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Introduction : Sulfoxydes et acides sulféniques

Mon travail de thése concerne la caractérisation biochimique et enzymatique des
méthionine sulfoxyde réductases (Msr). Leur mécanisme catalytique fait appel a un
mécanisme réactionnel original faisant intervenir deux fonctions chimiques clés : la fonction
sulfoxyde (R,S=0) portée par le substrat et la fonction acide sulfénique (RS-OH) formée
transitoirement sur la cystéine catalytique du site actif des Msr. La premiére partie de
I’introduction sera consacrée a la présentation des principaux aspects de la chimie et de la
biochimie des fonctions sulfoxyde et acide sulfénique. La seconde partie de I’'introduction
sera consacrée aux mécanismes d’oxydation des méthionines et aux conséquences que peut
avoir cette oxydation sur la fonction des protéines ainsi modifiées. Enfin, la troisiéme et
derniére partie de I'introduction sera dédiée a la présentation synthétique des données
biologiques, biochimiques, enzymatiques et structurales concernant les Msrs, disponibles au

début et au cours de ma theése.

PARTIE I: LA CHIMIE DES SULFOXYDES ET DES ACIDES
SULFENIQUES

I.1 La fonction sulfoxyde

L’oxydation formelle d’un thioether R,S par un atome d’oxygéne conduit a la fonction
sulfoxyde, R,S=0, I’addition d’un deuxiéme oxygéne aboutissant a la fonction sulfone
R,S(=0),. Les méthodes de synthése des sulfoxydes reposent principalement sur des
protocoles d’oxydation de thioether par différents composés tels que des peroxydes, des per
acides, I’ozone, I’acide nitrique et d’autres oxydes d’azote ou encore l’acide chromique

(Szmant, 1961).

I.1.1 Structure et réactivité

I.1.1.1 Aspects structuraux de la fonction sulfoxyde

Le diméthyle sulfoxyde (DMSO) est le sulfoxyde modele prototype. Plusieurs structures
tridimensionnelles du DMSO ont été résolues par cristallographie. La géométrie adoptée par
le DMSO dans ces structures est tétraédrique et caractérisée par une distance moyenne entre

I’atome de soufre et I’atome d’oxygene de 1,49 A, un angle C-S-O de 107° et un angle C-S-C
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de 100°. Une étude statistique de 119 structures de sulfoxydes non coordinés conduit a une

longueur de liaison S-O « référence » de 1,492 A (Calligaris, 2004).

Du fait de la présence de la paire d’électrons non appariés sur le soufre de la fonction
sulfoxyde, I’atome de soufre devient un centre asymétrique quand ses deux substituants sont

chimiquement différents. Deux stéréoisomeres R et S sont alors a considérer.

La nature de la liaison entre le soufre et I’oxygéne dans la fonction sulfoxyde et la
fonction sulfone a été un sujet majeur de controverse. En effet, I’écriture formelle de la double
liaison covalente de la fonction sulfoxyde est en violation avec la régle de I’octet, en faisant
passer le nombre d’électrons de valence de I’atome de soufre de 8 a 10. Pour cette raison, une
structure a €t€ proposée dans laquelle I’oxygene n’est lié au soufre que par une seule paire
d’électrons partagés, provenant du soufre. Cette liaison impliquant la perte d’un électron par
le soufre et le gain de cet électron par I'oxygeéne, une charge positive est alors portée par
I’atome de soufre et une charge négative est portée par I’oxygene. Ainsi, cette liaison pourrait
étre décrite comme la combinaison d’une liaison covalente simple et d’une liaison ionique. Ce
type de liaison a été appelé liaison semi-polaire (Price et Oae, 1962). Un équilibre de
résonance entre les structures double liaison covalente et liaison semi-polaire peut étre

considéré (Figure 1).
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Figure 1 : Equilibre entre les deux formes limites de résonance de la fonction sulfoxyde.
A gauche, la forme double liaison covalente, a droite la forme liaison semi-polaire.

De nombreuses études expérimentales, puis théoriques ont été entreprises afin de
caractériser les propriétés physiques de la liaison S=0.
La majorité des données expérimentales acquises est en faveur d’une structure hybride entre
les deux formes de résonance, dominée par une forte contribution de la forme semi-polaire.
La longueur de la liaison S-O de 1,492 A observée dans les sulfoxydes est plus courte que la
distance de 1,57 A attendue pour une liaison simple S-O, suggérant un caractére de double
liaison (Cotton, 1988 ; Kucsman et Kapovits, 1985). La spectroscopie par rayons X a mis en

évidence la polarisation des sulfoxydes et le développement d’une charge positive sur I’atome
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de soufre (Davies, 1981). La mesure d’un moment dipolaire de 3,96 D conforte cette
observation du caractére ionique des sulfoxydes (Dreizler et Dendle, 1964). Enfin, la force de
la liaison S-O, calculée a partir de spectres IR, est en faveur d’une liaison semi-polaire.

