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Les bacteries pathogenes du genre Neisseria

Les bactéries Neisseria gonorrhoeae et Neisseria meningitidis sont des bactéries
pathogenes obligatoires de I’Homme. Ces especes ont acquis différents mécanismes de défense
pour détecter et combattre le stress oxydant genéré par I’hote lors de son infection. La protéine
PilB périplasmique, spécifique de ces bactéries, ferait partie de ces défenses et serait de ce fait
associee a la pathogenicité de ces bactéries. Deux formes protéiques sont produites a partir du
gene pilB: une forme cytoplasmique composée de deux domaines portant une activité
méthionine sulfoxyde réductase (Msr), respectivement de classes A et B, et une forme PilB
périplasmique, qui serait impliquée dans la résistance au stress oxydant, et composee d’un
domaine supplémentaire situé a I’extrémité N-terminale ayant une activité disulfure
oxydoréductase de type thiorédoxine (Trx) et appartenant a la famille structurale des DsbE.

L’introduction de ce memoire est divisée en quatre parties. Une premiére partie est
consacrée aux bactéries pathogénes du genre Neisseria et a la présentation de leurs activités
antioxydantes, dans la deuxiéme partie sont présentés les réles et les activités Msr, la troisieme
partie porte sur les propriétés structurales et fonctionnelles des protéines de type « Trx-like »,

et la quatrieme partie est un état des lieux sur la protéine PilB au debut de ma these.

Partie I. Les bactéries pathogenes du genre Neisseria
1. Généralites

Les bactéries du genre Neisseria appartiennent au groupe des 3-protéobactéries. Elles se
caractérisent par un aspect morphologique particulier : ce sont des bactéries a Gram-négatif se
présentant sous la forme de grains de café ou diplocoques a face aplatie. Les Neisseria sont des
bactéries immobiles, aérobies strictes, chimiohétérotrophes, catalase positive et oxydase
positive. Plusieurs especes commensales peuvent étre isolées au sein de la flore oropharyngee
de I'Homme telles que N. lactamica, N. sicca ou N. flava. Seules les deux especes suivantes
sont pathogenes pour 'Homme :

- N. meningitidis est responsable chaque année de méningites, de graves septicemies et plus
rarement de pneumonies, d’arthrites septiques, de péricardites et de conjonctivites chez des
centaines de milliers de personnes dans le monde. Le taux de porteurs sains varie de 5a 15 % ;
- N. gonorrhoeae est I’agent responsable de la gonococcie (blennorragie ou gonorrhée) au
niveau des muqueuses génitales. Il n’y a jamais de porteurs sains. L’infection est souvent
associee a d’autres infections sexuellement transmissibles. Une forte recrudescence de la

maladie est observée depuis 1990. Le nombre de cas en France est de I’ordre de 1000 / an.
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1.1. Neisseria meningitidis

Au moins 13 sérogroupes différents sont recensés pour N. meningitidis, basés sur des
différences de composition de la capsule polysaccharidique : A, B, C, D, X, Y, Z, 29E, H, I, K,
L et W135 (Ala’Aldeen et al., 1990 ; Stephens et al., 2009) (voir paragraphe 2.1.a). Les
infections invasives par N. meningitidis sont essentiellement dues aux groupes A, B, C et plus
récemment W135 et Y. Il existe deux types d’épidémiologies (Figure 1) :

- endémo-épidémique localisée en Europe et en Amérique du Nord, avec une prédominance
des sérogroupes B et C. En France, I’incidence est de 1 cas / 100 000 habitants / an environ,
avec 8,5 cas / 100 000 / an chez les adolescents avec prédominance des sérogroupes B (60 %)
et C (30 %), et seulement 3 % du sérogroupe A.

- épidémique localisée essentiellement en Afrique entre les deux tropiques, zone géographique
appelée ceinture méningée, avec une prédominance du sérogroupe A et plus récemment du
sérogroupe W135 (surtout depuis 2000).

Figure 1 : Distribution des sérogroupes majeurs de N. meningitidis (d’apres Harrison et al., 2009).
La ceinture méningée est indiquée en gris sur la carte ainsi que les principaux sérogroupes (A,B, C, X,
Y et W-135) recensés sur les différents continents.

En se basant sur huit génomes de N. meningitidis séquencés, la taille moyenne des
chromosomes est de 2 a 2,3 mégabases avec environ 2 000 génes identifiés (Stephens et al.,
2009). A chaque nouveau génome séquencé, 40 a 50 nouveaux genes ont été identifiés. Par
exemple, la souche 8013 a un génome de 2,3 mégabases contenant 2206 genes. De nombreux
éléments génétiques mobiles sont présents, tels que les éléments IS (pour « Insertion
Sequence ») et des séquences de prophages, et représentent environ 10 % du génome.
L’évolution rapide du génome des bactéries du genre Neisseria est due au fait qu’elles sont
naturellement compétentes.
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N. meningitidis se transmet par I’inhalation de gouttelettes de respiration provenant
d’un sujet porteur. La bactérie établit alors un contact étroit avec les cellules épithéeliales non
ciliées de la muqueuse des voies respiratoires supérieures. Elle peut ensuite pénétrer dans les
cellules épithéliales puis ressortir par la surface apicale de ces cellules et étre transmise a un
nouvel hote (Figure 2). Le portage asymptomatique est frequent chez I’adulte sain: les
bactéries traversant la barriére épithéliale sont éliminées par les défenses de I’hote.
N. meningitidis peut traverser la barriere épithéliale par transcytose ou par les phagocytes
comme des « chevaux de Troie ». Chez les individus sensibles, les bactéries une fois dans la
circulation sanguine, peuvent survivre, se multiplier rapidement et diffuser dans tout le corps
(septicémie) et le cerveau. Le passage de la bactérie a travers I’endothélium vasculaire cérébral
est possible, entrainant une infection des meéninges et du liquide céphalo-rachidien
(Vandeputte-Rutten et al., 2003). Le TNF (pour « Tumor Necrosis Factor ») des macrophages
ainsi que le lipopolysaccharide (LPS) de la bactérie peuvent causer des dommages toxiques
pour les cellules épithéliales non ciliées de la muqueuse (Edwards et Apicella, 2004).
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Figure 2 : Etapes de I’infection par N. meningitidis (d’aprés Virji, 2009).
ECM : matrice extracellulaire, TNF : « Tumor Necrosis Factor », LPS : lipopolysaccharide.

1.2. Neisseria gonorrhoeae

N. gonorrhoeae s'est adaptée a une niche écologique différente de N. meningitidis
puisque son site de prédilection est I’appareil urogénital féminin. L analyse des génomes
séquencés de N. gonorrhoeae montre que 80 a 90 % des phases de lecture présentes sont
également présentes chez N. meningitidis. La plupart des protéines et composants identifiés
chez N. gonorrhoeae existent aussi chez N. meningitidis. Par contre, N. gonorrhoeae ne

possede pas de capsule.
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N. gonorrhoeae se transmet par contact sexuel et établit I’infection dans les voies
urogénitales en interagissant avec les cellules non ciliées de I’épithélium, aboutissant a
I’invasion cellulaire (Figure 3). Bien que les mécanismes moléculaires impliqués lors du
contact de la bactérie sur les muqueuses des hommes et des femmes soient differents,
I’infection entraine en général une inflammation et wun afflux de leucocytes
polymorphonucléaires (PMN). Cependant [I’infection chez les femmes reste souvent
asymptomatique. Les bactéries phagocytées par les PMN sont ensuite sécrétees avec I’exsudat.
Le TNF des macrophages ainsi que le peptidoglycane et les LPS de la bactérie, causent
également des dommages toxiques pour les cellules épithéliales non ciliées de la muqueuse
(Edwards et Apicella, 2004).
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Figure 3 : Etapes de I’infection par N. gonorrhoeae (d’apreés Virji, 2009).
ECM : matrice extracellulaire ; PMN : leucocytes polymorphonucléaires, TNF : « Tumor Necrosis
Factor ».

2. Pathogénicité des Neisseria
2.1. Facteurs de virulence

La structure de I’interface entre la cellule héte et la bactérie pathogene est tres
importante. Pour la bactérie, cette structure est généralement constituée des polysaccharides de
la capsule et / ou de LPS, ainsi que des pili et des protéines dites de la membrane externe telles
que les adhésines et les porines (Figure 4). Cet ensemble constitue un « bouclier » a la surface
bactérienne, qui empéche les peptides antimicrobiens d’accéder a la membrane externe. Les
peptides antimicrobiens sont produits par les cellules du systeme immunitaire, telles que les

neutrophiles ou les cellules épitheliales (Lo et al., 2009). Ces peptides antimicrobiens sont des
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molécules chargées positivement, qui appartiennet a la famille des défensines ou des
cathélicines, selon leur structure. Certains de ces peptides sont capables de se lier au LPS pour
neutraliser I’effet endotoxine. Ils agissent également comme molécules de transduction du
signal pour activer la réponse immunitaire. Les bactéries rencontrent ce type de molécules a
toutes les étapes de I’infection : au niveau du nasopharynx ou les peptides sont secrétés a la
surface de la muqueuse (Hiemstra, 2007) et lors de I’invasion des cellules épithéliales qui
contiennent des peptides intracellulaires. De plus, les neutrophiles circulants sont recrutés au
niveau du site de colonisation ou ils vont produire de I’élastase, de la lactoferrine et du

lysozyme (Borregaard et al., 2007).
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Figure 4: Représentation schématique de certains constituants de la membrane externe de
N. meningitidis permettant I’interaction avec la cellule hote (d’aprés Virji, 2009).

a. Les pili traversent la capsule. Les adhésines de la membrane externe (OM) Opa et Opc, et les LPS
interagissent avec les récepteurs des cellules hotes.

b. Coupe transversale d’un pilus montrant les domaines variables (V) et les glycanes (G) situés autour
des domaines constants enfouis dans la fibre.

2.1.1. La capsule

La capsule chez N. meningitidis joue un réle clé dans la progression de I’infection (pour
rappel N. gonorrhoeae ne posséde pas de capsule). Elle est composée de derives d’acide
sialique (sauf pour les sérogroupes A et X), qui conferent a la bactérie des proprietes
antiphagocytaires lui permettant de mieux survivre dans le sang et le systeme nerveux central
(Tableau 1). Les propriétés stériques de la capsule vont empécher la plupart des peptides
antimicrobiens de la traverser. Toutes les souches virulentes sont capsulées.

La synthése et I’export de la capsule sont codés par trois régions différentes au niveau

du génome de N. meningitidis. La région A code les protéines impliquées dans la synthese de
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I’acide sialique (génes synA-C ou siaA-C) et I’élongation des polymeéres d’acide sialique (géne
synD ou siaD spécifique a chaque sérogroupe). Les régions B (ctrE et ctrF) et C (ctrA-D)
codent les protéines constituant le complexe d’export de la capsule a travers les membranes

interne et externe, par un mecanisme ATP-dépendant (Tzeng et al., 2005).

Sérogroupe Composition de la capsule
A (a1-6)-N-acétyl- D-mannosamine-1-phosphate
B (02-8)-acide- N-acétylneuramique
c (a2-9)-acide- N-acétylneuramique
w135 6-D-Gal(al-4)-acide- N-acétylneuramique
X (a1-4)-N-acétyl-D-glucosamine-1-phosphate
Y 6-D-Glc(al-4)-acide- N-acétylneuramique

Tableau 1 : Composition des capsules des six sérogroupes de N. meningitidis les plus fréquents
(d’apreés Stephens, 2009).

2.1.2. Le lipopolysaccharide (LPS)

Le lipopolysaccharide est également appelé lipooligosaccharide (LOS) ou endotoxine
bactérienne. Il est présent de maniere constitutive au niveau de la membrane externe de toutes
les bactéries a Gram-négatif. 1l est compose du lipide A et d’un cceur d’oligosaccharides
(Figure 5). Le lipide A est composé d’un disaccharide de N-acétyl glucosamine. Chaque ose de
glucosamine est acétylé en position 2 par de I’acide laurique, en position 3 par de I’acide
laurique hydroxylé et phosphorylé en position 4. La structure 2-keto-3-déoxyoctonate (Kdo)-
lipide A est la structure minimale pour atteindre I’activité et la toxicité maximum de
I’endotoxine (Zughaier et al., 2005). Le lipide A est reconnu par le systtme immunitaire de
I’héte grace au récepteur TLR4 (pour « Toll-Like Receptor 4 ») (Palsson-McDermott et al.,
2004). De récentes études ont montré qu’environ 9 % des isolats issus d’infection de
N. meningitidis possédent un lipide A modifié avec une des chaines d’acide gras en moins. Ces
souches presentant un lipide A modifié échappent d’avantage au systéme immunitaire de I’hote
car le lipide A est moins bien reconnu par le TLR4 (Fransen et al., 2010).

Le groupement phosphoéthanolamine (PEA) du lipide A participe a la résistance des

bactéries aux peptides antimicrobiens (Tzeng et al., 2005).



Les bacteries pathogenes du genre Neisseria

b @ E‘E‘

p2

@0 @ 55

al

GIlcNAC

B2

IGIcNAC

Figure 5 : Structure du LPS de N. meningitidis (b) et de N. gonorrhoeae (c) (d’aprés Vasta, 2009).
La partie en bleu clair est la partie carbohydrate reconnue par la galectine 3. Gal : Galactose, Glc :
Glucose, GIcNAc: N-acétylglucosamine, Hep: Heptose, Kdo: 2-kéto-3-déoxyoctonate, PEA:
phosphoéthanolamine.

2.1.3. Protéines de la membrane externe

Les protéines de la membrane externe interviennent essentiellement dans I’adhésion de
la bactérie a la cellule hote. La plupart sont des adhésines, dont les majeures sont les pili, Opa
et Opc (Tableau 2). Elles favorisent I’agglutination des bactéries ce qui influence le taux
d’adhésion aux cellules hétes. Les autres sont des protéines de sécrétion. Les bactéries du genre
Neisseria possédent trois des six mécanismes de sécrétion des proteines utilisés par les
bactéries a Gram-négatif : la voie autotransporteur (AT), la voie TPS pour « two-partner
secretion » et le systeme de sécretion de type I. Treize AT ont été identifiées dans les génomes
de Neisseria. Cependant, N.gonorrhoeae n’en posséde que deux: la protéase
immunoglobuline A (IgA) et la protéine App, alors que N. meningitidis possede d’autres AT.

