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Les bactéries Neisseria gonorrhoeae et Neisseria meningitidis sont des bactéries 

pathogènes obligatoires de l’Homme. Ces espèces ont acquis différents mécanismes de défense 

pour détecter et combattre le stress oxydant généré par l’hôte lors de son infection. La protéine 

PilB périplasmique, spécifique de ces bactéries, ferait partie de ces défenses et serait de ce fait 

associée à la pathogénicité de ces bactéries. Deux formes protéiques sont produites à partir du 

gène 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 composée d’un 

domaine supplémentaire situé à l’extrémité N-terminale ayant une activité disulfure 

oxydoréductase de type thiorédoxine (Trx) et appartenant à la famille structurale des DsbE.  

L’introduction de ce mémoire est divisée en quatre parties. Une première partie est 

consacrée aux bactéries pathogènes du genre Neisseria et à la présentation de leurs activités 

antioxydantes, dans la deuxième partie sont présentés les rôles et les activités Msr, la troisième 

partie porte sur les propriétés structurales et fonctionnelles des protéines de type « Trx-like », 

et la quatrième partie est un état des lieux sur la protéine PilB au début de ma thèse. 

 

Partie I. Les bactéries pathogènes du genre Neisseria 
 
1. Généralités 

 
Les bactéries du genre Neisseria appartiennent au groupe des β-protéobactéries. Elles se 

caractérisent par un aspect morphologique particulier : ce sont des bactéries à Gram-négatif se 

présentant sous la forme de grains de café ou diplocoques à face aplatie. Les Neisseria sont des 

bactéries immobiles, aérobies strictes, chimiohétérotrophes, catalase positive et oxydase 

positive. Plusieurs espèces commensales peuvent être isolées au sein de la flore oropharyngée 

de l'Homme telles que N. lactamica, N. sicca ou N. flava. Seules les deux espèces suivantes 

sont pathogènes pour l'Homme : 

- N. meningitidis est responsable chaque année de méningites, de graves septicémies 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 5 à 15 % ; 

- N. gonorrhoeae est l’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 

associée à d’autres infections sexuellement transmissibles. Une forte recrudescence de la 

maladie est observée depuis 1990. Le nombre de cas en France est de l’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, l’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’après 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 à 2,3 mégabases avec environ 2 000 gènes identifiés (Stephens et al., 

2009). A chaque nouveau génome séquencé, 40 à 50 nouveaux gènes ont été identifiés. Par 

exemple, la souche 8013 a un génome de 2,3 mégabases contenant 2206 gènes. 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 l’inhalation de gouttelettes de respiration provenant 

d’un sujet porteur. La bactérie établit alors un contact étroit avec les cellules épithéliales 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 être transmise à un 

nouvel hôte (Figure 2). Le portage asymptomatique est fréquent chez l’adulte sain : les 

bactéries traversant la barrière épithéliale sont éliminées par les défenses de l’hôte. 

N. meningitidis peut traverser la barrière 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 à travers l’endothélium vasculaire cérébral 

est possible, entraînant une infection des méninges 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). 

 
Figure 2 : Etapes de l’infection par N. meningitidis (d’après Virji, 2009). 
ECM : matrice extracellulaire, TNF : « Tumor Necrosis Factor », LPS : lipopolysaccharide. 
 
1.2. Neisseria gonorrhoeae 
 

N. gonorrhoeae s'est adaptée à une niche écologique différente de N. meningitidis 

puisque son site de prédilection est l’appareil urogénital féminin. L’analyse des génomes 

séquencés de N. gonorrhoeae montre que 80 à 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 

possède pas de capsule.   
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 N. gonorrhoeae se transmet par contact sexuel et établit l’infection dans les voies 

urogénitales en interagissant avec les cellules non ciliées de l’épithélium, aboutissant à 

l’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 différents, 

l’infection entraîne en général une inflammation et un afflux de leucocytes 

polymorphonucléaires (PMN). Cependant l’infection chez les femmes reste souvent 

asymptomatique. Les bactéries phagocytées par les PMN sont ensuite sécrétées avec l’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). 

 
Figure 3 : Etapes de l’infection par N. gonorrhoeae (d’après Virji, 2009). 
ECM : matrice extracellulaire ; PMN : leucocytes polymorphonucléaires, TNF : « Tumor Necrosis 
Factor ». 
 

2. Pathogénicité des Neisseria 
  
2.1. Facteurs de virulence 
 
 La structure de l’interface entre la cellule hôte et la bactérie pathogène est très 

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 » à la surface 

bactérienne, qui empêche les peptides antimicrobiens d’accéder à la membrane externe. Les 

peptides antimicrobiens sont produits par les cellules du système immunitaire, telles que les 

neutrophiles ou les cellules épithéliales (Lo et al., 2009). Ces peptides antimicrobiens sont des 
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molécules chargées positivement, qui appartiennet à la famille des défensines ou des 

cathélicines, selon leur structure. Certains de ces peptides sont capables de se lier au LPS pour 

neutraliser l’effet endotoxine. Ils agissent également comme molécules de transduction du 

signal pour activer la réponse immunitaire. Les bactéries rencontrent ce type de molécules à 

toutes les étapes de l’infection : au niveau du nasopharynx où les peptides sont sécrétés à la 

surface de la muqueuse (Hiemstra, 2007) et lors de l’invasion des cellules épithéliales qui 

contiennent des peptides intracellulaires. De plus, les neutrophiles circulants sont recrutés au 

niveau du site de colonisation où ils vont produire de l’élastase, de la lactoferrine et du 

lysozyme (Borregaard et al., 2007). 

 

Figure 4 : Représentation schématique de certains constituants de la membrane externe de 
N. meningitidis permettant l’interaction avec la cellule hôte (d’après 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 hôtes. 
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 rôle clé dans la progression de l’infection (pour 

rappel N. gonorrhoeae ne possède pas de capsule). Elle est composée de dérivés d’acide 

sialique (sauf pour les sérogroupes A et X), qui confèrent à la bactérie des propriétés 

antiphagocytaires lui permettant de mieux survivre dans le sang et le système nerveux central 

(Tableau 1). Les propriétés stériques de la capsule vont empêcher la plupart des peptides 

antimicrobiens de la traverser. Toutes les souches virulentes sont capsulées. 

La synthèse et l’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 synthèse de 
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l’acide sialique (gènes synA-C ou siaA-C) et l’élongation des polymères d’acide sialique (gène 

synD ou siaD spécifique à chaque sérogroupe). Les régions B (ctrE et ctrF) et C (ctrA-D) 

codent les protéines constituant le complexe d’export de la capsule à travers les membranes 

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

 

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

2.1.2. Le lipopolysaccharide (LPS)  
 

Le lipopolysaccharide est également appelé lipooligosaccharide (LOS) ou endotoxine 

bactérienne. Il est présent de manière constitutive au niveau de la membrane externe de toutes 

les bactéries à Gram-négatif. Il est composé du lipide A et d’un cœur 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 l’acide laurique, en position 3 par de l’acide 

laurique hydroxylé et phosphorylé en position 4. La structure 2-kéto-3-déoxyoctonate (Kdo)-

lipide A est la structure minimale pour atteindre l’activité et la toxicité maximum de 

l’endotoxine (Zughaier et al., 2005). Le lipide A est reconnu par le système immunitaire de 

l’hôte grâce 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 possèdent un lipide A modifié avec une des chaines d’acide gras en moins. Ces 

souches présentant un lipide A modifié échappent d’avantage au système immunitaire de l’hôte 

car le lipide A est moins bien reconnu par le TLR4 (Fransen et al., 2010). 

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

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

 

6-D-Glc(α1-4)-acide-N-acétylneuramiqueY

(α1-4)-N-acétyl-D-glucosamine-1-phosphateX

6-D-Gal(α1-4)-acide-N-acétylneuramiqueW135

(α2-9)-acide-N-acétylneuramiqueC

(α2-8)-acide-N-acétylneuramiqueB

(α1-6)-N-acétyl-D-mannosamine-1-phosphateA

Composition de la capsuleSérogroupe

6-D-Glc(α1-4)-acide-N-acétylneuramiqueY

(α1-4)-N-acétyl-D-glucosamine-1-phosphateX

6-D-Gal(α1-4)-acide-N-acétylneuramiqueW135

(α2-9)-acide-N-acétylneuramiqueC

(α2-8)-acide-N-acétylneuramiqueB

(α1-6)-N-acétyl-D-mannosamine-1-phosphateA

Composition de la capsuleSérogroupe
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Figure 5 : Structure du LPS de N. meningitidis (b) et de N. gonorrhoeae (c) (d’après Vasta, 2009). 
La partie en bleu clair est la partie carbohydrate reconnue par la galectine 3. Gal : Galactose, Glc : 
Glucose, GlcNAc : 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 l’adhésion de 

la bactérie à la cellule hôte. La plupart sont des adhésines, dont les majeures sont les pili, Opa 

et Opc (Tableau 2). Elles favorisent l’agglutination des bactéries ce qui influence le taux 

d’adhésion aux cellules hôtes. Les autres sont des protéines de sécrétion. Les bactéries du genre 

Neisseria possèdent trois des six mécanismes de sécrétion des protéines utilisés par les 

bactéries à Gram-négatif : la voie autotransporteur (AT), la voie TPS pour « two-partner 

secretion » et le système de sécrétion de type I. Treize AT ont été identifiées dans les génomes 

de Neisseria. Cependant, N. gonorrhoeae n’en possède que deux : la protéase 

immunoglobuline A (IgA) et la protéine App, alors que N. meningitidis possède 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 l’infection in vivo. 

Cependant leur contribution dans la virulence reste inconnue (Namork et Brandtzaeg, 2002). 
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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 protéines du pili de type IV 
 

Le pili de type IV est considéré comme le premier facteur d’attachement des Neisseria 

encapsulées aux muqueuses (Virji et al., 1991 ; Nassif et al., 1994). La biosynthèse du pili 

(Figure 6) de type IV implique une machinerie complexe constituée de nombreuses protéines 

(Pelicic, 2008). De récentes études ont montré que l’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 l’établissement de la polarité des cellules eucaryotes et la formation des 

jonctions intercellulaires. Le recrutement du complexe de polarité entraîne un appauvrissement 

des protéines de jonction au niveau du site d’interaction avec les bactéries. Ceci induit 

l’ouverture des jonctions intercellulaires et facilite le passage de la bactérie à travers 

l’endothélium vasculaire cérébral (Coureuil et al., 2009). 

N. gonorrhoeae et N. meningitidis s’attachent aux cellules épithéliales et endothéliales 

grâce à la protéine PilC qui semble fonctionner comme une adhésine d’extrémité (Mattick, 

2002). L’expression du gène de cette protéine est finement contrôlée par quatre promoteurs, 

deux facteurs de transcription et deux composants du système de transduction du signal. Des 

études récentes ont également montré l’existence d’une nouvelle protéine régulatrice 

supplémentaire (Jamet et al., 2010). 

 

Cellules épithéliales et endothélialesAdhésionNm*MspA

Cellules épithélialesAdhésion et invasionNm*NadA

Certaines lignées de cellules épithéliales?NmHrpA

Cellules épithélialesAdhésion et diffusionNm / NgApp

Cellules épithélialesAdhésionNmNhhA

Cellules épithéliales et endothéliales, fibronectine
et vibronectineAdhésion et invasionNmOpc

Cellules épithéliales et fibronectineAdhésion et invasionNm / NgOpa

Cellules épithéliales et endothélialesAdhésion et invasionNm / NgPili (type IV)

CibleFonctionEspèceAdhésine

Cellules épithéliales et endothélialesAdhésionNm*MspA

Cellules épithélialesAdhésion et invasionNm*NadA

Certaines lignées de cellules épithéliales?NmHrpA

Cellules épithélialesAdhésion et diffusionNm / NgApp

Cellules épithélialesAdhésionNmNhhA

Cellules épithéliales et endothéliales, fibronectine
et vibronectineAdhésion et invasionNmOpc

Cellules épithéliales et fibronectineAdhésion et invasionNm / NgOpa

Cellules épithéliales et endothélialesAdhésion et invasionNm / NgPili (type IV)

CibleFonctionEspèceAdhésine
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Figure 6 : Représentation schématique de l’assemblage et de la rétractation des pili de type IV 
(d’après 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 l'action de la protéine de la 
membrane interne PilC. Puis le pilus est extrudé à travers la membrane externe via un pore composé 
d’un multimère de PilQ, stabilisé par la lipoprotéine PilP. La rétractation du pilus se fait par l'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 β dans la membrane externe de la bactérie avec quatre boucles 

exposées à la surface. Il existe des variations de structure au niveau de trois de ces boucles 

exposées. Une même souche peut exprimer une ou plusieurs protéines Opa différentes et dans 

différentes conditions. En effet, chez N. meningitidis, trois à quatre copies du gène opa sont 

retrouvées.  

Chez N. meningitidis, une autre protéine d’opacité Opc, homologue à Opa, est 

exprimée. Cette protéine Opc n’est pas exprimée chez N. gonorrhoeae. Opc est également une 

protéine transmembranaire en forme de tonneau composé de dix brins β avec cinq boucles 

exposées à la surface (Olyhoek et al., 1991). 

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

interagir avec les cellules endothéliales et épithéliales 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 à sulfate d’héparane 

(Virji et al., 1996) et que la protéine Opc se lie à 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 rôle dans l’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales 

(Serruto et al., 2003). De même, la protéine NhhA intervient dans l’adhérence de la bactérie, 

puisqu’elle interagit avec les cellules épithéliales et les composants de la matrice 

extracellulaire, comme la laminine et le protéoglycane à sulfate d’héparane (Scarselli et al., 

2006). 

 

2.1.3.d. Protéase de l’IgA  
 
 Les IgA de l’hôte jouent un rôle prépondérant dans la défense des muqueuses, d’où 

l’intérêt pour les Neisseria de posséder une protéase spécifique à ces IgA. La protéase de 

l’IgA1 est capable de cliver l’IgA1 humaine ainsi que la protéine membranaire de liaison du 

lysosome de type 1 (LAMP1). Le clivage de l’IgA1 prolonge la survie extracellulaire de la 

bactérie au niveau des muqueuses et le clivage de LAMP1 serait important pour la survie 

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

 

2.1.3.e. Systèmes de capture du fer 
  

La lactoferrine est libérée des granules des neutrophiles durant l'inflammation. C’est 

une glycoprotéine liant le fer présente dans de nombreux milieux de sécrétion. Les rôles 

biologiques décrits pour la lactoferrine concernent essentiellement la défense antimicrobienne 

et la réponse inflammatoire de l'organisme. En effet, ses propriétés de fixation du fer privent la 

bactérie pathogène de cet élément essentiel à sa croissance et à sa respiration. N. meningitidis 

exprime des récepteurs de surface qui fixent spécifiquement 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 à méningocoque imposent la 

mise en place d’un traitement antibiotique le plus rapidement possible. Dans les pays dits 

industrialisés, ce sont les céphalosporines de troisième génération (céfotaxime ou ceftriaxone) 

qui sont le plus couramment utilisées. En Afrique et en Asie du Sud-Est, pour des questions de 

coût et de modalités d’administration, le chloramphénicol est l’antibiotique utilisé en routine, 

sous forme injectable. Le traitement actuel lors d’une infection à gonocoque associe 

généralement une céphalosporine de troisième 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 

espèces devient problématique surtout dans les pays d’Afrique. 

Actuellement, une vaccination est possible pour la prévention des infections à 

méningocoque de sérogroupe A, C, Y et W135. Le principe vaccinal est constitué de 

polysaccharide capsulaire purifié. Une injection protège pour une durée de 3 ans et l’immunité 

apparaît 10 jours après l’injection. Comme tous les vaccins polysaccharidiques, ces vaccins 

sont très peu efficaces chez le nourrisson et n’induisent pas de réponse mémoire. Récemment, 

un vaccin conjugué a fait son apparition pour le sérogroupe C (Snape et al., 2008). Il est 

efficace dès l’âge de 2 mois. Pour le sérogroupe B, le polysaccharide est de même nature qu'un 

ose présent au niveau du cerveau et n'est donc pas immunogène. Il n'existe donc pas de 

prophylaxie vaccinale contre le principal sérogroupe pathogène.  

 

3. Lutte des Neisseria contre les espèces réactives de l’oxygène et de l’azote 
 
 Les neutrophiles et les macrophages, appartenant à la famille des phagocytes, 

produisent des espèces réactives de l’oxygène (ERO) et de l’azote (ERA) (Figure 7) qui 

agissent en synergie ou séquentiellement pour détruire les pathogènes lors d’une infection 

(pour revue Fang, 2004). Les deux systèmes antimicrobiens les plus importants sont la NADH 

oxydase phagocytaire (phox) et l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) qui sont 

responsables respectivement de la génération de radicaux superoxydes (O2
.-) 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’O2
.- et le NO. sont produits directement et respectivement par la NADPH oxydase et 

l’oxyde nitrique synthase et vont conduire à la formation d’autres espèces réactives. La 

réactivité, la stabilité, la compartimentation et l’activité biologique de ces espèces activées sont 
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différentes. Elles vont pouvoir ensuite réagir avec de nombreuses cibles, ce qui leur confère un 

rôle plus ou moins bactéricide. 

 

 
Figure 7 : Production des ERO et ERA par les cellules de mammifères (d’après 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 rôle de régulateur. Les deux protéines membranaires constituent l’hétérodimère du 

flavocytochrome b558 (Figure 8).  

Elle catalyse le transfert d’électrons de son substrat (NADPH) à l’accepteur final (O2) 

entraînant la production d’anions superoxydes :  

NADPH + 2O2 → NADP+ + H+ + 2O2
.- 

 

 Lors de l’inflammation, la phosphorylation de p47-phox par des kinases entraîne un 

changement de conformation du complexe p47-phox / p40-phox / p67-phox qui va interagir 

avec le flavocytochrome b558 (gp91-phox / p22-phox). La protéine Rac-GTP est également 

requise pour l’assemblage et l’activation de l’oxydase.  
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Figure 8 : Représentation schématique de l’activation de la NADPH oxydase phagocytaire 
(d’après 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 à la membrane des cellules lors de leur activation pour former le complexe NADPH 
oxydase.  

 

3.1.1.a. L’anion superoxyde 
 

O2
.- est donc produit de façon spécifique par la NADPH oxydase (phox) au cours de 

phénomènes inflammatoires ou d’une réaction immunitaire anti-microbienne chez les 

mammifères (Lambeth, 2004). L’anion superoxyde est ensuite réduit par voie enzymatique par 

les superoxyde dismutases et les superoxyde réductases en H2O2. 

 

3.1.1.b. Le peroxyde d’hydrogène 
 

H2O2 est une petite molécule non chargée qui diffuse aisément à travers les membranes 

et donc dans les cellules. La principale source de production d’H2O2 provient de la dismutation 

de l’O2
.-, qui est spontanée ou catalysée par les superoxyde dismutases (Sod). 

2 O2
.-  + 2H+                    H2O2 + O2 

 

H2O2 va être responsable, directement ou indirectement via OH., de l’oxydation de 

nombreuses biomolécules. Il peut aussi intervenir dans la transduction du message cellulaire ou 

dans la régulation de l’expression de certains gènes.  

 

3.1.1.c. Le radical hydroxyle 
 

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

l’empêche de diffuser dans la cellule. Il est donc actif uniquement au niveau de son lieu de 
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formation. Il peut être généré dans la cellule par un clivage réducteur de l’H2O2 (1), par 

coupure homolytique d’H2O2 (2), ou par la réaction de Fenton faisant intervenir le fer sous 

forme Fe2+ ou des métaux de transition (3). 

H2O2 + H+ + e-                    H2O + OH.   (1) 

H2O2                      OH. + OH.     (2) 

Fe2+ + H2O2                       Fe3+ + OH- + OH.  (3) 
  

3.1.2. Oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) 
 

L’iNOS 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 possède le site de fixation de la L-arginine, de l’hème et du cofacteur 

tétrahydrobioptérine. Le domaine réductase possède des sites de liaison pour le FMN, le FAD 

et le NADPH.  

L’iNOS fonctionnelle est dimérique. La dimérisation est possible lorsque l’hème, la L-

arginine et la tétrahydrobioptérine sont fixés. L’activité de l’iNOS est régulée au niveau 

transcriptionnel, et elle n’est pas dépendante de la concentration en Ca2+. 

 
Figure 9 : Représentation schématique de l’oxyde nitrique synthase inductible (d’après Alderton 
et al., 2001). 
Les électrons (e-) sont fournis par le NADPH au domaine réductase de l'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 (BH4) permet de catalyser la réaction de l'oxygène avec la L-arginine, 
générant la citrulline et du NO.. Le flux d'électrons à travers le domaine réductase nécessite la présence 
de Ca2+ lié à la CaM. 
 

3.1.2.a. L’oxyde nitrique 
 
 Le NO. est donc produit par l’iNOS. Ce composé est très réactif vis-à-vis des composés 

radicalaires. La liaison de NO. au glutathion (GSH) conduit par exemple à la formation de S-



Les bactéries pathogènes du genre Neisseria 

 15 

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

massive aboutissant à un choc septique. 

 

3.1.2.b. Le peroxynitrite 
 

Le peroxynitrite provient de la réaction entre le NO. et l’O2
.-. Il présente un faible temps 

de demi-vie. Les sites de production du peroxynitrite sont associés aux sources d’O2
.-, puisque 

l’O2
.- présente un temps de demi-vie très courte et donc ne peut pas diffuser à travers les 

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

O2
.- + NO.                     OONO- 

 

3.2. Cibles moléculaires des ERO et ERA 
 
 Les espèces réactives de l’oxygène et de l’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’H2O2 au niveau de l’ADN est essentiellement indirecte. Cinq types de 

dommages oxydatifs médiés par OH. ont été décrits (Favier, 2003). La réactivité de OH. sur 

l’ADN n’est pas spécifique. Il peut en résulter l’oxydation des bases, la rupture de la liaison 

entre la base et l’ose créant ainsi des sites abasiques, la rupture de la liaison phosphodiester 

provoquant une coupure de chaîne simple ou double brin, la formation d’espèces radicalaires 

sur l’ADN induisant la formation d’adduits avec des dérivés d’oxydation lipidique ou des 

pontages ADN-protéines. Les dommages sur l’ADN bactérien sont dépendants de la présence 

de fer sous forme de Fe2+. D’autre part, la présence de NO. et de S-nitrosothiols peut inhiber de 

façon réversible la réplication de l’ADN par mobilisation du zinc sous forme Zn2+ (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 diène conjugué, oxydé en radical peroxyle en présence 

d’O2. La réaction est ensuite amplifiée par l’attaque de ce dernier sur un autre acide gras 

insaturé pour donner un peroxyde et un nouveau radical diène conjugué. Ces peroxydes 
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peuvent évoluer pour donner des composés non toxiques qui seront éliminés. La fluidité de la 

membrane sera modifiée. La peroxydation des lipides bactériens a été observée après ingestion 

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

 

3.2.3. Les protéines 
  
 Tous les acides aminés des protéines sont potentiellement oxydables aussi bien au 

niveau des chaînes latérales des acides aminés qu’au niveau de la chaîne principale (Berlett et 

Stadtman, 1997). Les résidus les plus facilement oxydables et potentiellement sensibles à 

l’effet direct d’H2O2 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 

après une forte exposition à H2O2 (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 à la synthèse et à la réparation de l’ADN 

(Lepoivre et al., 1991).  

 Enfin, il a été montré que le peroxynitrite ou l’oxyde nitrique avec H2O2 et la 

myéloperoxydase peuvent nitrer les résidus Tyr, mais cette modification des protéines n’a pas 

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

 

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

Les bactéries pathogènes doivent donc résister et s’adapter à l’action des ERO et ERA 

produits par les neutrophiles et les macrophages. Pour cela, les bactéries pathogènes du genre 

Neisseria ont mis en place différentes stratégies pour échapper, supprimer, inactiver, piéger ces 

espèces réactives et / ou pour pouvoir réparer les dommages occasionnés. Dans ce paragraphe, 

nous allons voir que les deux espèces N. meningitidis et N. gonorrhoeae, bien que très proches, 

ne possèdent pas tout à fait les mêmes systèmes de défenses, avec des systèmes de régulation 

différentes (Figure 10). Ces différences sont notamment dues au fait que ces deux bactéries ne 

colonisent pas les mêmes niches écologiques et doivent donc faire face à des stress oxydants 

différents lors de l’infection (Seib et al., 2004). 
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Figure 10 : Modèle et comparaison des principales défenses contre les stress oxydants de 
N. gonorrhoeae et N. meningitidis (d’après 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 manganèse), 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 à centre hémique, ubiquitaires. La catalase est 

codée par le gène kat chez les bactéries du genre Neisseria. N. gonorrhoeae possède un taux 

constitutif très élevé de catalase, cent fois supérieur à celui de N. meningitidis (Hasset et al., 

1990). Il semble donc que les défenses contre H2O2 via la catalase soient d'une grande 

importance chez N. gonorrhoeae (Seib et al., 2004). 

La plupart des catalases existent sous forme de tétramères de 60 ou 75 kDa ; chaque 

sous-unité contient un site actif (hème) enfoui au sein de la structure tridimensionnelle mais 

accessible via des canaux hydrophobes. Ces enzymes catalysent la dismutation de deux 

molécules d’H2O2, en deux étapes (Figure 11). Dans la première étape, l’enzyme réduit une 

molécule d’H2O2 par transfert de deux électrons de l’hème vers H2O2 aboutissant à la 

formation d’une espèce oxydée de l’hème (« π-cation radical ferryl ») et d’une molécule d’eau. 

Dans la seconde étape, une deuxième molécule d’H2O2 est utilisée comme réducteur pour 

régénérer l’enzyme, produisant ainsi de l’eau et de l’O2. L’O2 est formé par l’oxydation à deux 

électrons de la deuxième molécule d’H2O2 sans rupture de la liaison O-O (Kato et al., 2004). 
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Figure 11 : Mécanisme proposé pour les catalases (d’après Kato et al., 2004). 
Por – Fe(III) représente l’enzyme sous forme réduite, et  Por .+ - Fe (IV)=O représente l’enzyme sous 
forme oxydée «π-cation radical ferryl». 

 
 

La réduction, dont la constante de vitesse de second ordre est de l’ordre de 107 M-1.s-1, 

est un processus extrêmement efficace. Les catalases exercent une double fonction, selon la 

concentration en H2O2. Si la concentration en H2O2 est faible (inférieure à 1 µM), les catalases 

réalisent une réaction de peroxydation où différents donneurs d’hydrogène, comme l’éthanol 

ou l’acide ascorbique, peuvent être oxydés. Si la concentration en H2O2 devient trop élevée (en 

situation de stress oxydant), l’enzyme joue alors son rôle de détoxication. H2O2 est donc à la 

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

 

3.3.1.b. Superoxyde dismutase (Sod) 
 

Une source majeure de production d’H2O2 passe par la dismutation spontanée de 

l’anion superoxyde O2
.- ou catalysée par les superoxyde dismutases, qui sont des 

métalloenzymes ubiquitaires, selon la réaction :  

O2
.- + O2

.- + 2H+ → H2O2 + O2 

 
La famille des Sod peut être divisée en trois classes majoritaires selon la nature du 

métal présent : la SodA cytoplasmique à Mn2+, la SodB cytoplasmique à Fe2+ et la SodC 

périplasmique à Cu2+ / Zn2+ ; auxquelles s’ajoute une Sod à nickel présente uniquement chez 

les bactéries du genre Streptomyces. Chez N. meningitidis, les gènes sodB et sodC sont 

retrouvés, alors que chez N. gonorrhoeae le gène sodC est absent et même si toutes les souches 

de cette espèce contiennent un gène sodB, 80 à 100 % d’entre elles ne possèdent pas d’activité 

Sod, les autres ne montrant qu’une très faible activité.  

Toutes les classes de Sod ont un mécanisme catalytique similaire de dismutation d’O2
.- 

qui se fait en deux étapes :  

 
Figure 12 : Réaction de dismutation d’O2

.- par les Sod (d’après McCord et Fridovich, 1969). 
M (n+1)+ et M n+  correspondent respectivement aux états Cu2+ / Zn2+ et Cu+ / Zn2+, Fe3+ et Fe2+, Mn3+ et 
Mn2+ des Sod à Cu / Zn, Fe et Mn. 

Por - Fe(III)    +    H2O2 Por .+ - Fe(IV)=O    +    H2O

Por .+ - Fe(IV)=O    +    H2O2 O2    +    Por - Fe(III)    +    H2O
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O2
.-
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O2
.-
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Le centre métallique de la Sod est oxydé. Sous cette forme, il oxyde une molécule 

d’O2
.- avec fixation d’un proton, libérant une molécule d’O2 et l’enzyme réduite protonée. Puis 

l’enzyme réduit une deuxième molécule d’O2
.- en présence d’un autre proton, formant ainsi une 

molécule d’H2O2 et la Sod oxydée au niveau de son centre métallique (McCord et Fridovich, 

1969). La vitesse de cette réaction est de 109 M-1.s-1. 

Il a été montré que la SodB de N. meningitidis joue un rôle dans la protection de la 

bactérie contre le stress oxydant (Seib et al., 2004) ; alors que chez N. gonorrhoeae, la délétion 

du gène sodB n’a pas d’effet vis-à-vis d’un stress oxydant comparé à la souche sauvage, ce qui 

était attendu (Tseng et al., 2001). De plus, il a été montré que la protéine SodC de 

N. meningitidis jouerait un rôle dans la virulence de la bactérie chez la souris (Wilks et al., 

1998), ainsi qu’un rôle de protection contre la phagocytose par les monocytes et les 

macrophages humains (Dunn et al., 2003). 

 

3.3.1.c. Les peroxydases  
 

N. meningitidis possède une glutathion peroxydase (Gpx) cytoplasmique, exprimée 

constitutivement à partir du gène 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 à 

H2O2 (Moore et Sparling, 1995 et 1996). Cependant, aucun gène gpx n’est présent chez 

N. gonorrhoeae et chez les espèces commensales du genre Neisseria. 

L’activité catalytique des Gpx repose sur l’oxydation d’une sélénocystéine catalytique 

en acide sélénique 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 deuxième molécule de GSH qui permet la 

régénération de la sélénocystéine catalytique de la peroxydase et la libération d’une molécule 

de GSSG. La réaction se fait avec une vitesse de second ordre de l’ordre de 107 M-1.s-1.  

 

La cytochrome c peroxydase (Ccp) périplasmique est impliquée dans la résistance à 

H2O2 chez N. gonorrhoeae (Turner et al., 2003). La Ccp appartient à la classe I des 

peroxydases. C’est un cytochrome de type c dihémique qui catalyse la réduction d’H2O2 via le 

cytochrome c de la chaîne respiratoire : 

 

H2O2 + 2 cytochrome c réduits + 2H+ → 2H2O + 2 cytochrome c oxydés 
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 Il a été montré qu’un mutant ccp de N. gonorrhoeae est plus sensible à H2O2 (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 réduction d’H2O2 via l’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 Manganèse 
 
 N. gonorrhoeae utilise l’ion manganèse (Mn2+) comme un agent chimique pour capter 

les ERO. Comme l’activité Sod est très faible chez N. gonorrhoeae, l’accumulation de 

manganèse est très forte (Seib et al., 2006).  

 Il a été montré qu’en présence de manganèse, N. gonorrhoeae présente une résistance 

accrue à H2O2 et à O2
.- (Seib et al., 2004). Ceci est dû à la présence du transporteur à 

manganèse MntABC qui est responsable de l’accumulation de manganèse dans le cytoplasme 

(Tseng et al., 2001). Ce transporteur appartient à 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 perméases membranaires MntB et deux protéines 

membranaires périphériques MntA qui fixent et hydrolysent l’ATP. Il a été montré que les 

mutants mntC sont plus sensibles à la présence d’oxydants (Wu et al., 2009). 

Cette résistance vis-à-vis d’H2O2 et O2
.- ne se retrouve pas chez N. meningitidis, bien 

que cette dernière possède un opéron mntABC similaire (Seib et al, 2004). Cependant, le rôle 

de MntC de N. meningitidis dans la défense contre le stress oxydant de manière Mn-

indépendante semble indiquer une fonction autre que celle de transporteur de manganèse : 

MntC pourrait être impliquée dans la régulation des processus associés à la réponse au stress 

(Tseng et al., 2001).  

 

3.3.1.e. Défenses basées sur les thiols 
 
 Le GSH (γ-L-glutamyl-L-cysteinylglycine) est considéré comme la molécule 

constituant l’une des premières lignes de défense contre le stress oxydant (Pomposiello et 

Demple, 2002). Le GSH est présent à haute concentration chez N. gonorrhoeae (> 15 mM) et 

qui de part sa structure participe à de nombreux systèmes de détoxication (Archibald et Duong, 

1986). Le taux de GSH réduit est maintenu dans la bactérie par la GSH réductase, dont 

l’expression est régulée par OxyR (voir paragraphe 3.3.3). 



Les bactéries pathogènes du genre Neisseria 

 21 

Les thiorédoxines (Trx) et glutarédoxines (Grx) sont des protéines possédant deux 

résidus cystéine conservés. Ces deux classes de protéines sont présentées dans la troisième 

partie de l’introduction. Il a été montré, par exemple, que le mutant tlpA (codant une Trx 

périplasmique) de N. gonorrhoeae est sensible au paraquat et à H2O2 (Achard et al., 2009). 

 

Les méthionine sulfoxyde réductases (Msr) catalysent la réduction des résidus Met 

oxydés, libres ou situés dans une chaîne polypeptidique, en Met. Chez N. gonorrhoeae, deux 

protéines portant des activités Msr sont exprimées à partir du même gène pilB : une forme 

cytoplamique et une forme périplasmique impliquée dans la résistance au peroxyde 

d’hydrogène (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 

activités 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 II, III et IV de l’introduction. L’expression 

du gène pilB est régulée positivement en présence d’H2O2 par le facteur de transcription sigma 

Ecf chez N. gonorrhoeae (Gunesekere et al., 2006). Ce gène est également retrouvé chez 

N. meningitidis.  

 

3.3.2. Détoxication des ERA 
 

Chez les deux pathogènes du genre Neisseria, il existe un système 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 

(NO2
-) en oxyde nitrique (NO.). NorB permet ensuite la réduction du NO. en oxyde nitreux 

(N2O). NorB de N. meningitidis est capable de neutraliser la toxicité du NO. exogène (Anjum 

et al., 2002). Un mutant norB de N. gonorrhoeae est toujours résistant à 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 c’ (CycP) est une lipoprotéine de la membrane externe qui fixe le NO in 

vitro chez les deux espèces pathogènes 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 système NorB est 

régulé par le NO. via un répresseur (NsrR) alors que CycP ne l’est pas. Ce résultat indique que 

N. meningitidis exprime à la fois de façon constitutive et inductible les systèmes de protection 

contre le NO. (Heurlier et al., 2008). 

 

 

 



Les bactéries pathogènes du genre Neisseria 

 22 

3.3.3. Régulations de la réponse au stress 
  

Les bactéries du genre Neisseria répondent au stress oxydant au niveau transcriptionnel. 

La protéine OxyR appartient à la famille des régulateurs qui répondent à H2O2.  

 La protéine OxyR appartient à la famille des facteurs de transcription LysR. Le 

domaine N-terminal d’OxyR possède un motif hélice-coude-hélice de liaison à l’ADN et un 

domaine C-terminal d’oligomérisation. En conditions de stress, il se fixe sous forme 

tétramérique sur les promoteurs de plusieurs gènes cibles (Toledano et al., 1994). L’activation 

d’OxyR par H2O2 passe par l’oxydation sous forme d’acide sulfénique de la Cys199, puis sous 

forme pont disulfure Cys199-Cys208 entraînant un changement conformationnel de la protéine 

(Lee et al., 2004). Ce changement de conformation modifie la spécificité de liaison à l’ADN de 

la protéine qui va alors activer la transcription des gènes 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 l’expression de la catalase contrairement à ce qui a été montré chez 

Escherichia coli où OxyR est un activateur du gène de la catalase. En effet, OxyR se fixe sous 

forme réduite au promoteur du gène et ne se lie plus lorsqu’il est oxydé par H2O2. De plus, un 

mutant n’exprimant plus OxyR est plus résistant à H2O2 (Tseng et al., 2003 ; Ieva et al., 2008). 

Ceci permet l’expression de la catalase uniquement lorsque c’est nécessaire. Chez 

N. gonorrhoeae, il a également été montré que le gène codant la Prx est régulé par le régulateur 

OxyR (Seib et al., 2007).  
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Partie II. 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 stéréoisomères de configuration S et R de la fonction sulfoxyde de la 

Met-O. La Met possède une chaîne latérale plutôt hydrophobe et flexible, alors que sous forme 

sulfoxyde, la chaîne latérale devient plus polaire et un peu plus encombrante. Ces 

modifications peuvent, selon les méthionines oxydées et leur contexte tridimensionnel, 

conduire à la perte de fonction de la protéine. Il est donc essentiel que les cellules possèdent 

des enzymes de réparation capables de restaurer la fonction de ces protéines. Il existe à 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 présence de réducteur. Les MsrA et MsrB réduisent 

spécifiquement et respectivement les isomères 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 l’isomère R des Met-O libres avec une forte sélectivité pour l’isomère 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 à une 

perte de fonction mais plutôt à un rôle 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 l’adénylate cyclase ou les kinases II Ca2+ / CaM-dépendantes). La CaM est 

une protéine régulatrice utilisée par les pompes et canaux à calcium comme senseur de la 

concentration intracellulaire en calcium. La CaM possède neuf résidus Met tous 

potentiellement oxydables en Met-O. L’oxydation des Met144 et Met145 entraîne une 

diminution de 50 à 60 % de l’activation de l’ATPase à calcium de la membrane plasmique 

(Bartlett et al., 2003).  

 Dans d’autres cas, l’oxydation des Met en surface d’une protéine peut favoriser sa 

dégradation par le protéasome en augmentant l’exposition de zones hydrophobes (Davies, 

2001).  

Enfin, l’oxydation des Met peut au contraire jouer un rôle dans la protection de la 

fonction de protéines ou d’enzymes en piégeant les ERO. Par exemple, l’oxydation des résidus 

Met en surface de la glutamine synthase d’E. coli permettrait d’éviter l’oxydation d’autres 

résidus Met plus enfouis et essentiels à la fonction biologique (Weissbach et al., 2005). 
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1. Rôles des Msr 
 
 Les Msr vont jouer un rôle dans la lutte contre le stress oxydant soit via leur rôle de 

réparation en restaurant la fonction des protéines oxydées, soit via leur rôle dans la 

détoxication des ERO en réduisant les Met-O exposées à la surface des protéines (Levine et al., 

1996). Il est à noter qu’à ce jour il existe peu d’études qui ont montré un rôle physiologique de 

la MsrB et de la fRMsr. 

 

1.1. Lutte contre le stress oxydant 
 
Les premières preuves de l’implication des Msr dans la protection des cellules contre le 

stress oxydant ont été décrites chez E. coli où des souches déficientes en MsrA montrent une 

sensibilité accrue à H2O2 (Moskovitz et al., 1995). Des études similaires ont été menées par 

exemple chez Staphylococcus aureus où la délétion du gène msrA entraîne une augmentation 

de la sensibilité de la souche à H2O2 (Singh et al., 2001).  

D’autres études menées sur des modèles eucaryotes ont également permis de mettre en 

évidence l’implication des Msr dans la lutte contre le stress oxydant. En effet, des souris ne 

possédant plus le gène 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 l’implication de la MsrA (Kantorow et al., 2004 ; 

Brennan et al., 2009) et de la MsrB (Marchetti et al., 2005) dans la protection de l’épithélium 

du cristallin humain vis-à-vis du stress oxydant, associé à la formation de la cataracte. De plus, 

des études récentes ont montré que la MsrB2 (paragraphe 2.2.2) est largement exprimée au 

niveau de la rétine et protège 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 gène msrA sont moins sensibles au stress oxydant 

généré au cours d’un phénomène d’hypoxie / réoxygénation (Yermolaieva et al., 2004).  

Des études menées chez S. cerevisiae montre que la délétion du gène fRmsr entraîne 

une augmentation de la sensibilité de la souche à H2O2, alors que la surexpression de la fRMsr 

confère une plus grande résistance à H2O2 (Le et al., 2009).  

 

1.2. Vieillissement cellulaire 
 
Le vieillissement cellulaire est caractérisé par une augmentation de la quantité des 

protéines oxydées, due à une altération de l’homéostasie redox. La quantité de protéines 

oxydées résulte 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 rôle des Msr dans le vieillissement cellulaire 

est particulièrement bien documenté (pour revue Ugarte et al., 2009). Il a ainsi été montré que 

chez des drosophiles transgéniques, la surexpression du gène msrA retarde l’apparition du 

vieillissement et rend les drosophiles plus résistantes au flux d’O2
.- généré par le paraquat 

(Ruan et al., 2002). Inversement, des souris ne possédant plus le gène 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 possédant plus le gène msrA sont bien plus sensibles au 

stress oxydant tout en ayant une espérance de vie inchangée (Salmon et al., 2009). Il a 

également été 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 diminuée au cours du 

vieillissement. Cette diminution est directement liée à une diminution de l’expression du gène 

codant cette Msr (Petropoulos et al., 2001). 

D’autres études ont été menées sur des fibroblastes sénescents humains (Picot et al., 

2004). Il a ainsi été montré une diminution de l’expression de la MsrA et d’une MsrB (hCBS-

1) au cours de la sénescence qui entraîne une diminution de l’activité Msr dans la cellule et une 

accumulation de protéines oxydées.  

Enfin, il a été montré que l’absence de la fRMsr et de la MsrA chez la levure entraine 

une diminution respective de durée de vie de l’ordre de 18 % et 30 % par rapport à 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 protéine Ffh et la 

protéine ribosomique L7 / L12. 

La CaM intervient dans la régulation des canaux Ca2+-dépendant. La réduction des Met 

oxydées de la CaM par les MsrA et MsrB a été très largement étudiée in vitro. La MsrA seule 

ne peut réduire que les isomères S des Met-O de la CaM. Néanmoins, il est décrit que la CaM 

ainsi réduite recouvre sa capacité à se lier au domaine inhibiteur de la pompe Ca-ATPase (Sun 

et al., 1999). De façon similaire, l’utilisation seule de la MsrB n’aboutit pas à la réduction de 

toutes les Met-O au sein de la CaM. En revanche, l’utilisation combinée des MsrA et MsrB 

conduit à la réduction de la totalité des Met-O de la CaM (Grimaud et al., 2001).  

Des études ont également montré l’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 à la synthèse 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 à l’ARN. 

L’oxydation des Met du domaine M de la protéine Ffh empêche son interaction avec l’ARN 

4,5 S. La protéine Ffh oxydée au niveau de ses Met se révèle être un substrat de la MsrA et de 

la MsrB in vitro, et la réduction des Met-O permet à la protéine de retrouver ses capacités à lier 

l’ARN 4,5 S. D’autres expériences réalisées in vivo ont montré que dans des souches d’E. coli, 

la délétion des gènes msrA et msrB entraîne l’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 à une forme N-acétylée au niveau 

N-terminal de L12. Cette protéine est essentielle à la synthèse des protéines chez les bactéries. 

En effet, la sous-unité 50 S du ribosome sans L7 / L12 est incapable d’interagir de façon 

efficace avec les facteurs impliqués dans les étapes d’initiation, d’élongation et de terminaison 

de la synthèse 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 possèdent trois Met aux 

positions 14, 17 et 26. L’oxydation de ces Met en Met-O entraîne 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 

être réduites par la MsrA, ce qui permet à 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 pathogènes 

est corrélée à la virulence de celles-ci (Sasindran et al., 2007). En effet, les bactéries 

pathogènes déficientes en activités Msr adhèrent moins bien aux cellules eucaryotes, survivent 

plus difficilement dans l’hôte et sont plus sensibles au stress oxydant in vitro.  

 

1.4.1. Adhérence  
 
La reconnaissance et l’adhérence à la cellule hôte, médiées par des macromolécules 

exposées à la surface du pathogène, sont des étapes critiques de la colonisation pour l’invasion 

des tissus de l’hôte. Il semble que les Msr soient impliquées dans les mécanismes d’expression, 

de positionnement, d’assemblage et de maintenance de ces macromolécules à 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 même, il a été montré que l’absence du gène msrA chez Mycoplasma genitalium 

affecte sa capacité à adhérer à des érythrocytes de mouton (Dhandayuthapani et al., 2001). Il a 

également été montré que chez S. sanguis, bactérie présente dans la bouche, l’absence de MsrA 

empêche la bactérie d’adhérer aux plaquettes ou induit l’agrégation plaquettaire, alors que 

l’absence de MsrA chez S. gordonii, qui est une autre bactérie présente dans la bouche, 

entraîne une importante altération de la fixation de la bactérie à 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 être associées au développement de cette pathologie. Par 

contre, chez d’autres bactéries pathogènes, aucun défaut n’a été mis en évidence sur des 

mutants msrA, indiquant que le rôle de la MsrA dans l’adhérence des bactéries reste limité à 

certaines espèces. 

 

1.4.2. Formation du biofilm 
 
Un biofilm est une communauté de micro-organismes (bactéries, champignons, algues 

ou protozoaires), adhérant entre eux et à une surface, accompagné d’une sécrétion de matrice 

adhésive et protectrice. La structure de cette matrice est hétérogène, souvent composée de 

substances polymères polysaccharidiques (peptidoglycanes, cellulose) et d'une importante 

proportion d'eau. Il a été montré que l’absence de MsrA affecte la formation de ce biofilm chez 

E. coli et S. gordonii, et que le gène msrA est induit lors de la formation du biofilm chez E. coli 

(Beloin et al., 2004 ; Kuboniwa et al., 2006). 

