microcalorimétrie (ITC) et la résonance plasmonique de surface, pourraient permettre de

valider ces hypotheses.

I11. Publication 2: A. OLRY, S. BOSCHI-MULLER and G. BRANLANT. (2004).
Kinetic characterization of the catalytic mechanism of methionine sulfoxide reductase B

from Neisseria meningitidis. Biochemistry, 43, 11616-22.
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Kinetic Characterization of the Catalytic Mechanism of Methionine Sulfoxide
Reductase B fronNeisseria meningitidis

Alexandre Olry, Sandrine Boschi-Muller, and Guy Branlant*

UMR 7567 CNRS-UHP, Maturation of ARN and Molecular Enzymology, Faculty of Sciencesyddudes Aiguillettes,
BP 239, 54506 Vandoete-les-Nancy, France

Receied April 7, 2004; Reised Manuscript Receed June 9, 2004

ABSTRACT. Methionine sulfoxide reductases catalyze the thioredoxin-dependent reduction of methionine
sulfoxide back to methionine. The methionine sulfoxide reductases family is composed of two structurally
unrelated classes of enzymes named MsrA and MsrB, which display opposite stereoselectivities toward
the sulfoxide function. Both enzymes are monomeric and share a similar three-step chemical mechanism.
First, in the reductase step, a sulfenic acid intermediate is formed with a concomitant release of 1 mol of
methionine per mol of enzyme. Then, an intradisulfide bond is formed. Finally, Msrs return back to reduced
forms via reduction by thioredoxin. In the present study, it is shown folNbigseria meningitidissrB

that (1) the reductase step is rate-determining in the process leading to formation of the disulfide bond
and (2) the thioredoxin-recycling process is rate-limiting. Moreover, the data suggest that within the
thioredoxin-recycling process, the rate-limiting step takes place after the two-electron chemical exchange
and thus is associated with the release of oxidized thioredoxin.

Oxidation of proteins can readily occur during oxidative readily accessible to the substrate. This site contains the
stress conditions by reactive oxygen species (ROS). One ofcatalytic Cys-51 located at the N-terminus ofcaihelix. The
the targets in proteins is a methionine (Met) residue, which core of the MsrB structure is composed of two antiparallel
can be oxidized into methionine sulfoxide (MetSQYlet p-sheets, and the active site is also solvent exposed and
oxidation is reversed in vivo by methionine sulfoxide contains the catalytic Cys-117 located in the middle of a
reductases (Msr). Two classes of Msrs called MsrA and g.strand. Except for the presence of the catalytic and the

MsrB have been described so far, which reduce free andrecycling cysteines and of a tryptophan, the latter of which
protein-bound MetSO back to Met, using reduced thioredoxin s jnvolved in the recognition of the methyl of the sulfoxide

(Trx) as an electron sourcé-(6). Three major roles for Msrs

. Substrate, the two active sites do not share any other common

have been postulated: they can (1) scavenge ROS speciegming acids that can be involved either in the chemical

such as an antioxidant molecul@ @), (2) repair oxidized

proteins and therefore may regulate the function of these

proteins @, 10), and (3) play a role in the virulence of some
bacteria {1—14).

MsrA and MsrB are two structurally unrelated classes of
enzymes that display opposite stereoselectivities toward th
S and R isomers of the sulfoxide function of MetSO,
respectively 2—6). The 3-D structures of MsrA from
Escherichia coli Bos taurus and Mycobacterium tubercu-
losis and of MsrB from Neisseria gonorrhoeaand N.
meningitidiswere determined by X-ray crystallograptiyb(-

19). The structure of MsrA is of mixedi—j-type with an

e

mechanism or in the substrate specificities. However, both
classes of Msrs share the same three-step chemical mecha-
nism including (1) a nucleophilic attack of the catalytic Cys
residue on the sulfur atom of the sulfoxide substrate leading
via a 1,3-sigmatropic rearrangement to formation of a
sulfenic acid intermediate and release of 1 mol of Met per
mol of enzyme, (2) a formation of an intramonomeric
disulfide bond between the catalytic and the recycling
cysteines with a concomitant release of 1 mol of water, and
(3) a reduction of the Msr disulfide bond by Trx leading to
regeneration of the reduced form of Msr and to formation

active site, which can be described as an opening basinof oxidized Trx in the disulfide state (T&) (Scheme 1),

20). For MsrA, this chemical mechanism is in agreement

* This research was supported by the Centre National de la Rechercha/ith the kinetic mechanism, which was shown to be of ping

Scientifique (Programme Physique et Chimie du Vivant 2000, Pro-
gramme Prdtemique et Geie des Prdtees 2001), the University Henri
PoincafeNancy |, the Association pour la Recherche sur le Cancer

pong type 21).
Recent studies from our group on the catalytic mechanism

(Association pour la Recherche sur le Cancer Grant 5436), and the of the MsrA fromN. meningitidishave shown that the rate-

Institut Federatif de Recherches 111 Bioihgierie.

* Corresponding author. Phone: (33) 3 83 68 43 04; fax: (33) 3 83
68 43 07; e-mail: guy.branlant@maem.uhp-nancy.fr.

1 Abbreviations: MetSO, methionine sulfoxide; DTNB, 5¢hthio-
bis(2-nitro)benzoate; MES, R{morpholino)ethanesulfonic acid; MsrA/
B, methionine sulfoxide reductase A/B; Trx, thioredoxin; MstBAsrB
in the disulfide state; Msry, MsrB in the reduced state; Tgx Trx in
the disulfide state; Trx, Trx in the reduced state.
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limiting step is associated with the reduction of the MsrA
disulfide bond by Trx and that the rate of the sulfenic acid
intermediate formation is fast and is rate-determining in the
process leading to formation of the MsrA disulfide bo8a)(

In contrast, no data are presently available on the kinetics
of the MsrBs.
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Kinetic Characterization of MsrB frorhleisseria meningitidis

Scheme 1: Proposed Catalytic Mechanism of MsrA and
MsrB from N. meningitidid

B OH T Rs—CH H*
3
Xe/\(”)J IA Csj]_CHa IB ’ E:X{O--H
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1 I
Trx X
Cy H0

Biochemistry, Vol. 43, No. 36, 2004617

nitrile, whereas Aa--Met-NHMe was eluted at 30% aceto-
nitrile. The fractions corresponding to AeMet-R,S-SO-
NHMe were pooled and concentrated to eliminate acetonitrile.
The proton NMR spectrum is in accord with the Adviet-
R,S-SO-NHMe structure. Concentration of AeMet-RS
SO-NHMe solution was determined on an analytic Atlantis
C18 column (Waters) on anKTA explorer system (Am-
ersham Biosciences) by integrating the absorption peak at

2 Representation of the three-step chemical mechanism as describe®15 nm (1 nmol of Ac--Met-R,.SSO-NHMe gives 1.62 area

by Antoine et al. 22). In step Ill, a Michaelis complex is formed
between Msi and Trxee Then, a nucleophilic attack of Cys-32 of
Trx on the disulfide bond of the Msr leads to formation of an
intermolecular disulfide bond, which is followed by a nucleophilic attack
of Cys-35 of Trx that leads to Mgk and Trxx. For MsrB fromN.
meningitidis X represents Cys-117 and Y Cys-63.

units).

Enzyme KineticsKinetics studies were carried out with
Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe as a substrate aid coli Trx1 as
a reductant in the presence of a Trx-regenerating system (1.28

UM E. coli Trx reductase and 0.3 mM NADPH) as previously

described by Olry et al6). The initial rate data were fit to

In the present study, the rates of the three steps of thethe Michaelis-Menten relationship using least-squares analy-

chemical mechanism have been determined for lkhe
meningitidisMsrB. The results demonstrate that the Trx-

sis to determine, and Ky with the program Sigmaplot
(Jandel Scientific Software). AKy values were determined

recycling process is rate limiting. The data also suggest that ¢ saturating concentrations of the other substrate.

within the Trx-recycling process, the rate-limiting step takes

Preparation of MsrB in the Disulfide State and LoMsrB

place after the two-electron chemical exchange and thus ispxidation was achieved by mixing 100M MsrB with 300

associated with the release of TyxThese results are
compared with those recently described for Msg®)(

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Site-Directed Mutagenesis, Production, and Purification
of EnzymesThe E. coli strain used for alN. meningitidis
MsrB productions was BE002 (MG1655 msrA::sgkc
msrB:o3kan), transformed with the plasmidic construction
pSKPILBMsIB containing the coding sequence roérB
under thelac promoter 6). The BE0OO2 strain was kindly

mM MetSO in buffer A (50 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA,
pH 8). The MetSO used wasL-Met-R,S-SO, of which only
the R isomer is a substrate for MsrB)( Trx oxidation was
achieved by mixing 50@M Trx with 1 mM DTNB in buffer
A. After 10 min of incubation at room temperature, oxidized
proteins were passed through an Econo-Pac 10 DG desalting
column (Bio-Rad) equilibrated with buffer A. Oxidation of
protein in the disulfide state was checked by titration with
DTNB.

Fluorescence Properties of Wild-Type and Mutant MsrBs.

provided by Dr. F. Barras. Its use prevented expression of The fluorescence characteristics of the wild-type MsrB in

endogenous wild-type MsrA and MsrB frobn coliand thus
avoided any contamination of the activity of the menin-
gitidis MsrB by the Msrs fromE. coli. Site-directed mu-

the reduced form (Msr) and Cys-117/Cys-63 disulfide
state, and the C63S MsrB in its reduced form and Cys-117
sulfenic acid state, were recorded on an spectrofluorometer

tageneses were performed using the QuikChange site-directedflx, SAFAS company) thermostated at 28, in buffer A

mutagenesis kit (Stratagene).

Purifications were realized as described previously (
Purity of wild-type and mutant MsrBs was checked by
electrophoresis on 15% SB®AGE gel followed by Coo-
massie Brilliant Blue R-250 staining and by electrospray

with 10 uM each protein.

Determination of the Rate of Ac-L-Met-NHMe Formation
and of Thiol Loss by Single Turpner Quenched-Flow
ExperimentsQuenched-flow measurements were carried out
at 25°C on a SX18MV-R stopped-flow apparatus (Applied

mass spectrometry analyses. Storage of the enzymes wa®hotoPhysics) fitted for the double-mixing mode and adapted

done as described previousl§)( The molecular concen-
tration was determined spectrophotometrically, using an
extinction coefficient at 280 nm of 17 330 Mcm™ for
wild-type and mutant MsrBs6j. In this paperN. menin-
gitidis MsrB amino acid numbering is based on tBecoli
MsrB sequence without the N-terminal Met.

Trx1 and Trx reductase fronk. coli were prepared
following experimental procedures already publish2g, (
24).

Preparation of Ac-L-Met-R,S-SO-NHM#&c-L-Met-OMe
was purchased from Bachem. Treatment oflAllet-OMe
with 25 mol equiv of methylamine in methanol gave Ac-
Met-NHMe. Oxidation of Ace-Met-NHMe with 1.05 mol
equiv of O, in methanol resulted in Ac-Met-R,SSO-
NHMe. Separation of Ac-Met-R,SSO-NHMe from residual

to recover the quenched samples as previously desc2@gd (
Briefly, equal volumes (6Q«L) of a solution containing
600uM MsrB in 50 mM MES, pH 5.5, or in buffer A and

a solution containing 700 mM Ac-Met-R,.SSO-NHMe in

50 mM MES, pH 5.5, or in buffer A were mixed in the aging
loop. The mixture was then allowed to react for-3&D0 ms
before being mixed with an equal volume of a quenching
aqueous solution containing 2% of trifluoroacetic acid.
Quenched samples were then collected in a 200oop.

For each aging time, four shots were done, and the four
corresponding quenched samples were pooled in a volume
of 700uL and then analyzed. Ac-Met-NHMe quantification

in the quenched samples was carried out by reverse phase
chromatography as described in the paragrmapmparation

of Ac-L-Met-R,S-SO-NHMy peak integration at 215 nm.

nonoxidized Ace-Met-NHMe was achieved by reverse phase The other part of the quenched samples was used to (1)
chromatography on a Delta-Pak C18 preparative column (19/determine the protein concentration from the absorbance at
300) (Waters) on a Waters HPLC system, equilibrated with 280 nm and (2) quantify the free cysteine content, using 2,2
H,O and eluted with a linear gradient of acetonitrile from 0 dipyridyl disulfide as a thiol probe. Progress curves of
to 55%. Act-Met-R, SSO-NHMe was eluted at 3% aceto- pyridine-2-thione production were recorded at 343 nm in
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buffer A. Enzyme concentration was 6.4®1, and the 2,2
dipyridyl disulfide concentration was 668M. The amount

of pyridine-2-thione formed was calculated using an extinc-
tion coefficient at 343 nm of 8080 M cm™%. Data were
plotted as mol of Aa--Met-NHMe formed per mol of MsrB
and as free remaining thiols per mol of MsrB, both as a
function of time. The rate of Ac-Met-NHMe formation was
determined by fitting the curve to the monoexponential
equation (eq 1), in whicl represents the fraction of Ac-
Met-NHMe formed per mol of MsrB ank,psrepresents the
rate constant.

y=a(l—e ") (1)

The rate of loss in free thiols was determined by fitting the
curve to the monoexponential equation (eq 2) in whigh
represents the number of free remaining thialsgpresents
the number of oxidized thiols, ankl,s represents the rate
constant.
y=yotae ! )
Kinetics of the Formation of the Cys-117 Sulfenic Acid
Intermediate of C63S MsrB by Single Tumeo Stopped-
Flow ExperimentKinetics of the C63S MsrB fluorescence

Résultats Partie 11
Olry et al.

were obtained by fitting fluorescence traces with the mono-
exponential eq 2 witla > 0.

Data were fit to eq 5 using least-squares analysis to
determinek, k, and K for Trx. S represents the Trx
concentrationK represents th&s value for Trx, andk, and
ki represent the rate constants of the disulfide exchange in
the reverse and forward directions, respectively.

X

k
MsrB,, + TrX,gq= [MSIBg,* TrX o ~ [MSIB ¢ = TrXo,]

Kops= K + K SIK + S) (5)
Eq 5 was used, assuming that binding of {Jgt0 MsrByy is
rapid equilibrium.

RESULTS AND DISCUSSION

Catalytic Constants with Ac-L-Met-R,S-SO-NHM#ée
catalytic constants dfl. meningitidisVisrB were determined
with Ac-L-Met-RS-SO-NHMe and Trx1 fromE. coli as
substrates and Trx reductase fr@mncoli and NADPH as
the Trx-regenerating system. AeMet-R,S SO-NHMe was
used instead of MetSO because MsrB displays a better
affinity for Ac-L-Met-RS-SO-NHMe, and thereby, kinetic

decrease associated with the formation of the Cys-117 parameters of the reductase step could be determined at

sulfenic acid intermediate were measured at°€5on a
SX18MV-R stopped-flow apparatus (Applied PhotoPhysics)

fitted for fluorescence measurements. The excitation wave-

saturating concentratiorKy for Ac-L-Met-R,.SSO-NHMe
and Trx andk.y value at pH 8 and 5.5 were 2:2 0.6 mM,
140+ 22 uM, and 0.51+ 0.06 st and 7+ 2 mM, 104+

length was set at 291 nm, and the emitted light was collected26 uM, and 0.30+ 0.04 s, respectively. Doubling or

using a 320 nm cutoff filter. One syringe contained MsrB
in buffer A (10uM, final concentration after mixing), and
the other one contained AcMet-R,S-SO-NHMe at various
concentrations in buffer A (6550 mM, final concentration).
An average of six runs was recorded for eachLAdet-
R,SSO-NHMe concentration. Rate constankgy, were
obtained by fitting fluorescence traces with the monoexpo-
nential equation (eq 3) in whicthrepresents the end point,
arepresents the amplitude of the fluorescence increa8g (
andkqps represents the rate constant.
y=ae " +¢

®3)
Data were fit to eq 4 using least-squares analysis to determin
Kobs max@ndK for Ac-L-Met-R,SSO-NHMe.Srepresents the

Ac-L-Met-R,SSO-NHMe concentration, ariirepresents the
Ks value for the substrate.

kobs: kobs ma)S(K + S) (4)

Kinetics of the Reduction of the Cys-117/Cys-63 MsrB
Disulfide Bond by Trx by Single Turner Stopped-Flow
ExperimentsKinetic measurements of the Trx fluorescence

guenching associated with the formation of the Cys-32/Cys-

35 disulfide bond upon the reduction of the MsrB in the
disulfide state (MsrB) were carried out as previously
described for MsrAZ2). Briefly, the excitation wavelength

halving the concentration of Trx reductase did not affect the
Keat value.

The fact that saturation kinetics were observed with a low
Kwm for Trx showed that Trx is a specific recycling reductant
for MsrB similarly to that observed fax. meningitidisvisrA
(6). Therefore, this suggests that specific interactions exist
between Trx and Msrs. It is important to note that the affinity
constant for Ac--Met-R,S-SO-NHMe has to be divided by
2, taking into account the fact that the isomer of MetSO is
neither a substrate nor an inhibitor of MsrB)(

Rate-Limiting Step Is Not Associated with the Concomitant
Formation of the Sulfenic Acid Intermediate and of Ac-L-
Met-NHMe. (A) Rate of Formation of Ac-L-Met-NHMe in

She Wild-Type and C63S MsrB&.means to determine the

rate of formation of the sulfenic acid intermediate was to
attain that of the Aa—Met-NHMe, which is formed con-
comitantly. To do so, the stopped-flow apparatus was adapted
in a quenched-flow mode as previously described by Antoine
et al. 2). At various times of incubation of MsrB with Ac-
L-Met-R,SSO-NHMe, in the absence of Trx, the reaction
mixture was quenched by mixing it with trifluoroacetic acid.
Ac-L.-Met-NHMe was then quantified by reverse-phase
chromatography analysis. The study was done at 350 mM
Ac-L-Met-R,S'SO-NHMe, a concentration that can be con-
sidered to be saturating (s&g value determined for C63S
MsrB). At pH 8, a burst of Aa--Met-NHMe formation was

was set at 310 nm, and the emitted light was collected aboveobserved with a stoichiometry of 0.9 and 0.8 mol of Ac-

320 nm using a cutoff filter. One syringe contained the
MsrBox in buffer A (from 10 to 25:M, final concentration),

Met-NHMe/mol of wild-type and C63S MsrBs, respectively.
However, the rate of the Ac-Met-NHMe formation was

and the other one contained the Trx in the reduced form too fast, at least 507%, to be determined with the apparatus

(Trxreq) at various concentrations in buffer A (from 50 to
1250uM, final concentration). An average of six runs was
recorded for each concentration of Trx. Rate constépis,

adapted for quenched-flow experiments, which gave a
minimum aging time around 30 ms. In contrast, at pH 5.5,
the rate was attainable, and the curve profile was fit to the



Résultats Partie 11

97

Kinetic Characterization of MsrB frorhleisseria meningitidis

@'l 2,00

2 @

.“ A 175 &

© Y A =

208+ .-

£ 150 S

1 [<]

g 1,25 £
+ -

z * 2
L S

3 1,00 3

(=]

04 =

3 L 075 3

Q

< f.‘,

5 L 0,50 E

502

= v 0,25

<

0,0 ; . ; . 0,00
® 00 02 0,4 06 08 1,0

Time (s)

Ficure 1. Time-resolved appearance of Advlet-NHMe for the
wild type (o) and C63S @) MsrBs from N. meningitidisand
disappearance of free thiols for the wild type)(under single
turnover kinetics. The quenched-flow experiment was carried out
at 25°C in 50 mM MES, pH 5.5 as described in the Experimental
Procedures. Symbols represent experimental data paant®r(
Ac-L-Met-NHMe quantification,v for free thiol titration for the
wild type, and® for Ac-L-Met-NHMe for the C63S MsrB). Data
of Ac-L-Met-NHMe quantification were fit to eq 1 and gave rate
constants of 18t 1 and 23+ 3 s™! with amplitudes of 0.8%A:
0.01 mol of Act-Met-NHMe per mol of enzyme and 0.65 0.02
mol of Ac-L-Met-NHMe per mol of enzyme for the wild type and
C63S MsrBs, respectively. Data of free thiol titration were fit to
eq 2 and gave a rate constant of£3 s! with amplitude of 1.82

+ 0.07 free thiol groups per mol of enzyme for the wild type.

monoexponential eq 1 witkyps values of 18 and 234 and

a stoichiometry of 0.87 and 0.65 mol of AeMet-NHMe/

mol of wild-type and C63S MsrBs, respectively (Figure 1).
The fact that a stoichiometry of only 0.8 and 0.65 mol of
Ac-L-Met-NHMe/mol of C63S MsrB was found at pH 8 and
pH 5.5, respectively, remains to be explained. A possibility
was that MsrB in the sulfenic acid state and reduced MsrB
(MsrByeg) reacted together to form a dimer and thus decreased
the concentration of C63S MsrB. In fact, it is not the case
because on nonreducing gels, no significant amount of dimer
was observed (gels not shown).

As expected, substituting Ser for Cys-63 has no significant
effect on the rate of formation of Ac-Met-NHMe. More
importantly is the fact that the rates of the reductase step
for the wild-type and C63S MsrBs are at least 60-fold higher
than thek ., value determined for the wild type under steady-
state conditions and at the same pH of 5.5.

(B) Rate of Formation of the Sulfenic Acid Intermediate
in the C63S MsrBAnother approach to determine the rate
of formation of the sulfenic acid intermediate was to follow
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FIGURE 2: Fluorescence spectra ®. meningitidis wild-type

MsrByegand MsrBy and ofN. meningitidisC63S MsrB in reduced

and sulfenic acid states. All the spectra were recorded witiaM.O

protein at 25°C in buffer A, pH 8. In panel A, the wild type:

excitation spectra of Msrg; (®) and MsrBy (O) (emission followed

at 340 nm), emission spectra of Ms¢B(®) and MsrBy (O)

(excitation at 291 nm) and Mstg (A) and MsrBy (2) (excitation

at 310 nm). In panel B, the C63S MsrB: excitation spectra of

MsrBeq (®) and MsrB sulfenic acid formd) (emission followed

at 340 nm), emission spectra of Ms¢B(®) and MsrB sulfenic

acid form ©) (excitation at 291 nm), and emission spectra of

MsrBeq (o) and MsrB sulfenic acid formA) (excitation at 310

nm).

343 nm, respectively. In MsrB frol. meningitidis there

are nine tyrosines and one tryptophan at position 65. The
fact that in W65F MsrB, the fluorescence emission strongly

decreased at 320 nm with a disappearance of the shoulder

at 343 nm when the excitation was done at 291 nm confirmed
the contribution of only Trp-65 in the fluorescence emission

a specific message associated with the oxidation of theat 343 nm (spectrum not shown). Inspection of the X-ray
catalytic cysteine. As shown next, the probe used was Trp-structure shows that Trp-65 is situated in a loop near the
65 whose fluorescence emission intensity at 343 nm de-catalytic Cys-117 and has recently been shown to be
creases upon going from the reduced to the sulfenic acidimplicated in the binding of the methyl group of the substrate
forms. The study was done with the C63S MsrB, which (data not shown). Thus, Trp-65 could be a good candidate
accumulates the sulfenic acid intermediate but not with the to probe a change of the active site environment along the
wild type, which accumulates the disulfide intermediate in reductase process.

the absence of Trx (see next paragraph).

As shown in Figure 2A, wild-type Msrg; presented a
maximum excitation wavelength at 291 nm and a fluores-
cence emission maximum &t320 nm with a shoulder at
343 nm. This suggested a contribution of tyrosine and of
tryptophan residues to the fluorescence signat 320 and

This was shown on the C63S MsrB, which accumulates
the sulfenic acid intermediate. When excited at 291 nm, C63S
MsrB in a sulfenic acid state showed a fluorescence emission
at 343 nm that decreased by a factor of 50% (integrated from
320 to 450 nm) when compared with that of the MggB
(Figure 2B). Therefore, the presence of a sulfenic acid on
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A2 associated with either the Cys-117/Cys-63 disulfide bond
formation or the Trx reduction process.