De plus, N. meningitidis produit des vésicules de la membrane externe (OMV pour
« Outer Membrane Vesicles ») lors de sa croissance in vitro et lors de I’infection in vivo.

Cependant leur contribution dans la virulence reste inconnue (Namork et Brandtzaeg, 2002).
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Adhésine Espéce Fonction Cible
Pili (type IV) | Nm/Ng | Adhésion et invasion Cellules épithéliales et endothéliales
Opa Nm/Ng | Adhésion et invasion Cellules épithéliales et fibronectine
Opc Nim Adhésion et invasion Cellules épifhélialzi ;Tbc:;\:gzriigales, fibronectine
NhhA Nm Adhésion Cellules épithéliales
App Nm /Ng | Adhésion et diffusion Cellules épithéliales
HrpA Nm ? Certaines lignées de cellules épithéliales
NadA Nm* Adhésion et invasion Cellules épithéliales
MspA Nm* Adhésion Cellules épithéliales et endothéliales

Tableau 2 : Principales protéines d’adhésion et d’invasion des bactéries du genre Neisseria.
Nm : N. meningitidis, Ng : N. gonorrhoeae. * Uniquement chez certaines souches ; ? non renseigné.

2.1.3.a. Les proteines du pili de type IV

Le pili de type 1V est considéré comme le premier facteur d’attachement des Neisseria
encapsulées aux muqueuses (Virji et al., 1991 ; Nassif et al., 1994). La biosynthése du pili
(Figure 6) de type IV implique une machinerie complexe constituée de nombreuses proteines
(Pelicic, 2008). De recentes études ont montré que I’adhésion de N. meningitidis par les pili de
type IV aux cellules endothéliales du cerveau recrute le complexe de polarité. Ce complexe est
important dans I’établissement de la polarité des cellules eucaryotes et la formation des
jonctions intercellulaires. Le recrutement du complexe de polarité entraine un appauvrissement
des protéines de jonction au niveau du site d’interaction avec les bactéries. Ceci induit
I’ouverture des jonctions intercellulaires et facilite le passage de la bactérie a travers
I’endothélium vasculaire cérébral (Coureuil et al., 2009).

N. gonorrhoeae et N. meningitidis s’attachent aux cellules épithéliales et endotheéliales
gréce a la protéine PilC qui semble fonctionner comme une adhésine d’extrémité (Mattick,
2002). L’expression du gene de cette proteine est finement contr6lée par quatre promoteurs,
deux facteurs de transcription et deux composants du systeme de transduction du signal. Des
études récentes ont également montré [I’existence d’une nouvelle protéine régulatrice

supplémentaire (Jamet et al., 2010).
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Figure 6 : Représentation schématique de I’assemblage et de la rétractation des pili de type IV
(d’apres Mattick, 2002).

Les séquences des pré-pilines sont clivées et la piline est N-méthylée par PilD. PilA est assemblée sur
une base constituée de pilines mineures (PilE, V, W, X, et FimU) par I'action de la protéine de la
membrane interne PilC. Puis le pilus est extrudé a travers la membrane externe via un pore composé
d’un multimére de PilQ, stabilisé par la lipoprotéine PilP. La rétractation du pilus se fait par I'action de
PIlT.

2.1.3.b. Les protéines d’opacité : Opa et Opc

L’expression des protéines d’opacité Opa chez les bactéries du genre Neisseria les rend
opaques (Swanson, 1978). Ces protéines sont transmembranaires et forment une structure en
tonneau constitué de huit brins § dans la membrane externe de la bactérie avec quatre boucles
exposées a la surface. Il existe des variations de structure au niveau de trois de ces boucles
exposées. Une méme souche peut exprimer une ou plusieurs protéines Opa différentes et dans
differentes conditions. En effet, chez N. meningitidis, trois a quatre copies du gene opa sont
retrouvees.

Chez N. meningitidis, une autre protéine d’opacité Opc, homologue a Opa, est
exprimée. Cette protéine Opc n’est pas exprimée chez N. gonorrhoeae. Opc est également une
protéine transmembranaire en forme de tonneau compose de dix brins  avec cing boucles
exposeées a la surface (Olyhoek et al., 1991).

Les protéines Opa et Opc interviennent dans I’adhésion et I’invasion. Elles vont surtout

interagir avec les cellules endothéliales et epithéliales ainsi qu’avec les protéines de la matrice
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extracellulaire, telles que la fibronectine et la vibronectine (pour revue Carbonnelle et al.,
2009). En effet, il a été montré que la protéine Opa se lie au protéoglycane a sulfate d’héparane
(Virji et al., 1996) et que la protéine Opc se lie a la fibronectine des cellules endothéliales
(Unkmeir et al., 2002).

2.1.3.c. Autotransporteurs : NhhA et App

Les protéines NhhA (pour « Neisseria hsf/hia homolog A ») et App (pour « Adhesion
and penetration protein ») sont homologues aux protéines autotransporteurs Hsf / Hia et Hap de
Haemophilus influenzae. La protéine NhhA est fortement exprimée dans les souches
virulentes ; par contre la protéine App est présente dans toutes les souches de Neisseria. Il a été
montré que la protéine App joue un role dans I’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales
(Serruto et al., 2003). De méme, la proteine NhhA intervient dans I’adhérence de la bactérie,
puisqu’elle interagit avec les cellules eépithéliales et les composants de la matrice
extracellulaire, comme la laminine et le protéoglycane a sulfate d’héparane (Scarselli et al.,
2006).

2.1.3.d. Protease de I’IgA

Les IgA de I’hdte jouent un role préponderant dans la défense des muqueuses, d’ou
I’intérét pour les Neisseria de posséder une protéase spécifique a ces IgA. La protéase de
I’IgAl est capable de cliver I’IgAl humaine ainsi que la protéine membranaire de liaison du
lysosome de type 1 (LAMP1). Le clivage de I’IgAl prolonge la survie extracellulaire de la
bactérie au niveau des muqueuses et le clivage de LAMP1 serait important pour la survie

intracellulaire des pathogenes (van Ulsen et Tommasen, 2006).

2.1.3.e. Systemes de capture du fer

La lactoferrine est libérée des granules des neutrophiles durant I'inflammation. C’est
une glycoproteine liant le fer présente dans de nombreux milieux de sécrétion. Les rdles
biologiques decrits pour la lactoferrine concernent essentiellement la défense antimicrobienne
et la réponse inflammatoire de I'organisme. En effet, ses propriétés de fixation du fer privent la
bactérie pathogéne de cet élément essentiel a sa croissance et a sa respiration. N. meningitidis
exprime des récepteurs de surface qui fixent spécifiguement la lactoferrine humaine. Ces
récepteurs, situés au niveau de la membrane externe, sont capables de capter le fer et de le

transporter dans la cellule bactérienne (Perkins-Balding et al., 2004).
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2.2. Traitements et vaccination

La gravité et le risque d’évolution rapide des infections a méningocoque imposent la
mise en place d’un traitement antibiotique le plus rapidement possible. Dans les pays dits
industrialisés, ce sont les céphalosporines de troisieme génération (céfotaxime ou ceftriaxone)
qui sont le plus couramment utilisées. En Afrique et en Asie du Sud-Est, pour des questions de
colt et de modalités d’administration, le chloramphénicol est I’antibiotique utilisé en routine,
sous forme injectable. Le traitement actuel lors d’une infection a gonocoque associe
géneralement une céphalosporine de troisieme génération (ceftriaxone) avec obligatoirement
un traitement contre les chlamydiae qui sont présentes dans plus de 25 % des cas de
gonocoquie. L’augmentation croissante des résistances acquises aux antibiotiques des deux
especes devient problématique surtout dans les pays d’Afrique.

Actuellement, une vaccination est possible pour la prévention des infections a
méningocoque de sérogroupe A, C, Y et W135. Le principe vaccinal est constitué de
polysaccharide capsulaire purifié. Une injection protége pour une durée de 3 ans et I’'immunité
apparait 10 jours aprés I’injection. Comme tous les vaccins polysaccharidiques, ces vaccins
sont tres peu efficaces chez le nourrisson et n’induisent pas de réponse meémoire. Récemment,
un vaccin conjugué a fait son apparition pour le serogroupe C (Snape et al., 2008). Il est
efficace des I’age de 2 mois. Pour le sérogroupe B, le polysaccharide est de méme nature qu'un
ose présent au niveau du cerveau et n'est donc pas immunogene. Il n'existe donc pas de

prophylaxie vaccinale contre le principal sérogroupe pathogene.

3. Lutte des Neisseria contre les espéces réactives de I’oxygene et de I’azote

Les neutrophiles et les macrophages, appartenant a la famille des phagocytes,
produisent des espéces réactives de I’oxygene (ERO) et de I’azote (ERA) (Figure 7) qui
agissent en synergie ou sequentiellement pour détruire les pathogénes lors d’une infection
(pour revue Fang, 2004). Les deux systéemes antimicrobiens les plus importants sont la NADH
oxydase phagocytaire (phox) et I’oxyde nitrique synthase inductible (iINOS) qui sont
responsables respectivement de la génération de radicaux superoxydes (O,7) et d’oxyde
nitrique (NO’). En général, les neutrophiles produisent plus d’ERO alors que les macrophages
produisent plus de ERA (Nathan et Shiloh, 2000).

L’O," et le NO' sont produits directement et respectivement par la NADPH oxydase et
I’oxyde nitrique synthase et vont conduire a la formation d’autres especes réactives. La

réactivité, la stabilité, la compartimentation et I’activite biologique de ces especes activées sont

11
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differentes. Elles vont pouvoir ensuite réagir avec de nombreuses cibles, ce qui leur confére un

réle plus ou moins bactéricide.

Reactive oxygen
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Figure 7 : Production des ERO et ERA par les cellules de mammiféres (d’aprés Fang, 2004).
Phox : NADPH oxydase phagocytaire, iNOS : pour « inducible Oxyde Nitrique Synthase ».

3.1. Génération des ERO et ERA
3.1.1. NADPH oxydase phagocytaire

La NADPH oxydase est un complexe enzymatique multiprotéique composé de deux
protéines membranaires gp91-phox et p22-phox, de trois protéines cytosoliques p47-phox,
p67-phox et Rac, ainsi que d’une protéine cytosolique non essentielle p40-phox pouvant jouer
le role de régulateur. Les deux protéines membranaires constituent I’hétérodimere du
flavocytochrome bssg (Figure 8).

Elle catalyse le transfert d’électrons de son substrat (NADPH) a I’accepteur final (O,)

entrainant la production d’anions superoxydes :
NADPH + 20, — NADP" + H" + 20,"

Lors de I'inflammation, la phosphorylation de p47-phox par des kinases entraine un
changement de conformation du complexe p47-phox / p40-phox / p67-phox qui va interagir
avec le flavocytochrome bsss (gp91-phox / p22-phox). La protéine Rac-GTP est egalement
requise pour I’assemblage et I’activation de I’oxydase.

12
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Figure 8: Représentation schématique de I’activation de la NADPH oxydase phagocytaire
(d’aprés Assari, 2006).

Le cytochrome b558 membranaire du phagocyte se compose de deux sous-unités: p22phox et
gp91phox. Les sous-unités cytosoliques p67phox, p47phox, p40phox et la protéine Rac-GTP sont
transloquées a la membrane des cellules lors de leur activation pour former le complexe NADPH
oxydase.

3.1.1.a. L’anion superoxyde

O," est donc produit de fagon spécifique par la NADPH oxydase (phox) au cours de
phénomeénes inflammatoires ou d’une réaction immunitaire anti-microbienne chez les
mammiferes (Lambeth, 2004). L’anion superoxyde est ensuite réduit par voie enzymatique par

les superoxyde dismutases et les superoxyde réductases en H,O,.

3.1.1.b. Le peroxyde d’hydrogene

H,0, est une petite molécule non chargee qui diffuse aisément a travers les membranes
et donc dans les cellules. La principale source de production d’H,O, provient de la dismutation

de I’O,", qui est spontanée ou catalysee par les superoxyde dismutases (Sod).

20, +2H" —— H,0,+ O,

H,O, va étre responsable, directement ou indirectement via OH', de I’oxydation de
nombreuses biomolécules. Il peut aussi intervenir dans la transduction du message cellulaire ou

dans la régulation de I’expression de certains genes.

3.1.1.c. Le radical hydroxyle

Parmi toutes les ERO, le radical hydroxyle est le plus réactif. Cette grande réactivité

I’empéche de diffuser dans la cellule. Il est donc actif uniquement au niveau de son lieu de
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formation. Il peut étre généré dans la cellule par un clivage réducteur de I’H,O, (1), par
coupure homolytique d’H,0, (2), ou par la réaction de Fenton faisant intervenir le fer sous

forme Fe?* ou des métaux de transition (3).

H,0, + H" + e- —— 3 H,0 + OH (1)
H,0, —— OH + OH (2)
Fe* + H,0, ——p Fe*" + OH + OH' (3)

3.1.2. Oxyde nitrique synthase inductible (iNOS)

L’iINOS catalyse la conversion de la L-arginine en citrulline et radical NO (Figure 9).
Elle est composée de deux domaines catalytiques : un domaine N-terminal oxygénase et un
domaine C-terminal réductase reliés par un site de fixation de la calmoduline (CaM). Le
domaine oxygénase posséde le site de fixation de la L-arginine, de I’héme et du cofacteur
tétrahydrobioptérine. Le domaine réductase posséde des sites de liaison pour le FMN, le FAD
et le NADPH.

L’iNOS fonctionnelle est dimérique. La dimérisation est possible lorsque I’héme, la L-
arginine et la tétrahydrobioptérine sont fixés. L’activité de I'iINOS est régulée au niveau
transcriptionnel, et elle n’est pas dépendante de la concentration en Ca*".

Arginine
02

Citrulline
NO (or NO")

Figure 9 : Représentation schématique de I’oxyde nitrique synthase inductible (d’aprés Alderton
etal., 2001).

Les électrons (e-) sont fournis par le NADPH au domaine réductase de I'enzyme et sont transmis au
FAD puis au FMN et enfin au domaine oxygénase. Le site actif constitué du fer héminique et du
cofacteur tétrahydrobioptérine (BH,) permet de catalyser la réaction de I'oxygéne avec la L-arginine,
générant la citrulline et du NO'. Le flux d'électrons a travers le domaine réductase nécessite la présence
de Ca’* lié & la CaM.