Plusieurs ¢études de chimie théorique, utilisant en particulier I’approche quantique atoms
in molecules (AIM), ont permis de rationaliser ces données expérimentales en montrant
clairement que la liaison S-O des sulfoxydes est décrite comme la contribution d’une liaison
covalente o partiellement ionique et fortement polarisée, et d’une liaison 7w presque
entiérement ionique. La densité de charge dans cette liaison m étant portée a plus de 90 % par
I’atome d’oxygene, la participation de la liaison 7 peut étre également représentée comme une
paire d’électrons non partagée portée par 1’oxygeéne. Cette représentation conduit a décrire la
liaison sulfoxyde comme une simple liaison ¢ polarisée, dont la force dépend principalement
des interactions electrostatiques. (Cioslowski et Mixon, 1993 ; Dobado ef al., 1999 ; Reed et
Schleyer, 1990). Les paramétres géométriques calculés a partir de cette description de la
fonction sulfoxyde sont en excellent accord avec les mesures expérimentales, en particulier
celles concernant la longueur de la liaison S-O, son moment dipolaire et sa fréquence de
vibration IR.

Des données structurales relatives a des sulfoxydes engagés dans des liaisons H et a des
sulfoxydes protonés ont pu étre obtenues par les mémes techniques. D’une longueur de 1,492
A, la liaison S-O passe a 1,513 A pour un sulfoxyde engagé dans une liaison H et a 1,587 A
pour un sulfoxyde protoné. La coordination de I’atome d’oxygeéne d’un sulfoxyde par un

métal conduit 4 une longueur moyenne de liaison de 1,527 A (Calligaris, 2004).

I.1.1.2 Réactivité chimique des sulfoxydes

1.1.1.2.1 Réduction des sulfoxydes en sulfures

A la différence des sulfones, les sulfoxydes peuvent étre facilement réduits en sulfures
correspondants par divers composés : zinc en conditions acides, ions bisulfite ou titane,
hydrure de lithium aluminium, butyle lithium. Dans certain cas, le chauffage a 100°C en
présence d’alcool et en conditions acides peut suffire a réduire une fonction sulfoxyde en
sulfure (Szmant, 1961).

Une autre voie repose sur la réduction de sulfoxydes par les thiols, ces derniers étant oxydés
sous forme de disulfure. Cette voie de synthése de disulfure réalisée en conditions
expérimentales douces s’est révélée particulierement intéressante en terme de rendement de

synthése et de facilité de purification des produits de la réaction.
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En 1964, les travaux de Wallace, ef al, en absence d’oxygéne et en solvant non aqueux,
ont conduit a proposer un mécanisme réactionnel, la stcechiométrie de la réaction étant la

suivante (Réaction 1).

2 R-SH + R’,S8=0 = R’;S + RS-SR + H,0 (1)

L’étude cinétique de la réaction chimique entre sulfoxydes et thiols a permis de montrer
que celle-ci obéit a un comportement cinétique de pseudo-premier ordre, en présence d’exces
d’un des deux réactifs et que la vitesse et I'énergie d’activation de la réaction sont
dépendantes du pKa des thiols. Ces résultats ont conduit a proposer un mécanisme de
réduction des sulfoxydes par les thiols passant par [’attaque nucléophile du thiol
(probablement sous forme thiolate) sur le soufre de la fonction sulfoxyde, entrainant la
formation d’un intermédiaire covalent de type sulfurane. Cette étape serait cinétiquement
limitante, I’intermédiaire sulfurane réagissant trés rapidement avec un deuxiéme thiol (Figure
2). En effet, il a été impossible de caractériser la présence de cet intermédiaire au cours de la

réaction (Wallace, 1964 ; Wallace et Mahon, 1964).

OH
0 < R
/
L! + R—SH ~ '}T@ 7» >s + RS—SR + H0
R R
R/ Q SR’ R
R'——SH
Sulfurane

Figure 2 : Mécanisme de réduction d’une fonction sulfoxyde par des thiols. (D’aprés
Wallace et Mahon, 1964).

Il est important de noter que, sur la base des résultats expérimentaux obtenus, cette
étude ne permet pas d’exclure I'implication d’un intermédiaire sulfénate (R-S-O") dans le
mécanisme de réduction des sulfoxydes.

Ces études ont également montré que la réduction des sulfoxydes par les thiols peut étre
catalysée a la fois par un acide (acide acétique) ou par une base (amine aliphatique). Il a été
proposé que l'effet catalytique observé en présence d’amines aliphatiques soit dii a
I’augmentation du caractére ionique de la liaison soufre-hydrogene du thiol via son
interaction avec I’amine. L’effet catalytique observé en présence d’un acide a, quant a lui, été
interprété comme résultant de la protonation initiale de la fonction sulfoxyde avant I’attaque

du thiolate (Wallace et Mahon, 1965).
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L’intérét porté a 1’oxydation de thiols en disulfures ainsi obtenus via la réduction de
sulfoxydes a abouti a la mise au point de catalyseurs basé sur la chimie du rhénium" du type
Re(O)CI3(PPh;y),. Ce type de catalyseurs a activité oxotransférase augmente nettement
I’efficacité de la réaction a température ambiante. Le mécanisme catalytique proposé implique
la coordination de 1’oxygéne du sulfoxyde par I’atome de rhénium puis 1’attaque nucléophile
du thiol sur ce complexe, aboutissant a la formation d’un intermédiaire acide sulfénique

coordiné (Abu-Omar et Khan, 1998 ; Arterburn et Nelson, 1996 ; Arterburn et al., 1997).