Chez S. aureus, les gènes msrA et msrB sont les deux premiers cistrons d’un opéron 

(Singh et al., 2003). Cet opéron est induit par la présence d’antibiotiques permettant 

l’inhibition de la synthèse du peptidoglycane, ce qui suggère un lien entre les activités MsrA / 

MsrB et la biosynthèse de la paroi bactérienne.  

 

1.4.3. Motilité 
 
La motilité est déterminante pour les bactéries car elle leur permet de se déplacer 

jusqu’à l’hôte. La bactérie Erwinia chrysanthemi est un pathogène de plantes. La délétion du 

gène msrA aboutit à une propagation très réduite de la bactérie sur milieu solide (Hassouni et 

al., 1999). 
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1.4.4. Survie 
 
Les défenses de l’hôte via les macrophages ou d’autres phagocytes mononucléaires sont 

capables de générer des ERO et des ERA comme cela est exposé dans la première partie de 

l’introduction. Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre la présence d’une activité 

MsrA et la résistance de la bactérie dans les macrophages. D’autre part, il a été montré que des 

souches délétées du gène msrA de Helicobacter pylori présentent un retard de colonisation 

dans les intestins de souris et que l’absence d’expression de MsrB chez Lactobacillus reuteri se 

traduit par une diminution de la survie toujours dans l’intestin de souris. De même, les plantes 

en réponse à l’invasion par E. chrysanthemi produisent une quantité accrue de ERO. La 

délétion du gène 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. Résistance aux oxydants 
 
Plusieurs études ont montré que l’absence d’activité MsrA chez différentes bactéries 

entraîne une sensibilité accrue à différents oxydants (Tableau 3), comme cela a pu être observé 

chez des bactéries ne possédant pas de systèmes antioxydants comme les Sod ou la Kat-G. 

Pour la plupart des bactéries, cette sensibilité peut être annulée par complémentation avec une 

MsrA fonctionnelle.  

En particulier, il a été montré que la protéine PilB périplasmique de N. gonorrhoeae 

portant les activités MsrA et MsrB est impliquée dans la résistance de la bactérie au stress 

oxydant (Skaar et al., 2002). 

 

 
 
Tableau 3 : Sensibilité des mutants Δmsr de bactéries à différents oxydants (d’après 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 génomique  

 
Les gènes msrA et msrB sont présents dans la quasi-totalité des génomes séquencés 

disponibles à ce jour (Sasindran et al., 2007). En effet, ces deux gènes sont présents à la fois 

chez les bactéries, les archées et les eucaryotes ce qui suggère un rôle essentiel de ces deux 

gènes ou de leur protéine correspondante. Quelques exceptions sont à noter : M. penetrans ne 

possède qu’un gène msrA ; et les endoparasites Rickettsia et Clamydia ainsi que les 

endosymbiotes Buchnera et Tropheryma ne possèdent aucune copie de ces deux gènes. Chez 

Rhizobium meliloti, on retrouve des gènes msr chromosomique et plasmidique. Le gène fRmsr 

quant à lui, n’est présent que chez environ la moitié des bactéries et des eucaryotes 

unicellulaires (Le et al., 2009). 

 Les deux gènes msrA et msrB peuvent être organisés de différentes manières au sein des 

génomes bactériens (Tableau 4). Chez de nombreuses bactéries incluant E. coli et 

M. tuberculosis, les gènes msrA et msrB constituent deux unités transcriptionnelles distinctes et 

distantes l’une de l’autre dans le chromosome. Ces deux gènes sont organisés en opéron 

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 gènes msrA et msrB sont fusionnés à un gène codant une Trx. 

 

Espèces 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 gènes msrA et msrB chez différentes espèces de bactéries 
(d’après Sasindran et al., 2007). 
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De plus, le nombre de copies des gènes msrA et msrB varie en fonction des organismes. 

Par exemple, E. coli ne possède qu’une seule copie de msrA et msrB alors que S. aureus 

possède 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 mammifères, un seul gène msrA est retrouvé. Différentes études montrent que 

la protéine MsrA est retrouvée dans le cytosol, dans les mitochondries et dans le noyau suite à 

un mécanisme d’épissage alternatif de son gène (Kim et Gladishev, 2006), ou à 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 cœur (Kuschel et al., 1999).  

Chez les plantes, on retrouve plusieurs gènes msrA : chez Arabidopsis thaliana, il existe 

ainsi cinq gènes msrA codant trois MsrA cytosolique, une chloroplastique et une sécrétée 

(Sadanandom et al., 2000).  

 

2.2.2. MsrB 
 
Les mammifères possèdent trois gènes 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 l’épissage alternatif au niveau du premier exon du gène 

correspondant. La MsrB3A et MsrB3B sont localisées respectivement au niveau du réticulum 

endoplasmique et des mitochondries. Les protéines MsrB1, MsrB2 et MsrB3 sont 

respectivement retrouvées dans le foie et le pancréas (Lescure et al., 1999), dans le cœur, les 

muscles squelettiques, le foie et les reins (Jung et al., 2002), et dans les muscles lisses, le cœur, 

l'aorte et les muscles squelettiques (Hansel et al., 2003).  

Chez A. thaliana, neuf gènes 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 espèces de plante. 

 

2.3. Mécanisme catalytique des Msr 
 
Les MsrA, MsrB et fRMsr caractérisées jusqu’ici, sont des enzymes à cystéines 

essentielles et qui présentent toutes le même mécanisme catalytique faisant intervenir la chimie 

de l’acide sulfénique (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 à deux Cys (d’après Olry et al., 2002). 
La formation du complexe Msrred / substrat n’est pas explicitée. L’étape MetO réductase peut être 
divisée en deux sous-étapes. L’attaque nucléophile de la Cys catalytique (SC) sur la fonction sulfoxyde 
lors de l’étape IA, conduisant à la formation d’un état de transition de type sulfurane. Ce sulfurane doit 
se réarranger dans l’étape IB pour conduire à l’intermédiaire acide sulfénique et au relargage de la Met. 
L’attaque de la Cys de recyclage (SR) sur l’intermédiaire conduit à la formation d’un pont disulfure 
intramoléculaire et à la libération d’une molécule d’eau, lors de l’étape II. Enfin, le pont disulfure est 
réduit par la Trx ou par une « Trx-like » au cours de l’étape III.  

 

La première étape du mécanisme, appelée étape réductase, consiste en la formation 

d’un complexe michaelien entre la Msr et la Met-O et en l’attaque nucléophile de la Cys 

catalytique (SC) de la Msr sur la fonction sulfoxyde. Ceci entraîne 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 deuxième étape, la Cys de régénération (SR) attaque l’intermédiaire 

acide sulfénique entraînant la libération d’une mole d’eau par mole d’enzyme ainsi que la 

formation d’un pont disulfure intramoléculaire. Enfin, la troisième étape permet la régénération 

de la Msr grâce à la réduction du pont disulfure intramoléculaire par une Trx ou une « Trx-

like ». Ceci aboutit à la régénération de la Msr sous forme réduite ainsi qu’à la libération d’une 

Trx ou d’une « Trx-like » sous forme oxydée. Dans le cas de la Trx, cette dernière est ensuite 

elle-même réduite par la Trx réductase (TrxR) NADPH-dépendante. Il est à noter que le 

mécanisme catalytique des fRMsr est semblable à celui des MsrA et des MsrB avec 

l’intervention d’une cystéine de recyclage (Kwak et al., 2010 ; Gruez et al., 2010). 

 

Pour les MsrA et MsrB, la vitesse de la première étape est rapide (790 s-1 pour la MsrA 

de N. meningitidis et 85 s-1 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 première étape. Enfin, la 

troisième étape est l’étape cinétiquement limitante du mécanisme (Figure 14). Plus 

précisément, c’est l’étape de dissociation entre la Msr réduite et la Trx oxydée qui constitue le 
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processus cinétiquement limitant (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-Muller et al., 

2005).  

 
Figure 14 : Mécanisme de réduction par la Trx du pont disulfure intramoléculaire des MsrA et 
MsrB. 
Le mécanisme a minima peut être 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 l’étape C qui est l'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). 

 

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

 

Ce mécanisme peut être décrit par les deux demi-réactions suivantes : 

Msrréd + MetO                    Msrox + Met 

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 résidus Cys impliqués dans le mécanisme de régénération de l’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 être définies.  

 
Figure 16 : Alignement des séquences des MsrA d’E. coli, N. meningitidis, B. subtilis et 
R. capsulatus. 
La numérotation et les structures secondaires (hélices α et brins β) correspondent à 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 première sous-classe est représentée par la MsrA d’E. coli ; dans ce cas, deux Cys 

sont impliquées dans le processus de recyclage de l’enzyme : la Cys198 et la Cys206. Il y a 

alors formation de deux ponts disulfures successifs au niveau du mécanisme catalytique : le 

pont C51-C198 puis le pont Cys198-Cys206, ce dernier étant celui qui est préférentiellement 

réduit par la Trx (Boschi-Muller et al., 2000). La quatrième cystéine, la Cys86, n’intervient pas 

dans le mécanisme catalytique. 

La deuxième sous-classe est représentée par l’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 troisième sous-classe est représentée par la MsrA de B. subtilis qui ne possède 

qu’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. 

 
 
                           10        20        30        40        50        60                      
                           |         |         |         |         |         |          
E. coli          MSLFDKKHLVSPADALPGRNTPMPVATLHAVNGHSMTNVPDGMEIAIFAMGCFWGVERLFWQLPGVYSTA  
N. meningitidis  ----------------------------------------MNTRTIYLAGGCFWGLEAYFQRIDGVVDAV  
B. subtilis      --------------------------------------MSEKKEIATFAGGCFWCMVKPFDEQPGIEKVV  
R. capsulatus    -------MRRLVLALALALATPAFAEEFRVIPPPAVDAAALTPETAIFAGGCFWGVQGVFQHLNGVISAT  
 
                 70        80        90        100       110        120       130                
                 |         |         |         |         |          |         |         
E. coli          AGYTGGYTPNPTYREVCSGDTGHAEAVRIVYDPSVISYEQLLQVFWEN-HDPAQGMRQGNDHGTQYRSAI  
N. meningitidis  SGYANGNTKNPSYEDVSYRHTGHAETVKVTYDADKLSLDDILQYFFRV-VDPTSLNKQGNDTGTQYRSGV  
B. subtilis      SGYTGGHTENPTYEEVCSETTGHREAVQITFHPDVFPYEKLLELFWQQ-IDPTDAGGQFADRGSSYRAAI  
R. capsulatus    SGYAGGTAATAHYDQVSGGETGHAEAVQVVFDPKQISYGDLLQVFFSVAHDPTQLNRQGPDVGPQYRSAL  
 
                  140       150       160       170       180       190        200              
                  |         |         |         |         |         |          |       
E. coli          YPLTPEQDAAARASLERFQAAMLAADDDRHITTEIANATPFYYAEDDHQQYLHKNP-YGYCGIGGIGVCL  
N. meningitidis  YYTDPAEKAVIAAALKREQQKYQLP-----LVVENEPLKNFYDAEEYHQDYLIKNP-NGYCHIDIRKADE  
B. subtilis      FYHNDKQKELAEASKQRLAESGIFKDP---IVTDILKAEPFYEAEGYHQHFYKKNP-AHYQRYRTGSGRA  
R. capsulatus    FPVTEDQARIAKAYIDQLGRARAFDAA---IVTQLDPGAAFYPAEAYHQNFLTLNPDHPYIVQVDMPKIA  
 
                    210   
                    |  
E. coli          LPPEA-------------------------  
N. meningitidis  PLPGKTKTAPQGKGFDAATYKKPSDAELKR  
B. subtilis      GFISEHWGAK--------------------  
R. capsulatus    ALERMFPQDWREV-----------------  
 

α1 β1 β2 

β2 α1’ β3 α2 β3’ β3’’ β4 

α3 β5 β6 
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Enfin, la quatrième sous-classe est représentée par la MsrA de Rhodobacter capsulatus. 

Dans ce cas, seule la Cys51 catalytique est présente, ce qui suggère, si l’enzyme est produite et 

active, un mécanisme de régénération différent impliquant une réduction directe de 

l’intermédiaire acide sulfénique. A ce jour, aucune donnée 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 où la Cys51 catalytique est remplacée par une 

sélénocystéine (Kim et al., 2006).  

 

2.4.2. MsrB 
  

Plusieurs sous-classes de MsrB peuvent être définies à 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 être 

définies. 

 
Figure 17 : Alignement des séquences des MsrB d’E. coli, N. meningitidis, X. campestris et 
M. pulmonis.  
La numérotation et les structures secondaires (hélices α et brins β) correspondent respectivement à 
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 Zn2+. 
 
 La première sous-classe est représentée par la MsrB de N. meningitidis (60 % des 

MsrB). Dans ce cas, la Cys de régénération se situe dans une boucle en position 63. Le pont 

disulfure formé 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 

possède 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 possède quant à elle une Cys de recyclage dans la 

même boucle que la Cys31 (Aachmann et al., 2010). 

 La troisième sous-classe est représentée par l’enzyme humaine MsrB2 (aussi appelée 

hCBS1), qui possède une Cys de régénération en position 60 (1 % des MsrB). Ceci suggère 

que le mécanisme de régénération de l’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 quatrième sous-classe est représentée par la MsrB de M. pulmonis, qui ne 

possède 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 l’acide sulfénique de la 

MsrB à une Cys mais avec une faible vitesse (Tarrago et al., 2010).   

 Il est à noter que la MsrB1 humaine SelX possède une SeCys en remplacement de la 

Cys117 catalytique et possède 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 possèdent deux motifs supplémentaires CXXC 

permettant la fixation d’un atome de Zn2+ (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 à la Cys en position 118 selon la 

numérotation 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 être définies selon les 

cystéines présentes : Cys118 / Cys84 / Cys94, Cys118 / Cys94 et Cys118 / 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 α et brins β) correspondent à 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 même mécanisme catalytique, elles ne 

présentent aucune identité de séquence et leurs structures tridimensionnelles sont différentes. 

 

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 (Tête-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 même structure globale : 

- une partie centrale appelée corenzyme (acides aminés 42 à 195 dans la numérotation 

de la MsrA d’E. coli) qui contient 4 hélices α, 8 brins β ainsi que des coudes β. Le site actif 

contenant la Cys51 se trouve positionnée à l’extrémité N-terminale de l’hélice α1. 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 particulière de 

type hélice α ou feuillet β et qui est stabilisée par un grand nombre de liaisons H et de contacts 

de van der Waals avec le corenzyme. Cette extrémité peut être de longueur variable allant 

d’une quarantaine de résidus chez la MsrA d’E. coli à moins de cinq chez la MsrA de 

B. subtilis et N. meningitidis ; 

                          10        20        30        40        50            60                 
                          |         |         |         |         |             |       
E. coli          MLILIGWQFQVRQPSDYIMNKTEFYADLNRDFNALMAGETSFLATLANTSALLYERLTD----VNWAGFY  
N. meningitidis  MHALHFSAS----------DKAALYREVLPQIESVVADETDWVANLANTAAVLKEAFG-----WFWVGFY  
S. cerevisiae    MGSSTGFHHADHVNYSSNLNKEEILEQLLLSYEGLSDGQVNWVCNLSNASSLIWHAYKSLAVDINWAGFY  
 
                    70           80        90       100       110       120       130               
                    |            |         |         |         |         |         |      
E. coli          LLED---DTLVLGPFQGKIACVRIPVGRGVCGTAVARNQVQRIEDVHAFDGHIACDAASNSEIVLPLVV-  
N. meningitidis  LVDTRS-DELVLAPFQGPLACTRIPFGRGVCGQAWAKGGTVVVGDVDAHPDHIACSSLSRSEIVVPLFS-  
S. cerevisiae    VTQASEENTLILGPFQGKVACQMIQFGKGVCGTAASTKETQIVPDVNKYPGHIACDGETKSEIVVPIISN  
 
                       140       150       160       170       180        
                        |         |         |         |         |       
E. coli          KNQIIGVLDIDSTVFGRFTDEDEQGLRQLVAQLEKVLATTDYKKFFASVAG  
N. meningitidis  DGRCIGVLDADSEHLAQFDETDALYLGELAKILEKRFEASRQAV------- 
S. cerevisiae    DGKTLGVIDIDCLDYEGFDHVDKEFLEKLAKLINKSCVFK-----------  

α1 α2 

α3 

α4 

β1 

β2 

η1 

β3 β4 β5 

β6 
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- une extrémité C-terminale non structurée dans laquelle se trouvent de nombreux 

résidus glycine ainsi que les Cys198 et Cys206. 

 
Figure 19 : Structure tridimensionnelle du monomère 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 α et les brins β sont représentés respectivement en bleu 
et en rose. La figure a été réalisée avec le logiciel Pymol à partir du fichier PDB 3BQE. 

 

Quatre structures tridimensionnelles de la MsrA de N. meningitidis ont été résolues par 

radiocristallographie, correspondant aux quatre intermédiaires générés au cours du cycle 

catalytique de l’enzyme : une structure sous forme réduite avec pour la première 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 

l’intermédiaire acide sulfénique sur la Cys51 et enfin, une structure de l’enzyme sous forme de 

pont disulfure Cys51-Cys198 (Ranaivoson et al., 2008). De plus, l’étude de différents mutants 

de la MsrA de N. meningitidis (Gand et al., 2007) a permis de mettre en évidence l’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 rôle majeur dans la 

fixation de la Met-O via des interactions hydrophobes avec le groupement ε-méthyl, le noyau 

indole du Trp53 étant orienté de façon adéquate par des interactions de type liaisons H et 

hydrophobes, avec les chaînes latérales des résidus conservés His186 et Tyr189, et d’autre part 

un site de reconnaissance de la chaîne principale du substrat constitué des chaînes latérales des 

résidus Asp129 et Tyr197. Enfin, un site hydrophile, constitué des résidus Glu94, Tyr82 et 

Tyr134, est impliqué dans la catalyse ; il est à 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.  

 

 
Figure 20 : Site actif de la MsrA de N. meningitidis en complexe avec de l’Ac-Met-O-NHMe 
(Ranaivoson et al., 2008). 
Les chaînes latérales des résidus invariants Phe52, Trp53, Tyr82, Glu94, Asp129, Tyr134, His186, Tyr 
189, Tyr197, 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 l’atome de soufre de la fonction sulfoxyde du substrat et celui de la Cys 
catalytique (mimé par l’atome d’oxygène du résidu Ser51 dans le complexe inactif) est de 3,3 Å. La 
distance entre l’un des oxygènes du Glu94 et l’oxygène de la fonction sulfoxyde est de 2,5 Å. La figure 
a été réalisée avec le logiciel PyMol à partir du fichier PDB 3bqf.  
 

L'étude des quatre structures tridimensionnelles a aussi montré que le réarrangement 

structural de la séquence P194NGYCH199 est accompagné par la rotation de la chaine latérale de 

la Cys198 qui est nécessaire pour la formation du pont disulfure Cys51-Cys198, qui lui-même 

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 cœur de l’enzyme est 

composé de deux feuillets β anti-parallèles twistés, respectivement de trois et cinq brins β dont 

le brin β8 qui contient la Cys117 catalytique, ainsi que de trois hélices α et de cinq hélices 310. 

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 Cys117 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 α et les 
brins β sont représentés respectivement en bleu et en rose.  La figure a été réalisée avec le logiciel 
Pymol à 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 Ser117 remplacent respectivement la Cys de recyclage et de la Cys catalytique. Le 
substrat AcMetONHMe est représenté en mode boules et bâtons. Les liaisons H sont représentées par 
des traits pointillés.  
 
 Comme pour les MsrA, le site actif des MsrB est localisé à la surface de l’enzyme. 

L’examen du site actif des structures tridimensionnelles des MsrB conduit à 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 l’atome d’oxygène de la fonction sulfoxyde 
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du substrat ; et 2) une poche hydrophobe constituée essentiellement de la chaîne latérale du 

résidu Trp65, qui stabilise via son noyau indole le groupement méthyle ε 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 à celles décrites pour des protéines appartenant à 

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 dimériques. La structure 

d’un monomère de fRMsr est composée d’un feuillet β antiparallèle constitué de six brins (β3-

β2-β1-β6-β5-β4) flanqué sur une face d’un groupe de trois hélices α et sur l’autre face d’un 

motif « boucle-β3-α3-boucle » encerclant le site actif (Figure 23). De plus, il a été observé que 

le site actif de la fRMsr est protégé par une boucle flexible composée des résidus Gly107 à 

Ser124, qui contient la Cys118 catalytique. 

 

 
 
Figure 23 : Structure tridimensionnelle d’un monomère de fRMsr d’E. coli (Badger et al., 2006). 
Les structures secondaires en hélice α et en brins β 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 à 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 stabilisée par les NH peptidiques des 

résidus Val93, Cys94 et Ile116, qui forment un site de reconnaissance oxyanion. Le 

groupement NH3
+ est stabilisée par un réseau de liaisons H impliquant d’une part l’oxygène du 

carbonyle de la chaîne principale du résidu Ile116, et d’autre part la chaîne latérale du résidu 

Glu125, lui-même stabilisé par les résidus invariants Asp141 et Asp143. Le résidu invariant 

Trp62 stabilise et positionne le groupement ε-méthyle de la fonction sulfoxyde via son noyau 

indole. Quant au résidu invariant Asp143, il est sans doute impliqué dans l’activation du 

sulfoxyde en vue de former l’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 oxygènes 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 III. Les « Trx-like » périplasmiques 
  
 Le domaine Nter de la protéine PilB des bactéries pathogènes du genre Neisseria 

appartient à la famille des « Trx-like » périplasmiques. Après une présentation générale de la 

superfamille des « Trx-like », nous nous intéresserons aux « Trx-like » cytoplasmiques et 

périplasmiques des bactéries à Gram-négatif. 

 

1. La famille des « Trx-like » 
 

1.1. Structures tridimensionnelles des « Trx-like » 
 
 Le repliement Trx correspond à quatre brins β, formant un cœur hydrophobe, entourés 

de trois hélices α (Figure 25). Les « Trx-like » possèdent 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 α. La nature des acides 

aminés présents entre les deux cystéines 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 β3, 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 

extrémités N- et C-terminales, ainsi qu’entre le brin β2 et l’hélice α2 (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 β, les hélices α et les deux résidus Cys du 
site actif sont représentés respectivement par des flèches grises, par des rectangles rouges et par des 
barres jaunes et la cis-Pro est schématisée en gris. Les zones où 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 protéines « Trx-like » 
 

Il existe une très grande variation du potentiel redox chez les protéines « Trx-like » 

allant de -270 mV pour la Trx1 d’E. coli à -124 mV pour la DsbA (Aslund et al., 1997). Ces 

« Trx-like » vont donc avoir des rôles différents : soit un rôle de réducteur permettant la 

réduction de ponts disulfures (Trx et Grx), soit un rôle d’oxydant permettant la formation de 

ponts disulfures (DsbA et Protéine Disulfure Isomérase ou PDI), soit un rôle à la fois de 

réducteur et d’oxydant dans le cas de l’isomérisation des ponts disulfures non natifs (PDI et 

DsbC). Dans tous les cas, le mécanisme catalytique des protéines contenant un centre redox de 

type Trx est basé sur l’échange de ponts disulfures. Les cystéines du site catalytique vont jouer 

le rôle 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 mutagenèse 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 TrxPDI 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 à un échange de pont disulfure entre le substrat 

oxydé sous forme pont disulfure et la protéine « Trx-like » réduite à site actif CXXC (Figure 

26, A). Cette dernière devra être à son tour réduite par un autre partenaire pour être de nouveau 

fonctionnelle ; 

- le mécanisme monothiol résulte en général 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 à la réduction par la Grx à 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 à Gram-négatif 
 
Les Trx et les Grx sont des protéines essentielles dans l’équilibre redox des cellules. 

Ces deux protéines, dites de ménage, s’accommodent d’une grande diversité de substrats. Il 

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 chaîne 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 à pH 7,0 en partie sous 

forme thiolate et de pouvoir ainsi jouer efficacement son rôle de nucléophile. Au contraire, la 

Cys35 présente une valeur de pKa de l’ordre de 9,0, ce qui la rend très peu réactive. Le 

caractère nucléophile de la Cys35 pourrait être augmenté par une catalyse assistée. Le 

mécanisme proposé pour la réduction de protéines oxydées sous forme pont disulfure par la 

Trx peut se décomposer en trois étapes. La première étape consiste en l’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. Il y a alors formation d’un pont disulfure intermoléculaire 

entre la Trx et sa cible. Au sein de cet intermédiaire intermoléculaire, il a été décrit que le pKa 
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de l’Asp26 est de 7,5, ce qui lui permet d’être en partie sous forme déprotonée à pH 7,0. Ainsi, 

dans la seconde étape, l’Asp26 pourrait accepter le proton de la Cys35. La Cys35 ainsi 

déprotonée va, dans une ultime étape attaquer la Cys32, ce qui conduit à la libération de la 

protéine cible sous forme réduite et de la Trx sous forme oxydée Cys32-Cys35 (Figure 27). La 

Trx devra être réduite à son tour pour être de nouveau fonctionnelle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Mécanisme de réduction d’une cible protéique oxydée sous forme pont disulfure par 
la Trx (d'après Chivers et Raines, 1997). 

 

Les Trx sont des protéines ubiquitaires capables de réduire de nombreuses cibles 

protéiques possédant des fonctions très diverses. L’examen des séquences de ces différentes 

cibles n’indique pas l’existence d’une séquence signature permettant une reconnaissance 

spécifique par la Trx. La Trx de N. meningitidis possède 62 % d’identité de séquence avec la 

Trx1 d’E. coli. 

 

2.2. Les Grx 
 
Le système Grx, tout comme le système Trx, joue un rôle essentiel dans le maintien de 

l’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 être définies. La première 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 β 

antiparallèles entourés de trois hélices α. Les Grx de cette classe possèdent 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 reliée 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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possède 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 α. La troisième 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 gènes 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 à Gram-négatif 
 

Les Dsb (pour « Disulfide bond protein ») appartiennent à la famille des 

oxydoréductases périplasmiques. Elles catalysent la formation des ponts disulfures au niveau 

du périplasme des bactéries par deux mécanismes distincts : l’oxydation des Cys des protéines 

nouvellement sécrétées et l’isomérisation des ponts disulfures non natifs de ces mêmes 

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 bactéries, le repliement des protéines passe par la formation de 

ponts disulfures introduits via les protéines DsbA et DsbB, et leur isomérisation passe par un 

système de réduction (DsbC-DsbG/DsbD) (Figure 28).  

 

 
Figure 28 : Présentation du système Dsb 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 parenthèses. Les domaines « Trx-like » en vert et les domaines 
non « Trx-like » interagissent alternativement entre eux. La flèche en pointillés bleus montre que les 
électrons peuvent passer de la voie d’isomérisation à la DsbA. 



Les « Trx-like »  

 48 

3.1.1. La DsbA 
 

La protéine DsbA est une protéine monomérique dont la forme oxydée sous forme de 

pont disulfure catalyse la formation de ponts disulfures au niveau des protéines nouvellement 

sécrétées dans le périplasme. La DsbA se retrouve alors sous forme réduite et sera réoxydée par 

la protéine transmembranaire DsbB, qui va transférer ses électrons aux quinones sous forme 

oxydées. La DsbB constitue la seule protéine appartenant au système Dsb ne possédant pas un 

repliement de type Trx. La cytochrome oxydase terminale réoxyde à son tour les quinones sous 

forme réduites et transfère ses électrons à l’oxygène 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 gènes codant des DsbA ont été annotés, alors que dans la 

plupart des autres organismes une seule DsbA périplasmique suffit à la formation des ponts 

disulfures des différentes protéines cibles. En effet, chez les autres membres de genre Neisseria 

(gonorrhoeae, lactamica, flavescens…) un ou deux gènes 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 à la 

membrane interne présentant 73 % d’identité de séquence entre elles. La troisième DsbA 

(DsbA3) est une enzyme périplasmique soluble avec respectivement 50 % et 45 % d’identité de 

séquence avec les DsbA1 et DsbA2 (Tinsley et al., 2004). Les études menées sur des souches 

de N. meningitidis délétées de l’un ou l’autre des trois gènes dsbA révèlent que l’absence d’une 

des trois DsbA n’est pas létale, alors que l’absence des trois DsbA se traduit par une incapacité 

de la souche à pousser à 37 °C. Ceci suggère que ces trois protéines DsbA ont un rôle 

redondant chez N. meningitidis. Enfin, l’absence des deux DsbA ancrées à la membrane 

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

pili.  

 

L’étude des propriétés redox des trois DsbA de N. meningitidis a montré que ce sont 

des oxydoréductases ayant des potentiels redox très élevés (DsbA1 : -89.5 mV, DsbA2 :  

-88.7 mV et DsbA3 : -87 mV). Ceci s’explique par la présence d’un résidu Thr à proximité du 

site actif (Figure 29) qui n’est pas présent dans la DsbA d’E. coli (-125mV) (Lafaye et al., 

2009 ; Vivian et al., 2009). De plus, l’étude des sites actifs montre que la Cys57 catalytique de 

la DsbA1 de N. meningitidis est stabilisée par deux liaisons H avec les groupements NH et 

carbonyle de la chaîne principale des résidus Gly54 et Ala61, qui correspondent aux résidus 

Ser27 et Tyr34 de la DsbA d’E. coli. La Cys30 d’E. coli, correspondant à la Cys57 catalytique 

de la DsbA1 de N. meningitidis, est en plus stabilisée par la présence du résidu Gln97. 
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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 DsbC et DsbG catalysent l’isomérisation des ponts disulfures non présents dans la 

structure native des protéines ; ces deux enzymes périplasmiques étant conservées sous forme 

réduite grâce à 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 α. Les structures tridimensionnelles 

obtenues par diffraction des rayons X montrent que les deux monomères s’assemblent pour 

former un « V ». Les sites actifs de la DsbC d’E. coli sont constitués des résidus C98GYC101 et 

se trouvent sur chacun des bras du « V » l’un en face de l’autre (Figure 30). La seule différence 

notable entre les structures de la DsbC et de la DsbG réside au niveau de l’interface de 

dimérisation. Il a été montré que la dimérisation de la DsbC est essentielle pour l’activité 

isomérase (Bader et al., 2001), ainsi que pour la réduction par la DsbD (Goldstone et al., 

2001). La protéine DsbG est homologue à la DsbC, avec 28 % d’identité de séquence, et 

présente aussi une fonction d’activité isomérase, mais avec une préférence vis-à-vis de la 

réduction de ponts disulfures de protéines déjà partiellement ou totalement repliées (Bessette et 

al., 1999).  
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Figure 30 : Représentation de la structure d’un dimère de la DsbC d’E. coli (Banaszak et al., 
2004). 
La Cys98 et la Cys101 du site actif sont représentées en mode boule et bâton sur la face interne du 
« V » de la molécule, et les deux autres Cys141 et Cys163 forment un pont disulfure sur les faces 
externes du « V » de la molécule. 

 

Le mécanisme d’isomérisation passe par l’attaque de la Cys98 catalytique sur une des 

deux Cys du pont disulfure de la protéine cible conduisant à la formation d’un pont disulfure 

intermoléculaire qui est alors réduit soit par une autre cystéine de la protéine substrat, soit par 

la Cys101 de recyclage de la DsbC. En plus de cette activité isomérase, la protéine DsbC joue 

aussi un rôle de chaperonne en empêchant l’agrégation de la protéine cible pendant son 

repliement (Arredondo et al., 2009). Chez E. coli, l’isomérisation des ponts disulfures est 

l’étape limitante du repliement de nombreuses protéines contenant plusieurs résidus cystéine. 

Très récemment, une étude sur la DsbG d’E. coli a montré qu’elle interagirait 

sélectivement notamment avec la L,D-transpeptidase YbiS (Depuydt et al., 2009) en vue de 

réduire la protéine YbiS oxydée sous forme acide sulfénique.  

 

Dans le génome de N. meningitidis, un gène codant une DsbC est retrouvé, mais aucune 

étude n’a été menée sur cette protéine (27 % d’identité de séquence avec celle d’E. coli). Par 

contre, aucun homologue du gène 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) possèdant 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 à la TrxR puis à la Trx et enfin au périplasme via la DsbD (Figure 31) 

(Kadokura et al., 2003). Chacun des trois domaines possède une paire de cystéines qui est 

essentielle au transport des électrons (Stewart et al., 1999). Les électrons sont transportés à 

travers la membrane cytoplasmique grâce à des échanges de ponts disulfures intramoléculaires 

entre les trois domaines de la DsbD. Dans un premier temps, les électrons sont transférés 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 être transférés 

vers différentes cibles périplasmiques. 

 

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

 Différentes études récentes ont montré que le flux des électrons entre les trois domaines 

de la DsbD est extrêmement favorable au niveau thermodynamique (Rozhkova et Glockshuber, 

2008) et que le domaine tDsbD permet aux deux Cys de ce domaine d’être accessibles d’une 

part du côté cytoplasmique et d’autre part du côté périplasmique (Cho et al., 2007 ; Cho et 

Beckwith, 2009). Le basculement des deux cystéines est notamment possible grâce à la 

présence de trois résidus proline (Pro166, Pro284 et Pro289) également importants pour 

l’activité redox du domaine tDsbD. Cette flexibilité permet ainsi le transfert direct des 

électrons de la Trx cytoplasmique au domaine cDsbD côté périplasmique. Enfin, il a été 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 être obtenues, plus particulièrement des 
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complexes covalents via un pont disulfure intermoléculaire stabilisé entre nDsbD et DsbC 

(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-CcmG (Figure 32), la protéine nDsbD présente la 

même orientation que dans le complexe avec cDsbD (Goulding et al., 2002). Deux régions sont 

impliquées dans l’interface : la région N-terminale et une région nommée « cap-loop » (résidus 

68 à 72). En plus du pont disulfure intermoléculaire, cinq liaisons H ainsi que des liaisons 

hydrophobes sont impliquées au niveau de l’interface et notamment une liaison H avec la 

chaîne principale du résidu alanine adjacent au résidu cis-Pro conservé chez toutes les 

protéines « Trx-like ».  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 32 : Représentation du complexe covalent nDsbD-SS-CcmG (A) et de son interface (B) 
(d’après Stirnimann et al., 2005). 
La CcmG d’E. coli  et la nDsbD sont respectivement représentées en gris et en rouge. Les résidus 
appartenant à la nDsbD et impliqués dans l’interface sont montrés en vert, les résidus de la CcmG 
intervenant au niveau de l’interface sont représentés en gris en mode bâtons.  
 
 La surface d’interaction entre le domaine nDsbD et ses différents partenaires est 

quasiment similaire, que ce soit au sein du complexe avec la cDsbD, la DsbC ou la CcmG 

(Figure 33). La majorité des résidus impliqués dans la liaison de la nDsbD à un de ses substrats 

« Trx-like » sont communs. Seuls quelques résidus (en bleu sur la figure 33) de la nDsbD 

forment des contacts spécifiques avec le substrat. Comme dit précédemment, deux régions 

flexibles sont impliquées dans la reconnaissance de ses substrats « Trx-like » : la région « cap-
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loop » et le segment N-terminal. Ce dernier segment présente une très grande adaptibilité au 

sein des différents complexes, et notamment les résidus Arg8 et Ser9 qui peuvent adopter 

plusieurs conformations suivant les complexes formés.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Représentation schématique de la surface de la nDsbD impliquée dans l’interaction 
avec différents partenaires (d’après Stirnimann et al., 2005). 
(A) complexe nDsbD-SS-CcmG, (B) complexe nDsbD-SS-DsbC, (C) complexe nDsbD-SS-cDsbD. Les 
résidus de la DsbD impliqués dans les trois complexes sont représentés en vert ; les résidus impliqués 
dans une interaction spécifique sont représentés en bleu ; l’Arg8 est représentée en violet et la Cys109 
impliquée dans le pont disulfure intermoléculaire est représentée en jaune. La région cap loop est 
entourée par un rond noir. 
 

La réduction de la CcmG et de la DsbC d’E. coli par la nDsbD est très efficace avec des 

constantes de vitesse de deuxième ordre respectives d’environ 3.105 M-1.s-1 et de 4.106 M-1.s-1 

(Stirnimann et al., 2005 ; Rozhkova et al., 2004).  

 

Dans le génome de N. meningitidis, aucun gène dsbD n’est annoté ; par contre chez 

N. gonorrhoeae, il existe une protéine homologue à la DsbD d’E. coli (32 % d’identité) (Brot 

et al., 2006). 

 

3.2. Rôle de la DsbE dans la maturation des cytochromes c   
 
Le système Dsb contient une protéine supplémentaire appelée DsbE qui n’est pas 

impliquée dans le repliement des protéines nouvellement synthétisées mais dans la voie de 

maturation des cytochromes c. Cette enzyme est également réduite par la protéine DsbD. Des 

études récentes faites par le Dr. Adeline Gand au laboratoire ont montré l’existence d’une 

DsbE chez N. meningitidis impliquée dans la maturation des cytochromes de type c. 

Les cytochromes c sont des protéines de 8 à 14 kDa impliquées dans le transfert 

d’électrons au sein de la chaîne respiratoire et sont localisées du côté périplasmique de la 

membrane. Dans ces cytochromes, le cofacteur hémique est lié covalemment via deux liaisons 

thioéthers entre les deux groupements vinyles de l’hème et les deux Cys de l’apocytochrome c 

C B A 
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au niveau d’un motif de liaison CXXCH (Figure 34). L’His, présente au niveau de ce motif, 

sert de ligand axial au Fe2+ de l’hème.  

 

 
Figure 34 : Représentation d’un hème de type c. 
L’hème est relié aux deux Cys de l’apocytochrome c via deux liaisons thioéthers impliquant les 
groupements vinyles de l’hème. L’atome de Fe2+ est coordiné à quatre noyaux pyroles et à une histidine 
de l’apocytochrome c appartenant à la signature CXXCH (non montrée sur le schéma). 
 

 De nombreuses études ont montré que l’hème est essentiel à la structuration des 

cytochromes c. En effet, il a été observé par des études de dichroïsme circulaire que le 

cytochrome c, en absence de l’hème, est complètement déstructuré alors que la forme ayant 

fixé l’hème est structurée (Fisher et al., 1973). 

 

3.2.1. Les trois systèmes de maturation des cytochromes de type c 
 

La maturation des cytochromes c est une modification post-traductionnelle qui se 

produit chez toutes les bactéries et les archées qui possèdent des cytochromes c ainsi que dans 

les mitochondries et les chloroplastes des cellules eucaryotes. Trois systèmes distincts de 

maturation des cytochromes c ont pu être mis en évidence : les eucaryotes possèdent un sytème 

de type III qui contient une seule enzyme appelée CCHL (cytochrome c hème lyase) 

permettant la fixation de l’hème à l’apocytochrome. Les bactéries, les plantes, les archées ainsi 

que certains protozoaires utilisent un système de maturation de type I ou II qui font intervenir 

respectivement neuf et quatre protéines. Chez les bactéries utilisant un système I ou II, la 

maturation des cytochromes c a lieu dans le périplasme. Ceci implique d’une part que l’hème et 

l’apocytochrome soient transloqués à travers la membrane plasmique, et d’autre part que les 

Cys de l’apocytochrome soient sous forme réduite pour pouvoir fixer l’hème. En effet, le 

périplasme des bactéries est un milieu oxydant, et les Cys de l’apocytochrome c sécrété dans le 

périplasme vont donc être oxydées sous forme de pont disulfure via la protéine DsbA. De ce 

fait, après son export vers le périplasme, l’apocytochrome va être incapable de fixer l’hème. 
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3.2.1.a. Le système I 
 

Le système I de maturation des cytochromes c a été essentiellement étudié chez E. coli 

(Figure 35). Il est composé de neuf protéines membranaires dont la protéine DsbD, les huit 

autres étant codées par les gènes ccmABCDEFGH (Thöny-Meyer et al., 1995). Ce système est 

retrouvé chez les α- et γ-protéobactéries (ex : Rhodobacter, Escherichia, Pseudomonas), chez 

quelques β- et δ-protéobactéries (ex : Nitrosomas, Myxococcus), au niveau des mitochondries 

de plante (ex : Arabidopsis) et de quelques protozoaires, ainsi que chez les archées. 

 

 
Figure 35 : Système I de maturation des cytochromes c (Kranz et al., 2009). 
Le flux des électrons est schématisé par les flèches bleues. 

 

Toutes ces protéines sont essentielles pour la formation de cytochromes c matures. Les 

gènes ccmA, ccmB, ccmC ainsi que leurs homologues retrouvés chez les bactéries à Gram-

négatif, codent les protéines CcmA, CcmB et CcmC qui constituent les différentes sous-unités 

d’un transporteur ABC (ATP-binding cassette). L’organisation de ce transporteur fait 

intervenir deux protéines CcmA pour une protéine CcmB, une protéine CcmC (Page et al., 

1997), et également la protéine CcmD (Goldman et al., 1997). Ce transporteur CcmABCD est 

responsable de l’export de l’hème du cytoplasme vers le périplasme. Il a été montré que la 

protéine CcmC fonctionne de façon tout à fait indépendante et est impliquée dans la catalyse 

du transfert de l’hème à la protéine CcmE pour former un complexe ternaire 

hème/CcmC/CcmE (Schulz et al., 1999). La CcmD pourrait assister l’interaction entre les 

protéines CcmC et CcmE (Ahuja et Thöny-Meyer, 2005). L’hème est ensuite transféré à la 

protéine CcmF puis à l’apocytochrome c réduit. Les protéines CcmC et CcmF possèdent un 

domaine riche en tryptophanes (appelée domaine WWD) orienté vers le périplasme et impliqué 
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dans la fixation de l’hème. La CcmG (aussi appelée DsbE, voir paragraphe 3.2.2.) et la CcmH 

seraient responsables de la réduction des Cys de l’apocytochrome c. La protéine CcmG reçoit 

les électrons de la protéine DsbD et les transfèrerait à l’apocytochrome via la protéine CcmH 

(Reid et al., 2001 ; Fabianek et al., 2000). Une étude plus récente a montré que les protéines 

CcmF et CcmH formeraient un complexe transmembranaire de haut poids moléculaire sur 

lequel l’hème serait fixé covalemment à l’apocytochrome c (Sanders et al., 2008). 

 

3.2.1.b. Le système II 
 

Le système II de maturation des cytochromes c est beaucoup plus simple que le système 

I puisqu’il est constitué seulement de quatre protéines (Figure 36) codées par les gènes ccsA, 

ccsB, ccsX et dsbD chez Bordetella pertussis (Beckett et al., 2000). Le système II est retrouvé 

dans les chloroplastes, les bactéries à Gram-positif (ex : Bacillus), les cyanobactéries, les ε-

protéobactéries (ex : Helicobacter), la plupart des β-protéobactéries (ex : Bordetella, Neisseria) 

et quelques δ-protéobactéries. 

 

 
Figure 36 : Système II de maturation des cytochromes c (Kranz et al., 2009).  
Le flux des électrons est schématisé par les flèches bleues. 
 

 La bactérie B. pertussis s’avère être un modèle de choix pour l’étude de ce système 

puisqu’elle possède trois cytochrome oxydases et une seule serait une cytochrome c oxydase 

(Kranz et al., 2002). De ce fait, les mutations au niveau des gènes ccsA, B, X et dsbD codant 

des protéines essentielles pour la maturation des cytochromes c ne sont pas létales, à l’inverse 

de ce qui est observé chez B. subtilis où des mutations dans les gènes ccsA et ccsB sont létales 

(Sun et al., 1996 ; Le Brun et al., 2000). Contrairement à ce qui est retrouvé dans le système I, 

aucune protéine de type ABC transporteur n’est impliquée dans l’assemblage des cytochromes 



Les « Trx-like »  

 57 

c dans le système II. Dans le système II, l’export de l’hème du cytoplasme vers le périplasme 

ainsi que la ligation de l’hème à l’apocytochrome impliquent la protéine CcsA qui possède un 

domaine périplasmique WWD (Goldman et al., 1998), et la protéine CcsB (Frawley et Kranz, 

2009 ; Ahuja et al., 2009 ; Kern et al., 2010). L’hème est exporté du cytoplasme au périplasme 

par la protéine CcsB : il est pris en charge par deux résidus histidine situés du côté 

cytoplasmique. Ensuite, le domaine WWD de la CcsA et deux autres résidus histidine, l’un 

appartenant à la protéine CcsA et l’autre à la protéine CcsB, prennent en charge l’hème du côté 

périplasmique et le protège de toute oxydation. La protéine CcsX (aussi appelée DsbE) réduit 

les cystéines oxydées de l’apocytochrome c. La DsbD, tout comme dans le système I, réduit la 

CcsX (DsbE). Une différence des plus importantes existant entre le système I et le système II 

est que dans le cas du système II, la protéine CcsX (DsbE) transfèrerait directement ses 

électrons à l’apocytochrome c sans passer par un intermédiaire protéique (CcmH chez E. coli). 

La liaison de l’hème sur l’apocytochrome c réduit pourrait alors avoir lieu au sein d’un 

complexe de haut poids moléculaire CcsA/CcsB/hème-CcsX/apocytochrome c. 