3.1.2.a. L oxyde nitrique

Le NO' est donc produit par I'iNOS. Ce composé est tres réactif vis-a-vis des composés
radicalaires. La liaison de NO' au glutathion (GSH) conduit par exemple a la formation de S-

14
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nitrosothiols. Une production excessive lors d’une infection peut conduire a une vaso-dilatation

massive aboutissant a un choc septique.

3.1.2.b. Le peroxynitrite

Le peroxynitrite provient de la réaction entre le NO et I’O,". 1l présente un faible temps
de demi-vie. Les sites de production du peroxynitrite sont associés aux sources d’O,", puisque
I’O," présente un temps de demi-vie tres courte et donc ne peut pas diffuser a travers les

membranes, contrairement au NO' qui est relativement stable et diffusible.

O, + NO —» OONO

3.2. Cibles moléculaires des ERO et ERA

Les especes réactives de I’oxygene et de I’azote ont de nombreuses cibles dans la
cellule bactérienne, telles que les acides nucléiques, les lipides, les thiols, les centres
métalliques et les acides aminés. Les modifications qu’elles engendrent sont souvent

réversibles.

3.2.1. Les acides nucléiques

L’action d’H,O, au niveau de I’ADN est essentiellement indirecte. Cingq types de
dommages oxydatifs médiés par OH ont été décrits (Favier, 2003). La réactivité de OH' sur
I’ADN n’est pas spécifique. Il peut en résulter I’oxydation des bases, la rupture de la liaison
entre la base et I’ose créant ainsi des sites abasiques, la rupture de la liaison phosphodiester
provoquant une coupure de chaine simple ou double brin, la formation d’espéces radicalaires
sur I’ADN induisant la formation d’adduits avec des dérivés d’oxydation lipidique ou des
pontages ADN-protéines. Les dommages sur I’ADN bactérien sont dépendants de la présence
de fer sous forme de Fe**. D autre part, la présence de NO" et de S-nitrosothiols peut inhiber de
facon réversible la réplication de I’ADN par mobilisation du zinc sous forme Zn®* (Schapiro et
al., 2003).

3.2.2. Les lipides

Les lipides sont une cible des ERO via une réaction radicalaire : la peroxydation
lipidique. Le radical OH  arrache un proton entre deux double liaisons d’acides gras
polyinsaturés formant ainsi un radical diene conjugué, oxydeé en radical peroxyle en présence
d’0O,. La réaction est ensuite amplifiée par I’attaque de ce dernier sur un autre acide gras

insaturé pour donner un peroxyde et un nouveau radical diéne conjugué. Ces peroxydes
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peuvent evoluer pour donner des composes non toxiques qui seront élimines. La fluidité de la
membrane sera modifiée. La peroxydation des lipides bactériens a été observée apres ingestion

par des neutrophiles, mais I’effet bactéricide n’a jamais été montre (Fang, 2004).

3.2.3. Les protéines

Tous les acides aminés des protéines sont potentiellement oxydables aussi bien au
niveau des chaines latérales des acides aminés qu’au niveau de la chaine principale (Berlett et
Stadtman, 1997). Les résidus les plus facilement oxydables et potentiellement sensibles a
I’effet direct d’H,0; sont les résidus soufrés, Cys et Met, ainsi que les aromatiques, Tyr, Phe et
Trp. La carbonylation des protéines sur les résidus Arg, Pro et Lys est facilement observée
aprées une forte exposition a H,O, (Tamarit et al., 1998).

Par exemple, il a été montré que la ribonucléotide réductase est inhibée par les ERA, ce
qui limite la disponibilité en précurseurs nécessaires a la synthése et a la réparation de I’ADN
(Lepoivre et al., 1991).

Enfin, il a été montré que le peroxynitrite ou I’oxyde nitrique avec H,O, et la
myeloperoxydase peuvent nitrer les résidus Tyr, mais cette modification des proteines n’a pas

éteé clairement démontrée dans la lutte contre les bactéries (Evans et al., 1996).

3.3. Systemes de défenses de N. meningitidis et N. gonorrhoeae

Les bactéries pathogenes doivent donc resister et s’adapter a I’action des ERO et ERA
produits par les neutrophiles et les macrophages. Pour cela, les bactéries pathogenes du genre
Neisseria ont mis en place différentes stratégies pour échapper, supprimer, inactiver, piéger ces
especes réactives et / ou pour pouvoir réparer les dommages occasionnés. Dans ce paragraphe,
nous allons voir que les deux espéeces N. meningitidis et N. gonorrhoeae, bien que tres proches,
ne possédent pas tout a fait les mémes systemes de defenses, avec des systemes de regulation
différentes (Figure 10). Ces différences sont notamment dues au fait que ces deux bactéries ne
colonisent pas les mémes niches écologiques et doivent donc faire face a des stress oxydants
différents lors de I’infection (Seib et al., 2004).
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Figure 10: Modele et comparaison des principales défenses contre les stress oxydants de
N. gonorrhoeae et N. meningitidis (d’aprés Seib et al., 2004).
Les protéines impliquées dans les défenses contre les stress oxydants, ainsi que leur mécanisme anti-
oxydant sont indiqués : MntABC (transporteur de manganése), SodB (superoxyde dismutase B), SodC
(superoxyde dismutase C), KAT (catalase), Gpx (glutathion peroxydase) et CCP (cytochrome c
peroxydase). OM : membrane externe ; IM : membrane interne.

3.3.1. Détoxication des ERO
3.3.1.a. Catalases (Kat)

Les catalases sont des métalloenzymes a centre hémique, ubiquitaires. La catalase est
codee par le gene kat chez les bactéries du genre Neisseria. N. gonorrhoeae posséde un taux
constitutif tres élevé de catalase, cent fois supérieur a celui de N. meningitidis (Hasset et al.,
1990). Il semble donc que les défenses contre H,O, via la catalase soient d'une grande
importance chez N. gonorrhoeae (Seib et al., 2004).

La plupart des catalases existent sous forme de tétraméres de 60 ou 75 kDa ; chaque
sous-unité contient un site actif (heme) enfoui au sein de la structure tridimensionnelle mais
accessible via des canaux hydrophobes. Ces enzymes catalysent la dismutation de deux
molécules d’H,0,, en deux étapes (Figure 11). Dans la premiére étape, I’enzyme reduit une
molécule d’H,O, par transfert de deux électrons de I’héme vers H,O, aboutissant a la
formation d’une espece oxydee de I’heme (« n-cation radical ferryl ») et d’une molécule d’eau.
Dans la seconde étape, une deuxieme molécule d’H,O, est utilisée comme reducteur pour
régenérer I’enzyme, produisant ainsi de I’eau et de I’O,. L’O, est formé par I’oxydation a deux

électrons de la deuxiéme molécule d’H,0- sans rupture de la liaison O-O (Kato et al., 2004).
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Por-FeM + H,0, — Por*-FeV=0 + H,0
Por *-FeV=0 + H,0, —— 0, + Por-Fel + H,0

Figure 11 : Mécanisme proposé pour les catalases (d’aprés Kato et al., 2004).
Por — Fe!"" représente I’enzyme sous forme réduite, et Por * - Fe V=0 représente I’enzyme sous
forme oxydée «z-cation radical ferryl».

La réduction, dont la constante de vitesse de second ordre est de I’ordre de 10’ M™*.s™,
est un processus extrémement efficace. Les catalases exercent une double fonction, selon la
concentration en H,O,. Si la concentration en H,O, est faible (inférieure a 1 uM), les catalases
réalisent une réaction de peroxydation ou différents donneurs d’hydrogene, comme I’éthanol
ou I’acide ascorbique, peuvent étre oxydés. Si la concentration en H,O, devient trop élevée (en
situation de stress oxydant), I’enzyme joue alors son réle de détoxication. H,O, est donc a la

fois donneur et accepteur de protons (Scandalios, 2005).

3.3.1.b. Superoxyde dismutase (Sod)

Une source majeure de production d’H,O, passe par la dismutation spontanée de
I’anion superoxyde O,  ou catalysee par les superoxyde dismutases, qui sont des

métalloenzymes ubiquitaires, selon la réaction :

Oz'_ + Ogl_ + 2H+ — HzOz + Og

La famille des Sod peut étre divisée en trois classes majoritaires selon la nature du
métal présent: la SodA cytoplasmique & Mn*", la SodB cytoplasmique & Fe?* et la SodC
périplasmique & Cu**/ Zn** ; auxquelles s’ajoute une Sod a nickel présente uniquement chez
les bactéries du genre Streptomyces. Chez N. meningitidis, les genes sodB et sodC sont
retrouvés, alors que chez N. gonorrhoeae le géne sodC est absent et méme si toutes les souches
de cette espece contiennent un gene sodB, 80 a 100 % d’entre elles ne possedent pas d’activité
Sod, les autres ne montrant qu’une tres faible activite.

Toutes les classes de Sod ont un mécanisme catalytique similaire de dismutation d’O,"
qui se fait en deux étapes :

H 0, H' 0,
M (D N\ - M n+(H+)A_\~T> M (D)
0, H20,

Figure 12 : Réaction de dismutation d’O;" par les Sod (d’aprés McCord et Fridovich, 1969).
M "D et M ™ correspondent respectivement aux états Cu®* / Zn*" et Cu* / Zn*", Fe** et Fe*", Mn®" et
Mn?* des Sod & Cu / Zn, Fe et Mn.
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Le centre métallique de la Sod est oxydé. Sous cette forme, il oxyde une molécule
d’O," avec fixation d’un proton, libérant une molécule d’O; et I’enzyme réduite protonée. Puis
I’enzyme reduit une deuxiéme molécule d’O, " en présence d’un autre proton, formant ainsi une
molécule d’H,0, et la Sod oxydée au niveau de son centre metallique (McCord et Fridovich,
1969). La vitesse de cette réaction est de 10° M™*.s™.

Il a été montré que la SodB de N. meningitidis joue un réle dans la protection de la
bactérie contre le stress oxydant (Seib et al., 2004) ; alors que chez N. gonorrhoeae, la délétion
du géne sodB n’a pas d’effet vis-a-vis d’un stress oxydant comparé a la souche sauvage, ce qui
était attendu (Tseng et al., 2001). De plus, il a éte montré que la proteine SodC de
N. meningitidis jouerait un réle dans la virulence de la bactérie chez la souris (Wilks et al.,
1998), ainsi qu’un rdle de protection contre la phagocytose par les monocytes et les
macrophages humains (Dunn et al., 2003).

3.3.1.c. Les peroxydases

N. meningitidis possede une glutathion peroxydase (Gpx) cytoplasmique, exprimée
constitutivement a partir du gene gpxA et impliquée dans la résistance au stress oxydant. Il a
été montré qu’un mutant gpxA est beaucoup plus sensible au paraquat et un peu plus sensible a
H,0, (Moore et Sparling, 1995 et 1996). Cependant, aucun géne gpx n’est présent chez
N. gonorrhoeae et chez les espéces commensales du genre Neisseria.

L activité catalytique des Gpx repose sur I’oxydation d’une sélénocystéine catalytique
en acide selénique qui est ensuite réduite via le GSH. Les Gpx réduisent les peroxydes en
formant une molécule d’alcool et un acide séléninique sur leur sélénocystéine. L’acide
séléninique réagit ensuite avec une molécule de GSH, formant un pont intermoléculaire
Protéine-Se-SG. Ce pont est ensuite réduit par une deuxieme molécule de GSH qui permet la
régenération de la sélénocysteine catalytique de la peroxydase et la libération d’une molécule
de GSSG. La réaction se fait avec une vitesse de second ordre de I’ordre de 10" M™.s™,

La cytochrome ¢ peroxydase (Ccp) périplasmique est impliquée dans la résistance a
H,0, chez N.gonorrhoeae (Turner et al., 2003). La Ccp appartient a la classe | des
peroxydases. C’est un cytochrome de type ¢ dihemique qui catalyse la réduction d’H,O; via le

cytochrome c de la chaine respiratoire :

H,O, + 2 cytochrome ¢ réduits + 2H" — 2H,0 + 2 cytochrome ¢ oxydés

19



Les bacteries pathogenes du genre Neisseria

Il a été montré qu’un mutant ccp de N. gonorrhoeae est plus sensible a H,O, (Seib et
al., 2004). La Ccp est présente chez N. gonorrhoeae et toutes les bactéries commensales du

genre Neisseria, mais est absente dans toutes les souches de N. meningitidis.

Les peroxyrédoxines (Prx) catalysent la reduction d’H,O, via I’implication de deux
résidus cystéine invariants. La protéine hybride PrxGrx de N. meningitidis réduit un grand

nombre de peroxyde en présence de GSH in vitro (Rouhier et Jacquot, 2003).

3.3.1.d. Transporteur de Manganeése

N. gonorrhoeae utilise I’ion manganése (Mn®*) comme un agent chimique pour capter
les ERO. Comme [I’activité Sod est tres faible chez N.gonorrhoeae, I’accumulation de
manganese est tres forte (Seib et al., 2006).

Il a été montré qu’en présence de manganese, N. gonorrhoeae présente une résistance
accrue a H,O, et a O, (Seib et al., 2004). Ceci est di a la présence du transporteur a
manganése MntABC qui est responsable de I’accumulation de manganése dans le cytoplasme
(Tseng et al., 2001). Ce transporteur appartient a la famille des transporteurs de type ABC
(pour « ATP-binding cassette ») perméases. Il est composé de trois domaines : une protéine
MntC périplasmique qui lie le substrat, deux permeases membranaires MntB et deux protéines
membranaires périphériques MntA qui fixent et hydrolysent I’ATP. Il a été montré que les
mutants mntC sont plus sensibles a la presence d’oxydants (Wu et al., 2009).

Cette résistance vis-a-vis d’H,O, et O,™ ne se retrouve pas chez N. meningitidis, bien
que cette derniére posséde un opéron mntABC similaire (Seib et al, 2004). Cependant, le role
de MntC de N.meningitidis dans la défense contre le stress oxydant de maniére Mn-
indépendante semble indiquer une fonction autre que celle de transporteur de manganése :
MntC pourrait étre impliquée dans la régulation des processus associés a la réponse au stress
(Tseng et al., 2001).