1.1.1.2.2 Oxydation des sulfoxydes en sulfones

L’oxydation d’une fonction sulfoxyde en fonction sulfone est réalisable par les mémes

composés oxydants que ceux utilisés pour oxyder un sulfure en sulfoxyde (Szmant, 1961).
1.1.1.2.3 Constante d’acidité des sulfoxydes

L’oxygeéne de la fonction sulfoxyde est un bon accepteur de liaison H (Renault et Le
Questel, 2004). Cette propriété explique les excellentes capacités de solvatation du DMSO et,
par ailleurs, est indicative du caractére polaire de la liaison S-O de la fonction sulfoxyde.

Cette capacité de la fonction sulfoxyde a accepter des liaisons H peut étre reliée a son
comportement de base faible. La valeur du pKa de la fonction sulfoxyde de différents méthyle
sulfoxydes a été déterminée expérimentalement par titration dans I’acide sulfurique ou
perchlorique aqueux, le degré de protonation du sulfoxyde étant mesuré par RMN et/ou par
spectroscopie UV dans le cas de sulfoxydes aromatiques. Les pKa des différents sulfoxydes

testés sont extrémement bas et se situent tous entre -2 et -5 (Landini et al., 1969).
1.1.1.2.4 Dismutation des sulfoxydes

L’éventualité d’une réaction de dismutation entre deux fonctions sulfoxydes a été
proposée pour expliquer ['impossibilit¢ d’isoler un disulfoxyde de 2,5-diphényl-1,4-
dithiadiene. Le mécanisme proposé pour cette dismutation implique I’association de deux
fonctions sulfoxydes et aboutit au transfert de I’oxygeéne du premier sulfoxyde sur le soufre du
deuxiéme sulfoxyde, conduisant au sulfure et a la sulfone correspondante (Réaction 2)

(Szmant, 1961).
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R,S=0 + R;S=0 > R3S + R,S(=0), (2)
I.1.1.2.5 Caractére nucléophile des sulfoxydes

Malgré la charge partielle positive portée par I’atome de soufre, la présence de la paire
d’¢électrons libres portée par le soufre de la fonction sulfoxyde lui confére un caractére
nucléophile. Cette nucléophilie s’exprime en particulier au travers de la capacité des
sulfoxydes a échanger leur atome d’oxygene dans 1’acide sulfurique concentré. Un autre
exemple réside dans la possibilité¢ d’alkyler I’atome de soufre en présence d’un composé

halogéné électrophile (Price et Oae, 1962).
1.1.2 Sulfoxyde naturel

La fonction sulfoxyde est peu présente au sein des molécules du vivant. Quelques

exemples seront présentés ici.
1.1.2.1 Le sulforaphéne et composés analogues

La premiére molécule naturelle isolée dont le centre asymétrique ne soit pas un carbone
fut un sulfoxyde : le sulforapheéne (Figure 3). Le sulforaphane, un isothiocyanate analogue au
sulforaphéne, isolé initialement a partir du broccoli, posséde une activité anticarcinogeéne
(Zhang et al., 1992). De nombreuses études ont été entreprises dans le but de comprendre les
mécanismes d’actions du sulforaphane. Il a ainsi pu étre montré en particulier que cette
molécule est un puissant inducteur des enzymes de détoxication de phase II (Dinkova-
Kostova et al., 2002), génére une apoptose induite par le stress oxydant (Singh ez al., 2005), et
inhibe les histone déacétylases (Myzak et al., 2006) ainsi que la polymérisation de la tubuline
(Jackson et Singletary, 2004). La fonction sulfoxyde n’est pas essentielle a |activité

biologique de ce type d’isothiocyanates.

A)|c|’ B)ﬁ
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Figure 3 : Structure du sulforaphéne (A) et du sulforaphane (B).
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1.1.2.2 Les S-alkyle(céne) cystéine sulfoxydes

La biosyntheése des ardbmes chez 1’oignon, 1’ail et les autres plantes du genre Alliums
repose sur la chimie de composés soufrés volatils dont les précurseurs sont des S-alkyle(céne)
cystéine sulfoxydes (Rose ef al., 2005). Parmi ces sulfoxydes, on trouve principalement la S-
allyle cystéine sulfoxyde (alliine), la S-frans-1-propényle cystéine sulfoxyde (isoalliine), la S-
méthyle cystéine sulfoxyde (methiine) et la S-propyle cystéine sulfoxyde (propiine). Ces
précurseurs relativement stables et non odorants sont pris en charge par deux enzymes :
1’alliinase va cliver ces précurseurs et libérer un acide sulfénique. Ces composés trés instables
(voir chapitre suivant) vont soit se condenser en thiosulfinates, soit étre transformés par la
lachrymatory-factor synthase pour générer le propanethial S-oxyde (Imai ef al., 2002), qui
n’est autre que le facteur responsable de I’irritation des yeux provoquée lors de la découpe
d’un oignon (Figure 4).