 

3.2.1.c. Le système III 
 

Le système III de maturation des cytochromes c constitue le système le plus simple 

puisqu’il ne fait intervenir qu’une seule protéine appelée cytochrome hème lyase (CCHL) qui 

lie à la fois l’hème et l’apocytochrome (Figure 37) (Dumont et al., 1988). Cette enzyme est 

impliquée non seulement dans la fixation de l’hème à l’apocytochrome, mais également dans 

l’import de l’apocytochrome dans les mitochondries (Dumont et al., 1991). Peu de chose sont 

vraiment connues à ce jour sur ce système. 

L’hème se fixe à la CCHL par un motif CPX conservé qui est essentiel pour la fonction 

(Steiner et al., 1996). Cependant, il a été récemment observé que quelques CCHL ne 

possédaient pas cette séquence (Hamel et al., 2009). De plus, il a été montré que la CCHL peut 

interagir avec les apocytochromes. Cependant, l’activité enzymatique de la CCHL n’a pas été 

démontrée. Rien n’est connu également sur l’export de l’hème jusqu’à la CCHL (Merchant, 

2009). Trois hypothèses sont avancées : (i) l’existence d’un transporteur spécifique de l’hème 

comme pour le système II ; (ii) une simple diffusion à travers la membrane interne jusqu’à la 

CCHL ; (iii) la présence d’une protéine de type « flippase », car l’hème est une molécule 

amphipatique comme les phospholipides. Le maintien de l’hème sous forme réduite est la seule 

condition nécessaire pour la fonction de la CCHL et la synthèse du cytochrome c. 
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Figure 37 : Système III de biogenèse des cytochromes c (Kranz et al., 2009).  
Le flux des électrons est schématisé par les flèches bleues. 

 

3.2.2. Propriétés des DsbE 
 
Les DsbE sont des disulfures oxydoréductases périplasmiques. Il existe deux types de 

DsbE décrites jusqu’à présent ; celles possédant un caractère réducteur et celles, comme dans 

le cas particulier de la bactérie à Gram-positif M. tuberculosis, qui possèdent un caractère 

oxydant (Goulding et al., 2004). Des études in vivo, réalisées chez E. coli et B. pertussis, ont 

permis de montrer que les DsbE réductrices étaient impliquées dans la maturation des 

cytochromes c. Ainsi une délétion du gène ccmG chez E. coli ou du gène ccsX chez 

B. pertussis ne permet plus d’obtenir des cytochromes matures ayant fixé l’hème (Beckett et 

al., 2000 ; Thöny-Meyer et al., 1995). Les DsbE permettraient la réduction de l’apocytochrome 

c, soit directement dans le cas des systèmes de maturation des cytochromes c de type II, soit 

via la protéine CcmH dans le cas des systèmes de maturation des cytochromes c de type I. 

Après réduction de l’apocytochrome c, les DsbE se retrouvent oxydées sous forme de pont 

disulfure et doivent donc être régénérées pour être de nouveau fonctionnelles. Le partenaire 

protéique permettant la régénération des DsbE sous forme réduite est la DsbD. Dans le génome 

de N. meningitidis, aucun gène dsbE n’était annoté au début de ma thèse.  

 

 

 



Les « Trx-like »  

 59 

3.2.2.a. Propriétés biochimiques des DsbE 
 

Les DsbE possédant un caractère réducteur, ont un potentiel redox compris entre -0,217 

et -0,175 V. Par contre, la DsbE de M. tuberculosis présente un potentiel redox de -0,128 V 

(Goulding et al., 2004) proche de celui observé pour les DsbA (-0,124 V) (Ito et Inaba, 2008) 

en accord avec son caractère oxydant. Toutes les DsbE possèdent deux Cys essentielles avec la 

Cys catalytique exposée au solvant. Cependant, les pKa de ces deux résidus cystéine diffèrent 

suivant le caractère réducteur ou oxydant de la DsbE. Par exemple, le pKa de la Cys catalytique 

de la DsbE de M. tuberculosis est de 5,0, ce qui est particulièrement bas comparé à ce qui a été 

trouvé pour les Trx (7,5) (Chivers et al., 1997) ou encore pour la CcmG d’E. coli (6,8) (Li et 

al., 2001). Le pKa de la Cys de régénération n’a pas été déterminé pour la DsbE de 

M. tuberculosis. Pour les DsbE réductrices, le pKa de la Cys de régénération est élevé, de 

l’ordre de 9,0 (Lewin et al., 2006).  

 

3.2.2.b. Caractéristiques structurales des DsbE 
 

À ce jour, plusieurs structures tridimensionnelles de DsbE ont été résolues par 

diffraction des rayons X ou par RMN : la CcmG d’E. coli, la CcmG de Bradirhizobium 

japonicum, ResA de B. subtilis, ainsi que celle de la DsbE oxydante de la bactérie à Gram-

positif M. tuberculosis (Ouyang et al., 2006 ; Edeling et al., 2002 ; Colbert et al., 2006 ; 

Goulding et al., 2004). 

 
Figure 38 : Comparaison des structures tridimensionnelles de la protéine ResA de B. subtilis (A) 
et de la Trx1 d’E. coli (B).   
Les structures secondaires appartenant au repliement Trx sont indiquées en bleu. Les structures 
secondaires spécifiques du repliement DsbE sont indiquées en vert (extrémité N-terminale) et en rose 
(insertion entre le brin β2 et l’hélice α2). Les atomes des chaînes latérales des résidus cystéines du 
motif CXXC sont représentés sous la forme de sphères. Les figures ont été réalisées à l’aide du logiciel 
WebLab ViewerPro 3.7 à partir des fichiers PDB des structures : 1SU9 pour ResA de B. subtilis et 
1XOB pour la Trx1 d’E. coli. 

 

Les DsbE sont des protéines monomériques qui appartiennent à la famille des « Trx-

like ». Autour du repliement Trx, on trouve deux insertions supplémentaires (Figure 38). La 
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première insertion est située à l’extrémité N-terminale de la protéine et présente une structure 

en épingle à cheveux contenant deux brins β. La seconde insertion, également appelée insertion 

centrale, est localisée après le motif β1α1β2 et est composée d’une hélice α ainsi que d’un 

brin β.  

Ces insertions sont conservées chez tous les homologues DsbE. Une délétion de 

l’insertion centrale empêche la formation de cytochromes c matures, sans toutefois changer la 

stabilité de la protéine (Edeling et al., 2002). Cette insertion centrale pourrait donc avoir un 

rôle dans l’interaction entre la DsbE et ses deux partenaires protéiques : l’apocytochrome c ou 

la DsbD. Au contraire, une étude par diffraction aux rayons X a montré que l’insertion située 

en N-terminal et contenant deux brins β était essentielle pour le maintien de la structure globale 

de la protéine ainsi que pour le maintien de la structure du site actif (Ouyang et al., 2006). Une 

délétion de cette partie N-terminale empêche la formation de cytochromes c matures. Des 

alignements de séquences d’homologues CcmG ont permis de mettre en évidence l’existence 

d’une région strictement conservée GVXGXPETF appelée région « Fingerprint ». La structure 

de CcmG montre que cette région forme une boucle proche du site actif (Figure 39). A 

l’intérieur de ce motif se trouve la proline de conformation cis qui est retrouvée chez toutes les 

protéines « Trx-like ». La structure de la CcmG d’E. coli révèle que le résidu cis-Pro de cette 

région « Fingerprint » aide à stabiliser la structure du site actif grâce à des interactions de van 

der Waals avec le pont disulfure du site actif (Ouyang et al., 2006). De plus, cette proline en 

conformation cis permettrait de positionner correctement le résidu alanine adjacent pour 

permettre une interaction avec le partenaire DsbD. Le résidu glutamate de cette région 

« Fingerprint » forme un réseau de liaisons H avec les chaînes principales des résidus présents 

à l’extrémité N-terminale de la région « Fingerprint » permettant de conserver la cis-Pro dans 

une position appropriée et donc de stabiliser le site actif. Le site actif des DsbE, comme toutes 

les « Trx-like », possède une signature CXXC. Néanmoins, une des particularités du site actif 

est qu’il est localisé dans un environnement constitué de nombreux résidus à caractère acide : 

présence de deux résidus glutamate (Glu158 et Glu98) strictement conservés chez toutes les 

DsbE et d’un résidu aspartate (Asp97) qui n’est pas conservé (Figure 39).  
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Figure 39 : Site actif et de la région « Fingerprint » de la CcmG d’E. coli. 
Les résidus Cys92 et Cys95 sont sous forme de pont disulfure (jaune). La figure a été réalisée avec le 
logiciel Pymol à partir du fichier PDB 1KNG. 
 

Des alignements de séquences et des superpositions de structures tridimensionnelles ont 

mis en évidence que deux régions strictement conservées dans les DsbE ne sont pas retrouvées 

dans la DsbE M. tuberculosis. En effet, la région N-terminale structurée en épingle à cheveux 

est beaucoup plus courte dans la DsbE M. tuberculosis, ce qui ne lui permet pas d’adopter une 

structuration similaire, et la région « Fingerprint » n’est pas conservée. 

 

3.2.3. Cytochromes de type c de N. meningitidis 
 
La bactérie pathogène de l’homme N. meningitidis est capable d’utiliser des accepteurs 

finaux d’électrons différents de l’O2 au cours de la respiration, et notamment en conditions 

microaérobies où elle va mettre en place un système de dénitrification (Rock et al., 2005). 

L’analyse du génome de N. meningitidis a mis en évidence l’existence de trois accepteurs 

terminaux d’électrons putatifs : une oxydase de type cytochrome cbb3, une nitrite réductase 

(AniA) et une nitrique oxyde réductase (NorB) (introduction partie I paragraphe 3.3.2). Les 

cytochromes cbb3 présents chez les autres organismes ont la particularité de posséder une très 

forte affinité pour l’O2 et sont souvent associés à une croissance dans des conditions où la 

concentration en O2 est limitée. L’inspection du génome de N. meningitidis révèle également la 

présence putative d’homologues des complexes I, II et III de la chaîne respiratoire, ce qui 

suggère que les électrons entrent dans la chaîne respiratoire via une NADH déshydrogénase ou 

une succinate déshydrogénase, puis que ces électrons sont transférés au complexe bc1, ou à 

l’autre accepteur terminal d’électrons NorB, via des ubiquinones. Il est à noter que les 

méningocoques sont capables de synthétiser de l’ubiquinone mais pas la ménaquinone. Des 
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études menées par Deeudom et al., les ont conduit à proposer une organisation de la chaîne 

respiratoire de N. meningitidis (Figure 40) (Deeudom et al., 2006 et 2008). Trois cytochromes 

c ont été caractérisés chez N. meningitidis : cx (ou c2), c4 et c5. Un cytochrome c’ est également 

présent, qui a été purifié et caractérisé in vitro (Huston et al., 2005). Tout comme chez 

R. capsulatus, ce cytochrome c’ permettrait d’augmenter la résistance des bactéries vis-à-vis du 

NO. (Stevanin et al., 2005). 

 
Figure 40 : Chaînes de transport des électrons proposées pour N. meningitidis (Deeudom et al., 
2006).  
UQ : ubiquinone ; NIR : nitrite réductase. 
 

3.3. Le domaine Nter de PilB  
 

Le domaine Nter de la protéine PilB possède un centre redox WCPLC correspondant à 

un centre disulfure redox de type Trx avec un potentiel redox de -0,230 V. De plus, il a été 

montré que le domaine Nter était capable de réduire les domaines isolés MsrA et MsrB de la 

protéine PilB de N. meningitidis (Wu et al., 2005) avec cependant une meilleure efficacité 

catalytique pour le domaine MsrB.  

Des études récentes in vitro ont également montré que le domaine Nter de la protéine 

PilB de N. gonorrhoeae était réduit par le domaine N-terminal de la protéine DsbD d’E. coli 

(Brot et al., 2006). 

La structure tridimensionnelle du domaine Nter a été résolue par diffraction aux rayons 

X (Figure 41) et montre un repliement de type Trx (Ranaivoson et al., 2006). On peut noter des 

insertions du côté N-terminal et entre le brin β2 et l’hélice α2, qui sont caractéristiques de la 

famille des DsbE, avec en plus une boucle additionnelle constituée de quatre résidus 

(F99LHE102), qui elle n’est pas retrouvée dans les structures et les séquences des DsbE 

(Figure 42). 
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Figure 41 : Repliement Trx (A) et structure tridimensionnelle du domaine N-terminal de la 
protéine PilB de N. meningitidis (B). 
Les structures secondaires appartenant au repliement Trx sont indiquées en bleu. Les structures 
secondaires spécifiques du repliement DsbE sont indiquées en vert (extrémité N-terminale) et en rouge 
(B) (insertion entre β2 et α2). Les atomes des chaînes latérales des résidus cystéine du motif CXXC 
sont représentés sous la forme de sphères. La boucle composée des résidus FLHE est indiquée par une 
flèche. Les figures ont été réalisées à l’aide du logiciel WebLab ViewerPro 3.7 à partir des fichiers PDB 
des structures : 1XOB pour la Trx1 d’E. coli et 2FY6 pour le domaine N-terminal de PilB de N. 
meningitidis.  
 
 

 
Figure 42 : Alignement de la séquence du domaine N-terminal de PilB de N. meningitidis avec les 
séquences des DsbE dont la structure tridimensionnelle est connue et de la Trx1 d’E. coli (d’après 
Ranaivoson et al., 2006). 
La numérotation utilisée est basée sur celle du domaine N-terminal de N. meningitidis. Les structures 
secondaires indiquées au dessus de l’alignement sont celles correspondant au domaine N-terminal de N. 
meningitidis, celles représentées en dessous de l’alignement sont celles correspondant au repliement 
Trx : les hélices α sont indiquées par des traits rouges, les brins β par des flèches bleues. Les résidus 
cystéine sont indiqués en noir sur fond rouge. Les résidus conservés dans au moins cinq des sept 
séquences sont indiqués sur fond jaune. Les résidus 99FLHE102 sont indiqués en noir sur un fond vert. 
 

Plus récemment, la structure tridimensionnelle du domaine Nter sous forme réduite et 

oxydée ainsi que la dynamique conformationnelle en solution a été étudiée par RMN 

(Figure 43) (Quinternet et al., 2008).  

 

Introduction 
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Figure 43 : Structures tridimensionnelles du domaine N-terminal sous forme réduite (c) et oxydée 
(d) de PilB de N. meningitidis (Quinternet et al., 2008). 
Les structures secondaires en hélices α et brins β sont respectivement représentées en rouge/orange et 
en bleu. Les cystéines sont respectivement représentées par des boules bleues et oranges sur les formes 
réduites et oxydées. 
 

Le site actif C67PLC70 est situé à l’extrémité N-terminale de l’hélice α1, comme dans 

les autres DsbE. La forme thiolate de la Cys67 serait stabilisée par trois types d’interactions : 

1) le dipôle de l’hélice α1, 2) une liaison H avec la chaîne latérale de la Cys70 ; et 3) deux 

liaisons H avec les NH des chaînes principales des résidus 69 et 70. La Cys70 se trouve dans 

une poche hydrophobe, qui est un environnement favorisant la forme thiol. 

Les résidus additionnels F99LHE102 sont situés à proximité du site actif et leur 

positionnement est stabilisé dans la structure par trois liaisons H, dont deux avec la chaîne 

latérale du résidu invariant Glu102 (Figure 44). 

 

 
Figure 44 : Structure du site actif du domaine N-terminal de PilB de N. meningitidis et de la 
boucle FLHE (Ranaivoson et al., 2006). 
Les résidus du site actif sont représentés sous la forme de bâtons, les liaisons H sont représentées par 
des lignes discontinues jaunes et la boule rouge représente une molécule d’eau présente à proximité du 
résidu Cys70. 
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Partie IV. La protéine PilB 
 
1. Historique 
 

Le gène pilB a été identifié initialement chez N. gonorrhoeae. Sa dénomination vient 

des premières études qui suggéraient que la protéine PilB était un régulateur transcriptionnel 

inhibant la synthèse des pilines (Taha et al., 1988 ; Taha et Marchal, 1990 ; Taha et al., 1991). 

Dès 2002, ce rôle a été infirmé par une étude chez N. gonorrhoeae qui a montré que PilB 

n’avait aucun rôle dans l’expression des pilines. En effet, une souche n’exprimant plus PilB 

n’est pas affectée au niveau de sa piliation, de sa production en pilines, de son adhérence et de 

la quantité d’ARN messagers correspondant. De plus, la transformation de cette souche avec 

un plasmide permettant la production de PilB sous le contrôle d’un promoteur dépendant de 

l’isopropylthiogalactoside (IPTG) n’a aucun effet sur la piliation de la bactérie (Skaar et al., 

2002).  

 
2. PilB, une protéine périplasmique 
 

Deux formes protéiques issues du gène pilB de N. gonorrhoeae ont été caractérisées par 

l’équipe du Dr. S. Seifert (Skaar et al., 2002) : une forme, appelée PilB, contenant les trois 

domaines qui est sécrétée dans le périplasme, et qui est décrite comme étant localisée sur la 

membrane externe et une seconde forme cytoplasmique tronquée du domaine Nter ne 

contenant que les domaines MsrA et MsrB (Figure 45).  

 
 
Figure 45 : Représentation des deux polypeptides générés à partir de l’ORF de pilB de 
N. meningitidis et de N. gonorrhoeae. 
A partir du gène PilB, deux formes protéiques sont produites : 1) l’une périplasmique (PilB) qui est 
décrite ancrée à la membrane externe composée du domaine N-terminal à activité disulfure 
oxydoréductase, tronqué des 17 premiers résidus correspondant au peptide signal d’export, et des deux 
domaines à activité Msr ; et 2) l’autre cytoplasmique qui ne possède que les domaines MsrA et MsrB. 
Cette forme résulte d’un mécanisme de réinitiation interne de la traduction au niveau du codon AUG 
correspondant au résidu Met195. 
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De plus, notre équipe a montré, à partir d’études d’expression hétérologue chez E. coli, 

que cette forme tronquée de PilB de N. meningitidis est produite par un mécanisme de 

réinitiation interne de la traduction au niveau d’un codon AUG correspondant au résidu 

Met195 de la protéine entière.  

 

3. PilB de N. gonorrhoeae serait impliquée dans la résistance au stress oxydant 
 

Les études réalisées par le groupe du Dr. S. Seifert ont également montré que la 

protéine PilB localisée dans le périplasme de N. gonorrhoeae serait nécessaire à la survie des 

bactéries en présence d’H2O2 (Skaar et al., 2002). Ce rôle serait sans doute lié à la présence des 

activités Msr dans PilB, ce qui a conduit notre équipe, dès 2002, à caractériser au niveau 

biochimique, enzymatique et structural les trois domaines isolés de PilB (voir parties II et III 

de l’introduction).  

 

4. Le domaine Nter isolé de PilB recycle efficacement le domaine MsrB isolé  
 
 L’étude des propriétés enzymatiques des domaines isolés de PilB de N. meningitidis a 

montré que le domaine Nter recycle efficacement l’activité réductase du domaine MsrB (k2 de 

7,6.104 M-1.s-1), alors qu’il recycle de façon peu efficace le domaine MsrA (k2 de 4.102 M-1.s-1) 

(Wu et al., 2005). 

 De plus, il a été montré en 2006 que le domaine N-terminal de la protéine 

transmembranaire DsbD de N. gonorrhoeae était capable de réduire le domaine Nter de PilB 

(Brot et al., 2006). 

 

5. Le gène pilB n’est présent que dans le génome de quelques bactéries 
 

Des recherches par identité de séquence protéique dans les banques génomiques 

montrent que le gène pilB n’est présent que dans le génome de très peu de bactéries 

commensales ou pathogènes pour l’Homme telles que les bactéries du genre Neisseria 

(N. meningitidis, N. gonorrhoeae, N. lactamica, N. flavescens, N. mucosa et N. cinerea) ainsi 

que chez des bactéries de la plaque dentaire comme Fusobacterium nucleatum, Kingella oralis, 

Eikenella corrodens, ou Cryptobacterium curtum et chez une bactérie extrêmophile non 

pathogène Psychrobacter cryohalolentis (Figure 46). Le taux d’identité de séquences au niveau 

protéique (entre 47 et 98 %) et la proximité environnementale de certaines de ces bactéries 

suggère que ce gène a été acquis par transfert horizontal inter espèces. 
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Figure 46 : Alignement de séquences de protéines PilB.  
La numérotation en noir est basée sur la séquence PilB entière de N. meningitidis et la numérotation en 
couleur correspond à celle utilisée sur les domaines Msr isolés de N. meningitidis (bleu pour MsrA et 
orange pour MsrB). Les résidus Cys sont indiqués sur fond jaune. La signature du centre disulfure 
redox de type « Trx-like » au niveau du domaine N-terminal est indiquée en rouge et les résidus 
correspondant à la séquence F99LHE102 de N. meningitidis sont indiqués en vert. La Met correspondant 
à la Met de réinitiation est sur fond bleu clair. La séquence signature des MsrA est indiquée en bleu et 
celles des MsrB en orange. Les résidus N-terminaux et C-terminaux des domaines produits sous forme 
isolés de PilB de N. meningitidis sont indiqués respectivement sur fond rose, bleu et bordeaux pour le 
domaine Nter, le domaine MsrA et le domaine MsrB. Les résidus conservés sont surlignés en gris. Les 
structures secondaires de type hélices α ou 310 et les brins β sont indiquées respectivement en rouge et 
en bleu, et correspondent aux domaines NmNter, NmMsrA et NmMsrB. Les séquences pouvant 
correspondre aux régions « linkers » entre les trois domaines sont représentées en vert. 
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N. meningitidis est l’agent infectieux responsable de méningites et de septicémies. Son 

caractère pathogène est lié à sa capacité à résister aux ERO et ERA produites par les 

macrophages de l’hôte en réponse à l’infection. Ainsi, N. meningitidis possède différents 

systèmes de défense antioxydants, parmi lesquels la protéine PilB pourrait jouer un rôle. 

Cependant, les mécanismes moléculaires par lesquels PilB interviendrait ne sont pas connus. 

Le gène pilB n’est retrouvé à ce jour que dans très peu de génomes bactériens, tels que : 

N. meningitidis et N. gonorrhoeae, F. nucleatum et P. cryohalolentis. Chez les Neisseriae, 

deux formes protéiques issues du gène pilB ont été caractérisées : une forme cytoplasmique 

tronquée qui ne contient que les domaines MsrA et MsrB et la forme périplasmique appelée 

PilB contenant en plus des deux domaines Msr un domaine N-terminal. Les travaux réalisés 

par notre équipe, avant que je ne débute mon projet de thèse, avaient montré que le domaine 

Nter isolé de PilB de N. meningitidis : 1) est une disulfure oxydoréductase de la famille des 

« Trx-like » avec un repliement de type DsbE, et 2) est capable de recycler les activités Msr 

des deux domaines isolés de PilB, mais ne réduit efficacement que le domaine MsrB avec une 

constante de deuxième ordre (k2) de l’ordre de 104 M-1.s-1. Cette sélectivité du domaine Nter 

vis-à-vis du domaine MsrB observée sur les domaines isolés n’était pas attendue et pose la 

question de l’influence du contexte tridimensionnel dans la protéine PilB entière. D’autre part, 

il avait été décrit chez N. gonorrhoeae que PilB serait ancrée à la membrane externe. Or, le 

partenaire périplasmique réducteur, qui pourrait être le domaine N-terminal de la protéine 

DsbD, est localisé dans la membrane interne. Enfin, les travaux réalisés par le Dr A. Gand au 

laboratoire ont montré que la DsbE1 de N. meningitidis serait impliquée dans la maturation des 

cytochromes c. 

 

Dans ce contexte, les objectifs principaux de mon projet de thèse étaient : 1) d’étudier 

le mécanisme de recyclage des domaines Msr par le domaine Nter dans la protéine PilB 

entière, 2) d’identifier le partenaire réducteur périplasmique de PilB, et 3) de poursuivre la 

caractérisation biochimique et enzymatique de la DsbE1 de N. meningitidis. 

 

Les résultats correspondant aux différents objectifs sont présentés en trois parties : 

- La première partie est consacrée d’une part à la caractérisation in vitro du mécanisme de 

réduction des activités Msr des protéines PilB de N. meningitidis et F. nucleatum, et d’autre 

part à la localisation périplasmique de PilB de N. meningitidis in vivo, ainsi qu’à l’étude du rôle 

in vivo de PilB dans la résistance à différents stress oxydants chez N. meningitidis. La 

caractérisation biochimique et enzymatique de ces deux protéines PilB a été réalisée en vue de 

montrer si la sélectivité de réduction observée pour le domaine MsrB isolé était conservée dans 
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PilB, et si le mécanisme de recyclage des domaines Msr par le domaine Nter était de type intra 

ou intermoléculaire. Pour cela, les protéines entières et différents variants possédant un (ou 

deux) domaine(s) inactif(s) ont été produits chez E. coli, et les paramètres cinétiques de l’étape 

réductase des domaines MsrA et MsrB dans PilB, ainsi que ceux concernant la réduction des 

domaines Msr par le domaine Nter dans PilB ont été déterminés.  

 

- La deuxième partie est consacrée à la caractérisation biochimique, enzymatique et structurale 

du partenaire réducteur de PilB qui est le domaine N-terminal de la protéine DsbD (nDsbD) de 

N. meningitidis. Des études structurales par RMN menées par le Dr Marc Quinternet (équipe 

du Dr MT Cung) avaient montré que le domaine N-terminal de PilB de N. meningitidis 

présentait un repliement typique des DsbE, qui sont des protéines périplasmiques réductibles 

par le domaine N-terminal de la protéine DsbD transmembranaire. Dans ce contexte, le 

domaine N-terminal de la protéine DsbD de N. meningitidis a été produit et purifié, afin de 

confirmer son rôle en tant que réducteur du domaine Nter de PilB et de la DsbE1 de 

N. meningitidis. En parallèle, une étude structurale de la nDsbD seule et en complexe avec le 

domaine Nter de PilB a été réalisée par RMN par le Dr M. Quinternet afin d’identifier les 

facteurs structuraux impliqués dans la reconnaissance entre les deux partenaires. Les trois 

publications issues de l’étude structurale du mutant C103S de la nDsbD et du complexe 

covalent nDsbD / Nter sont jointes en annexes.  

 

- La troisième partie porte sur la caractérisation in vitro et in vivo de la DsbE1 de 

N. meningitidis, débutée par le Dr A. Gand lors de sa thèse, notamment de la réduction in vitro 

des apocytochromes c et l’effet de la délétion du gène dsbE1 chez N. meningitidis. En effet, 

lors de sa thèse, le Dr A. Gand avait montré que la DsbE1 était capable de réduire un peptide 

mimant un apocytochrome c.  

 

L’ensemble des résultats est discuté dans la partie Discussion / Perspectives, en relation 

avec des données structurales de PilB et d’un complexe covalent MsrB / Nter obtenues par 

l’approche SAXS respectivement dans le cadre d’une collaboration (UMR 7036, 

Dr M. Ranaivoson) et par le Dr A. Gruez de notre laboratoire.  



 
 
 

 

Résultats 
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Partie I : Etude du recyclage des activités Msr dans les protéines PilB de 
N. meningitidis et de F. nucleatum 
 

L’étude des propriétés enzymatiques des domaines isolés de la protéine PilB de 

N. meningitidis a montré que le domaine N-terminal (Nter) recycle efficacement l’activité 

réductase du domaine MsrB alors qu’il recycle de façon peu efficace le domaine MsrA (Wu et 

al., 2005), avec des constantes de deuxième ordre respectives de 7,6.104 et de 4.102 M-1.s-1. Si 

le rôle du Nter est de recycler les deux activités Msr de PilB dans le périplasme, il est 

vraisemblable que l’environnement tridimensionnel des domaines Msr dans PilB entière peut 

être essentiel. D’autre part, la question se pose de savoir si la réduction des domaines Msr par 

le domaine Nter se fait par un mécanisme intra ou intermoléculaire, qui n’est pas sans relation 

avec la localisation membranaire de PilB, décrite comme étant ancrée à la membrane externe. 

Pour aborder cette problématique sur la protéine PilB de N. meningitidis, j’ai d’une part 

étudié la réduction des domaines Msr par le domaine Nter dans le contexte de la protéine PilB 

entière. Pour cela, PilB a été surproduite dans E. coli sous forme soluble par délétion du 

peptide signal, selon la même stratégie que celle utilisée précédemment pour obtenir le 

domaine Nter. Des variants de PilB présentant un ou deux domaines inactifs par mutation des 

résidus Cys essentiels ont également été produits et les propriétés enzymatiques des différentes 

formes de PilB ont été étudiées. 

D’autre part, j’ai caractérisé les propriétés enzymatiques de la protéine PilB de 

F. nucleatum. Les séquences de PilB de N. meningitidis et de F. nucleatum présentent 49 % 

d’identité de séquence et les signatures des trois domaines sont conservées dans PilB de 

F. nucleatum (Figure 46 page 68). Les domaines isolés de la protéine PilB de F. nucleatum, la 

protéine PilB entière et différents variants présentant un ou deux domaines inactifs ont été 

surproduits dans E. coli sous forme soluble selon la même stratégie que celle utilisée 

précédemment pour les protéines de N. meningitidis. Les propriétés enzymatiques des 

différents variants protéiques ont ensuite été étudiées. 

 
1. Etude de la protéine PilB entière de N. meningitidis 
 
1.1. Production, purification de la protéine PilB entière et des variants Cys 
 

 
Figure 47 : Représentation schématique de la protéine PilB sauvage (NmPilB) de N. meningitidis. 
La numérotation utilisée pour les résidus Cys est celle des Cys des domaines isolés Nter, MsrA et MsrB 
de N. meningitidis (Figure 46 page 68). Les Cys 67, 51 et 117 correspondent aux Cys catalytiques des 
trois domaines et les Cys 70, 198 et 63 correspondent aux Cys de recyclage. 
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Pour exprimer la protéine PilB sous forme soluble dans E. coli, la partie du gène pilB 

codant le peptide signal (32 premiers résidus N-terminaux) a été délétée et le codon 

correspondant à la Met195 de réinitiation interne a été muté pour coder un résidu Ala. Pour 

simplifier les notations, la protéine obtenue à partir de cette construction correspond à la 

protéine NmPilB sauvage et les variants obtenus ci-après dérivent de cette construction. Par 

mutagenèse dirigée, des variants de NmPilB ont été obtenus correspondant à l’inactivation (la 

mutation des deux Cys conduit à un domaine n’ayant aucune activité enzymatique) d’un des 

trois domaines (deux résidus Cys mutés en Ser) ou à l’inactivation de deux des trois domaines 

(quatre résidus Cys mutés en Ser) (Figure 48). Le nom du variant reprend le (ou les) 

domaine(s) encore actif(s), par exemple le variant NmMsrAMsrBPilB correspond au variant 

PilB de N. meningitidis avec les domaines MsrA et MsrB actifs et le domaine Nter inactif. 

 
 
Figure 48 : Représentation schématique des différents variants PilB de N. meningitidis étudiés. 
Les mutations Cys en Ser sont indiquées en couleur. Le(s) domaine(s) encore actif(s) est(sont) 
indiqué(s) dans le nom des différents variants. 

 

Les différentes constructions ont été obtenues avec le plasmide recombinant 

pSK195PilB (voir Matériels et Méthodes). Les différentes protéines ont été surproduites dans 

la souche d’E. coli C41(DE3). NmPilB et les différents variants ont été purifiés après 

sonication, comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes, à savoir : 1) une précipitation à 

70 % de saturation en sulfate d’ammonium, 2) une chromatographie de filtration sur gel (ACA 
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54), 3) une chromatographie échangeuse d’anions ; et 4) une chromatographie par interactions 

hydrophobes. La pureté des protéines a été vérifiée par électrophorèse SDS-PAGE et par 

spectrométrie de masse électrospray en conditions dénaturantes (LSMBO, Strasbourg, résultats 

non montrés). Les rendements de purification sont de l’ordre de 75 à 100 mg de protéine par 

litre de culture. 

 
1.2. Le domaine Nter ne réduit efficacement que le domaine MsrB dans PilB 
 
1.2.1 Détermination de la stœchiométrie de formation de méthionine 

 
Tout d’abord, nous avons vérifié que le domaine Nter est capable de réduire les 

domaines MsrA et MsrB oxydés dans PilB. Pour cela, la stœchiométrie de formation de Met 

(moles de Met par mole de PilB) a été déterminée après 15 minutes d’incubation avec le 

substrat D,L-Met-R,S-O. En parallèle, les thiols libres ont été titrés par le DTNB, afin de 

vérifier que la formation d’une mole de Met correspond bien à la formation d’un pont disulfure 

(disparition de deux thiols libres). 

 

 
Tableau 5 : Titration des groupements thiols libres par le DTNB et stœchiométries de formation 
de la méthionine avec PilB et ses différents variants.  
La quantité de Met formée par mole de PilB a été déterminée par chromatographie en phase inverse, 
après 15 minutes de réaction entre D,L-Met-R,S-O (100 mM) et PilB (100 et 200 µM). Les thiols libres 
ont été titrés en suivant par spectrophotométrie à 412 nm la libération de TNB- en présence de 0,3 mM 
de DTNB en conditions dénaturantes (1 % SDS). La perte de thiols libre correspond à la différence 
entre le nombre de Cys dosées avant et après ajout de D,L-Met-R,S-O (voir Matériels et Méthodes). 
 

Les résultats montrent que (Tableau 5) : 1) une mole de Met par mole de PilB est 

formée lorsque seul un domaine Msr est actif (variants NmMsrAPilB et NmMsrBPilB), alors 

qu’aucune mole de Met n’est formée lorsque les domaines Msr sont inactifs (NmNterPilB) ; et 

avec NmPilB trois moles de Met sont formées. Ceci montre que les domaines MsrA et MsrB 

réduisent bien la Met-O dans les conditions expérimentales utilisées et qu’au moins un des 
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domaines Msr est réduit par le domaine Nter, permettant la réduction d’une seconde Met par le 

(ou les) domaine(s) Msr réduit(s) ; et 2) deux moles de Met sont formées avec le variant 

NmNterMsrBPilB, alors qu’une seule mole est formée avec le variant NmNterMsrAPilB. Ceci 

montre donc que le domaine Nter ne réduit que le domaine MsrB oxydé dans ces conditions. 

 
1.2.2. Vitesse de formation de méthionine avec le variant NmNterMsrBPilB 
 

Nous avons ensuite quantifié au cours du temps la quantité de Met formée et le nombre 

de thiols libres restants pour le variant NmNterMsrBPilB en présence de substrat D,L-Met-R,S-

O (condition de cycle catalytique unique ou « single turn over »). Pour cela, nous avons utilisé 

une technique de mélange rapide résolue en temps « quenched flow » : à différents temps 

d’incubation entre NmNterMsrBPilB et le substrat D,L-Met-R,S-O, la réaction enzymatique est 

arrêtée par un ajout d’acide trifluoroacétique (TFA). Le mélange est ensuite récupéré et un 

dosage des thiols libres est effectué avec le 2-PDS. En parallèle, une quantification des Met 

formées est réalisée par chromatographie en phase inverse. Une stœchiométrie de 1,6 mole de 

Met par mole de NmNterMsrBPilB est observée, concomitante à la perte de quatre thiols libres 

(Figure 49).  

 	
  

Figure 49 : Suivi de la formation de Met (•) et de la disparition des thiols libres (ο) en fonction du 
temps avec le variant NmNterMsrBPilB (« quenched flow »). 
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 150 µM (concentration finale) de 
protéine dans la première seringue et 100 mM (concentration finale) de substrat D,L-Met-R,S-O dans la 
seconde seringue. La réaction est arrêtée par injection automatique de TFA à 2 % à différents temps. 
Une partie du mélange réactionnel permet de vérifier la concentration en protéines dans le mélange 
final, une autre sert à quantifier la Met formée et la dernière sert à titrer les thiols restant par le 2-PDS. 
L’ajustement des données expérimentales (traits continus) à l’équation d’une monoexponentielle 
croissante concernant la quantification de la Met formée : y = y0 + Amp (1 - e-kobst) et à l’équation d’une 
monoexponentielle décroissante pour la titration des groupements thiols libres : y = Amp.e-kobst conduit 
aux constantes de vitesse suivantes kobs = 0,88 ± 0,23 s-1 (Amp = 1,00 ± 0,11 et y0 = 0,64 ± 0,10) pour la 
formation de la Met et kobs = 0,42 ± 0,03 s-1 (Amp = 1,74 ± 0,05) pour la disparition des thiols.  
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La vitesse de formation de la première Met et celle de disparition des deux premiers 

thiols correspondants, sont trop rapides pour que la vitesse puisse être mesurée par cette 

méthode. Cette étape correspond à l’oxydation du domaine MsrB (kobsmax = 49 s-1, Neiers et al., 

2007). L’ajustement des points expérimentaux à l’équation d’une monoexponentielle 

croissante (équation 2) pour la formation de Met et à une monoexponentielle décroissante 

(équation 3) pour la disparition des thiols libres permet d’obtenir des constantes de vitesses 

respectives de 0,88 s-1 et 0,42 s-1 correspondant à la vitesse de formation de la seconde Met et à 

la disparition de 1,7 thiols libres par mole de NmNterMsrBPilB. 

Ce résultat montre que la vitesse de réduction de la Met-O par le domaine MsrB dans 

PilB est très rapide (≥ 10 s-1 à 100 mM D,L-Met-R,S-O), et probablement aussi rapide que celle 

du domaine MsrB isolé (Olry et al., 2004), et que la constante de vitesse de réduction de la 

seconde molécule de Met-O est plus lente (kobs ≈ 1 s-1 à 100 mM de D,L-Met-R,S-O). La vitesse 

de formation de la seconde molécule de Met, qui est plus lente, implique au moins deux 

étapes : la réduction du domaine MsrB par le domaine Nter par un échange de pont disulfure, 

suivie par la réduction d’une nouvelle molécule de Met-O par le domaine MsrB réduit. Comme 

la vitesse de l’activité réductase du domaine MsrB est rapide dans PilB, l’étape cinétiquement 

limitante doit être associée à la vitesse de réduction du domaine MsrB par le domaine Nter.  

 
1.3. Les deux domaines Msr fonctionnent indépendamment dans PilB 
 

Afin de montrer que les étapes réductases des domaines MsrA et MsrB dans NmPilB 

fonctionnent indépendamment, la vitesse de réduction du substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe en 

absence de réducteur a été déterminée. Pour cela, nous avons utilisé la même approche que 

celle décrite pour l’étude des domaines MsrA et MsrB isolés (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 

2004) : nous avons suivi la variation d’intensité d’émission de fluorescence de chacun des 

domaines lorsqu’ils passent de leur forme réduite à leur forme oxydée. Le substrat utilisé a été 

l’Ac-L-Met-R,S-O-NHMe car les Msr présentent une meilleure affinité pour ce substrat, 

mimant une Met-O incluse dans une chaîne peptidique, comparée à celle pour la Met-O. 

 
1.3.1. Caractérisation des propriétés de fluorescence des trois domaines réduits et oxydés 
dans PilB 
 

Dans un premier temps, il était nécessaire de vérifier si les variations d’intensité de 

fluorescence entre les formes réduites et oxydées étaient les mêmes dans le contexte PilB que 

celles observées sur les trois domaines isolés. Pour cela, les spectres d’émission de 

fluorescence des variants PilB réduits et oxydés avec un seul domaine encore actif 

(NmNterPilB, NmMsrAPilB et NmMsrBPilB) ont été enregistrés. Les spectres d’émission 
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obtenus, à la longueur d’onde d’excitation de 293 nm, montrent que les variations d’intensité 

de fluorescence, correspondant au passage de la forme réduite à la forme oxydée, sont 

conservées pour les domaines Nter et MsrA (Figure 50) : une diminution de 60 % est observée 

pour le domaine Nter et une augmentation de 2 % pour le domaine MsrA. Comme pour les 

domaines isolés, ces variations sont dues essentiellement à la présence de résidus tryptophanes 

localisés dans les sites actifs des domaines Nter (Trp66) et MsrA (Trp53). Par contre, on 

observe une inversion de la variation d’intensité d’émission de fluorescence pour le domaine 

MsrB, avec une augmentation de 20 %. Cette variation doit être essentiellement due à la 

modification de l’environnement du résidu Trp65 localisé au niveau du site actif du domaine 

MsrB, par rapport au domaine MsrB isolé. Cette observation suggère que le contexte 

tridimensionnel de la protéine PilB a une influence sur l’environnement de ce résidu Trp65 du 

domaine MsrB, et que les trois domaines ne sont peut-être pas complètement indépendants 

dans PilB. 

 
Figure 50 : Spectres de fluorescence des différents variants de PilB de N. meningitidis sous forme 
réduite et oxydée.  
Les spectres d’excitation (émission suivie à 340 nm) et d’émission (excitation à 293 nm) ont été 
enregistrés avec 10 µM de protéines à 25 °C en tampon TE pH 8,0. Les variations de fluorescence entre 
les domaines réduits (formes pleines) et oxydés (formes vides) sont représentées par des flèches 
(NmNterPilB : verte ; NmMsrAPilB : la variation est trop faible pour être indiquée ; NmMsrBPilB : 
orange).  

 

1.3.2. Vitesses de formation du pont disulfure Cys51-Cys198 MsrA et Cys63-Cys117 
MsrB dans PilB  
 

La vitesse de l’étape réductase est étudiée en « single turn over » par suivi en 

spectroscopie de fluorescence en flux interrompu (« stopped flow ») de l’augmentation 

d’intensité d’émission de fluorescence du Trp53 ou du Trp65 correspondant à la formation 

d’un pont disulfure respectivement au niveau du domaine MsrA ou MsrB.  
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1.3.2.a. Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase MsrA pour le 
variant NmMsrAPilB  
  

La vitesse de formation du pont disulfure Cys51-Cys198 a été déterminée en suivant le 

passage du domaine MsrA de sa forme réduite à sa forme pont disulfure, qui se traduit par une 

augmentation de l’intensité d’émission fluorescence, en présence de différentes concentrations 

en substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe (Figure 51). 

 
Figure 51 : Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase du domaine MsrA dans 
la protéine NmMsrAPilB par suivi de la fluorescence en « single turn-over ».  
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM de protéine et des 
concentrations variables en substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe, à une longueur d’onde d’excitation de 
293 nm et un filtre permettant de mesurer la fluorescence émise au dessus de 320 nm. L’ajustement du 
signal pour 5 mM de substrat (A) à l’équation d’une monoexponentielle croissante conduit à une 
constante de vitesse observée de 21 s-1 pour NmMsrAPilB. L’ajustement des constantes kobs en fonction 
de la concentration en substrat (B) à l’équation 4 conduit aux paramètres cinétiques suivants : kobsmax = 
885 ± 80 s-1 et KS = 205 ± 37 mM.  
  

Une augmentation rapide de l’émission de fluorescence est observée pour chaque 

concentration en substrat utilisée. Chaque courbe a été ajustée à l’équation d’une 

monoexponentielle croissante. L’ajustement des constantes de vitesse kobs en fonction de la 

concentration en substrat conduit aux valeurs de kobsmax et de KS respectivement de 885 s-1 et de 

205 mM (Figure 51).	
  

Le fait que les valeurs des paramètres cinétiques obtenues soient les mêmes que celles 

obtenues avec le domaine isolé NmMsrA montre que le contexte PilB n’affecte pas l’étape 

réductase du domaine MsrA (Tableau 6 page 79). 

 

1.3.2.b. Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase MsrB pour le 
variant NmMsrBPilB  
  

La vitesse de formation du pont disulfure Cys63-Cys117 MsrB a été déterminée en 

suivant le passage du domaine MsrB de sa forme réduite à sa forme pont disulfure, qui se 
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traduit par une augmentation de l’intensité d’émission de fluorescence, à différentes 

concentrations en substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe (Figure 52). 

 
Figure 52 : Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase du domaine MsrB dans 
la protéine NmMsrBPilB par suivi de la fluorescence en « single turn-over ». 
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM de protéine et des 
concentrations variables en substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe à une longueur d’onde d’excitation à 
293 nm et un filtre permettant de mesurer la fluorescence émise au dessus de 320 nm. L’ajustement du 
signal pour 20 mM (A) en substrat à l’équation d’une monoexponentielle croissante conduit à une 
constante de vitesse observée de 2,7 s-1. L’ajustement des constantes kobs en fonction de la concentration 
en substrat (B) à l’équation 4 conduit aux paramètres cinétiques suivants : kobsmax = 34,4 ± 0,6 s-1 et KS = 
67 ± 4 mM.  
 

Une augmentation rapide de l’émission de fluorescence est observée pour chaque 

concentration en substrat utilisée et chaque courbe a été ajustée à l’équation d’une 

monoexponentielle croissante. L’ajustement des constantes de vitesse kobs en fonction de la 

concentration en substrat conduit aux valeurs de kobsmax et de KS respectivement de 34,4 s-1 et 

de 67 mM (Figure 52).	
  

Le fait que les valeurs des paramètres cinétiques obtenues soient les mêmes que celles 

obtenues avec le domaine isolé NmMsrB montre que le contexte PilB n’affecte pas l’étape 

réductase du domaine MsrB (Tableau 6). 
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Tableau 6 : Paramètres cinétiques de l’étape réductase des domaines Msr isolés ou inclus dans les 
variants PilB de N. meningitidis. Les paramètres cinétiques de l’étape réductase ont été déterminés en 
tampon TE pH 8,0 en conditions de « single turn over » par fluorescence (Matériels et Méthodes). Les 
points expérimentaux ont été ajustés à l’équation 4. Les paramètres cinétiques du variant 
NmNterMsrBPilB sont décrits dans le paragraphe 1.4. a Neiers et al., 2007 et b Antoine et al., 2006. 
 