3.3.1.e. Défenses basées sur les thiols

Le GSH (y-L-glutamyl-L-cysteinylglycine) est considéré comme la molécule
constituant I’'une des premiéres lignes de défense contre le stress oxydant (Pomposiello et
Demple, 2002). Le GSH est présent a haute concentration chez N. gonorrhoeae (> 15 mM) et
qui de part sa structure participe a de nombreux systemes de détoxication (Archibald et Duong,
1986). Le taux de GSH réduit est maintenu dans la bactérie par la GSH réductase, dont
I’expression est régulée par OxyR (voir paragraphe 3.3.3).
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Les thiorédoxines (Trx) et glutarédoxines (Grx) sont des protéines possédant deux
résidus cystéine conserves. Ces deux classes de protéines sont présentées dans la troisieme
partie de I’introduction. Il a été montre, par exemple, que le mutant tlpA (codant une Trx
périplasmique) de N. gonorrhoeae est sensible au paraquat et a H,O, (Achard et al., 2009).

Les méthionine sulfoxyde réductases (Msr) catalysent la réduction des résidus Met
oxydeés, libres ou situés dans une chaine polypeptidique, en Met. Chez N. gonorrhoeae, deux
protéines portant des activités Msr sont exprimées a partir du méme géne pilB : une forme
cytoplamique et une forme périplasmique impliquée dans la résistance au peroxyde
d’hydrogéne (Skaar et al., 2002). Cette forme périplasmique, appelée PilB est composée de
trois domaines : un domaine central et un domaine C-terminal portant respectivement les
activitées MsrA et MsrB et un domaine N-terminal (Nter) de type Trx. Ces trois domaines, ainsi
que PilB, sont décrits plus en détails dans les parties 11, 111 et IV de I’introduction. L’expression
du gene pilB est regulée positivement en présence d’H,0O, par le facteur de transcription sigma
Ecf chez N. gonorrhoeae (Gunesekere et al., 2006). Ce gene est également retrouvé chez

N. meningitidis.

3.3.2. Détoxication des ERA

Chez les deux pathogenes du genre Neisseria, il existe un systéme nitrite réductase
(AniA) / oxyde nitrique réductase (NorB) permettant de dénitrifier leur environnement.

AniA est une nitrite réductase cuivre-dépendante. Elle catalyse la réduction du nitrite
(NO7) en oxyde nitrique (NO’). NorB permet ensuite la réduction du NO' en oxyde nitreux
(N20). NorB de N. meningitidis est capable de neutraliser la toxicité du NO' exogene (Anjum
et al., 2002). Un mutant norB de N. gonorrhoeae est toujours résistant a NO' ce qui montre
qu’il existe d’autres voies de détoxication chez la bactérie (Householder et al., 2000), comme
le cytochrome c’.

Le cytochrome ¢’ (CycP) est une lipoprotéine de la membrane externe qui fixe le NO in
vitro chez les deux especes pathogénes de Neisseria (Turner et al., 2005), mais a peu ou pas
d’effet sur le NO' cytoplasmique. Il a été montré chez N. meningitidis que le systeme NorB est
régulé par le NO' via un represseur (NsrR) alors que CycP ne I’est pas. Ce résultat indique que
N. meningitidis exprime a la fois de fagon constitutive et inductible les systemes de protection
contre le NO' (Heurlier et al., 2008).
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3.3.3. Régulations de la reponse au stress

Les bactéries du genre Neisseria répondent au stress oxydant au niveau transcriptionnel.
La protéine OxyR appartient a la famille des régulateurs qui répondent a H,O..

La protéine OxyR appartient a la famille des facteurs de transcription LysR. Le
domaine N-terminal d’OxyR posséde un motif hélice-coude-hélice de liaison a I’ADN et un
domaine C-terminal d’oligomérisation. En conditions de stress, il se fixe sous forme
tétramérique sur les promoteurs de plusieurs génes cibles (Toledano et al., 1994). L activation
d’OxyR par H,O, passe par I’oxydation sous forme d’acide sulfénique de la Cys199, puis sous
forme pont disulfure Cys199-Cys208 entrainant un changement conformationnel de la protéine
(Lee et al., 2004). Ce changement de conformation modifie la spécificité de liaison a I’ADN de
la protéine qui va alors activer la transcription des genes impliqués dans la réponse au stress
oxydant (Stone et Yang, 2006).

Des études récentes ont montré que chez N. gonorrhoeae et N. meningitidis, OxyR est
un répresseur pour I’expression de la catalase contrairement a ce qui a été montré chez
Escherichia coli ou OxyR est un activateur du géne de la catalase. En effet, OxyR se fixe sous
forme réduite au promoteur du gene et ne se lie plus lorsqu’il est oxydé par H,O,. De plus, un
mutant n’exprimant plus OxyR est plus résistant a H,O, (Tseng et al., 2003 ; leva et al., 2008).
Ceci permet I’expression de la catalase uniquement lorsque c’est nécessaire. Chez
N. gonorrhoeae, il a également été montré que le géne codant la Prx est régulé par le régulateur
OxyR (Seib et al., 2007).
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Partie I11. Les méthionine sulfoxyde réductases (Msr)

L’oxydation des Met dans les protéines par les ERO et les ERA engendre la formation
d’un mélange des deux steréoisomeres de configuration S et R de la fonction sulfoxyde de la
Met-O. La Met possede une chaine latérale plutdt hydrophobe et flexible, alors que sous forme
sulfoxyde, la chaine latérale devient plus polaire et un peu plus encombrante. Ces
modifications peuvent, selon les méthionines oxydées et leur contexte tridimensionnel,
conduire a la perte de fonction de la protéine. 1l est donc essentiel que les cellules possedent
des enzymes de réparation capables de restaurer la fonction de ces protéines. Il existe a ce jour
trois classes de Msr : MsrA, MsrB et fRMsr (pour « free-R-Msr ») qui catalysent la réduction
des résidus Met oxydés en Met en presence de réducteur. Les MsrA et MsrB réduisent
specifiquement et respectivement les isomeres S et R de la Met-O libre ou dans un contexte
polypeptidique (Moskovitz et al., 2000 ; Grimaud et al., 2001), alors que la fRMsr ne réduit
que I’isomére R des Met-O libres avec une forte selectivité pour I’isomére L de la L-Met-R-O
(Lin et al., 2007 ; Gruez et al., 2010).

L’oxydation des Met en Met-O est décrite conduire dans certains cas non pas a une
perte de fonction mais plutot a un role de régulation de la fonction de la protéine oxydée ou de
la cible avec laquelle la protéine oxydée interagit. C’est le cas de la CaM qui est une protéine
capable de lier le calcium et qui est connue pour interagir avec des protéines cibles en vue de
les activer, comme I’adénylate cyclase ou les kinases Il Ca** / CaM-dépendantes). La CaM est
une protéine régulatrice utilisée par les pompes et canaux a calcium comme senseur de la
concentration intracellulaire en calcium. La CaM possede neuf résidus Met tous
potentiellement oxydables en Met-O. L’oxydation des Metl44 et Metl45 entraine une
diminution de 50 a 60 % de I’activation de I’ATPase a calcium de la membrane plasmique
(Bartlett et al., 2003).

Dans d’autres cas, I’oxydation des Met en surface d’une protéine peut favoriser sa
dégradation par le protéasome en augmentant I’exposition de zones hydrophobes (Davies,
2001).

Enfin, I’oxydation des Met peut au contraire jouer un role dans la protection de la
fonction de protéines ou d’enzymes en piégeant les ERO. Par exemple, I’oxydation des residus
Met en surface de la glutamine synthase d’E. coli permettrait d’éviter I’oxydation d’autres
résidus Met plus enfouis et essentiels a la fonction biologique (Weissbach et al., 2005).
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1. Réles des Msr

Les Msr vont jouer un role dans la lutte contre le stress oxydant soit via leur role de
réparation en restaurant la fonction des protéines oxydées, soit via leur rdle dans la
détoxication des ERO en réduisant les Met-O exposees a la surface des protéines (Levine et al.,
1996). Il est a noter qu’a ce jour il existe peu d’études qui ont montré un réle physiologique de
la MsrB et de la fRMsr.

1.1. Lutte contre le stress oxydant

Les premieres preuves de I’implication des Msr dans la protection des cellules contre le
stress oxydant ont été décrites chez E. coli ou des souches deficientes en MsrA montrent une
sensibilitée accrue a H,O, (Moskovitz et al., 1995). Des études similaires ont été menées par
exemple chez Staphylococcus aureus ou la délétion du géne msrA entraine une augmentation
de la sensibilité de la souche a H,O, (Singh et al., 2001).

D’autres études menées sur des modeéles eucaryotes ont également permis de mettre en
évidence I’implication des Msr dans la lutte contre le stress oxydant. En effet, des souris ne
possédant plus le gene msrA sont plus sensibles au stress oxydant (Salmon et al., 2009).
D’autre part, la surexpression de la MsrA rend la drosophile plus résistante au paraquat (Ruan
et al., 2002). Il a également été montré I’implication de la MsrA (Kantorow et al., 2004 ;
Brennan et al., 2009) et de la MsrB (Marchetti et al., 2005) dans la protection de I’épithélium
du cristallin humain vis-a-vis du stress oxydant, associé a la formation de la cataracte. De plus,
des études recentes ont montré que la MsrB2 (paragraphe 2.2.2) est largement exprimée au
niveau de la rétine et protege les cellules épithéliales pigmentées de la rétine contre les entités
oxydantes (Pascual et al., 2009). Il a également été montré que la MsrA est essentielle dans ces
cellules pour le maintien des fonctions mitochondriales (Marchetti et al., 2006). Enfin, des
cellules PC12 humaines surexprimant le géne msrA sont moins sensibles au stress oxydant
géneré au cours d’un phénomeéne d’hypoxie / réoxygénation (Yermolaieva et al., 2004).

Des études menées chez S. cerevisiae montre que la delétion du géne fRmsr entraine
une augmentation de la sensibilité de la souche a H,O,, alors que la surexpression de la fRMsr

confere une plus grande résistance a H,O, (Le et al., 2009).

1.2. Vieillissement cellulaire

Le vieillissement cellulaire est caractérisé par une augmentation de la quantité des
protéines oxydées, due a une altération de I’hnoméostasie redox. La quantité de protéines

oxydées reésulte de la différence entre le taux d’oxydation des protéines et le taux de
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dégradation et de réparation de ces protéines. Le réle des Msr dans le vieillissement cellulaire
est particulierement bien documenté (pour revue Ugarte et al., 2009). Il a ainsi été montré que
chez des drosophiles transgeniques, la surexpression du géne msrA retarde I’apparition du
vieillissement et rend les drosophiles plus résistantes au flux d’O," géneré par le paraquat
(Ruan et al., 2002). Inversement, des souris ne possédant plus le gene msrA sont plus sensibles
au stress oxydant ; elles présentent une accumulation de protéines oxydées et ont une durée de
vie diminuée de 40 % (Moskovitz et al., 2001). Cependant, une étude beaucoup plus récente
montre au contraire que les souris ne possedant plus le géne msrA sont bien plus sensibles au
stress oxydant tout en ayant une espérance de vie inchangee (Salmon et al., 2009). Il a
également eté montré chez le rat que dans des organes dans lesquels une forte activité MsrA est
présente, comme le foie et les reins, cette activité est significativement diminuee au cours du
vieillissement. Cette diminution est directement liée a une diminution de I’expression du gene
codant cette Msr (Petropoulos et al., 2001).

D’autres études ont été menées sur des fibroblastes senescents humains (Picot et al.,
2004). 1l a ainsi été montré une diminution de I’expression de la MsrA et d’une MsrB (hCBS-
1) au cours de la sénescence qui entraine une diminution de I’activité Msr dans la cellule et une
accumulation de protéines oxydées.

Enfin, il a été montré que I’absence de la fRMsr et de la MsrA chez la levure entraine
une diminution respective de durée de vie de I’ordre de 18 % et 30 % par rapport a une souche
de S. cerevisiae sauvage (Le et al., 2009).

1.3. Régulation / réparation in vitro de protéines oxydées sur leur Met

Il est décrit que les Msr sont impliquées dans la régulation et la réparation de protéines.
Dans ce cadre, trois exemples sont présentés qui concernent la CaM, la proteine Ffh et la
protéine ribosomique L7 / L12.

La CaM intervient dans la régulation des canaux Ca**-dépendant. La réduction des Met
oxydeées de la CaM par les MsrA et MsrB a été tres largement étudiée in vitro. La MsrA seule
ne peut réduire que les isomeéres S des Met-O de la CaM. Néanmoins, il est décrit que la CaM
ainsi réduite recouvre sa capacité a se lier au domaine inhibiteur de la pompe Ca-ATPase (Sun
et al., 1999). De facon similaire, I’utilisation seule de la MsrB n’aboutit pas a la réduction de
toutes les Met-O au sein de la CaM. En revanche, I’utilisation combinée des MsrA et MsrB
conduit a la réduction de la totalité des Met-O de la CaM (Grimaud et al., 2001).

Des etudes ont également montré I’importance des MsrA et MsrB dans le processus de
réparation de la protéine Ffh impliquée dans la formation d’une particule SRP (pour « Signal
Recognition Particle ») fonctionnelle qui est nécessaire a la synthese des protéines par les
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ribosomes. La protéine Ffh est une GTPase composée de trois domaines: un domaine N-
terminal, un domaine G portant le site de liaison au GTP et un domaine M de liaison a I’ARN.
L’oxydation des Met du domaine M de la protéine Ffh empéche son interaction avec I’ARN
4,5 S. La proteine Ffh oxydée au niveau de ses Met se révéle étre un substrat de la MsrA et de
la MsrB in vitro, et la réduction des Met-O permet a la protéine de retrouver ses capacités a lier
I’ARN 4,5 S. D’autres expériences réalisées in vivo ont montré que dans des souches d’E. coli,
la délétion des genes msrA et msrB entraine I’accumulation de Ffh avec ses Met oxydées en
Met-O (Ezraty et al., 2004).