Rate of Formation of the Cys-117/Cys-63 MsrB Disulfide
Bond Is Not Rate-Limiting and Is as Fast as That of Sulfenic
Acid Intermediate and Met Formation®@ne approach is to
determine the rate of the intradisulfide bond formation in
the wild type by following a specific message associated with
its formation, such as a modification of the Trp-65 fluores-
cence emission intensity, provided that the message can be
differentiated from that observed upon formation of the
sulfenic acid intermediate. In fact, a quenching of the Trp-
65 emission fluorescence intensity due to formation of the

25 4

20 4

kobs (5-1)
o

0. ‘ , , ‘ Cys-117/Cys-63 disulfide bond is also observed and is
0 100 200 300 400 500 moreover similar to that observed upon formation of the
[Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe] (mM) sulfenic acid intermediate in the C63S MsrB (Figure 2B).
% Moreover, K for Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe and thekops max
B values of the wild-type MsrB at pH 8 and 5.5 determined

by following the quenching of the Trp-65 fluorescence are
in the same range as those determined for the C63S MsrB
(Figure 3A and data in legend of Figure 3A). Consequently,
it was not possible to attain the rate of the disulfide bond
formation using Trp-65 as a fluorescent probe.

Therefore, there remained only one method to determine
the rate of formation of the Cys-117/Cys-63 MsrB disulfide
bond. It was to follow the loss of the two free thiol groups
by quenched-flow experiments. Indeed, the Cys-117 free thiol
group is lost first in the reductase step, whereas the Cys-63
free thiol group is lost only in the second step, which leads
to formation of the Cys-117/Cys-63 MsrB disulfide bond.
This analysis was done with the samples obtained from the

guenched-flow experiments described previously. At pH 5.5

Ficure 3: Determination of the catalytic parameters of the reductase i - . -
step of wild type (A) and C63S MsrB (B) frofd. meningitidisin and with 350 mM Ace-MetRSSO-NHMe, the curve

buffer A pH 8 (a) and in MES buffer pH 5.5@) measured by profile was fit to the mon(_)exponential eq 2, with a
fluorescence stopped-flow under single turn-over kinetics. The MsrB concomitant loss of two cysteines ané.g value of 13 s*
fluorescence decrease was recorded on a stopped-flow apparatu~igure 1). The fact that thk,,s value was in the range of

at 25°C. Final concentration of wild-type and C63S MsIBs was that determined by following Ac-Met-NHMe formation
10uM. Excitation wavelength was set at 291 nm, and emitted light with the wild type and the C63S MsrBs as well suggested
was collected above 320 nm using a cutoff filter. Data were fit to . . - . ;
eq 4, which gavéiys max@ndKs values of 28.9t 0.7 s and 49+ Fhat as soon as Cys-117is OXId'IZEd in the sulfe':mc.amd form
4 mM and 9.5+ 0.1 s* and 15+ 1 mM for the wild type in in the wild-type, Cys-63 attacks it and forms a disulfide bond.
buffer A and in 50 mM MES buffer pH 5.5, respectively, and 85 In other words, the rate of the nucleophilic attack of Cys-63
+ 1s'and 101+ 4 mM and 14.3+ 0.3 s* and 15+ 1 mM for on the Cys-117 sulfenic intermediate is limited by that
g‘g C63S MsrB in buffer A, pH 8, and in 50 mM MES buffer pH  qotermining the formation of the sulfenic acid intermediate,

.5, respectively. .

which as a consequence cannot accumulate. Therefore, the

the catalytic Cys-117 likely modifies locally the Trp-65 rate-limiting step in MsrB takes place after the Cys-117/
environment, leading to a quenching of its fluorescence Cys-63 disulfide bond formation, and the rate-determining
emission message. At pH 8 and 5.5, a fast decrease of thestep in the formation of the disulfide bond is governed by
fluorescence signal of the C63S MsrB was observed with that leading to formation of the sulfenic acid intermediate.
the Aci-Met-RSSO-NHMe concentrations used. All the Rate-Limiting Step Probably Takes Place within the
curves fitted to the monoexponential eq 2 withs values Trx-Recycling Process After the Two-Electron Chemical
ranging from 1 to 70 §. From the curve okgps versus ExchangeThe rate of formation of the Tgxwas determined
substrate concentratiois values of 101 and 15 mM for by following the decrease of the Trx fluorescence intensity
Ac-L-Met-R,SSO-NHMe andkops maxvalues of 85 and 14.3  upon going from Trxqto Trxo.x during the reduction of the
s 1 were determined at pH 8 and 5.5, respectively (Figure Cys-117/Cys-63 disulfide bond of the MsrB. To interpret
3B). Thekyys Values determined at pH 8 and 5.5 are 163- the data, we should first verify that the change in the
and 48-fold higher than those determined under steady-statdluorescence signal of the MsrB upon going from the
conditions for the wild type, respectively. oxidized disulfide to the reduced forms did not interfere with

Therefore, it can be concluded that the rate of the reductasethe Trx message. As shown in Figure 4, when the excitation
process determined by the two approaches (i.e., by following wavelength was set at 310 nm, the fluorescence message of
the rate of formation of either Ac-Met-NHMe or the MsrB increases upon going from MsBto MsrBieg.
sulfenic acid intermediate) is largely higher than khg This Therefore, the decrease in fluorescence intensity corre-
demonstrates that the rate-limiting step in MsrB takes place sponded to a change in the fluorescence message of the Trx.
after the formation of the sulfenic acid intermediate and is Under the experimental conditions used, at pH 8, the

kobs (5-1)

0 100 200 300 400 500
[Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe] (mM)
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12 Ks andk: are 3.2- and 10-fold higher than ti&, and kca
values determined under steady-state conditions in which the
Trx-reductase recycling system was assumed to not be rate-
limiting. To confirm that thek. value obtained with the Trx-
reductase recycling system was indeed measured under
steady-state conditions, the, value was also determined

by following the rate of Ac--Met-NHMe formation in the
absence of Trx reductase, at saturating concentration of Ac-
L-Met-R,S-SO-NHMe and Trx. The rate was 1.3'sA rate
constant of 1 s' was obtained when reduction of MsxB

by Trx.eq was carried out in the presence of Trx reductase
by following NADPH disappearance (experiments not shown).
In both cases, the rate constants are in the range of that
. . . . v . determined under steady-state conditions in the presence of

Fluorescence intensity (UA)

820 340 %0 880 400 420 440 Trx reductase. Therefore, the fact that tke value is
Wavelength (nm) significantly lower than thé value strongly supports a rate-
FiIGURE 4: Fluorescence emission spectra of Ehecoli Trxeq and limiting step within the Trx-recycling process that takes place

TrXoxtand ]f)l‘lthfﬂ\l-Mmegingigdiﬂ\/lzf%ed and é"Svaé ';glol\r/leicence after the two-electron chemical exchange and thus is associ-
?E;egrzz 'cl)'rxeQ(lA) wgrre rregc(or)dgtril at 2%:565 e%«?i?ationﬂat 313(?;?11. ated with relea‘?‘e .Of Tex In this Conte).(t’ release of Tex
could be rate limited by a conformational change of the
5 MsrBred TrXox cOmplex. If so, it is probable that a similar
conformational change of the MsgBTrx.q complex also
takes place after formation of the Michaelis complex. This
latter conformational change could be rate-determining in
® the formation of the MsrByTrxox complex. Further studies
3 1 including methods to directly investigate MsrB/Trx binding

Y kinetics should be done to settle such hypotheses.
\\-\_ CONCLUSION
-

-1)

Kobs (s
°

Fluorescence intensity (UA)

We have shown that (1) the rate-limiting step in MsrB is

- within the Trx-recycling process and probably takes place
. Time (%) after the two-electron chemical exchange and (2) the forma-
o 200 400 600 800 1000 1200 1400 tion of the sulfenic acid intermediate is rate determining

[Trx] (M) within the two-step process leading to formation of the

Ficure 5: Rate of reduction of the Cys-117/Cys-63 disulfide bond mtra@sulﬁde Cys.-117_/Cys-63 intermediate. As already
of the N. meningitidisMsrB by E. coli Trx measured by fluores- ~ mentioned, the active sites of MsrA and MsrB are structurally

cence stopped-flow experiments. The Trx fluorescence quenchingdifferent. In particular, the amino acids involved in the
associated with Trx disulfide bond formation was recorded on a activation of the reductase step are different. This includes

stopped-flow apparatus at 28 in buffer A pH 8 by mixing Tr¥e the amino acids implicated in (1) the decrease of tgqd

and MsrB,. MsrB final concentration varied from 10 to 28V. : : : e
Excitation wavelength was set at 310 nm, and emitted light was the catalytic cysteine, (2) the increase of the electrophilic

collected above 320 nm using a cutoff filter. Data were fitto eq 5, character of the sulfoxide, and (3) the 1,3-sigmatropic
which gavek;, k, andKsvalues of 5.2£ 0.4 s, 1 x 103+ 3 x rearrangement that leads to formation of the sulfenic acid
10t s}, and 440+ 75 uM, respectively. Symbols&) represent intermediate. Compared to that of tNemeningitidisvisrA,
experimental data points. Inset: representative sampling of primary the rate of the reductase step that leads to the sulfenic acid

data: 10uM MsrBoyx and 100uM TrX,eq (@), 15 uM MsrBqx and ; ; ; ~ ; o ;
300 M Trxeeq (¥). and 25uM MsrBu, and 800uM Trxeey (A). intermediate at pH 8 is 20-fold slower in MsrR3). This

Data were fit to eq 2 witta > 0, which gavekysof 1.01=+ 0.01, remains to be explained but likely reflects differences in the
2.23+ 0.02, and 3.64- 0.01 st at 100, 300, and 800M Trx, nature of the amino acids of the two active sites involved
respectively. either in the catalysis or in the substrate recognition.

The fact that the rate-limiting step within the Trx-recycling
concentration of the Cys-117/Cys-63 disulfide MsrB varied process probably takes place after the two-electron chemical
from 10 to 25uM, and the concentration of the Tgxvaried process in MsrB raises the question as to whether the
from 50 to 1250uM. For each concentration of Trx, kaps structurally unrelated MsrA behaves similarly. The data
value was determined. Assuming binding of L4k MsrByx recently published by our group on the MsrA frokh
is rapid equilibrium and using eq 5,k value of 440uM meningitidis have clearly shown that the Trx-recycling
for Trx and kr and k- values of 5.2 and~0 s can be process is rate limiting. But no definitive conclusion was
determined from the curvi&,,s versus Trx concentration, given on which step was rate limiting within the Trx process
respectively (Figure 5). The fact that the curve passes through(22). Interpreting now the experimental data published and
the origin indicates that, in first approximation, the recycling by comparison with those from MsrB, it can be concluded
process going up to disulfide exchange can be consideredthat MsrA likely behaves similarly to MsrB. Indeed, under
as irreversible; therefore, thk,,s value is presumably  single turnover conditions, at pH 8, using eq 5, ke
measuring the rate of the chemical reaction. The values of constant of MsrA for Trx and this andk; values determined
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from the curveky,s versus Trx concentration were 93M,

50 s %, and~0 s, respectively, whereas under steady-state

conditions theKy for Trx and thek., constant were 7aM
and 7 s?, respectively 22). Therefore, the rate limiting step
for MsrA probably also takes place after the two-electron
chemical exchange. Consequently, release of«lisxikely
rate limiting for both MsrA and MsrB fronlN. meningitidis

Msrs represent an interesting example of convergent

evolution in which two structurally unrelated proteins have

and kinetic mechanisms but with an opposite MetSO

stereoselectivity. Studies are presently underway to charac-

terize all the amino acids of the MsrA and MsrB frdxh
meningitidis which are involved not only in the chemical

activation of the three steps but also in the substrate

specificities.
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Acides aminés impliques dans la
premiere étape du mecanisme
catalytique des MsrB
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Comme montré dans le chapitre précédent, 1’étape réductase du mécanisme des MsrB est
trés rapide et non limitante. La question qui se pose maintenant est de caractériser les facteurs
moléculaires et structuraux qui sont impliqués dans ’efficacité de cette activité réductase. En effet,
pour étre efficace, cette étape nécessite, 1) 1’activation de la Cys117 sous forme thiolate pour
attaquer le substrat sulfoxyde, 2) la présence d’une catalyse acide pour augmenter le caractere
¢lectrophile de 1’atome de soufre de la fonction sulfoxyde afin de faciliter 1’attaque nucléophile du
thiolate et de favoriser le réarrangement sigmatropique 1,3 postulé et; 3) la présence d’un site de
spécificité adapté pour la reconnaissance de 1’isomere R de la MetSO tant au niveau du sulfoxyde
que du groupement méthyle €.

Comme mentionné dans la partie Introduction, les structures tridimensionelles de la MsrB de
N. meningitidis et de N. gonorrhoeae ont été résolues par RX. La MsrB de N. gonorrhoeae a été
cristallisée en présence d’une molécule de cacodylate non liée covalemment, ce qui pourrait étre un
bon modele mimant le substrat MetSO fixé dans le site actif. L’examen de cette structure nous a
ainsi permis d’émettre des hypothéses sur la nature des acides aminés impliqués dans la
reconnaissance du substrat et/ou dans la catalyse au niveau de la premiére étape. Ainsi, I’existence
d’une distance entre I’un des oxygeénes du cacodylate et I’atome d’azote 6; de I’His103 compatible
avec la formation d’une liaison hydrogeéne permet de postuler un rdle de catalyseur acide au niveau
de la premicre étape pour I’His103. Afin de confirmer nos hypothéses, une étude par ingénierie a
¢été entreprise. Ainsi, les acides aminés susceptibles d’étre impliqués dans la catalyse et/ou dans la
spécificité structurale des MsrB ont été remplacés et les propriétés cinétiques de chacun des mutants
protéiques sont en cours d’analyse en utilisant les mémes techniques que celles utilisées pour les
enzymes sauvages. En parall¢le, la détermination du pKa des résidus impliqués dans la premicre
étape a été réalisée. Dans la suite de ce chapitre, seuls les résultats de la détermination des pKa
seront décrits, 1’étude des différents mutants protéiques étant poursuivie par Fabrice Neiers,

actuellement en deuxiéme année de thése au laboratoire.

|. Détermination des pK,p, des Cys117 et Cys63 catalytiques dans I’enzyme libre

Les pKa des Cys63 et Cys117 de la MsrB ont été déterminés en utilisant une sonde chimique
spécifique des résidus Cys, le 2,2’-dithiodipyridine (2PDS). Cette sonde réagit avec les fonctions
thiolates et la réaction libére de la pyridine-2-thione qui est un chromophore absorbant a 343 nm
avec un ¢ de 8800 M. cm™. La réaction du 2PDS avec la MsrB suit une cinétique de pseudo-

premier-ordre avec la libération de 2 moles de pyridine-2-thione par mole d’enzyme. La courbe k,
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en fonction du pH, présentée ci-dessous (Figure 31), s’ajuste a une équation de type monosigmoide
avec un pKgpp > 9,5 et un k* de (9,6 + 0,8) 10" Ms™. Ce résultat montre que les deux Cys sont

accessibles dans la MsrB, la valeur de k’ étant proche de celle d’une Cys libre comme dans le GSH.

2

k,* 10 (M. s™)
=

0 o T T
7 8 9 10
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Figure 31: Variation, en fonction du pH, de la constante de second-ordre k, de la réaction des
groupements thiols de la MsrB sauvage de N. meningitidis avec le 2PDS. Les expériences ont été
réalisées a température ambiante avec un polytampon Tris 120 mM, Imidazole 30 mM, Acide acétique 30
mM de pH 7,25 a4 9,5. La concentration en MsrB sauvage est de 10 uM, celle de 2PDS est de 300 uM. Les
valeurs de k, ont été ajustées a I’équation d’une monosigmoide (f=y + (k> / (1+10 P**PM))) et les paramétres
obtenus sont les suivants : pKy,, = 11 £ 2, et kK> = (9,6 = 0,8) .10* M's™. Les points représentent les valeurs
expérimentales et le trait continu I’ajustement. L’enzyme n’étant pas stable a des pH supérieurs a 9,5, les
valeurs de k, n’ont pas pu étre déterminées a des pH plus élevés.

Le fait que la courbe s’ajuste sur 1’équation d’une monosigmoide montre que les deux
résidus Cys ont des pKa équivalents et élevés dans I’enzyme libre. Or, la Cys117 doit étre sous
forme thiolate pour attaquer la fonction sulfoxyde dans la premicre étape réductase. Le fait que le
pH optimum de I’activité réductase soit de 7 (Figure 32, p. 104) implique que le pKa est inférieur a
7 dans le complexe michaélien. Ceci suggere que la formation du complexe michaélien améne a une

réorganisation locale du site actif.

I1. Détermination des pK,p, des résidus impliques dans la catalyse de I’étape
réductase

Les pKa des résidus impliqués dans la catalyse de 1’étape réductase ont €té obtenus en
suivant la variation du Kepsmax de 1’étape réductase en fonction du pH. Pour cela, le Kobsmax @ €té
déterminé en suivant la variation de 1’émission de fluorescence du Trp65 (situé¢ dans la poche de
spécificité structurale, voir page 66) a différents pH et en présence de concentrations saturantes en
substrat. Les études ont été réalisées avec la MsrB sauvage et le mutant protéique Cys63Ser, afin de

vérifier que la variation de 1’émission de fluorescence restait bien associée a la formation de
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I’intermédiaire acide sulfénique sur toute la gamme de pH testée. En effet, il était envisageable qu’a
certains pH, la vitesse de 1’étape de formation du pont disulfure intramoléculaire devienne plus
lente que celle de 1’étape réductase. Dans ces conditions, la vitesse mesurée par fluorescence avec la
MsrB sauvage aurait été représentative de la vitesse de formation du pont disulfure. Les résultats

sont présentés dans la figure 32 ci-dessous :
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Figure 32 : Variation en fonction du pH de la constante de vitesse Kqpsmax associée a la formation de
I’intermédiaire acide sulfénique pour la MsrB sauvage (A) et la MsrB Cys63Ser (B). Les expériences
ont été réalisées a une température de 25 °C dans le polytampon Tris 120 mM, Imidazole 30 mM, Acide
acétique 30 mM a des pH de 4,5 a 9,25. La concentration en MsrB est de 10 uM, celle d’Ac-L-Met-R,S-SO-
NHMe de 350 mM. L’ensemble des points a été ajusté a une équation a trois pKa :

f = ((10 (-2 * pH-pK1) % kl) 4 (10 (-pH-pK1-pK2) % k2)) / ((10 (-pKl—pKZ—pK3)) + (10 (—pH—pKl-pKZ)) + (10 (-2 * pH-pKl)) +
(10 @ *PMy) Pour le mutant protéique Cys63Ser, les valeurs expérimentales obtenues a des pH supérieurs &
8,5 n’ont pas été prises en compte pour 1’ajustement en raison de la divergence observée avec la courbe
théorique qui reste a étre expliquée. Les pK,y, et les constantes k obtenus sont les suivants : pK; = 5,0 = 0,4;
pK,=6,5+£0,1;pK;=8,0+£0,1; ki =6+3 sk, =59+15" pour la MsrB sauvage, et pK; = 5,0 = 0,2; pK,
=68+0,1;pK;=8,3+0,1; ki =14+2 s k,=88+25" pour la MsrB Cys63Ser. Les points représentent
les valeurs expérimentales, le trait continu noir I’ajustement a 1’équation a 3 pKa décrite ci-dessus.

Les deux profils de Kopsmax €n fonction du pH s’ajustent a une équation a trois pKa, et les
valeurs de ces pKa sont sensiblement identiques entre la MsrB sauvage et le mutant protéique
Cys63Ser, confirmant que la formation de 1’acide sulfénique est bien suivie sur toute la gamme de
pH. Ceci montre I’implication d’au moins trois groupements ionisables dans la catalyse de I’étape
réductase : un groupement de pKgpp 5,0 = 0,2 qui doit étre déprotoné, un second de pKypp 6,7 £ 0,1
dont la déprotonation augmente la vitesse de 1’étape réductase d’un facteur 5, et un troisieme de
pKapp 8,1 £ 0,2 qui doit étre protoné.

Se pose maintenant la question de la nature des résidus qui portent ces fonctions ionisables,
et de leur role dans la catalyse. Le premier pK,p,, doit correspondre a celui de la Cys catalytique, qui
serait abaiss¢ d’au moins 4 unités de pH dans le complexe Michaélien par rapport a celui dans

I’enzyme libre. Le troisiéme pKgy, pourrait lui correspondre a celui du catalyseur acide. Lorsque ce
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groupement est déprotoné, il n’y a plus d’activité, ce qui est en accord avec un réle de catalyseur
acide de ce groupement. Ce catalyseur pourrait étre I’His103. Quant au deuxiéme pK,p,, de 6,7, nous
n’avons pour le moment pas pu I’attribuer a un acide aminé particulier. Sa nature et son role restant

a déterminer.

I11. Conclusion

Nos résultats suggerent que le pKa de la Cys117 catalytique passerait d’une valeur > 9,5
dans I’enzyme libre a une valeur de 5,0 dans le complexe michaélien. Ceci indique qu’une
réorganisation locale du site actif doit avoir lieu lors de la formation du complexe, qui doit étre un
préalable pour que I’étape réductase soit efficace. Il reste maintenant a définir les facteurs
moléculaires responsables de 1’abaissement du pK,p,, de la Cys117 dans le complexe michaélien.

La présence des résidus Argll5 et Aspl07 proches de la Cysl17 dans la MsrB de
N. gonorrhoeae avait conduit Lowther et al. a postuler que la Cys117 ferait partie d’une triade
catalytique Cys/Arg/Asp, qui serait responsable de son activation (Lowther et al., 2002). Des
résultats préliminaires portant sur des études de variants protéiques des positions Argl15 et Asp107
montrent qu’il n’en est rien (Neiers et al., résultats non publiés).

D’autre part, les courbes a saturation de substrat en fonction du pH dans I’étape réductase
montrent qu’un acide aminé avec un pK,,, de 8 joue le role de catalyseur acide. L’His103 semble
étre un bon candidat.

L’identité du résidu qui présente le troisieme pK,p, reste a élucider. L’inspection de la
structure tridimensionelle de la MsrB de N. gonorrhoeae montre que 1’Asp82 pourrait jouer un role
dans le positionnement de 1’imidazole de 1’His103, via la formation d’une liaison hydrogéne avec
I’atome d’azote € de I’His103, et ainsi intervenir éventuellement dans I’augmentation du pK,,, de

I’His103 (pKqpp = 8,0).
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La Trx est une protéine ubiquitaire impliquée dans de nombreux processus
biologiques. Elle réduit des ponts disulfures de cibles protéiques treés variées, dont les Msr.
Assez peu d’informations sont disponibles sur la nature des interactions existant entre la Trx
et ses cibles, dont les MsrB. Plusieurs résultats suggerent qu’il doit exister une reconnaissance
spécifique mais trés localisée entre les MsrB sous forme pont disulfure et la Trx réduite.
D’abord, une saturation par la Trx (Ky) est observée, ce qui montre qu’il existe une
reconnaissance MsrB-Trx. D’autre part, 1’étape cinétiquement limitante du mécanisme global
est associée au relargage de la Trx oxydée, alors que la vitesse de formation de la Trx oxydée
est plus rapide, ce qui suggere [’existence, en plus, d’une étape de changement
conformationnel entre les deux partenaires avant leur dissociation et sans doute aussi lors de
leur association.

Pour aborder I’identification des facteurs structuraux et/ou moléculaires impliqués
dans la reconnaissance entre la MsrB oxydée et la Trx réduite, la détermination de la structure
tridimensionnelle d’un complexe MsrB/Trx par RX et/ou RMN était une des approches la
plus appropriée. Plusieurs options se présentaient. L une consistait a caractériser un complexe
non covalent entre les deux partenaires. Cette approche n’est possible que si on est en
présence d’une population homogene de complexe, par exemple MsrB oxydée/Trx réduite
avec des affinités entre les deux partenaires suffisantes. Ces deux conditions ne sont pas
réunies. Une approche, permettant d’avoir une population stable et homogene de complexe,
consistait a former de facon artificielle un complexe covalent stable entre la MsrB et la Trx.
Un préalable a cette approche était de connaitre quelle est la cystéine de la MsrB oxydée qui
forme un pont disulfure intermoléculaire avec la Cys32 de la Trx.