 
1.4. La réduction du domaine MsrB dans PilB suit  un mécanisme de type 
intramoléculaire  
 
1.4.1. Vitesse de réduction du domaine MsrB oxydé sous forme pont disulfure de 
NmNterMsrBPilB par le domaine Nter de NmNterMsrBPilB 
 

La vitesse de l’oxydation du variant NmNterMsrBPilB a été déterminée en suivant les 

messages associés aux passages du domaine MsrB ou du domaine Nter de leur forme réduite à 

leur forme pont disulfure (ou inversement), à différentes concentrations en substrat Ac-L-Met-

R,S-O-NHMe par « stopped flow ». La réaction globale d’oxydation d’un variant NterMsrPilB 

peut être schématisée comme suit : 

 

 
 

Le suivi cinétique de la réduction du substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe par le variant 

NmNterMsrBPilB montre deux variations de fluorescence successives (Figure 53) : une 

augmentation de l’intensité d’émission de fluorescence rapide, devant correspondre à 

l’oxydation du domaine MsrB (1), suivie d’une diminution du message de fluorescence avec 

une vitesse plus lente, pouvant correspondre à l’oxydation du domaine Nter concomitante à la 

réduction du domaine MsrB (2) et à la réoxydation rapide du domaine MsrB (3). 
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Figure 53 : Suivi par fluorescence de la réduction du substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe par le 
variant NmNterMsrBPilB en single turn over. 
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM de protéine et 5 mM de 
substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe à une longueur d’onde d’excitation à 293 nm et un filtre permettant de 
mesurer la fluorescence émise au dessus de 320 nm.  

 Ce signal correspond à l’oxydation « totale » du variant NmNterMsrBPilB en présence 

de substrat, puisque les résultats obtenus par la méthode de « quenched flow » ont mis en 

évidence la formation de deux molécules de Met après 5 s de réaction. L’ajustement des 

données à un modèle cinétique à deux étapes (A à B à C), à l’aide du logiciel Pro-Kinetics, 

conduit à deux constantes de vitesse (kobs) pour chaque concentration en substrat (Figure 54). 

 
Figure 54 : Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase du domaine MsrB pour 
le variant NmNterMsrBPilB (A) et de l’étape de réduction du domaine MsrB oxydé par le 
domaine Nter (B).  
L’ajustement des points expérimentaux à l’équation 4 donne les paramètres cinétiques suivants :  
kobsmax1 = 65,9 ± 1,6 s-1 et KS1 = 110 ± 6 mM et kobsmax2 = 2,7 ± 0,1 s-1 et KS2 = 22 ± 1 mM. 
 

Les valeurs des paramètres cinétiques obtenues pour la 1ère étape (étape réductase) sont 

du même ordre que celles observées pour le domaine MsrB isolé : kobs = 49 s-1 et KS = 105 mM 

(Tableau 6 page 79). Ce résultat confirme que le premier message de fluorescence 

(augmentation de l’intensité d’émission de fluorescence) correspond bien à l’étape réductase 

du domaine MsrB du variant NmNterMsrBPilB. Pour la seconde étape, la valeur du kobsmax de 

2,7 s-1 est similaire à celle de la constante kobs (1 s-1 à 100 mM en Met-O) obtenue par la 
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méthode de « quenched flow » (paragraphe 1.2.2), ce qui confirme que l’étape cinétiquement 

limitante de la réaction est associée à la réduction du domaine MsrB oxydé par le domaine 

Nter. 

 

1.4.2. La réduction du domaine MsrB dans PilB est un mécanisme intramoléculaire  
 

Pour savoir si la réduction du domaine MsrB dans PilB est de type intra ou 

intermoléculaire, nous avons déterminé la vitesse de réduction du variant NmMsrBoxPilB  par 

le variant NmNterPilB en conditions intermoléculaires et dans des conditions expérimentales 

où la concentration de chaque variant PilB était de 5 µM, c’est-à-dire identiques à celles 

utilisées dans le paragraphe 1.4.1. Pour cela, les variants NmMsroxPilB et NmNterPilB ont été 

mélangés en quantités stœchiométriques, dans des conditions équivalentes à celles utilisées 

pour l’étude par fluorescence du variant NmNterMsrBPilB (5 µM de chaque partenaire) ; et 

nous avons suivi les variations d’émission de fluorescence dues au passage du domaine MsrB 

de sa forme oxydée à réduite, ainsi qu’au passage du domaine Nter de sa forme réduite à 

oxydée (Figure 55). 

 

Figure 55 : Suivi par fluorescence de la vitesse de réduction du domaine MsrB oxydé du variant 
NmMsrBoxPilB par le domaine Nter du variant NmNterPilB en quantités stœchiométriques en 
« single turn over ». 
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM du variant NmMsrBoxPilB et 
5 µM du variant NmNterPilB. L’ajustement des données expérimentales à l’équation d’une mono 
exponentielle décroissante (équation 3) donne un kobs de 0,010 ± 0,002 s-1. 
 

Comme attendu, nous observons bien une diminution de l’intensité d’émission de 

fluorescence qui correspond à l’oxydation du domaine NmNterPilB, mais sur des temps longs 

de 500 secondes avec un kobs d’environ 10-2 s-1. Cette vitesse est au moins 200 fois plus faible 

que celle observée avec NmNterMsrBPilB. Ce résultat montre que la réduction du domaine 

MsrB par le domaine Nter dans PilB se fait selon un mécanisme intramoléculaire dans les 

conditions expérimentales utilisées. 
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1.5. Conclusions 
 
L’étude de la protéine NmPilB entière montre que : 1) les paramètres cinétiques de 

l’étape réductase des domaines NmMsrPilB sont du même ordre que ceux déterminés sur les 

domaines NmMsr isolés, 2) les propriétés de fluorescence des trois domaines ne sont pas toutes 

conservées entre domaines isolés et domaines dans le contexte NmPilB ; et 3) le domaine 

NmNterPilB conserve une spécificité de réduction pour le domaine NmMsrB dans le contexte 

PilB. Reste posée la question de la nature du mécanisme (intra- ou inter-moléculaire) de 

réduction du domaine MsrB par le domaine Nter. Si on compare la valeur des constantes de 

vitesse mesurées avec NmNterMsrBPilB (kobs de 1 s-1 à 100 mM Met-O, et kobsmax de 2,7 s-1 à 

saturation en Ac-L-Met-R,S-O-NHMe) à celle de la constante de vitesse de réduction de 

NmMsrBPilB par NmNterPilB obtenue dans des conditions équivalentes de concentrations en 

protéines (kobs ≈ 10-2 s-1), on peut en conclure que la réaction de réduction du domaine MsrB 

procède par un mécanisme intramoléculaire dans NmPilB dans les conditions expérimentales 

utilisées. 

 

2. Etude des propriétés biochimiques et enzymatiques des domaines isolés de PilB de 
F. nucleatum 
 
2.1. Clonage de l’ORF pilB et stratégie de construction des plasmides en vue de produire 
les trois domaines séparément 
 

Afin d’étudier les propriétés biochimiques et enzymatiques des trois domaines de la 

protéine PilB de F. nucleatum, et ceci dans le but de montrer la généralité des résultat obtenus 

avec PilB de N. meningitidis, nous avons tout d’abord cloné l’ORF entière de pilB à partir du 

génome de la souche ATCC 25586 de F. nucleatum (Pr H. Jensen, Institut de Biologie 

Moléculaire de Bergen, Norvège) dans le plasmide pET24c par la technique de PCR. Nous 

avons ensuite sous cloné les séquences codantes correspondantes aux trois domaines 

séparément dans un vecteur d’expression pET24c. Le choix des extrémités 3’ et 5’ des 

fragments d’ADN à sous cloner est basée d’une part sur l’alignement de la séquence de PilB de 

F. nucleatum avec celle de PilB de N. meningitidis (Figure 46 page 68), et d’autre part sur les 

constructions réalisées précédemment par notre équipe pour produire sous forme soluble les 

trois domaines de PilB de N. meningitidis.  

Ainsi, trois constructions plasmidiques ont été réalisées afin de produire les trois 

domaines de PilB de F. nucleatum (Figure 56) : 1) un domaine N-terminal (FnNter) 

correspondant aux résidus 33 à 175 de la protéine PilB (Figure 46 page 68). L’absence des 32 

premiers résidus, correspondant au peptide signal, devait permettre d’obtenir une protéine 

soluble, comme c’est le cas pour le domaine N-terminal de PilB de N. meningitidis, 2) un 
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domaine MsrA (FnMsrA) correspondant aux résidus 190 à 362 de la protéine PilB ; et 3) un 

domaine MsrB (FnMsrB) correspondant aux résidus 363 à 521 (extrémité C-terminale) de la 

protéine PilB.  

 
Figure 56 : Représentation de l’ORF pilB de F. nucleatum et des domaines protéiques produits.  
Les codons d’initiation et de terminaison de la traduction sont respectivement ATG et TAA. Pour les 
protéines, la numérotation des résidus utilisée et indiquée au dessus des domaines est basée sur celle de 
N. meningitidis (voir Figure 46 page 68), la numérotation des résidus Cys correspond à celle des 
domaines isolés NmNter, NmMsrA et NmMsrB. 
 

2.2. Production et purification des trois domaines isolés de la protéine PilB de 
F. nucleatum 
 

Nous avons pu produire les trois domaines isolés dans la souche C41(DE3) d’E. coli en 

quantité suffisante pour notre étude (Figure 57). Ces trois protéines (FnNter, FnMsrA et 

FnMsrB) ont pour masses théoriques respectives 16 276, 19 900 et 16 880 Da. 

 
Figure 57 : Analyse par SDS-PAGE à 12,5 % des productions des protéines FnNter (A), FnMsrA 
(B) et FnMsrB (C).  
1. Marqueur de taille ; 2. Extrait cellulaire brut. Les productions ont été réalisées dans des cellules 
C41(DE3) d’E. coli en milieu LB en présence de 50 mg/l de Kanamycine. L’expression des protéines 
est induite par l’ajout d’IPTG à 1 mM à DO600nm = 0,6, puis les cultures sont laissées sous agitation à 
37 °C pendant 18 h.  
 

Le domaine FnMsrB n’étant pas soluble après l’étape de sonication, nous l’avons donc 

resolubilisé à partir du culot de sonication en présence d’urée, puis l’urée a progressivement été 

éliminée par des dialyses successives contre du tampon TE pH 8,0 contenant des 

concentrations décroissantes d’urée (de 6 M à 0 M). Ensuite, la stratégie de purification des 
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domaines FnMsrA, FnMsrB et FnNter a été basée sur celle mise au point pour purifier les 

domaines de PilB de N. meningitidis (Wu et al., 2005 ; Olry et al., 2002), à savoir : 1) une 

précipitation à 70 % de saturation en sulfate d’ammonium, 2) une chromatographie de filtration 

sur gel (ACA54), 3) une chromatographie échangeuse d’anions ; et 4) une chromatographie par 

interactions hydrophobes. La pureté des protéines a été vérifiée par électrophorèse SDS-PAGE 

et par spectrométrie de masse électrospray en conditions dénaturantes (résultats non montrés, 

collaboration LSMBO-Strasbourg).  

 

2.3. Réduction du substrat Met-O par les domaines FnMsrA et FnMsrB en absence de 
réducteur 
 

Nous avons vérifié que les domaines FnMsr sont capables de réduire la Met-O. Pour 

cela, la stœchiométrie de formation de Met par mole de FnMsr a été déterminée après 15 

minutes d’incubation avec le substrat D,L-Met-R,S-O. En parallèle, le nombre de thiols libres a 

été titré par le DTNB, afin de vérifier que la formation d’une mole de Met correspondait bien à 

la formation d’un pont disulfure (disparition de deux thiols libres). 

La quantification de Met formée montre que les domaines FnMsrA et FnMsrB 

présentent bien une activité Msr, puisqu’une mole de Met est formée par mole d’enzyme avec 

la formation d’un pont disulfure (disparition de deux SH par mole d’enzyme) après 15 minutes 

de réaction (Tableau 7). De plus, la quantification de Met formée en présence d’un excès de 

Met-O et de quantités équimolaires de domaine FnNter et de domaine FnMsr (A ou B), montre 

la libération de 2 moles de Met par mole de FnMsr, indiquant que le domaine FnNter présente 

bien une activité réductase vis-à-vis des domaines FnMsr dans les conditions utilisées.  

 

 
Tableau 7 : Stœchiométries de formation de Met par mole d’enzyme et contenu en thiols libres. 
La quantité de Met formée par mole d’enzyme a été déterminée par chromatographie en phase inverse, 
après 15 minutes de réaction entre le substrat D,L-Met-R,S-O (100 mM) et l’enzyme (100 et 200 µM). 
Les thiols libres ont été titrés en suivant par spectrophotométrie à 412 nm la libération de TNB- en 
conditions dénaturantes (1 % SDS). La perte de thiols libres correspond à la différence entre le nombre 
de Cys dosées avant et après ajout de D,L-Met-R,S-O (voir Matériels et Méthodes). 
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2.4. Caractérisation enzymatique des trois domaines 
 
2.4.1. Paramètres cinétiques à l’état stationnaire des trois domaines 

 
Les paramètres cinétiques à l’état stationnaire des domaines FnMsrA et FnMsrB ont été 

déterminés en présence de Trx1 comme réducteur, et du système thiorédoxine réductase / 

NADPH d’E. coli en suivant la diminution de l’absorbance à 340 nm, suite à l’oxydation du 

NADPH. Ce système avait été utilisé pour déterminer les paramètres cinétiques à l’état 

stationnaire des domaines NmMsrA et NmMsrB. Des études précédentes ayant montré que les 

Msr présentent une meilleure affinité pour l’Ac-L-Met-R,S-O-NHMe que pour la Met-O, les 

cinétiques ont donc été réalisées avec l’Ac-L-Met-R,S-O-NHMe comme substrat. Les résultats 

obtenus à l’état stationnaire montrent que les constantes kcat, KM(Trx) et KM(AcMetSONHMe) ne sont 

pas significativement modifiées par rapport à celles des domaines MsrA et MsrB de 

N. meningitidis (Tableau 8).  

	
  

 
Tableau 8 : Paramètres cinétiques déterminés à l’état stationnaire des domaines FnMsrA / 
NmMsrA et FnMsrB / NmMsrB. 
Les activités ont été mesurées à l’état stationnaire en tampon TE pH 8,0. Le mélange réactionnel est 
composé d’Ac-L-Met-R,S-O-NHMe en concentration variable, de la Trx1 d’E. coli en concentration 
variable, de la Trx réductase d’E. coli (1,2 µM), NADPH (0,3 mM) et les domaines MsrA ou MsrB (0,2 
ou 0,5 µM). Les données expérimentales ont été ajustées par régression non linéaire à l’équation de 
Michaelis-Menten (équation 1). Les valeurs pour NmMsrA et NmMsrB sont celles rapportées dans 
Boschi-Muller et al., 2005. 
 

2.4.2. Propriétés de fluorescence des trois domaines isolés de F. nucleatum 
 

Afin de déterminer les paramètres cinétiques de l’étape réductase des domaines FnMsr 

et la cinétique de réduction des domaines FnMsr oxydés par le domaine FnNter, la variation de 

l’intensité d’émission de fluorescence du domaine FnNter lors de son passage de la forme 

réduite à la forme oxydée pont disulfure a été utilisée, comme ce qui a été utilisé de façon 

similaire aux domaines isolés de N. meningitidis.  

Pour cela, il était nécessaire au préalable de caractériser les propriétés de fluorescence 

des trois domaines. Les trois domaines présentent des variations de fluorescence lors de leur 

passage de la forme réduite à la forme oxydée (Figure 58). Ceci est probablement dû à la 

présence d’un résidu tryptophane dans chacun des trois sites actifs (Trp66 pour le domaine 
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Nter, Trp53 pour le domaine MsrA et Trp65 pour le domaine MsrB), comme pour les 

domaines de PilB de N. meningitidis (Figure 46 page 68). Les spectres de fluorescence obtenus 

pour le domaine FnMsrA présentent un profil similaire à celui du domaine MsrA de PilB de 

N. meningitidis, avec une longueur maximale d’excitation centrée à 284 nm et une longueur 

maximale d’émission centrée à 340 nm. Le passage de la forme réduite à oxydée se traduit par 

une augmentation de l’intensité d’émission de fluorescence d’environ 40 %. Les spectres 

obtenus pour le domaine FnMsrB montrent une longueur maximale d’excitation centrée à 

284 nm et une longueur maximale d’émission centrée à 305 nm et à 342 nm (pour la forme 

oxydée). Le passage de la forme réduite à oxydée se traduit par une augmentation de l’intensité 

d’émission de fluorescence d’environ 20 % entre l’enzyme sous forme réduite et oxydée, c’est-

à-dire une variation inversée par rapport à celle du domaine MsrB de N. meningitidis. Enfin, le 

spectre obtenu pour le domaine FnNter présente un profil identique à celui du domaine Nter de 

N. meningitidis, à savoir une importante diminution de l’intensité d’émission de fluorescence 

entre la forme réduite et la forme oxydée d’environ 70 %.  

 
Figure 58 : Spectres de fluorescence des trois domaines réduits et oxydés isolés de PilB de 
F. nucleatum.  
Les spectres d’excitation (émission suivie à 340 nm) et d’émission (excitation à 293 nm) ont été 
enregistrés avec 10 µM de protéines à 25°C en tampon TE pH 8,0. Les variations de fluorescence entre 
les domaines réduits (formes pleines) et oxydés (formes vides) sont représentées par des flèches 
(FnNter : verte ; FnMsrA : bleue ; FnMsrB : orange).  
 
 
2.4.3. Etape réductase des domaines FnMsr 
 
 Les vitesses de formation des ponts disulfures Cys51-Cys198 MsrA et Cys63-Cys117 

MsrB ont été déterminées en suivant le passage des domaines Msr de leur forme réduite à leur 

forme pont disulfure, qui se traduit par une augmentation de l’intensité d’émission 

fluorescence, en présence de différentes concentrations en substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe.  
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Une augmentation rapide de l’émission de fluorescence est observée pour chaque 

concentration en substrat utilisée pour les deux domaines FnMsrA et FnMsrB. Chaque courbe 

a été ajustée à l’équation d’une monoexponentielle croissante (résultats non montrés). La 

représentation des valeurs kobs en fonction de la concentration en substrat donne par ajustement 

à l’équation 4 les valeurs de kobsmax et de KS, respectivement de 520 s-1 et de 70 mM pour 

FnMsrA, et de 2,7 s-1 et de 32 mM pour FnMsrB (Figure 59). 

 
Figure 59 : Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase du domaine FnMsrA 
(A) et du domaine FnMsrB (B) en « single turn over » (« stopped flow »).  
Les vitesses ont été mesurées en suivant la variation du message d’émission de fluorescence des 
domaines FnMsr (10 µM), en présence d’Ac-L-Met-R,S-O-NHMe, qui passe de la forme réduite à la 
forme pont disulfure, à l’état pré-stationnaire avec un appareil de cinétique rapide (« stopped flow »). 
Les mesures sont réalisées à 25 °C dans du tampon TE pH 8,0. La longueur d’onde d’excitation est 
fixée à 293 nm et seules les longueurs d’ondes d’émission supérieures à 320 nm sont collectées grâce à 
un filtre. Les valeurs de kobs pour chaque concentration en substrat sont déterminées par ajustement à 
l’équation d’une monoexponentielle croissante (équation 2). L’ajustement (traits pleins) des points 
expérimentaux (points noirs) à l’équation 4 conduit aux paramètres cinétiques suivants : kobsmax = 520 ± 
33 s-1 et KS = 70 ± 13 mM pour FnMsrA et kobsmax = 2,7 ± 0,1 s-1 et KS = 32 ± 5 mM pour FnMsrB.  
 

La comparaison des valeurs des paramètres cinétiques avec celles des paramètres 

obtenus sur les domaines isolés NmMsrA et NmMsrB montre que : 1) celles du domaine MsrA 

sont semblables entre les deux MsrA (kobsmax = 520 s-1 et KS = 70 mM pour FnMsrA et kobsmax = 

790 s-1 et KS = 55 mM pour NmMsrA) ; et 2) la constante de vitesse observée maximale de 

FnMsrB est 20 fois inférieure à celle de NmMsrB, alors que la constante d’affinité apparente 

pour l’ Ac-L-Met-R,S-O-NHMe est du même ordre de grandeur entre les deux enzymes  

(kobsmax = 2,7 s-1 et KS = 32  mM pour FnMsrB et kobsmax = 49 s-1 et KS = 105 mM pour 

NmMsrB).  

 

2.4.4. Réduction des domaines FnMsr par le domaine FnNter 
 
Les vitesses de réduction des variants FnMsrA et FnMsrB oxydés par le domaine 

FnNter en concentration variable ont été déterminées en suivant la variation du message de 

fluorescence correspondant au passage du domaine Nter de sa forme réduite à sa forme oxydée. 
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Dans les deux cas, nous avons observé une diminution de l’intensité d’émission de 

fluorescence (résultats non montrés). En effet, la réduction des domaines FnMsrA et FnMsrB 

se traduit par une diminution d’intensité tout comme l’oxydation du domaine FnNter. Ces deux 

signaux vont donc s’additionner et en conséquence une diminution de l’intensité d’émission de 

fluorescence sera bien observée. Chaque courbe, correspondant à une concentration en FnNter, 

a été ajustée à l’équation d’une monoexponentielle décroissante. L’ajustement des valeurs 

expérimentales à l’équation 6 conduit aux valeurs de kf et de KS respectivement de 8,2 s-1 et de 

0,3 mM pour FnMsrA, et de 0,7 s-1 et de 1 mM pour FnMsrB (Figure 60). 

 

 
Figure 60 : Variation de la constante de vitesse observée kobs lors de la réduction des domaines 
FnMsrA (A) et FnMsrB (B) par le domaine FnNter en « single turn over » (« stopped flow »). 
Les vitesses ont été mesurées en suivant la variation du message d’émission de fluorescence du 
domaine FnNter qui passe de la forme réduite à la forme pont disulfure, à l’état pré stationnaire avec un 
appareil de cinétique rapide. Les mesures sont réalisées à 25 °C dans du tampon TE pH 8,0. La 
longueur d’onde d’excitation est fixée à 293 nm et seules les longueurs d’ondes d’émission supérieures 
à 320 nm sont collectées grâce à un filtre. Le mélange comporte : A) FnNter (de 50 à 350 µM) et 
domaine FnMsrA (10 µM) et B) FnNter (de 50 à 350 µM) et domaine FnMsrB (10 µM). Les kobs pour 
chaque concentration en FnNter sont déterminés par ajustement à l’équation d’une monoexponentielle 
décroissante. L’ajustement (traits pleins) des points expérimentaux (points noirs) à l’équation 6 nous 
permet d’obtenir les paramètres cinétiques reportés dans le tableau 9 page 89.  
 

Le KS représente la constante apparente d’affinité pour le domaine Nter et kr et kf 

représentent respectivement les constantes de vitesse d’échange de pont disulfure dans le sens 

réduction et oxydation du domaine Nter. 

kobs = kr + kf S / (KS + S) Equation 6 

 

L’équation a été utilisée en considérant que la cinétique de fixation du domaine Nter 

réduit sur les domaines Msr oxydés était en équilibre rapide. Dans tous les cas, les ajustements 

des résultats à l’équation montre que la constante kr est proche de zéro, indiquant qu’en 

Msrox + Nterred [Msrox ... Nterred]
KS [Msrred ... Nterox]

kf

kr
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première approximation, l’étape d’échange de pont disulfure peut être considérée comme étant 

une étape cinétiquement irréversible.  

 

Lorsque l’on compare les constantes de pseudo deuxième ordre k2, on en déduit une 

sélectivité de réduction du domaine FnMsrA par le domaine FnNter. En effet, une diminution 

d’un facteur 25 est observée entre les k2 pour la FnMsrA (1,8.104 M-1.s-1) et pour la FnMsrB 

(7.102 M-1.s-1). Nous avons également déterminé les paramètres cinétiques de la réduction des 

domaines FnMsr par la Trx1 d’E. coli par la même approche (résultats présentés dans le 

tableau 9). La réduction des FnMsr par la Trx1 est aussi efficace que celle des Msr de 

N. meningitidis, avec un k2 de l’ordre de 104 M-1.s-1. 

 

 
Tableau 9 : Paramètres cinétiques déterminés en « single turn over » de la réduction des 
domaines FnMsrA et FnMsrB oxydés par le domaine FnNter et par la Trx1 d’E. coli. 
Les paramètres cinétiques ont été obtenus à partir de l’ajustement des données expérimentales pour la 
réduction des domaines FnMsr par le domaine FnNter Figure 60 ou par la Trx1 d’E. coli (résultats non 
montrés) à l’équation kobs = kr + kf*S/(KS+S). Les valeurs de kr (égales ou très proches de zéro) ne sont 
pas reportées dans le tableau. Les constantes de pseudo-deuxième ordre k2 ont été calculées à partir des 
valeurs kf et KS. Le calcul de la pente de la représentation des valeurs de kobs à sous-saturation en 
substrat donne une valeur de k2 du même ordre de grandeur que les valeurs du rapport kf/KS.  
 

2.5. Sélectivité de réduction des domaines Msr par les domaines N-terminaux de PilB de 
F. nucleatum et de N. meningitidis 
 

Les paramètres cinétiques de réduction des domaines Msr oxydés par le domaine N-

terminal de PilB ont été déterminés en utilisant les domaines isolés de PilB de N. meningitidis 

et de F. nucleatum. Les propriétés de fluorescence des domaines isolés NmNter et FnNter étant 

les mêmes, à savoir une diminution de l’intensité d’émission de fluorescence lors de leur 

passage de la forme réduite à la forme oxydée, il a été possible de suivre la réduction des 

domaines Msr d’un des deux PilB par le domaine N-terminal de l’autre PilB par la même 

méthode que celle décrite dans le paragraphe 2.4. Les valeurs des paramètres cinétiques 

obtenus sont regroupées dans le Tableau 10.  
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Tableau 10 : Paramètres cinétiques de la réduction des domaines MsrA et MsrB de PilB de 
F. nucleatum et de N. meningitidis par le domaine N-terminal de PilB de F. nucleatum ou de 
N. meningitidis.  
Les paramètres cinétiques ont été obtenus à partir de l’ajustement des données expérimentales 
présentées Figure 60 pour la réduction des domaines FnMsr par le domaine FnNter à l’équation kobs = kr 
+ kf*S/(KS+S). Les valeurs de kr (égales ou très proches de zéro) ne sont pas reportées dans le tableau. 
Les constantes de deuxième ordre k2 ont été calculées à partir des valeurs kf et KS. Le calcul de la pente 
de la représentation des valeurs de kobs à sous saturation donne une valeur de k2 du même ordre de 
grandeur que les valeurs du rapport kf/KS. 
 

On constate que les valeurs de k2 obtenues sur les réductions « croisées » sont toutes de 

l’ordre de 102 M-1.s-1. Ce résultat confirme que le domaine FnNter présente une spécificité pour 

le domaine FnMsrA alors que le domaine NmNter présente une spécificité pour le domaine 

NmMsrB. L’examen plus approfondi des paramètres cinétiques montre que cette sélectivité 

correspond dans les deux cas à une valeur de kf plus élevée et une valeur de KS plus faible. 

 

2.6. Conclusions concernant les domaines isolés de la protéine PilB de F. nucleatum 
 

Les domaines Msr isolés de PilB de F. nucleatum présentent des propriétés catalytiques 

semblables à celles des domaines isolés de la protéine PilB de N. meningitidis. Nous pouvons 

cependant noter une diminution d’un facteur 20 de la constante de vitesse kobsmax pour FnMsrB 

par rapport à NmMsrB, alors que la constante apparente d’affinité est équivalente dans les deux 

cas. Les résidus impliqués dans la catalyse, et notamment le résidu His103, étant strictement 

conservés entre NmMsrB et FnMsrB (Figure 46 page 68), cette différence doit s’expliquer par 

d’autres facteurs non identifiés.  

Les résultats obtenus montrent également que l’étape réductase des domaines MsrA ou 

MsrB n’est pas limitante. En effet, les constantes de vitesse maximales observées sont 

supérieures (kobsmax respectivement de 520 et 2,7 s-1) à la constante de vitesse catalytique (kcat 

respectivement de 1,4 et 1,1 s-1) pour FnMsrA et FnMsrB. Ceci signifie que l’étape limitante se 

situe après l’étape réductase. Si on examine les paramètres cinétiques déterminés pour les 

domaines FnMsr avec la Trx1 comme disulfure oxydoréductase, le fait que la constante de 

vitesse kf (qui reflète les étapes conduisant à la formation du pont disulfure sur la Trx1) soit 
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supérieure au kcat, et que la constante KS pour la Trx1 soit supérieure au KM pour la Trx1 

montre que l’étape cinétiquement limitante du mécanisme des FnMsr est également associée à 

l’étape de dissociation des partenaires Msr réduite / Trx1 oxydée. Cela montre donc que le 

mécanisme de l’étape de recyclage est semblable à celui décrit dans l’introduction pour les 

domaines Msr de PilB de N. meningitidis.  

D’autre part, les résultats montrent que le domaine FnNter présente une sélectivité de 

réduction pour le domaine FnMsrA, alors que le domaine NmNter réduit sélectivement le 

domaine NmMsrB. La sélectivité observée pour le domaine FnMsrA est plutôt inattendue si on 

la compare avec celle observée avec le domaine NmMsrB N. meningitidis. Pour vérifier si cette 

sélectivité est conservée dans PilB entière, nous avons ensuite déterminé les propriétés 

biochimiques et catalytiques de la protéine PilB entière de F. nucleatum avec les mêmes 

approches que celles utilisées dans l’étude de NmPilB. 

 

3. Etude de la protéine PilB entière de F. nucleatum 
 
3.1. Production, purification de la protéine PilB entière et des variants Cys 
 
 

 
Figure 61 : Représentation schématique de la protéine PilB sauvage (FnPilB) de F. nucleatum. 
La numérotation des résidus Cys utilisée est celle utilisée pour les domaines isolés Nter, MsrA et MsrB 
de N. meningitidis (Figure 46 page 68). Les Cys67, Cys51 et Cys117 correspondent aux Cys 
catalytiques des trois domaines et les Cys70, Cys198 et Cys63 correspondent aux Cys de recyclage. La 
Cys86 du domaine MsrA a été mutée en Ser. 
 

Pour obtenir des protéines PilB solubles, la même stratégie que celle utilisée pour PilB 

de N. meningitidis a été utilisée. La partie du gène pilB codant le peptide signal (33 premiers 

résidus N-terminaux) a été délétée et le codon correspondant à la Met de réinitiation a été muté 

pour coder un résidu Ala. De plus, pour faciliter les analyses, la troisième Cys (Cys86) du 

domaine FnMsrA a été mutée en Ser. Pour simplifier les notations, la protéine obtenue à partir 

de cette construction correspond à la protéine FnPilB sauvage et les variants obtenus ci-après 

dérivent de cette dernière construction. Par mutagenèse dirigée, d’autres variants de chacune 

des protéines FnPilB ont été obtenus correspondant à l’inactivation d’un des trois domaines 

(deux résidus Cys mutés en Ser), ou à l’inactivation de deux des trois domaines (quatre résidus 

Cys mutés en Ser) comme décrit pour PilB de N. meningitidis (Figure 48 page 72).  

 Les constructions ont été réalisées dans le plasmide pET24c. La protéine sauvage 

FnPilB et les variants décrits ci-dessus ont tous été produits à partir d’un vecteur d’expression 
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pET24c dans une souche d’E. coli C41(DE3) en milieu auto-inductible ZYM à 37 °C pendant 

18 h sous agitation et en présence de 200 mg/l d’ampicilline. 

Pour purifier la protéine FnPilB et ses variants, la stratégie suivante a été mise au point : 

une précipitation fractionnée à 35 % et 55 % de saturation en sulfate d’ammonium du 

surnageant de sonication a été suivie d’une filtration sur gel (ACA54), puis d’une 

chromatographie échangeuse d’anions et enfin d’une chromatographie par interactions 

hydrophobes. La pureté des protéines a été vérifiée par électrophorèse SDS-PAGE et par 

détermination de la masse par spectrométrie de masse électrospray en conditions dénaturantes 

(LSMBO, Strasbourg, résultats non montrés). Les rendements de purification sont de l’ordre de 

150 mg de protéine par litre de culture.  

 

3.2. FnNter réduit MsrA et MsrB dans PilB 
 
3.2.1. Détermination de la stœchiométrie de formation de la méthionine 

 
Tout d’abord, nous avons vérifié que le domaine Nter est capable de réduire les 

domaines MsrA et MsrB oxydés dans la protéine PilB. Pour cela, la stœchiométrie de 

formation de Met (mole de Met par mole de PilB) a été déterminée après 15 minutes 

d’incubation avec le substrat D,L-Met-R,S-O, en absence et en présence du domaine Nter. En 

parallèle, le nombre de thiols libres est titré par le DTNB, afin de vérifier que la formation 

d’une mole de Met correspond bien à la formation d’un pont disulfure (disparition de deux 

thiols libres). 

 

 
Tableau 11 : Titration des groupements thiols libres par le DTNB et stœchiométrie de formation 
de la méthionine des protéines sauvages et variants de PilB.  
La quantité de Met formée par mole de PilB a été déterminée par chromatographie phase réverse, après 
15 minutes de réaction entre D,L-Met-R,S-O (100 mM) et PilB (100 et 200 µM). Les thiols libres ont 
été titrés en suivant par spectrophotométrie à 412 nm la libération de TNB- en conditions dénaturantes 
(1 % SDS). La perte de thiols libres correspond à la différence entre le nombre de Cys dosées avant et 
après ajout de D,L-Met-R,S-O. 
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Les stœchiométries de formation de Met à 15 min montrent que le domaine FnNter 

réduit les domaines MsrA et MsrB oxydés, deux Met étant formées pour les variants 

FnNterMsrAPilB et FnNterMsrBPilB (Tableau 11). 

 

3.2.2. Vitesse de formation de la méthionine pour les variants FnNterMsrAPilB et 
FnNterMsrBPilB 
 

Nous avons quantifié au cours du temps la quantité de Met formée et les thiols libres 

restants pour les variants FnNterMsrAPilB et FnNterMsrBPilB. Pour cela, nous avons utilisé la 

technique de « quenched flow » comme décrit précédemment pour le variant 

NmNterMsrBPilB : le mélange réactionnel contenant le variant FnPilB et le substrat (D,L-Met-

R,S-O) est réalisé dans un appareil de cinétique rapide et à un temps donné (entre 30 ms et 

300 s) ; et la réaction est arrêtée par acidification du milieu (ajout de TFA). Le mélange est 

ensuite récupéré et après une mesure de la concentration du variant PilB dans le mélange final, 

un dosage des thiols libres est effectué avec du 2-PDS et une quantification des Met formées 

est réalisée par la méthode décrite précédemment.  

 

3.2.2.a. Variant FnNterMsrAPilB 
 

La quantification de la Met au cours du temps avec le variant FnNterMsrAPilB en 

présence de Met-O devait permettre de suivre : 1) l’oxydation du domaine MsrA avec la 

libération d’une mole de Met, et 2) la réduction du domaine MsrA par le domaine Nter, puis la 

réoxydation du domaine MsrA avec la libération d’une seconde mole de Met par mole de PilB. 

Les résultats obtenus montrent que deux Met sont bien formées avec la disparition 

concomitante de quatre groupements thiols libres (Figure 62). La première étape, 

correspondant à la formation de la première Met, est trop rapide pour être mesurée par cette 

technique. En effet, dès 40 ms de réaction, nous observons la formation d’une Met (y0 = 1,07) 

et la disparition de deux thiols libres. Cette étape correspond à l’oxydation du domaine MsrA 

(kobsmax = 520 s-1 déterminé par fluorescence avec l’Ac-L-Met-R,S-O-NHMe, voir résultats 

2.4.3). La seconde étape est lente (~ 1 s-1) et correspond à la formation d’une seconde molécule 

de Met et à la disparition de deux thiols libres. Ceci montre que, comme attendu par rapport 

aux stœchiométries observées à 15 min (paragraphe 3.2.1), le domaine MsrA dans PilB est bien 

réduit par le domaine Nter, et peut donc ensuite réduire une seconde molécule de Met-O, et que 

l’étape de réduction du domaine MsrA est cinétiquement limitante dans le mécanisme avec une 

constante de vitesse de l’ordre de 1 s-1 à 100 mM Met-O. 
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Figure 62 : Suivi de la formation de Met (•) et de la disparition des thiols libres (ο) en fonction du 
temps pour le variant FnNterMsrAPilB (« quenched flow »). 
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 150 µM (concentration finale) de 
protéine dans la première seringue et 100 mM (concentration finale) de substrat D,L-Met-R,S-O dans la 
seconde seringue. La réaction est arrêtée par injection automatique de TFA à 2 % final à différents 
temps. Une partie du mélange réactionnel permet de vérifier la concentration en protéine dans le 
mélange final, une autre à quantifier la Met formée et la dernière à titrer les thiols restant par le 2-PDS. 
L’ajustement des données expérimentales (points) à l’équation d’une monoexponentielle croissante 
(traits continus) concernant la quantification de la Met formée : y = y0 + Amp (1 - e-kobst) et à l’équation 
d’une monoexponentielle décroissante pour la titration des groupements thiols libres : y = Amp.e-kobst 
permet de déterminer les constantes de vitesse suivantes kobs = 0,94 ± 0,18 s-1 (Amp = 0,83 ± 0,07 et y0 
= 1,07 ± 0,01) pour la formation de Met et kobs = 0,75 ± 0,19 s-1 (Amp = 1,93 ± 0,23) pour la disparition 
des thiols.  
 

3.2.2.b. Variant FnNterMsrBPilB  
 

Pour le variant FnNterMsrBPilB, des expériences de « quenched flow » ont été 

réalisées dans les mêmes conditions que pour le variant FnNterMsrAPilB afin de quantifier la 

formation de Met et la disparition des thiols libres au cours du temps. 

Les résultats obtenus montrent que deux Met sont bien formées avec la disparition 

concomitante de quatre groupements thiols libres (Figure 63, A). La formation d’une seconde 

molécule de Met démontre que le domaine MsrB est bien réduit par le domaine Nter et peut 

réduire ensuite une seconde molécule de Met. Ceci montre que, comme attendu par rapport aux 

stœchiométries observées à 15 min (paragraphe 3.2.1), le domaine MsrB dans FnPilB est bien 

réduit par le domaine Nter. 

Les points expérimentaux s’ajustent à l’équation d’une monoexponentielle croissante 

qui passe par l’origine (formation de Met) et d’une exponentielle décroissante (disparition des 

thiols libres). Ceci implique que la formation des deux molécules de Met n’est pas 

indépendante, avec une constante de vitesse de 5.10-2 s-1 environ, et que, dans les conditions 

utilisées, l’étape réductase est cinétiquement limitante dans la réaction ; la vitesse de l’étape de 

réduction du domaine MsrB par le domaine Nter étant supérieure à 5.10-2 s-1.  
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Figure 63 : Suivi de la formation de Met (A) ou d’Ac-Met-NHMe (B) (•) et de la disparition des 
thiols libres (ο) au cours du temps avec le variant FnNterMsrBPilB (« quenched flow »).  
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 150 µM (concentration finale) de 
protéine dans la première seringue et (A) 100 mM (concentration finale) de substrat D,L-Met-R,S-O ou  
(B) 150 mM (concentration finale) de substrat D,L-Ac-Met-R,S-O-NHMe dans la seconde seringue. La 
réaction est arrêtée par injection automatique de TFA à 2 % à différents temps. Une partie du mélange 
réactionnel permet de vérifier la concentration en protéine dans le mélange final, une autre à quantifier 
la Met (ou l’Ac-Met-NHMe) formée et la dernière à titrer les thiols restant par le 2-PDS (uniquement 
pour A).   
A. L’ajustement des données expérimentales (points) à l’équation d’une monoexponentielle croissante 
(traits continus) concernant la quantification de la Met formée : y = y0 + Amp (1 - e-kobst) et à l’équation 
d’une monoexponentielle décroissante pour la titration des groupements thiols libres : y = Amp.e-kobst 
permet de déterminer les constantes de vitesse suivantes kobs = 5,2.10-2 ± 0,4.10-2 s-1 (Amp = 2,07 ± 0,05 
et y0 = 0) pour la formation de Met et kobs = 3,4.10-2 ± 0,7.10-2 s-1 (Amp = 2,62 ± 0,25) pour la 
disparition des thiols.  
B. L’encart correspond à un agrandissement de ce qui est observé dans les 5 premières secondes. 
L’ajustement des données expérimentales (points) à l’équation d’une double exponentielle croissante 
(traits continus) concernant la quantification d’Ac-Met-NHMe formée (A) : y = y0 + Amp (1 - e-kobst) 
conduit aux constantes de vitesse suivantes : kobs1 = 9,35 ± 3,83 s-1 (Amp1 = 0,71 ± 0,09) pour la 
formation de la première molécule d’Ac-Met-NHMe (B) et kobs2 = 0,15 ± 0,06 s-1 (Amp2 = 0,82 ± 0,10) 
pour la formation de la seconde molécule d’Ac-Met-NHMe.  
 

L’activité réductase de FnMsrBPilB observée en présence de 100 mM  de D,L-Met-R,S-

O (kobs = 5.10-2 s-1) est 50 fois plus faible que celle observée en présence d’ Ac-L-Met-R,S-O-

NHMe (kobsmax = 2.7 s-1, paragraphe 2.4.3). Or, il a été montré que la MsrB de N. meningitidis 

présente une efficacité catalytique de l’étape réductase 1000 fois plus faible en présence de 

Met-O par rapport à l’Ac-L-Met-R,S-O-NHMe, et ce à cause d’un effet KS uniquement 

(résultats non montrés). Il en est probablement de même pour la MsrB de FnPilB. Nous avons 

donc réalisé la même étude en prenant le substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe à la place de la D,L-

Met-R,S-O dans le but d’augmenter la vitesse de l’étape réductase de FnMsrBPilB et de 

pouvoir déterminer la vitesse de formation de la seconde molécule de Met. 

Les résultats obtenus montrent que deux moles d’Ac-Met-NHMe sont bien formées 

(Figure 63, B). Les points expérimentaux s’ajustent à l’équation d’une double exponentielle 

croissante. La vitesse de l’étape réductase obtenue est équivalente à celle obtenue pour le 

domaine FnMsrB isolé (kobsmax = 2,7 s-1, paragraphe 2.4.3). La vitesse de formation de la 
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seconde molécule d’Ac-Met-NHMe est de 0,15 s-1, qui est équivalente à celle obtenue pour le 

variant FnNterMsrAPilB. Ceci suggère que la sélectivité de réduction du domaine MsrA 

observée sur les domaines isolés ne semble pas être retrouvée dans FnPilB entier. 

  

3.3. Les domaines Msr dans FnPilB 
 
3.3.1. Caractérisation des propriétés de fluorescence des trois domaines réduits et oxydés 
dans PilB 
 

Dans un premier temps il était nécessaire de vérifier si les variations d’intensité de 

fluorescence étaient les mêmes dans le contexte PilB que celles observées sur les trois 

domaines isolés entre les formes réduites et oxydées. Pour cela, les spectres d’émission de 

fluorescence des variants PilB avec un seul domaine encore actif (FnNterPilB, FnMsrAPilB et 

FnMsrBPilB) réduits et oxydés ont été enregistrés. 

Les spectres d’émission de fluorescence obtenus, à la longueur d’onde d’excitation de 

293 nm, montrent que les variations d’intensité de fluorescence, correspondant au passage de la 

forme réduite à la forme oxydée sont conservées entre les domaines FnNter et FnMsrA et les 

variants FnNterPiB et FnMsrAPilB (Figure 64).  

 
Figure 64 : Spectres de fluorescence des trois domaines réduits et oxydés dans la protéine PilB 
entière de F. nucleatum.  
Les spectres d’excitation (émission suivie à 340 nm) et d’émission (excitation à 293 nm) ont été 
enregistrés avec 10 µM de protéines à 25°C en tampon TE pH 8,0. Les variations de fluorescence entre 
les domaines réduits (formes pleines) et oxydés (formes vides) sont représentés par des flèches 
(FnNter : verte ; FnMsrA : bleue ; FnMsrB : orange). 

 

Une diminution de 20 % est observée pour le variant FnNterPilB et une augmentation 

de 20 % pour le variant FnMsrAPilB. Par contre, on observe une inversion de la variation 

d’émission de fluorescence pour le variant FnMsrBPilB comme pour NmMsrBPilB, avec une 
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diminution de 60 %. Ces observations suggèrent que le contexte tridimensionnel de la protéine 

PilB a une influence sur l’environnement du Trp du domaine FnMsrB. 

 

3.3.2. Vitesses de formation du pont disulfure Cys51-Cys198 MsrA ou Cys63-Cys117 
MsrB dans FnPilB 
 

Pour déterminer, la vitesse de formation des ponts disulfures au niveau des domaines 

Msr, le suivi des variations d’intensité d’émission de fluorescence a été réalisé en présence de 

substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe avec les variants FnNterPilB, FnMsrAPilB et FnMsrBPilB. 
 