La protéine ribosomique L7/ L12 est une protéine dimérique constituée de la protéine
L7 et de la protéine L12 ; en fait, la protéine L7 correspond a une forme N-acétylée au niveau
N-terminal de L12. Cette protéine est essentielle a la synthése des protéines chez les bactéries.
En effet, la sous-unité 50 S du ribosome sans L7 /L12 est incapable d’interagir de facon
efficace avec les facteurs impliqués dans les étapes d’initiation, d’élongation et de terminaison
de la synthése protéique. La forme biologiquement active de la protéine L7 / L12, capable de se
fixer au ribosome, est la forme dimérique. Les protéines L7 et L12 possédent trois Met aux
positions 14, 17 et 26. L’oxydation de ces Met en Met-O entraine une dissociation des
protéines L7 et L12. Le complexe actif n’est donc plus formé et il n’y a plus de fixation au
niveau du ribosome (Caldwell et al., 1978). Des études ont montré que ces Met-O pouvaient
étre réduites par la MsrA, ce qui permet a la protéine de recouvrer son activité biologique bien
que seul 50 % des Met soient réduites (Brot et al., 1981).

1.4. Pathogénicité

De nombreux travaux montrent que la présence des Msr chez les bactéries pathogénes
est corrélée a la virulence de celles-ci (Sasindran et al., 2007). En effet, les bactéries
pathogenes déficientes en activités Msr adhérent moins bien aux cellules eucaryotes, survivent

plus difficilement dans I’héte et sont plus sensibles au stress oxydant in vitro.

1.4.1. Adhérence

La reconnaissance et I’adhérence a la cellule hote, médiées par des macromolécules
exposees a la surface du pathogene, sont des étapes critiques de la colonisation pour I’invasion
des tissus de I’héte. 1l semble que les Msr soient impliquées dans les mécanismes d’expression,
de positionnement, d’assemblage et de maintenance de ces macromolécules a la surface de la
bactérie. En effet, il a été montré que la MsrA est impliquée dans la production d’adhésine
fonctionnelle chez Streptococcus pneumoniae, N. gonorrhoeae et E. coli (Wizemann et al.,
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1996). De méme, il a été montré que I’absence du géne msrA chez Mycoplasma genitalium
affecte sa capacité a adhérer a des érythrocytes de mouton (Dhandayuthapani et al., 2001). Il a
également eté montré que chez S. sanguis, bactérie présente dans la bouche, I’absence de MsrA
empéche la bacterie d’adhérer aux plaquettes ou induit I’agrégation plaquettaire, alors que
I’absence de MsrA chez S. gordonii, qui est une autre bactérie présente dans la bouche,
entraine une importante altération de la fixation de la bactérie a la fibronectine, qui est sa cible
cellulaire (Herzberg et al., 2005). S. sanguis et S. gordonii ont aussi été retrouvées dans des
plaques d’athérosclérose et pourraient étre associees au développement de cette pathologie. Par
contre, chez d’autres bactéries pathogenes, aucun défaut n’a été mis en évidence sur des
mutants msrA, indiquant que le role de la MsrA dans I’adhérence des bactéries reste limité a

certaines espéeces.

1.4.2. Formation du biofilm

Un biofilm est une communauté de micro-organismes (bactéries, champignons, algues
ou protozoaires), adhérant entre eux et a une surface, accompagné d’une sécrétion de matrice
adhésive et protectrice. La structure de cette matrice est hétérogéne, souvent composée de
substances polymeres polysaccharidiques (peptidoglycanes, cellulose) et d'une importante
proportion d'eau. Il a été montré que I’absence de MsrA affecte la formation de ce biofilm chez
E. coli et S. gordonii, et que le géne msrA est induit lors de la formation du biofilm chez E. coli
(Beloin et al., 2004 ; Kuboniwa et al., 2006).

Chez S. aureus, les génes msrA et msrB sont les deux premiers cistrons d’un opéron
(Singh et al., 2003). Cet operon est induit par la présence d’antibiotiques permettant
I’inhibition de la synthése du peptidoglycane, ce qui suggere un lien entre les activités MsrA /
MsrB et la biosynthese de la paroi bactérienne.

1.4.3. Motilité

La motilité est déterminante pour les bactéries car elle leur permet de se déplacer
jusqu’a I’héte. La bactérie Erwinia chrysanthemi est un pathogéne de plantes. La délétion du
gene msrA aboutit a une propagation tres reduite de la bactérie sur milieu solide (Hassouni et
al., 1999).
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1.4.4. Survie

Les défenses de I’héte via les macrophages ou d’autres phagocytes mononucléaires sont
capables de générer des ERO et des ERA comme cela est exposé dans la premiére partie de
I’introduction. Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre la présence d’une activité
MsrA et la résistance de la bacterie dans les macrophages. D’autre part, il a été montre que des
souches déletées du géne msrA de Helicobacter pylori présentent un retard de colonisation
dans les intestins de souris et que I’absence d’expression de MsrB chez Lactobacillus reuteri se
traduit par une diminution de la survie toujours dans I’intestin de souris. De méme, les plantes
en reponse a I’invasion par E.chrysanthemi produisent une quantité accrue de ERO. La
délétion du gene msrA permettrait donc de diminuer la virulence d’E. chrysanthemi en

réduisant le temps de survie de la bactérie dans les plantes (Hassouni et al., 1999).

1.4.5. Resistance aux oxydants

Plusieurs études ont montré que I’absence d’activité MsrA chez différentes bactéries
entraine une sensibilité accrue a différents oxydants (Tableau 3), comme cela a pu étre observé
chez des bactéries ne possédant pas de systemes antioxydants comme les Sod ou la Kat-G.
Pour la plupart des bactéries, cette sensibilité peut étre annulée par complémentation avec une
MsrA fonctionnelle.

En particulier, il a été montré que la protéine PilB peériplasmique de N. gonorrhoeae
portant les activités MsrA et MsrB est impliquée dans la resistance de la bactérie au stress
oxydant (Skaar et al., 2002).

Espéces Sensibilité aux oxydants
Superoxyde H,0; Hydroperoxydes Oxyde nitrique

E. coli ND +°° ND +°
E. chrysanthemi +° +° ND ND
H. pylori + rab ND +
M. smegmatis - - +° -
N. gonorrhoeae +° + ND ND
S. aureus +° +° ND ND

Tableau 3 : Sensibilité des mutants Amsr de bactéries a différents oxydants (d’aprés Sasindran et
al., 2007).

Sensibilité déterminée par : a) test d’inhibition de croissance par disque et b) test de viabilité ; ND : Non
déterminé ; + : sensible ; - : non sensible.
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2. Propriétés des Msr
2.1. Organisation genomique

Les génes msrA et msrB sont présents dans la quasi-totalité des genomes sequences
disponibles a ce jour (Sasindran et al., 2007). En effet, ces deux genes sont présents a la fois
chez les bactéries, les archées et les eucaryotes ce qui suggére un role essentiel de ces deux
genes ou de leur proteine correspondante. Quelgques exceptions sont a noter : M. penetrans ne
possede qu’un gene msrA; et les endoparasites Rickettsia et Clamydiaainsi que les
endosymbiotes Buchnera et Tropheryma ne possédent aucune copie de ces deux génes. Chez
Rhizobium meliloti, on retrouve des génes msr chromosomique et plasmidique. Le gene fRmsr
quant a lui, n’est présent que chez environ la moitié des bactéries et des eucaryotes
unicellulaires (Le et al., 2009).

Les deux genes msrA et msrB peuvent étre organisés de différentes maniéres au sein des
génomes bactériens (Tableau 4). Chez de nombreuses bactéries incluant E. coli et
M. tuberculosis, les genes msrA et msrB constituent deux unités transcriptionnelles distinctes et
distantes I’'une de I’autre dans le chromosome. Ces deux geénes sont organises en operon
comme par exemple chez Bacillus subtilis et S. aureus, ou sous forme de fusion de type
msrAmsrB ou msrBmsrA chez H. pylori ou Treponema palladium Nichols. Enfin, chez les

bactéries du genre Neisseria, les genes msrA et msrB sont fusionnés a un géne codant une Trx.

Especes msrA | msrB | msrAB | msrBA
Bacillus subtilis 1 1
Escherichia coli 1 1
Helicobacter pylori 1
Mycobacterium smegmatis 1 1 1
Mycobacterium tuberculosis 1 1
Mycoplasma penetrans 1
Neisseria meningitidis 1
Neisseria gonorrhoeae 1
Pseudomonas aeruginosa 1 1
Staphylococcus aureus 3 1
Treponema palladium Nichols 1
Vibrio cholerae 1 2
Xanthomonas campestris 1 1

Tableau 4 : Nombre de copies de genes msrA et msrB chez différentes espéces de bactéries
(d’aprés Sasindran et al., 2007).
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De plus, le nombre de copies des génes msrA et msrB varie en fonction des organismes.
Par exemple, E. coli ne posséde qu’une seule copie de msrA et msrB alors que S. aureus

possede trois copies de msrA et une copie de msrB.

2.2. Localisation des MsrA et MsrB dans les cellules eucaryotes
2.2.1. MsrA

Chez les mammiferes, un seul gene msrA est retrouvé. Différentes études montrent que
la protéine MsrA est retrouvée dans le cytosol, dans les mitochondries et dans le noyau suite a
un mécanisme d’épissage alternatif de son géne (Kim et Gladishev, 2006), ou & un mécanisme
de réinitiation interne de la traduction (Kim et al., 2010). La MsrA est fortement produite dans
les reins, le foie, le cerveau et le cceur (Kuschel et al., 1999).

Chez les plantes, on retrouve plusieurs génes msrA : chez Arabidopsis thaliana, il existe
ainsi cing génes msrA codant trois MsrA cytosolique, une chloroplastique et une sécrétee
(Sadanandom et al., 2000).

2.2.2. MsrB

Les mammiferes possedent trois génes msrB qui codent les protéines MsrB1, MsrB2 et
MsrB3. La MsrB1 est localisée au niveau du cytosol et du noyau, la MsrB2 est localisée au
niveau des mitochondries et la MsrB3 est présente sous deux formes protéiques, MsrB3A et
MsrB3B qui proviennent de I’épissage alternatif au niveau du premier exon du géne
correspondant. La MsrB3A et MsrB3B sont localisees respectivement au niveau du réticulum
endoplasmique et des mitochondries. Les protéines MsrBl, MsrB2 et MsrB3 sont
respectivement retrouvées dans le foie et le pancréas (Lescure et al., 1999), dans le cceur, les
muscles squelettiques, le foie et les reins (Jung et al., 2002), et dans les muscles lisses, le cceur,
I'aorte et les muscles squelettiques (Hansel et al., 2003).

Chez A. thaliana, neuf génes codant des MsrB ont été retrouvés dont deux
chloroplastiques, une sécrétée et six cytoplasmiques (Vieira Dos Santos et al., 2005). Ce

nombre varie en fonction des espéces de plante.

2.3. Mécanisme catalytique des Msr

Les MsrA, MsrB et fRMsr caractérisées jusqu’ici, sont des enzymes a cystéines
essentielles et qui présentent toutes le méme mécanisme catalytique faisant intervenir la chimie
de I’acide sulfenique (Figure 13) (Boschi-Muller et al., 2000 ; Olry et al., 2002 ; Gruez et al.,
2010 et pour revue Boschi-Muller et al., 2005, Boschi-Muller et al., 2008).
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Figure 13 : Mécanisme catalytique des Msr a deux Cys (d’apreés Olry et al., 2002).

La formation du complexe Msr.q4/ substrat n’est pas explicitée. L’étape MetO réductase peut étre
divisée en deux sous-étapes. L’attaque nucléophile de la Cys catalytique (Sc) sur la fonction sulfoxyde
lors de I’étape 1A, conduisant a la formation d’un état de transition de type sulfurane. Ce sulfurane doit
se réarranger dans I’étape IB pour conduire a I’intermédiaire acide sulfénique et au relargage de la Met.
L’ attaque de la Cys de recyclage (Sg) sur I’intermédiaire conduit a la formation d’un pont disulfure
intramoléculaire et a la libération d’une molécule d’eau, lors de I’étape Il. Enfin, le pont disulfure est
réduit par la Trx ou par une « Trx-like » au cours de I’étape I11.

La premiére étape du mécanisme, appelée étape réductase, consiste en la formation
d’un complexe michaelien entre la Msr et la Met-O et en I’attaque nucléophile de la Cys
catalytique (Sc) de la Msr sur la fonction sulfoxyde. Ceci entraine vraisemblablement la
formation d’un état de transition de type sulfurane avec une géométrie de type bipyramide
trigonale. Cet état de transition doit ensuite se réarranger pour permettre la libération d’une
mole de Met par mole d’enzyme ainsi que la formation d’un intermédiaire acide sulfénique.

Au cours de la deuxiéme étape, la Cys de régénération (Sg) attaque I’intermédiaire
acide sulfénique entrainant la libération d’une mole d’eau par mole d’enzyme ainsi que la
formation d’un pont disulfure intramoléculaire. Enfin, la troisieme étape permet la regénération
de la Msr grace a la réduction du pont disulfure intramoléculaire par une Trx ou une « Trx-
like ». Ceci aboultit a la régénération de la Msr sous forme réduite ainsi qu’a la libération d’une
Trx ou d’une « Trx-like » sous forme oxydée. Dans le cas de la Trx, cette derniere est ensuite
elle-méme réduite par la Trx réductase (TrxR) NADPH-dépendante. Il est a noter que le
mécanisme catalytique des fRMsr est semblable a celui des MsrA et des MsrB avec
I’intervention d’une cystéine de recyclage (Kwak et al., 2010 ; Gruez et al., 2010).

Pour les MsrA et MsrB, la vitesse de la premiére étape est rapide (790 s™* pour la MsrA
de N. meningitidis et 85 s™* pour la MsrB de N. meningitidis, avec le substrat Ac-L-Met-R,S-O-
NHMe). La vitesse de la seconde étape est limitée par celle de la premiére étape. Enfin, la
troisiéme étape est I’eétape cinétiqguement limitante du mécanisme (Figure 14). Plus

précisément, c’est I’étape de dissociation entre la Msr reduite et la Trx oxydee qui constitue le
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processus cinétiqguement limitant (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-Muller et al.,

2005).
=S °
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Figure 14 : Mécanisme de réduction par la Trx du pont disulfure intramoléculaire des MsrA et
MsrB.

Le mécanisme a minima peut étre décrit par trois étapes : la formation d'un complexe Msr oxydée / Trx
réduite (étape A), le transfert d’un pont disulfure entre la Msr et la Trx (étape B), et la dissociation du
complexe Msr réduite / Trx oxydée (étape C). C'est I’étape C qui est I'étape cinétiquement limitante
dans le mécanisme des Msr (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-Muller et al., 2005).