NHp OH o]

AT s T

Acide sulfénique

S

e— N

o NH, oH o
ﬂ\)\ Allinase |S o )L
/\/ — Alliinase /\/ S
Isoalliine Acide 1-propénesulfénique
L. o~
"Lachrymatory

Factor Synthase" Propanethial S-oxyde

Figure 4 : Voie de biosynthése des ardomes chez les plantes du genre Allium. 1. alliinase
catalyse la dégradation des alkyle Cys sulfoxydes en ammoniaque, pyruvate et acide
sulfénique. Ces acides sulféniques vont se condenser pour former différents thiosulfinates.
Dans le cas de I'isoalliine, I’acide sulfénique correspondant est immédiatement utilisé par la

"Lachrymatory Factor Synthase" pour produire le propanethial S-oxyde ou facteur lachrymal
(D’aprés Rose et al., 2005)
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1.1.2.3 Les polythéonamides A et B

De maniere plus anecdotique, deux polypeptides linéaires hautement cytotoxiques ont
été isolés de I’éponge Theonella swinhoei, et nommés polythéonamides A et B. Ces peptides
présentent une structure trés particuliére, caractérisée par la présence d’acides aminés
modifiés tel que la rert-leucine, la f-hydroxyvaline, la y-N-methylasparagine et une f-f-
diméthyle méthionine sulfoxyde. Seule la stéréochimie de la fonction sulfoxyde différencie
ces deux polythéonamides (Hamada et al., 2005). 11 a été montré que la polythéonamide B est
capable de s’insérer dans une bicouche lipidique et d’y former des canaux présentant une

spécificité vis-a-vis des cations monovalents (Andersen et Koeppe, 1992).

1.1.2.4 La biotine sulfoxyde

La biotine, ou vitamine B8 (ou H), est un coenzyme indispensable a I’activité de
plusieurs carboxylases. La biotine est liée via la formation d’une liaison amide entre son
groupement carboxyle et le groupement g-amino d’une lysine de 1’enzyme et joue un role
essentiel dans le mécanisme catalytique de ces carboxylases, en tant que transporteur de
carboxyle. La présence d’un atome de soufre sur la biotine la rend sensible a I’oxydation. Le
premier produit d’oxydation formé par action du peroxyde d’hydrogéne sur la biotine est la
biotine sulfoxyde. Les deux stéréoisomeres de la fonction sulfoxyde (d-sulfoxyde et /-
sulfoxyde) sont produits lors de cette oxydation, avec un rapport de 4/1 en faveur de
I’isomére d- (Melville et al., 1954). 11 a été montré que la croissance de Saccharomyces
cerevisiae et Lactobacillus arabinosis en présence de la biotine d-sulfoxyde est identique a
celle en présence de la biotine alors qu’elle est fortement ralentie en présence de la biotine /-
sulfoxyde. Ces résultats suggéraient I’existence d’un systéme enzymatique capable de réduire
spécifiquement la biotine d-sulfoxyde en biotine chez la levure (Figure 5) (Melville et al.,
1954). Le géne codant I’enzyme responsable de cette réduction, appelée Biotine Sulfoxyde

Réductase (BSOR), a été caractérisée chez Escherichia coli (Dykhuizen, 1973).
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d-biotine d-sulfoxyde d-biotine
8] O
m)k NH HN)KNH
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Figure 5 : Réaction catalysée par la Biotine Sulfoxyde Réductase (d’aprés Temple ez al.,
2000).

1.1.2.5 Le DMSO

Le diméthyle sulfure (DMS) est considéré comme le composé soufré réduit majoritaire
dans ’atmospheére, provenant de la surface des océans (Andreae, 1997), et représente plus de
20 % des émissions soufrées globales (Liss et al., 1997). Dans 1’atmosphére, la présence de
DMS peut avoir un effet significatif sur le climat via la formation d’aérosols qui augmentent
la réflectance des nuages et ainsi diminuent la quantité de lumiére solaire atteignant la surface
terrestre. La source principale de DMS est le diméthylesulfoniopropionate (DMSP), produit
par les algues marines. Seule une petite fraction du DMS produit dans les océans passe dans
I’atmospheére, les bactéries « piégeant » pres de 75 % du DMSP et du DMS produit (Kiene et
Linn, 2000). Une des voies de transformation du DMS est son oxydation en DMSO.
Récemment, il a été montré que les bactéries pourpres phototrophes comme Rhodovulum
sulfidiphilum peuvent utiliser, dans certaines conditions, le DMS comme donneur d’électrons
et rejeter du DMSO comme produit de cette oxydation (Hanlon ez al., 1994). Le DMSO peut
également provenir directement du clivage du DMSP par les algues marines. Le DMSO est
détecté dans les océans a des niveaux comparables au DMSP.

Par ailleurs, de nombreux micro-organismes sont capables de se développer en absence
d’oxygeéne grace a des mécanismes de fermentation ou de respiration utilisant des accepteurs
d’électrons alternatifs, le DMSO pouvant étre I’'un de ces accepteurs. La biochimie et la
génétique de la respiration du DMSO ont été caractérisées ces vingt derniéres années, plus
particulierement chez E. coli, chez les bactéries marines du genre Shewanella et chez les
bactéries pourpres phototrophes Rhodobacter sphaeroides et R. capsulatus (Voir paragraphe
1.1.3.1 et pour revue, voir McCrindle et al., 2005).
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I1.1.3 Enzymologie de l1a formation et de la réduction des sulfoxydes

Dans le paragraphe précédent, il a été souligné 1’'implication de la fonction sulfoxyde
dans plusieurs mécanismes biologiques et la mise en évidence de I’existence de systémes
enzymatiques impliqués dans la formation ou la réduction de cette fonction sulfoxyde. Le rdle
de ces enzymes et les différents types de catalyses chimiques utilisés par ces protéines vont
maintenant étre abordés. La description détaillée des Méthionine Sulfoxyde Réductases sera

abordée dans la partie III de cette introduction.