3.3.2.a. Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase MsrA avec le 
variant FnMsrAPilB 
   

Comme cela a été fait sur les domaines FnMsr isolés, la vitesse de formation du pont 

disulfure Cys51-Cys198 du variant FnMsrAPilB a été déterminée en suivant l’augmentation de 

la fluorescence lors du passage du domaine MsrA de sa forme réduite à sa forme pont disulfure 

en présence de différentes concentrations en substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe.  

Une augmentation rapide de l’émission de fluorescence est observée pour chaque 

concentration en substrat utilisée (Figure 65) ; et chaque courbe a été ajustée à l’équation d’une 

monoexponentielle croissante (équation 2). L’ajustement des paramètres cinétiques kobs en 

fonction de la concentration en substrat à l’équation 4, a conduit aux valeurs de kobsmax et de KS 

respectivement de 300 s-1 et de 73 mM pour FnMsrAPilB (Figure 65). 

 
Figure 65 : Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase du domaine MsrA du 
variant FnMsrAPilB par suivi de la fluorescence (« stopped flow ») en « single turn-over ».  
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM de protéine et 5 mM de 
substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe (A) avec une longueur d’onde d’excitation à 293 nm et un filtre 
permettant de mesurer la fluorescence émise au dessus de 320 nm. L’ajustement du signal à l’équation 
d’une monoexponentielle croissante conduit à la détermination d’une constante de vitesse de 21,7 s-1. 
L’ajustement des valeurs de kobs en fonction de la concentration en substrat (B) à l’équation 4 donne les 
paramètres cinétiques suivants : kobsmax = 300 ± 12 s-1 et KS = 73 ± 9 mM.  

 

La comparaison des valeurs de ces paramètres cinétiques avec celles des paramètres 

obtenues pour le domaine isolé FnMsrA montre que le contexte tridimensionnel de PilB 
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n’affecte pas l’efficacité catalytique de l’étape réductase du domaine MsrA (Tableau 12 

page 99). 

 

3.3.2.b. Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase MsrB avec le 
variant FnMsrBPilB  
  

De la même manière, la vitesse de formation du pont disulfure Cys63-Cys117 du 

variant FnMsrBPilB a été déterminée en suivant le passage du domaine MsrB de sa forme 

réduite à sa forme pont disulfure, qui se traduit par une diminution de l’intensité d’émission de 

fluorescence, en présence de différentes concentrations en substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe.  

Une diminution rapide de l’émission de fluorescence est observée pour chaque 

concentration en substrat utilisée (Figure 66) et chaque courbe a été ajustée à l’équation d’une 

monoexponentielle décroissante (équation 3). L’ajustement des valeurs de kobs en fonction de la 

concentration en substrat à l’équation 4 a conduit aux valeurs de kobsmax et de KS respectivement 

de 3,5 s-1 et de 19 mM pour FnMsrBPilB (Figure 66). 

 
Figure 66 : Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase du domaine MsrB dans 
FnMsrBPilB par suivi de la fluorescence (« stopped flow ») en « single turn-over ».  
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM de protéine et 20 mM de 
substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe (A) avec une longueur d’onde d’excitation à 293 nm et un filtre 
permettant de mesurer la fluorescence émise au dessus de 320 nm. L’ajustement du signal à l’équation 
d’une monoexponentielle croissante ou décroissante conduit à la détermination d’une constante de 
vitesse de 1,82 s-1. L’ajustement des valeurs de kobs en fonction de la concentration en substrat (B) à 
l’équation 4 donne les paramètres cinétiques suivants kobsmax = 3,5 ± 0,1 s-1 et KS = 19 ± 3 mM.  

 

La comparaison des valeurs de ces paramètres cinétiques avec celles des paramètres 

obtenues sur le domaine isolé FnMsrB montre que le contexte PilB n’affecte pas l’étape 

réductase du domaine MsrB (Tableau 12 page 99). 
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Tableau 12 : Paramètres cinétiques de l’étape réductase des domaines Msr isolés et dans les 
variants FnPilB.  
Les paramètres cinétiques de l’étape réductase ont été déterminés en tampon TE pH 8,0 en condition de 
« single turn over » par le suivi du message de fluorescence (Matériels et Méthodes). Les points 
expérimentaux ont été ajustés à l’équation 4. Les paramètres cinétiques du variant FnNterMsrAPilB ont 
été déterminés (voir le paragraphe 3.4). 
 

3.4. Réduction des domaines FnMsr dans PilB 
 
3.4.1. Vitesse de réduction des domaines Msr oxydés sous forme de pont disulfure par les 
domaines Nter avec des variants FnNterMsrPilB  
 

Comme pour PilB de N. meningitidis, nous avons suivi les variations d’intensité 

d’émission de fluorescence par « stopped flow » des variants FnNterMsrAPilB et 

FnNterMsrBPilB en présence de substrat. Compte tenu des résultats obtenus par les approches 

de « quenched-flow », nous devions observer deux messages : 

- un premier message correspondant à l’oxydation du domaine Msr dans PilB (augmentation 

pour FnMsrAPilB et diminution pour FnMsrBPilB, étape 1 du schéma ci-dessous) ;  

- un second message plus lent correspondant à l’oxydation du domaine Nter dans PilB 

(diminution pour tous les variants) et à la réduction du domaine Msr dans PilB (diminution 

pour FnMsrAPilB et augmentation pour FnMsrBPilB) (étapes 2 et 3 sur le schéma ci-dessous). 

 
 
3.4.1.a. Etude du variant FnNterMsrAPilB 

 
Le suivi de la réduction du substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe à différentes 

concentrations par le variant FnNterMsrAPilB montre deux variations de fluorescence 

successives : une augmentation de l’intensité d’émission de fluorescence rapide pouvant 
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correspondre à l’oxydation du domaine MsrA suivie d’une diminution de fluorescence plus 

lente pouvant correspondre à l’oxydation du domaine Nter concomitante à la réduction du 

domaine MsrA (Figure 67).  

 
Figure 67 : Suivi par fluorescence de la vitesse de réduction du substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe 
par le variant FnNterMsrAPilB en single turn over. 
L’encart correspond à un agrandissement sur des 100 premières millisecondes de la réaction. Les 
mesures ont été effectuées au « stopped-flow » à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM de protéine et 
5 mM de substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe avec une longueur d’onde d’excitation à 293 nm et un filtre 
permettant de mesurer la fluorescence émise au dessus de 320 nm.  

 

Le signal observé correspond à l’oxydation « totale » du variant FnNterMsrAPilB en 

présence de substrat, puisque les résultats obtenus par la méthode de « quenched flow » a mis 

en évidence la formation de deux molécules de Met après 5 s de réaction. L’ajustement des 

données à un modèle cinétique à deux étapes (A à B à C) à l’aide du logiciel Pro-Kinetics,	
  

conduit à deux constantes de vitesse pour chaque concentration en substrat (Figure 68). 

 
Figure 68 : Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase du domaine MsrA pour 
le variant FnNterMsrAPilB (A) et de l’étape de réduction du domaine MsrA oxydé par le 
domaine Nter (B). 
L’ajustement des points expérimentaux à l’équation 4 nous permet d’obtenir les paramètres cinétiques 
suivants : kobsmax1 = 200 ± 5 s-1 et KS1 = 52 ± 4 mM et kobsmax2 = 0,11 ± 0,01 s-1 et KS2 = 0,87 ± 0,08 mM. 
Il est à noter que les valeurs de kobs2 ne varient quasiment pas, ce qui pose la question de l’ajustement à 
l’équation 4.  
 

2 
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Les valeurs des paramètres cinétiques obtenues pour la 1ère étape sont du même ordre 

que celles observés pour le domaine FnMsrA (kobsmax = 520 s-1 et KS = 70 mM, Tableau 12 

page 99). Ce résultat montre donc que le premier message de fluorescence (augmentation de 

l’intensité d’émission de fluorescence) correspond bien à l’étape réductase du domaine MsrA 

dans le variant FnNterMsrAPilB. 

 L’analyse du second signal est beaucoup moins évidente. En effet, la constante de 

vitesse observée est quasiment constante quelque soit la concentration en Ac-L-Met-R,S-O-

NHMe (kobsmax de 0,11 s-1). Celle-ci pourrait correspondre à la réduction du domaine MsrA par 

le domaine Nter. Cette réduction serait immédiatement suivie par la réoxydation du domaine 

MsrA, c’est-à-dire à la réduction d’une seconde molécule de Met-O en Met. Ce résultat est 

cohérent avec les résultats obtenus avec la méthode de « quenched flow », où deux molécules 

de Met sont produites.  

 

3.4.1.b. Etude du variant FnNterMsrBPilB  
 
Le suivi de la réduction du substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe (concentrations variables) 

par le variant FnNterMsrBPilB montre une seule variation de fluorescence (Figure 69) : une 

diminution de l’intensité d’émission de fluorescence pouvant correspondre à l’oxydation du 

domaine MsrB suivie de l’oxydation du domaine Nter concomitante à la réduction du domaine 

MsrB, immédiatement suivie de la réoxydation du domaine MsrB.  

 

 
Figure 69 : Suivi par fluorescence de la réduction du substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe par le 
variant FnNterMsrBPilB en « single turn over ». 
Les mesures ont été effectuées au « stopped-flow » à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM de 
protéine et 5 mM de substrat Ac-L-Met-R,S-O-NHMe avec une longueur d’onde d’excitation à 293 nm 
et un filtre permettant de mesurer la fluorescence émise au dessus de 320 nm.  
 

Ce signal correspond à l’oxydation « totale » du variant FnNterMsrBPilB en présence 

de substrat, puisque les résultats obtenus par la méthode de « quenched flow » a mis en 
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évidence la formation de deux molécules de Met après 100 s de réaction. Les données obtenues 

ne s’ajustent pas à l’équation d’une monoexponentielle ou d’une double exponentielle 

décroissante. Ainsi, l’ajustement des données à un modèle cinétique à deux étapes (A à B à 

C) par le logiciel Pro-Kinetics donne deux constantes de vitesses (kobs) pour chaque 

concentration en substrat (Figure 70).  

 
Figure 70 : Variation des constantes de vitesse kobs de l’étape réductase du domaine MsrB pour le 
variant FnNterMsrBPilB (A) et de l’étape de réduction du domaine MsrB oxydé par le domaine 
Nter (B). 
 

Les variations des valeurs de constantes de vitesse (kobs) en fonction de la concentration 

en substrat, présentées dans la Figure 70, ne s’ajustent ni a une droite ni à un modèle avec 

saturation, surtout au niveau des valeurs obtenues à faible concentration en substrat. Une 

explication serait l’existence d’un changement d’étape cinétiquement limitante de la réaction 

dans la gamme de concentration en substrat utilisée. Pour y remédier, il faudrait connaître 

l’étape cinétiquement limitante pour chaque concentration en substrat, ce qui permettrait 

d’ajuster les données de variation d’intensité d’émission de fluorescence en fonction du temps 

à des modèles différents, ce qui n’est pas possible. Cependant, il est fort probable que les 

valeurs des constantes obtenues à concentration saturante en substrat (kobs1 = 6 s-1 et kobs2 = 

0,3 s-1, à 200 mM) reflètent bien les valeurs des constantes maximales de l’activité réductase 

du domaine MsrB et de la réduction du domaine MsrB par le domaine Nter. En effet, la valeur 

du kobs1 est proche de la valeur du kobsmax de FnMsrBPilB dans les mêmes conditions (kobsmax = 

3,7 s-1, 3.3.2.b). La seconde constante de vitesse doit donc correspondre à celle de la réduction 

du domaine MsrB par le domaine Nter.  

 

3.4.2. Réduction des variants FnMsrAPilB et FnMsrBPilB oxydés sous forme pont 
disulfure par le variant FnNterPilB 
 

Les résultats obtenus précédemment montrent une constante de vitesse maximale de 

l’ordre de 1 s-1 pour la réduction du domaine MsrA (variant FnNterMsrAPilB), et de 0,3 s-1 
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pour le domaine MsrB (variant FnNterMsrBPilB). Cependant, il restait à déterminer si, dans 

les conditions expérimentales utilisées, la réaction de réduction se faisait par un mécanisme 

intra ou en inter-moléculaire. Pour répondre à cette question, nous nous sommes placés dans 

des conditions de réduction « intermoléculaires », à savoir le variant FnMsrAoxPilB ou 

FnMsrBoxPilB en condition stœchiométrique avec le variant FnNterPilB, et nous avons suivi 

par fluorescence la réduction du domaine Msrox par le variant FnNterPilB. Comme attendu, 

nous observons une diminution de l’intensité d’émission de fluorescence assez lente qui 

correspond bien à l’oxydation de FnNterPilB (Figure 71). 

 
Figure 71 : Suivi par fluorescence de la réduction du domaine MsrA oxydé du variant 
FnMsrAoxPilB (A) et du domaine MsrB oxydé du variant FnMsrBoxPilB (B) par le domaine Nter 
du variant FnNterPilB en quantités stœchiométriques en single turn over (« stopped flow »). 
Les mesures ont été effectuées à 25 °C en tampon TE pH 8,0 avec 5 µM du variant FnMsrAoxPilB 
préalablement oxydé et 5 µM du variant FnNterPilB. L’ajustement des données expérimentales à 
l’équation d’une monoexponentielle décroissante donne une valeur de kobs respectivement de 0,25 ± 
0,02 s-1 et de (6,0 ± 0,1).10-3 s-1. 
 

L’ajustement à l’équation d’une monoexponentielle décroissante (équation 3) conduit à 

une constante de vitesse d’environ 0,25 s-1 pour la réduction intermoléculaire de FnMsrAPilB 

et d’environ 6.10-3 s-1 pour la réduction intermoléculaire de FnMsrBPilB.  

 
3.5. Conclusions  
 

L’étude de la protéine FnPilB entière montre que : 1) les domaines FnMsrPilB ont les 

mêmes propriétés catalytiques que les domaines FnMsr isolés, 2) les variations de fluorescence 

ne sont pas toutes conservées entre les domaines isolés et les domaines dans le contexte 

FnPilB ; et 3) le domaine Nter réduit les domaines MsrA et MsrB dans le contexte FnPilB. 

Reste posée la question de la nature du mécanisme (intra- ou intermoléculaire) de réduction des 

domaines Msr par le domaine Nter, dans les conditions expérimentales utilisées.  

En ce qui concerne la réduction du domaine MsrA par le domaine Nter, si on compare 

la valeur des constantes de vitesse mesurées avec FnNterMsrAPilB (kobs de 1 s-1 à 100 mM en 

Met-O, et kobsmax de 0,11 s-1 à saturation en Ac-L-Met-R,S-O-NHMe) à celle de la constante de 
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vitesse de réduction de FnMsrAPilB par FnNterPilB obtenue dans des conditions équivalentes 

de concentrations en protéines (kobs = 0,25 s-1), on constate que la différence entre ces valeurs 

n’est pas significative. Ces résultats ne nous permettent donc pas de conclure quant à la nature 

intra- ou intermoléculaire de la réaction de réduction du domaine MsrA dans la protéine 

FnPilB, mais indique que la réaction selon un mécanisme intermoléculaire est au moins aussi 

rapide que la réaction selon un mécanisme intramoléculaire.  

En ce qui concerne la réduction du domaine MsrB par le domaine Nter, si on compare 

la valeur des constantes de vitesse mesurées pour le variant FnNterMsrBPilB par fluorescence 

(kobsmax de 0,3 s-1 à 200 mM en Ac-L-Met-R,S-O-NHMe) et par la technique de « quenched 

flow » (kobs de 0,15 s-1 à 150 mM en Ac-L-Met-R,S-O-NHMe) à celle de la  constante de 

vitesse de réduction de FnMsrBPilB par FnNterPilB obtenue dans des conditions équivalentes 

de concentrations en protéines (6.10-3 s-1), on peut conclure que la réaction de réduction peut 

procéder par un mécanisme intramoléculaire dans FnPilB. 

 

4. PilB de N. meningitidis in vivo  
 
 Comme décrit dans l’Introduction, les bactéries pathogènes du genre Neisseria 

subissent un stress oxydant généré par les cellules de l’hôte lors d’une infection. Il a été montré 

que la protéine PilB de N. gonorrhoeae serait impliquée dans la résistance de la bactérie au 

stress oxydant, et notamment au peroxyde d’hydrogène (Skaar et al., 2002). D’autre part, il 

avait été également montré, par une approche de fractionnement subcellulaire, une localisation 

de PilB chez N. gonorrhoeae au niveau de la membrane externe uniquement (Skaar et al., 

2002). Cette localisation est incompatible avec l’utilisation de la DsbD, qui est une protéine 

transmembranaire de la membrane interne, comme partenaire réducteur (Brot et al., 2006 et 

partie II des résultats). Dans ce contexte, il était nécessaire de localiser PilB dans le périplasme 

de N. meningitidis par rapport à son partenaire réducteur, la DsbD, et nous avons voulu 

également savoir si le rôle décrit dans la littérature (Skaar et al., 2002) de PilB dans la 

résistance au stress oxydant était retrouvé chez N. meningitidis. 

 
4.1. Localisation de PilB 
 
4.1.1. PilB n’est pas une lipoprotéine 
 

L’inspection de la séquence N-terminale de PilB montrait l’existence d’une séquence, 

qui bien que non consensus, peut permettre l’accrochage d’une chaîne lipidique qui ferait de 

PilB une lipoprotéine (Figure 72), comme cela a été montré pour les protéines DsbA1 et 

DsbA2 de N. meningitidis (Tinsley et al., 2004).  
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Figure 72 : Alignement des séquences N-terminales des protéines PilB, DsbA1, DsbA2 et DsbA3 
de N. meningitidis.  
DsbA1 et DsbA2 sont des lipoprotéines. Les résidus conservés dans au moins trois des séquences sont 
surlignés en jaune. 
 

Pour les bactéries à Gram-négatif, la maturation d’une lipoprotéine se déroule en trois 

étapes (Figure 73) : 1) une lipidation du thiol de la Cys qui est localisée après le peptide signal 

par une diacylglycéryl transférase, 2) le clivage du peptide signal par la signal peptidase II, qui 

est une étape nécessaire à la troisième étape ; et 3) l’attachement d’une chaine acyl sur le 

groupement amine de la Cys par une transacylase. La comparaison de la séquence du Nter de 

PilB avec celles des DsbA1, DsbA2 et DsbA3, montre bien la présence de la Cys en aval du 

peptide signal au niveau du domaine Nter de PilB de N. meningitidis ainsi qu’une séquence 

plus proche de celles des DsbA1 et DsbA2, qui sont des lipoprotéines, par rapport à celle de la 

DsbA3 qui n’en est pas une.  

 

 

Figure 73 : Représentation des trois étapes de la maturation d’une lipoprotéine chez les bactéries 
à Gram-négatif. 
La prolipoprotéine est lipidée sur la Cys située juste après le peptide signal par la diacylglycéryl 
transférase. La signal peptidase II clive ensuite le peptide signal et l’apolipoprotéine obtenue est ensuite 
modifiée par une transacylase qui ajoute une chaîne acyl sur le groupement amine de la Cys. La 
globomycine inhibe (flèche rouge) la Signal peptidase II. 
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Pour déterminer si PilB est une lipoprotéine ou non, nous avons donc utilisé une 

méthode décrite précédemment pour les DsbA de N. meningitidis (Tinsley et al., 2004). Cette 

méthode consiste à cultiver les bactéries en présence ou en absence de globomycine. Comme 

indiqué dans la figure 73, la présence de globomycine dans le milieu de culture inhibe l’activité 

de la signal peptidase II, qui est responsable du clivage du peptide signal. Dans ces conditions, 

une différence de la masse apparente des lipoprotéines sera observée, due à l’absence de 

clivage du peptide signal et de la lipidation partielle de la Cys. Pour PilB, les masses attendues 

en absence et en présence de globomycine étaient respectivement de 58 580 et 56 560 Da. 

 Nous avons donc cultivé en milieu liquide la souche sauvage siaD de N. meningitidis en 

présence et en absence de globomycine jusqu’à atteindre une DO600nm de 0,7 environ. Les 

cultures ont été arrêtées et 20 µg de protéines totales ont été déposées sur SDS-PAGE 7,5 %, 

puis transférées sur membrane de nitrocellulose. La présence de PilB a été mise en évidence 

par immunodétection en utilisant les anticorps anti-MsrB (Figure 74). La masse apparente de 

PilB ne semble pas affectée par l’utilisation de globomycine durant la croissance de 

N. meningitidis. En effet, la différence de migration entre les deux formes devrait être visible 

d’après la résolution du SDS-PAGE utilisé et la migration du marqueur de poids moléculaires 

(résultat non montré). Ce résultat suggère donc que PilB ne serait pas une lipoprotéine.  

 
Figure 74 : PilB n’est pas une lipoprotéine 
Immunodétection de la protéine PilB avec des anticorps anti-MsrB sur 20 µg de protéines totales issues 
de cultures de la souche siaD de N. meningitidis en absence (-) et en présence (+) de globomycine 
déposées sur SDS-PAGE et transférées sur membrane de nitrocellulose.   
 

4.1.2. PilB n’est pas ancrée à la membrane externe 
 

Afin de localiser PilB dans le périplasme, nous avons tout d’abord réalisé des 

expériences de fractionnement subcellulaire soit par enrichissement des fractions en membrane 

interne et en membrane externe, soit par fractionnement des membranes par gradient de 

saccharose. Tous les résultats obtenus (en utilisant les anticorps anti-MsrB) ont montré que 

PilB est présente dans toutes les fractions membranaires, ainsi que dans les fractions solubles 

(résultats non montrés).  

 

Comme les techniques classiques de séparation des membranes n’avaient pas permis de 

conclure sur la localisation de PilB, nous avons essayé de localiser directement la protéine PilB 
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dans les cellules siaD de N. meningitidis par microscopie électronique à transmission (MET) 

en utilisant les anticorps anti-MsrB couplés à des grains d’or (collaboration J. Gérard et 

Dr A. Brun-Jacob, UHP Nancy 1) (Figure 75). Les résultats indiquent que les grains d’or sont 

plutôt localisés autour du peptidoglycane surtout du côté de la membrane interne, mais pas au 

niveau de la membrane externe. Il est à noter que le marquage semble assez faible (peu de 

grains d’or visibles par cellules), mais il est très spécifique car aucun marquage n’a été observé 

en dehors des cellules et quelques grains d’or sont retrouvés dans le cytoplasme (forme MsrA-

MsrB cytoplasmique).  

 

	
  
	
  

Figure 75 : Localisation de PilB par microscopie électronique à transmission sur des coupes 
N. meningitidis.  
La protéine PilB est immunodétectée par des anticorps anti-MsrB. Les anticorps secondaires sont 
couplés à des grains d’or de 10 nm qui apparaissent en points noirs. La membrane externe, la membrane 
interne et le peptidoglycane sont indiqués respectivement par des flèches jaunes, blanches et vertes. Les 
trois clichés présentés sont représentatifs des différentes localisations observées sur l’ensemble des 
clichés. En prenant en compte l’ensemble des clichés, les grains d’or sont localisés à 80 % entre la 
membrane interne et le peptidoglycane et à 20 % à proximité du peptidoglycane du côté de la 
membrane externe. 
 

4.2. Effet de la délétion du gène pilB chez N. meningitidis 
 

Afin d’étudier le rôle de PilB de N. meningitidis dans la résistance au stress oxydant, il 

était nécessaire d’obtenir un mutant de N. meningitidis délété du gène pilB.  

 
4.2.1. Délétion du gène pilB  
 

La délétion du gène pilB par recombinaison homologue au site du gène a permis un 

remplacement du gène pilB par un gène de résistance à la kanamycine. Pour cela, nous avons 

inséré dans un plasmide non réplicatif chez N. meningitidis le gène de résistance à la 

kanamycine bordé des séquences amont et aval du gène pilB. Les détails des constructions 

génétiques utilisées sont expliqués dans la partie Matériels et Méthodes. La souche siaD de 

N. meningitidis a été transformée par ce plasmide, et les clones résistants à la kanamycine ont 

été sélectionnés. Nous avons vérifié par PCR et par immunodétection (anticorps anti-MsrB) 
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que le gène pilB n’était plus présent et que la protéine PilB n’était plus exprimée (résultats non 

montrés). Les mutants ont été appelés mutant ΔpilB. 

 

4.2.2. Effet d’un stress oxydant sur une souche de N. meningitidis délété du gène PilB 
 

Aucune différence significative de croissance n’a été observée entre la souche siaD de 

N. meningitidis et le mutant ΔpilB en milieu liquide en présence d’H2O2 (résultats non 

montrés). Par contre, en présence de 10 mM de paraquat, le taux de survie de la souche ΔpilB 

est plus faible que celui de la souche sauvage (Figure 76). Le paraquat génère des O2
.- dans le 

cytoplasme et non dans le périplasme, ce qui signifie que la différence observée entre les deux 

souches est sans doute due à la protéine fusion MsrA-MsrB qui est cytoplasmique. 

 
Figure 76 : Tests de survie de la souche sauvage et du mutant ΔpilB de N. meningitidis en 
présence de paraquat.  
Les deux souches sont cultivées sur milieu solide GCB pendant une nuit à 37 °C, 5 % CO2. A partir de 
ces cultures, des suspensions cellulaires à DO600nm égales à 0,05 sont préparées dans du milieu GCB 
liquide, puis incubées sous agitation à 37 °C, 5 % CO2 jusqu’à atteindre la phase exponentielle de 
croissance (DO600nm entre 0,2 et 0,4). Un aliquot de chaque culture est dilué dans 10 ml final de GCB 
liquide pour avoir une DO600nm de 0,01 et 10 mM de paraquat sont ajoutés. Des aliquots de 10 ml sont 
étalés à 0, 20min, 40min et 60min après l’ajout de paraquat sur milieu solide GCB, et sont incubés à 
37 °C, 5 % CO2 toute la nuit. Les « unités formant colonies » (ufc) sont ensuite comptabilisées. 
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Partie II : La protéine nDsbD de N. meningitidis  
 

Comme il a été décrit dans l’Introduction, la protéine DsbD périplasmique est le 

réducteur physiologique de nombreuses « Trx-like » périplasmiques comme la DsbE qui est 

impliquée dans la maturation des cytochromes c chez E. coli. La protéine DsbD est une 

protéine transmembranaire à trois domaines qui permet le transfert des électrons de la Trx 

cytoplasmique vers le périplasme (Figure 31 page 51). Les électrons passent, via différents 

centres disulfure redox, de la Trx au domaine transmembranaire tDsbD, puis au domaine C-

terminal cDsbD qui possède un repliement de type Trx, et enfin au domaine N-terminal 

nDsbD, qui possède un repliement de type immunoglobuline. Ce dernier va ensuite réduire 

différentes cibles périplasmiques appartenant toutes à la famille des « Trx-like ».  

L’étude structurale du domaine Nter de PilB de N. meningitidis (NmNter) avait révélé 

une structure de type Trx et plus précisément un repliement de type DsbE (Ranaivoson et al., 

2006), suggérant que PilB pouvait utiliser une DsbD comme donneur d’électrons. De plus, au 

début de ma thèse, une étude avait montré que le domaine nDsbD d’E. coli pouvait réduire le 

domaine Nter de la protéine PilB de N. gonorrhoeae (Brot et al., 2006). Enfin, parallèlement à 

l’étude de PilB, le Dr A. Gand avait identifié et commencé à caractériser la DsbE de 

N. meningitidis, appelée DsbE1.  

L’ensemble de ces données suggérait fortement l’existence d’une DsbD chez 

N. meningitidis qui pourrait être le partenaire réducteur physiologique du domaine NmNter de 

PilB et de la DsbE1 de N. meningitidis. Bien qu’aucun gène dsbD n’était annoté dans le 

génome de N. meningitidis, des recherches par identité de séquence ont permis d’identifier un 

gène codant une protéine possédant 32 % d’identité de séquence avec la DsbD d’E. coli 

(Figure 77). De plus, cette DsbD putative présente 98 % d’identité de séquence avec la DsbD 

putative de N. gonorrhoeae. 

Dans ce contexte, le domaine N-terminal de la DsbD (nDsbD) putative de 

N. meningitidis a été surproduit dans E. coli et purifié, sous forme soluble, après délétion du 

peptide signal. J’ai étudié les propriétés biochimiques et enzymatiques de la nDsbD vis-à-vis 

de la réduction de différentes cibles, à savoir le domaine NmNter de PilB et la DsbE1 de 

N. meningitidis. En parallèle, tout un volet de biologie structurale par une approche RMN a été 

entrepris par le Dr M. Quinternet de l’équipe du Dr MT. Cung (UMR 7568 CNRS-INPL).   
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Figure 77 : Alignement des séquences des protéines DsbD d’E. coli, de N. meningitidis et de 
N. gonorrhoeae. La numérotation indiquée est celle de la nDsbD d’E. coli, les résidus conservés sont 
surlignés en jaune et les six cystéines essentielles en rouge. Les flèches indiquent les extrémités N- et 
C-terminales des protéines nDsbD d’E. coli (gris) et de N. meningitidis (noir) produites sous forme 
soluble. 
 
 
 
 
 

        1         10        20        30         40                         
.     . |....|....|....|....|....|. ...|....|....|.. 

DsbD coli   --------MAQRIFTLILLLCSTSVFAGLFDAPGRSQFVPADQAFAFDFQQNQ-HDLNLTWQIKDGYYLY  
DsbD Nmen   ------------MKKLICLFAVFLMLCGRAFALDANDLLPPEKAFVPELAVAD-DGVNVRFRIADGYYMY  
DsbD Ngono  MRTNYLSETDSIMKKLICLFAVFLMLCGRAFALDANDLLPPEKAFVPELTVAD-DGVNVRFRIADGYYMY  
  
 
                   50          60        70        80        90         100                  
            ..|....|  ....|....|....|....|....|....|....|....|... .|....|....|.... 
DsbD coli   RKQIRITP--EHAKIADVQLPQGVWHEDEFYGKSEIYRDRLTLPVTINQASAG-ATLTVTYQGCADAGFC  
DsbD Nmen   QAKIVGKTDP-ADLLGQPSFSKGEEKEDEFFGRQTVYHHEAQVAFPYAKAVGEPYKLVLTYQGCAEAGVC  
DsbD Ngono  QAKIVGKTDP-ADLLGQPSFSKGEEKEDEFFGRQTVHHHEAQVAFPYAKAVGEPYKLVLTYQGCAEAGVC  
 
            110       120       130                140                         150 
            |....|....|....|....| ....|.        ...|....|                  ....|.. 
DsbD coli   YPPETKTVPLSEVVANNAAPQ-PVSVPQ--------QEQPTAQLP------------------FSALWAL  
DsbD Nmen   YPPVDTEFDIFGNGTYHPQTDEPASAKDRFLQPSSQNGSGALPPPKGDEGGDSRFKLSWDTLNANLLAFF  
DsbD Ngono  YPPVDTEFDISGNGTYHPQTDEPASAKDRFLQPSSQNGSGALPPPKGDEGGDGRFKLSWDTLNANLLAFF  
 
 
                   160       170       180       190       200       210       220          
            ..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
DsbD coli   LIGIGIAFTPCVLPMYPLISGIVLGGKQRLSTARALLLTFIYVQGMALTYTALGLVVAAAGLQFQAALQH  
DsbD Nmen   LAGLGLSFTACMYPLLPIVSSIVVGDK-KAGKARAFVLSVVYVQGLALTYTLVGIVAGLTGALLTVWLQQ  
DsbD Ngono  LAGLGLSFTACMYPLLPIVSSIVVGDK-KAGKARAFVLSVVYVQGLALTYTLVGIVAGLTGALLTVWLQQ  
 
                   230       240       250       260       270       280       290   
            ..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
DsbD coli   PYVLIGLAIVFTLLAMSMFGLFTLQLPSSLQTRLTLMSNRQQGGSPGGVFVMGAIAGLICSPCTTAPLSA  
DsbD Nmen   AWVVLAASALMVVLALSMFGLFNIQLPNAVQSYFQNQSSRLSGGKIVSVFIMGILSALIVGPCVAPPLAF  
DsbD Ngono  AWVVLAASALMVVLALSMFGLFNIQLPNAVQSYFQNQSSRLSGGKIVSVFIMGILSALIVGPCVAPPLAF  
 
                   300       310       320       330       340       350       360   
            ..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
DsbD coli   ILLYIAQSGNMWLGGGTLYLYALGMGLPLMLITVFGNRLLPKSGPWMEQVKTAFGFVILALPVFLLERVI  
DsbD Nmen   ALGYIGQTGDAVLGGLALYTLALGTGVPLIAIGTFGGHILPKAGDWMNAVKYAFGFILLAVAVYLATPHL  
DsbD Ngono  ALGYIGQTGDAVLGGLALYTLALGTGVPLIAIGTFGGHILPKAGDWMNAVKYAFGFILLAVAVYLATPHL  
 
                   370        380       390          400              410              
            ..|....|....|.. ..|....|....|....|....   |....| ....|....|...    
DsbD coli   GDVWGLRLWSALGVA-FFGWAFITSLQAKRGWMRIVQI---ILLAAA-------LVSVRPLQDWAFG---  
DsbD Nmen   PYYLVVALYTLLMLVPAFMLLVNGRRQKRRPKAVAFALGGILLIGGAWFGWQGANGKTTALHHFLTLNPP  
DsbD Ngono  PYYLVVALYTLLMLVPAFMLLVNGRRQKRRPKAVAFALGSILLIGGAWFGWQGANGKTTALHHFLTLNPP  
 
              420       430       440       450       460       470       480          
             .|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
DsbD coli   -ATHTAQTQTHLNFTQIKTVDELNQALVEAKGKPVMLDLYADWCVACKEFEKYTFSDPQVQKALADTVLL  
DsbD Nmen   AEAGKSSEHGKMFADTAALKAAMDTALKEHPDKPVVLDFYADWCISCKEMAAYTLNQPEVHQAVDMERFF  
DsbD Ngono  AEAGKFSEHGKMFADTAALKAAMDTALKEHPDKPVVLDFYADWCISCKEMAVYTLNQPEVHQAVDMERFF  
 
              490       500       510       520       530          540          
            ..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 
DsbD coli   QANVTANDAQDVALLKHLNVLGLPTILFFDGQGQEHPQARVTGFMDAETFSAHLRDRQP  
DsbD Nmen   QIDVTANTPEHQALLKEYGLFGPPGVFVVRSDGS--RSEPLLGFVKADKFIEWYEQNR-  
DsbD Ngono  QIDVTANTPEHQALLKEYGLFGPPGVFVVRADGS--RSEPLLGFVKADKFIEWYEQNR-  
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1. Caractérisation in vitro de la nDsbD de N. meningitidis 
 
1.1. Production et purification de la nDsbD sauvage de N. meningitidis et de différents 
mutants 

 
Afin d’obtenir la nDsbD de N. meningitidis sous forme soluble, la séquence d’ADN 

codant le domaine N-terminal de la DsbD a été clonée, sans l’extrémité N-terminale qui 

correspond au signal d’export vers le périplasme et sans la séquence C-terminale correspondant 

aux domaines transmembranaire et C-terminal. Pour ce faire, nous nous sommes basés sur les 

alignements de séquences avec la protéine DsbD d’E. coli qui était déjà caractérisée (Figure 

77). Le clonage a été réalisé dans un vecteur d’expression de type pET20b. 

La  protéine a été surproduite dans une souche C41(DE3) d’E. coli dans un milieu auto-

inductible ZYM à 37 °C pendant 18 h. Le protocole de purification suivant a été mis au point. 

Le surnageant de sonication a d’abord subi une précipitation fractionnée à 40 % puis à 70 % de 

saturation en sulfate d’ammonium. Le surnageant de précipitation a ensuite été déposé sur une 

colonne de gel filtration (ACA 54), et les fractions contenant la protéine d’intérêt ont été 

rassemblées et injectées sur une colonne de chromatographie échangeuse d’anions (Q-

Sépharose). Enfin, les fractions contenant la protéine ont été déposées sur une colonne de 

chromatographie hydrophobe (Phényl-Sépharose). 

 

Figure 78 : Vérification par électrophorèse SDS-PAGE des différentes étapes de purification de la 
nDsbD de N. meningitidis.  
1. Marqueur de taille en kDa ; 2. Surnageant de sonication ; 3. Culot de précipitation à 70 % de 
saturation en sulfate d’ammonium ; 4. Après gel filtration ACA54 ; 5. Après Q-Sépharose ; 6. Après 
Phényl-Sépharose. 
 

La pureté de la protéine a ensuite été vérifiée par électrophorèse SDS-PAGE 

(Figure 78) et par détermination de la masse par spectrométrie de masse électrospray en 

conditions dénaturantes. L’analyse du profil SDS-PAGE de la nDsbD purifiée montre la 

présence de deux bandes de masse apparente 15 et 22 kDa. La masse théorique de la protéine 

est de 14 040 Da et l’analyse par spectrométrie de masse électrospray en conditions 

dénaturantes montre la présence d’une seule et unique masse de 14 039 Da (spectres non 

montrés). Bien que la spectrométrie de masse ne soit pas quantitative, l’existence de deux 
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populations de masses différentes en quantité quasiment équivalente au vu du gel SDS-PAGE 

aurait due être observée en spectrométrie de masse. Ceci montre que les deux bandes observées 

sur gel correspondent à deux états de la protéine, peut-être des états d’oxydation différents 

malgré la présence de DTT. Les rendements de purification sont de l’ordre de 150 mg par litre 

de culture.  

Deux mutants de la nDsbD de N. meningitidis, à savoir les mutants C103S et C109S, 

ont été obtenus par mutagenèse dirigée. Pour cela les codons correspondant aux deux cystéines 

ont été remplacés par un codon sérine, à partir de la construction pET20b décrite 

précédemment. Les mutants C103S et C109S ont ensuite été produits et purifiés selon le même 

protocole que celui utilisé pour l’enzyme sauvage, et une seule bande sur SDS-PAGE a été 

observée (résultat non montré).  

 

1.2. Caractérisation biochimique de la nDsbD de N. meningitidis  
 
1.2.1. Détermination des pKa des cystéines de la nDsbD de N. meningitidis 
 

La séquence de la nDsbD montre la présence de deux résidus cystéine (Figure 77) qui 

sont titrables par le DTNB en conditions natives (résultats non montrés). 

La titration des pKapp des cystéines de la nDsbD sauvage et des deux mutants 

monocystéiniques (C103S et C109S) a été réalisée en utilisant le réactif chimique 2-PDS dont 

le pKa est de 4,3. Ceci nous a permis de titrer les cystéines dans une zone de pH allant de 5,5 à 

10 pour lesquels l’enzyme sauvage ainsi que les deux mutants monocystéiniques sont stables. 

Dans le cas de l’enzyme sauvage, deux moles de PDS sont libérées par mole de nDsbD et 

l’ajout de réducteur après réaction avec le 2-PDS ne conduit pas à la libération de PDS, ce qui 

montre que la titration par le 2-PDS entraîne la formation d’un pont disulfure intramoléculaire 

(résultats non montrés). 

Pour la nDsbD sauvage, la réaction suit une cinétique de pseudo premier ordre avec, 

comme indiqué ci-dessus, la formation de deux moles de PDS par mole d’enzyme. La courbe 

représentant la constante k2 (constante de vitesse de deuxième ordre) en fonction du pH s’ajuste 

sur une monosigmoïde avec une valeur de pKapp supérieure à 9 (pKapp de 9,9) et une valeur 

de k’ de 2,1.105 M-1.s-1 (Figure 79). Pour les deux mutants monocystéiniques, C103S et C109S, 

la réaction suit également une cinétique de pseudo premier ordre avec la formation d’une mole 

de PDS par mole d’enzyme. Les courbes représentant la constante k2 en fonction du pH 

s’ajustent sur une monosigmoïde avec des valeurs de pKapp supérieures à 9 pour les Cys103 et 

Cys109 (pKapp de 10,1 pour les deux cystéines) et des valeurs de k’ respectivement de 0,6.105 

et 3.105 M-1.s-1. 
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Figure 79 : Variation de la constante de deuxième ordre k2 en fonction du pH correspondant à la 
réaction des groupements thiols libres de la nDsbD de N. meningitidis sauvage (A) ou des mutants 
C103S (B) et C109S (C) avec le 2-PDS.	
  	
  
Les expériences ont été réalisées à 25 °C avec un polytampon Tris 120 mM, imidazole 30 mM, acide 
acétique 30 mM de pH 6 à 9,5 pour l’enzyme sauvage et de pH 5,5 à 10 pour les mutants C103S et 
C109S. Pour chaque expérience, la concentration en enzyme est de 10 µM, et celle en 2-PDS est de 
200 µM. Les valeurs de k2 ont été ajustées à l’équation d’une monosigmoïde croissante  
(f = y + (k’ / (1+10 (pKa-pH))) et les paramètres obtenus sont les suivants : (A) pKapp = 9,9 ± 0.1 et  
k’ = (2,1 ± 0.5).105 M-1.s-1, (B) pKapp = 10,1 ± 0.1 et k’ = (3,0 ± 0.5).105 M-1.s-1 (C) pKapp = 10,1 ± 0.1 
et k’ = (0,6 ± 0.1).105 M-1.s-1. Les points représentent les valeurs expérimentales et les traits	
  continus 
représentent les ajustements.  
 

Les valeurs de pKapp des deux cystéines sont du même ordre de grandeur, cependant la 

vitesse de réaction de ces deux cystéines vis-à-vis du 2-PDS est différente, la constante de 

vitesse associée à la réaction de la Cys109 étant cinq fois plus élevée que celle associée à la 

réaction de la Cys103. Cette différence peut refléter une petite différence de réactivité ou 

d’accessibilité. Des études précédentes ont montré que le groupement thiol du GSH, qui mime 

un thiol d’une cystéine dans une chaîne polypeptidique, présentait une valeur de pKa de 8,9 

avec une valeur de k’ de 0,5.105 M-1.s-1 (Marchal et al., 1999). Le fait que les valeurs des 

constantes k’ des deux cystéines de nDsbD soient supérieures ou égales à la valeur de la 

constante k’ déterminée pour le GSH, montre que les deux cystéines de la nDsbD sont toutes 

les deux très accessibles, et que la Cys109 pourrait être un peu plus réactive que la Cys103. 

Dans l’enzyme sauvage, une seule valeur de pKapp est observée. Ceci peut s’expliquer par le 

fait que dans ces conditions la Cys103 attaquerait la Cys109 activée par le PDS pour former un 

pont disulfure intramoléculaire, la réaction intramoléculaire étant très favorable d’un point de 
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vue entropique. Dans ce cas, la vitesse de la réaction intramoléculaire serait limitée par celle de 

la réaction de deuxième ordre entre la Cys109 et le 2-PDS. Le pKapp observé serait donc celui 

de la Cys109. 

Enfin, dans le cas de l’enzyme sauvage, les cystéines présentent des valeurs de pKapp 

élevées et proches de la valeur observée pour le GSH. L’ensemble de ces données montre que 

les cystéines ne sont pas activées dans l’enzyme libre, par rapport à une Cys libre. 

 

1.2.2. Détermination du potentiel redox de la nDsbD de N. meningitidis 
 

L’approche expérimentale couramment utilisée pour déterminer le potentiel redox des 

disulfure oxydoréductases consiste à quantifier à l’équilibre, avec le GSH, les formes oxydées 

et réduites de la protéine par le suivi de l’émission de fluorescence des formes redox de la 

protéine. Un pré-requis à l’utilisation de cette approche est l’existence d’une différence 

d’émission de fluorescence entre les formes réduites et oxydées, ce qui est le cas pour la 

nDsbD d’E. coli (Rozhkova et al., 2004).  

 

1.2.2.a. Propriétés d’émission de fluorescence de la nDsbD de N. meningitidis 
 
 Les propriétés de fluorescence de la nDsbD d’E. coli sont liées essentiellement à la 

présence de Trp, et dans une moindre mesure de Tyr. L’inspection de la séquence de la nDsbD 

de N. meningitidis montre l’absence de Trp et la présence de neuf Tyr, contrairement à la 

séquence de la nDsbD d’E. coli qui possède deux Trp et sept Tyr. Ceci suggère que la nDsbD 

de N. meningitidis doit présenter une intensité d’émission de fluorescence plus faible que la 

nDsbD d’E. coli et de ce fait peu de différence significative entre les spectres d’émission de 

fluorescence des formes réduite et oxydée. 

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence de la nDsbD de N. meningitidis 

présentent une longueur d’onde maximale d’excitation centrée à 282 nm et une longueur 

d’onde maximale d’émission vers 305 nm. De plus, une très faible différence d’intensité 

d’émission de fluorescence est observée entre la forme réduite et la forme oxydée (Figure 80). 

Par contre, la nDsbD d’E. coli utilisée comme témoin présente une intensité d’émission de 

fluorescence beaucoup plus élevée dans les mêmes conditions avec une longueur d’onde 

maximale d’émission centrée à 350 nm et une différence d’intensité d’émission de fluorescence 

entre les deux formes réduite et oxydée (Figure 80). La longueur d’onde maximale d’émission 

des Tyr est de 303 nm dans l’eau, alors qu’elle est de 348 nm pour les Trp. Cela confirme ce 

que nous avions émis comme hypothèse dans la mesure où la nDsbD de N. meningitidis ne 
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possède pas de tryptophane. Par conséquent, il ne nous a pas été possible d’utiliser cette 

approche pour déterminer le potentiel redox de la nDsbD de N. meningitidis. 