Le mécanisme cinétique des MsrA et MsrB a été décrit comme étant un mécanisme de
type ping-pong (Figure 15), en présence de réducteur comme la Trx ou le DTT (Boschi-Muller
et al., 2001 ; Boschi-Muller et al., 2005).

' r . r
MSreq MSrox MST ¢q

Figure 15 : Schéma du mécanisme cinétique de type ping-pong des MsrA et MsrB.

Ce mécanisme peut étre decrit par les deux demi-réactions suivantes :
Msrox + TrXréd_> Msrréd + TrXOX

2.4. Classes de Msr
2.4.1. MsrA

Au sein des MsrA, il existe différentes sous-classes qui se différencient par le nombre et
la localisation des residus Cys impliqués dans le mécanisme de régénération de I’activité

réductase. En effet, si la Cys51 catalytique (en se basant sur la numérotation de la MsrA
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d’E. coli) est conservée dans toutes les MsrA, le nombre et la localisation des Cys impliquées
dans la formation du pont disulfure intramoléculaire varient (Figure 16). Sur cette base, quatre

sous-classes peuvent étre définies.
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B. subtilis = -—-—----———————— — . — — — - MSEKKE IATFAGGCFWCMVKPEDEQPG I EKVV
R. capsulatus  --—————- MRRLVLALALALATPAFAEEFRV IPPPAVDAAALTPETAIFAGGCFWGVQGVEQHLNGV ISAT
7 80 90 100 110 120 30

2 I al’ I B3 | o2 I E&’ EE% p4
E. coli AGYTGGYTPNPTYREVCSGDTGHAEAVRIVYDPSVI1SYEQLLQVFWEN-HDPAQGMRQGNDHGTQYRSAI
N. meningitidis SGYANGNTKNPSYEDVSYRHTGHAETVKVTYDADKLSLDDILQYFFRV-VDPTSLNKQGNDTGTQYRSGV
B. subtilis SGYTGGHTENPTYEEVCSETTGHREAVQ I TFHPDVFPYEKLLELFWQQ- 1DPTDAGGQFADRGSSYRAAI
R. capsulatus SGYAGGTAATAHYDQVSGGETGHAEAVQVVFDPKQISYGDLLQVFFSVAHDPTQLNRQGPDVGPQYRSAL

140 150 160 170 80 190 200

| o3 1 BS B I
E. coli YPLTPEQDAAARASLERFQAAMLAADDDRHITTETANATPEYYAEDDHQQYLHKNP-YGYCGIGGIGVCL
N. meningitidis YYTDPAEKAVIAAALKREQQKYQLP----- LVVENEPLKNFYDAEEYHQDYL IKNP-NGYCHID IRKADE
B. subtilis FYHNDKQKELAEASKQRLAESG I FKDP---1VTD I LKAEPFYEAEGYHQHFYKKNP-AHYQRYRTGSGRA
R. capsulatus FPVTEDQARIAKAY I DQLGRARAFDAA---IVTQLDPGAAFYPAEAYHQNFLTLNPDHPY 1VQVDMPKIA

210
i |
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N. meningitidis PLPGKTKTAPQGKGFDAATYKKPSDAELKR
B. subtilis GFISEHWGAK-———————————————————
R. capsulatus ALERMFPQDWREV---——————————————

Figure 16 : Alignement des séquences des MsrA d’E. coli, N. meningitidis, B. subtilis et
R. capsulatus.

La numeérotation et les structures secondaires (hélices a et brins ) correspondent a celles de la MsrA
d’E. coli (Coudevylle et al., 2007). Les résidus Cys sont surlignés en jaune et les résidus strictement
conservés en gris. La Cys51 est la Cys catalytique et les Cys54, C198 ou Cys206 sont les Cys de
recyclage.

La premiére sous-classe est représentee par la MsrA d’E. coli ; dans ce cas, deux Cys
sont impliquées dans le processus de recyclage de I’enzyme : la Cys198 et la Cys206. Il y a
alors formation de deux ponts disulfures successifs au niveau du mecanisme catalytique : le
pont C51-C198 puis le pont Cys198-Cys206, ce dernier etant celui qui est préferentiellement
réduit par la Trx (Boschi-Muller et al., 2000). La quatrieme cystéine, la Cys86, n’intervient pas
dans le mécanisme catalytique.

La deuxieme sous-classe est représentée par I’enzyme de N. meningitidis, qui fait
intervenir une seule Cys dans son mécanisme de régénération : la Cys198 ; dans ce cas, il y a
uniquement formation du pont disulfure Cys51-Cys198 (Olry et al., 2002) qui est réduit par la
Trx.

La troisieme sous-classe est représentee par la MsrA de B. subtilis qui ne possede
gu’une seule Cys de régénération en position 54. Dans ce cas, c’est le pont disulfure Cys51-
Cys54 qui se forme (Boschi-Muller et al., 2005) et qui est réduit par la Trx.
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Enfin, la quatrieme sous-classe est représentée par la MsrA de Rhodobacter capsulatus.
Dans ce cas, seule la Cys51 catalytique est présente, ce qui suggeére, si I’enzyme est produite et
active, un mecanisme de régenération différent impliquant une réduction directe de
I’intermediaire acide sulfénique. A ce jour, aucune donnee biochimique n’est disponible sur la
nature du réducteur impliqué pour cette sous-classe (Boschi-Muller et al., 2005).

Il existe également quelques cas de MsrA ou la Cys51 catalytique est remplacée par une

sélénocysteine (Kim et al., 2006).

2.4.2. MsrB

Plusieurs sous-classes de MsrB peuvent étre définies a partir de la différence du
positionnement et de la présence de la Cys de régénération (Figure 17). Dans tous les cas, la

Cys catalytique des MsrB est en position 117. Quatre sous-classes de MsrB peuvent alors étre

définies.
1 10 20 30 40 50 60
‘ al | G.2| | 3.\»‘ ‘ [31 ‘ [3 3\(,4
E. coli ——m———- MANKPSAEELKKNLSEMQFYVTONHGTEPPFTGRLLHNKRDGV HCLICDA@L&HSQTKYN?@
N. meningitidis ------ MTYKKPSDAELKRTLTEEQYQVTQNSATEYAFSHEYDHLFKPGIYVDVVSGE&LFSSADKYD%G
X. campestris MSQFDLTPPSPAQRDALIAGLSDEEQRVLLHHGTEAPFCGVFLDNKLDGVY TCRLCGLPLFRSNAKFDSG
M. pulmonis ———————— MNKTKEQRLKELTTLQYKVTQEGQTEKAFDNEYNNHYEEGIYVDIVDGT&LFKSQDKYN&G
70 80 90 10 10 120 130
4 pS EG ! B7 3. B8 EW‘ B9 a3
E. coli cGwp FYEPVSEESIRYIHDLSHGMQRIEI CGNCDAHLGHVPPDGPQPTG—ERY!%&SASLR DGENG
N. meningitidis CGWPSFTRPIDAKSVTEHDDFSYNMRRTEVRSHAADSHLGHVFPDGPRDKGGLRYCIWGASLKFIPLEQM
X. campestris TGWPSEFFAPYDPAHVREIRDTSYGMVRTEIVCARCDSHLGHVEPDGPPPTG-ERHCLNSVSLAFTEDGQP
M. pulmonis SGWPAFTSPIKKDEIVENADFSYGLRRVEVKSKNAQSHLGHVE TDGPKDKGGLRYCINSAALREIPKKDL
o3 3
E. coli EEING-——-———————
N. meningitidis DAAGYGALKSKVK--
X. campestris LPNPLQRAGAETQPA
M. pulmonis EKEGYKEYLKLFED-

Figure 17 : Alignement des séquences des MsrB d’E. coli, N. meningitidis, X.campestris et
M. pulmonis.

La numérotation et les structures secondaires (hélices o et brins ) correspondent respectivement a
celles des MsrB d’E. coli et de N. meningitidis (Ranaivoson et al., 2009). Les résidus Cys sont surlignés
en jaune et les résidus strictement conservés en gris. La Cys117 est la Cys catalytique et les Cys63 et
Cys31 sont les Cys de recyclage. Lorsqu’elles sont présentes, les Cys45, Cys48, Cys94 et Cys97 sont
impliquées dans la fixation du Zn*".

La premiére sous-classe est représentée par la MsrB de N. meningitidis (60 % des
MsrB). Dans ce cas, la Cys de régéneération se situe dans une boucle en position 63. Le pont
disulfure forme est le pont Cys117-Cys63 qui est réductible par la Trx (Olry et al., 2002).

La seconde sous-classe est représentée par la MsrB de Xanthomonas campestris qui
posseéde une Cys de régénération en position 31 également au niveau d’une boucle (5 % des
MsrB). Il y a alors formation d’un pont disulfure Cys117-Cys31 qui est réductible par la Trx
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(Neiers et al., 2004). La MsrB de souris posséde quant a elle une Cys de recyclage dans la
méme boucle que la Cys31 (Aachmann et al., 2010).

La troisieme sous-classe est représentée par I’enzyme humaine MsrB2 (aussi appelée
hCBSL1), qui posséde une Cys de régénération en position 60 (1 % des MsrB). Ceci suggére
que le mecanisme de régénération de I’enzyme passe par la formation d’un pont disulfure
Cys117-Cys60 réductible par la Trx, en accord avec ce qui a été montré avec un mutant
C63SMsrB de N. meningitidis dans lequel une Cys60 a été introduite (Neiers et al., 2004).

Enfin, la quatriéme sous-classe est représentée par la MsrB de M. pulmonis, qui ne
possede que la Cys117 catalytique (31 % des MsrB). Une étude récente montre que la Trx
plastidiale chez A. thaliana est capable de réduire directement in vitro I’acide sulfénique de la
MsrB a une Cys mais avec une faible vitesse (Tarrago et al., 2010).

Il est a noter que la MsrB1 humaine SelX possede une SeCys en remplacement de la
Cys117 catalytique et possede une Cys de régénération en position 63.

En plus de ces différentes sous-classes, environ 50 % des MsrB, et notamment les MsrB
d’E. coli, de R. capsulatus et de X. campestris possedent deux motifs supplémentaires CXXC
permettant la fixation d’un atome de Zn?* (Kumar et al., 2002 ; Kim et Gladyshev, 2004 ; Olry
et al., 2005 ; Oke et al., 2009).

2.4.3. fRMsr

La Cys catalytique des fRMsr correspond a la Cys en position 118 selon la
numerotation de la fRMsr d’E. coli (Kwak et al., 2010 ; Gruez et al., 2010). Sur les 358
séquences putatives de fRMsr, ce résidu Cys118 est strictement conservé (Figure 18). Les
résidus Cys84 and Cys94 sont respectivement présents dans 94,5 % et 98,6 % de ces séquences
(Gruez et al., 2010). En terme de signatures, trois sous-classes peuvent étre définies selon les
cysteines présentes: Cys118/Cys84/Cys94, Cysll18/Cys94 et Cysll8/Cys84 sont
respectivement présentes dans 93 %, 5,6 % et 1,4 % des séquences. Aujourd’hui, seules les
fRMsr possédant les trois cystéines ont été étudiées. La Cys84 est vraissemblablement la Cys
de recyclage (Gruez et al., 2010 ; Bong et al., 2010).
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Figure 18 : Alignement des séquences des fRMsr d’E. coli, N. meningitidis et S. cerevisiae.

La numérotation et les structures secondaires (hélices a et brins ) correspondent a celles de la fRMsr
d’E. coli (Badger et al., 2005). Les résidus Cys sont surlignés en jaune et les résidus strictement
conservés en gris. La Cys118 est la Cys catalytique.

2.5. Structures tridimensionnelles des Msr

Bien que les MsrA, MsrB et fRMsr présentent le méme mécanisme catalytique, elles ne

présentent aucune identité de sequence et leurs structures tridimensionnelles sont differentes.

2.5.1. MsrA

Les structures tridimensionnelles des MsrA d’E. coli, de Bos Taurus, de
M. tuberculosis, de Populus trichocarpa, de S. pneumoniae et de N.meningitidis ont été
résolues par diffraction aux rayons X (Téte-Favier et al., 2000 ; Lowther et al., 2000 ; Taylor et
al., 2003 ; Rouhier et al., 2007 ; Kim et al., 2009 ; Ranaivoson et al., 2008) et la structure de la
MsrA d’E. coli a été résolue par RMN (Coudevylle et al., 2007). Toutes ces MsrA présentent
la méme structure globale :

- une partie centrale appelée corenzyme (acides aminés 42 a 195 dans la numérotation
de la MsrA d’E. coli) qui contient 4 hélices a, 8 brins 3 ainsi que des coudes p. Le site actif
contenant la Cys51 se trouve positionnée a I’extrémité N-terminale de I’hélice al. Cette partie
corenzyme est suffisante pour permettre une catalyse efficace de la réduction de la Met-O en
présence de DTT (Boschi-Muller et al., 2001) ;

- une extrémité N-terminale ne possédant pas de structure secondaire particuliére de
type hélice a ou feuillet § et qui est stabilisée par un grand nombre de liaisons H et de contacts
de van der Waals avec le corenzyme. Cette extrémité peut étre de longueur variable allant
d’une quarantaine de résidus chez la MsrA d’E. coli a moins de cing chez la MsrA de
B. subtilis et N. meningitidis ;
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- une extrémité C-terminale non structurée dans laquelle se trouvent de nombreux

résidus glycine ainsi que les Cys198 et Cys206.

N f!:_,_./

Figure 19 : Structure tridimensionnelle du monomére de la MsrA de N. meningitidis (Ranaivoson
et al., 2008).

La Cys51 catalytique et la Cys198 de recyclage sont en jaune. Les extrémités N- et C-terminales sont
indiquées. Les structures secondaires en hélices a et les brins B sont représentés respectivement en bleu
et en rose. La figure a été réalisée avec le logiciel Pymol a partir du fichier PDB 3BQE.