Pour répondre a cette question, une méthode a été mise au point, basée sur
I’identification par spectrométrie de masse de la Cys impliquée dans la formation du pont
disulfure intermoléculaire en collaboration avec Guillaume Chevreux du laboratoire de
Spectrométrie de Masse appliquée aux Protéine a Strasbourg (UMR 7560 CNRS/ULP). Cette
méthode a consisté a former un complexe entre la MsrB oxydée et la Trx mutée Cys35Ser.
Deux possibilités étaient envisageables. La Cys32 formait un pont disulfure intramoléculaire
soit avec la Cysl117 de la MsrB, soit avec la Cys63 (Figure 33, p. 107). Pour favoriser
I’équilibre vers la forme intermoléculaire MsrB/Trx, un excés de trois fois en Trx par rapport
a la MsrB a été utilisé. L’ajout d’iodoacétamide (IAM), qui réagit sur la Cys de la MsrB qui
n’a pas ¢té attaquée par la Cys32 de la Trx, permet de bloquer le pont disulfure
intermoléculaire (MsrBCys117-TrxCys32Ser ou MsrBCys63-TrxCys32Ser). 11 en résulte

alors un complexe ou une des deux Cys de la MsrB est alkylée (Figure 33, p. 107), ’autre
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faisant un pont disulfure avec la Cys32 de la Trx. Cette alkylation peut étre mise en évidence
par analyse par spectrométriec de masse en mesurant la masse moléculaire des peptides
obtenus apres digestion du complexe par une protéase de spécificité structurale adéquate. En
effet, le peptide contenant la Cys alkylée peut étre identifié grace a sa masse moléculaire
caractéristique supé€rieure de 57 Da par rapport a celle du peptide non alkylé. De méme, il est

possible de caractériser la masse moléculaire du peptide hybride portant MsrBCys63-

TrxCys32 ou MsrBCys117-TrxCys32.

Figure 33 : Stratégie pour identifier la Cys de la MsrB de N. meningitidis oxydée qui forme un
pont disulfure intermoléculaire avec la Cys32 catalytique de la Trx. 1) les deux partenaires MsrB
et Trx sont incubés, 2) les complexes MsrB-Trx se forment, 3) le complexe est stabilisé via
I’alkylation de la Cys libre par I'TAM, 4) les complexes sont digérés par la protéase AspN et; 5) les
produits de digestion sont analysés par spectrométrie de masse €lectrospray ou MALDI.

106

|

———635

117S
l

[S)
S
+

€]
1178 S

635 HO3s

Digestion AspN

4

J«;mﬁ 5,
o

11711;7 (/Z'z,)/y&e
CH,

c=o
|

NH,

Analyse en spectrométrie de masse
¢électrospray et MALDI dénaturantes
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|. Résultats

I. 1. Formation des complexes stables MsrBCysl117-TrxCys32 et
MsrBCys63-TrxCys32

Les deux complexes impliquant I’'un ou 1’autre mutant protéique Cys de la MsrB et la
Trx Cys35Ser ont servi de témoins pour valider les résultats obtenus sur le complexe MsrB
sauvage-Trx Cys35Ser, 1) ils ont été utilisés pour déterminer le volume d’élution sur la
colonne de gel filtration SUPERDEX 75 du complexe MsrB-Trx, technique utilisée pour
isoler le complexe, comme nous le verrons dans la partie ci-dessous, 2) ils ont également été
utilisés comme témoins pour les analyses en spectrométrie de masse afin de déterminer la
masse des peptides des deux partenaires contenant les résidus Ser63 et Serl117 et la masse des
peptides hybrides MsrB-Trx aprés digestion par la protéase. En effet, le peptide hybride
impliquant un peptide issu de MsrB est li¢ covalemment sous forme de pont disulfure a un
peptide issu de la Trx contenant la Cys32.

La technique utilisée pour former ces deux complexes a consist¢ dans un premier
temps a activer les Cys63 ou Cys117 de la MsrB mutée sur I’autre Cys avec le DTNB. L’ajout
de Trx Cys35Ser permet ensuite de former le complexe covalent sous forme de pont disulfure
(Figure 34). La formation de 1’adduit avec le TNB™ et du complexe est suivie grace a
I’absorbance du TNB™ a 412 nm.

Sir° E:Sm_TNB TN! B- Esln_SazT
EOH63 OHg; o OHg  3sHO
+ DTNB + Sa2

+
o /
Se3 Se3— TNB TNB- Ses ;sHO

Figure 34 : Formation des complexes stables MsrB-Trx. La Cys de la MsrB réduite est activée par
le DTNB par formation d’un adduit MsrB-TNB. L’addition de Trx Cys35Ser permet de former le
complexe artificiel stable MsrB-Trx avec libération d’une molécule de TNB'.

I. 2. Formation du complexe stable MsrB sauvage-Trx Cys35Ser

Le complexe est formé comme décrit dans la partie "Matériels et Méthodes". Malgré

un ajout de Trx en exces de trois fois, 1’équilibre n’est pas totalement déplacé en faveur de la
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forme complexée. Une étape de dénaturation par le SDS 1% permet d’obtenir un rendement
de complexe plus élevé. Une hypothese est que ’ITAM réagirait plus vite avec la Cys32 de la
Trx qu’avec la Cys libre de la MsrB, probablement a cause d’un probléme d’encombrement
stérique. Il en résulterait donc apres ajout de I'IAM un déplacement de 1’équilibre en faveur
de la forme non complexée. L’ajout de SDS permet de dénaturer les deux partenaires et ainsi
de limiter le déplacement de 1’équilibre et d’augmenter la vitesse d’alkylation de la Cys libre
de la MsrB par 'TAM. Le complexe covalent ainsi obtenu représente environ 10% de la
quantité initiale de MsrB oxydée.

La colonne SUPERDEX 75 nous a permis de séparer et d’identifier les différentes
espéces présentes dans le mélange réactionnel : MsrB oxydée, Trx Cys35Ser, dimere de Trx
Cys358Ser sous forme de pont disulfure, complexe covalent MsrB sauvage-Trx Cys35Ser et
enfin multiméres de MsrB, de Trx Cys35Ser et de MsrB-Trx Cys35Ser (Figure 35). Afin
d’identifier chaque espece du mélange réactionnel, les volumes d’élution de la MsrB oxydée,
Trx Cys35Ser alkylée et du complexe artificiel MsrBCys117-TrxCys32 ont été déterminés

séparément.
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Figure 35: Profil d’élution sur la colonne de gel filtration analytique SUPERDEX 75 du
mélange MsrB sauvage sous forme oxydée pont disulfure/TrxCys35Ser en exces de trois fois. Le
chromatogramme a été réalisé a température ambiante dans le tampon Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH
8,0, KCI 300 mM. Le débit a été fixé a 0,4 ml/min.

1.3. Analyse des complexes MsrB-Trx Cys35Ser purifiés par spectrometrie
de masse électrospray

Une fois les échantillons de complexes MsrB sauvage-Trx Cys35Ser purifiés, leur
masse a d’abord été vérifiée par spectrométrie de masse ¢lectrospray en conditions
dénaturantes. Cette masse vérifiée, I’identification de la Cys alkylée ainsi que la nature du

pont disulfure intermoléculaire ont été réalisés. Plusieurs étapes ont été nécessaires :
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1. 3. 1. Vérification de la présence du complexe par spectrométrie de
masse ¢électrospray en conditions dénaturantes

La spectrométrie de masse est une technique tres sensible qui nécessite un échantillon
homogene et sans sels. Chaque complexe a ¢été purifi¢ par gel filtration sur colonne
SUPERDEX 75. 11 contient 300 mM de KCl qui est présent dans le tampon de
chromatographie pour éviter toute interaction ¢électrostatique des protéines avec la matrice de
la colonne de gel filtration. Avant analyse, chaque échantillon a donc été dessalé par
chromatographie hydrophobe C4 sur HPLC.

Les résultats obtenus, présentés dans le tableau 3 ci-dessous sont en accord avec la
présence de MsrB alkylée par 'IAM sur une de ses Cys et en tenant compte d’une différence
supplémentaire de masse de 16 Da liée au changement d’une Cys en Ser sur les MsrB

Cys117Ser et Cys63Ser.

Protéine Masse théorique (Da) Masse mesurée (Da)

MsrB réduite 16374 16374 £ 1

TrxCys35Ser réduite 11659 11659 £ 1

Complexe 28015 28015+ 1
MsrBCys63-TrxCys32

Complexe 28015 28015 = 1
MsrBCys117-TrxCys32

Complexe MsrB sauvage- 28088 28088 + 1

Trx Cys35Ser + [AM

Tableau 3 : Analyse en spectrométrie de masse €électrospray en conditions dénaturantes de la
MsrB sauvage, de la Trx Cys35Ser et des complexes covalents MsrBCys63-TrxCys32,
MsrBCys117-TrxCys32 et MsrB sauvage-Trx Cys35Ser.

1.3.2. Digestion des complexes MsrB-Trx Cys35Ser et analyse par
spectrométrie de masse MALDI

Plusieurs protéases ont été essayées et la plus efficace s’est avérée étre la protéase
AspN qui hydrolyse aprés les résidus Asp. Un dessalage sur C;g permet de récupérer

uniquement les peptides, ce qui a permis d’identifier uniquement la masse des peptides de

109




Résultats Partie 1V

digestion issus de la MsrB. En effet, la Trx n’est pas digérée par la protéase AspN dans les
conditions utilisées, ce qui pour 1’instant n’est pas expliqué. La technique d’ionisation utilisée
est le MALDI qui permet la détection avec une grande précision de composés de faible masse

moléculaire.Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4 ci-dessous :

Complexe Complexe Complexe MsrB sauvage-
MsrBCys63-TrxCys32 MsrBCys117-TrxCys32 Trx Cys35Ser + IAM
Séquence Masse (Da) Séquence Masse (Da) Séquence Masse (Da)

Asp98-Pro106 1008,5 Asp98-Pro106 1008,5 Asp98-Pro106 1008,5
Asp35-Val44 1188,7 Asp35-Val44 1188,7 Asp35-Val44 1188,7
Aspl33-lys146 1304,6 Aspl33-lys146 1304,6 Aspl33-lys146 13078
Asp82-Ala97 1939,9 Asp60-1Leu72 1406,7 Asp60-1Leu72 14227
Asp81-Ala97 2054,9 Asp81-Ala97 2054,9 Asp60-1Leu72 + 1479,7
CH,-CO-NH,
Asp81-Ala97 2070,9 Asp60-His80 2274,1 Asp81-Ala97 2055,0
Asp35-Alas56 2377,1 Asp35-Ala56 2376,2 Asp81-Ala97 2070,0
Aspl07-Met132 2437,2 Asp6-Tyr28 3451,7 Asp60-His80 2290,1
Aspl07-Met132 2453,3 Thr1-Tyr28 4156,2 Asp60-His80 + 2347,1
CH,-CO-NH,
Asp107-Met132 2862,5 Asp35-Ala56 2377,2
Asp6-Tyr28 3451,6 Asp6-Tyr28 3451,7
Thrl-Tyr28 4156,2 Thr1Tyr28 4156,3

Tableau 4 : Masse (Da) et séquences des peptides de la MsrB identifiés par spectrométrie de
masse MALDI aprés digestion par la protéase AspN du complexe MsrBCys63-TrxCys32,
MsrBCys117-TrxCys32 et MsrB sauvage alkylée-Trx Cys35Ser. Les séquences colorées en rouge
sont celles qui contiennent les résidus Cys mutés en Ser, celles en bleu sont celles qui contiennent le
résidu Cys alkylé par 'lAM. La masse de +73Da correspond a 1’augmentation due a 1’alkylation par
I’IAM (+57) sur la MsrB sauvage ajoutée de la différence de masse due a la mutation d’une des deux
Cys en Ser (+16).

Pour les trois complexes analysés, le taux de recouvrement est de 1’ordre de 80%.

Pour le complexe avec la MsrB sauvage, les peptides identifi€s sont identiques a ceux
obtenus avec le complexe témoin MsrBCys117-TrxCys32. Notamment deux peptides, qui
contiennent le résidu 63 sont présents en proportion équivalente mais avec la Cys63 modifi¢e
par ’'TAM. Ce résultat suggere que la Cys du pont disulfure de la MsrB attaquée par la Cys32
de la Trx est la Cys117 catalytique.
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1. 3. 3. Analyse des complexes MsrB-Trx Cys35Ser par spectrométrie de
masse électrospray

L’utilisation de la technique de spectrométrie de masse par électrospray détermine
avec une grande précision des masses plus importantes en comparaison de la technique
MALDI qui a permis d’identifier uniquement la masse des peptides issus de la MsrB. Le
dessalage a été effectué sur colonne hydrophobe C4 qui retient uniquement la Trx non digérée
avec le peptide issu de la MsrB en complexe covalent pont disulfure. L’analyse a été réalisée
apres digestion des complexes par AspN. Les résultats, présentés dans le tableau 5 ci-dessous,
montrent que la Trx (qui n’est pas digérée par AspN) forme un pont disulfure avec le peptide

contenant la Cys117 catalytique, confirmant ainsi les résultats précédents.

Complexe Peplt\i/lcleﬂ(gl cla Masse théorique (Da) | Masse mesurée (Da)
MsrBCys63-TrxCys32 Asp60-Ileu72 13079 13079,9 £ 0,3
MsrBCys117-TrxCys32 Aspl107-Met132 14112 14112,4+0,2
MsrB sauvage-Trx Cys32 Aspl07-Met132 14112 1411,6 £0,2

Tableau 5 : Analyse en spectrométrie de masse électrospray en conditions dénaturantes apreés
digestion par AspN des différents complexes covalents MsrB-TrxCys35Ser.

1. Conclusion

Les résultats présentés ci-dessus montrent clairement que la Cys32 de la Trx attaque la
Cysl17 catalytique de la MsrB oxydée. En effet, d’une part la Cys modifiée par
I’iodoacétamide est la Cys63 (peptide avec une masse supplémentaire de 57 Da), et d’autre
part la Cys impliquée dans le pont disulfure avec la Trx a été identifiée comme étant la
Cysl17. De plus, aucun mélange n’a été observé. Ce résultat montre que la formation du
complexe MsrB/Trx ou doit intervenir une reconnaissance structurale locale fait que la
position de la Cys32 est adaptée pour attaquer la Cys117 du pont disulfure dans la MsrB de

N. meningitidis.
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Comme nous I’avons vu dans le chapitre Introduction, la classe des MsrB peut étre divisée
en trois sous-classes, en fonction de la présence, de 1’absence et de la position de la Cys de
recyclage. De plus, indépendamment de cette classification, 50% des MsrB présentent la
particularité de posséder quatre Cys supplémentaires au niveau de deux motifs CXXC. C’est le cas
de la MsrB d’E. coli (Figure 26, p. 69) qui avait été surexprimée et purifiée au laboratoire par
Benoit Thouvenot. La couleur rose de cette protéine laissait penser que du métal de type fer était
coordiné. En parallele, I’équipe de Gladyshev et col. avait montré que ces quatre Cys sont
impliquées dans la fixation de zinc dans la MsrB de Drosophila melanogaster, et que la présence du
métal était essentielle pour révéler 1’activité Msr (Kumar et al., 2002).

Comme dit dans I’Introduction, ces deux signatures CXXC sont localisées dans un motif
structural formé de deux boucles qui est retrouvé dans les protéines TCTP et Mss4. Ces quatre Cys
sont présentes dans des MsrB comme celle d’E. coli alors qu’elles sont remplacées par Asp, Ser,
Ser et Ala dans les MsrB de N. gonorrhoeae et de N. meningitidis (Figure 26, p. 69). L’inspection
des structures tridimensionelles des MsrB montre que le motif structural est situé a I’opposé du site
actif.

Le role du métal qui n’est présent que dans 50% des MsrB reste a définir. Une hypothése
raisonnable est qu’il joue un réle structural. Si tel est le cas, il doit exister dans les MsrB n’ayant
pas les quatre Cys impliquées dans la fixation du métal, d’autres facteurs moléculaires jouant un
role équivalent. Pour essayer de répondre a ces questions, nous avons choisi deux modeles d’étude.
Le premier modéle a été¢ la MsrB d’E. coli qui posséde les quatre Cys et fixe le zinc. Les
conséquences structurales et enzymatiques de la substitution des quatre Cys par Asp, Ser, Ser et Ala
ont été étudiées. Le deuxiéme modéle d’étude a été la MsrB de N. meningitidis qui ne posséde pas
les quatre Cys impliquées dans la fixation du métal et dont les structures primaire et
tridimensionnelle sont quasiment identiques a celles de la MsrB de N. gonorrhoeae. Nous avons, en
particulier, étudié 1I’impact de I’introduction de quatre Cys. Toute une étude a également été débutée

afin d’identifier les facteurs structuraux impliqués dans la stabilisation des MsrB sans métal.

I. Identification du site et de la nature du métal dans la MsrB d’E. coli

Afin d’identifier la nature du métal coordiné sur la MsrB d’E. coli, nous avons utilisé deux
techniques, d’une part la spectrométrie de masse électrospray en conditions natives (collaboration
LSMBO UMR 7509 CNRS-ULP) en vue de déterminer une différence de masse éventuelle entre la

forme dénaturée apo et la forme native holo, et d’autre part la spectrométrie d’émission atomique
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(collaboration avec le Laboratoire de Toxicologie des Métaux dirigé par le Pr Burnel a Nancy) en
vue de déterminer la concentration de métal éventuellement présent dans la protéine et donc sa
stoechiométrie rapportée a la quantité de protéine. Les résultats, présentés dans le tableau 6 ci-
dessous, indiquent la présence dans I’enzyme de deux populations avec chacune soit un atome de
fer soit un atome de zinc coordiné et ce quelque soit la technique utilisée. La proportion de chaque
métal n’est pas équivalente, le zinc représentant environ 80% de la population d’enzyme produit en

milieu LB non complément¢ en fer.

Spectrométrie de masse €lectrospray Spectrométrie atomique

d’absorption
FeSO,  Conditions Conditions non Différence mole zinc/mole mole fer/mole
(mM) dénaturantes (Da) dénaturantes (Da) (Da) enzyme enzyme
0 15319+ 1 15381 £ 1 (100%) 62 0,80 0,08
15371 £ 0.2 (32%) 52
0.1 15319+ 1 0,64 0,22
15381 + 0.2 (68%) 62 ’ ’
15371 £ 0.2 (40%) 52
1 15319+ 1 0,55 0,38
15381 + 0.2 (60%) 62 ’ ’

Tableau 6 : Détermination de la teneur en métal de la MsrB d’E. coli sauvage en fonction de la
concentration en FeSO, présent dans le milieu de culture. Les deux techniques utilisées sont la
spectrométrie de masse electrospray en conditions natives et dénaturantes et la spectrométrie de flamme.

Deux populations sont caractérisables en spectrométrie de masse avec une différence de
masse de +62 Da et de +52 Da par rapport a la masse théorique de la MsrB. Ceci est en accord avec
la présence d’un atome de zinc et de fer coordiné par quatre Cys (Tableau 6). La présence d’une
population ayant fixé du fer est en accord avec la couleur rosée caractéristique de la MsrB observée
apres purification en absence de DTT. Ce résultat est confirmé par les résultats de spectrométrie de
flamme. De plus, on constate que la proportion de la population de MsrB coordinant du fer
augmente avec la concentration en Fe*" présent dans le milieu de culture (Tableau 6 ci-dessus). Ceci
suggere que le fer est incorporé dans la MsrB quand le zinc est épuisé dans le milieu. La forte
surexpression de la protéine dans E. coli dans les conditions utilisées (100 mg/L) mobilise
vraisemblablement tout le zinc disponible et a défaut de zinc, la MsrB incorpore le fer présent.

La substitution des quatre résidus Cys des deux motifs CXXC de la MsrB d’E. coli, par la
séquence consensus retrouvée dans les MsrB sans métal, conduit a la production d’une MsrB
dépourvue de métal, alors que I’introduction des quatre Cys dans la MsrB de N. meningitidis permet
la  coordination d’un métal. En effet, quand le quadruple mutant protéique

Asp45Cys/Ser48Cys/Ser94Cys/Ala97Cys de N. meningitidis a été purifié, la solution était de
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couleur rose comme pour la MsrB d’E. coli purifiée. L’analyse du contenu en métal de ce quadruple
mutant protéique a révélé la présence de fer et de zinc avec une stoechiométrie globale de 0,8 mole
de métal/mole d’enzyme avec 80% de la population coordinant du zinc (Tableau 7, ci-dessous). Ces
résultats montrent que le métal est coordiné dans les métalloMsrB par les quatre Cys des deux

motifs CXXC, et que le site est préformé dans les MsrB sans métal.

MsrB de mole zinc/mole  mole fer/mole K.t avec Trx Kobs avec DTT
N. meningitidis enzyme enzyme s™) s
Sauvage 0,01 0,01 0,20 0,050
Mutant
Asp45Cys/Ser48Cys 0,60 0,17 NA 0,045
/Ser94Cys/Ala97Cys
Forme apo du mutant
Asp45Cys/Ser48Cys/ 0,02 0,01 0,06 0,015
Ser94Cys/Ala97Cys

Tableau 7 : Contenu en métal et propriétés catalytiques de différentes formes de la MsrB de N.
meningitidis. Pour la détermination du contenu en métal par spectrométric de flamme, les valeurs
représentent la moyenne de deux valeurs mesurées indépendamment (erreur de = 10 %). Les activités en
présence de DTT ont été réalisées avec 150 mM de D,L-Met-R,S-SO, 10 mM DTT et 50-100 uM d’enzyme
(erreur de = 10%). Les activités a 1’état stationnaire en présence de Trx ont été mesurées avec 150 mM de
D,L-Met-R,5-SO, 200 uM de Trx, 1,28 uM de Trx réductase et 0,5-50 pM d’enzyme (erreur £ 10%). NA,
non active (< 3.10° s™).

I1. ROle du site a métal dans la MsrB d’E. coli

Il. 1. Paramétres catalytiques de la MsrB d’E. coli

Les deux Cys impliquées dans le mécanisme catalytique sont titrées en conditions natives
par le DTNB (Tableau 9, p. 116). Par contre, les quatre Cys impliquées dans la coordination du
métal ne sont titrables qu’en conditions dénaturantes en présence de SDS. Apres réaction avec la
MetSO, seules les quatre Cys des deux motifs CXXC sont titrées par le DTNB en conditions
dénaturantes, les deux autres Cys catalytiques formant un pont disulfure Cysl117-Cys63. En
présence de Trx ou de DTT, les MsrB d’E. coli et de N. meningitidis présentent des paramétres
cinétiques K, et Ky similaires a 1’état stationnaire (Tableau 7, et Tableau 8, p. 115). Le métal

n’apporte donc pas d’avantage catalytique significatif pour les métalloMsrB.
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MsrB i mole mole Keat avec Kops avec
d’E. coli zinc/mole fer/mole Trx (s DTT (s
' enzyme enzyme
Sauvage 0,80 0,08 0,18 0,010
Forme apo 0,02 0,02 2.107 1,7.10°
Reconstituée avec Zinc 0,88 0,02 0,12 0,012
Reconstituée avec Fer 0,01 0,77 0,11 0,011
Mutant 1 5
Cys45Asp/Cys48Ser/ 0,02 0,02 NA NA
Cys94Ser/Cys97Ser

Tableau 8 : Contenu en métal et propriétés catalytiques de différentes formes de la MsrB d’E. coli.
Pour la détermination du contenu en métal par spectrométrie de flamme, les valeurs représentent la moyenne
de deux valeurs mesurées indépendamment (erreur de + 10 %). Les activités mesurées en présence de DTT
ont été réalisées avec 150 mM de D,L-Met-R,S-SO, 10 mM DTT et 50-100 pM d’enzyme (erreur de + 10%).
Les activités a 1’état stationnaire en présence de Trx ont été réalisées avec 150 mM de D,L-Met-R,S-SO, 200
pll\/l dze Trx, 1,%8 {JM de Trx réductase et 0,5-50 uM d’enzyme (erreur de + 10%). NA, non active (', < 3.107
s, 5<1.107s").

Il. 2. Conséquences de I’absence du métal sur les propriétés catalytiques de la
MsrB d’E. coli

Deux approches ont été utilisées. Elles ont consisté a isoler, 1) une forme apo de la MsrB
sauvage et; 2) une autre forme apo en substituant les quatre Cys par les acides aminés trouvés dans
les MsrB sans métal par mutagenese dirigée.