 

 

Figure 80 : Spectres d’excitation et d’émission de fluorescence de la nDsbD d’E. coli (A) et de 
N. meningitidis (B).  
Les spectres d’excitation (émission suivi à 340 nm) et d’émission (excitation à 282 nm) ont été 
enregistrés avec 10 µM de protéines à 25 °C en tampon TE pH 8,0. Les spectres d’excitation de 
fluorescence sont en pointillés bleus pour la forme réduite et rouge pour la forme oxydée. La nDsbD 
d’E. coli a été surproduite et purifiée de la même manière que celle de N. meningitidis (résultats non 
montrés).  
 

1.2.2.b. Potentiel redox de la nDsbD de N. meningitidis 
 

Pour déterminer le potentiel redox de la nDsbD de N. meningitidis, nous avons donc 

utilisé une autre méthode basée sur la quantification des formes réduite et oxydée présentes à 

l’équilibre avec la Trx P34H (E° = -235 mV, Krause et al., 1991) par chromatographie en 

phase inverse. Ainsi, nous avons laissé évoluer deux mélanges équimolaires de Trx P34H 

réduite / nDsbD oxydée, et de Trx P34H oxydée / nDsbD réduite jusqu’à l’équilibre. Puis les 

différentes espèces ont été quantifiées par chromatographie en phase inverse C8 (voir Matériels 

et Méthodes). D’autre part, des mélanges témoins ne contenant qu’une forme d’une seule 

protéine (Trx P34H réduite, Trx P34H oxydée, nDsbD réduite et nDsbD oxydée) ont été traités 

de la même façon afin de quantifier une possible oxydation spontanée. Ainsi, nous avons pu 

déterminer les quantités relatives des formes oxydées et réduites des deux protéines dans les 

deux mélanges. Les constantes d’équilibre des deux mélanges ont ensuite été déterminées 

grâce à l’équation suivante : 

 

Kéq = [TrxP34H réduite][nDsbD oxydée] / [Trx P34H oxydée][nDsbD réduite] 
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Les potentiels redox ont été calculés grâce à l’équation de Nernst en utilisant une valeur 

de -235 mV pour le potentiel redox de la Trx P34H.  

E’0 = E’0 Trx P34H  – (RT/nF) ln Kéq    

Un potentiel redox d’une valeur de -260 ± 6 mV a ainsi été déterminé pour la nDsbD de 

N. meningitidis à partir de quatre expériences indépendantes. Cette valeur confirme le caractère 

réducteur de la nDsbD de N. meningitidis vis-à-vis de ses partenaires potentiels qui possèdent 

des potentiels redox de -232 mV pour le domaine Nter de PilB (Wu et al., 2005) et de -203 mV 

pour la DsbE1 de N. meningitidis (Thèse Dr. Adeline Gand) (Figure 81). 

 

Figure 81 : Valeurs des potentiels redox des protéines nDsbD d’E. coli et de N. meningitidis et de 
leurs partenaires (adapté de Rozhkova et Glockshuber, 2008). 
Les valeurs des potentiels redox des protéines d’E. coli (Ec) proviennent de l’étude faite par Rozhkova 
et Glockshuber, 2008, et ceux des protéines de N. meningitidis (Nm en bleu) ont été déterminés au 
laboratoire (Wu et al., 2006 et résultats non publiés). 
 

1.3. Propriétés de la nDsbD de N. meningitidis en tant que disulfure oxydoréductase 
 

Nous avons suivi par fluorescence la réduction des domaines Nter oxydés de PilB de 

N. meningitidis et de la DsbE1 oxydée de N. meningitidis, par la nDsbD réduite de 

N. meningitidis en conditions de cycle catalytique unique. La nDsbD ne présentant pas de 

différence significative d’émission de fluorescence lors de son passage de sa forme réduite à sa 

forme oxydée (paragraphe 1.2.2.a), si une variation d’émission de fluorescence est observée 

lors de la réaction, elle correspondra au passage des formes oxydées du Nter de PilB ou de la 

DsbE1 à leurs formes réduites. Or, des études réalisées au laboratoire ont montré que, pour ces 

deux « Trx-like », le passage de la forme oxydée sous forme pont disulfure à la forme réduite 

entraîne une importante augmentation de l’intensité d’émission de fluorescence (de 60 % 

environ), et ce, majoritairement liée à la présence d’un résidu Trp au niveau du site actif (Wu et 

al., 2006 ; Dr A. Gand résultats non publiés).  

Pour le domaine NmNter de PilB et pour des concentrations en nDsbD allant de 50 à 

500 µM, une augmentation du signal d’émission de fluorescence est bien observée (Figure 82). 
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Les courbes obtenues s’ajustent sur l’équation d’une monoexponentielle croissante (y = y0 + 

Amp(1 - e-kobs.t)). Pour chaque concentration en nDsbD, une valeur de kobs a été obtenue. La 

variation de la valeur du kobs en fonction de la concentration en nDsbD s’ajuste à l’équation 

d’une droite et donne une valeur de k2 de 6,3.105 M-1.s-1 (Figure 82). Aucune saturation n’est 

observée jusqu’à 500 µM en nDsbD, ce qui montre que la constante d’affinité apparente Ks de 

la nDsbD pour le domaine NmNter est supérieure à 500 µM. Des résultats similaires ont été 

obtenus avec le domaine Nter oxydé dans la protéine PilB entière de N. meningitidis (k2 de 

2,7.105 M-1.s-1) et le domaine Nter oxydé de PilB de F. nucleatum (k2 de 1.106 M-1.s-1). 

 
Figure 82 : Cinétique de la réduction du domaine Nter oxydé de PilB de N. meningitidis par la 
nDsbD de N. meningitidis.  
Les vitesses ont été mesurées en suivant la variation du message d’émission de fluorescence du 
domaine Nter de PilB, qui passe de sa forme oxydée à sa forme réduite, à l’état pré-stationnaire 
avec un appareil de cinétique rapide (« stopped flow »). Les expériences ont été réalisées à 25 
°C, en tampon TE pH 8,0. La longueur d’onde d’excitation a été fixée à 284 nm et seules les 
longueurs d’ondes d’émission supérieures à 320 nm ont été collectées grâce à un filtre. La 
concentration en NmNter sous forme oxydée est de 10 µM et celle en nDsbD réduite varie de 
50 à 500 µM. Les valeurs expérimentales (kobs) obtenues pour chaque concentration en nDsbD 
ont été ajustées à l’équation d’une droite (y = ax + b) et une valeur de k2 de (6,3 ± 0,1).105 M-

1.s-1 a été ainsi déduite. 
 

Pour la DsbE1 et pour des concentrations en nDsbD allant de 50 à 500 µM, une 

augmentation du signal d’émission de fluorescence est également observée (courbes non 

montrées). Les courbes obtenues s’ajustent sur l’équation d’une monoexponentielle croissante 

(y = y0 + Amp(1 - e-kobs.t)). Pour chaque concentration en nDsbD, une valeur de kobs a été 

obtenue. La variation des valeurs de kobs en fonction de la concentration en nDsbD s’ajuste à 

l’équation d’une droite et donne une valeur de k2 de 1.105 M-1.s-1 (Figure 83). Aucune 

saturation n’est observée jusqu’à 500 µM en nDsbD, ce qui signifie que la constante d’affinité 

apparente Ks de la nDsbD pour la DsbE1 est supérieure à 500 µM. 
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Figure 83 : Cinétique de la réduction de la DsbE1 oxydée de N. meningitidis par la nDsbD de 
N. meningitidis.  
Les vitesses ont été mesurées en suivant la variation du message d’émission de fluorescence de la 
DsbE1, qui passe de sa forme oxydée à sa forme réduite, à l’état pré-stationnaire avec un appareil de 
cinétique rapide (« stopped flow »). Les expériences ont été réalisées à 25 °C, en tampon TE pH 8,0. La 
longueur d’onde d’excitation a été fixée à 284 nm et seules les longueurs d’ondes d’émission 
supérieures à 320 nm ont été collectées grâce à un filtre. La concentration en DsbE1 sous forme oxydée 
est de 10 µM et celle en nDsbD réduite varie de 50 à 400 µM. Les valeurs expérimentales (kobs) 
obtenues pour chaque concentration en nDsbD ont été ajustées à l’équation d’une droite (y = ax + b) et 
une valeur de k2 de (1,0 ± 0,1).105 M-1.s-1 a ainsi été déduite.  

	
  

L’ensemble de ces résultats montre que la nDsbD est capable de réduire le domaine 

NmNter de PilB et la DsbE1 avec des constantes de vitesses de deuxième ordre de l’ordre de 

105 M-1.s-1.  

 

1.4. Étude structurale et dynamique du complexe covalent entre la nDsbD et le domaine 
Nter de PilB de N. meningitidis par RMN  
 

L’étude structurale par RMN d’un complexe entre la nDsbD de N. meningitidis et le 

domaine NmNter de PilB de N. meningitidis a été réalisée dans le but d’obtenir non seulement 

des informations sur les facteurs structuraux impliqués dans la reconnaissance entre ces deux 

partenaires mais aussi sur la dynamique de formation du complexe binaire.  

Les résultats présentés précédemment (voir paragraphe 1.3) montrent que l’affinité 

entre les deux partenaires est faible (KS > 500 µM), puisqu’aucune cinétique de saturation n’a 

pu être observée dans la gamme de concentration en nDsbD utilisée. En vue d’obtenir la 

structure tridimensionnelle d’un complexe, la seule stratégie possible était de disposer d’un 

complexe chimiquement stable entre un mutant monocystéinique du domaine NmNter (appelé 

dans cette partie NterPilB) et un mutant monocystéinique de la nDsbD, via la formation d’un 

pont disulfure intermoléculaire correspondant au pont disulfure intermoléculaire se formant 

dans le complexe NterPilB / nDsbD transitoire. En effet, ce dernier doit se former dans l’étape 

d’échange de pont disulfure qui suit la formation du complexe NterPilBox / nDsbDréd lors de 
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l’étape de réduction du domaine NterPilB par la nDsbD (Figure 84). Un préalable à l’étude 

d’un tel complexe est de connaître les cystéines de NterPilB et nDsbD impliquées dans la 

formation transitoire de ce pont disulfure intermoléculaire.  

 

 
Figure 84 : Représentation schématique simplifiée de la réduction du domaine NterPilB par la 
nDsbD.  
 

Le domaine Nter de PilB appartient à la famille des « Trx-like ». Or, il a été montré que 

pour la Trx, la cystéine impliquée dans le pont disulfure transitoire avec le partenaire était la 

cystéine catalytique. Ce serait donc la Cys67 du domaine Nter de PilB de N. meningitidis qui 

serait impliquée dans le pont disulfure transitoire. De ce fait, nous avons utilisé le mutant C70S 

de NterPilB pour former le complexe covalent avec la nDsbD. 

Pour la nDsbD, la cystéine impliquée dans le pont disulfure intermoléculaire a été 

identifiée par une méthode basée sur des critères cinétiques. 

 

1.4.1. Caractérisation de la cystéine de la nDsbD impliquée dans le pont disulfure 
transitoire avec le domaine Nter de PilB 
  
 Les résultats obtenus précédemment pour déterminer les pKapp des cystéines de la 

nDsbD de N. meningitidis ont montré que les deux cystéines sont accessibles, avec une valeur 

de k’ cinq fois supérieure pour la Cys109 (voir paragraphe 1.2.1), suggérant que la Cys109 

pourrait être la cystéine responsable de l’attaque sur le pont disulfure de NterPilBox. Afin de le 

confirmer, nous avons déterminé les efficacités catalytiques (k2) des réactions de réduction du 

domaine Nter de PilB oxydé par les deux mutants C103S et C109S en utilisant la même 

approche que pour la nDsbD sauvage de N. meningitidis (voir paragraphe 1.3). En effet, nous 

avons vérifié que le passage de la forme réduite du domaine Nter de PilB à la forme pont 

disulfure intermoléculaire avec les mutants C103S et C109S se traduit bien par une diminution 

de l’intensité d’émission de fluorescence (résultats non montrés) comme cela avait été observé 

lors du passage à la forme oxydée sous forme pont disulfure (intensité deux fois plus faible). 

Les résultats montrent que la vitesse de formation du pont disulfure en terme de k2 avec le 

mutant C103S (k2 de (1,85 ± 0,04).106 M-1.s-1) est dix fois plus efficace que celle avec le 
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mutant C109S (k2 de (1,78 ± 0,05).105 M-1.s-1) (Figure 1B Annexe 3 page 167). Ceci suggère 

que la Cys109 est la cystéine impliquée dans la formation du pont disulfure transitoire avec le 

domaine Nter de PilB. Nous avons donc préparé et caractérisé le complexe covalent entre les 

mutants C103S nDsbD et C70S Nter de PilB. 

 

1.4.2. Analyse structurale et dynamique du mutant C103S de la nDsbD par RMN  
 
Dans un premier temps, il était nécessaire de résoudre la structure tridimensionnelle du 

mutant C103S de la nDsbD avant de résoudre celle où le mutant C103S est en complexe 

covalent avec le domaine Nter de PilB, dont la structure tridimensionnelle déterminée par 

rayons X était par ailleurs connue (Ranaivoson et al., 2006). Nous avons donc résolu par RMN 

la structure du mutant C103S de la nDsbD après s’être assuré que les spectres bidimensionnels 

HSQC 1H15N de la nDsbD sauvage et de ce mutant étaient parfaitement superposables. 

L’attribution des fréquences de résonnance du mutant C103S de la nDsbD a fait l’objet d’une 

première publication (Annexe 1 page 147) dans laquelle l’ensemble des travaux de biologie 

structurale ont été réalisés par le Dr M. Quinternet. 

 L’étude de la structure tridimensionnelle et de la dynamique du squelette du mutant 

C103S de la nDsbD de N. meningitidis a fait l’objet d’une seconde publication (Annexe 2 

page 151). Les résultats obtenus montrent que la nDsbD adopte comme attendu un repliement 

de type immunoglobuline, caractérisé par la présence d’un motif sandwich β (Figure 85). 

L’inspection de la structure montre l’existence d’une boucle appelée « cap-loop » reliant les 

brins β6 et β7, qui recouvre les résidus Cys103 et Cys109 du site actif, et le cycle aromatique 

du résidu Phe70 contenu dans cette boucle pourrait contrôler l’entrée de la cavité. L’analyse de 

la dynamique de la protéine montre que les parties N- et C-terminales sont très flexibles ainsi 

que deux boucles situées à l’opposé du site actif. Enfin, la région formée des brins β6 et β7 

présente une mobilité particulière, qui pourrait être importante pour l’adaptation de la nDsbD à 

ses différents partenaires substrats.  
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Figure 85 : Représentation de la structure tridimensionnelle (A) et du site actif (B) du mutant 
C103S nDsbD (Quinternet et al., 2009). 
Les structures secondaires brins β sont en verts. Les chaînes latérales des résidus du site actif sont 
représentées en bleu.  
 

Annexe 1 page 147 
M. Quinternet, L. Selme, C. Beaufils, P. Tsan, C. Jacob, S. Boschi-Muller, MC. Averlent-Petit, 
G. Branlant and MT. Cung 
1H, 13C and 15N resonance assignment of the C103S mutant of the N-terminal domain of 
DsbD from Neisseria meningitidis. 
Biomolecular NMR Assignments, 2:85-87, 2008 
 
Annexe 2 page 151 
M. Quinternet, P. Tsan, L. Selme, C. Beaufils, C. Jacob, S. Boschi-Muller, MC. Averlent-Petit, 
G. Branlant and MT. Cung 
Solution Structure and Backbone Dynamics of the Cysteine 103 to Serine Mutant of the 
N-Terminal Domain of the DsbD from Neisseria meningitidis. 
Biochemistry, 47, 12710-12720, 2008 
 

 
1.4.3. Etude structurale et dynamique du complexe covalent entre la nDsbD et le domaine 
Nter de PilB par RMN  
 

Le complexe covalent via une liaison covalente entre la Cys67 de NterPilB et la Cys109 

de la nDsbD a été obtenu par activation du mutant C70S NterPilB par le DTNB (Figure 86). 

Pour cela, le mutant C70S NterPilB a été traité avec un excès de DTNB, ce qui a conduit à la 

formation d’un adduit NterPilB-TNB. Après purification du mutant activé, le mutant C103S de 

la nDsbD a été rajouté en quantité stœchiométrique. Le complexe a ensuite été purifié par gel 

filtration (Superdex 75) et sa pureté a été vérifiée par électrophorèse SDS-PAGE (Figure 1C, 

Annexe 3 page 167).  
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Figure 86 : Formation d’un complexe covalent via un pont disulfure intermoléculaire entre le 
mutant C70S du domaine NterPilB et le mutant C103S de la nDsbD 

 

Pour l’étude RMN, différents complexes covalents ont été générés en utilisant des 

mutants protéiques marqués ou non par les isotopes 15N, 13C15N et 2H13C15N. Afin de faciliter 

l’attribution des signaux RMN, deux types d’échantillons ont été analysés par le Dr M. 

Quinternet ; un complexe où seul le mutant C70S NterPilB est marqué (aucun signal provenant 

du mutant C103S nDsbD), et un complexe où seul le mutant C103S nDsbD est marqué (aucun 

signal provenant du mutant C70S NterPilB). 

 L’étude structurale et dynamique du complexe covalent nDsbD-SS-NterPilB a fait 

l’objet d’une troisième publication (Annexe 3 page 165).  

Les résultats montrent que globalement la structure de chacun des partenaires est 

conservée. La « cap-loop » de la nDsbD s’ouvre et se positionne au-dessus de l’hélice α1 de 

NterPilB (Figure 86). Elle conserve par ailleurs des propriétés dynamiques remarquables. Cette 

flexibilité pourrait aider la nDsbD à reconnaître ses différents partenaires. La boucle FLHE 

(spécifiques du domaine Nter par rapport aux DsbE) se positionne à proximité des brins β10 et 

β12, mais ne montre pas de grande variation dynamique par rapport à l’état libre de NterPilB, 

suggérant que cette boucle ne joue pas de rôle dans la reconnaissance entre les deux 

partenaires. Enfin, une autre zone d’interaction a été identifiée à proximité du pont disulfure 

formé. Cette zone est constituée des boucles α4-β4 et β5-α5 et de l’hélice α1 de NterPilB, 

ainsi que des segments 13-15 et 107-111 de nDsbD. De plus, l’analyse dynamique du 

complexe suggère qu’un transfert de mouvement pourrait s’opérer entre la « cap-loop » de 

nDsbD et l’hélice α1 de NterPilB. 
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Figure 87 : Représentation de la structure tridimensionnelle du complexe pont disulfure nDsbD-
SS-Nter (Quinternet et al., 2009).  
Les structures secondaires sont indiquées en rouge pour les hélices α et en bleu pour les brins β. Les 
deux régions « cap-loop » et « FLHE-loop », ainsi que l’hélice α1 sont indiquées sur la figure. 

 
Annexe 3 page 165 
M. Quinternet1, P. Tsan1, L. Selme-Roussel1, C. Jacob, S. Boschi-Muller, G. Branlant and MT. 
Cung  
Formation of the complex between the DsbD and PilB N-terminal domains from Neisseria 
meningitidis necessitates an adaptability of nDsbD. 
Structure, 17, 1024-1033, 2009 
1 contribution équivalente 
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Partie III : La DsbE1 de N. meningitidis  
 

Les cytochromes c sont impliqués dans le transfert d’électrons au sein de la chaîne 

respiratoire au niveau de la membrane interne et sont localisés du côté du périplasme. Dans ces 

cytochromes c, l’hème est fixé de façon covalente via deux liaisons thioéther entre les deux 

groupements vinyles de l’hème et les deux cystéines du motif CXXCH de l’apocytochrome c. 

La DsbE permet la réduction de l’apocytochrome c présent dans le périplasme sous forme 

oxydé pont disulfure au niveau de ces deux cystéines, afin de permettre une fixation covalente 

de l’hème. 

Lors de sa thèse, le Dr A. Gand a montré que la protéine DsbE1 de N. meningitidis est 

impliquée dans la maturation des cytochromes c. Ceci a été montré par complémentation 

fonctionnelle d’une souche ΔdsbE de B. pertussis. Cependant, le Dr A. Gand a également 

montré que la DsbE1 est incapable de réduire in vitro l’apocytochrome c’ oxydé de 

N. meningitidis. Le cytochrome c’ serait impliqué dans la résistance de la bactérie vis-à-vis du 

NO. (Stevanin et al., 2005). L’apocytochrome c’ de N. meningitidis avait été produit sous 

forme soluble et purifié. L’étude par dichroïsme circulaire avait montré qu’il est bien structuré 

en hélices α alors que d’autres études montrent que les apocytochromes c sont plutôt peu ou 

pas structurés (Fisher et al., 1972 ; Daltrop et al., 2002). La présence de structures secondaires 

dans l’apocytochrome c’ oxydé pourrait expliquer qu’aucune réduction n’ait été observée en 

présence de DsbE1 alors qu’un peptide mimant l’apocytochrome c’ est réduit par la DsbE1, ce 

qui pose la question de l’accessibilité du motif CXXCH dans l’apocytochrome c’ pour la 

DsbE1.  

Dans ce contexte, nous avons décidé d’étudier un autre cytochrome c de 

N. meningitidis. En effet, chez N. meningitidis, on retrouve trois autres cytochromes c : cx, c4 et 

c5. Les cytochromes c4 et c5 sont des protéines dihémiques, alors que le cytochrome cx ne fixe 

qu’un seul hème. Le cytochrome cx a donc été produit sous forme soluble et purifié, et la 

réduction du cytochrome cx ainsi que de différents peptides mimant le cytochrome c’ oxydé de 

N. meningitidis par la DsbE1 a été étudiée. En parallèle, la délétion du gène dsbE1 chez 

N. meningitidis a été réalisée. 
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1. Etude in vitro de la réduction de cibles par la DsbE1 de N. meningitidis 
 
1.1. Réduction d’un apocytochrome cx oxydé par la DsbE1 

 
1.1.1. Production et purification de l’apocytochrome cx de N. meningitidis 
 

Afin d’obtenir en quantité suffisante le cytochrome cx, nous l’avons produit chez E. coli 

sous une forme tronquée cytoplasmique (délétion de la séquence codante correspondant à la 

séquence d’export au périplasme) avec une étiquette poly-His du côté N-terminal. Après 

sonication, le cytochrome cx insoluble a été resolubilisé avec du chlorure de guanidinium (voir 

Matériels et Méthodes). Il a ensuite été purifié par une chromatographie Nickel-Sépharose 

suivie d’une chromatographie de type filtration sur gel (Superdex 75). Le degré de pureté de la 

protéine a été vérifié par électrophorèse SDS-PAGE (Figure 88) ainsi que par spectrométrie de 

masse électrospray en conditions dénaturantes (résultats non montrés). La masse de 

l’apocytochrome cx déterminée par spectrométrie de masse (12 931 ± 1 Da) est en accord avec 

le profil obtenu sur gel SDS-PAGE, ainsi qu’avec la masse théorique (12 932 Da). Le 

rendement de cette purification est de l’ordre de 20 mg par litre de culture. 

 

Figure 88 : Bilan de purification du cytochrome cx sur électrophorèse SDS-PAGE.  
MT : marqueur de taille en kDa, C : cellules entières, SSO : surnageant de sonication, CSO : culot de 
sonication, SD : surnageant après dialyse, CD : culot après dialyse, Ni : échantillon après Ni-Sépharose, 
SP : échantillon après gel filtration Superdex 75, Conc : échantillon après concentration. 
 

Le cytochrome cx a été produit dans le cytoplasme d’E. coli. Il doit donc se trouver sous 

forme apo car l’étape conduisant à la formation des liaisons covalentes avec l’hème se fait au 

niveau du périplasme. Les spectres d’absorbance de la protéine ont été réalisés de 350 à 

750 nm afin de vérifier que le cytochrome cx est bien sous forme apo. Ce spectre ne présentait 

aucun des trois pics caractéristiques d’un holocytochrome c composé des bandes γ ou de Soret 

à 415 nm, β à 520 nm et α à 550 nm (résultats non montrés), ce qui montre qu’il était bien sous 

forme apo. Ceci a d’ailleurs été confirmé par le fait que les deux cystéines de l’apocytochrome 

cx ont pu être titrées par le DTNB. 

12
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L’oxydation de l’apocytochrome cx a été obtenue avec le 2-PDS. L’ajout de réducteur 

sur l’apocytochrome cx ainsi oxydé ne conduit à aucune libération de PDS. Ceci démontre la 

formation d’un pont disulfure intramoléculaire.  

Les spectres de dichroïsme circulaire des formes réduites et oxydées (pont disulfure) 

des apocytochromes c’ et cx montrent que le cytochrome c’, qu’il soit réduit ou oxydé, est 

structuré en hélice α, alors que le cytochrome cx réduit ou oxydé est peu structuré ; le spectre 

étant proche de celui d’un « random coil » (Figure 89). En effet, les spectres de 

l’apocytochromes c’ présentent deux bandes négatives à 208 et 222 nm qui sont 

caractéristiques d’une structuration en hélices α. Par contre, les spectres de l’apocytochrome cx 

présentent un unique minimum vers 200 nm et un maximum vers 215 nm qui sont 

caractéristiques de protéines peu ou pas structurées. 

 
Figure 89 : Spectres de dichroïsme circulaire des apocytochromes c’ et cx réduits et oxydés. 
Les spectres de dichroïsme circulaire de l’apocytochrome cx réduit et oxydé sont représentés 
respectivement en bleu et en rouge, et ceux de l’apocytochrome c’ réduit et oxydé sont représentés 
respectivement en turquoise et en rose. Les formes oxydées ont été obtenues en mélangeant les 
apocytochromes avec du 2-PDS en tampon Tris-HCl 10 mM pH 8 pendant 20 minutes à température 
ambiante. L’excès de 2-PDS ainsi que le PDS formé sont éliminés par passage sur colonne de dessalage 
EconoPac10DG. Les spectres de dichroïsme circulaire ont été enregistrés sur un dichrographe CD6 
Jobin Yvon avec une vitesse de mesure de 2 nm/s. Les cuves en quartz utilisées présentent un trajet 
optique de 1 cm. Les échantillons contiennent 10 µM de protéine dans du tampon Tris-HCl 10 mM 
pH 8,0. 
 

1.1.2. Réduction de l’apocytochrome cx de N. meningitidis par la DsbE1 
 

La technique utilisée pour suivre la réduction de l’apocytochrome cx oxydé par la 

DsbE1 est basée sur la différence du message d’émission de fluorescence de la DsbE1 lors du 

passage de sa forme réduite à celle oxydée (voir paragraphe 1.3). L’apocytochrome cx ne 

présente pas de différence d’émission de fluorescence entre sa forme oxydée et réduite 

(résultats non montrés). 

Nous avons dans un premier temps utilisé la cystine comme cible modèle de la DsbE1 

afin de valider l’approche expérimentale (Figure 90). Nous observons bien une diminution de 
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l’intensité d’émission de fluorescence due à l’oxydation de la DsbE1 pour toutes les 

concentrations en cystine utilisées (de 100 à 500 µM) (résultats non montrés). Les courbes 

expérimentales ont été ajustées à l’équation d’une monoexponentielle décroissante et la 

variation des kobs en fonction de la concentration en cystine s’ajuste à l’équation d’une droite. 

Les résultats montrent que la droite ne passe pas par l’origine, reflétant l’existence d’une 

variation de fluorescence de la DsbE1 dans les conditions de cinétique rapide indépendante de 

la réaction d’oxydation, correspondant sans doute à une oxydation spontanée lente. Ceci est 

confirmé par l’existence en absence de substrat d’une diminution de l’intensité d’émission de 

fluorescence de la DsbE1 avec une constante de vitesse de l’ordre de 1.10-3 s-1 (résultat non 

montré), correspondant à la vitesse extrapolée à l’origine par l’ajustement de la variation des 

valeurs de kobs en fonction de la concentration en cystine. Ces résultats permettent de valider 

l’approche expérimentale et montrent que la DsbE1 réduit la cystine mais avec une très faible 

efficacité catalytique (k2 = 4,7 ± 0,1 M-1.s-1).  

Par la même approche en présence d’apocytochrome cx oxydé (à des concentrations de 

10 à 100 µM), aucune variation significative de l’intensité d’émission de fluorescence de la 

DsbE1 n’a été observée (résultats non montrés). Ceci suggère que la structuration du 

cytochrome c’ n’explique pas l’absence de réduction in vitro par la DsbE1.  

 

 

Figure 90 : Réduction de la cystine par la DsbE1. 
Cette expérience a été réalisée à 25 °C dans du tampon TE pH 8,0. La concentration en DsbE1 est de 
10 µM et la concentration en cystine varie de 100 à 500 µM. Les valeurs expérimentales ont été ajustées 
à l’équation d’une droite. La constante de deuxième-ordre k2 est de 4,7 ± 0,1 M-1.s-1  
(k0 = (1,0 ± 0,1).10-3 s-1). Les points et la ligne continue représentent respectivement les valeurs 
expérimentales et l’ajustement. 
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1.2. Réduction de peptides mimant un apocytochrome c 
 
1.2.1. Rôle du résidu histidine invariant du motif des cytochromes c 
 

Le Dr A. Gand avait montré que le peptide oxydé mimant l’apocytochrome c’ 

(ASCKSCHDS) était réduit par la DsbE1 (k2 de 130 M-1.s-1). De plus, des études ont montré 

que la présence du résidu histidine du motif conservé CXXCH des cytochromes de type c est 

essentielle pour leur maturation in vivo (Allen et al., 2005). Nous avons donc utilisé un peptide 

où le résidu histidine du motif CXXCH a été remplacé par une alanine afin d’étudier le rôle 

éventuel de cette histidine dans la réduction de l’apocytochrome par la DsbE1. 

La technique utilisée pour suivre la réduction du peptide oxydé sous forme pont 

disulfure par la DsbE1 est toujours basée sur la différence d’émission de fluorescence de la 

DsbE1 lors de son passage de sa forme réduite à sa forme oxydée (voir paragraphe 1.3). Nous 

avons utilisé deux peptides commerciaux (Innovative Peptide Technologies, Berlin) : un dont 

la séquence correspond à celle du cytochrome c’ (ASCKSCHDS), et le second dans lequel le 

résidu histidine du motif est remplacé par une alanine (ASCKSCADS). Pour chaque 

concentration en peptide, une diminution de l’intensité d’émission de fluorescence qui 

correspond à l’oxydation de la DsbE1 a été observée (résultats non montrés). L’ajustement des 

courbes expérimentales à l’équation d’une monoexpenentielle décroissante a permis de 

déterminer les valeurs des constantes de vitesse, kobs (Figure 91).  

 
Figure 91 : Réduction des peptides ASCKSCHDS (carrés noirs) et ASCKSCADS (cercles) oxydés 
sous forme de ponts disulfures par la DsbE1. 
Ces expériences ont été réalisées à 25 °C dans du tampon TE pH 8,0. La concentration en DsbE1 est de 
10 µM et la concentration en peptide varie de 20 à 80 µM. Les valeurs expérimentales ont été ajustées à 
l’équation d’une droite. Les constantes de deuxième ordre k2 sont de 67,8 ± 2,3 M-1.s-1 pour le peptide 
ASCKSCHDS et de 63,3 ± 2,1 M-1.s-1 pour le peptide ASCKSCADS. 

 
La courbe représentant les kobs en fonction de la concentration en peptide est une droite 

qui ne passe pas par l’origine (paragraphe 1.1.2). Ceci montre que l’affinité de la DsbE1 pour 

les peptides est faible, avec une constante apparente d’affinité supérieure à 100 µM. 
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L’ajustement des valeurs de kobs obtenues en fonction des concentrations en peptide à 

l’équation d’une droite a permis de déterminer la valeur de la constante de deuxième ordre k2 

qui est de 67,8 M-1.s-1 pour le peptide avec l’histidine et de 63,3 M-1.s-1 pour le peptide sans 

l’histidine. Comme nous utilisons de faibles concentrations en peptide (20 à 80 µM), nous ne 

pouvons pas atteindre de saturation. De plus, comme précédemment, en absence de substrat, le 

suivi de la fluorescence de la DsbE1 seule se traduit par une diminution de l’intensité 

d’émission avec une constante de vitesse de l’ordre de 1.10-3 s-1. Ceci explique que les droites 

ne passent pas par l’origine. 

Les valeurs des constantes de deuxième ordre déterminées pour les deux peptides avec 

et sans l’histidine sont identiques. Ce résultat montre que le résidu histidine n’est pas important 

pour la réduction de l’apocytochrome c’ par la DsbE1.  

 

1.2.2. Etude de la vitesse de la réduction du peptide ASCKSCHDS par la DsbE1 en 
fonction du pH  
 

Les valeurs des constantes de deuxième ordre de la réduction du peptide oxydé par la 

DsbE1 ont été déterminées à différents pH, en utilisant la même approche que celle décrite 

précédemment (paragraphe 1.2.1). A chaque pH, une constante de second ordre k2 a été 

déterminée en utilisant des concentrations sous saturantes en peptide de 20 à 80 µM. La 

variation des valeurs de k2 en fonction du pH a été ajustée à l’équation d’une monosigmoïde 

croissante, ce qui a conduit à un pKapp de 9,1 et une constante de deuxième ordre maximale 

(k’) de 760 M-1.s-1 (Figure 92).  

 

Figure 92 : Variation en fonction du pH de la constante de vitesse de la réduction du peptide 
ASCKSCHDS oxydé sous forme pont disulfure par la DsbE1. 
Cette expérience a été réalisée à 25 °C dans un polytampon Tris 120 mM, Imidazole 30 mM, Acide 
acétique 30 mM de pH 6,5 à 9,5. Pour chaque pH, la concentration en DsbE1 est de 10 µM et la 
concentration en peptide varie de 20 à 80 µM. Les valeurs expérimentales ont été ajustées à l’équation 
d’une droite et la constante de deuxième ordre k2 a été déterminée pour chaque pH. La représentation 
des valeurs de k2 en fonction du pH a été ajustée à l’équation d’une monosigmoïde croissante 
(f = y + (k’ / (1+10 (pKa-pH))) avec une valeur de pKapp de 9,1 ± 0,1 et une valeur de k’ de 760 ± 60 M-1.s-1. 
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Le profil des constantes k2 en fonction du pH présente une allure sigmoïdale croissante 

gouvernée par la déprotonation d’une fonction de pKa apparent de 9,1 impliquée dans la 

catalyse ou la reconnaissance du substrat peptidique. Cette ionisation apparente d’un résidu de 

pKapp 9,1 gouvernant la constante k2 et dont la forme déprotonée est catalytiquement active 

peut être assignée à la fonction thiol de la Cys67 dans le complexe DsbE1 / peptide, dont la 

déprotonation permet l’attaque nucléophile sur le pont disulfure du peptide. D’autre part, ces 

résultats suggèrent, si la valeur du pKapp correspond bien à celui de la Cys de la DsbE1, que 

celle-ci n’est pas activée dans le complexe binaire DsbE1 / peptide, puisque son pKapp dans 

l’enzyme libre est supérieur à 9,0 (Thèse Dr A. Gand). 

 

2.  Phénotype d’une souche ΔdsbE1 de N. meningitidis 
 

Au cours de sa thèse, le Dr A. Gand avait montré que la DsbE1 était impliquée dans la 

maturation des cytochromes c, et ceci par complémentation fonctionnelle par le gène dsbE1 

d’une souche ΔdsbE de B. pertussis. Afin d’obtenir des informations sur l’implication de la 

DsbE1 chez N. meningitidis dans la maturation des cytochromes c, nous avons entrepris la 

délétion du gène dsbE1 chez N. meningitidis. Cependant, N. meningitidis ne possédant qu’une 

seule cytochrome c oxydase, la délétion du gène dsbE1 devrait être létale. C’est pourquoi nous 

avons entrepris d’obtenir un mutant conditionnel chez N. meningitidis. La stratégie adoptée est 

celle qui avait été utilisée par Voulhoux et al. pour obtenir un mutant inactif omp85 de 

N. meningitidis (Voulhoux et al., 2003). Celle-ci consiste à transformer une souche siaD de 

N. meningitidis par un plasmide réplicatif permettant la production de DsbE1 sous la 

dépendance d’un promoteur inductible à l’IPTG. La délétion du gène dsbE1 est ensuite réalisé 

en présence d’IPTG sur la souche transformée, afin d’obtenir un mutant conditionnel. Le 

phénotype du mutant ΔdsbE1 a ensuite été étudié en le cultivant en absence d’IPTG. 

 

2.1.  Délétion du gène dsbE1 de N. meningitidis 
 
2.1.1. Gène dsbE1 sous le contrôle du promoteur LacIOP 
 
 Tout d’abord, l’ORF dsbE1 a été placée sous le contrôle d’un promoteur Lac inductible 

à l’IPTG dans le plasmide pFP10 réplicatif chez N. meningitidis et portant le gène de résistance 

au chloramphénicol (construction pFP10-PLacIOP-dsbE1). Les détails des constructions 

génétiques utilisées sont expliqués dans la partie Matériels et Méthodes. 

La construction pFP10-PLacIOP-dsbE1 a ensuite été utilisée pour transformer la souche 

siaD de N. meningitidis. Les clones obtenus ont ensuite été cultivés en présence de 
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chloramphénicol et de 0,1 mM d’IPTG, afin de permettre l’expression de la DsbE1 

plasmidique. 

 

2.1.2. Remplacement du gène dsbE1 par recombinaison homologue 
 

La délétion du gène dsbE1 chromosomique a été réalisée à partir de la souche de 

N. meningitidis siaD, transformée par le plasmide pFP10-PLacIOP-dsbE1, cultivée sur milieu 

contenant de l’IPTG. Pour cela, le plasmide pDELdsbE1 a été utilisé (voir Matériels et 

Méthodes). Après transformation de la souche siaD « pFP10-PLacIOP-E1 » par le plasmide 

pDELdsbE1, les clones résistants à la fois au chloramphénicol et à la kanamycine en présence 

d’IPTG ont été sélectionnés. Douze clones ont été obtenus. Le remplacement du gène dsbE1 

par le gène KanR a tout d’abord été vérifié par PCR sur colonie en utilisant un couple de 

désoxyribonucléotides spécifiques des régions bordantes du gène dsbE1 (résultats non 

montrés). Sur ces douze clones, seuls quatre présentent un profil PCR correspondant à la 

présence du gène KanR au site du gène dsbE1. Ceci indique que dans les huit autres clones, le 

gène de résistance à la kanamycine s’est inséré à d’autres endroits dans le génome. 

 

2.2. Caractérisation du mutant ΔdsbE1 de N. meningitidis 
 
Les quatre clones obtenus précédemment ont été repiqués sur milieu solide contenant 

ou non de l’IPTG. Tous les clones poussent en absence d’IPTG. Ce résultat montre que la 

délétion du gène dsbE1 n’est pas létale pour N. meningitidis. Il était ensuite nécessaire de 

vérifier que la DsbE1 n’était plus exprimée dans ces quatre mutant et que les cytochromes c 

n’étaient plus maturés. 

Dans un premier temps nous avons donc vérifié l’expression de la protéine DsbE1 dans 

la souche sauvage siaD et les quatre mutants de N. meningitidis en absence d’IPTG par des 

expériences d’immunodétection par Western-Blot en utilisant des anticorps polyclonaux de 

lapins dirigés contre la protéine DsbE1 de N. meningitidis (voir Matériels et méthodes). Les 

résultats montrent l’expression de la protéine DsbE1 uniquement dans la souche sauvage siaD 

de N. meningitidis (Figure 93, B). Ceci confirme l’absence de DsbE1 dans les quatre mutants. 

Nous avons utilisé en témoin les anticorps anti-MsrB de PilB de N. meningitidis afin de 

vérifier que la quantité de protéines totales (200 µg de protéines) déposée est la même pour 

chaque dépôts (Figure 93, C). Nous pouvons constater la présence des deux formes protéiques 

issues du gène pilB : la protéine PilB périplasmique et la fusion MsrA-MsrB.  

Ensuite, nous avons vérifié que l’absence d’expression de la DsbE1 conduit à un défaut 

de maturation des cytochromes c. Pour cela, nous avons mis en évidence la présence de 
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cytochromes c matures par détection de leur activité peroxydase avec un réactif 

chimioluminescent (Amerscham, ECL). Nous constatons une maturation des cytochromes c 

exclusivement dans la souche siaD sauvage de N. meningitidis (Figure 93, A). Ceci montre que 

la DsbE1 de N. meningitidis est essentielle à la maturation des cytochromes c. 

 

 
Figure 93 : Détection des cytochromes c, de la DsbE1 et de PilB dans la souche sauvage et les 
mutants ΔdsbE1 de  N. meningitidis.  
A. Détection de l’activité peroxydase des cytochromes de type c. B. Western-blot avec des anticorps 
anti-DsbE1. C. Western-blot avec des anticorps anti-MsrB. Une quantité de 200 µg de protéines totales 
a été déposée pour chaque extrait cellulaire issu de cultures liquides de la souche sauvage siaD et des 
quatres mutants de N. meningitidis en absence d’IPTG.  
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Les résultats obtenus au cours de ma thèse ont permis de : 1) montrer que l’activité 

MsrB est recyclée par le domaine Nter par un mécanisme de type intramoléculaire dans PilB de 

N. meningitidis et de F. nucleatum, 2) identifier et caractériser au niveau biochimique, 

enzymatique et structural la nDsbD de N. meningitidis, qui est le partenaire réducteur 

périplasmique du domaine Nter de PilB et de la DsbE1 ; et 3) poursuivre la caractérisation 

biochimique et enzymatique de la DsbE1 de N. meningitidis, qui est impliquée dans la 

maturation des cytochromes c. De plus, les résultats obtenus in vivo sur des souches mutantes 

de N. meningitidis, ont montré que la délétion du gène pilB diminue le taux de survie de la 

bactérie, mais ce uniquement en présence de paraquat, et que la délétion du gène dsbE1 

entraîne une absence de maturation des cytochromes c.  
 

Partie I. La protéine PilB 
 

Les études menées précédemment au laboratoire sur les domaines isolés de PilB de 

N. meningitidis avaient montré que les domaines MsrA et MsrB réduisent la Met-O et que seul 

l’activité MsrB est recyclée efficacement par le domaine Nter. Mes travaux ont montré que 

dans la protéine PilB entière de N. meningitidis, les paramètres cinétiques de l’étape réductase 

des domaines Msr sont du même ordre que ceux obtenus sur les domaines isolés, que seule 

l’activité MsrB est recyclée efficacement par le domaine Nter et ce par un mécanisme de type 

intramoléculaire, dans les conditions expérimentales utilisées. De plus, les paramètres 

cinétiques de l’étape réductase des domaines Msr isolés de PilB de F. nucleatum sont 

comparables à celles des domaines isolés de PilB de N. meningitidis, avec une efficacité 

catalytique meilleure concernant le recyclage de l’activité MsrA par le domaine Nter, ce qui 

n’est pas retrouvé sur PilB entier de F. nucleatum.  

Nous pouvons conclure de ces résultats que : 1) les paramètres cinétiques de l’étape 

réductase des domaines Msr ne sont pas modifiés par le contexte PilB, suggérant que ces 

domaines sont indépendants dans PilB, 2) la sélectivité du recyclage des activités Msr par les 

domaines Nter, observée sur les domaines isolés, n’est pas retrouvée dans les protéines PilB 

entières ; et 3) dans PilB, le domaine Nter peut réduire le pont disulfure du domaine MsrB 

selon un mécanisme de type intramoléculaire. Ceci montre que les réactions de recyclage des 

activités Msr par les domaines Nter, dans PilB et entre les domaines isolés, ne dépendent pas 

des mêmes facteurs. Ainsi, le recyclage des activités Msr entre les domaines isolés implique 

une première étape de reconnaissance entre les deux partenaires conduisant à la formation d’un 

complexe binaire Nter / Msr, alors que dans les protéines PilB entières, les deux domaines 

étant fusionnés, la réduction intramoléculaire doit nécessiter la présence de séquences 

« linkers » dans PilB, afin que les domaines Nter et MsrB puissent former un complexe 
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intramoléculaire efficace. Quels sont les facteurs moléculaires et structuraux impliqués dans la 

réaction de réduction des domaines Msr isolés et dans PilB par le domaine Nter ? 
 