Quatre structures tridimensionnelles de la MsrA de N. meningitidis ont été résolues par
radiocristallographie, correspondant aux quatre intermédiaires genérés au cours du cycle
catalytique de I’enzyme : une structure sous forme réduite avec pour la premiére fois un site
actif non occupé, une structure du mutant C51S de la MsrA en complexe avec un substrat
AcMetONHMe, qui mime une Met-O dans une chaine polypeptidique (Figure 20),
représentatif du complexe michaelien, une structure du mutant C198S de la MsrA avec
I’intermediaire acide sulfenique sur la Cys51 et enfin, une structure de I’enzyme sous forme de
pont disulfure Cys51-Cys198 (Ranaivoson et al., 2008). De plus, I’étude de différents mutants
de la MsrA de N. meningitidis (Gand et al., 2007) a permis de mettre en évidence I’existence
dans les MsrA de deux sites distincts de reconnaissance du substrat sulfoxyde. D’une part, une
poche hydrophobe, constituée des deux résidus Phe52 et Trp53 qui joue un réle majeur dans la
fixation de la Met-O via des interactions hydrophobes avec le groupement e-methyl, le noyau
indole du Trp53 étant orienté de facon adéquate par des interactions de type liaisons H et
hydrophobes, avec les chaines latérales des résidus conservés His186 et Tyr189, et d’autre part
un site de reconnaissance de la chaine principale du substrat constitué des chaines latérales des
résidus Aspl29 et Tyrl97. Enfin, un site hydrophile, constitué des résidus Glu94, Tyr82 et
Tyrl34, est impliqué dans la catalyse ; il est a noter que la fonction sulfoxyde du substrat est
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polarisée. Cette forme polarisée est stabilisée par des interactions de type liaisons H avec ces

trois résidus.

“"1
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Figure 20 : Site actif de la MsrA de N. menmgltldls en complexe avec de I’Ac-Met-O-NHMe
(Ranaivoson et al., 2008).

Les chaines latérales des résidus invariants Phe52, Trp53, Tyr82, Glu94, Asp129, Tyrl34, His186, Tyr
189, Tyrl197, ainsi que celle de la Ser51 en remplacement de la Cys catalytique sont représentées. Le
substrat AcMetONHMe est représenté en jaune. Les liaisons H sont représentées par des traits
pointillés. La distance entre I’atome de soufre de la fonction sulfoxyde du substrat et celui de la Cys
catalytique (mimé par I’atome d’oxygéne du résidu Ser51 dans le complexe inactif) est de 3,3 A. La
distance entre I’un des oxygénes du Glu94 et I’oxygéne de la fonction sulfoxyde est de 2,5 A. La figure
a été réalisée avec le logiciel PyMol a partir du fichier PDB 3bgf.

L'étude des quatre structures tridimensionnelles a aussi montré que le réarrangement
structural de la séquence P1g4NGY CHyg9 st accompagné par la rotation de la chaine latérale de
la Cys198 qui est nécessaire pour la formation du pont disulfure Cys51-Cys198, qui lui-méme

est ensuite réduit par la Trx.

2.5.2. MsrB

Actuellement, les structures tridimensionnelles de la MsrB de N. gonorrhoeae,
S. pneumoniae, de X. campestris et de N. meningitidis, obtenues par diffraction aux rayons X,
ont été décrites (Lowther et al., 2002 ; Kim et al., 2009 ; Ranaivoson et al., 2009). Les MsrB
sont des protéines monomériques d’environ 146 acides aminés. Le cceur de I’enzyme est
composé de deux feuillets § anti-paralléles twistés, respectivement de trois et cing brins § dont
le brin $8 qui contient la Cys117 catalytique, ainsi que de trois hélices a et de cing helices 3.
Dans la structure de la MsrB de N. meningitidis, la Cys63 de recyclage et la Cys117 catalytique

sont sous forme de pont disulfure (Figure 21).
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Figure 21 : Structure tridimensionnelle de la MsrB de N. meningitidis (Ranaivoson et al., 2009).
La Cysl117 catalytique et la Cys63 de recyclage sont représentées en vert et le pont disulfure est en
jaune. Les extrémités N- et C-terminales sont indiquées. Les structures secondaires en hélices o et les

brins B sont représentés respectivement en bleu et en rose. La figure a été réalisée avec le logiciel
Pymol a partir du fichier PDB 3HCG.

Figure 22 : Site actif du mutant C63S/C117S de la MsrB de N. meningitidis en complexe avec une
molécule d’AcMetONHMe (Ranaivoson et al., 2009).

La Ser63 et la Serl17 remplacent respectivement la Cys de recyclage et de la Cys catalytique. Le
substrat AcMetONHMe est représenté en mode boules et batons. Les liaisons H sont représentées par
des traits pointillés.

Comme pour les MsrA, le site actif des MsrB est localisé a la surface de I’enzyme.
L’examen du site actif des structures tridimensionnelles des MsrB conduit a la définition de
deux sous-sites autour de la Cys117 (Figure 22) : 1) une poche hydrophile constituée du résidu
His103 et d’une molécule d’eau stabilisée par les résidus His100, Thr26 et Asn119. L’His103

et la molécule d’eau forment deux liaisons H avec I’atome d’oxygéne de la fonction sulfoxyde
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du substrat ; et 2) une poche hydrophobe constituée essentiellement de la chaine latérale du

résidu Trp65, qui stabilise via son noyau indole le groupement methyle € du substrat.

2.5.3. fRMsr

Actuellement, quatre structures tridimensionnelles de fRMsr ont été déterminées par
diffraction aux rayons X, celles d’E. coli en complexe avec une molécule d’acide 2-(N-
Morpholino)-éthanesulfonique (MES) (Lin et al., 2007), de S. cerevisiae (Ho et al., 2000), de
N. meningitidis en complexe avec une molécule de L-Met-R-O (Gruez et al., 2010), et de
S. aureus sous forme réduite, oxydée et en complexe avec une molécule d’isopropanol (Bong
et al., 2010). Ces structures sont homologues a celles décrites pour des protéines appartenant a
la famille des domaines GAF. Ces domaines GAF sont des domaines senseurs, d’environ 160
acides aminés, généralement retrouvés en tandem avec différents domaines effecteurs et
impliqués dans les voies de signalisation des nucléotides cycliques, dans la transcription ou
encore dans la phosphotransduction. Les fRMsr sont des protéines dimeériques. La structure
d’un monomere de fRMsr est composée d’un feuillet  antiparallele constitué de six brins (B3-
B2-p1-p6-p5-p4) flanqué sur une face d’un groupe de trois hélices o et sur I’autre face d’un
motif « boucle-g3-a3-boucle » encerclant le site actif (Figure 23). De plus, il a été observé que
le site actif de la fRMsr est protége par une boucle flexible composée des résidus Glyl07 a
Ser124, qui contient la Cys118 catalytique.

Figure 23 : Structure tridimensionnelle d’un monomere de fRMsr d’E. coli (Badger et al., 2006).
Les structures secondaires en hélice a et en brins f sont représentées respectivement en bleu et en
violet. Les trois cystéines sont représentées en jaune : la Cys118 catalytique, la Cys84 de recyclage et la
Cys94. La figure a été réalisée avec le logiciel Pymol a partir du fichier PDB 1VHM.
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Le site actif de la fRMsr de N. meningitidis est occupé par une molécule de substrat L-
Met-R-O et de molécules d’eau (Figure 24). La Cys118 catalytique et la Cys84 sont sous forme
pont disulfure. La fonction carboxylate de la Met-O est stabilisee par les NH peptidiques des
résidus Val93, Cys94 et Ilel16, qui forment un site de reconnaissance oxyanion. Le
groupement NH;" est stabilisée par un réseau de liaisons H impliquant d’une part I’oxygéne du
carbonyle de la chaine principale du résidu 1le116, et d’autre part la chaine latérale du résidu
Glul25, lui-méme stabilisé par les résidus invariants Aspl4l et Aspl43. Le résidu invariant
Trp62 stabilise et positionne le groupement e-méthyle de la fonction sulfoxyde via son noyau
indole. Quant au résidu invariant Aspl43, il est sans doute impliqué dans I’activation du

sulfoxyde en vue de former I’état de transition de type sulfurane.

Figure 24 : Site actif de la fRMsr de N. meningitidis en complexe avec la L-Met-R-O (Gruez et al.,
2010).

La L-Met-R-O est représentée en jaune avec les oxygénes en rouge et le soufre en vert. Les pointillés
indiquent les interactions polaires et les molécules d’eau sont en rouge. Le pont disulfure Cys118-
Cys84 est représenté en vert.
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Partie I11. Les « Trx-like » périplasmiques

Le domaine Nter de la proteine PilB des bactéries pathogénes du genre Neisseria
appartient a la famille des « Trx-like » péeriplasmiques. Apres une présentation générale de la
superfamille des « Trx-like », nous nous interesserons aux « Trx-like » cytoplasmiques et

périplasmiques des bactéries a Gram-negatif.

1. La famille des « Trx-like »
1.1. Structures tridimensionnelles des « Trx-like »

Le repliement Trx correspond a quatre brins (3, formant un cceur hydrophobe, entourés
de trois hélices o (Figure 25). Les « Trx-like » possedent une séquence signature commune,
CXXC, au sein de leur site actif, la cystéine N-terminale de cette signature étant la cystéine
catalytique. Cette cystéine est toujours localisée au début d’une hélice a.. La nature des acides
aminés présents entre les deux cysteines varie en fonction des « Trx-like », ce qui a comme
conséquence de modifier leur potentiel redox. Une autre particularité des « Trx-like » est la
présence d’une boucle conservée en amont du brin 3, contenant un résidu cis-Pro. Enfin,
autour du repliement Trx, différentes insertions et / ou extensions de structures secondaires,
plus ou moins longues, sont retrouvées principalement chez les « Trx-like » au niveau des

extréemités N- et C-terminales, ainsi qu’entre le brin $2 et I’hélice a2 (Figure 25).

Figure 25 : Représentation du repliement de type Trx ou « Trx fold » (Atkinson et Babbitt, 2009).
A. Représentation schématique du « Trx fold ». Les brins 8, les hélices o et les deux résidus Cys du
site actif sont représentés respectivement par des fleches grises, par des rectangles rouges et par des
barres jaunes et la cis-Pro est schématisée en gris. Les zones ou sont localisées la plupart des insertions
et extensions sur le « Trx fold » sont indiquées en pointillés. B. Structure tridimensionnelle de la
Trx2 humaine. Les Cys32 et Cys35 sont représentées en jaune (PDB : 1UVZ).
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1.2. Propriétés redox des proteines « Trx-like »

Il existe une tres grande variation du potentiel redox chez les protéines « Trx-like »
allant de -270 mV pour la Trx1 d’E. coli a -124 mV pour la DsbA (Aslund et al., 1997). Ces
« Trx-like » vont donc avoir des roles differents: soit un réle de réducteur permettant la
réduction de ponts disulfures (Trx et Grx), soit un réle d’oxydant permettant la formation de
ponts disulfures (DsbA et Protéine Disulfure Isomérase ou PDI), soit un réle a la fois de
réducteur et d’oxydant dans le cas de I’isomérisation des ponts disulfures non natifs (PDI et
DsbC). Dans tous les cas, le mecanisme catalytique des protéines contenant un centre redox de
type Trx est basé sur I’échange de ponts disulfures. Les cystéines du site catalytique vont jouer
le rble soit d’accepteur d’électrons lorsqu’elles sont sous forme oxydée, soit de donneur
d’électrons lorsqu’elles sont sous forme réduite. Des études par mutagenése dirigée ont montré
qu’en faisant varier la nature des résidus présents entre les deux Cys du site actif, il est possible
de rendre les mutants de ces protéines plus oxydants ou plus réducteurs. Par exemple, un
mutant Trxpp, dans lequel le résidu proline du site actif de la Trx (WCGPC) a été remplacé par
une histidine, présente dans le site actif de la PDI (WCGHP), présente un potentiel redox
augmenté de 35 mV (Krause et al., 1991).

1.3. Mécanisme catalytique des protéines « Trx-like »

Il existe deux mécanismes de réduction par les « Trx-like » :

- le mécanisme dithiol classique correspond a un échange de pont disulfure entre le substrat
oxydé sous forme pont disulfure et la protéine « Trx-like » réduite a site actif CXXC (Figure
26, A). Cette derniére devra étre a son tour réduite par un autre partenaire pour étre de nouveau
fonctionnelle ;

- le mécanisme monothiol résulte en genéral de la réduction d’un pont disulfure mixte entre le
GSH et la protéine par une « Trx-like ». Par exemple, le mécanisme décrit dans la figure 26 B,
correspond a la réduction par la Grx a une seule Cys d’une protéine cible glutathionylée.
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Figure 26 : Réactions dithiol (A) et monothiol (B) des protéines « Trx-like » (Atkinson et Babbitt,
2009).
BH/B" : base.

2. Les « Trx-like » cytoplasmiques des bactéries a Gram-négatif

Les Trx et les Grx sont des protéines essentielles dans I’équilibre redox des cellules.
Ces deux proteines, dites de meénage, s’accommodent d’une grande diversité de substrats. 1l
existe une Trx cytoplasmique et au moins deux Grx cytoplasmiques annotées dans le génome

de N. meningitidis.

2.1. Les Trx

Les Trx catalysent la réduction de ponts disulfures au sein de protéines oxydées. Les
Trx sont des enzymes possédant deux Cys essentielles, la Cys32 et la Cys35, au sein d’une
signature WCGPC. La chaine latérale de la Cys32 est accessible au solvant et est décrite avoir
un pKa de 7,5 (Chivers et al., 1997). Ceci lui permet de se trouver a pH 7,0 en partie sous
forme thiolate et de pouvoir ainsi jouer efficacement son réle de nucléophile. Au contraire, la
Cys35 présente une valeur de pKa de I’ordre de 9,0, ce qui la rend trés peu réactive. Le
caractére nucléophile de la Cys35 pourrait étre augmenté par une catalyse assistée. Le
mécanisme propose pour la réduction de protéines oxydées sous forme pont disulfure par la
Trx peut se décomposer en trois étapes. La premiére étape consiste en I’attaque nucléophile de
la Cys32 sous forme thiolate au niveau d’une des deux Cys de la protéine cible impliquée dans
le pont disulfure intramoléculaire. 1l y a alors formation d’un pont disulfure intermoléculaire

entre la Trx et sa cible. Au sein de cet intermeédiaire intermoléculaire, il a été décrit que le pKa
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de I’Asp26 est de 7,5, ce qui lui permet d’étre en partie sous forme déprotonée a pH 7,0. Ainsi,
dans la seconde étape, I’Asp26 pourrait accepter le proton de la Cys35. La Cys35 ainsi
déprotonée va, dans une ultime étape attaquer la Cys32, ce qui conduit a la libération de la
protéine cible sous forme réduite et de la Trx sous forme oxydée Cys32-Cys35 (Figure 27). La

Trx devra étre réduite a son tour pour étre de nouveau fonctionnelle.
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Figure 27 : Mécanisme de réduction d’une cible protéique oxydée sous forme pont disulfure par
la Trx (d'apreés Chivers et Raines, 1997).