L’utilisation de chélatants comme la phénantroline, ’EDTA ou ’acide dipicolinique n’a pas
permis de déplacer le zinc sur I’enzyme sauvage. L’examen de la structure de la MsrB de
N. gonorrhoeae montre que le site a métal est accessible, en surface de la MsrB. L’absence de
chélation suggere donc que la MsrB présente une forte affinité pour le métal. Pour obtenir la forme
apo, il a donc été nécessaire de passer par une étape de déploiement de I’enzyme par 1’acide
trichloroacétique (TCA), suivie d’une étape de reploiement en utilisant ['urée (voir chapitre
Matériels et Méthodes). Les résultats, présentés dans le tableau 8 et le tableau 9, p. 116, montrent
que I’ensemble des six Cys est alors titrable par le DTNB en conditions natives dans la MsrB apo.
Ceci suggere qu’il n’y a plus de métal fixé. Ceci est confirmé par I’analyse de cette forme en

spectrométrie de flamme qui montre une présence non significative de zinc et de fer.
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La forme apo conserve une faible activité a 1’état stationnaire avec un K, diminué d’un
facteur 50 (Tableau 8, p. 115). Ceci est vraisemblablement du a une faible quantité de forme holo
encore présente, et non détectable. La reconstitution d’une forme holo par ajout au cours de 1’étape
de repliement soit de zinc soit de fer en quantité¢ stoechiométrique, permet de retrouver des
propriétés catalytiques comparables a la forme de départ que ce soit en présence de zinc ou de fer
coordiné (Tableaux 8, p. 116 et 9). Ceci montre que, quelque soit le métal fixé, la MsrB présente les
mémes propriétés catalytiques. Aucune activit¢ de la forme quadruplement "mutée"
Cys45Asp/Cys48Ser/Cys94Ser/Cys97Ser n’est détectable. Ce résultat est en accord avec ceux

obtenus sur la forme apo.

Nombre de Cys/mole enzyme Stoechio-
MsrB Total Conditions non dénaturantes Conditions dénaturantes métrie
d’E. coli ot et (mole
- MetSO + MetSO DT Mets0 + Metso P Metimole
rence re
enzyme)
Sauvage 6 2,1 0,1 2,0 6,0 3,8 2,2 1,0
Forme apo 6 5.9 2,0 39 6,3 4,5 1,8 0,2
Mutant Cys45Asp
2 2.1 1,7 0.4 1,9 1,7 0,2 0,0
/Cys48Ser/Cys94 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Ser/Cys97Ser
Forme reconstituée ¢ 53 4 1.9 57 40 1.7 0.8
avec Zinc
Forme reconstituée 6 1.8 0.4 1.4 43 3,0 13 0.6
avec fer

Tableau 9 : Titration des thiolates libres et stoechiométrie de formation de la Met en absence de
réducteur pour différentes formes protéiques de la MsrB d’E. coli. Le contenu en Cys a été déterminé
spectrophotométriquement en utilisant la sonde DTNB en conditions dénaturantes et non dénaturantes, apres
incubation ou pas avec la D,L-Met-R,S-SO 150 mM pendant 10 min en absence de systéme de régénération.
La quantité de Met formée pour déterminer la stoechiométrie de formation de la Met a été déterminée apres
incubation ou non avec de la D,L-Met-R,S-SO a 150 mM pendant 10 min en absence de systéme de
régénération. Les valeurs indiquées pour la titration des thiolates libres et la stoechiométrie de formation de
la Met représentent la moyenne de deux mesures indépendantes a deux concentrations différentes en enzyme
(erreur de + 10 %). , ° , représentent la différence du nombre de thiolates titrés aprés incubation avec la D,L-
Met-R,S-SO en conditions dénaturantes ou non.
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I1. 3. Conséquences structurales de la suppression du site a métal dans la MsrB
d’E. coli

L’utilisation de la technique de microcalorimétrie différentielle de balayage (DSC) montre
que la MsrB d’E. coli sauvage présente une température de demi-dénaturation de 43°C (Figure 36).
Par contre, aucun thermogramme n’a été obtenu pour les formes apo. Une des raisons peut étre que
la forme dépourvue de métal soit dans un état partiellement structuré, faible en énergie et donc
difficile a détecter par cette technique. Ceci est conforté par la comparaison des spectres de
dichroisme circulaire des formes holo et apo qui indique clairement une perturbation globale de la
structure des formes apo avec une teneur en zones non structurées plus importante dans la forme
apo. En effet, le spectre de la MsrB quadruplement "mutée" présente un minimum vers 198 nm,

caractéristique des zones non structurées.
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Figure 36 : Thermogramme de DSC de la MsrB d’E. coli sauvage (A) et spectres de dichroisme
circulaire de la MsrB d’E. coli sauvage (ligne continue) et quadruplement mutée
Cys45Asp/Cys48Ser/Cys94Ser/Cys97Ser (ligne pointillée) (B). (A) Le thermogramme ont été réalisés
dans le tampon KPi 10 mM, pH 7,1 a une température variant de 25 a 100°C pour une concentration en
enzyme de 10 uM. La vitesse de scan est de 1 °C/min. Le Tm mesuré est de 42,5°C pour la MsrB sauvage.
(B) Les spectres de dichroisme circulaire ont été réalisés dans le tampon KPi 10 mM, pH 7,1 a 25°C entre
260 nm et 190 nm par incréments de 1 nm. La concentration en enzyme est de 10 uM.

L’utilisation de la fluorescence a permis d’étudier le changement d’environnement du
Trp65, situé dans le site actif, en fonction de la présence ou non de métal. Ainsi, pour I’enzyme
sauvage, la longueur d’onde maximale d’émission de fluorescence du Trp65 est de 343 nm, et elle
passe a 353 nm lorsque le Trp65 est exposé au solvant (en présence de 4 M d’urée, la concentration
de demi-dénaturation étant de 2 M d’urée). Par contre, les formes dépourvues de métal, aussi bien le
quadruple mutant que la forme sauvage apo, ont leur Trp65 plus exposé au solvant méme en
conditions natives. En effet, la longueur d’onde d’émission de fluorescence maximale est de 353 nm

dans le quadruple mutant dépourvu de métal (spectres non montrés). Ce déplacement de la longueur
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d’onde maximale d’émission de fluorescence dénote une perturbation au niveau du site actif, le
Trp65 étant plus exposé au solvant. La présence du métal est donc essentielle au maintien de la

structure « active » de I’enzyme, notamment au niveau de la conformation du site actif.

I11. Conséquences de I’introduction des deux signatures CXXC dans la MsrB de
N. meningitidis

La titration des thiolates libres par la sonde DTNB montre que deux Cys sont titrées en
conditions natives (les deux Cys impliquées dans le mécanisme catalytique) et six en conditions
dénaturantes (les autres étant impliquées dans la coordination du métal) (Tableau 10, p. 119). En
absence de réducteur, aprés incubation de 10 min avec 150 mM de D,L-Met-R,S-SO, une
stoechiométrie d’une mole de Met/mole d’enzyme est mesurée avec perte de deux Cys. Les deux
Cys titrées en conditions natives par le DTNB sont donc les deux Cys63 et 117 impliquées dans le
mécanisme catalytique. Quatre Cys sont titrées apres incubation avec la D,L-Met-R,S-SO en
conditions dénaturantes (Tableau 10, p. 119). Aucune activité Trx-dépendante n’est observée en
utilisant le systeme couplé alors que 1’activité avec le DTT est équivalente a celle de la MsrB de N.
meningitidis sauvage (Tableau 7, p.114). La premiére étape de réduction du substrat sulfoxyde reste
donc efficace méme en présence du métal. Le fait d’¢éliminer le métal coordiné dans le quadruple
mutant, restaure 1’activité Trx-dépendante. La cause de la perte d’activité de recyclage par la Trx est

donc bien liée a la coordination du métal et non aux mutations introduites.

Enfin, le spectre de dichroisme circulaire du quadruple mutant est comparable a celui de la
MsrB sauvage (Figure 37B, p. 119). D’autre part les résultats de fluorescence montrent que le
Trp65 du mutant n’est pas exposé au solvant (Amax = 343 nm, spectre non montré). La structure
globale de la protéine et la conformation du site actif ne semblent donc pas ou peu perturbées par
I’introduction des quatre Cys et la fixation du métal. Par contre, les expériences de DSC montrent
I’existence d’un Tm fortement augmenté, de + 45°C, pour le mutant par rapport a celui de la MsrB
sauvage (Figure 37A, p. 119). La présence du métal entraine donc une augmentation de la stabilité
thermodynamique de la structure globale. L’introduction du métal induirait donc des modifications
mineures de la structure tridimensionelle mais, par contre, contribuerait a une rigidification de celle-
ci défavorable a Dactivité de recyclage Trx-dépendante. Il semble qu’il existe des éléments
structuraux dans 1I’enzyme de N. meningitidis qui stabilisent la structure et qui sont absents de

I’enzyme d’E. coli (a part la présence du métal).
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No. de Cys/mole enzyme

MsrB de Stoechio-
o Total  Conditions non dénaturantes Conditions dénaturantes métrie
N. meningitidis
(mole
Diffé- Diffé- Met/mole
- MetSO + MetSO rence a - MetSO + MetSO rence b enzyme)
Forme sauvage 2 1,9 0,1 1,8 1,8 0,0 1,8 1,0
Mutant Asp45Cys/
Ser48Cys/Ser94
2 2 1 4,1 1 1
Cys/Ala97Cys 6 0 0, 8 6,0 ’ & 0
Forme apo du
mutant Asp45Cys/
Ser48Cys/Ser94 ¢ 5,6 3,9 1,7 5,8 3,9 1,9 1,0
Cys/Ala97Cys

Tableau 10 : Titration des thiolates libres et stoechiométrie de formation de la Met en absence de
réducteur pour différentes formes protéiques de la MsrB de N. meningitidis. Le contenu en Cys a été
déterminé spectrophotométriquement en utilisant la sonde DTNB en conditions dénaturantes et non
dénaturantes, apres incubation ou pas avec la D,L-Met-R,S-SO 150 mM pendant 10 min en absence de
systéme de régénération. La quantité de Met formée pour déterminer la stoechiométrie de formation de la
Met a été déterminée apres incubation ou non avec de la D,L-Met-R,S-SO a 150 mM pendant 10 min en
absence de systeme de régénération. Les valeurs indiquées pour la titration des thiolates libres et la
stoechiométrie de formation de la Met représentent la moyenne de deux mesures indépendantes a deux
concentrations différentes en enzyme (erreur de = 10 %). *, ® | représentent la différence du nombre de
thiolates titrés aprés incubation avec la D,L-Met-R,S-SO en conditions dénaturantes ou non.
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Figure 37 : Thermogrammes de DSC (A) et spectres de dichroisme circulaire (B) de la MsrB sauvage
(ligne continu) et quadruplement mutée Asp45Cys/Serd8Cys/Ser94Cys/Ala97Cys (ligne pointillée) de
N. meningitidis. (A) Les thermogrammes ont été réalisés dans le tampon KPi 10 mM, pH 7,1 a une
température variant de 25 a 100°C pour une concentration en enzyme de 10 uM. La vitesse de défilement est
de 1 °C/min. Les Tm sont respectivement de 43,8°C et 90,8°C pour la MsrB sauvage et pour le quadruple
mutant. (B) Les spectres de dichroisme circulaire ont été réalisés dans le tampon KPi 10 mM, pH 7,1 a 25°C
entre 260 nm et 190 nm par incréments de 1 nm. La concentration en enzyme est de 10 uM.
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I11. Conclusion

Le métal présent dans les MsrB ne donne aucun avantage en terme d’activité. Par contre, la
présence du métal est essentielle au maintien d’une structure active pour les MsrB a métal. En effet,
pour la MsrB d’E. coli, la suppression du site a métal induit des changements conformationnels

importants conduisant a la perte de 1’activité réductase.

Par contre, I’introduction des deux signatures CXXC dans la MsrB de N. meningitidis rend
I’étape de recyclage de la MsrB par la Trx inefficace, la premiére étape réductase restant efficace.
Ceci tend a montrer que la fixation du métal suite a ’introduction des deux signatures induirait une
rigidification de la structure de la MsrB qui serait transmise du site a métal au site actif, ne
permettant plus a la Trx de former un complexe productif. De plus, le fait que le site a métal est
préformé dans les MsrB sans métal suggere que d’un point de vue évolution, les MsrB avec et sans

métal doivent avoir un ancétre commun qui contenait un métal.

L’examen de la structure tridimensionnelle des MsrB de Neisseria montre que cette
structure peut étre assimilée a deux sous-domaines, I’un contenant un feuillet constitué de trois
brins-f (B1, P2 et Po) et I'autre d’un feuillet regroupant cing brins-f (Bs, Bs, Bs, P7 €t Ps). En
admettant que les structures tridimensionnelles des MsrB d’E. coli et de N. meningitidis soient trés
semblables (60 % d’identité en structure primaire), on peut suggérer que ces deux domaines soient
connectés par le motif de fixation du métal dans la MsrB d’E. coli alors que dans la MsrB de
N. meningitidis, d’autres facteurs structuraux permettraient de compenser cette absence (Figure 38,
p. 121). La comparaison des alignements de I’ensemble des structures primaires des MsrB avec ou
sans les deux signatures CXXC, ainsi que 1’analyse de la structure tridimensionnelle de la MsrB
apportent des éléments d’explications. A I’interface des deux sous-domaines, il existe en effet une
liaison ionique Asp/Arg ou Asp/Lys présente dans les MsrB sans métal (85 % des cas). Cette liaison
hydrogéne est absente dans les MsrB a métal. Une hypothése est que la présence de cette liaison

ionique permettrait de stabiliser les MsrB sans métal (Figure 38, p. 121).

Dans le but de valider ces hypothéses, nous avons choisi d’introduire ces deux résidus
participant a la formation de la liaison ionique dans la MsrB d’E. coli
Cys45Asp/Cys48Ser/Cys94Ser/Cys97Ser. Parallélement, ces deux résidus ont été substitués dans la

MsrB de N. meningitidis en vue de supprimer leur interaction stabilisatrice. Ce travail est en cours.
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Site putatif de fixation du
métal dans la MsrB d’E. coli

Résidus Asp57 et Arg70
impliqués dans la formation
d’une liaison ionique

Site actif

Figure 38 : Représentation schématique en mode ruban de la structure tridimensionnelle de la MsrB
de N. gonorrhoeae (d’apres Lowther et al., 2002). Les hélices-o sont représentées en rouge et les brins-f
sont représentés en bleu. Les chaines latérales des résidus Asp57 et Arg70 impliqués dans la formation d’une
liaison ionique sont représentés en mode batons. Les résidus Asp45, Ser48, Ser94 et Ala97 (remplacés par
des Cys dans la MsrB d’E. coli et impliqués dans la fixation d’un métal) sont également représentés.
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L’étude des MsrA et MsrB de N. meningitidis, que nous avons entreprise au
laboratoire, a permis de montrer la généralit¢ du mécanisme de réduction d’une fonction
sulfoxyde par un thiol, qui passe par la chimie de I’acide sulfénique. Le schéma catalytique
est le méme pour les deux classes. Il comprend trois étapes avec, 1) la formation d’un
intermédiaire acide sulfénique avec relargage d’une mole de Met par mole de Msr, 2) la
formation d’un intermédiaire pont disulfure intramoléculaire dont la vitesse est limitée par la
vitesse de formation de I’intermédiaire acide sulfénique et; 3) la réduction du pont disulfure
par la Trx, qui a ét¢ montrée étre globalement cinétiquement limitante. Ce mécanisme a été
confirmé par le fait que les MsrA et les MsrB présentent toutes deux un mécanisme cinétique
de type ping-pong. De plus, dans le processus de recyclage par la Trx, il a ét¢€ montré que
c’est la dissociation du complexe Msr réduite/Trx oxydée qui est cinétiquement limitante.

Néanmoins de nombreuses questions restent posées dont certaines n’ont pas encore
recues de réponse ou alors que des réponses partielles. C’est le cas du mécanisme menant a la
formation de I’intermédiaire acide sulfénique, en particulier de la nature de 1’état de transition,
de la nature des résidus qui interviennent dans la catalyse des deux premicres étapes et la
reconnaissance structurale du substrat sulfoxyde et du partenaire Trx.

Comme déja indiqué, la vitesse de 1’étape réductase est rapide, et ce quel que soit la
classe de Msr considérée. Ceci implique la déprotonation de la Cys catalytique et la
protonation de 1’atome d’oxygeéne de la fonction sulfoxyde du substrat afin de faciliter
I’attaque nucléophile du thiolate et le réarrangement sigmatropique 1,3 postulé. Ceci doit se
faire via un acide aminé accepteur et donneur d’un proton, éventuellement par un relais d’une
molécule d’eau. Bien qu’en partie préliminaires, nos résultats cinétiques montrent 1) que la
Cysl17 catalytique est activée lors de la formation du complexe Michaélien avec une
diminution de son pKgp, de 4 unités et; 2) I’'implication d’un résidu jouant le role de catalyseur
acide avec un pK,p, de 8. L’examen de la structure tridimensionelle de la MsrB de N.
gonorrhoeae montre une distance de 2,47 A entre ’azote §; de I’His103 et un des oxygénes
du cacodylate (Figure 39, p. 123), qui est un mime de substrat, ce qui fait de I’His103 un bon
candidat pour protoner la fonction sulfoxyde et participer au réarrangement sigmatropique
1,3. (Figure 39, p. 123). Le fait que la vitesse de 1’étape réductase pour le mutant protéique
His103Ala/Asn soit diminuée d’un facteur 10° conforte cette hypothése (Neiers et al.,
résultats non publiés). Nos études cinétiques ne permettent cependant pas de conclure si
I’His103 participe a 1’activation de la Cys117 et si oui directement ou indirectement. En
absence de substrat, le pKa de la Cys117 étant supérieur a 9,5, on peut exclure une interaction

entre la Cys117 et I’His103. Qu’en est-il dans le complexe Michaélien ? L’inspection de la
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structure tridimensionelle de I’enzyme de N. gonorrhoeae en complexe avec le cacodylate
montre une distance entre la Cys117 et I’azote §; de I’'His103 (6,9 A) qui est incompatible

avec une interaction directe entre les deux acides aminés.

Trp65 Trp65
Cysl17

Cys117

His103
A7 Thr26
A .‘2,64 A

o,

271A  @ssA

Glu9l
2,72 A _ His100
- 3 His100 #2272 A

Figure 39 : Deux représentations du site actif de la MsrB de N. gonorrhoeae (Lowther et al.,
2002) Les différents résidus conservés, la molécule de cacodylate et une molécule d’eau (en bleu)
présentes dans le site actif sont représentées en mode boules et batons. Les liaisons hydrogenes
putatives (distances en A) sont représentées par des lignes discontinues noires. Deux représentations
du site actif ont été faites en vue d’inclure 1’ensemble des résidus du site actif. Ces représentations ont
été réalisées a I’aide du logiciel Web Lab Viewer.

Asnl119

Par contre, la distance entre I’azote ¢, de 1’His103 et I’Asp82 (2,71 A) est compatible
avec un role de I’Asp82 en vue de favoriser un positionnement adéquat du noyau imidazole
de I’His103 et/ou d’augmenter le pK,p, de I’'His103, en accord avec la valeur du pK,,, de 8
tirée de la courbe Kqps de 1’étape réductase en fonction du pH. En vue d’avoir des informations
complémentaires, la détermination du pKa de I’His103 a été entreprise par RMN en
collaboration avec 1’équipe du Dr M. T. Cung. Ces études sont actuellement menées par
Aurélien Thureau, qui a assigné sur un spectre RMN-1D le déplacement chimique du proton
porté par le carbone &, du noyau imidazole de I’His103 de la MsrB de N. meningitidis sous
forme réduite. Le proton porté par le carbone 0, subit l'influence de la protonation de 1'azote
ayant un proton échangeable (Figure 40, p. 124).

Ainsi le suivi de ce déplacement chimique, en absence et en présence de substrat dans
le mutant inactif Cysl17Ser de la MsrB de N. meningitidis, en fonction du pH, a permis de
déterminer un pK,,, de I’His103 dans I’enzyme libre de 7,2 + 0,1 et dans le complexe
Michaelien de 7,8 £+ 0,2. Ceci conforte I’hypothése de I’attribution a ’'His103 du pKyp, de 8,
pKapp déterminé en suivant la variation du Kgps de 1’étape réductase en fonction du pH, a

concentration saturante en substrat (voir partie résultats, p. 104).
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Figure 40 : Représentation en mode Lewis de I’acide aminé His sous forme protonée et sous
forme non protonée. Le déplacement chimique des protons des carbones 8, et g, varie selon 1’état de
protonation de 1’azote ;.

Il est intéressant de noter qu’au niveau des MsrA, la nature des résidus qui
interviennent dans la catalyse de la premicre étape, excepté bien sir la Cys catalytique, est
différente. En effet, les résultats obtenus par Mathias Antoine et Adeline Gand dans notre
équipe, montrent que dans les MsrA, le role de relais en tant que catalyseur acide serait assuré
par le résidu Glu94 et que I’abaissement du pKa de la Cys catalytique fait intervenir, de fagon
directe ou indirecte, non seulement ce résidu Glu mais également les résidus Tyr82 et Tyr134.
Ceci montre que différentes solutions ont été retenues au cours de 1’évolution pour catalyser
de fagon efficace la réduction d’une fonction sulfoxyde, par une Cys d’un site actif.

L’étape conduisant a I’intermédiaire acide sulfénique peut étre considérée comme
irréversible. L’existence de cet intermédiaire n’avait jamais ¢t¢ démontrée dans la chimie de
réduction d’un sulfoxyde par un thiol. Le mécanisme A (Figure 41, p. 125), proposé par notre
équipe, implique que 1’atome d’oxygene de 1’acide sulfénique provient de I’atome d’oxygéne
du sulfoxyde. Cependant, un autre mécanisme B (Figure 41, p. 125), impliquant 1’attaque
d’une molécule d’eau activée sur I’intermédiaire sulfurane, ne pouvait pas étre écarté.

L’utilisation de MetSO marquée a 1’isotope 18 de I’oxygéne (travaux M. Antoine,
collaborations J. Bodigel, UMR 7068 CNRS-INPL, G. Chevreux UMR 7509 CNRS-ULP)
devait permettre de conforter I’un ou I’autre des mécanismes proposés. En effet, si on réduit
de la MetS'™0 avec un mutant Msr qui accumule I’intermédiaire acide sulfénique, I’oxygéne
présent sur cet intermédiaire devrait étre de I'*0O si le mécanisme passe par un réarrangement
sigmatropique 1,3 ou de 1’'°O si une molécule d’eau intervient (Figure 41, p. 125), la présence
d’'®0 ou d’'°O sur I’intermédiaire étant identifiable par spectrométrie de masse. Ceci n’est

vrai que si le OH de ’acide sulfénique n’est pas échangeable avec I’eau du milieu. Or, des
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Figure 41 : Représentation des deux mécanismes catalytiques possibles de I’étape | de réduction
du substrat sulfoxyde. L’atome de soufre de la MetSO subit une attaque nucléophile via la Cys117
catalytique, conduisant & la formation d’un “état de transition” sulfurane (étape IA). Dans le
mécanisme A, un réarrangement sigmatropique 1,3 permet la formation de 1’intermédiaire acide
sulfénique alors que dans le mécanisme B, une molécule d’eau activée attaque I’intermédiaire
sulfurane et conduit a la formation de I’intermédiaire acide sulfénique. Dans ce schéma simplifié, il

n’a pas été représenté le complexe michaélien qui précéde 1’état de transition.