1. Reconnaissance entre le domaine Nter et les domaines Msr isolés 
 

Les domaines Msr isolés des deux protéines PilB étant réduits efficacement par la Trx1 

d’E. coli (Tableau 9 page 89), la différence de sélectivité observée (NmMsrB pour NmNter et 

FnMsrA pour FnNter) serait donc plutôt liée aux domaines Nter. Bien qu’aucune structure 

tridimensionnelle d’un complexe Nter / Msr ne soit connu, il est probable que l’interaction soit  

limitée à la zone du site actif comme cela a été décrit pour d’autres « Trx-like ». Or les 

séquences protéiques des deux domaines Nter sont peu différentes, notamment au niveau du 

site actif (Figure 46 page 68). Il doit donc exister des différences subtiles entre les deux 

domaines qui pourraient expliquer la sélectivité pour un domaine Msr particulier. Dans le 

processus de recyclage, l’étape cinétiquement limitante est probablement associée à un 

ajustement conformationnel des deux partenaires Nter / Msr. En effet, cette spécificité se 

traduit sur les domaines isolés dans les deux cas par une constante de vitesse observée (kf) plus 

élevée, ainsi que par une meilleure affinité apparente (KS plus faible). Comme indiqué dans la 

partie résultats, l’étape cinétiquement limitante du mécanisme global des Msr de F. nucleatum 

est associée, en présence de Trx1, à l’étape de dissociation des partenaires Msr réduite / Trx1 

oxydée, et le mécanisme de l’étape de recyclage est semblable à celui décrit précédemment 

pour les domaines Msr de N. meningitidis. Il est donc raisonnable de postuler que le recyclage 

des domaines Msr de F. nucleatum par le domaine Nter suit le même mécanisme. Dans ce 

contexte, le fait que la spécificité observée de chaque domaine Nter pour un seul domaine Msr  

soit la conséquence, dans les deux cas, d’une constante de vitesse observée élevée, pourrait 

indiquer que l’étape de dissociation des partenaires reste limitante, comme dans le cas de la 

Trx1. Par contre, dans tous les autres cas étudiés (k2 de l’ordre de 102 M-1.s-1, tableau 10 page 

90), il est possible que ce soit l’étape d’association entre les deux partenaires qui soit peu 

efficace et devienne l’étape cinétiquement limitante, reflétant alors la nécessité d’un ajustement 

structural entre les partenaires domaine Msr oxydé et domaine Nter réduit (caractérisé par une 

diminution du kf et une augmentation du KS).  

Dans ce contexte, il est à noter que la structure en solution d’un complexe covalent 

NmNter-SS-NmMsrB (pont disulfure entre la Cys67 du mutant NmNterC70S et la Cys117 du 

mutant NmMsrBC63S) a été obtenue par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS pour 

« small angles X ray scattering ») par le Dr. Arnaud Gruez à la résolution de 17 Å (Figure 94). 

Le calcul de cette structure a été entrepris de manière ab initio d’une part et d’autre part en 

utilisant les structures à haute résolution obtenues par cristallographie des rayons X des deux 

domaines. La structure fait apparaître une interface entre les partenaires relativement petite, 
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impliquant d’une part les deux boucles situées respectivement entre les brins β3 et β4 et entre 

les brins β5 et β6 et l’hélice 310-3 du domaine NmMsrB, et d’autre part, l’hélice α1 et les 

résidus FLHE du domaine NmNter. 

 
Figure 94 : Structure en solution du complexe covalent NmNter-SS-NmMsrB obtenu par SAXS à 
la résolution de 17 Å (Dr A. Gruez, résultats non publiés). 
Les structures secondaires du domaine NmNter sont représentées en jaune et le domaine NmMsrB est 
représenté en surfaces colorées en fonction du potentiel électrostatique (régions acides en rouges et 
régions basiques en bleu). 
 

Au niveau de l’interface entre les deux partenaires,  trois interactions électrostatiques  

entre des acides aminés proches spatialement sont possibles (Figure 95). Deux de ces 

interactions sont situées au niveau du motif FLHE spécifique du domaine NmNter (Figure 44 

page 64), et la troisième est située à proximité de ce motif. La comparaison des séquences entre 

les deux domaines Nter montre que deux de ces interactions sont absentes avec FnNter.  

 
Figure 95 : Interactions électrostatiques potentielles entre les domaines NmNter et NmMsrB dans 
le complexe covalent NmNter-SS-NmMsrB. 
Les interactions électrostatiques entre les chaînes latérales des résidus indiqués en couleur sont 
représentées par des flèches. L’interaction représentée en bleu impliquerait la fonction carboxylate des 
résidus Asp111 (D111) ou Asp60 (D60) de MsrB. 
 

Les résidus FLHE sont inclus dans une boucle à proximité du site actif du Nter. Ces 

résidus ne sont pas présents dans les DsbE (voir introduction). Il avait été proposé que ces 

quatre résidus pourraient jouer un rôle dans la reconnaissance du Nter vis-à-vis de ses cibles 

(domaines Msr), ou vis-à-vis de son partenaire réducteur (nDsbD) (Ranaivoson et al., 2006 ; 

Quinternet et al., 2008). Par ailleurs, aucun recyclage des activités Msr n’a été observé par la 
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DsbE1 de N. meningitidis, ce qui suggère que ces résidus pourraient effectivement jouer un 

rôle dans la reconnaissance sélective des domaines Msr (résultats non montrés).  

 Afin de montrer l’implication éventuelle de ces interactions électrostatiques dans la 

reconnaissance spécifique entre les deux partenaires NmMsrB et NmNter, des mutants 

d’interconversion de signature du domaine NmNter et FnNter ont été produits et étudiés pour 

leur capacité de réduction du domaine NmMsrB (résultats non montrés), les résidus 

potentiellement impliqués du domaine NmMsrB étant conservés dans le domaine FnMsrB. Les 

résultats montrent que : 1) la délétion des résidus spécifiques FLHEKK de NmNter entraîne 

une diminution de la constante de deuxième ordre k2 d’un facteur 10 environ et ce 

essentiellement lié à un effet KS, 2) la double mutation G101H / K107D de FnNter qui permet 

d’obtenir un mutant FnNter pouvant établir les trois interactions électrostatiques potentielles 

avec le domaine NmMsrB n’augmente pas la valeur du k2 mais diminue à la fois les valeurs KS 

et kf. Ceci montre que ces trois interactions électrostatiques potentielles sont bien impliquées 

dans la reconnaissance entre le domaine NmNter et le domaine NmMsrB, mais qu’elles ne 

suffisent pas à expliquer la sélectivité de réduction du domaine NmNter pour le domaine 

NmMsrB. D’autres facteurs moléculaires et / ou structuraux doivent donc être impliqués, au 

niveau du domaine Nter mais également au niveau du domaine MsrB.  

L’ensemble de ces observations suggère donc une reconnaissance très fine et spécifique 

entre les deux partenaires Nter et Msr, comme c’est le cas entre les « Trx-like » et leurs 

différentes cibles. 

 
2. Réduction des domaines Msr dans PilB  
 

Nos résultats ont montré que, pour NmPilB, le domaine MsrA ne peut être réduit que 

par une réaction intermoléculaire très lente (kobs de 6.10-4 s-1, résultat non montré) par rapport à 

la réduction du domaine MsrB (kobsmax de 2,7 s-1). Par contre, pour FnPilB, les deux activités 

Msr sont recyclées avec la même vitesse par le domaine Nter avec des valeurs de kobs de 0,1 s-1 

pour MsrA et de 0,3 s-1 pour MsrB. Le fait que la réaction de réduction du domaine MsrA de 

FnPilB soit plus rapide que celle du domaine MsrA de NmPilB confirme les résultats obtenus 

sur les domaines isolés. Si on compare les constantes de vitesses observées pour les réactions 

intermoléculaires entre les domaines isolés (FnNter et FnMsrA) et celles observées pour les 

réactions intermoléculaires entre ces domaines dans PilB dans les même conditions 

expérimentales (FnNterPilB et FnMsrAPilB), on constate que les valeurs des kobs sont du même 

ordre de grandeur (0,25 s-1 en intermoléculaire PilB et 0,09 s-1 avec les domaines isolés). La 

réduction du domaine MsrA dans FnPilB est donc probablement une réaction de type 

intermoléculaire (Figure 96). Reste posée la question de savoir si la réduction du domaine 
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MsrA par le domaine Nter est possible dans FnPilB selon un mécanisme intramoléculaire. Pour 

répondre à cette question, il faudrait pouvoir se mettre dans des conditions qui permettraient  

d’obtenir une constante de vitesse de la réaction intermoléculaire (deuxième ordre) largement 

inférieure à celle de la réaction intramoléculaire, si elle existe. Ceci nécessitera de développer 

une méthode d’analyse plus sensible permettant de travailler à des concentrations en PilB 

largement inférieures à 10 µM, en utilisant par exemple une méthode de dérivatisation de la 

Met afin d’augmenter la sensibilité de détection par la technique de « quenched flow ».  

 

 
Figure 96 : Réduction des domaines Msr oxydés dans les protéines PilB de N. meningitidis et de 
F. nucleatum.  
La réduction des domaines Msr par les domaines Nter est représentée par une flèche, et les régions 
« linkers » sont représentées par des traits noirs. 
 

La réduction intramoléculaire (Figure 96) des domaines MsrB oxydés sous forme pont 

disulfure par les domaines Nter observée avec les deux PilB implique la formation transitoire 

d’un pont disulfure intramoléculaire entre les domaines Nter et MsrB, qui soit cinétiquement 

favorisée par rapport à la réaction intermoléculaire. La possibilité de former un pont disulfure 

intramoléculaire Nter-SS-MsrB en solution a été confirmée par des expériences préliminaires 

par spectrométrie de masse (résultats non montrés, collaboration LSMBO) avec un variant 

NmC67MsrBPilB (seule la cystéine catalytique du domaine Nter et les deux cystéines du 

domaine MsrB sont présentes). Ceci implique une proximité spatiale des domaines MsrB et 

Nter dans PilB via l’existence de régions « linkers » entre les domaines permettant une 

flexibilité suffisante de PilB, en vue de former ce pont disulfure transitoire. L’examen des 

séquences des protéines PilB de N. meningitidis et de F. nucleatum montre effectivement 

l’existence de régions « linkers » entre les trois différents domaines fonctionnels. Ainsi, un 

« linker » de 20 acides aminés environ est retrouvé pour NmPilB entre les domaines Nter et 

MsrA (cette région ne fait que 7 acides aminés environ chez F. nucleatum), et de 13 et 25 

acides aminés respectivement pour FnPilB et NmPilB entre les domaines MsrA et MsrB 

(Figure 46 page 68). L’existence de cette seconde région « linker » entre les deux domaines 

Msr a été clairement mise en évidence dans une structure tridimensionnelle de la fusion MsrA-
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MsrB de S. pneumoniae (Kim et al., 2009). Ce « linker » de 13 résidus (de même longueur que 

celui de FnPilB, voir Figure 46 page 68) est structuré en une hélice 310, qui établi plusieurs 

liaisons hydrogènes avec les domaines MsrA et MsrB, et dont le rôle serait de « maintenir » la 

structure de la protéine. L’obtention d’une structure tridimensionnelle de PilB pourrait nous 

apporter des renseignements supplémentaires sur l’organisation spatiale du domaine Nter par 

rapport aux domaines Msr et sur la possibilité de ceux-ci à interagir entre eux. A ce jour, aucun 

cristal n’a pu être obtenu avec les protéines PilB sauvages de N. meningitidis et de 

F. nucleatum. Ceci pourrait être dû à la flexibilité des protéines au niveau des régions 

« linkers ». Il est à noter qu’une étude par SAXS de la protéine NmPilB réduite et oxydée a été 

réalisée (Collaboration UMR7036, Dr M. Ranaivoson, Figure 97). Les calculs de forme ab 

initio montrent que la protéine présente une conformation homogène en forme de « L », 

présentant une courbure au niveau du domaine NmMsrA. Les trois domaines ont été identifiés 

et sont clairement séparés, même si les deux domaines NmNter et NmMsrA sont relativement 

proches l'un de l'autre. Une telle forme de la protéine est compatible avec une action non 

contrainte des domaines Msr vis-à-vis des protéines substrats potentielles. Cependant, la forme 

observée de l’enveloppe montre clairement en solution l’absence de mouvements libres des 

domaines les uns par rapport aux autres, indiquant l’existence de contraintes (structurales ou 

liées aux conditions expérimentales), qui sont en contradiction apparente avec le mécanisme de 

recyclage intramoléculaire qui nécessiterait une flexibilité au niveau des « linkers ».  

 
Figure 97 : Ajustement des structures cristallographiques des trois domaines isolés de NmPilB 
dans l’enveloppe obtenue par SAXS (Thèse M. Ranaivoson, résultats non publiés). 
Dom1PilB : domaine NmNter  

 

3. Rôle de PilB in vivo  
 

L’ensemble des résultats obtenus in vitro montre que le mécanisme de recyclage est de 

type intramoléculaire pour MsrB dans les conditions expérimentales utilisées, alors qu’il serait 

de type intermoléculaire pour MsrA. Mais qu’en est-il in vivo ? PilB est une protéine 

périplasmique qui serait impliquée dans la résistance au stress oxydant (Skaar et al., 2002). 

Une hypothèse raisonnable serait que ce rôle soit associé à ses activités Msr qui réduiraient des 

Partie C : Bilan et perspectives 

ailleurs, il n'est pas non plus à exclure que l'ancrage de la protéine à une membrane in vivo 

puisse apporter des différences structurales, par rapport à ce qui est observé à l'issue de cette 

expérience. Des expériences complémentaires sont à entreprendre visant à renforcer et 

préciser ces premières observations : par exemple, d'autres expériences utilisant la méthode 

SAXS avec de nouveaux échantillons, additionnées à des manipulations en cristallographie. 

 

I 

 

II 

Figure 1 Forme de la protéine PilB en solution observée grâce à la méthode SAXS. 
 (I) Modèle ab initio en billes ("dummy residues"), obtenu grâce au programme 

GASBOR (Svergun et al. 2001), et (II) résultat d'un ajustement des structures 
cristallographiques des trois domaines isolés dans le modèle initial, obtenu grâce au 
programme BUNCH (Petoukhov et Svergun 2005). Les programmes utilisés font 
partie de la suite ATSAS, développée par l'équipe du Dr Dimitri Svergun (EMBL, 
Hambourg) (Konarev et al. 2006). 

 
 

 - 186 - 
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cibles périplasmiques oxydées au niveau de leurs Met. In vivo, la réduction des deux domaines 

Msr doit donc être efficace pour permettre à la bactérie de faire face à un stress oxydant. Bien 

qu’aucune information concernant l’efficacité de recyclage des activités MsrA et MsrB de PilB 

in vivo ne soit disponible, le fait que PilB soit une protéine décrite comme étant ancrée à la 

membrane suggère fortement que la vitesse du recyclage intermoléculaire de l’activité MsrA 

doit être plus lente in vivo et beaucoup moins efficace que le recyclage intramoléculaire de 

MsrB. Le domaine MsrB étant spécifique de la réduction de l’isomère R des Met-O et 

l’oxydation des Met conduisant à un mélange équimolaire des isomères R et S, cela 

impliquerait que PilB ne permettrait la réduction que de la moitié des Met-O. Ainsi, soit la 

réduction de la moitié des Met-O est suffisante pour que la bactérie résiste transitoirement à un 

stress oxydant, soit la réduction de l’isomère S, bien que très lente, est suffisante pour restaurer 

la fonction des cibles oxydées, soit encore dans le contexte périplasmique, le domaine Nter de 

PilB recycle aussi efficacement les deux activités Msr. L’oxydation du domaine Nter implique 

qu’il soit  lui-même réduit, d’où la question de la nature du partenaire réducteur de PilB. Nous 

avons montré que la nDsbD réduit efficacement le domaine Nter de PilB in vitro. La question 

qui se posait alors était de savoir ce qu’il en est in vivo au niveau du périplasme chez 

N. meningitidis. En effet, comme la protéine DsbD est une protéine transmembranaire à trois 

domaines de la membrane interne, la protéine PilB doit être localisée à proximité pour pouvoir 

interagir avec la nDsbD. Or, les études de Skaar en 2002 ont montré par une approche de 

fractionnement subcellulaire une localisation de PilB de N. gonorrhoeae au niveau de la 

membrane externe, incompatible avec l’utilisation de la DsbD comme partenaire réducteur 

(Skaar et al., 2002). Les résultats que nous avons obtenus par différentes méthodes de 

fractionnement subcellulaire ont montré que PilB est présente aussi bien dans les fractions de 

membranes externes que dans celles de membranes internes. Ces résultats peuvent s’expliquer 

par le fait que l’ancrage membranaire de PilB est probablement très « faible » et qu’il ne 

« résiste » pas aux techniques de fractionnement. En effet, l’ancrage membranaire de PilB 

pourrait se faire via une hélice amphipatique à son extrémité N-terminale (acides aminés 4 à 

22), permettant un attachement par interactions hydrophobes à la surface de la membrane (Wu 

et al., 2005). D’autre part, les résultats obtenus par MET montrent une localisation des grains 

d’or très majoritairement entre le peptidoglycane et la membrane interne, et à une distance 

comprise entre 1 et 35 nm de la membrane interne (Figure 75 page 107). Compte tenu de la 

taille estimée à partir des structures SAXS et cristallographiques par diffraction des rayons X 

des différents partenaires (longueur de PilB de 11 nm environ, diamètre des anticorps primaire 

et secondaire de 10 nm environ et du grain d’or de 10 nm), ces distances sont compatibles avec 

un accrochage de PilB à la membrane interne.  
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Reste posée la question du rôle physiologique de PilB chez N. meningitidis. PilB joue-t-

elle un rôle dans la résistance au stress oxydant, comme cela a été décrit chez N. gonorrhoeae 

(Skaar et al., 2002) ? Une diminution significative du taux de survie a été observée entre la 

souche de N. meningitidis sauvage utilisée au laboratoire (mutant siaD non encapsulé et non 

pathogène) et cette même souche délétée du gène pilB (ΔpilB) en présence de paraquat. Le 

paraquat générant des O2
.- dans le cytoplasme et non dans le périplasme (Soler-Garcia et Jerse, 

2004), la résistance à un stress O2
.- n’est donc pas dû à PilB périplasmique mais à la forme 

tronquée MsrA-MsrB cytoplasmique. Par contre, en présence d’H2O2, aucune différence 

significative de survie n’a été observée entre les deux souches de N. meningitidis (résultats non 

montrés), suggérant que PilB ne jouerait aucun rôle dans la résistance à un stress oxydant. On 

ne peut cependant pas exclure un biais lié à la souche utilisée. En effet, nous utilisons un 

mutant siaD non pathogène non encapsulé. L’absence de cette capsule pourrait entraîner une 

augmentation de la sensibilité de la souche vis-à-vis des différents oxydants utilisés, qui 

masquerait l’effet lié à l’absence de PilB. Cette hypothèse est en partie validée par le fait que 

les concentrations en oxydants que nous avons utilisées sont plus faibles que celles décrites 

dans la littérature. Par exemple, l’utilisation de 10 mM d’H2O2 comme il a été décrit par Moore 

et Sparling en 1996 n’entraîne aucune survie de la souche siaD (résultat non montré). Pour 

vérifier cette hypothèse, il faudrait refaire ces expériences avec une souche sauvage encapsulée 

dans un laboratoire habilité à manipuler des souches pathogènes de N. meningitidis. De plus, il 

serait intéressant de tester la survie d’une souche sauvage et d’une souche ΔpilB pathogène en 

présence de macrophages humains afin de voir si PilB joue un rôle dans la pathogénicité de la 

bactérie (Tavano et al., 2009). Toutefois, on ne peut écarter l’hypothèse que la protéine PilB de 

N. meningitidis ne soit pas impliquée dans la résistance de la bactérie à un stress oxydant, 

contrairement à ce qui avait été montré chez N. gonorrhoeae, et ce d’autant plus que les modes 

d’infection et les systèmes anti-oxydants de ces deux bactéries pathogènes sont différents (voir 

Partie I Introduction). 

 
Partie II. La nDsbD, partenaire réducteur de PilB  

 
Les résultats obtenus au cours de mes travaux ont montré que la nDsbD de 

N. meningitidis est capable de réduire des « Trx-like » périplasmiques, telles que le domaine 

NmNter et la DsbE1 de N. meningitidis. L’étape de réduction est catalytiquement efficace avec 

des valeurs de k2 comparables à celles décrites pour la réduction par la nDsbD d’E. coli de 

différentes « Trx-like » d’E. coli, telles que la CcmG et la DsbC (Stirnimann et al., 2005 ; 

Rozhkova et al., 2004). Ces résultats confortent l’idée que la nDsbD est bien le réducteur 

général des « Trx-like » périplasmiques, comme cela a été proposé au début de ma thèse 
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(Stirnimann et al., 2006). De plus, vu la valeur du k2, ceci suggérait une reconnaissance 

structurale entre la nDsbD et le domaine Nter, et posait en retour, dans ce contexte, la question 

du rôle de la boucle FLHE présente uniquement dans des domaines Nter  de PilB. 

Pour caractériser les éléments moléculaires et structuraux impliqués dans la 

reconnaissance entre les deux partenaires, nous avons entrepris en collaboration avec le groupe 

du Dr MT. Cung, spécialiste en RMN des protéines, l’étude structurale et dynamique par RMN 

en solution de la nDsbD de N. meningitidis libre et en complexe covalent avec NmNter sous 

forme pont disulfure. Les résultats montrent que la formation du complexe nDsbD-Nter 

nécessite l’ouverture de la région « cap-loop » qui vient se positionner au dessus de l’hélice α1 

contenant les deux cystéines du site actif du domaine Nter (Figure 87 page 123). Ceci avait 

déjà été observé pour d’autres complexes nDsbD-cibles dont les structures avaient été résolues 

par diffraction des rayons X (Haebel et al., 2002 ; Stirnimann et al., 2005 et Rozhkova et al., 

2004). L’étude réalisée par l’équipe du Dr MT. Cung a de plus permis de montrer que cette 

région conservait des propriétés de flexibilité conformationnelle même à l’état complexé. Ceci 

pourrait expliquer que la nDsbD interagit avec de nombreuses cibles protéiques de type « Trx-

like ». Pour ce faire, elle doit posséder une grande adaptabilité fonctionnelle. Par contre, aucun 

changement significatif de la conformation ou du positionnement de la boucle FLHE du Nter 

n’a été observé. Ceci montre que cette boucle n’intervient pas dans la stabilisation du complexe 

nDsbD-Nter. Ceci est d’ailleurs conforté par le fait qu’un mutant de Nter ne possédant plus 

cette boucle FLHE est réduit aussi efficacement par la nDsbD que le Nter sauvage (k2 

respectivement de 6,2.105 M-1.s-1 et de 6,6.104 M-1.s-1, résultats non montrés). Le rôle de la 

boucle FLHE spécifique des domaines Nter de PilB reste donc posé. Le fait qu’un mutant du 

Nter (absence des résidus FLHEKK) présente une efficacité catalytique de réduction du 

domaine MsrB de PilB 10 fois plus faible, lié à un effet KS (résultats non montrés), suggèrerait 

que la boucle FLHE spécifique du Nter jouerait plutôt un rôle discriminant vis-à-vis du 

partenaire MsrB (voir partie I de la discussion).  

Partant des données structurales et dynamiques du mutant C103S de la nDsbD libre et 

en complexe avec le domaine Nter, ainsi que des données structurales disponibles sur d’autres 

complexes impliquant une nDsbD, un scénario général pour la réduction des différentes « Trx-

like » par la nDsbD a ainsi été proposé. Ce scénario implique l’ouverture de la région « cap-

loop » de la nDsbD afin de permettre l’interaction avec un motif structural particulier α4-

β4 / β5-α5 / hélice α1 du partenaire « Trx-like ». Cette reconnaissance spécifique serait 

facilitée par les propriétés dynamiques de la région « cap-loop » et du brin β11 de la nDsbD 

qui permettraient une adaptation conformationnelle de la nDsbD nécessaire à son interaction 

avec le motif structural α4-β4 / β5-α5 / hélice α1 du partenaire « Trx-like ». Cette adaptation 
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conformationnelle serait un pré-requis pour la formation d’un complexe catalytiquement 

compétent conduisant à la formation du pont disulfure intermoléculaire entre la Cys109 de la 

nDsbD et la cystéine catalytique du partenaire « Trx-like ». Plusieurs interactions stabilisatrices 

spécifiques favoriseraient la formation de ce pont disulfure dans les différents complexes 

transitoires, dont une liaison hydrogène conservée dans tous les complexes, entre le 

groupement amide de la Cys109 de la nDsbD et le groupement carbonyle du résidu du 

partenaire « Trx-like » qui précède le résidu cis-Pro conservé du site actif. Enfin, le transfert de 

flexibilité de la nDsbD vers le partenaire « Trx-like », et en particulier de son hélice α1, 

pourrait être un élément moteur dans l’étape conduisant à la dissociation du complexe.  

 
Le fait que la protéine PilB soit spécifique des bactéries pathogènes du genre Neisseria 

en faisait potentiellement une bonne cible thérapeutique, et ce, sachant qu’il n’existe aucun 

vaccin disponible pour le sérogroupe B de N. meningitidis. Or, l’étude enzymatique et 

structurale des trois domaines de PilB ne montre pas de particularités, en particulier au niveau 

du site actif, par rapport à celui des Msr et des Trx de l’hôte. Ceci semble donc exclure PilB en 

tant que cible thérapeutique. Par contre, N. meningitidis utilise un système II de maturation des 

cytochromes c qui n’existe pas chez l’hôte et qui pourrait être essentiel à la survie de la 

bactérie. En effet, chez N. meningitidis, il n’existe qu’une seule cytochrome c oxydase. Un 

défaut dans la maturation des cytochromes de type c serait donc létal pour la bactérie, d’où 

l’intérêt que nous y avons porté en étudiant ce système. 

 
Partie III. La DsbE1 de N. meningitidis 

 
Les études menées précédemment au laboratoire par le Dr A. Gand avaient permis 

d’identifier la DsbE1 comme étant la disulfure oxydoréductase impliquée dans le système de 

maturation des cytochromes c de N. meningitidis. Cependant, ces études n’avaient pas montré 

in vitro d’activité réductase de la DsbE1 vis-à-vis de l’apocytochrome c’ de N. meningitidis. 

Une hypothèse était que l’apocytochrome c’ étudié était en partie structuré à l’inverse des 

autres apocytochromes c précédemment décrits, empêchant ainsi l’accessibilité du pont 

disulfure à la DsbE1. Nous avons donc étudié d’une part la capacité de la DsbE1 à réduire un 

autre apocytochrome c oxydé (l’apocytochrome cx de N. meningitidis), et d’autre part un 

peptide mimant l’apocytochrome c’ oxydé. Les résultats obtenus ont montré que : 1) la DsbE1 

est capable de réduire des peptides mimant l’apocytochrome c’ oxydé (valeurs de k2 faibles), 

mais elle ne réduit pas l’apocytochrome cx oxydé de N. meningitidis, 2) le résidu histidine du 

motif CXXCH caractéristique des apocytochromes c ne joue aucun rôle dans l’efficacité de 

réduction par la DsbE1 in vitro ; et 3) la cystéine catalytique de la DsbE1 n’est pas activée dans 

le complexe binaire DsbE1 / peptide.  
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Ces résultats posaient la question de l’efficacité de réduction des apocytochromes c par 

la DsbE1 dans un complexe binaire apocytochrome / DsbE1. En effet, bien que les peptides 

mimant l’apocytochrome c’ soient réduits plus efficacement que la cystine (facteur 10 sur le 

k2), l’efficacité catalytique est faible avec une constante de deuxième ordre k2 de 68 M-1.s-1. 

Ceci peut correspondre à un effet kobs et / ou KS. Si on considère un mécanisme minimum à 

trois étapes : 1) association des deux partenaires, 2) échange du pont disulfure ; et 

3) dissociation des deux partenaires, alors la constante d’affinité apparente KS reflèterait 

l’association entre les deux partenaires et le kobs la vitesse d’échange de pont disulfure. Le 

peptide n’étant qu’un mime du substrat de la DsbE1, il pourrait exister des éléments de 

reconnaissance supplémentaires dans les apocytochromes c. L’examen des séquences de 

cytochromes c montre l’absence de séquence conservée mis à part le motif CXXCH 

d’attachement de l’hème. Cependant le fait qu’un peptide sans l’histidine du motif soit réduit 

aussi efficacement que le peptide avec l’histidine montre que le résidu histidine du motif 

CXXCH n’est pas important pour la réduction par la DsbE1. Il a été montré que l’histidine du 

motif CXXCH est important pour la maturation des cytochromes c in vivo, des cytochromes ne 

possédant plus l’histidine du motif n’étant pas maturés (Allen et al., 2005). L’histidine, qui sert 

de ligand axial au Fe2+ de l’hème, pourrait permettre de positionner correctement l’hème mais 

il n’est pas un élément de reconnaissance pour la DsbE1 au niveau du complexe binaire peptide 

/ DsbE1.  

D’autre part, le fait que la Cys catalytique de la DsbE1 ne soit pas activée dans le 

complexe binaire DsbE1 / peptide montre que ce complexe n’est pas catalytiquement 

compétent. Ainsi, la faible efficacité catalytique observée pour la réduction des peptides 

pourrait être la conséquence d’un positionnement non optimal du pont disulfure par rapport à la 

cystéine catalytique de la DsbE1. De plus, l’absence de réduction in vitro de 

l’apocytochrome cx de N. meningitidis par la DsbE1, alors que les peptides sont réduits, montre 

que le pont disulfure dans l’apocytochrome cx n’est pas accessible pour la DsbE1. L’ensemble 

de ces résultats suggère que les apocytochromes c doivent être pris en charge in vivo afin de 

permettre leur réduction par la DsbE1. La question qui se pose alors concerne l’identité de 

la(les) protéine(s) partenaire(s) impliquées dans la réduction. Une hypothèse est que la 

présence des protéines transmembranaires d’export de l’hème serait nécessaire.  

En effet, comme il a été décrit dans l’Introduction, dans le système II de maturation des 

cytochromes c, les protéines transmembranaires CcsA et CcsB sont impliquées dans l’export 

de l’hème du cytoplasme au périplasme. Il a été suggéré que la liaison de l’hème sur 

l’apocytochrome c réduit, chez Helicobacter  hepaticus, pourrait avoir lieu au sein d’un 

complexe CcsA / CcsB / hème-CcsX / apocytochrome c (Frawley et Kranz, 2009) (pour rappel, 
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la protéine CcsX correspond à la DsbE). CcsA et CcsB sont des protéines transmembranaires et 

la protéine CcsB possède entre autre une large boucle périplasmique qui pourrait jouer un rôle 

dans la prise en charge de l’apocytochrome c pour sa réduction par la CcsX et pour 

l’accrochage de l’hème. Chez N. meningitidis, les gènes putatifs des protéines d’export de 

l’hème nommées ResB et ResC (par homologie au système décrit chez B. pertussis : ResA 

(DsbE), ResB (CcsB) et ResC (CcsA)) sont annotés. Il est raisonnable de penser qu’un tel 

complexe pourrait donc également se former chez N. meningitidis, à savoir entre 

ResC / ResB / hème-DsbE1 / apocytochrome c (Figure 98). Nous avons donc commencé 

l’expression chez E. coli et la purification de ces protéines d’export de l’hème : ResB et ResC ; 

le but étant de tester la réduction de l’apocytochrome c par la DsbE1 in vitro en présence de ces 

protéines.  

 
Figure 98 : Système de maturation des cytochromes c proposé dans le périplasme de 
N. meningitidis.  
Le transfert d’électrons est représenté par des flèches fines. 

 

Enfin, lors de sa thèse, le Dr A. Gand avait identifié la DsbE1 comme étant la disulfure 

oxydoréductase impliquée dans la maturation des cytochromes c chez N. meningitidis par des 

expériences de complémentation fonctionnelle chez B. pertussis. Nous avons montré que la 

délétion du gène dsbE1 chez N. meningitidis avait pour conséquence une absence de 

maturation des cytochromes de type c, mais contrairement à ce qui était attendu cette délétion 

n’est pas létale pour la bactérie. Or, chez N. meningitidis, il existe trois accepteurs finaux 

d’électrons : la cytochrome c oxydase (O2), AniA (NO2
-) et NorB (NO.). Les deux premiers 

utilisent comme donneur d’électrons des cytochromes c, alors que pour le dernier, les électrons 

viendraient directement de l’UQ (Figure 40 page 62) (Deeudom et al., 2006 et 2008). La 

croissance des mutants de N. meningitidis, qui ne possèdent plus de cytochromes c, pourrait 

donc s’expliquer par l’utilisation de NO. en tant qu’accepteur final d’électrons. Il conviendra 

donc de tester cette hypothèse en suivant par exemple la consommation de NO., ou en délétant 

le gène norB du mutant conditionnel. 
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1. Matériel biologique et milieux de culture 
 
1.1. Souches bactériennes 
 
- E. coli DH5α : supE44, ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 

relA1. Cette souche est utilisée pour l’obtention d’ADN plasmidique. 

 

- E. coli BL21(DE3) : hdsS gal (λcIts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 gène1). Cette souche 

contient le gène codant l’ARN polymérase du bactériophage T7 dans son génome sous le 

contrôle du promoteur Lac. Elle est utilisée pour exprimer une séquence codante clonée sous le 

contrôle du promoteur du bactériophage T7 (plasmides de la série pET, Novagen). 

 

- E. coli C41(DE3) : souche dérivée de la souche BL21(DE3): hdsS gal (λcIts857 ind1 Sam7 

nin5 lacUV5-T7 gène1) plus deux mutations non caractérisées (Miroux et Walker, 1996).  

 

- E. coli C600 : e14–(McrA–) supE44 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 tonA21. Cette souche est utilisée 

pour l’obtention du plasmide pFP10. 

 

- N. meningitidis 8013 ΔsiaD : mutant ΔsiaD du variant 2C43 de la souche 8013, isolat clinique 

appartenant au sérogroupe C, provenant de l’unité INSERM U570 dirigée par le Pr. Nassif 

(Paris). Souche piliée, efficacement transformable (Geoffroy et al., 2003) par de l'ADN sous 

forme linéaire ou circulaire. En inactivant le gène siaD qui code la polysialyl transférase 

(enzyme responsable de la polymérisation de l'acide polysialique, constituant principal de la 

capsule) la bactérie cesse d'être encapsulée et donc virulente. Le mutant ΔsiaD du variant 2C43 

peut donc être manipulé sans risque pour la santé. 

 

1.2. Vecteurs plasmidiques 
 
- pSK195PILB : il s'agit du phagemide recombinant pBluescript II SK (+) portant la séquence 

codant la protéine PilB de N. meningitidis sous le contrôle du promoteur lacZ ; dans laquelle la 

séquence correspondant aux 32 premiers résidus ont été délétés et le codon correspondant à la 

Met195 de réinitiation interne de la traduction a été remplacé par un codon codant une Ala. Ce 

vecteur porte le gène de résistance à l’ampicilline. Les variants NmPilB étudiés sont également 

issus de cette construction. 

 

- pET-24c : phagemide recombinant portant le gène de résistance à la kanamycine et utilisé 

pour l’expression des protéines sauvages et des variants de PilB de F. nucleatum, les séquences 
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codantes étant sous le contrôle du promoteur T7, ainsi que des trois domaines isolés (FnNter, 

FnMsrA et FnMsrB) de PilB de F. nucleatum. 

 

- pETnDsbD et pETDsbE1 : phagemides recombinants pET-20b portant respectivement les 

séquences codantes du domaine N-terminal de la protéine DsbD (nDsbD) et de la DsbE1 de 

N. meningitidis sous le contrôle du promoteur T7. Ce vecteur porte le gène de résistance à 

l’ampicilline. 

 

- pETapocx : phagemide recombinants pET-28b portant la séquence codante du cytochrome cx 

de N. meningitidis sous le contrôle du promoteur T7, délétée de la séquence correspondant à la 

séquence signal d’export et fusionnée en 5’ à une séquence codant une étiquette poly-His. Ce 

vecteur porte le gène de résistance à la kanamycine. 

 

- pBR322 : Plasmide portant un gène de résistance à l’ampicilline et un gène de résistance à la 

tétracycline. Il possède de nombreux sites de restrictions uniques permettant de le linéariser. Il 

est utilisé en vue de la recombinaison homologue chez N. meningitidis. Ce plasmide ne peut 

pas se répliquer dans cet organisme. 

 

- pFP10 : Plasmide portant un gène de résistance au chloramphénicol (Pagotto et al., 2000). Il 

est réplicatif chez E. coli comme chez N. meningitidis. 

 

- pHSS6Erm_1 : Plasmide portant la séquence du promoteur LacIOP entre les sites de 

restriction NotI et portant un gène de résistance à l’erythromycine et à la kanamycine (plasmide 

de Peter Van Ulsen, Department of Molecular Microbiology, Utrecht, Pays-Bas).  

 

1.3. Milieux de culture bactérienne 
 
1.3.1. Milieu riche LB (Luria Bertani) 
 

Le LB est composé de : tryptone (20 g/l), extrait de levure (5 g/l), NaCl (5 g/l). Le pH 

est ajusté à 7,5 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavé pendant 20 min à 1 bar. Ce milieu 

est utilisé pour la production en grande quantité des plasmides et des protéines recombinantes. 

Pour les milieux gélosés, de l’agar est ajouté à raison de 17 g/l de milieu de culture avant 

stérilisation.  
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1.3.2. Milieu autoinductible ZYM 5052 (Studier, 2005) 
 

Le milieu ZYM 5052 est composé de tryptone (1 %), extrait de levure (0,5 %), 

Na2HPO4 (25 mM), K2HPO4 (25 mM), NH4Cl (50 mM), Na2SO4 (5 mM), MgSO4 (1 mM), 

glycérol (0,5 %), lactose (0,2 %), glucose (0,05 %) et est autoclavé pendant 20 min à 1 bar. Ce 

milieu est utilisé pour la production en grande quantité des protéines recombinantes à partir de 

plasmides de type pET. 

 

1.3.3. Milieu riche SOC  
 
Le SOC est composé de : tryptone (20 g/l), extrait de levure (5 g/l), NaCl (5 g/l), KCl 

(2,5 mM), MgCl2 (10 mM), MgSO4 (10 mM), glucose (20 mM) et le milieu est autoclavé 

pendant 20 min à 1 bar. Ce milieu est utilisé pour la régénération des bactéries compétentes 

après transformation. 

 

1.3.4. Milieu minimum M9 
 

Ce milieu est composé de : NaCl (0,5 g/l), KH2PO4 (5 mM), Na2HPO4, 2H2O 

(17,5 mM), NH4Cl (1 g/l), glucose (4 g/l), riboflavine (1 mg/l), nicotinamide (1 mg/l), 

pyridoxine monohydrochloride (1 mg/l), thiamine (1 mg/l), MgSO4, 7H2O (1 mM), FeSO4, 

7H2O (25 mg/l) et le milieu est autoclavé pendant 20 min à 1 bar. Ce milieu est utilisé pour les 

productions de la nDsbDC103S et du domaine NterC70S de PilB de N. meningitidis 

simplement marquées au 15N avec du 15NH4Cl (1 g/l) ou doublement marqué 15N 13C avec du 
15NH4Cl (1 g/l) et du 13C-Glucose (4 g/l), ou triplement marqué 15N 13C 2H avec du 15NH4Cl 

(1 g/l), du 13C-Glucose (4 g/l) et du D2O (90 %).  

 

1.3.5. Milieux pour la culture de N. meningitidis 
 
- TSB : Bouillon Trypticase Soja (30 g/l). Le milieu est autoclavé pendant 20 min à 1 bar. Ce 

milieu est utilisé pour la transformation de souches de N. meningitidis. 

 

- GCB liquide : Protéase peptone #3 (15 g/l), K2HPO4 (4 g/l), KH2PO4 (1 g/l), NaCl (5 g/l), 

auxquels sont ajoutés après autoclavage et juste avant utilisation 1 % de Supplément 1 

(Glucose 400 g/l, Thamine 20 mg/l), 0,1 % de Supplément 2 (Fe(NO3)3, 9H2O 1,25 g/l) et 1 % 

de Supplément 3 (L-Glutamine 10 g/l). Ce milieu est utilisé pour la culture en milieu liquide de 

N. meningitidis. 
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- GCB solide : GC medium base (36,25 g/l), Agar (5 g/l). Le milieu est autoclavé pendant 20 

min à 1 bar. Les mêmes suppléments 1, 2 et 3 cités précédemment sont également ajoutés au 

moment de couler le milieu en boîtes de Pétri.  

 

2. Techniques de génie génétique 
 
2.1. Extraction d’ADN génomique de N. meningitidis 
 

L’extraction est réalisée à l’aide du kit Wizard® Genomic DNA Purification 

(Promega®). Le protocole se décompose en 5 étapes : les cellules préalablement cultivées en 

milieu liquide ou solide sont lysées. Les ARN contaminants sont alors dégradés par l’ajout de 

RNAse (60 µg/ml). Ensuite les protéines sont précipitées et éliminées par centrifugation. 

L’ADN génomique est alors précipité par ajout d’éthanol à 95 %, puis lavé à l’éthanol à 70 %. 

Une fois l’éthanol éliminé par centrifugation, les culots contenant l’ADN génomique sont 

repris dans de l'eau. 

 

2.2. Préparation de l’ADN plasmidique 
 
2.2.1. La minipréparation 
 

La minipréparation d'ADN est utilisée pour la préparation rapide d'une faible quantité 

d'ADN dans un but analytique, à partir de 5 mL de culture. Le protocole passe par la lyse 

alcaline des cellules grâce à une solution de NaOH 0,2 N, SDS 1 %. Le mélange est ensuite 

neutralisé par une solution d’acétate de potassium/acide acétique, puis centrifugé. L’ADN 

plasmidique contenu dans le surnageant est alors directement précipité par ajout d’éthanol à 

90 %. Le culot ainsi obtenu est ensuite lavé à l’éthanol à 70 % puis séché, repris en tampon 

Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0, et finalement traité 1 h à 37 °C par la ribonucléase A 

(1 µg/ml). 

 

2.2.2. Préparation et transformation des cellules compétentes d’E. coli 
 

Cette méthode est utilisée pour transformer les souches d’E. coli DH5α, C600, 

BL21(DE3) et C41(DE3). Une culture bactérienne est réalisée dans 100 ml de milieu LB à 

37 °C sous agitation. Cette dernière est arrêtée en phase exponentielle de croissance lorsque la 

DO600nm atteint 0,5. Elle est centrifugée et le culot est repris dans une solution de TfbI 

(CH3COOK 30 mM, CaCl2 10 mM, KCl 100 mM, MnCl2 50 mM, Glycérol 15 %, pH 7,0). 

Après une incubation de 10 min dans la glace et une nouvelle centrifugation, le culot est repris 

dans 4 ml de solution TfbII (MOPS 10 mM, CaCl2 75 mM, KCl 10 mM, Glycérol 15 %, 
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pH 7,0). Des fractions aliquotes sont rapidement congelées par immersion dans de l’azote 

liquide et stockées à -80 °C.  

La transformation est réalisée en mélangeant 1 ng de plasmide et 50 µl de bactéries 

compétentes (Sambrook et al., 1989). Après incubation sur glace, le mélange est soumis à un 

choc thermique de 45 secondes à 42 °C ; puis les cellules sont régénérées 1h à 37 °C en milieu 

LB avant d’être étalées sur boîte LB avec l’antibiotique de résistance approprié au plasmide 

utilisé et incubées une nuit à 37 °C. 

 

2.2.3. Préparation et transformation des cellules compétentes de N. meningitidis 
 

Une préculture de N. meningitidis est réalisée sur milieu solide pendant la nuit. Une 

suspension cellulaire de DO600nm égale à 1 est préparée dans du milieu TSB. Dans 1 ml de TSB 

contenant 10 mM MgCl2 sont ajoutés 200 µl de la suspension cellulaire et 2 µg d'ADN 

plasmidique. Le mélange est incubé à 37 °C sous agitation pendant 1 h. Cinq cent µl sont 

prélevés, additionnés de 4,5 ml de TSB et incubés à 37 °C sans agitation en présence de 5 % 

CO2, pendant 4 à 6 h. Après incubation, 5 ml du mélange précédent est étalé sur boîte GCB 

contenant les antibiotiques appropriés, et incubé à 37 °C en présence de 5 % de CO2. 

 

2.3. Mutagenèse du matériel plasmidique 
 

La méthode utilise l’ADN polymérase thermostable Pfu (MBI Fermentas) pour 

répliquer les deux brins du plasmide avec une grande fidélité et sans déplacer les 

oligodésoxyribonucléotides de mutagenèse. Elle nécessite aussi un plasmide double brin 

superenroulé et deux oligodésoxyribonucléotides de mutagenèse portant chacun la mutation à 

introduire. Les oligodésoxyribonucléotides, chacun complémentaire d’un des deux brins du 

plasmide, vont servir d’amorces 3’-OH pour la synthèse de l’ADN par la Pfu, conduisant à un 

plasmide muté aux extrémités non religuées. Le produit de la réaction de PCR est ensuite traité 

avec l’endonucléase DpnI (MBI Fermentas) (séquence cible 5’-Gm6ATC-3’), spécifique de 

l’ADN méthylé et hémiméthylé, afin de digérer l’ADN parental et ainsi sélectionner l’ADN 

néosynthétisé contenant la mutation. En effet, l’ADN isolé de la plupart des souches d’E. coli 

est dam méthylé et donc susceptible d’être digéré par DpnI. Une fraction du mélange de 

digestion, contenant l’ADN double brin muté, circulaire et coupé, est utilisée pour transformer 

des bactéries DH5α compétentes qui vont religuer les extrémités du plasmide muté et 

l’amplifier. Après transformation de 50 µl de cellules DH5α compétentes par 1 à 5 µl de 

mélange de PCR, les cellules sont cultivées pendant une nuit sur milieu solide. 
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2.4. Clonage des ORF codant les protéines étudiées 
 
 Le clonage des ORF codant les différentes protéines de N. meningitidis a été réalisé à 

partir du génome de la souche N. meningitidis serogroupe C 8013 et celles de F. nucleatum à 

partir du génome de la souche ATCC 25586 fournie par le Pr H. Jensen de l’Institut de 

Biologie Moléculaire de Bergen (Norvège). 