Trois enzymes catalysant la réduction de sulfoxyde en sulfure ou, inversement,
I’oxydation de sulfure en sulfoxyde ont été étudiées de maniere particulierement détaillée. 11
s’agit de la Diméthyle Sulfoxyde Réductase (DMSOR), la Biotine Sulfoxyde Réductase
(BSOR) et la Diméthyle Sulfure Déshydrogénase (DMSDH). Ces trois protéines
appartiennent a la superfamille des enzymes a cofacteur molybdéne et plus particuliérement a
la famille des DMSOR.

La superfamille des enzymes a cofacteurs molybdéne rassemble un groupe de protéines
catalysant toutes le transfert d'un atome d’oxygéne mais présentant des différences tant au
niveau de leur structure que de celle du cofacteur molybdéne. La caractéristique commune a
toutes les enzymes de cette superfamille est de posséder un mécanisme catalytique reposant
sur le cycle redox de I’atome de molybdéne entre son état oxydé Mo"" et son état réduit Mo'".
Ces enzymes catalysant des réactions redox a deux électrons, il est probable que I’atome de
molybdéne subisse lui aussi un changement de son état d’oxydation via un mécanisme a deux
électrons lors de I'étape de transformation du substrat en produit. Le second centre redox
impliqué dans la régénération du molybdeéne a son état d’oxydation initial étant souvent un
centre redox a un électron (centre Fe-S ou héme), ce retour a 1’état initial doit se faire via une
séquence de deux transferts a un électron, impliquant la génération d’un intermédiaire Mo".
Quatre familles ont ét¢ définies sur la base des similarités de séquences : les familles des
DMSOR, des Xanthine Oxydases, des Sulfite Oxydases et de I’Aldéhyde Ferredoxine
Oxydoréductase (Kisker et al., 1997 ; Kisker et al., 1998).

Au sein de cet ensemble, les membres de la famille des DMSOR partagent une structure
tertiaire et une organisation de domaines trés proches et sont caractéris€és notamment par la
présence d'une forme de cofacteur molybdéne appelée molybdoptérine guanine

dinucléotide (MGD) (Figure 6). Cette famille d’enzyme n’est présente que chez les bactéries
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et inclus entre autres la DMSOR, les Nitrate Réductases, plusieurs Formate Déshydrogénases

et la Pyrogallol-phloroglucinol Transhydroxylase.
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Figure 6: Structure du cofacteur ptérine guanosine dinucléotide présent dans la
DMSOR. Le groupement dithioléne porté par la ptérine permet la coordination de 1’atome de
molybdéne (d’apres Kisker et al., 1997).

1.1.3.1 Diméthyle Sulfoxyde Réductase (DMSOR)

I.1.3.1.1 Organisation de la chaine respiratoire

Cette enzyme catalyse la réduction du diméthyle sulfoxyde en diméthyle sulfure (DMS)

et a été caractérisée chez E. coli, R. sphaeroides et R. capsulatus.

Chez E. coli, la DMSOR (DmsABC) est une réductase respiratoire terminale
membranaire, indispensable lors de la croissance anaérobie des cellules en présence de
DMSO. Le DMSO est alors utilisé en tant qu’accepteur terminal d’électrons. Les électrons
sont transférés a la DMSOR via le ménaquinol (Wissenbach ez al., 1990).

DmsABC est une enzyme homotrimérique comprenant deux sous-unités externes a la
membrane (DmsA et B), liées a DmsC. DmsC (31 kDa) est la sous-unité membranaire
impliquée dans la fixation et I’oxydation a deux électrons du ménaquinol (Geijer et Weiner,
2004 ; Sambasivarao et Weiner, 1991 ; Zhao et Weiner, 1998). DmsB (23 kDa) est la sous-
unité faisant le lien entre DmsC et DmsA et contient quatre centres [4Fe-4S] (Cammack et
Weiner, 1990). Enfin, DmsA (86 kDa) est la sous-unité catalytique portant 1’activité DMSO
réductase et contenant le cofacteur MGD.

Le flux d’électrons est supposé procéder a partir du ménaquinol réduit (MQH,), oxydé
au niveau de DmsC. Les électrons sont ensuite transportés via successivement deux centres
Fe-S de DmsB pour étre acceptés par le cofacteur MGD qui les transférera au DMSO lors de
sa réduction en DMS. L’action de I’enzyme permet la formation d’un gradient

transmembranaire de protons, utilisé pour la synthése d’ATP (Figure 7).
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DMSO + 2 H'
DMS + H,0

Périplasme  2H:, sress ) DmsB

Cytoplasme

Figure 7: Représentation schématique de ’organisation des trois sous-unités de la
DMSOR d’E. coli. MQ : ménaquinol (d’aprés McCrindle et al., 2005).

Chez Rhodobacter, la DMSOR est une enzyme monomérique soluble périplasmique de
85 kDa, ne contenant pas d’autre centre redox que son cofacteur molybdéne. De maniére
similaire au cas d’E. coli, cette enzyme est impliquée dans un mécanisme respiratoire utilisant
préférentiellement le DMSO mais également, a la différence de la DMSOR d’E. coli, la
trimethylamine oxyde (TMAO) (McEwan et al., 1983 ; McEwan et al., 1985). Les électrons
nécessaires a la réduction proviennent de 1’'ubiquinol cellulaire et sont transférés a la réductase

par le cytochrome ¢ pentahémique membranaire DorC (Shaw e al., 1999).