¢tudes actuellement menées par Mathias Antoine sur la MsrA de N. meningitidis ont montré
un échange sans doute lié au fait qu’une catalyse acide doit intervenir favorisant le départ
d’une molécule d’eau de I’intermédiaire acide sulfénique. Cette approche ne semble donc pas
adaptée. Une autre approche basée sur des méthodes de chimie quantique et de modélisation
moléculaire a été entreprise en collaboration avec I’équipe du Dr. M. Ruiz-Lopez (UMR 7565
CNRS-UHP) en vue de prédire la nature des états de transition impliqués dans 1’étape
réductase. Compte tenu de la taille des systémes enzymatiques a traiter, une approche hybride
QM/MM est appliquée. Son principe consiste a traiter au niveau quantique une partie
seulement de la structure, celle impliquée dans la catalyse chimique, et a traiter le reste de la
protéine par une méthode de mécanique moléculaire. Cette approche est actuellement
appliquée aux MsrA et MsrB. Des résultats préliminaires obtenus sur un modele chimique,
montrent que le réarrangement sigmatropique 1,3 est thermodynamiquement trés défavorable
(AG = 23,8 kcal/mol), sauf si le groupement OH de I’intermédiaire sulfurane est « activé » par
des molécules d’eau ou par des résidus du site actif. Dans ce cas, le réarrangement est
thermodynamiquement possible (AG proche de 0 kcal/mol), la seule barriére énergétique dans
la réaction étant alors associée a 1’étape de protonation de la fonction sulfoxyde et a celle de
déprotonation de la Cys, qui toutes deux, au sein du site actif, doivent étre catalysées. Les
simulations de chemin réactionnel faites actuellement intégrant ce que 1’on connait des

structures des sites actifs et des propriétés des mutants protéiques du site actif actuellement en
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cours d’études, pourraient permettre de proposer un schéma de catalyse pour les deux classes
de Msr.

En ce qui concerne la spécificité structurale des MsrB, nos résultats montrent que
I’affinité apparente dans la premiére étape pour le substrat sulfoxyde est d’environ 100 mM.
La question est de savoir si cette valeur est représentative de la constante d’affinité Kp du
substrat pour la MsrB. Pour répondre a cette question, la détermination du Kp a été entreprise
par RMN par Aurélien Thureau sur le mutant inactif Cys117Ser. Une valeur de 24 mM pour
le substrat Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe a été obtenue, qui est du méme ordre de grandeur que la
valeur du Ks. Il est a noter que, par cette approche, il devrait étre possible d’identifier les
acides aminés dont I’environnement est perturbé par la fixation du substrat Ac-L-Met-R,S-SO-
NHMe. Les premiers résultats obtenus par Aurélien Thureau montrent que la fixation du
substrat entraine une modification de 1’environnement des résidus proches du site actif, mais
¢galement d’une partie contenant les brins B5 (76-83) et B6 (89-93) (Figure 42). Une
hypothese est que cette partie B5-f6 aurait une dynamique permettant un mouvement en
fonction de la présence ou non du substrat. Reste a définir le role de cette dynamique dans

I’acte catalytique.

Site actif

Figure 42 : Représentation du squelette (A) et de la surface (B) de la MsrB de N. gonorrhoeae.
(A) En rouge sont représentés les résidus dont 1’environnement chimique est modifi¢ lors de la
fixation du substrat. La Cys63 est représentée en boules et batons. (B) La surface de la MsrB a été
représentée. La surface bleutée représente les résidus dont 1’environnement chimique est modifié lors
de la fixation du substrat. Le squelette de la protéine est représenté en transparence.

D’autre part, les études cinétiques faites avec des substrats modifiés montrent qu’il
doit exister un site de spécificité adapté pour la reconnaissance de la MetSO tant au niveau du
sulfoxyde que du groupement méthyle. L’examen de la structure du site actif de la MsrB de

N. gonorrhoeae, avec une molécule de cacodylate, suggere, comme cela a ét¢ mentionné dans
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I’Introduction, que le groupement indole du Trp65 forme une poche hydrophobe permettant
une reconnaissance sélective du groupement méthyle de la chaine latérale de la MetSO.
L’étude des mutants protéiques Trp65Phe et Trp65Ala, actuellement en cours, devrait
permettre de conforter cette hypothése. On s’attend notamment a ce que I’affinité apparente
dans la premicre étape pour le substrat Ac-L-Met-R-SO-NHMe soit fortement diminuée, sans
que le Kobs max soit altéré. L’examen du site actif de la MsrB montre que 1I’'un des oxygénes du
cacodylate pourrait former une liaison hydrogeéne avec I’His103, comme indiqué p. 123, mais
¢galement avec une molécule d’eau, qui établit elle-méme un réseau de liaisons hydrogenes
impliquant les résidus invariant His100, Thr26 et Asnl119 (Figure 39, p. 123). Ce réseau de
liaisons hydrogeénes pourrait participer a la reconnaissance de la fonction sulfoxyde du
substrat et/ou a la catalyse de la premiére étape, comme c’est le cas pour les résidus Tyr82 et
Tyr134 des MsrA.

Les MsrB réduisent plus efficacement les résidus MetSO intégrés dans une protéine. Il
doit donc exister des facteurs structuraux et moléculaires permettant de mieux reconnaitre un
substrat intégré dans une protéine. Leur identification reste a faire. Pour ce faire, la résolution
de la structure tridimensionnelle du mutant inactif Cys117Ser de la MsrB de N. meningitidis
complexée avec le substrat Ac-L-Met-R-SO-NHMe, dans lequel deux liaisons peptidiques
sont mimées, a ¢t¢ entreprise. D’autre part, des études de modélisation moléculaire de la
MsrB de N. gonorrhoeae simulant la fixation du substrat Ac-L-Met-R-SO-NHMe dans le site
actif, réalisée par le Dr. Bulent Balta du groupe de Chimie et Biochimie théorique (UMR
7565 CNRS-UHP, Nancy), suggérent 1’existence d’une liaison hydrogéne entre I’Arg89 du
brin B6 et I'oxygene de la liaison amide NH-CO-CH; du substrat. L’étude du mutant
protéique Arg89Ala, actuellement en cours, permettra de conforter ou non cette hypothéese.

Le mécanisme des Msr implique également une deuxieme assistance acide pour
favoriser, lors de la formation du pont disulfure intramoléculaire, le départ de OH™ de
I’intermédiaire acide sulfénique, sous forme de H,O. La nature de ce catalyseur reste a
déterminer. Pour répondre a ces questions, il faudrait d’abord pouvoir atteindre la vitesse de
cette ¢tape de formation du pont disulfure intramoléculaire, indépendamment de celle de
I’étape réductase. Or, les études cinétiques réalisées montrent que la vitesse de 1’étape
réductase limite celle de 1’étape de formation du pont disulfure, et ce quel que soit les Msr
étudiées. La conséquence est qu’il est impossible d’atteindre la vitesse intrinséque de
formation du pont disulfure. Néanmoins, le fait que celle-ci soit rapide montre qu’il doit

exister un catalyseur acide en vue de favoriser le départ de OH sous forme H,O. Une
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hypothése est qu’il soit le méme que celui qui intervient dans I’étape réductase. Dans ce cas,
la question se pose de savoir comment il est reprotoné entre la premicre et la deuxieéme étape.
Une question importante concerne la nature des déterminants moléculaires ou
structuraux impliqués dans la reconnaissance entre les Msr et la Trx. Les études cinétiques de
I’étape de régénération des Msr par la Trx montrent qu’il existe une reconnaissance spécifique
entre les Msr oxydées et la Trx réduite, matérialisée par une valeur de Ky de la Trx
déterminée a 1’état stationnaire, respectivement de 75 pM et 34 uM pour la MsrA et la MsrB
(Olry et al., 2002) et une valeur de Ks déterminée en suivant la vitesse d’apparition de la Trx
oxydée, respectivement de 0,5-1 mM et 400 uM pour la MsrA (Antoine et al., 2004) et la
MsrB (Olry et al., 2004). 11 est raisonnable de postuler que la formation des deux complexes
Msr oxydée/Trx réduite et Msr réduite/Trx oxydée se fait avec des Kg équivalents dans les
deux directions. Ainsi, le K; associé¢ a la formation du complexe MsrB oxydée/Trx réduite
devrait étre de 10° M'.s™ (étant donné que Kg = ki/k_;, avec Kg =400 uM et k| = Keoe = 0,5
s1), valeur qui est trés éloignée des valeurs attendues pour une association efficace protéine-
protéine qui habituellement sont de I'ordre de 10”® M™s™. Ceci suggére que 1’étape de
recyclage par la Trx est plus complexe que ne le décrit le schéma cinétique que nous avons
proposé. Une possibilité est I’existence d’un changement conformationel des deux complexes
Msr/Trx, I’un au cours de la formation du complexe Michaelien Msr oxydée/Trx réduite et
I’autre au cours de la formation du complexe Msr réduite/Trx oxydée (voir le schéma, p. 93,
partie Résultats). Dans ce dernier cas, I’étape de changement conformationel serait 1’étape
cinétiquement limitante, précédant la dissociation de la Trx oxydée de la Msr réduite.
L’existence de ces ajustements conformationels pourrait €tre un mécanisme général
applicable a toutes les cibles de la Trx. Il serait un pré-requis pour que le transfert des deux
¢lectrons entre les deux partenaires soit efficace. Reste posée la question de la nature des
déterminants responsables de la reconnaissance. Les travaux présentés précédemment
montrent que la Cys32 de la Trx forme spécifiquement un pont disulfure intermoléculaire
avec la Cys117 catalytique de la MsrB. Par ailleurs, la méme étude réalisée sur la MsrA de N.
meningitidis par Mathias Antoine a montré que, dans ce cas, la Cys32 de la Trx forme
sélectivement un pont disulfure intermoléculaire cette fois-ci avec la Cys198 de recyclage.
Ces résultats montrent que la réactivité intrinséque de la Cys des Msr formant 1’intermédiaire
pont disulfure intermoléculaire avec la Trx n’est pas le seul facteur déterminant. Il doit exister
des déterminants structuraux spécifiques essentiels a la reconnaissance qui vont orienter la
formation de I’intermédiaire pont disulfure. Pour les caractériser, la connaissance des

structures tridimensionnelles des formes oxydées des Msr est un pré-requis. A ce jour, seules
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sont connues au niveau des MsrB, deux structures, I’une de N. gonorrhoeae en complexe avec
le cacodylate, et I’autre de N. meningitidis. Dans ce dernier cas, chacun des quatre sites actifs
de ’'unité asymétrique est occupé par la boucle connectant les brins 5 et 6 d’une molécule
voisine. Deux cas de figures sont observés : soit le résidu Tyr85 d’un monomere est ancré

dans le site actif du monomere voisin, soit ¢’est le résidu Asn86 (Figure 43).

Figure 43: Représentation du site actif du monomere B occupé par le résidu Tyr85 du
monomeére D (A) et du site actif du monomére D occupé par le résidu Asn86 du monomere B (B)
de la MsrB de N. meningitidis (Kauffmann et al., non publié). Les mémes interactions sont
observées entre les monomeres A et C, sachant que le monomere A est identique au monomere D et le
monomere C est identique au monomere B. Les parties encadrées illustrent les codes couleur utilisés
pour différencier les chaines principales en mode ruban des monomeéres B (en gris) et D (en rouge).
Les chaines latérales des résidus impliqués dans la formation du réseau de liaisons hydrogénes sont
représentées en mode sphéres et batons.

Dans les deux cas, la chaine latérale du résidu présent dans le site actif, Tyr85 ou
Asn86, forme des liaisons hydrogénes avec d’une part I’atome NJ; de 1’His103, et d’autre
part avec une molécule d’eau elle-méme stabilisée par deux liaisons hydrogeénes avec les
résidus Asnl19 et His100. L’atome d’oxygéne des résidus Tyr85 ou Asn86 de la boucle
adopte une position au sein du site actif comparable a celle observée pour 1’'un des atomes
d’oxygéne du cacodylate dans le site actif de la MsrB de N. gonorrhoeae. Cette structure
pourrait en fait ne pas représenter celle de la forme réduite (en absence de substrat) mais celle
d’une forme ayant une conformation semblable a celle du complexe Michaélien. Ces deux

structures seraient donc un mime du complexe Michaélien. Dans ces deux structures, la
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distance entre les deux Cys est compatible avec la formation d’un pont disulfure, suggérant
que la structure de la forme oxydée pourrait €tre identique a celle du complexe Michaélien. Le
fait que la forme oxydée de la MsrB ait été¢ montrée étre moins compacte que la forme réduite
a partir des profils d’¢lution sur gel d’exclusion (Figure 44, p. 130) suggere que la fixation du
substrat génére des changements conformationnels et donc D’existence de différences
structurales significatives entre la forme réduite et les formes soit complexée soit oxydée sous

forme pont disulfure.
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Figure 44: Profil d’élution sur colonne de gel filtration analytique SUPERDEX 75 de la MsrB de
N. meningitidis sous forme réduite (courbe bleue) et oxydée sous forme pont disulfure (courbe
rouge). Les chromatographies ont été réalisées a température ambiante dans le tampon Tris 50 mM,
EDTA 2 mM, KCI 300 mM, pH 8,0. Le débit a été fixé a 0,4 ml/min. Dans tous les cas, un pic mineur
correspondant a la formation de dimeéres, probablement par pont disulfure, est observé. Sur le
chromatogramme de la forme réduite, un second pic mineur apparait. Il doit probablement
correspondre a la forme oxydée sous forme pont disulfure, suite a 1’oxydation spontanée des Msr en
présence d’oxygene.

L’ensemble de ces résultats est donc plutot en faveur de I’existence d’une flexibilité
conformationnelle des MsrB (aspect dynamique). Ceci est d’ailleurs confirmé par le fait que
la MsrB de X. campestris qui posséde une Cys de recyclage en position 31 en lieu et place de
la Cys63 est aussi efficace catalytiquement que celle de N. meningitidis, en particulier au
niveau de 1’étape de recyclage par la Trx (Neiers et al., 2004). Or, I’inspection de la structure
de la MsrB de N. meningitidis montre une position 31 a 14 A, trés éloignée de celle de la
Cysl117 a P’inverse de la Cys63. La formation du pont disulfure Cys117/Cys31 doit donc
impliquer une réorganisation conformationnelle importante. L’inspection de la structure
tridimensionelle de la MsrB de X. campestris, qui vient d’étre résolue, le confirme

(Rainaivoson et al., résultats non publiés).
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Pour obtenir des informations sur les facteurs de reconnaissance entre les deux
partenaires MsrB/Trx, 1’approche RMN semble étre une approche de choix, puisqu’elle
integre D’aspect dynamique. Pour ce faire, il est actuellement envisagé de générer des
complexes covalents artificiels en utilisant des protéines « mutées» sur les Cys non
impliquées dans la formation du pont disulfure intermoléculaire. Les techniques de RMN
avec filtres hétéronucléaires “C/"°N seront ensuite utilisées pour caractériser la structure
locale du site actif des Msr, a partir de Msr dont les résidus seront marqués sélectivement au
BC et PN,

Comme mentionné dans la partie Introduction, environ 25% des MsrB putatives ne
possédent que la Cys117 catalytique. Si ces enzymes sont actives in vivo, cela implique que
I’intermédiaire acide sulfénique est réduit par un mécanisme différent de celui des MsrB
possédant une Cys de recyclage. Cela doit étre le cas de la MsrB de Mycoplasma pneumoniae
qui ne posséde que la Cys117 catalytique. Elle présente une activité réductase in vitro avec
accumulation de I’intermédiaire acide sulfénique. Des essais de régénération de 1’activité
réductase avec la Trx ou la Grx en présence de leur réductase correspondante n’ont pas
permis de réduire I’intermédiaire acide sulfénique. Par contre, une activité de régénération est
observée avec I’isoforme CxxC2 de la Grx de peuplier (collaboration J. P. Jacquot UMR 1136
INRA-UHP) ou la Grx3 d’E. coli, et ce en présence de GSH (Neiers et al., résultats non
publiés). Or les Grx sont des protéines monomériques de la famille structurale des Trx. Les
¢tudes comparatives, actuellement en cours au laboratoire, de la régénération de I’activité
réductase des Msr par la Grx et/ou la Trx pourraient permettre d’obtenir des informations
supplémentaires sur les facteurs impliqués dans la reconnaissance spécifique entre les

protéines de la famille de la Trx et leurs cibles.
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction
studies of the peptide methionine sulfoxide
reductase B domain of Neisseria meningitidis PILB

Peptide methionine sulfoxide reductases (Msr) are ubiquitous
enzymes that catalyse the reduction of free and protein-bound
methionine sulfoxide back to methionine via sulfenic acid chemistry.
Two classes of Msrs, MsrA and MsrB, have been described. The fact
that the two Msrs display opposite stereoselectivities and have no
sequence identity suggests that there is no structural similarity
between the two classes. No three-dimensional structure of a MsrB is
known. In the present report, the MsrB subdomain of Neisseria
meningitidis PILB was used to grow orthorhombic crystals by the
hanging-drop vapour-diffusion technique. The crystals belong to
space group P2,2,2,, with unit-cell parameters a = 44.0, b = 118.6,
¢ = 1385 A. Crystals of selenomethionine-substituted MsrB were
grown under the same conditions in order to use the MAD method
for structure determination. Three diffraction data sets at 1.8 A
resolution were collected. The positions of the Se atoms were

Received 17 April 2002
Accepted 13 June 2002

determined and should result in a full structure determination.

1. Introduction

Methionine residues are easily oxidized to
methionine sulfoxides (MetSO) by activated
oxygen and nitrogen species produced either
during aerobic respiration, after exposure to
various agents or after pathogenic bacteria
invasion (Vogt, 1995; Nathan & Shiloh, 2000).
Therefore, it is essential for cells to possess
enzymes that can restore the biological func-
tion of the modified MetSO proteins. This is
the role of the methionine sulfoxide reductases
(Msr), which reduce peptidic MetSO back to
methionine. Two Msr activities (MsrA and
MsrB) have been described so far (Grimaud et
al., 2001; Moskovitz et al., 2002; Olry et al.,
2002; Kryukov et al, 2002). Both enzymes are
monomeric and share a similar catalytic
mechanism. This includes (i) formation of a
sulfenic acid intermediate with a concomitant
release of one mole of methionine per mole of
Msr and (ii) regeneration of the oxidized Cys
via formation of one or two intradisulfide
bonds followed by reduction by thioredoxin
(Boschi-Muller et al., 2000; Olry et al., 2002). In
contrast, they differ in stereoselectivity toward
the sulfoxide function (Grimaud et al., 2001;
Moskovitz et al., 2002; Olry et al, 2002;
Kryukov et al., 2002).

MsrA and MsrB are produced either as
distinct proteins as in Escherichia coli or as
fused domains as in pathogenic bacteria such
as  Streptococcus  pneumoniae, Neisseria
meningitidis and N. gonorrhoeae (Wisemann et
al., 1996). In Neisseria species, MsrA and MsrB

are included in a large polypeptide called PILB
that is likely to be a virulence factor involved in
Neisseria pathogenicity (Taha et al., 1988).
PILB is composed of three subdomains: an
N-terminal part (residues 1-194), which may
encode a disulfide oxidoreductase (Taha et al.,
1991), a central domain (residues 195-375) and
a C-terminal domain (residues 376-521).
Recently, the central subdomain and the
C-terminal subdomain of N. meningitidis were
produced as independent folded entities (Olry
et al., 2002). They were shown to display MrsA
and MsrB activities, respectively.

The fact that MsrA and MsrB exhibit
opposite stereoselectivities towards sulfoxide
function and present no sequence homology in
particular around the cysteines involved in the
catalytic mechanism argues in favour of a
three-dimensional structure of MsrBs that is
different from that of MsrAs. The X-ray
structures of the MsrA from E. coli and Bos
taurus (Tete-Favier et al., 2000; Lowther et al.,
2000) have been determined, whereas no
three-dimensional structure of an MsrB is
known so far. Structural analysis of MsrB will
permit definition of the amino acids involved
not only in the catalytic mechanism but also in
the stereoselectivities towards sulfoxide func-
tion. It is in this context that X-ray determi-
nation of the N. meningitidis MsrB structure
was undertaken. Since no significant sequence
similarity was found with any protein of known
structure, the wuse of selenomethionine-
substituted MsrB ([Se-Met]-MsrB) and multi-
wavelength anomalous diffraction phasing
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Table 1
MsrB crystallization conditions and X-ray character-
ization.

Protein concentration (mg ml™") 75

Precipitant solution 0.5 M KH,PO,
Cryoprotectant solution 20%(v/v) MPD
Unit-cell parameters (A) a =440, b =118.6,

c=1385
Space group P2,2,2y
Molecules per asymmetric unit 4
Vu (A’ Da™t) 276
Solvent content (%) 51
Useful diffraction limit (A) 1.82

measurements (MAD) was chosen as the
strategy to solve the structure. Here, we
describe the crystallization, data collection
and initial analyses for MsrB and [SeMet]-
MsrB.

2. Material and methods

2.1. MsrB and [SeMet]-MsrB production
and purification

MsrB was overexpressed and purified as
described by Olry et al. (2002). The E. coli
strain B834(DE3) containing plasmid
pETMsrB (pETMsrB containing the PILB-
MsrB coding sequence (amino acids 376—
521) under the control of the T7 promotor)
was cultured as described by Ramakrishnan
et al. (1993) and was used as a source of
[SeMet]-MsrB. [SeMet]-MsrB was purified
using a procedure similar to that described
for MsrB. Substitution of the methionine
residues by selenomethionines was checked
by electrospray mass analysis: the difference
between the MsrB mass (16372.0 £ 0.5 Da)
and the [SeMet]-MsrB mass (164672 =+
0.7 Da) corresponds precisely to the intro-
duction of two Se atoms, indicating full
substitution since MsrB contains two
methionine residues at positions 463 and
508.

Figure 1

Orthorhombic MsrB crystals, obtained using condi-
tions described in Table 1, with approximate dimen-
sions 330 x 250 x 250 pm.

Table 2

Statistics of X-ray diffraction data collection for the [SeMet]-MsrB crystals.

Values in parentheses refer to data in the highest resolution shell.

Wavelength (:&)
Resolution (A)

No. of independent reflections 65709
Completeness (%) 97.1 (92.2)
Ry (%) 4.5 (185)
(D!{a(D)) 12.7 (3.1)

Mean figure of merit after SHARP
Mean figure of merit after SOLOMON

2.2. Crystallization

MsrB and [SeMet]-MsrB were crystallized
using the same procedure. The purified
enzyme was treated with 50 mM DTT,
dialysed twice in 50 mM Tris-HCl pH
8.0 buffer and finally concentrated to
75 mg ml~". Crystallization was achieved by
the hanging-drop vapour-diffusion method
in Linbro multiwell tissue-culture plates. The
crystals were grown from 8 pl droplets
composed of equal volumes of the protein
solution and of the precipitant solution
(Table 1) and equilibrated against 700 pl
reservoirs at 293 K. Crystals quickly
appeared and reached their maximal size
within 3 d (Fig. 1).

2.3. Crystal X-ray characterization and data
collection

X-ray diffraction experiments
performed at 100 K. To provide cryo-
protection of the crystals upon flash-
freezing, crystals were briefly soaked in
cryoprotectant solution (Table 1). Cryo-
cooling was performed by fast immersion of
crystals in a nitrogen-gas stream at 100 K.
Crystals belong to space group P2,2,2;, with
unit-cell parameters a = 44.9, b = 118.9,
c=1377A.