Les Trx sont des protéines ubiquitaires capables de réduire de nombreuses cibles
protéiques possedant des fonctions tres diverses. L’examen des séquences de ces différentes
cibles n’indique pas I’existence d’une sequence signature permettant une reconnaissance
spécifique par la Trx. La Trx de N. meningitidis possede 62 % d’identité de séquence avec la
Trx1 d’E. coli.

2.2. Les Grx

Le systeme Grx, tout comme le systeme Trx, joue un réle essentiel dans le maintien de
I’équilibre redox de la cellule en permettant la réduction des protéines oxydées sous forme pont
disulfure (pour revue, Ritz et Beckwith, 2001).

En se basant sur leur structure tridimensionnelle et leur mécanisme catalytique, trois
classes de Grx peuvent étre définies. La premiére classe est représentée par les Grx 1 et 3
d’E. coli, ayant un poids moléculaire de 10 kDa avec un motif CXXC (en général CPYC) au
sein de leur site actif. Ces Grx adoptent un repliement de type Trx contenant quatre brins 3
antiparalleles entourés de trois hélices a. Les Grx de cette classe possedent 33 % d’identité
entre elles et réduisent la ribonucléotide réductase, tout comme la Trx. La seconde classe de
Grx, représentée par la Grx 2 d’E. coli, est reliee d’un point de vue structural aux glutathion S-
transférases (GST) possédant une activité glutarédoxine oxydoréductase. La Grx 2 d’E. coli
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posséde un motif CPYC au sein de son site actif et est composée de deux domaines : un
domaine N-terminal avec un repliement de type Trx et un domaine C-terminal composé
exclusivement d’hélices a. La troisiéme classe correspond aux Grx possédant un site actif
monothiol CGFS, comme la Grx 4 d’E. coli, et un repliement de type Trx. Chez
N. meningitidis, seules les genes codant les Grx2 et Grx3 sont retrouvés, avec respectivement
46 et 47 % d’identité avec celles d’E. coli.

3. Les « Trx-like » périplasmiques des bactéries a Gram-négatif

Les Dsb (pour «Disulfide bond protein») appartiennent a la famille des
oxydoréductases périplasmiques. Elles catalysent la formation des ponts disulfures au niveau
du périplasme des bactéries par deux mécanismes distincts : I’oxydation des Cys des protéines
nouvellement secrétées et I’isomérisation des ponts disulfures non natifs de ces mémes

protéines (pour revue, Messens et Collet, 2006).

3.1. Formation et isomérisation des ponts disulfures par les protéines DsbA, DsbC/DsbG
et DsbD

Dans le périplasme des bacteéries, le repliement des protéines passe par la formation de
ponts disulfures introduits via les protéines DsbA et DsbB, et leur isomérisation passe par un
systeme de reduction (DsbC-DsbG/DsbD) (Figure 28).
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Figure 28 : Présentation du systeme Dsbh d’E. coli impliqué dans le repliement des protéines par la
formation de ponts disulfures (Ito et Inaba, 2008).

Les structures des protéines ou domaines dont les structures sont connues sont représentées en mode
ruban et les codes PDB sont notés entre parenthéeses. Les domaines « Trx-like » en vert et les domaines
non « Trx-like » interagissent alternativement entre eux. La fléche en pointillés bleus montre que les
électrons peuvent passer de la voie d’isomérisation a la DsbA.
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3.1.1. La DsbA

La protéine DsbA est une protéine monomerique dont la forme oxydée sous forme de
pont disulfure catalyse la formation de ponts disulfures au niveau des protéines nouvellement
sécretees dans le périplasme. La DsbA se retrouve alors sous forme réduite et sera réoxydée par
la protéine transmembranaire DsbB, qui va transferer ses électrons aux quinones sous forme
oxydeées. La DsbB constitue la seule protéine appartenant au systéme Dsb ne possédant pas un
repliement de type Trx. La cytochrome oxydase terminale réoxyde a son tour les quinones sous
forme réduites et transfére ses électrons a I’oxygene moléculaire. Dans les protéines contenant
plus d’une paire de cystéines, la DsbA peut introduire des ponts disulfures non natifs bloquant
les protéines dans des conformations non natives.

Chez N. meningitidis, trois genes codant des DsbA ont été annotés, alors que dans la
plupart des autres organismes une seule DsbA périplasmique suffit a la formation des ponts
disulfures des différentes protéines cibles. En effet, chez les autres membres de genre Neisseria
(gonorrhoeae, lactamica, flavescens...) un ou deux genes codant une DsbA sont retrouvés
(Sinha et al., 2004) et la raison de la présence de trois DsbA chez N. meningtidis n’est pas
clairement établie. Il a été montré que les DsbA1 et DsbA2 sont des lipoprotéines ancrées a la
membrane interne présentant 73 % d’identité de séquence entre elles. La troisieme DsbhA
(DsbA3) est une enzyme périplasmique soluble avec respectivement 50 % et 45 % d’identité de
séquence avec les DsbAL et DsbA2 (Tinsley et al., 2004). Les études menées sur des souches
de N. meningitidis délétées de I’un ou I’autre des trois genes dsbA révelent que I’absence d’une
des trois DsbA n’est pas létale, alors que I’absence des trois DsbA se traduit par une incapacité
de la souche a pousser a 37 °C. Ceci suggeére que ces trois protéines DsbA ont un role
redondant chez N. meningitidis. Enfin, I’absence des deux DsbA ancrées a la membrane

entraine une plus grande sensibilité aux agents réducteurs et une perte de fonctionnalité des

pili.

L’ étude des propriétes redox des trois DsbA de N. meningitidis a montré que ce sont
des oxydoréductases ayant des potentiels redox tres éleves (DsbAl: -89.5mV, DsbAZ2:
-88.7 mV et DsbA3 : -87 mV). Ceci s’explique par la présence d’un résidu Thr a proximité du
site actif (Figure 29) qui n’est pas present dans la DsbA d’E. coli (-125mV) (Lafaye et al.,
2009 ; Vivian et al., 2009). De plus, I’étude des sites actifs montre que la Cys57 catalytique de
la DsbAl de N. meningitidis est stabilisée par deux liaisons H avec les groupements NH et
carbonyle de la chaine principale des résidus Gly54 et Ala6l, qui correspondent aux résidus
Ser27 et Tyr34 de la DsbA d’E. coli. La Cys30 d’E. coli, correspondant a la Cys57 catalytique
de la DsbA1l de N. meningitidis, est en plus stabilisée par la présence du résidu GIn97.
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Figure 29 : Représentation du site actif de la DsbA1 de N. meningitidis (a) et de la DsbA d’E. coli
(b) (Vivian et al., 2009).

Les motifs CPHC et les résidus qui interagissent avec les Cys du site actif sont représentés. Les Cys
catalytiques de N. meningitidis et d’E. coli sont respectivement les Cys57 et Cys30.

3.1.2. Les DsbC / DsbG

Les DshC et DsbG catalysent I’isomérisation des ponts disulfures non présents dans la
structure native des proteines ; ces deux enzymes peériplasmiques étant conservées sous forme
réduite grace a la protéine DsbD (paragraphe 3.1.3). Ce sont des protéines homodimériques, et
chaque domaine contient un domaine N-terminal de dimérisation et un domaine C-terminal
catalytique de type Trx qui sont reliés par une hélice a. Les structures tridimensionnelles
obtenues par diffraction des rayons X montrent que les deux monomeéres s’assemblent pour
former un « V ». Les sites actifs de la DsbC d’E. coli sont constitués des résidus CgsGY Cio1 et
se trouvent sur chacun des bras du « V » I’un en face de I’autre (Figure 30). La seule différence
notable entre les structures de la DsbC et de la DsbG réside au niveau de I’interface de
dimérisation. Il a été montré que la dimérisation de la DsbC est essentielle pour I’activité
isomerase (Bader et al., 2001), ainsi que pour la réduction par la DsbD (Goldstone et al.,
2001). La protéine DsbG est homologue a la DsbC, avec 28 % d’identité de séquence, et
présente aussi une fonction d’activité isomérase, mais avec une preférence vis-a-vis de la
réduction de ponts disulfures de protéines déja partiellement ou totalement repliées (Bessette et
al., 1999).
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Figure 30 : Représentation de la structure d’un dimere de la DsbC d’E. coli (Banaszak et al.,
2004).

La Cys98 et la Cys101 du site actif sont représentées en mode boule et baton sur la face interne du
«V » de la molécule, et les deux autres Cys141l et Cys163 forment un pont disulfure sur les faces
externes du « V' » de la molécule.

Le mécanisme d’isomérisation passe par I’attaque de la Cys98 catalytique sur une des
deux Cys du pont disulfure de la protéine cible conduisant a la formation d’un pont disulfure
intermoléculaire qui est alors réduit soit par une autre cysteine de la protéine substrat, soit par
la Cys101 de recyclage de la DsbC. En plus de cette activité isomerase, la protéine DsbC joue
aussi un réle de chaperonne en empéchant I’agrégation de la protéine cible pendant son
repliement (Arredondo et al., 2009). Chez E. coli, I’isomérisation des ponts disulfures est
I’étape limitante du repliement de nombreuses protéines contenant plusieurs résidus cysteine.

Trés récemment, une étude sur la DsbG d’E. coli a montré qu’elle interagirait
sélectivement notamment avec la L,D-transpeptidase YhiS (Depuydt et al., 2009) en vue de
réduire la protéine YbiS oxydée sous forme acide sulfénique.

Dans le génome de N. meningitidis, un géne codant une DsbC est retrouvé, mais aucune
étude n’a éte menée sur cette protéine (27 % d’identité de séquence avec celle d’E. coli). Par

contre, aucun homologue du géne dsbG n’a été trouvé.

3.1.3. La protéine DsbD est le réducteur de la DsbC et de la DsbG

La protéine DsbD est une protéine transmembranaire composée de trois domaines : le
domaine transmembranaire (tDsbD) composé de huit segments transmembranaires; le domaine
N-terminal (nDsbD) présentant un repliement de type immunoglobuline et le domaine C-
terminal (cDsbD) possedant un repliement de type Trx. C’est la DsbD qui réduit les ponts
disulfures de nombreuses protéines « Trx-like » périplasmiques telles que les protéines DsbC,

DsbG et CcmG (ou DsbE) (paragraphe 3.2). Les électrons provenant du NADH cytoplasmique
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sont transférés a la TrxR puis a la Trx et enfin au périplasme via la DsbD (Figure 31)
(Kadokura et al., 2003). Chacun des trois domaines posséde une paire de cysteines qui est
essentielle au transport des électrons (Stewart et al., 1999). Les électrons sont transportés a
travers la membrane cytoplasmique grace a des échanges de ponts disulfures intramoléculaires
entre les trois domaines de la DsbD. Dans un premier temps, les électrons sont transferés de la
Trx au tDsbD ; ils sont ensuite transférés au domaine cDsbD et enfin au domaine nDsbD
(Katzen et Beckwith, 2000). Les deux électrons du domaine nDsbD vont alors étre transféres

vers différentes cibles périplasmiques.

Current Opinion in Structural Biology

Figure 31 : Représentation du transfert des deux électrons de la Trx1 cytoplasmique a la DsbC
périplasmique via la protéine DsbD (Ito et Inaba, 2008).
Le transfert des électrons est représenté par des fleches noires en pointillées.

Differentes études récentes ont montre que le flux des électrons entre les trois domaines
de la DsbD est extrémement favorable au niveau thermodynamique (Rozhkova et Glockshuber,
2008) et que le domaine tDsbD permet aux deux Cys de ce domaine d’étre accessibles d’une
part du coté cytoplasmique et d’autre part du coté périplasmique (Cho et al., 2007 ; Cho et
Beckwith, 2009). Le basculement des deux cystéines est notamment possible gréce a la
présence de trois residus proline (Prol66, Pro284 et Pro289) également importants pour
I’activité redox du domaine tDsbD. Cette flexibilité permet ainsi le transfert direct des
électrons de la Trx cytoplasmique au domaine cDsbD c6té périplasmique. Enfin, il a ét¢ montré
que la proximité entre les domaines cDsbD et nDsbD est primordiale pour un transfert rapide

des électrons entre les deux domaines (Rozhkova et Glockshuber, 2007).

Plusieurs structures tridimensionnelles déterminées par diffraction aux rayons X de

nDsbD en complexe avec un de ses partenaires ont pu étre obtenues, plus particulierement des
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complexes covalents via un pont disulfure intermoléculaire stabilisé entre nDsbD et DsbhC
(Haebel et al., 2002) ou encore nDsbD et CcmG (paragraphe 3.2) (Stirnimann et al., 2005). La
structure d’un autre complexe covalent entre nDsbD et cDsbD a également été obtenue par
diffraction aux rayons X (Rozhkova et al., 2004).

Au sein du complexe covalent nDsbD-CecmG (Figure 32), la protéine nDsbD présente la
méme orientation que dans le complexe avec cDsbD (Goulding et al., 2002). Deux régions sont
impliquées dans I’interface : la région N-terminale et une région nommeée « cap-loop » (résidus
68 a 72). En plus du pont disulfure intermoléculaire, cing liaisons H ainsi que des liaisons
hydrophobes sont impliquées au niveau de I’interface et notamment une liaison H avec la
chaine principale du résidu alanine adjacent au résidu cis-Pro conservé chez toutes les

protéines « Trx-like ».

x.&:; A" % 7"3;__\hD$,bD

Figure 32 : Représentation du complexe covalent nDsbD-SS-CcmG (A) et de son interface (B)
(d’apreés Stirnimann et al., 2005).

La CcmG d’E. coli et la nDsbhD sont respectivement représentées en gris et en rouge. Les résidus
appartenant a la nDsbD et impliqués dans I’interface sont montrés en vert, les résidus de la CcmG
intervenant au niveau de I’interface sont représentés en gris en mode batons.

La surface d’interaction entre le domaine nDsbD et ses différents partenaires est
quasiment simil