1.1.3.1.2 Structure et mécanisme catalytique

La DMSOR a fait I’objet d’études extrémement détaillées tant au niveau structural que
biochimique et enzymatique dans le but d’élucider son mécanisme réactionnel.

Du fait de la simplicité de sa structure par rapport a la DMSOR d’E. coli, et de I’absence
de cofacteur autre que le MGD, la DMSOR des bactéries du genre Rhodobacter se présente
comme le modele le plus favorable a une caractéristation biochimique et biophysique
approfondie. Plusieurs études extrémement détaillées ont été réalisées a I’aide d’une tres large
gamme de techniques expérimentales (cristallographie, EXAFS, Raman de résonance, RPE,
absorption UV/visible, Protein Film Voltametry). La grande majorité des travaux réalisés font

donc référence a cette enzyme.

La premiére structure de DMSOR a étre résolue par radiocristallographie fut celle de

I’enzyme de R. sphaeroides, sous formes oxydée et réduite (Schindelin et al., 1996), suivie de
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deux structures de la DMSOR de R. capsulatus, a une résolution respectivement de 1,88 A et
1,82 A (McAlpine ef al., 1997 ; Schneider et al., 1996).

Les DMSOR sont constituées de quatre domaines et comprennent approximativement
40 % d’hélices a et 20 % de brins B (Figure 8A). Le site actif de la DMSOR contient deux
cofacteurs MGD qui peuvent coordiner I’atome de Mo via leurs deux groupements dithiolénes.
Ces deux cofacteurs adoptent un positionnement téte-béche formant une structure allongée

(Figure 8B), fortement stabilisée par pres de 45 liaisons H.

Figure 8 : Structure tridimensionnelle de la DMSOR de R. capsulatus et représentation
de la sphére de coordination de I’atome de molybdéne. A) Architecture de la DMSOR et
localisation du site actif. Les quatre domaines de I’enzyme sont différenciés par leur couleur.
Les deux cofacteurs MGD sont représentés en noir, le molybdéne est représenté par la boule
verte et ses deux ligands sont représentés en rouge (d’aprés McAlpine, 1997), B) Structure du
centre molybdéne de la DMSOR. En plus des deux groupements dithioléne provenant des
cofacteurs MGD, le molybdéne est coordiné par un ligand mono-oxo et la chaine latérale de la
Ser147 (d’aprés McCrindle et al., 2005).

Bien que les trois premicres structures de DMSOR décrites aient un trés fort
pourcentage d’identité de séquence (>70 %), la conformation exacte du site actif et 1’état de
coordination de I’atome de molybdeéne ont été fortement controversés. Grace a la résolution
de nouvelles structures a plus haute résolution (Bray er al., 2000 ; Li et al., 2000), il est
maintenant acquis que dans la forme oxydée catalytiquement compétente de la DMSOR, six
ligands sont présents dans la sphére de coordination du MoV : les quatre thiolates des deux

cofacteurs MGD, le groupement hydroxyle de la Serl47 et un atome d’oxygeéne formant un
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ligand mono-oxo, en accord avec les données obtenues par spectroscopie Raman de résonance

(Bell et al., 2001 ; Garton et al., 1997 et EXAFS George et al., 1999).

Le cycle réactionnel catalysé par la DMSOR peut étre divisé en deux demi-réactions ou
étapes : 1) lors de I'étape d’oxydation, la forme réduite Mo" de la DMSOR forme un
complexe michaelien avec le substrat, précédant le transfert de 1’atome d’oxygéne du DMSO
vers I"atome de molybdéne. Ce transfert aboutit a un complexe entre la forme oxydée Mo"" de
I’enzyme et le produit DMS, qui se dissocie de I’enzyme, 2) lors de 1'étape de réduction, deux
protons et deux électrons doivent étre transférés a 1’atome de molybdene afin de libérer
I’atome d’oxygéne sous forme d’une molécule d’eau et de régénérer la forme réduite Mo'" du
métal. Ces deux électrons pouvant provenir du cytochrome ¢ pentahémique DorC, il est
attendu que leur transfert se fasse séquentiellement, impliquant donc la formation transitoire
d’un intermédiaire Mo" .

Des informations structurales sur le complexe non covalent enzyme-substrat ont été
obtenues notamment grace a la résolution de la structure de la DMSOR de R. capsulatus sous
forme Mo"' mise en présence de DMS (McAlpine ef al., 1998). Dans ces conditions, le DMS
réduit le centre molybdéne a Iétat Mo'". Le DMSO ainsi formé reste coordiné a ’atome de
Mo et y remplace le ligand mono-oxo. Ce complexe est un bon modéle pour mettre en
évidence les interactions existant dans le complexe enzyme-substrat catalytiquement
compétent. Ainsi, les deux groupements méthyle du substrat sont situés a2 moins de 5 A des
cycles aromatiques des résidus Trp388, Trpl96, Trpl16, Tyrl14, Tyr360 et Tyrl65 : les
interactions hydrophobes entre ces cycles aromatiques et ces deux groupements méthyles
constituent une force stabilisatrice favorable a la fixation du substrat. Le résidu Trp388 adopte
une conformation lui permettant de refermer le canal d’accés au site actif et d’en exclure le

solvant (Figure 9).
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A

Figure 9 : Structure du site actif de la DMSOR de R. capsulatus complexé par une
molécule de DMSO. Les chaines latérales aromatiques interagissant avec le DMSO sont
représentées. L’atome de molybdéne est représenté en mode sphére, et une partie des
cofacteurs MGD est visible (d’aprés McAlpine ef al., 1998).