A MAD experiment was performed on
beamline BM30A (FIP) at the ESRF. Three
different wavelengths were chosen from
inspection of the fluorescence spectrum
using the program CHOOCH (Evans &
Pettifer, 2001), corresponding to the inflec-
tion point, peak and high-energy remote of
the selenium K edge. All data sets were
processed using DENZO (Otwinowski &
Minor, 1997) and scaled using SCALE-
PACK (Otwinowski & Minor, 1997).
Further details are given in Table 2.

were

3. Results and discussion

The orthorhombic crystals showed diffrac-
tion to 1.8 A resolution and three data sets
were collected at three different wave-
lengths to this resolution (Table 2). On the
basis of the solvent-content evaluation,

0.9796 (inflection)
30-1.82 (1.86-1.82)

0.9791 (peak)
30-1.82 (1.86-1.82)

0.9765 (remote)
30-1.82 (1.86-1.82)

64482 65003
93.6 (84.1) 97.0 (91.9)
5.8 (122) 45 (17.6)
16.1 (2.5) 13.1 (2.9)
0.5986

0.8543

these crystals contain four molecules per
asymmetric unit. The non-crystallographic
symmetry has been analysed from the self-
rotation function calculated by the program
GLRF (Tong & Rossmann, 1990). It showed
several weak peaks with general rotation
angle («x value in the polar angle conven-
tion). The native Patterson function calcu-
lated using FFT from the CCP4 package
does not reveal any translation vector
between the four molecules. The monomers
are thus randomly positioned in the asym-
metric unit, as confirmed subsequently by
calculation of the superpositioning opera-
tors determined from the models obtained
after the automatic building procedure.
Searches for the position of a maximum of
12 Se atoms were performed from the data
set collected at the peak of the selenium K
edge with the program Shake-and-Bake v.2.1
(Weeks & Miller, 1999). In any case, the
same eight major sites were obtained with
very high confidence after only 30 cycles of
searching with SnB (Fig. 2). Their positions
and occupancies were refined using SHARP
(de La Fortelle & Bricogne, 1997). Peak-
wavelength structure factors were phased by
SHARP to 2 A resolution and these phases
were extended to 1.82 A with solvent flat-
tening using SOLOMON (Abrahams &

200

0
0.19/0.23 0.49/0.52 0.78/0.82
Minimal function range (R,;,)

Figure 2

Histogram of the number of trials and their
corresponding minimal function values R, obtained
in Shake-and-Bake (SnB). Using 500 reflections
selected in the resolution range 25-1.8 A and 5000
invariants, a maximum of 12 sites were searched for in
1000 trials of 20 cycles each. Eight sites were found in
61 successful trials. The best value of R, is 0.196.
Ruin is one of the figures of merit calculated by SnB.
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Leslie, 1996) (see Table 2). Automatic model
building with ARP/WARP (Perrakis et al.,
1999) allowed the positioning of 465 of 588
residues with their side chains.

Note added in proof: During the reviewing
of this paper, the structure of the MsrB from
N. gonorrhoeae was published by Lowther et
al. (2002).

We are very grateful to Jean-Luc Ferrer
and Richard Kahn at the ESRF (beamline
BM30A) who gave us the opportunity to
perform our data collections and for their
kind technical help. We thank Alain Van
Dorsselaer and Sarah Sanglier-Cianferani
for determining the molecular weights of
MsrB and [SeMet]-MsrB. This research was
supported by the Centre National de la
Recherche Scientifique, the University
Henri Poincaré—Nancy I, the Institut Fédér-
atif de Recherches 111 Bioingénierie, the
PRST Bioingénierie and the Association

pour la Recherche sur le Cancer (ARC Nos.
5436 and 4393).
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Biological context

The aerobic metabolism generates reactive oxygen
species (ROS) that can easily oxidize accessible me-
thionine (Met) residues of proteins into methionine
sulfoxides (MetSO). This post-translational modific-
ation can provoke loss of protein function. Therefore,
reduction of MetSO, back to Met, is crucial to protect
the cells from the effect of ROS. This is the role of
methionine sulfoxide reductases (Msr).

L-Met oxidation into sulfoxide leads to two [R/S]
epimers at the sulfur atom. In that context, there ex-
ists two unrelated-structural classes of Msrs. MsrA
reduces the L-Met-S-SO whereas MsrB reduces the L-
Met-R-SO. Both Msrs display a similar new catalytic
mechanism that includes formation of a sulfenic acid
intermediate and then of an intradisulfide intermedi-
ate followed by a thioredoxin (Trx) regeneration step
(Boschi-Muller et al., 2000; Olry et al., 2002).

Whereas several X-ray structures of MsrA have
been already determined, only one MsrB structure,
from Neisseria gonorrhoeae, (Lowther et al., 2002)
has been described so far. More recently, a preliminary
NMR study of the MsrB from Bacillus subtilis (Zheng
et al., 2003), which presents 53% and 52% amino acid
identity with the N. gonorrhoeae and N. meningitidis
MsrBs, respectively has been done.

Here we report the backbone and side chain NMR
assignment of the MsrB from N. meningitidis as well
as its secondary structure as a first step in a full 3D
structural study aimed at characterizing the amino

*To whom correspondence should be addressed. E-mail:

Manh-Thong.Cung @ensic.inpl-nancy.fr

acids involved in the MsrB chemical mechanism and
MetSO and Trx substrate specificities.

Methods and experiments

The E. coli strain used for MsrB production was BL.21
transformed with a plasmidic construction containing
the coding sequence under the T7 promoter. Samples
of 15N and ' N/'3C labelled were prepared by growing
cells in a minimal media with (!NH4)Cl as the sole
nitrogen source and with glucose, 13C-labelled or not,
as the only carbon source. Purification was done as
described by Olry et al. (2002).

The NMR sample contained 2 mM protein con-
centration (95% H;0, 5% D,0) in 10 mM phosphate
buffer and 50 mM 1,4-dithiothreitol-d¢ at pH 7.1.
All spectra were acquired at 298 K on Bruker DRX
600 MHz spectrometer equipped with a 3-axis TXI
probe and on Varian Inova spectrometer (800 MHz)
equipped with triple-resonance probes including shiel-
ded z-gradients. Spectra were processed using the pro-
gram XWINNMR (Bruker) and analyzed with the pro-
gram XEASY (Bartels et al., 1995). Backbone amide
TN 5N, C*, C’, and side-chain CP resonances were
assigned using 'H-'N HSQC, HNCO, HN(CA)CO,
HNCA, HN(CO)CA, CBCANH and CBCA(CO)NH
experiments. Backbone H*, aliphatic sidechain pro-
tons and carbons resonances were assigned by ana-
lyzing the HNHA, HCCH-TOCSY and '"N- and '3C-
NOESY spectra.

Torsion angles (¢, ) and secondary structure pre-
diction are based on HN, H®, N, C*, CP and C’
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Figure 1. (A) Iy 15N HSQC spectrum of MsrB at 298K. The back-
bone resonances of S67 and G135 are outside the region shown. Side
chain amide protons of N and Q residues are indicated by solid hori-
zontal lines. (B) The secondary structures from the X-ray structure
of the N. gonorrhoeae MsrB and from the TALOS data of the N.
meningitidis MsrB. The numbering of amino acid residues is based
on that of the Escherichia. coli MsrB without the N-terminal M.

chemical shifts using the TALOS program (Cornilescu
et al., 1999).

Extent of assignments and data deposition

More than 91% of backbone HN, N, C%, C’ and
CP nuclei are assigned (i.e., 123/138 ISN-HN sites,
140/146 C%, 136/146 C', 120/135 CP). Proton and car-
bon chemical shift data for the majority of sidechain
groups were determined using a combination of 3D
spectra. Comparing the predicted structure with that
of the crystal structure of N. gonorrhoeae (97% of
identity), in overall, the structural elements in solu-
tion coincide with X-ray data. 7 a-helices and 10

B-strands were identified: BA (Y1-K3), al (D6-R11),
a2 (E15-N23), BB (L37-D45), a3 (V46-S48), BC
(L52-S54), D (D57-D60), BE (W65-S67), BF (V77-
F83), BG (R89-S94), a4 (H95-A97), BH (H103-F105),
a5(R110-K112), I (L114-N119), J (L123-P127), a6
(E129-A134), a7 (G137-K142).

The main differences are the first 3-strand (BA) and
the two helices («3) and (a4) which are only seen in
the NMR structure and the a-helix including residues
H32 to L37 which is not present.

Some peaks present in the HSQC 'H PN spec-
trum were not found in the other heteronuclear 3D
spectra. Moreover the HY chemical shift value of the
S67 (12.33 ppm) is unusual. This residue is closed
to the active site which includes amino acids Y59,
W65, F68 and P66. Chemicals shifts were deposited
in the BioMagResBank under access number BMRB-
6051 (http://www.bmrb.wisc.edu) in which the MsrB
primary sequence is numbered from 1 to 146.
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Abstract

The methionine sulfoxide reductase (Msr) family is composed of two structurally unrelated classes of monomeric enzymes named MsrA
and MsrB, which display opposite stereo-selectivities towards the sulfoxide function. MsrAs and MsrBs, characterized so far, share the same
chemical mechanism implying sulfenic acid chemistry. The mechanism includes three steps with (1) formation of a sulfenic acid intermediate
with a concomitant release of 1 mol of methionine per mol of enzyme; (2) formation of an intramonomeric disulfide Msr bond followed by;
(3) reduction of the oxidized Msr by thioredoxin (Trx). This scheme is in accordance with the kinetic mechanism of both Msrs which is of
ping-pong type. For both Msrs, the reductase step is rate-determining in the process leading to the formation of the disulfide bond. The
overall rate-limiting step takes place within the thioredoxin-recycling process, likely being associated with oxidized thioredoxin release. The
kinetic data support structural recognition between oxidized Msr and reduced thioredoxin. The active sites of both Msrs are adapted for
binding protein-bound methionine sulfoxide (MetSO) more efficiently than free MetSO. About 50% of the MsrBs binds a zinc atom, the
location of which is in an opposite direction from the active site. Introducing or removing the zinc binding site modulates the catalytic

efficiency of MsrB.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Mild oxidizing conditions convert both free and protein-
bound Met to methionine sulfoxide (MetSO). The oxidation
of Met results in formation of asymmetric sulfoxides, which
are referred to as Met-(R)-SO and Met-(S)-SO. Most
organisms from the three kingdoms contain two different
methionine sulfoxide reductases (Msrs) that reduce free and
protein-bound MetSO residues. One Msr is specific for the
reduction of Met-(S)-SO and is referred to as MsrA. The
other one is specific for the reduction of Met-(R)-SO and is
referred to as MsrB.

Abbreviations: MetSO, methionine sulfoxide; MsrA/B, methionine
sulfoxide reductase A/B; Trx, thioredoxin; Msr,,, Msr in the disulfide
state; Msr.q, Msr in the reduced state; Trx,,, Trx in the disulfide state;
TrXeq, Trx in the reduced state; TNB™, 3-carboxy 4-nitrobenzenethiol;
DTT, dithiothreitol

* Corresponding author. Tel.: +33 3 83 68 43 04; fax: +33 3 83 68 43 07.

E-mail address: guy.branlant@maem.uhp-nancy.fr (G. Branlant).

1570-9639/$ - see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbapap.2004.09.016

In vivo studies have shown that Msr activities in
Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae depend on
the presence of thioredoxin (Trx). A Met auxotrophic strain,
lacking Trx or Trx reductase (the physiological partner of
Trx), is unable to grow in the presence of MetSO as the sole
carbon source [1,2]. In vitro, Trx can be replaced by
dithiothreitol (DTT) as a reductant.

MsrA and MsrB are monomeric enzymes which display
no sequence identity and are structurally unrelated [3—7]. In
the present review, the three-step catalytic mechanism of
Msrs is described and discussed in terms of catalysis and
substrate specificities, in relation with the Msr 3D structures.

2. Chemical mechanism: implication of the sulfenic acid
chemistry

The MsrAs and MsrBs characterized so far share the
same chemical mechanism involving sulfenic acid chem-

137



Annexes

138

232 S. Boschi-Muller et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1703 (2005) 231-238

istry [8,9]. The mechanism includes three steps with: (1)
formation of a sulfenic acid intermediate on the “catalytic”
Cys residue, with concomitant release of 1 mol of Met per
mol of enzyme, (2) formation of an intramonomeric
disulfide bond between the catalytic Cys and the
“recycling” Cys, with concomitant release of 1 mol of
H,0 and; (3) reduction of the Msr disulfide bond by Trx,
leading to regeneration of the reduced form of Msr
(Msr,oq) and to formation of oxidized Trx (Trx.y) in a
disulfide state (Fig. 1).

This mechanism has been demonstrated in particular on
the Msrs from Neisseria meningitidis, which were produced
as individual folded entities, while in vivo they are part of a
three-domain protein named PILB [9]. The central domain
shows a methionine sulfoxide reductase A (MsrA) activity,
whereas the C-terminus domain displays a methionine
sulfoxide reductase B (MsrB) activity. The chemical
mechanism of both N. meningitidis Msrs involves two
invariant Cys residues: the catalytic Cys (position 51 for
MsrA and 117 for MsrB) and the recycling one (position
198 for MsrA and 63 for MsrB) (Fig. 2). For both enzymes,
the stoichiometry of methionine formation was determined
in the absence of reductant, which yielded 1 mol of
methionine per mol of enzyme with loss of two thiols. This
result is in agreement with formation of a disulfide bond
between the catalytic and the recycling Cys. One mole of
methionine was also formed with the Ser mutant of the
recycling Cys with loss of one thiol, whereas no methionine
was produced with the Ser mutant of the catalytic Cys. In
the presence of Trx, a recycling activity was observed with
the wild-type but not with the Ser mutant of the recycling
Cys. Altogether, these results suggest the formation of a
sulfenic acid on the catalytic Cys and its regeneration via the
formation of an intramonomeric disulfide bond involving
the recycling Cys then followed by reduction by Trx.
Evidence for the formation of a sulfenic acid intermediate
came from the use of 3-carboxy 4-nitrobenzenethiol
(TNB7) and dimedone which are specific reagents of
sulfenic acid. In the case of the Ser mutant of the recycling
Cys, decrease of the absorbance at 410 nm by one
equivalent of TNB /mol was observed when the mutant
was first incubated with MetSO and then treated with an
excess of TNB ™. Incubation of the mutant with MetSO and
subsequent addition of dimedone produced an enzyme
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species with an increased mass of 138 Da, in accordance
with the formation of a covalent adduct between enzyme
and dimedone. Moreover, the fact that an increased mass of
16 Da was observed by ESI-MS after incubation of the
C198S MsrA from E. coli with MetSO is also in agreement
with the formation of a sulfenic acid intermediate [8].

The fact that the catalytic mechanism takes place through
the formation of a sulfenic acid intermediate for both Msrs
supports the idea that sulfenic acid chemistry is a general
feature in the reduction of sulfoxides by thiols. This new
and original chemical mechanism of sulfoxide reduction by
thiols highlights the importance of the sulfenic acid
chemistry in the field of the oxidative stress. Such chemistry
has been involved in the detoxification process of peroxides,
in redox signaling pathways and in the regulation of specific
transcription factors (see Ref. [10] for a review).

In the presence of Trx, a recycling activity was observed
with wild-type Msrs but not with the Ser mutants of the
recycling Cys. This showed that (1) the regeneration of the
catalytic Cys occurs via the formation of an intradisulfide
bond with the recycling Cys, followed by reduction by Trx;
(2) the sulfenic acid intermediate formed on the catalytic
Cys cannot be reduced by Trx. This latter result supports the
observation that a sulfenic acid intermediate within an active
site is usually not reducible by Trx except for the BCP
protein and Prx1p [11,12]. This is in contrast to what is
observed with DTT. Thus, this supports either a non-
accessibility of the sulfenic acid within the active site of
Msrs to Trx or more probably the formation of a non-
productive complex between Ser mutants and TrX,q. In this
context, knowledge of the three-dimensional structure of
Msr mutants in the sulfenic acid state will be informative.

Inspection of the alignment of the protein sequences of
Msrs whose activity has been characterized so far either
biochemically or by gene inactivation, shows that the
catalytic Cys residue is invariant while the recycling one
is not. This is correlated to the fact that Msrs can proceed via
different mechanisms for the regeneration of the catalytic
Cys. Consequently, different subclasses of Msrs can be
defined.

For MsrAs, at least four alternative mechanisms of C51
regeneration would be operative (Fig. 2A). The N
meningitidis MsrA represents the first subclass, character-
ized by the presence of the recycling Cys at position 198.

o R-S—CHj3 - *
—S~CHgs 1B 2 E:XéO*H
Y

2

Fig. 1. Proposed catalytic mechanism of Msrs. Representation of the three-step chemical mechanism as described by Olry et al. [9]. In step III, a Michaelis
complex is formed between Msr,, and Trx.4. Then, a nucleophilic attack of Cys-32 of Trx on the disulfide bond of the Msr leads to formation of an
intermolecular disulfide bond which is followed by a nucleophilic attack of Cys-35 of Trx that leads to Msr,.q and Trx,,. X represents the catalytic Cys and Y

the recycling Cys.
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Fig. 2. Sequence alignment of representative sequences of MsrA (A) and MsrB (B) subclasses. (A) The sequences of E. coli, B. taurus, N. meningitidis (N. menin.), B. subtilis and R. capsulatus (R. capsu.) MsrAs
were aligned with Bioedit software. The numbering of amino acid residues indicated is based on the numbering of the E. coli MsrA sequence. The cysteine residues are written in white on black boxes and
conserved residues in all putative Msr sequences in black on grey boxes. C51 is the catalytic cysteine whereas C54 or C198 or C206 are the recycling ones [8,9]. a-Helices and pB-strands of the E. coli MsrA [3] are
indicated by grey lines and black arrows, respectively. (B) The sequences of E. coli, N. meningitidis (N. menin.), N. gonorrhoeae (N. gono.), X. campestris (X. camp.) and R. capsulatus (R. capsu.) MsrBs were
aligned with Bioedit software. The numbering of amino acid residues indicated is based on the numbering of the E. coli MsrB sequence. The cysteine residues are written in white on black boxes and conserved
residues in all putative Msr sequences in black on grey boxes. C117 is the catalytic cysteine whereas C63 or C31 is the recycling one [9,13]. C45, C48, C94 and C97 are the cysteines involved in the binding of
Zn*" ([25] and unpublished results). a-Helices and p-strands of the N. gonorrhoeae MstB [6] are indicated by grey lines and black arrows, respectively.
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The second one contains two recycling Cys residues at
positions 198 and 206, and is well represented by E. coli
and bovine MsrAs. In this case, the Trx-recycling process
requires the formation not of one but of two successive
disulfide bonds. The first one is formed between the
catalytic C51 and the C198. The second one, formed
between C198 and C206, is the one preferably reduced by
Trx. The third subclass represented by the Bacillus subtilis
enzyme has a C5;FWCs,4 Trx-like signature. The mechanism
of C51 regeneration consists of the attack of the sulfenic
acid intermediate on C51 by C54 followed by the reduction
of the C51/C54 disulfide bond by Trx. Finally, the align-
ment of putative MsrAs (not yet characterized) suggests the
existence of a new subclass of MsrA represented by the
Rhodobacter capsulatus enzyme, which only bears a C51. If
the latter MsrA is operative in vivo, an alternative Trx-
independent mechanism of C51 regeneration must exist.

For MsrBs, at least two subclasses can be defined (Fig.
2B). The first one is represented by the N. meningitidis
MsrB in which the regeneration of the catalytic C117 is
done via formation of the disulfide bond 117/63. The second
subclass represents 37% of putative MsrBs and is charac-
terized by the absence of the recycling Cys at position 63.
This raises the question of the regeneration of the catalytic
C117 for these MsrBs. One possibility is the involvement of
another Cys, which can substitute for C63 in the Trx-
recycling process. This is the case for the Xanthomonas
campestris enzyme in which C31 was recently shown to
play a role similar to that of C63 [13]. Such a result supports
a great flexibility of the MsrB structures, at least of the two
loops on which C63 and C31 are located. In the case where
no cysteine can substitute for C63, the catalytic C117 should
be regenerated by yet another uncharacterized recycling
process in which Trx is not involved.

3. Kinetic mechanism

Msrs display a ping-pong kinetic mechanism in the
presence of Trx or DTT as a reductant ([14], unpublished
data). Kinetic saturations are only observed with Trx with
low Ky values (Table 1). The kinetic ping-pong model can
be described by the following scheme, where Ey is the
sulfenic acid intermediate and R the reductant (Trx or DTT):

k
Erg+ Ac-L-Met-(R §)-SO-NHMe === E,  + Ac-L-Met-NHMe
k.

(stepl)

k+1

E [ + Rred k,l

Ered + Rox (stepZ)

This scheme is in accordance with the chemical
mechanism in which formations of Ac-L-Met-NHMe and
of the sulfenic acid intermediate are concomitant. In this

scheme, the reciprocal rate constant k., /Kg for the net
forward reaction of the reduced enzyme with Ac-L-Met-
(R,S)-SO-NHMe is defined as k41/k_; and may be regarded
as k. since the partial reaction shown in step 1 can be
considered as irreversible. The catalytic efficiency for
sulfoxide reduction is at least 100-fold less efficient
compared to other enzymatic systems involving sulfenic
acid intermediates like peroxidases [15-17].

The saturation kinetics observed with Trx, in contrast to
that observed with DTT, could only result from a shift of the
rate constants in the recycling part of the catalytic cycle,
implying that the rate-limiting step of the overall reaction
should be associated with step 2. In fact, step 2 can be
decomposed into two chemical steps with (1) formation of
the intramonomeric disulfide bond (Es, step 2/ )" and, (2)
reduction of the Msr disulfide bond (step 2").

k+2'

Eson Ess (step2’ )

k+2”
k_2,,

ESS + Rred Ered + Rox (stepZ”)

Therefore, the rate-limiting step in the overall process
can be associated with either step 2’ or step 2”. Since the
rate of formation of the intramonomeric disulfide bond from
the sulfenic acid intermediate in Msrs is very fast [20,21],
ky> corresponds to k.., and the rate-limiting step is
associated with step 2”.

The fact that saturation kinetics are only observed with
Trx favours a rate-limiting step that takes place after
formation of the Michaelis complex between Msr,, and
Trx,q, either concomitantly or before the two-electron
chemical process, or associated with the release of Trxy.

The catalytic efficiency for Trx compared to DTT is high
(~10° M~ s7! versus ~10'-10* M~' s7"), and is similar to
the catalytic efficiency of other systems using Trx [17-19].
Moreover, MsrA from E. coli and MsrB from N. meningi-
tidis display a low Ky value for Trx in the 10 pM range
(Table 1). This supports the existence of specific interactions
between Trx,.q and MsrA,,/MsrB,,, which are probably a
prerequisite for an efficient two-electron transfer between
Msrs,, and Trx,q.

4. Kinetic characterization of the three steps of the
mechanism: identification of the rate-limiting step

Recent studies on the catalytic mechanism of the MsrA
and MsrB from N. meningitidis have shown that the rate of
the sulfenic acid intermediate formation is fast and is rate-

! In the case of E. coli MsrA, two successive disulfide bonds between
C51-C198, and C198-C206, are formed. Trx reduces the C198-C206
disulfide bond.
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Table 1

Kinetic parameters for the Msr activity of wild-type E. coli MsrA and N. meningitidis MsrB

Enzyme (reductant) kcat (57 l) Ksulfoxide (l’l’lM) kcat/Ksulfoxide (M7 ! s l) Kreductant (’J'M) kcat/Kreductant (M7 ! s l)
MsrA® (Trx) 3.7£0.5 1.9+0.2 2020+500 10£2 (4.0£0.1).10°

MsrA® (DTT) infinite not determinable 280+20 infinite 83+7

MsrB® (Trx) 1.1£0.2 1.2+0.2 917+50 58+12 (1.9£0.3).10*

MstB® (DTT) infinite not determinable not determined infinite 2.1+40.2

Reactions were carried out in Tris—HCI 50 mM, EDTA 2 mM buffer, pH 8 at 25 °C. Sulfoxide substrate used was D,L-Met-(R,S)-SO for MsrA and Ac-L-Met-
(R,S)-SO-NHMe for MsrB. Data presented were obtained by fitting the experimental data to a ping-pong mechanism.

# Boschi-Muller et al. [14].
® Olry et al. (unpublished results).

determining in the process leading to formation of the Msr
disulfide bond, and that the overall rate-limiting step is
associated with the Trx-recycling process. Moreover, the
data suggest that the rate-limiting step takes place after the
two-electron chemical exchange and is thus associated
with the release of Trx,, [20,21]. Similar results were
obtained with E. coli and B. subtilis MsrAs (data not
shown).

Such data derive from the measurement of the rates of
the three steps, using adapted experimental kinetic
approaches that allowed us to selectively investigate each
step. The rate of formation of the sulfenic acid
intermediate was determined by following the rate of
the Met formation under single turnover conditions, i.e. in
the absence of Trx. For the formation of the intra-
monomeric disulfide bond, a specific thiol reagent was
used, also under single turnover conditions, to follow the
rate of oxidation of the catalytic and the recycling Cys,
whose oxidations occur concomitantly. Another method
can also be used under single turnover conditions, which
takes advantage of the observation that the fluorescence
emission intensity of Msr differs between the reduced and
the sulfenic acid form for MsrB, and between the reduced
and the oxidized disulfide form for MsrA. For the third
step, only the rate of formation of Trx,, under single
turnover conditions was determined, using the quenching
of the Trx fluorescence intensity upon oxidation as a
probe.