 La technique de PCR permet de réaliser l’amplification d’un fragment d’ADN 

génomique compris entre deux oligodésoxyribonucléotides, dont les séquences sont 

complémentaires aux bordures du fragment d’ADN à amplifier et permet également de créer 

les sites de restriction NdeI et SacI (MBI Fermentas). L’enzyme utilisée pour la réaction est 

l’ADN polymérase Pfu. La présence et la taille de l’ADN amplifié est vérifié par dépôt sur gel 

d’agarose 1 %. Cet ADN est ensuite extrait du gel et purifié grâce à un kit Nucleobond Extract 

II (Macherey Nagel). Cette extraction est basée sur l’utilisation de colonnes échangeuses 

d’anions, l’ADN étant chargé négativement. Les vecteurs et les inserts sont ensuite digérés 

pendant 1h30 à 37 °C par les enzymes de restriction NdeI et SacI à raison de 3 unités par µg 

d’ADN. La formation des liaisons phosphodiesters entre les extrémités de l’insert et du vecteur 

est catalysée par l’ADN ligase du bactériophage T4 (MBI Fermentas). La ligation se fait en 

présence d’un excès d’insert de 3 fois par rapport au vecteur linéarisé. Les mélanges de 

ligations sont placés dans un bain à 16 °C pendant au moins 4 h. Après ligation, la présence de 

l’insert est vérifiée par PCR sur colonies en utilisant cette fois-ci l’ADN Polymérase GoTaq 

(MBI Fermentas) et les oligodésoxyribonucléotides de clonage.  

 

3. Production et purification des différentes protéines 
 
3.1. Production des protéines recombinantes étudiées (NmPilB, FnMsrA, FnMsrB, 
FnNter, FnPilB, DsbE1 et nDsbD)   
 

Les souches BL21(DE3) et C41(DE3) sont transformées avec les différents plasmides 

mentionnés ci-dessus et permettent la surproduction des différentes protéines étudiées.  

Typiquement, quatre litres de LB ou de ZYM 5052 contenant l’antibiotique approprié sont 

ensemencés au 1/50ème à partir d’une préculture d’une nuit en milieu LB avec antibiotique. Les 

cultures sont incubées de 18 à 24 h à 37 °C sous agitation. Les antibiotiques de résistance sont 

ajoutés à 200 mg/l pour l’ampicilline et 50 mg/l pour la kanamycine. Les cellules récoltées par 

centrifugation à 3 000 g, sont lavées dans du tampon A (saccharose 25 %, EDTA 5 mM, Tris-

HCl 50 mM, pH 7,5) puis centrifugées et les culots cellulaires sont stockés à -20 °C. 
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3.2. Désintégration des cellules 
 

Le culot cellulaire issu d'un litre de culture est repris dans 20 ml de tampon de 

purification TE pH 8,0 (Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) puis les cellules sont 

désintégrées à une température de 4 °C à l’aide d’un sonicateur ou d’un désintégrateur de 

cellules (Constant Cell Disruption Systems, Constantsystems). Les débris cellulaires sont 

ensuite éliminés par centrifugation à 12 000 g durant 45 min. 

 

3.3. Purifications 
 
3.3.1. Précipitation au sulfate d’ammonium 
 

Pour FnPilB et nDsbD, le surnageant de sonication subit une précipitation fractionnée 

au sulfate d’ammonium. Ainsi, le surnageant de sonication est amené respectivement à 35 et 

40 % de saturation en sulfate d’ammonium pour FnPilB et la nDsbD et précipité pendant 2 h 

sous légère agitation à 4 °C. A cette concentration les protéines d’intérêt ne sont pas 

précipitées. Après centrifugation pendant 45 min à 12 000 g, le surnageant est ensuite amené 

respectivement à 55 et 70 % de saturation en sulfate d’ammonium pour FnPilB et la nDsbD, et 

précipité pendant 2 h sous légère agitation à 4 °C. A cette seconde concentration les protéines 

d’intérêt sont précipitées et récupérées dans le culot après centrifugation pendant 45 min à 

12 000 g. 

Pour NmPilB et la DsbE1, le surnageant de sonication est directement amené à 70 % de 

saturation en sulfate d’ammonium et précipité pendant 2 h sous légère agitation à 4 °C. A cette 

concentration NmPilB est précipitée et récupérée dans le culot après centrifugation pendant 

45 min à 12 000 g.  

 

3.3.2. Filtration sur gel 
 

Le culot est repris dans un volume minimum de tampon de purification puis déposé sur 

une colonne de filtration sur gel ACA54 (acrylamide 5 %, agarose 4 %, Ultragel PALL) dont le 

domaine de fractionnement se situe entre 5 et 70 kDa. L’élution se fait grâce au tampon de 

purification. L'analyse des fractions est effectuée par lecture de la DO280/260nm et électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE à 10 ou 12,5 %). Les fractions contenant la 

protéine sont ensuite rassemblées. Cette étape permet d’éliminer la majeure partie des protéines 

contaminantes présentes dans le culot de précipitation et une grande quantité d’acides 

nucléiques. 
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3.3.3. Chromatographie d’échange d’anions 
 

La solution protéique issue de la filtration sur gel est filtrée puis injectée sur une 

colonne échangeuse d’anions Q-Sépharose (résine sur laquelle sont greffés des groupements 

triméthylammonium, GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le tampon de purification 

et couplée à un système FPLC (Amersham Biosciences). L’élution se fait par un gradient 

linéaire croissant de KCl de 0 à 400 mM sous un débit de 5 ml/min. Les protéines sont éluées 

dans le gradient entre 50 et 200 mM KCl. Cette étape permet d’éliminer des contaminants 

protéiques. 

 

3.3.4. Chromatographie par interactions hydrophobes 
 
Les fractions issues de la chromatographie échangeuse d’anions et contenant la protéine 

sont amenées à une concentration finale de 1 M en sulfate d’ammonium. Cette solution est 

injectée sur une colonne Phenyl-Sepharose (agarose 6 % comprenant des groupements phényls, 

GE Healthcare) équilibrée en tampon TE pH 8,0 (NH4)2SO4 1 M et couplée au système FPLC 

(Amersham Biosciences). L’enzyme est éluée par un gradient linéaire décroissant de 1 à 0 M 

en (NH4)2SO4 sous un débit de 5 ml/min. Cette étape permet d’éliminer les acides nucléiques. 

 

3.3.5. Purification du cytochrome cx 
 

Pour faciliter la purification, le cytochrome cx a été produit fusionné à son extrémité N-

terminale à une étiquette poly-His (plasmide pETapocx). Après sonication, le culot contenant la 

protéine est repris avec un tampon (Chlorure de guanidinium 4 M, PMSF 1 mM, Tris-HCl 

20 mM pH 7,6, NaCl 50 mM), puis dialysé contre le tampon A (KPi 50 mM, KCl 500 mM, 

pH 7,0) pendant 2 h à 4 °C. Après une centrifugation permettant d’éliminer quelques 

précipités, le surnageant est amené à 4 % d’imidazole. La protéine est ensuite purifiée par 

chromatographie sur une colonne Ni-Sepharose préalablement chargée avec du nickel (NiCl2-

6H2O, 100 mM) et couplée à un système FPLC (Amersham Biosciences). La protéine est éluée 

par un gradient par paliers à 50 % de tampon B (KPi 50 mM, KCl 500 mM, pH 7,0, imidazole 

1 M d’imidazole) sous un débit de 5 ml/min. Après concentration, la protéine est purifiée par 

chromatographie sur une colonne de filtration sur gel (Superdex75) préalablement équilibrée 

avec tampon B (Tris 50 mM, KCl 100 mM, pH 8,0) et couplée à un système Akta-FPLC (GE 

Healthcare).  
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3.3.6. Concentration et conservation des protéines 
 

Les solutions enzymatiques pures sont finalement concentrées par ultra-filtration sous 

pression à l’aide d’une membrane Amicon YM10 (domaines isolés de PilB, DsbE, nDsbD, 

cytochrome cx) ou YM30 (NmPilB et FnPilB) jusqu'à une concentration de l’ordre de 15-

30 DO/ml. Les protéines sont ensuite précipitées en présence de (NH4)2SO4 (70 % de 

saturation) et de DTT (50 mM) puis conservées à -20 °C.  

 

4. Caractérisation biochimique des protéines recombinantes 
 

Toutes les études ont été effectuées avec des préparations enzymatiques préalablement 

réduites par 50 mM de DTT pendant 30 minutes à 4 °C, qui subissent ensuite deux dialyses 

contre le tampon de purification sous un flux continu d'azote. Cette procédure permet d'obtenir 

des enzymes à l’état réduit et sans traces de DTT. 

 
4.1. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE)  
 

L’électrophorèse en conditions dénaturantes permet de suivre l’évolution du degré de 

pureté de l’enzyme au cours de chaque étape de purification. Les protéines sont révélées par 

coloration au bleu de Coomassie R-250. 

 

4.2. Détermination de la masse moléculaire par spectrométrie de masse électrospray en 
conditions dénaturantes 
 

La technique de spectrométrie de masse nécessitant un échantillon sans aucune trace de 

sels, 500 µg de protéines sont dessalés sur une colonne de filtration sur gel (HiPrep 26/10 

Desalting, Amersham Biosciences) couplée au système FPLC, ou sur une colonne de filtration 

sur gel PD-10 (BioRad). L'élution est réalisée par un tampon bicarbonate d’ammonium 50 mM 

pH 7,6 préparé extemporanément. La fraction la plus concentrée est récupérée puis lyophilisée. 

Les masses moléculaires des protéines recombinantes ont été déterminées au laboratoire de 

Spectrométrie de Masse Bio-Organique (LSMBO) de Strasbourg dirigé par le Dr A. Van 

Dorsselaer. L'appareil utilisé est un spectromètre VG-Bio Q triple quadripole (Micromass). 

 

4.3. Détermination des coefficients d’extinction molaire des protéines 
 
 Le coefficient d’extinction molaire à 280 nm a été déterminé à l’aide des méthodes de 

Lewis (Mach et al., 1992), et de Gill et von Hippel (Gill et von Hippel, 1989). La méthode de 

Lewis repose sur le calcul de la concentration en protéine par une relation empirique : 
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DO280 – 10(2,5*LogDO320 – 1,5*LogDO350) 

     5540 * nombre de Trp par monomère + 1480 * nombre de Tyr par monomère 

 

 La méthode de Gill et von Hippel est fondée sur la mesure des densités optiques à 

280 nm pour la protéine en conditions native et dénaturante (en présence de chlorure de 

guanidinium). Le calcul de la concentration en condition dénaturante repose sur la valeur 

théorique du coefficient d’extinction molaire à 280 nm (edénat =  1280 * nombre Tyr + 5690 * 

nombre Trp).  

 Coefficients d’extinction molaire des différentes protéines : PilBNm 77 130 M-1.cm-1 ; 

NterNm 33 690 M-1.cm-1 ; MsrANm 26 200 M-1.cm-1 ; MsrBNm 17 330 M-1.cm-1 ; PilBFn 

77 000 M-1.cm-1 ; NterFn 30 055 M-1.cm-1 ; MsrAFn 26 400 M-1.cm-1 ; MsrBFn 21 950  

M-1.cm-1 ; nDsbDNm 13 500 M-1.cm-1 ; nDsbDEc 20 340 M-1.cm-1 ; DsbE1 14 770 M-1.cm-1 ; 

DsbE2 29 700 M-1.cm-1. 

 

4.4. Dosage des groupements thiols libres par le 5,5’-dithiobis (2-nitro) benzoate (DTNB) 
ou par le dithiodipiridine (2-PDS) 
 

Le contenu en thiols libres des protéines purifiées est déterminé par réaction avec le 

DTNB (0,3 mM) ou le 2-PDS (0,1 mM) en suivant l’apparition respective du thionitrobenzoate 

libéré à 412 nm (ε412nm = 13 600 M-1.cm-1) ou de pyridine-2-thione libéré à 343 nm 

(ε343nm = 8 080 M-1.cm-1). La concentration en protéine est choisie pour donner respectivement 

un signal de 0,1 DO412 nm ou 0,1 DO343nm par SH libre. Le test se fait en conditions dénaturantes 

(SDS 1 % final pour le DTNB et urée 0,8 M pour le 2-PDS) en tampon TE pH 8,0. 

 

4.5. Spectres de fluorescence des protéines réduites et oxydées 
 

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence ont été réalisés sur un 

fluorimètre Flx (SAFAS) à une concentration en enzyme de 1 à 10 µM, en tampon TE pH 8,0. 

Pour les spectres d’excitation, la longueur d’onde d’émission est fixée à 340 nm, la longueur 

d’onde d’excitation variant de 250 à 300 nm par incrément de 1 nm. Pour les spectres 

d’émission, la longueur d’onde d’excitation est fixée à 282 ou à 293 nm, la longueur 

d’émission variant de 300 à 450 nm par incrément de 1 nm. 

 

4.6. Potentiels redox à l’équilibre 
 

Pour déterminer le potentiel redox de la nDsbD de N. meningitidis, une méthode à 

l’équilibre avec la Trx P34H (E° = -235 mV, Krause et al., 1991) basée sur la quantification 

C  = 
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des différentes espèces formées par chromatographie en phase inverse a été utilisée. Les deux 

mélanges équimolaires de Trx P34H réduite / nDsbD oxydée, et de Trx P34H oxydée / nDsbD 

réduite en tampon KPi 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0 sont laissés pendant 24 h à 25 °C, et les 

réactions ont été arrêtées par ajout de 0,2 % de TFA. Les mélanges ont ensuite été injectés sur 

chromatographie en phase inverse C8 (Aquapore RP-300 7 µm, Applied Biosystems). Le 

gradient utilisé permet de séparer les quatre espèces (Trx P34H réduite, Trx P34H oxydée, 

nDsbD réduite et nDsbD oxydée). Chaque espèce a été injectée seule afin de déterminer son 

propre volume d’élution et de corréler l’aire du pic à la quantité de protéine. Les quantités 

relatives des quatre espèces dans les deux mélanges sont mesurées. Les constantes d’équilibre 

des deux mélanges sont déterminées grâce à l’équation suivante : 

 

Kéq = [TrxP34H réduite][nDsbD oxydée] / [Trx P34H oxydée][nDsbD réduite] 

 

Les potentiels redox sont calculés grâce à l’équation de Nernst en utilisant une valeur 

de -0,235 V pour le potentiel redox de la Trx P34H.  

E’0 = E’0 Trx P34H  – (RT/nF) ln Kéq    

 

4.7. Spectres de dichroïsme circulaire 
 
 Les spectres de dichroïsme circulaire ont été enregistrés en utilisant un dichrographe 

CD6 Jobin Yvon, avec une vitesse de mesure de 2 nm/s. Les cuves en quartz utilisées 

présentent un trajet optique de 1 mm. Les échantillons contiennent 12,5 µM de protéine en 

tampon Tris 10 mM, pH 8,0. La mesure du spectre dichroïque du tampon est réalisée en début 

d’expérience et les valeurs obtenues sont ensuite soustraites des données recueillies pour les 

échantillons. Trois spectres sont effectués pour chaque mesure et sont moyennés pour 

augmenter la qualité du rapport signal / bruit. 

 

5. Préparation des substrats sulfoxydes 
 

La synthèse du substrat doublement protégé Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe est décrite 

précisément dans la publication Olry et al. 2004. Le produit brut de synthèse est ensuite purifié 

au laboratoire. Le produit Ac-L-Met-R,S-O-NHMe est isolé par HPLC en phase inverse 

préparative à l’aide d’une colonne Atlantis dC18 (5 µm , 4,6x250 mm) couplée à une chaîne 

HPLC (Waters), comme décrit dans Olry et al. 2004. 
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6. Techniques d’études des propriétés enzymatiques des protéines  
 

Toutes nos études ont été effectuées avec des préparations enzymatiques préalablement 

réduites par 50 mM de DTT pendant 30 minutes à 4 °C, qui subissent ensuite deux dialyses 

contre le tampon de purification sous un flux continu d'azote. Cette procédure permet d'obtenir 

des enzymes à l’état réduit et sans trace de DTT. 

 

6.1. Quantification de la Met en absence de réducteur 
 

Un mélange réactionnel contenant 100 mM de D,L-Met-R,S-O et 100 à 200 µM 

d'enzyme, en tampon TE pH 8,0, est incubé à 25 °C durant 15 min. La quantification de la Met 

dans chaque échantillon est effectuée sur une colonne en phase inverse Atlantis dC18 (4.6x250 

mm, Waters), couplée au système ÄKTA Explorer (GE Healthcare). La colonne est équilibrée 

avec un tampon aqueux acétonitrile 7,5 %, TFA 0,1 %. Une boucle d'injection de 100 µl est 

utilisée et la Met est éluée en condition isocratique, avec un temps d'élution supérieur à celui de 

la Met-O. L'intégration du pic est réalisée à 215 nm. Avant chaque série de mesure, un 

étalonnage de la colonne est effectué avec trois solutions de Met de concentration connue. La 

stœchiométrie est alors calculée en rapportant la quantité de Met formée à la quantité d'enzyme 

présente. 

 

6.2. Détermination des KM et du kcat en présence du système réducteur Trx/Trx 
réductase/NADPH à l’état stationnaire 
 

Les tests d’activité sont effectués dans le tampon TE pH 8,0 à 25 °C. La disparition du 

NADPH est suivie par la diminution de l'absorbance à 340 nm au cours du temps. L'activité de 

l'enzyme est exprimée en µmoles de NADPH disparues par seconde et par µmoles d'enzyme. 

Le mélange réactionnel comporte : Ac-L-Met-R,S-O-NHMe (concentration variable), Trx1 

d'E. coli (concentration variable), Trx réductase d'E. coli (1,2 µM), NADPH (0,3 mM) et MsrA 

(0,2 µM) ou MsrB (0,5 µM). La Trx1 et la Trx réductase d'E. coli ont été produites et purifiées 

au laboratoire (Mössner et al., 1998 ; Mulrooney, 1997). 

Les mesures d’activité ont été réalisées en faisant varier soit la concentration en Ac-L-

Met-R,S-O-NHMe, la concentration en Trx1 étant saturante ; soit la concentration en Trx1, la 

concentration en Ac-L-Met-R,S-O-NHMe étant saturante. Les points expérimentaux ont été 

ajustés par régression non linéaire à l’équation de Michaelis-Menten à l’aide du logiciel 

SigmaPlot 2000 (Jandel Scientific):   

v = (kcat.[E0].[S]) / (KM + [S]) Equation 1 
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6.3. Cinétique d’apparition de Met par mélange rapide résolu en temps (« quenched 
flow ») 
 

Cette technique permet de réaliser des cinétiques de formation de Met ou de disparition 

de SH à l’aide d’un appareil de cinétique rapide Applied Photophysics SX18MV-R modifié 

(Leatherhead, UK). Cet appareil permet de mélanger rapidement deux solutions, contenues 

initialement dans des seringues, et de stopper la réaction à un temps déterminé par acidification 

du milieu par ajout d’acide trifluoroacétique (TFA) contenu dans une troisième seringue. La 

première seringue contient l’enzyme à la concentration de 300 µM en tampon TE pH 8,0, la 

deuxième seringue contient le substrat D,L-Met-R,S-O à la concentration de 200 mM en 

tampon TE pH 8,0 et la troisième seringue contient du TFA à 2 %. La température est 

maintenue à 25 °C. Trois tirs indépendants sont récupérés et rassemblés. Une partie du 

mélange réactionnel permet de vérifier la concentration en protéines dans le mélange final, une 

autre à quantifier la Met formée (paragraphe 6.1) et la dernière à titrer les thiols restants par le 

2-PDS (paragraphe 4.4). 

 

6.4. Mesure de la vitesse de formation (ou d’échange) des ponts disulfures par 
spectroscopie de fluorescence résolue en temps (« stopped flow ») 
 

Cette technique est basée sur la différence d’intensité d’émission de fluorescence lors 

du passage de la forme réduite à oxydée (ou inversement) de la protéine étudiée. Ces mesures 

ont été réalisées à l’aide d’un appareil de cinétique rapide Applied Photophysics SX18MV-R 

(Leatherhead, UK). Cet appareil permet de mélanger rapidement deux solutions, contenues 

initialement dans des seringues, et de suivre l'émission de fluorescence du mélange, le temps 

mort de l’appareil étant d’environ 1,3 ms. La première seringue contient l’enzyme à la 

concentration de 10 µM, en tampon TE pH 8,0, la deuxième seringue contient le substrat à 

différentes concentrations (10 à 800 mM) en tampon TE pH 8,0. La température est maintenue 

à 25 °C. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 293 nm et un filtre permet de ne mesurer 

que l’émission de fluorescence de longueur d’onde supérieure à 320 nm.  

Les traces expérimentales obtenues sont ajustées à l’équation d’une monoexponentielle 

croissante (Equation 2) ou décroissante (Equation 3) afin de déterminer les constantes de 

vitesse correspondantes (kobs) à l’aide du logiciel SigmaPlot 2000 (Jandel Scientific) : 

y = y0 + Amp(1-e-kobst) Equation 2 

y = y0 + Amp.e-kobst  Equation 3 

 

Le logiciel d’analyse Pro-Kinetics a été utilisé lorsque les ajustements à l’équation de 

doubles exponentielles n’étaient pas satisfaisants (trop grande divergence entre la trace 
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expérimentale et l’ajustement). Pour cela, nous avons utilisé un modèle cinétique simplifié, à 

deux étapes : A à B à C, avec lequel les constantes de vitesses associées aux deux étapes 

sont calculées. 

 

 L’ajustement des valeurs de kobs obtenues en fonction de la concentration en substrat à 

l’équation 4 donne les paramètres cinétiques kobsmax et KS : 

kobs = kobsmax.S / (KS + S) Equation 4 

 

6.5. Vitesse de modification des Cys par le 2-PDS en fonction du pH 
 

Les mesures sont effectuées en utilisant un appareil de cinétique rapide (stopped-flow) 

permettant de mélanger rapidement volume à volume deux solutions, contenues initialement 

dans des seringues, et de suivre l’absorbance à 343 nm. La température est maintenue à 25 °C. 

La première seringue contient du 2-PDS à la concentration de 200 µM et du tampon (acide 

acétique 30 mM, tris 120 mM, imidazole 30 mM) à différents pH à force ionique constante. La 

seconde seringue contient de la protéine à la concentration de 10 µM dans le même tampon à 

différents pH.  

Les résultats expérimentaux sont ajustés à l’équation d’une monoexponentielle 

croissante (équation 2) afin de déterminer les constantes de vitesse correspondantes (kobs). La 

constante de pseudo-deuxième-ordre k2 est obtenue en divisant la valeur de la constante kobs par 

la concentration en 2-PDS, puis ajustée à l’équation 5 : 

k2 = k2max / (1 + 10(pKapp – pH)) Equation 5 

 

6.6. Formation de complexes covalents pont disulfure 
 
 Voir publication Annexe 3 page 165. 

 
7. Rôle des protéines DsbE1 et PilB chez N. meningitidis 
 
7.1. Délétion des gènes correspondants 

 
Pour obtenir une souche de N. meningitidis délétée d’un du gène PilB ou dsbE1, ces 

derniers sont remplacés par recombinaison homologue par un gène codant la résistance à la 

kanamycine dans la souche N. meningitidis 8013 ΔsiaD. Pour cela, les régions d'ADN 

flanquant l'ORF à remplacer sont amplifiées par PCR. Les produits d'amplification ont une 

taille de 500 paires de bases au minimum afin de permettre une double recombinaison 

homologue au niveau des régions bordant le gène cible. Ces amplicons présentent à leur 

extrémité une zone de recouvrement de 20 pb générée lors de la conception des 
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oligodésoxyribonucléotides B et C. De plus, le site de restriction correspondant à l'enzyme 

KpnI est introduit dans la séquence de l’oligodésoxyribonucléotide B comme indiqué sur la 

Figure 99. La séquence 5'-gccgtctgaa-3' qui permet l'absorption d'ADN exogène par 

N. meningitidis est introduite dans la séquence de l’oligodésoxyribonucléotide A. Cette 

séquence nucléotidique, appelée « DNA-uptake sequence ou DUS », est nécessaire pour la 

transformation naturelle de cette bactérie (Smith et al., 1999).  

Lors de la deuxième étape, les deux amplicons vont être fusionnés par PCR grâce à la 

présence des régions chevauchantes présentes sur les oligodésoxyribonucléotides B et C. Cette 

étape permet d'obtenir un fragment de PCR comprenant le site de restriction de l'enzyme KpnI 

bordé par les régions d'ADN flanquant l'ORF à remplacer.  

 

 

Figure 99 : Premières étapes de la construction d’un mutant de délétion. Lors de ces étapes, les 
régions flanquantes de l’ORF à remplacer sont amplifiées par PCR à l’aide de deux couples 
d’oligodésoxyribonucléotides (A/B et C/D). Les deux fragments peuvent s’hybrider (séquences 
complémentaires représentée en gris présentes sur les oligodésoxyribonucléotides B et C) et sont 
ensuite fusionnés par une autre étape de PCR à l’aide des oligodésoxyribonucléotides A et D, afin 
d’obtenir un unique fragment constitué des régions flanquantes précédées de la séquence DUS, et 
contenant entre celles-ci le site de restriction KpnI.  

 

Dans une troisième étape, le produit PCR obtenu est alors cloné au site EcoRV du 

plasmide pBR322. Le mélange de ligation est utilisé pour transformer la souche DH5α 

d'E. coli. L'ADN plasmidique de clones résistants à l'ampicilline est alors extrait et la séquence 

de l'insert est vérifiée par séquençage. 

Une quatrième étape correspond au sous-clonage d’une cassette KanR au site KpnI du 

plasmide pBR322 recombinant obtenu à l'étape précédente. La cassette KanR est obtenue par 

digestion du plasmide pBSL99 à l'aide de l'enzyme de restriction KpnI (Alexeyev et al., 1995). 
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Le mélange de ligation est utilisé pour transformer la souche DH5α d'E. coli. L'ADN 

plasmidique de clones résistants à l'ampicilline et à la kanamycine est alors extrait. 

 

 
 

Figure 100 : Construction du plasmide pDELgènex.  
L'amplicon obtenu précédemment est cloné au site EcoRV du plasmide pBR322. Dans un même temps, 
la cassette kanR est obtenue par digestion du plasmide pBSL99 à l'aide de l'enzyme de restriction KpnI. 
Cette cassette kanR est alors clonée au site KpnI du plasmide pBR322 recombinant.  
 

Enfin, ce plasmide recombinant appelé pDELgènex est utilisé sous forme circulaire 

pour transformer des cellules de N. meningitidis. Les clones ont été sélectionnés sur milieu 

GCB contenant de la kanamycine, ce qui permet de sélectionner les souches pour lesquelles le 

gène x a été remplacé par la cassette KanR. Lors de cet événement, il se produit un échange des 

séquences situées entre les régions homologues présentes sur le chromosome et sur le plasmide 

pDELgènex. Par ailleurs, le plasmide pBR322 qui a servi de base pour la construction du 

plasmide pDELgènex ne possède pas d’origine de réplication permettant sa multiplication chez 

N. meningitidis. Par conséquent, il sera perdu par dilution au cours des générations. 
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7.2. Construction du plasmide pFP10-PLacIOP-dsbE1 
 

Cette construction est utilisée pour pouvoir contrôler l’expression de la DsbE1 chez 

N. meningitidis. Pour cela, le gène dsbE1 est placé sous le contrôle d’un promoteur Lac 

inductible à l’IPTG dans un plasmide réplicatif chez E. coli et chez N. meningitidis (Voulhoux 

et al., 2003).  

 

 
 
Figure 101 : Construction du plasmide pFP10-PlacIOP-dsbE1 
1. L'amplicon obtenu par PCR, correspondant à la séquence codante du gène dsbE1, est cloné au site 
EcoRV du plasmide pBR322. 2. La cassette PLacIOP est obtenue par digestion du plasmide 
pHSS6Erm_1 à l'aide de l'enzyme de restriction NotI. Cette cassette est alors clonée au site NotI du 
plasmide pBR322-dsbE1 recombinant. 3. La construction PLacIOP-dsbE1 obtenue est extrait du 
plasmide pBR322 recombinant par digestion par l’enzyme de restriction PstI et sous clonée au site PstI 
du plasmide pFP10 portant le gène de résistance au chloramphénicol (Cat). 
 

Dans un premier temps, la séquence nucléotidique correspondant à la séquence codante 

de la DsbE1 a été amplifiée par PCR grâce à un couple d’oligodésoxyribonucléotides apportant 
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à l’extrémité 5’ le site de restriction NotI (Figure 101), et clonée au site EcoRV du plasmide 

pBR322. Ensuite, après vérification de la bonne insertion de la séquence dsbE1 dans le 

plasmide pBR322, la séquence correspondant au promoteur LacIOP (issu du plasmide 

pHSS6Erm_1) a été clonée au site NotI de ce plasmide recombinant pBR322-dsbE1. A cette 

étape, il est nécessaire de vérifier par séquençage que la séquence « LacIOP » est bien orienté 

dans le même sens de lecture que la séquence dsbE1, pour que le promoteur soit bien placé en 

amont de la séquence à transcrire. Enfin, la construction obtenue (PLacIOP-dsbE1) a ensuite 

été extraite du plasmide pBR322 par digestion par l’enzyme PstI du plasmide recombinant 

pBR322-PLacIOP-dsbE1 et sous-clonée au site PstI du plasmide pFP10. Cette dernière 

construction a été nommée « pFP10-PLacIOP-E1 ».  

 

7.3. Vérification de l’expression des protéines par Western blotting 
 
La technique de Western-blotting (WB) permet la séparation et la révélation de 

protéines. Après avoir été séparées par électrophorèse dans un gel d’acrylamide et transférées 

sur une membrane de nitrocellulose, les protéines d’intérêts sont mises en évidence par un 

anticorps primaire spécifique. Un anticorps secondaire, dirigé contre l’anticorps primaire et 

couplé à une enzyme, la peroxydase, permet de révéler le complexe protéine-anticorps 

primaire. 

Après avoir été séparées par électrophorèse sur gel, les protéines sont transférées sur 

une membrane de nitrocellulose Trans-Blot® (Bio-Rad) dans du tampon de transfert à une 

tension de 100V pendant une heure, à l’aide du système Mini Trans Blot® (Bio-Rad).  

Les sites de fixation libres de la membrane sont bloqués par une incubation pendant une 

nuit à 4°C dans du tampon TBS-T (Tris-HCl 10 mM pH 8, NaCl 150 mM, tween 20 0,05 %) 

contenant 2% de lait en poudre. L’anticorps primaire dirigé contre la protéine souhaitée est 

dilué dans une solution de TBS-T-lait (Tableau 13) et mis au contact des membranes pendant 

deux heures à 4°C. Ensuite la membrane est lavée pendant 20 min dans 4 bains successifs de 

tampon TBS-T. La membrane est alors incubée pendant 1 h à température ambiante dans le 

tampon TBS-T-lait contenant l'anticorps secondaire (anticorps de chèvre anti-IgG de lapin 

conjugués à la peroxydase de Raifort, Jackson ImmunoResearch) dilué au 1/10 000ème. Après 

cette incubation, la membrane est rincée abondamment dans du tampon TBS-T puis recouverte 

par 2 mL de réactif HRP (ImmobilonTM Western, Millipore) pendant 5 min. Après avoir 

éliminé le réactif en excès, la membrane est emballée de film plastique Saran et recouverte en 

chambre noire d’un film photosensible (Fuji RX, Coradio). La peroxydase, en présence de 

H2O2 et de son substrat oxydable (le luminol), produit une chimioluminescence qui permet la 

détection des protéines. 
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Protéines cibles Nter MsrA MsrB nDsbD DsbE1 

Dilution des 
anticorps primaires 

1 / 2 500ème 1 / 20 000ème 1 / 10 000ème 1 / 40 000ème 1 / 5 000ème 

 
Tableau 13 : Liste des anticorps primaires polyclonaux, dirigés contre les différentes protéines 
étudiées et indication des dilutions de l’immunsérum utilisées pour les expériences de WB.  
Une fraction de chaque protéine purifiée a été envoyée au Centre LAGO (Vonnas, France), qui a pris en 
charge l’immunisation des lapins et les prélèvements sanguins. La saignée finale est conservée à -80 °C 
et constitue l’immunsérum. 
 

7.4. Tests vis-à-vis des ERO et ERA en milieu liquide 
 

Ces expériences ont été réalisées d'après le protocole décrit par Hasset et al., 1989. Une 

préculture de N. meningitidis est réalisée sur milieu solide pendant la nuit. Une suspension 

cellulaire de DO600nm égale à 0,05 est préparée dans du milieu GCB, puis incubée sous 

agitation à 37 °C, 5 % CO2, jusqu'à atteindre la phase exponentielle de croissance (DO600nm 

entre 0,2-0,4). Ensuite, 250 à 500 µl de cette culture sont ajoutés à un volume de 9,75 à 9,5 ml 

de GCB, de manière à avoir une DO600nm égale à 0,01. Dix µl de cette suspension sont étalés 

sur boîte GCB contenant les antibiotiques appropriés, et représentent le temps 0. Le générateur 

de stress oxydant est alors ajouté (100 µM d’H2O2 ou 10 mM de paraquat) pendant des durées 

de 0 à 60 min, et la survie des bactéries est suivie. Pour cela, à un temps donné, 10 µl de 

culture sont prélevés et étalés sur milieu solide GCB, ainsi que d’éventuelles dilutions. Les 

boîtes sont alors incubées à 37 °C en présence de 5 % CO2 pendant 24 heures. 

 

7.5. Détection des cytochromes c 
 

L’expression des cytochromes c est mise en évidence en utilisant une méthode par 

chimioluminescence (Vargas et al., 1993) pour mesurer l’activité peroxydase de l’hème lié de 

façon covalente au cytochrome c. Après avoir été séparées par électrophorèse sur gel (SDS-

PAGE 12,5 %), les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose Trans-Blot® 

(Bio-Rad) dans du tampon de transfert à une tension de 100V pendant une heure, à l’aide du 

système Mini Trans Blot® (Bio-Rad). Puis, 500 µl de réactif de détection par 

chimioluminescence (GE Healthcare, Amersham TM, ECL Plus Western Blotting Detection 

System) ont été préparés, déposés sur la membrane et laissés pendant 5 min. Après avoir 

éliminé le réactif en excès, la membrane est emballée de film plastique Saran et recouverte en 

chambre noire d’un film photosensible pendant quelques minutes (Fuji RX, Coradio). Les 

bandes correspondant à des cytochromes c sont visualisées sur le film développé.  
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8. Localisation de la protéine PilB de N. meningitidis 
 
8.1. Fractionnement subcellulaire 
 
8.1.1. Méthode d’enrichissement des fractions membrane interne / membrane externe 
 
 A partir d’une culture de N. meningitidis sur boîte, une suspension bactérienne à 

DO600nm égale à 0,8 environ est réalisée dans 10 ml de tampon DPBS (pour « Dubelco’s 

Phosphate Buffered Saline », CaCl2 0.9 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, MgCl 6H2O 

0.3 mM, NaCl 137 mM, Na2HPO4 8 mM, pH 7,3). Après centrifugation à 1 000g pendant 

10 min, le culot est repris avec 300 µl de DPBS froid, puis soniqué pendant 2 min. Les cellules 

non soniquées sont éliminées par une centrifugation à 1 000 g pendant 5 min, puis le 

surnageant obtenu est centrifugé une seconde fois à 15 000 g pendant 10 min. Le surnageant 

correspond à la fraction soluble contenant le cytoplasme et le périplasme (C+P) et le culot 

correspond aux membranes (M). Les protéines de la fraction C+P sont ensuite précipitées avec 

10 % (p/v) d’acide trichloroacétique, et après centrifugation à 15 000 g pendant 10 min, le 

culot est repris avec 20 µl de tampon Tris-Base 2 M et 40 µl de SDS à 0,1 %. Le culot M est 

repris avec 20 µl de DPBS contenant 4 % de Triton X-100 et incubé à 37 °C pendant 30 min. 

Après centrifugation à 15 000 g 10 min, 40 µl de SDS à 0,1 % est ajouté au surnageant 

correspondant à la fraction « membrane interne », et le culot correspondant à la fraction 

« membrane externe » est repris avec 40 µl de SDS à 0,1 %. Les protéines totales contenues 

dans les fractions C+P, MI et ME sont ensuite dosées par l’acide bicinchronique (BCA Protein 

Assay Reagent, Pierce) et 20 µg de protéines totales sont déposées sur SDS-PAGE pour les 

WB (paragraphe 7.3). 

 

8.1.2. Séparation des membranes par gradient de saccharose 
 
 A partir de cultures sur milieu solide de N. meningitidis, une suspension bactérienne 

dense est réalisée dans 5 ml de tampon PBS 1X (NaCl 1,37 M, KCl 27 mM, KH2PO4 11,5 mM, 

Na2HPO4 64 mM). Après deux lavages du culot au PBS 1X (centrifugation à 4 000 rpm, 

20 min), les bactéries dont désintégrées par deux passages successifs au désintégrateur de 

cellule à 15 kPsi, et les cellules entières sont éliminées par deux centrifugations  à 4 000 rpm 

de 10 min. Trois ml du surnageant sont déposés sur le premier gradient de saccharose composé 

de 4 ml à 15 % de saccharose sur 3 ml à 55 % de saccharose dans des tubes « polyallomer » de 

12 ml, et ultra-centrifugé dans un rotor SW41Ti à 38 000 rpm à 4 °C pendant 2 h (Beckman, 

L8-70M). La bande blanchâtre, située vers le bas du tube (50 % saccharose environ) 

correspondant aux membranes, est récupérée. Cette fraction est amenée à 30 % de saccharose 

(mesure au réfractomètre). Deux ml de cette fraction sont ensuite déposés sur le second 
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gradient de saccharose composé de quatre couches de 2 ml de saccharose à 35 %, 40 %, 45 % 

et 50 % dans des tubes « polyallomer » de 12 ml. Après une ultra-centrifugation à 35 000 rpm 

à 4 °C pendant 20 h, dix fractions de 1 ml sont récupérées à partir du haut du tube. La linéarité 

du gradient en saccharose est vérifiée par mesure au réfractomètre. Les membranes contenues 

dans chaque fraction sont ensuite précipitées par ajout de 8 ml de tampon EDTA 3 mM, et 

centrifugées à 50 000 rpm à 4 °C pendant 2 h (rotor Ti 70.1, tubes 355 603). Les culots sont 

repris dans 300 µl de tampon L (Triéthanolamine 50 mM pH 7,5, saccharose 250 mM, DTT 1 

mM). Les protéines totales contenues dans les dix fractions sont ensuite dosées par l’acide 

bicinchronique (BCA Protein Assay Reagent, Pierce) et 2 à 10 µg de protéines totales sont 

déposées sur SDS-PAGE pour les WB (paragraphe 7.3). 

 

8.2. Préparation des coupes de N. meningitidis pour la microscopie électronique à 
transmission (collaboration J. Gérard et Dr A. Brun-Jacob, UHP Nancy 1) 
 

A partir d’une culture de N. meningitidis sur milieu solide, les bactéries sont fixées, 

déhydratées puis incluses dans une résine acrylique (LR White). Des coupes d’une épaisseur de 

100 nm sont réalisées avec un ultramicrotome à l’aide d’un couteau de diamant. Les coupes 

sont déposées sur des grilles de nickel recouvertes d’un film de « formwar ». Les sites 

antigéniques non spécifiques sont bloqués par une incubation dans un tampon de blocage 

(tampon K2HPO4 0,1 M pH 7,2, 1 % BSA, 0,05 % Tween 20) pendant 30 min, puis les grilles 

sont déposées dans une goutte d’anticorps anti-MsrB (dilution 1/100ème dans le tampon de 

blocage) toute la nuit à 4 °C dans une chambre humide. Après 5 lavages de 5 min avec du 

PBS-tween 0,2 %, les grilles sont déposées dans des gouttes d’anticorps secondaires anti-lapin 

(Sigma Gar-IgG) marqués avec des particules d’or de 10 nm (dilution 1/50ème
 dans le tampon 

de blocage) pendant 1 h à température ambiante. Les grilles sont ensuite lavées 5 fois pendant 

5 min avec du PBS-tween 0,2 %, puis lavées à l’eau ultrapure. Les coupes sont enfin 

contrastées par une double coloration à l’acétate d’uranyle (15 min) et au citrate de plomb (15 

min). Les clichés ont été pris au Service Commun de Microscopies Electroniques et de 

Microanalyses X, UHP Nancy 1, avec un MET Philips CM20 (200 kV). 

 
8.3. Utilisation de la globomycine pour mettre en évidence une lipoprotéine 
 
 A partir d’une préculture de N. meningitidis est réalisée sur milieu solide pendant la 

nuit, une suspension cellulaire de DO600nm égale à 2 est préparée en milieu GCB. 20 ml de 

milieu GCB sont ensuite ensemencé avec 1 ml de la suspension, en absence ou en présence de 

30 mg / l de globomycine (fournie par le Dr M. Inukai, Université de Tokyo, Japon), puis 

incubée sous agitation à 37 °C, 5 % CO2, pendant 2 h. Les cultures sont ensuite arrêtées par 
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centrifugation à 4000 rpm, pendant 20 min à 4 °C, et les culots sont repris avec 200 µl de SDS 

à 0,1 %. Les protéines totales sont ensuite dosées par l’acide bicinchronique (BCA Protein 

Assay Reagent, Pierce) et 20 µg de protéines totales sont déposées sur SDS-PAGE 7,5 % pour 

les WB (paragraphe 7.3). 
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Les espèces Neisseria gonorrhoeae et Neisseria meningitidis, sont des bactéries 

pathogènes obligatoires de l’Homme, qui ont acquis différents mécanismes de défense pour 
détecter et combattre le stress oxydant généré par les mécanismes de défense de l’hôte lors de 
l’infection. La protéine PilB périplasmique, ferait partie de ces mécanismes et serait de ce fait 
associée à leur pathogénicité. PilB est composée de trois domaines : un domaine N-terminal 
(Nter) à activité disulfure oxydoréductase, et les domaines central et C-terminal à activité 
Méthionine Sulfoxyde Réductase (Msr) respectivement de classe A et B. L’étude des 
domaines isolés de PilB avait montré que le domaine Nter réduit sélectivement le domaine 
MsrB. Par ailleurs, le domaine Nter présente un repliement de type DsbE. Les DsbE sont des 
disulfure oxydoréductases périplasmiques impliquées dans la maturation des cytochromes c. 
En particulier, la DsbE1 de N. meningitidis a été identifiée par le Dr Adeline Gand lors de son 
doctorat. 

Lors de ma thèse, l’étude des protéines PilB de N. meningitidis et de Fusobacterium 
nucleatum m’a permis de montrer que : 1) la sélectivité de réduction du domaine Nter pour le 
domaine MsrB n’est pas conservée, 2) la sélectivité de réduction des domaines Nter observée 
sur les domaines isolés n’est pas retrouvée sur les PilB entiers ; et 3) dans tous les PilB, la 
réduction du domaine MsrB par le domaine Nter peut se faire selon un mécanisme 
intramoléculaire. De plus, nous avons étudié in vivo l’effet de la délétion du gène pilB sur la 
survie d’une souche de N. meningitidis en présence d’agents oxydants. D’autre part, le 
domaine N-terminal de la protéine DsbD (nDsbD) de N. meningitidis a été identifié comme 
étant le réducteur périplasmique de PilB et de la DsbE1 de N. meningitidis. Enfin, la 
caractérisation de l’activité apocytochrome c réductase de la DsbE1 de N. meningitidis a été 
complétée par des approches in vitro et in vivo chez N. meningitidis. 

 
 
 
 
The Neisseria gonorrhoeae and Neisseria meningitidis species are human obligatory 

pathogenic bacteria, which acquired various defense mechanisms to detect and fight oxidative 
stress generated by mechanisms of host defense during infection. The periplasmic PilB 
protein, specific to these bacteria, would be part of such mechanisms and would be associated 
with their pathogenicity. PilB is composed of three domains: an N-terminal domain (Nter) 
with disulfide oxidoreductase activity, and central and C-terminal domains with Methionine 
sulfoxide reductase activity (Msr) of A and B class respectively. The study of isolated 
domains of PilB showed that the Nter domain selectively reduced MsrB domain. Moreover, 
this Nter domain presents a DsbE-fold. The DsbE are periplasmic disulfide oxidoreductases 
involved in the maturation of cytochrome c. In particular, Dr. Adeline Gand identified the 
DsbE1 from N. meningitidis during his PhD.  

During my PhD, the study of PilB proteins from N. meningitidis and Fusobacterium 
nucleatum allowed me to show that: 1) the selective reduction of Nter domain for the MsrB 
domain is not conserved, 2) the selective reduction of Nter domains observed on the isolated 
domains is not found in entire PilB, and 3) in all PilB, the MsrB domain reduction by Nter 
domain could be an intramolecular mechanism. Moreover, we studied the in vivo effect of the 
pilB gene deletion on the survival of a strain of N. meningitidis in the presence of oxidants. 
And, the N-terminal domain of DsbD protein (nDsbD) from N. meningitidis was identified as 
the reducing partner of periplasmic PilB and DsbE1 of N. meningitidis. Finally, the 
characterization of apocytochrome c reductase activity of DsbE1 N. meningitidis was 
complemented by in vitro and in vivo approaches in N. meningitidis. 
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