[l est particuliérement intéressant de noter que les données cristallographiques et de
spectroscopie Raman démontrent clairement que la coordination du sulfoxyde avec I’atome
de molybdeéne entraine un allongement de la liaison S-O du substrat, qui ne présente plus
qu’un caractére de liaison simple. En effet, la distance S-O est augmentée (1,7 A) par rapport
au DMSO libre (1,492 A) et la fréquence d’étirement de la liaison S-O est fortement diminuée
(de 1003 cm™ dans le DMSO libre a 862 cm™' dans le DMSO coordiné), davantage que dans
les complexes modeles DMSO/métaux de transitions. Ces résultats suggérent I’activation de
la fonction sulfoxyde par I’'atome de molybdéne, indispensable pour initier le transfert de
I’atome d’oxygéne.

Ce transfert direct de I’atome d’oxygeéne du DMSO a I’atome de molybdéne, qui est
proposé lors de I'étape d’oxydation, a été clairement démontré pour la DMSOR de R.
sphaeroides. La méthodologie retenue s’appuie sur le marquage isotopique du DMSO par un
atome d’0'® et par I'utilisation d’une phosphine tertiaire capable d’accepter le ligand oxo
porté par la forme oxydée Mo"! puis par sa caractérisation par spectrométric de masse
(Schultz er al., 1995). Les analyses par spectrométriec Raman ont confirmé ce transfert direct
ainsi que I'implication des formes Mo'" et Mo"' mono-oxo lors du mécanisme catalytique de

la DMSOR (Figure 10) (Garton e al., 1997).
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Figure 10: Mécanisme chimique détaillé de réduction du DMSO catalysé par la
DMSOR. (d’aprés Garton et al., 1997).

La caractérisation cinétique détaillée du mécanisme de la DMSOR a été entreprise avec
I'enzyme de R. capsulatus, a la fois a |'état stationnaire et a I'état pré-stationnaire, en
s’appuyant principalement sur les propriétés d’absorption du cofacteur molybdéne dans le
domaine visible (Adams et al., 1999). Les résultats obtenus sont compatibles avec un cycle
catalytique simple, modélisé par quatre étapes (association, transfert de 1’oxygene,
dissociation, recyclage redox) gouvernées par huit constantes de vitesses qui ont pu étre

mesurées spécifiquement (Figure 11).

DMS DMSO
DMS E E ,DMSO
)('] A_ 3
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MoV=0 ks Mo
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Figure 11 : Modéle cinétique du mécanisme catalytique de la DMSOR. Les formes b et ¢
représentent les complexes Michaeliens (daprés Adams et al., 1999).

Ces travaux ont montré que la DMSOR est capable de catalyser efficacement la
réaction dans les deux sens, a savoir la réduction du DMSO par I’enzyme sous forme Mo'" et

I'oxydation du DMS par I'enzyme sous forme Mo"'. Dans les conditions utilisées a pH 5,5,
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les étapes de formation des complexes enzyme/DMS ou enzyme/DMSO sont cinétiquement
déterminantes car plus lentes que 1'étape de transfert d’oxygeéne qui suit. Les vitesses de
I’étape de transfert d’oxygene, dans les deux sens, sont donc au moins aussi rapides que les
précédentes et ont été estimées supérieures a 70 s pour ks et 220 s pour k. L’étape de
régénération redox artificielle utilisée lors des mesures a 1'état stationnaire est 1’étape
cinétiquement limitante globale du cycle catalytique. Les constantes de dissociation mesurées
sont de 0,16 mM pour le DMS et de 109 mM pour le DMSO. Il est assez surprenant de noter
que, paradoxalement, la DMSOR catalyse plus efficacement 1’oxydation du DMS que la
réduction du DMSO.

Le rdle de deux résidus conservés du site actif de la DMSOR, le Trpl16 et la Tyrl14, a
été étudié en caractérisant 1’effet du remplacement de ces deux résidus sur les propriétés
spectroscopiques et cinétiques a 1’état stationnaire de I’enzyme. Les résultats obtenus aprés la
substitution de la Tyr114 en Phe ou Ala sont en accord avec I’implication de la Tyrl14 dans
la reconaissance du substrat ainsi que dans la modulation des propriétés électrochimiques du
centre Mo et le mécanisme catalytique de 1’enzyme (Johnson et Rajagopalan, 2001 ; Ridge et
al., 2002). Les conséquences du remplacement du Trp116 en Phe sont également en accord
avec le role structural crucial joué par ce résidu qui doit stabiliser le centre molybdéne sous
forme mono-oxo via I’établissement d’une liaison H entre ce ligand et le noyau indole du Trp

(Ridge et al., 2004).

Un point important concerne 1’étude de la spécificité de substrat des DMSOR. Des les
premiéres études menées sur ces enzymes, il a été montré qu’elles étaient capables de réduire
une large gamme de substrat. La DMSOR d’E. coli peut réduire de nombreux sulfoxydes,
dont la méthionine sulfoxyde (Simala-Grant et Weiner, 1996). Parmi les substrats identifiés
pour les DMSOR de R. capsulatus et R. sphaeorides figurent notamment la trimethylamine-
oxyde, la méthionine sulfoxyde et le chlorate. Enfin, les sulfoxydes étant des composés
chiraux, il a été montré que la DMSOR de R. capsulatus est stéréosélective de I’isomére S,
alors que la DMSOR d’E. coli présente une stéréosélectivité pour I’isomére R (Hanlon et al.,

1998).
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1.1.3.2 Biotine Sulfoxyde Réductase (BSOR)

La BSOR est une enzyme cytoplasmique qui catalyse la réduction de la biotine
sulfoxyde en biotine et a été caractérisée chez E. coli et R. sphaeroides.