Using these approaches, a Kg value for Ac-L-Met-(R,S)-
SO-NHMe of 55 and 101 mM and a kgps max value of 790
and 85 s~ were determined at pH 8 for the reductase step of

Table 2

N. meningitidis MsrA and MsrB, respectively (Table 2).
These kops max Values are 230- and 77-fold higher than those
determined under steady-state conditions for MsrA and
MsrB, respectively. Therefore, it can be concluded that the
rate of the reductase step, which can be considered as
irreversible, is largely higher than the k., value. This
demonstrates that the rate-limiting step in Msrs takes place
after formation of the sulfenic acid intermediate and is
associated with either the disulfide bond formation or the
Trx-recycling process.

For the disulfide bond formation, which can also be
considered as irreversible, the k.,s values determined for
MsrA and MsrB were in the range of those determined
for the reductase step (Table 2). This suggested that as
soon as the catalytic Cys is oxidized in the sulfenic acid
form, it reacts with the recycling Cys and forms a
disulfide bond. In other words, the rate of the nucleo-
philic attack of the recycling Cys on the sulfenic
intermediate is limited by the rate of formation of the
sulfenic acid intermediate, which as a consequence cannot
accumulate. Therefore, the rate-limiting step in Msrs takes
place after the disulfide bond formation and the rate-
determining step in the formation of the disulfide bond is
governed by the one leading to formation of the sulfenic
acid intermediate.

The rate of formation of the Trx,y in the Trx-recycling
process was determined by following the decrease of the Trx
fluorescence intensity between the oxidized and reduced
forms, during the reduction of the Msr disulfide bond. When
the excitation wavelength was set at 310 nm, the fluo-
rescence signal of Msrs upon going from Msry, to Mst,eq

Kinetic parameters of the three steps and of the overall reaction for the Msr activity of N. meningitidis MsrA and MsrB

Enzyme Step 1 Step 11 Step IIT Steady-state
kobi max K Ac-L-Met-(R.5)-SO-NHMe Fops (571 K (WM) ke(s™h) keat (571 KM(Ac-L-Met-(R.S)-SO-NHMe) K (o)
(s7) (mM) (mM) (uM)
MsrA 790+10* 55+2°% >500" 910+10° 50+1° 3.440.2° 0.6+0.2° 75+15¢
MstB 85+1¢ 101+4¢ >g5¢ 440+24 5.240.2¢ 1.140.2° 1.240.2° 58+12°

The values of Kyiac-1.-Mei-(%,5)-s0-NHMe) A0 K aci Met-(r,5)-s0-NHMe have to be divided by 2 because only one of the two isomers is a substrate.

? Antoine et al. (unpublished results).
® Antoine et al. [20].

¢ Olry et al. [9].

4 Olry et al. [21].

¢ Olry et al. (unpublished results).
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does not interfere with the Trx message. Therefore, the
signal which is followed is specific for the Trx.

Ks k £
= [Msr,y ... TrXpoq] === [MSTpeq ... TrXqy]

T

Msrgy + TrXeq
(step2”)

Assuming the binding of Trx,q to Msry, is rapid
equilibrium, Kg values of 910 and 440 pM for Trx, k¢
values of 50 and 5.2 s~ ' and &, values of ~0 s~! were
determined for MsrA and MsrB, respectively (Table 2). The
k. values of ~0 s~ ' indicate that the recycling process can be
considered as irreversible and therefore the k., value is
presumably measuring the rate of the two-electron chemical
exchange. The values of Kg and k¢ are 12- and 15-fold, and
7- and 5-fold higher than the K and k., values determined
under steady-state conditions for MsrA and MsrB, respec-
tively. Thus, the rate-limiting step within the Trx-recycling
process probably takes place after the two-electron chemical
exchange and is associated with the release of Trx,y. The
fact that the Trx-recycling step behaves as an irreversible
process can be related to the value of the equilibrium
constant of the reaction which is at least 100-fold in favour
of formation of Msr,y and Trx,, and to the apparent
impossibility to attain the kinetics in the reverse direction
(data not shown). Altogether, these data suggest a weak
binding between Trx,, and Msr,.q. Further studies including
determination of Msr/Trx binding kinetics should be
investigated to validate these hypotheses.

5. Substrate specificity

MsrAs and MsrBs display opposite stereo-selectivities
towards the S and R enantiomers of the sulfoxide center,
respectively. Only 50% of the mixture of D,L-Met-(R,S)-SO
was reduced by either N. meningitidis MsrA or MsrB.
Moreover, only L-Met-(S)-SO and D-Met-(5)-SO were
quantitatively reduced by N. meningitidis MsrA whereas
D-Met-(R)-SO and L-Met-(R)-SO were only reduced by N.
meningitidis MsrB [9]. These results support the data
reported by Grimaud et al. [22] on oxidized calmodulin
suggesting that E. coli MsrB is stereo-specific for the R
isomer of the sulfoxide of MetSO whereas, as previously
shown, MsrA is stereo-specific for the S isomer [23,24].

Recent studies on the substrate specificity of MsrA and
MsrB from N. meningitidis [9,20,21], including determi-
nation of the catalytic constants under steady- and pre-
steady-state conditions, support that (1) the presence of the
sulfoxide function is a prerequisite for binding to Msrs (Met
does not behave as an inhibitor at the concentrations used),
(2) the hydrophobic pocket responsible for the recognition
of the substrate methyl group is specific (the apparent
affinity observed with an analogue substrate substituted by
an ethyl group is drastically decreased), (3) the presence of

at least two carbon atoms between the Ca and the sulfur
atom of the sulfoxide function is required, (4) the config-
uration at the Ca carbon atom is not a determining factor for
an efficient binding to both Msrs, and (5) the active sites of
both Msrs are rather adapted for binding protein-bound
MetSO more tightly than free MetSO.

6. Role of metal in MsrBs

Inspection of the primary structures of MsrBs revealed
that about 50% of the MsrBs possesses a metal binding site
formed by two CXXC motifs. These motifs generate a Zn*"-
binding site, located in an opposite direction from the active
site, which is absent in the Neisseria MsrB but present in the
E. coli and Drosophila MsrBs (Fig. 2B). Studies on the
Drosophila MsrB showed that substituting the four Cys
residues of the metal-binding site results in complete losses
of metal and catalytic activity [25]. Similar results were
recently observed with the E. coli MsrB. Moreover,
substituting the four Cys residues was shown to induce
drastic modifications of the conformation of the E. coli
enzyme. On the other hand, introduction of both CXXC
motifs in the N. meningitidis MstB results in the tight
binding of one atom of zinc, with no significant change of
the conformation of the enzyme. The engineered M.
meningitidis metal-containing MsrB shows a reductase
activity similar to that observed for the wild-type but loses
any Trx-recycling activity. It also displays an increased
thermal stability as shown by differential scanning calorim-
etry (data not shown).

These results show that introducing or removing Zn*" in
MsrBs generates subtle structural messages to the active site
which in turn modulates the catalytic efficiency. Clearly, the
presence of the metal strongly increases the thermal stability
of the engineered metal containing MsrB.

7. Questions to be addressed?

The enzymology of the Msrs revealed a new chemical
mechanism of sulfoxide reduction by thiol through the
sulfenic acid chemistry. It also showed the formation of an
efficient complex between Msr,, and Trx,.q. However, the
mechanism of sulfenic acid formation remains to be
elucidated. In particular, what is the nature/the geometry
of the transition state which leads to formation of the
sulfenic acid intermediate? Which type of catalysts enhan-
ces the rate of the reductase step? Also nothing is known on
the nature of the structural factors involved in the
recognition between Msrs and Trx.

Msrs represent an interesting example of convergent
evolution in which two structurally unrelated proteins have
evolved to catalyze the same reaction with the same
chemical and kinetic mechanisms but with opposite
stereo-selectivities. Nevertheless, the fact that the conserved
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amino acids of the MsrA and MsrB active sites are different
strongly suggests that the amino acids involved in catalysis
and/or structural specificity are specific for each class of
Msr.

For both classes of Msrs, formation of the sulfenic acid
intermediate is rate-determining within the two-step pro-
cesses leading to the formation of the intramonomeric
disulfide bond. Moreover, the rate of the chemical process
that leads to the sulfenic acid intermediate is fast. This
supports an activation of the catalytic Cys and an increase of
the electrophilic character of the sulfur atom of the sulfoxide
substrate via an acid catalyst from the active site. Both
activations should favour the efficiency of the reductase
process. Based on the available 3D structures of MsrA and
MsrB, it is clear that the amino acids involved in catalysis
are located in different 3D environments. For MsrA, the
catalytic Cys is situated at the N-terminus of the a; helix,
whereas it is in the middle of the strand B8 for MsrB [3,6].
Three invariant residues (Y82, E94 and Y134) in MsrA are
positioned close to the oxygen atom of a water molecule
near the arsenate atom of the dimethyl arsenate adduct [3].
The oxygen atom likely mimics the oxygen atom of MetSO.
These three residues could participate in the increased
electrophilic character of the sulfur atom of MetSO, the E94
being a candidate to act as a general acid—base catalyst. In
contrast, for MsrB, HI00 and H103 are involved in a
hydrogen-bonding network and provide contacts to one of
the oxygen atoms of the cacodylate molecule, which could
mimic the interactions of the oxygen atom of MetSO within
the active site [6]. H103 is the candidate to act as a general
acid-base catalyst. The fact that the rate of the reductase
step at pH 8, is 20-fold slower in MsrB than in MsrA
remains to be explained, but likely reflects differences in the
nature of the amino acids of the two active sites involved
either in catalysis or in substrate recognition.

The mechanism leading to sulfenic acid formation has
been proposed to proceed through formation of a sulfurane
transition state of unknown geometry, the rearrangement of
which leading to formation of the sulfenic acid intermediate
[8]. Theoretical chemical studies should be undertaken to
validate this mechanism.

The rate of formation of the disulfide bond is also fast,
indicating an efficient nucleophilic attack of the recycling
Cys on the sulfenic acid intermediate. The fact that a
sulfenic acid is chemically unstable and that an acidic amino
acid likely intervenes to favour the release of the water
molecule from the catalytic Cys oxidized in the sulfenic acid
state can explain the rate of formation of the intramonomeric
disulfide bond. This implies, however, that the recycling
Cys is well positioned for attacking the sulfenic acid
intermediate. In E. coli and B. taurus MsrA, the recycling
Cys residues are located in the C-terminal end, which is
composed of 29 amino acids and contains no « helices and
p strands [3]. This extended chain is highly flexible and the
distances in the crystal structure between the catalytic C51,
the recycling C198 and C206, are by far too large for

disulfide bond formation, and therefore some structural
rearrangements relative to the structure observed in the
crystal are needed to accommodate disulfide bond forma-
tion. In contrast, the recycling C63 in Neisseria MstB is
located near the catalytic C117 in a loop connecting the B3
and P4 strands and the observed distance of 3.0 A observed
in the crystal [6] between the sulfur atoms of C117 and C63
is compatible with the catalytic mechanism.

MsrB recognizes only the R isomer of the sulfoxide
function, whereas MsrA recognizes the S isomer. These
differences in stereo-specificities are of particular impor-
tance in vivo as they allow the complete reduction of Met-
(R,S)-SO back to methionine, and are in accordance with the
structural symmetry observed between the active site of
MsrB and that of MsrA [6]. A specific hydrophobic pocket,
which could act as a binding site specific for the recognition
of the methyl group of the sulfoxide substrate, is present in
each active site, comprising the invariant F52 and W53 in
MsrAs and the invariant W65 in MsrBs.

Moreover, the fact that the Kg value for protein-bound
MetSO in the reductase step is lower than that for free
MetSO strongly suggests the existence of other, not yet
characterized, structural elements in Msrs responsible for
the recognition of the main chain of the MetSO substrate. In
this regard, the knowledge of the 3D structure of Msrs—
sulfoxide substrate complexes combined with site-directed
mutagenesis will be useful for characterizing the amino
acids involved in substrate specificity.

No three-dimensional structures of oxidized Msrs under
disulfide state are presently available. Reduced and
oxidized forms of MsrA and MsrB display different gel
filtration profiles on analytical gel filtration column
(Superdex75, Amersham Biosciences) (data not shown).
This supports significant conformational changes of Msrs
upon oxidation. This can be a prerequisite for formation of
an efficient Msr,,/Trx,q complex. This can also be related
to the apparent irreversibility of the Trx-recycling process.
Inspection of the available 3D structures of Msrs has not
permitted the identification of any common structural/
molecular factors which could be involved in these
interactions. In this context, the determinations of the 3D
structure of stable Msr/Trx complexes which have been
recently undertaken by NMR (Cung M.T., unpublished
results) will be informative.
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I. Matériel biologique et milieux de culture

l. 1. Souches bactériennes

- E. coli DH5a : supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
relAl. Cette souche est utilisée pour I’obtention d’ADN plasmidique.

-_E. coli BE002 : MG1655 msrA :: specQ, msrB :: a3kan. Cette souche est utilisée pour la

production du type sauvage et des mutants des MsrB de N. meningitidis et d’E. coli.

- E. coli BL.21 (DE3) : F-, ompT, hsdSg (rg” mg’) gal, dcm. Cette souche qui contient I’ORF

codant la T7 ARN polymérase sous le contréle du promoteur lac est utilisée pour la
production du type sauvage et des mutants des MsrB de N. meningitidis marquées avec

I’isotope "N et "N-"*C et du type sauvage et des mutants de la MsrB d’E. coli.

- E. coli B834 : F-, ompT, hsdSg (r5" mg’) gal, dcm, met. Cette souche auxotrophe pour la Met
est utilisée pour la production de la MsrB de type sauvage de N. meningitidis dans laquelle les
résidus Met sont remplacés par des résidus sélénoMet.

I. 2. Vecteurs plasmidiques

- pPSKPILBMSsrA et pSKPILBMsrB : 11 s'agit des phagemides recombinants pBluescript II SK

(+) portant la séquence codante des Msr de N. meningitidis sous le contréle du promoteur lac

(Olry et al., 2002). L antibiotique de résistance est I’ampicilline.

- pETMsrB N. meningitidis et E. coli : Phagemides recombinants pET-20b portant la

séquence codante de la MsrB de N. meningitidis et d’E. coli sous le contréle du promoteur

lac. L’antibiotique de résistance est la kanamycine.
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l. 3. Milieux de culture bactérienne

1. 3. 1. Milieu riche LB

- Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (5 g/L). Le pH est
ajusté a 7,5 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavé pendant 20 min a 1 bar. Ce milieu est
utilisé pour la production en grande quantité¢ de plasmide pSKPILBMsr N. meningitidis et
pETMsrB E. coli et N. meningitidis et de protéine recombinante correspondante. Pour les
milieux gélosés, de I’agar est ajouté a raison de 17 g/L de milieu de culture avant stérilisation.
Les milieux sont autoclavés 20 min a 120 °C. Afin de sélectionner les clones recombinants,

I’antibiotique approprié est ajouté a une concentration de 200 mg/L apres stérilisation.

1. 3. 2. Milieu riche SOC

- Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (10 mM),
KCI (2,5 mM), MgCl, (10 mM), MgSO4 (10 mM), glucose (20 mM). Ce milieu est utilisé
pour la régénération des cellules apres transformation par la technique du choc thermique

(voir chapitre II. 1. 5.) Le milieu est autoclavé 20 min a 120 °C.

1. 3. 3. Milieux minimum

I. 3. 3. 1. Milieu M9 : production de la MsrB de N. meningitidis
marquée a ©°N et °N-*C

- Composition : NaCl (0,5 g/L), KH,PO4 (22 mM), Na,HPO4, 7H,0 (50 mM), NH4Cl
(1 g/L), glucose (4 g/L), riboflavine (1 mg/L), nicotinamide (1 mg/L), pyridoxine
monohydrochloride (1 mg/L), thiamine (1 mg/L), MgSOs, 7HO (2 mM), FeSOs,
7H,0 (25 mg/L). Pour les productions de la MsrB de N. meningitidis marquées a N et
PN-1C, du "NH4CI (1 g/L) et du °"NH4CI (1 g/L)+ Cglucose (4 g/L) sont utilisés.
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I. 3. 3. 2. Milieu M9 modifié : production de la MsrB de
N. meningitidis enrichie a la sélénoMet

- Composition : KH,PO4 (44 mM), Na,HPO4, 7TH,O (44 mM), Mix I des acides
aminés (alanine, arginine, acide aspartique, cystéine, acide glutamique, glutamine, glycine,
histidine, leucine, isoleucine, lysine, proline, sérine, thréonine, valine) (40 mg/L), Mix II des
acides aminés aromatiques (tyrosine, phénylalanine, tryptophane) (40 mg/L), riboflavine
(1 mg/L), nicotinamide (1 mg/L), pyridoxine monohydrochloride (1 mg/L), thiamine
(1 mg/L), MgSO4, 7TH,0 (2mM), FeSO4, 7H,0 (25 mg/L), NH4CI (2 g/L), glucose (4 g/L),
sé¢lénoMet (40 mg/L).

I1. Techniques de génie génétique

Il. 1. Préparation de I’ADN plasmidique

II. 1. 1. La minipréparation

La minipréparation d'ADN est une technique utilisée pour la préparation rapide d'une
faible quantité d'ADN (a partir de 5 ml de culture) dans un but analytique. Le protocole passe
d’abord par la lyse alcaline des cellules grace a une solution de NaOH 0,2 N, SDS 1%. Le
mélange est ensuite neutralisé par une solution d’acétate de potassium/acide acétique, puis
centrifugé. L’ ADN plasmidique contenu dans le surnageant est alors directement précipité par
ajout d’éthanol a 100%. Le culot ainsi obtenu est ensuite lavé a 1’éthanol a 70% puis séché,
repris en tampon Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0, et finalement trait¢ 1H a 37°C par
la ribonucléase A (1 pg/ml).

II. 1. 2. La maxipréparation

Cette technique est utilisée pour la préparation en grande quantité d’ADN plasmidique
a partir d’une culture bactérienne de 100 mL. Aprés lyse alcaline des cellules et
centrifugation, ’ADN plasmidique est purifi¢ a 1’aide du kit Nucleobond AX (Macheray

Nagel) qui repose sur I'utilisation d'une colonne échangeuse d’anions. L’ADN plasmidique
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¢lué est concentré par précipitation a 1I’isopropanol, lavé a 1’é¢thanol a 70% et enfin séché et
repris dans du tampon Tris 10 mM EDTA 2mM pH 8,0.

La concentration de I’ADN ainsi obtenu est déterminée par la mesure de I’absorbance
a 260 nm en admettant qu’une unit¢ de DO correspond a 50 pg/ml d’ADN double brin. La
pureté de I’ADN est estimée a partir du rapport DO26onm/DO280nm, qui doit &tre compris entre

1,8 et 2.

II. 1. 3. Séquencage de ’ADN double brin

Le séquencage par méthode enzymatique est utilisée afin de vérifier I’introduction
correcte des mutations ainsi que 1’absence de mutations parasites sur le plasmide, en utilisant
I’ADN polymérase du bactériophage T7 (Tabor et Richardson, 1987). Une premiére étape
consiste a préparer I’ADN plasmidique sous forme dénaturée a I’aide de NaOH 2M afin de
permettre, dans une deuxiéme étape, I’hybridation de [’oligodesoxyribonucléotide de
séquencage. La troisieme ¢étape de séquencage est réalisée avec la T7 ADN polymérase dont
I’activité permet 1’¢longation du brin d’ADN. L’¢longation est stoppée apres incorporation
d’un didésoxyribonucléotide sur le brin d’ADN en élongation. La séquence d’ADN est
marquée au P grice a de I’a’PdATP dans le mélange réactionnel d’élongation. La séquence
d’ADN est analysée aprés migration sur un gel de polyacrilamide et révélation par

autoradiographie.

II. 1. 4. Clénage des ORF codant les Msr

Le clonage des ORF codant la MsrA et la MsrB a été réalisé a partir du génome de la
souche N. meningitidis serogroup A Z2491 fournie par le Dr M. K. TAHA de I’Institut
Pasteur de Paris.

La technique de PCR permet de réaliser I’amplification d’un fragment d’ADN
génomique compris entre deux oligodésoxyribonucléotides, dont les séquences sont
complémentaires aux bordures du fragment d’ADN a amplifier et permet également de créer
les sites de restriction Ndel et Sacl. L’enzyme utilisée pour la réaction est la Pfu. La présence
et la taille de I’insert sont vérifiées apres dépdt sur gel d’agarose 0,8%.

L’extraction du gel d’agarose des fragments d’ADN amplifiés se fait a I’aide d’un kit
NucleoSpin (Sigma). Cette extraction repose sur l’utilisation de colonnes échangeuses

d’anions, ’ADN étant chargé négativement. On vérifie que le fragment souhaité a bien été
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extrait du gel d’agarose en déposant 2 uL sur gel d’agarose, aux cotés d’un marqueur de taille
adéquat.

Les vecteurs et les inserts sont digérés pendant 1h30 a 37°C par les enzymes de
restriction Ndel et Sacl a raison de 3 unités par pg de matériel nucléique. Les produits de
digestion sont ensuite séparés par €¢lectrophorese sur gel d’agarose 1%.

La formation des liaisons phosphodiesters entre les extrémités de 1’insert et du vecteur
est catalysée par I’ADN ligase du bactériophage T4. La ligation se fait en présence d’un exces
d’insert de 3 fois par rapport au vecteur linéarisé. Les mélanges de ligation sont placés dans
un bain a 16°C durant au minimum 4H.

Apres ligation, la présence de I’insert est vérifiée par PCR sur colonies en utilisant
cette fois-ci la Dynazyme. Aprés transformation de 50 uL de cellules DH5a compétentes avec
1 a 5 uL de mélange réactionnel de ligation, les cellules sont cultivées pendant une nuit sur
milieu solide. Puis un clone est placé dans 30 pL d’eau distillée stérile. Le mélange

réactionnel pour la PCR est ensuite préparé.

II. 1. 5. Préparation et transformation des bactéries compétentes

Cette méthode est utilisée pour transformer les souches d’E. coli DH5a, BE002,
BL21(DE3) et B834. Une culture bactérienne est réalisée en milieu SOB (milieu SOC sans
glucose) a une température comprise entre 35 et 37°C, sous forte agitation. Cette dernicre est
arrétée en phase exponentielle de croissance lorsque la DOgonm atteint 0,3-0,5. Elle est
centrifugée et le culot est repris dans une solution de TB froid (PIPES 10 mM, CaCl, 15 mM,
KCI 250 mM, MnCl, 55 mM, pH 6,7). Apres une incubation de 30 min dans la glace et une
nouvelle centrifugation, le culot est repris dans 1/10°™ du volume initial de solution TB, en
présence de diméthyl sulfoxyde (7% final) et incubée 2H dans la glace. Des fractions
aliquotes sont rapidement congelées par immersion dans de 1’azote liquide et stockées a -80°C
(Inoue et al., 1990).

La méthode classique de transformaton des bactéries compétentes (Sambrook et al.,
1989). La transformation est réalisée en mélangeant 1 ng de plasmide et 50 pl de bactéries
DH5a compétentes. Apres incubation sur glace, le mélange est soumis a un choc thermique
de 40 secondes a 42°C puis les cellules sont régénérées 1H a 37°C en milieu SOC avant d’étre
étalées sur boite LB avec I’antibiotique de résistance approprié au plasmide utilisé et incubées

une nuit a 37°C.
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I1. 2. Mutagenese du matériel plasmidique

La mutagenese dirigée a été réalisée a 1’aide du Kit «QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit» commercialisé par Stratagene. La méthode utilise ’ADN polymérase
thermostable Pfu (6 fois plus fidele, dans la réplication de ’ADN que ’ADN polymérase
thermostable Taq) pour répliquer les deux brins du plasmide avec une grande fidélité et sans
déplacer les oligodésoxyribonucléotides de mutagenese.

Elle nécessite aussi un plasmide double brin superenroulé et deux
oligodésoxyribonucléotides de mutagenése portant chacun la mutation a introduire. Les
oligodésoxyribonucléotides, chacun complémentaire d’un des deux brins du plasmide, vont
servir d’amorces 3’OH pour la synthése de I’ADN par la Pfu, conduisant a un plasmide muté
aux extrémités non religuées.

Le produit de la réaction de PCR est ensuite traité avec I’endonucléase Dpnl (séquence
cible 5’-Gm6ATC-3’), spécifique de I’ADN méthylé et hémiméthylé, afin de digérer I’ADN
parental et ainsi sélectionner ’ADN néosynthétisé contenant la mutation. En effet, I’ADN
isolé de la plupart des souches d’E. coli est dam méthylé et donc susceptible d’étre digéré par
Dpn I. Une fraction du mélange de digestion, contenant I’ADN double brin muté, circulaire et
coupé, est utilisée pour transformer des bactéries DH5a compétentes qui vont religer les
extrémités du plasmide muté et I’amplifier. Apres transformation de 50 uL de cellules DH5a
compétentes par 1 a 5 pL de mélange de PCR, les cellules sont cultivées pendant une nuit sur

milieu solide.

I11. Production et purification des Msr de N. meningitidis et des MsrB

d’E. coli sauvages et ""mutées™

I11. 1. Production des protéines recombinantes

Les Msr de N. meningitidis, sauvages et mutées, non marquées produites dans une
souche d'E. coli BE0O2 transformée par les plasmides recombinants pSKPILBMsrA et
pSKPILBMstB portant ’ORF de la protéine a produire sont ensemencées au 1/50™ a partir

d’une préculture d’une nuit en milieu LB. Les cultures sont ensuite incubées pendant

150



Matériels et Méthodes

24 heures a 37°C en milieu LB sous agitation avec comme antibiotique de résistance
I’ampicilline (200 mg/1), la spectinomycine (25 mg/l) ou la kanamycine (50 mg/l).

Les cultures des cellules d’E. coli BL21(DE3) ou B834, transformées avec les vecteurs
plasmidiques pET-MsrB permettant la surexpression des MsrB de N. meningitidis et
d’E . coli, sont ensemencées au 1/50°™ a partir d’une préculture d’une nuit en milieu LB
(protéine non marquée), minimum M9 (protéine marquée N et °N- C) ou M9 modifié
(protéine marquée a la sélénoMet) et incubées a 37°C. L’antibiotique de résistance est la
kanamicyne (200 mg/ml). A une DOgponm comprise entre 0,6 et 0,8, I’induction de la synthése
de la T7 ARN polymérase est initiée par ajout de 1 mM d’IPTG et conduit a I’induction de la
synthése en grande quantité d’ARN messager correspondant a la protéine recombinante. La
culture est arrétée 3H apres induction.

Les cellules récoltées par centrifugation a 3000 g, sont lavées dans du tampon A
(Saccharose 25%, EDTA 5 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 7,5) puis centrifugées et les culots

cellulaires sont stockés a -20°C.
I11. 2. Purification des protéines recombinantes
La purification de la protéine s’effectue en présence de DTT 50 mM. Le tampon de
purification pour la MsrB d’E. coli dans laquelle du fer est coordiné par quatre Cys ne

contient pas d’EDTA

II1. 2. 1. Désintégration des cellules

Le culot cellulaire issu d'un litre de culture est repris dans 20 ml de tampon de
purification (Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) puis les cellules sont désintégrées a une
température de 4°C avec un désintégrateur de cellules (Constant Cell Disruption Systems,
Constantsystems). Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrifugation a 12000 g

durant 45 min.

II1. 2. 2. Précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium

Le surnageant de sonication est amené a 50% de saturation en (NHy4),SO4 et précipité
2H sous légere agitation a 4°C. A cette concentration en (NHy4),SO4, les enzymes sont

précipitées, elles sont récupérées dans le culot aprés centrifugation pendant 30 min a 12000 g.

151



Matériels et Méthodes

II1. 2. 3. Filtration sur gel

Le culot est repris dans un volume minimum de tampon puis déposé sur une colonne
de filtration sur gel ACA54 (acrylamide 5%, agarose 4%, BIOSEPRA") dont le domaine de
fractionnement se situe entre 5 et 70 KDa. L’¢lution se fait grace au tampon de purification et
est suivie par la mesure de la DOsgo nm. L'analyse des fractions est effectuée par lecture de la
DO2g0/260nm €t électrophorese sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE, 15%). Les
fractions contenant la protéine sont ensuite rassemblées.

Cette étape permet d’¢éliminer la majeure partie des protéines contaminantes présentes

dans le culot de précipitation et une grande quantité d’acides nucléiques.

I11. 2. 4. Chromatographie échangeuse d’anions

La solution protéique issue de la filtration sur gel est filtrée puis injectée sur une
colonne échangeuse d’anions Q-Sépharose (agarose 6% sur laquelle sont greffés des
groupements triméthylammonium, Amersham Biosciences®) préalablement équilibrée avec le
tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 et couplée a un systéme FPLC (Amersham
Biosciences”). L’¢lution se fait par un gradient linéaire croissant de KCI de 0 4 200 mM sous
un débit de 5 ml/min. Les enzymes MsrA et MsrB de N. meningitidis sont éluées a environ
50 mM de KCI. La MsrB d’E. coli est éluée a environ 150 mM de KCl.

Cette ¢étape permet d’¢éliminer des contaminants protéiques et surtout beaucoup

d’acides nucléiques.

II1. 2. 5. Chromatographie hydrophobe

Les fractions issues de la chromatographie échangeuse d’anions et contenant la MsrA
ou la MsrB de N. meningitidis ou la MsrB d’E. coli sont amenées a une concentration finale
de 1 M en (NH4),SO4. Cette solution est injectée sur une colonne Phenyl Sepharose
préparative (agarose 6% comprenant des groupements phenyls, Amersham Biosciences®)
équilibrée dans le tampon Tris-HCI 50 mM EDTA 2 mM, pH 8,0, (NH4)2SO4 1 M et couplée
au systetme FPLC. L’enzyme est éluée par un gradient linéaire décroissant de 1 a 0 M en
(NH4),SO4, sous un débit de 5 ml/min. Cette derni¢re étape permet de purifier les Msr a

homogeénéité.
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II1. 2. 6. Concentration et conservation des protéines

Les solutions enzymatiques pures sont finalement concentrées par ultra-filtration sous
pression a 1’aide d’'une membrane Amicon YMI10 jusqu'a une concentration de 1’ordre de
20-25 DO/mL. Les protéines sont ensuite précipitées en présence de (NH4)>,SO4 (70% de
saturation) et de DTT (50 mM) puis conservées a —20°C.

I11. 3. Controle de la pureté et de la masse des protéines purifiées

II1. 3. 1. Electrophorése sur gel (SDS-PAGE) en conditions dénaturantes

L’¢électrophorése en conditions dénaturantes permet de suivre 1’évolution du degré de
pureté de I’enzyme au cours de chaque étape de purification. Les protéines sont révélées par

coloration au bleu de Coomassie R-250.

III. 3. 2. Détermination de la masse moléculaire par spectrométrie de

masse €électrospray en conditions dénaturantes

La technique de spectrométrie de masse nécessitant un échantillon débarrassé de toute
trace de sels, 500 pg de protéines sont dessalés sur une colonne de filtration sur gel (HiPrep
26/10 Desalting, Amersham Biosciences”) couplée au systéme FPLC. L'élution est réalisée
par un tampon bicarbonate d’ammonium 50 mM pH 7,6 fraichement préparé. La fraction la
plus concentrée est récupérée puis lyophilisée.

Les masses moléculaires des protéines recombinantes ont été déterminées par
Guillaume Chevreux du laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-organique UMR 7509
CNRS-ULP, Strasbourg. L'appareil utilisé est un spectrometre VG-Bio Q triple quadripole

(Micromass®).

IV. Préparation des substrats sulfoxydes

Deux méthodes ont ¢été utlilisées pour obtenir chacun des quatre isomeres de la
MetSO : I'une chimique et 1’autre enzymatique comme décrit en détail dans le chapitre

« Materials and Methods » de la publication Olry et al., 2002.
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La synthése du substrat doublement protégé Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe est quand a lui
décrit précisément dans le chapitre « Materials ans Methods» de la publication

olry et al 2004.

V. Techniques d’étude enzymatique

Toutes nos études ont été effectuées avec des préparations enzymatiques réduites
préalablement par 50 mM de DTT pendant 30 min qui subissent ensuite deux dialyses contre
le tampon Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 sous un flux d'azote. Cette procédure
permet d'obtenir des enzymes a 1’état réduit et sans trace de DTT.

Toutes les expériences faisant intervenir de la MetSO ont été réalisées avec de la
D,L-Met-R,S-SO. Le terme MetSO fait donc référence a ce mélange des 4 diastéréoisomeres.
La majorit¢ des ¢études enzymatiques ont ¢été réalisées avec le  substrat
Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe, les Msr présentant une meilleure affinité vis-a-vis de ce substrat.

La concentration en enzyme d’une solution est calculée a partir de la DO mesurée a
280 nm en utilisant les coefficients d’extinction molaire théoriques déterminés par la méthode
de Gill et Von Hippel (Gill et Von Hippel, 1989): MsrA de N. meningitidis & = 26200 cm.
M ; MstB de N. meningitidis e = 17730 cm™. M™ ; MstB d’E. coli & = 13730 cm™. M.

Les procédures expérimentales suivantes sont explicitées en détail dans les
publications Olry et al., 2002 et Olry et al., 2004 :

- Dosage des groupements thiols libres par le 5, 5’-dithiobis (2-nitro) benzoate

- Détermination des paramétres cinétiques Ky et Ke,e en présence du systéme réducteur

Trx/Trx réductase/NADPH a 1'état stationnaire

- Caractérisation de I’intermédiaire acide sulfénique

- Techniques de fluorescence sur la MsrB de N. meningitidis

- quantification et stoechiométrie de formation de la Met et de la Ac-L-Met-NHMe

- Cinétique d’apparition de 1I’Ac-L-Met-NHMe

V. 1. Détermination du mécanisme cinétique de la MsrB de

N. meningitidis

Les études cinétiques sont réalisées dans le tampon Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM,
pH 8,0 avec le substrat Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe et la Trx d’E. coli ou le DTT comme

154



Matériels et Méthodes

réducteur. En présence de Trx comme réducteur, le mélange réactionnel contient 2 uM de
MsrB, 1.28 uM de Trx réductase et 0,3 mM de NADPH. La concentration en Trx et en
Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe varie respectivement de 20 a 60 uM et de 0,1 a 0,5 mM. Les
mesures sont effectuées a 25°C par suivi de la décroissance de 1’absorbance a 340 nm due a la
disparition de NADPH.

Avec le DTT comme réducteur, les mesures sont réalisées a 25°C en suivant
I’apparition de Ac-L-Met-NH-Me par chromatographie hydrophobe couplée a un systéme
HPLC. Pour ce faire, des fractions aliquotes de mélange réactionnel contenant 10 uM de
MsrB et des concentrations variables de Ac-L-Met-R,S-SO-NH-Me (0,5 a 3 mM) et de DTT
(2,5 a 40 mM) sont incubés pendant différents temps et la réaction est stoppée par ajout de

TFA 1%. Dans chaque aliquote, la quantité¢ de Ac-L-Met-NHMe est mesurée.

V. 2. Etudes en fonction du pH

V. 2. 1. Vitesse de modification des Cys63 et Cys117 par le 2-PDS

La variation de la constante de second ordre d’alkylation ky (M. s™) obtenue en
divisant la vitesse observée Kops a chaque pH par la concentration en 2-PDS a été suivie dans
une gamme de pH allant de 7,25 a 9,5 dans le polytampon Tris 120 mM, Imidazole 30 mM,
Acide acétique 30 mM, a une force ionique constante et a une température de 25°C. La

concentration en MsrB est fixée a 10 uM et la concentration en 2-PDS a 300 uM.

V. 2. 2. Etude de la premiére étape de réduction du substrat sulfoxyde

Le principe de la technique basée sur la différence d’amplitude d’émission de
fluorescence entre les Msr sous forme réduite et oxydée est décrite en détails dans la
publication Olry et al., 2004. Les mesures sont réalisées a une concentration saturante en
substrat dans la gamme de pH utilisée. Le polytampon utilisé est le Tris 120 mM, Imidazole
30 mM, Acide acétique 30 mM a force ionique constante et a une température de 25°C.

Les traces expérimentales obtenues sont ajustées a une ¢équation de type

monoexponentielle afin de déterminer les constantes de vitesse correspondantes.
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V. 3. Mise en évidence de la Cys du pont disulfure dans la MsrB de
N. meningitidis formant un pont disulfure intermoléculaire avec la
Cys32 de la Trx

V. 3. 1 Formation du complexe covalent MsrB sauvage-TrxCys35Ser et

MsrBCys117Ser ou MsrBCys63Ser-TrxCys35Ser

La MsrB de N. meningitidis de type sauvage est oxydée sous forme de pont disulfure
par ajout de MetSO 150 mM en exces pendant 10 min a 25°C. Puis, un exces de trois fois de
TrxCys35Ser d’E. coli est ajoutée afin de déplacer 1’équilibre en faveur du complexe.

L’ensemble des réactions est réalis¢ dans un tampon Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM,

pH 8,0. Le complexe formé apres 30 min est ensuite dénaturé par du SDS a une concentration
finale de 1%. Un excés de dix fois d’IAM est alors ajouté, permettant ainsi de « marquer » la
Cys de la MsrB qui n’a pas été attaquée par la Cys32 de la Trx.
Les complexes covalents artificiels MsrBCys63Ser-TrxCys35Ser et MsrBCysl17Ser-
TrxCys35Ser ont été utilisés comme témoins. La technique de formation de ces complexes est
la suivante, 1) la Cys de ces deux MsrB mutées est dans un premier temps activée par le
DTNB pour former un adduit MsrB-TNB, 2) I’exceés de TNB- est éliminé en utilisant une
colonne de gel filtration HiPrep60 (Amersham Biosciences”™) et; 3) enfin 1’ajout en quantité
stoechiométrique de TrxCys35Ser permet de former le complexe covalent stable sous forme
de pont disulfure.

La réaction est suivie par la libération de TNB- a une DO de 412nm au

spectrophotometre.

V. 3. 2. Purification du complexe MsrB sauvage-TrxCys35Ser

Le complexe covalent présent dans le mélange réactionnel contenant du SDS, de
I’'IAM, de la MsrB de type sauvage oxydée et de la TrxCys35Ser est purifié via ’utilisation
d’une colonne SUPERDEX 75 (Pharmacia Biotech®™) dont le domaine de fractionnement est
compris entre 3 et 70 KDa. Le débit utilisé est de 0,4 ml/min dans le tampon Tris-HCI
50 mM, EDTA 2 mM, KCI 300 mM, pH 8,0. La pureté du complexe est vérifiée sur gel
d’¢électrophorése dénaturant SDS-PAGE 12,5%. Le marqueur de taille utilis¢é pour

sélectionner les fractions pouvant contenir le complexe et mesurer le profil de migration sur
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gel d’¢lectrophorése SDS-PAGE est constitué du complexe covalent sous forme de pont

disulfure intermoléculaire MsrBCys63Ser-TrxCys35Ser et MsrBCys117Ser-TrxCys35Ser.

V. 3. 3. Analyse en spectrométrie de masse

Avant analyse, 1’ensemble des échantillons est dessalé dans du tampon bicarbonate
d’ammonium 50 mM pH 7,6. Les expériences de spectrométrie de masse sont réalisées a
I’aide du spectrométre ESI en temps de vol (LCT, Micromass®, Altrincham, UK). La
présence du complexe et sa pureté sont tout d’abord vérifiées par spectrométric de masse
¢lectrospray en conditions dénaturantes (voir chapitre III. 3. 2.). Puis, une quantité de I’ordre
du pg est digérée par la protéase AspN.

Les peptides générés sont purifiés par chromatographie liquide hydrophobe couplée a
un systéme HPLC en utilisant une colonne hydrophobe de type C;s (Water™, Atlantis) et leur
masse est directement analysée en spectrométrie de masse MALDI en conditions
dénaturantes. Pour obtenir la masse du complexe entre un peptide de la MsrB et la Trx qui
n’est pas digérée par la protéase AspN, celui-ci est purifié par chromatographie hydrophobe
couplée a un systtme HPLC en utilisant une colonne de type C4 (Water”, Atlantis) puis

analysé en spectrométrie de masse électrospray en conditions dénaturantes.

V. 4. Mise en évidence et caractérisation du métal coordiné dans les

métalloMsrB

V. 4. 1. Spectrométrie de masse

Le contenu en métal est déterminé via la technique de spectrométrie de masse par
¢lectrospray en conditions natives. Avant analyse, I’ensemble des échantillons est dessalé
dans du tampon bicarbonate d’ammonium 50 mM pH 7,6 en utilisant la colonne de filtration
sur gel HIPrep 26/10 Desalting (Amersham-Biosciences”™) équilibrée en tampon bicarbonate
d’ammonium 50 mM, pH 7,6. Les expériences de spectrométrie de masse sont réalisées a
’aide du spectrométre ESI en temps de vol (LCT, Micromass®, Altrincham, UK). Les
mesures sont effectuées en conditions non dénaturantes dans du tampon acétate 50 mM pH
6,8. Les enzymes sont diluées a une concentration de 10 pmol/uL dans un tampon acétate
10 mM pH 6,8 et continuellement injectées dans le spectromeétre de masse a raison de 5

uL/min. Le voltage appliqué est de 80V. Les spectres de masse sont enregistrés en mode ion
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positif dans une gamme de masses comprise entre 1000 et 4000 m/Z apres calibration de
I’appareil avec de la myoglobine de coeur de cheval diluée a 2 pmol/puL. dans une solution eau

acétonitrile 1 : 1 (v/v) acidifiée avec 1% d’acide formique.

V. 4. 2. Spectrométrie d’émission atomique

Le contenu en métal est déterminé en utilisant la technique de spectrométrie atomique
d’émission (SEA-DCP). Les échantillons sont préparés dans du tampon Tris-HCI 50 mM,
EDTA 2 mM, pH 8,0 (1 mg de protéine dans 2 ml de tampon). En paralléle, des échantillons

témoins sont réalisés avec le tampon pour mesurer la concentration en métal de celui-ci.

V. 5. Préparation des formes apo-MsrB E. coli de type sauvage et
N. meningitidis Asp45Cys/Serd8Cys/Ser94Cys/Ala97Cys

Les enzymes sont précipitées a température ambiante par ajout de TCA 10% (w/v) en
présence de DTT 0,1 M. Le mélange est centrifugé 20 min & 12000 g et le culot repris dans un
tampon Tris-HCI 500 mM, pH 8,0 contenant 0,1 M de DTT. La protéine est alors incubée 3H
a température ambiante et précipitée une seconde fois par ajout de TCA 10% (w/v) contenant
0,1 M de DTT. Le précipité centrifugé 20 min a 12000 g est dissout dans un tampon Tris-HCl
500 mM urée 8 M pH 8,0. Puis la concentration en urée est amenée a 1 M par dilution dans un
tampon Tris-HCl 500 mM, pH 8,0. L’urée et le DTT sont finalement éliminés par
chromatographie d’exclusion de taille avec une colonne Econo-pac EP 10DG (Biorad®)

équilibrée en tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8,0.
V. 6. Techniques d’études du réle structural du métal

V. 6. 1. Suivi de la fluorescence du Trp65 en fonction de la concentration

en urée

Le message de fluorescence du Trp65 du site actif est suivi a 1’aide d’un fluorimetre
SAFAS® fluorimeter flx. Les mesures sont effectuées dans un tampon Tris-HCI 50 mM,
EDTA 2 mM, pH 8,0, la concentration en protéine est de 10 pM. La longueur d’onde
d’excitation est fixée a 291 nm, les spectres d’émission de fluorescence sot mesurés entre 320

et 420 nm. Une moyenne de 6 spectres est réalisée pour chaque concentration en urée.
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V. 6. 2. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Les mesures sont effectuées dans un tampon Tris-HC] 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0
sur un microcalorimétre VP-DSC microcalorimeter (Microcal®, Inc), la concentration en
protéine est de 10 pM. Le tampon de dialyse est utilis¢ pour la cellule de référence et pour
enregistrer la ligne de base. Avant toute mesure, les échantillons de protéine sont dégazés 2
fois pendant 7 min & 1’aide d’une pompe a vide. La vitesse de scan est de 60 °C. h™'. Les
thermogrammes sont analysés par le logiciel Microcal ORIGIN® selon un modéle a deux

états.

V. 6. 3. Dichroisme circulaire

Les mesures sont effectuées dans un tampon KPi 10 mM pH 7,1 sur un
spectrophotometre Jobin-Yvon CD6, la concentration en protéine est de 5 uM. Les spectres
sont réalisés dans une gamme de longueur d’onde allant de 190 nm a 260 nm, avec un pas de
1 nm, a une température de 25°C. Une moyenne de 6 spectres est réalisée pour chaque

mesure.
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L’oxydation des résidus methionine (Met) en méthionine sulfoxyde (MetSO) constitue une
modification post-traductionelle majeure dans les protéines, qui peut conduire a une dérégulation de leur
fonction voire a une perte totale de leur activité. Il est donc indispensable pour tout organisme d’avoir un
mécanisme capable de réverser cette oxydation. Ceci est assuré par les méthionine sulfoxyde réductases
(Msr) A et B. Les Msr sont décrites étre impliquées dans la résistance des cellules au stress oxydant, et
dans la pathogénicité de certaines bactéries type Neisseria.

Mon projet a concerné, dans un premier temps, la caractérisation de la fonction de deux des trois
domaines de la protéine PilB de N. meningitidis : le domaine central, apparenté aux MsrA, et le domaine
C-terminal, qui était de fonction inconnue lorsque ce projet a démarré en 2000. Les résultats montrent que
le domaine central porte une activité MsrA dont le mecanisme procede en trois étapes avec implication de
la chimie de I’acide sulfénique et réduction du pont disulfure Cys51-Cys198 par la thiorédoxine. La partie
C-terminale, quant a elle porte une activité MsrB dont le mécanisme est identique au niveau de la chimie
a celui des MsrA. Ceci montre la généralité de I’implication de la chimie de I’acide sulfénique dans les
mécanismes de réduction des sulfoxydes par les thiols. Au niveau spécificité structurale, la MsrA et la
MsrB de N. meningitidis réduisent respectivement I’isomére S et R de la fonction sulfoxyde de la MetSO
avec une meilleure efficacité catalytique pour les MetSO incluses dans une protéine.

La seconde partie de mon projet a été consacrée a I’étude des MsrB au niveau catalyse et
spécificité structurale. La caractérisation cinéetique des étapes limitante et non-limitantes montre que 1) la
vitesse de I’étape réductase conduisant a la formation de I’intermédiaire acide sulfénique et de la Met est
rapide, 2) la vitesse de formation du pont disulfure intramoléculaire est limitée par celle de I’étape
réductase et; 3) I’étape cinétiquement limitante est associée a la réduction du pont disulfure par la Trx,
plus particulierement au niveau du relargage de la Trx oxydée aprés I’échange de pont disulfure. Au
niveau catalyse dans I’étape réductase, les résultats montrent que la Cys117 catalytique est activée lors de
la formation du complexe Michaélien, et que le catalyseur acide/base qui intervient notamment pour
augmenter le caractére électrophile du soufre du sulfoxyde est probablement I’His103. Au niveau
reconnaissance entre Msr et Trx, les études cinétiques montrent qu’il existe une reconnaissance spécifique
entre la MsrB oxydée et la Trx réduite, le mécanisme de recyclage procédant via I’attaque de la Cys32 de
la Trx sur la Cys117 du pont disulfure Cys117-Cys63 de la MsrB. Enfin, nous avons montré que 50 %
des MsrB, dont celle d’E. coli, fixe trés fortement un atome de zinc au niveau de deux motifs CXXC. Le

site a métal et le site actif ne semblent pas structuralement indépendants.

Mots-clés : Méthionine sulfoxyde réductase B, acide sulfénique, étape limitante, site a métal,

thiorédoxine, spécificité structurale.



	papier cristallo preliminary.pdf
	mk1

	revue bba.pdf
	The enzymology and biochemistry of methionine sulfoxide reductases
	Introduction
	Chemical mechanism: implication of the sulfenic acid chemistry
	Kinetic mechanism
	Kinetic characterization of the three steps of the mechanism: identification of the rate-limiting step
	Substrate specificity
	Role of metal in MsrBs
	Questions to be addressed?
	Acknowledgments
	References