La fonction cellulaire de cette enzyme n’a pas été identifiée. Il a été proposé que cette
protéine permettrait a la cellule d’utiliser la biotine sulfoxyde en tant que source de biotine.
Un autre role de la BSOR serait de protéger la cellule contre les dommages causés par un
stress oxydant, par exemple en restaurant I’activité d’enzymes inactivées par I’oxydation de
leur cofacteur biotine (Pierson et Campbell, 1990).

La BSOR de R. sphaeorides, a la différence des DMSOR, n’a pas besoin d’un systéme
enzymatique de recyclage redox car elle utilise directement le NADPH comme source
d’électrons (Pollock et Barber, 1997). 1l existe 50% d’identité de séquence entre la DMSOR
et la BSOR de R. sphaeroides.

La BSOR d’E. coli, quant a elle, n’est pas capable d’utiliser directement le NADPH et
nécessite la présence d’une protéine de type thiorédoxine (Trx) pour son activité catalytique

(del Campillo-Campbell er al., 1979).

Comme pour la DMSOR, la structure du site actif renfermant les deux cofacteurs MGD
a été particulierement étudiée. La caractérisation des formes oxydée (Mo""), réduite par le
NADPH ou le dithionite (Mo'Y et Mo"), par spectroscopie d’absorption visible, RPE,
absorption des rayons X et EXAFS a permis de proposer une structure a I’état oxydé Mo"" ou
la sphére de coordination de I’atome de molybdéne est formée par les quatre thiolates des
deux cofacteurs MGD, I"oxygene de la Serl121 (équivalente a la Ser127 chez la DMSOR) et
un ligand mono-oxo. A 1’état réduit Mo'", I’atome de molybdéne a perdu le ligand oxo et
conserve la coordination par les quatre thiolates et la Ser121 auxquels s’ajoute probablement

un ligand hydroxo (Temple et al., 2000) (Figure 12).
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Figure 12 : Structure du site actif de la BSOR sous formes oxydée Mo"" et réduite Mo"",
obtenues par EXAFS. La proposition de géométrie n’est qu’indicative (d’apres Temple e al.,
2000).
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En paralléle, la caractérisation de la BSOR par spectroscopie Raman de résonance, de
maniére analogue a 1’étude réalisée antérieurement sur la DMSOR, a conforté les structures
proposées précédemment. Les résultats obtenus en utilisant un substrat sulfoxyde marqué par
un atome de O sont en faveur d’un mécanisme de transfert direct de I’atome d’oxygene de la
fonction sulfoxyde du substrat vers 1’atome de molybdéne de I’enzyme, comme dans le cas de
la DMSOR. Il a également pu étre montré que le mécanisme de la BSOR implique bien un
cycle redox entre la forme Mo'" et la forme Mo"' mono-oxo, dont le ligand mono-oxo
provient du substrat. Durant ce cycle, les quatre ligands thiolates des groupements dithiolénes
des deux cofacteurs restent coordinés au métal, une fois de plus comme dans le cas de la
DMSOR. Cependant, a la différence de cette derni¢re, la BSOR a I’état oxydé mono-oxo
Mo"" ne peut étre réduite ni par la biotine, ni par le DMS. Cette différence de comportement
indique que la thermodynamique du mécanisme de la BSOR ne lui permet de catalyser que la

réaction de réduction de la biotine sulfoxyde (Garton et al., 2000) (Figure 13).

\||g< I

0(3:« vae) .,s.rbmin 1

BI§>{-<ZI LS S C

0(5"11 )
OrSerys)

ol e

S\ T::/S ::20310 H,0 S\T“‘ S

Cc M A M

:U;/ ]"\SI 7~ IS/I<SI
OfBerizy) gg"o H0 OtSersa)

Figure 13 : Mécanisme chimlque proposé pour la réduction de la BSO catalysée par la
BSOR. C : BSOR réduite (Mo'"), D : complexe BSOR réduite/BSO, E : complexe BSOR
oxydée (Mo"")/BS, A : BSOR oxydée (Mo"' mono-oxo) (d’aprés Garton et al., 2000).

La caractérisation cinétique détaillée a 1’état stationnaire du mécanisme de la BSOR a
¢té entreprise avec ’enzyme de R. sphaeorides (Pollock et Barber, 1997 ; Pollock et Barber,
2001). Les données obtenues ont montré que le mécanisme cinétique de la BSOR est de type
Ping-Pong, et présente une double inhibition compétitive par les substrats (Figure 14). A pH
8,0, les parametres Ky so et Ky nappn sont respectivement de 714 pM et 65 pM. L’utilisation
du cofacteur (4R)-NADPD a permis de montrer que la BSOR utilise spécifiquement

I’hydrogéne 4R du noyau nicotinamide du cofacteur.
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Figure 14 : Modéle cinétique du mécanisme de la BSOR de R. sphaeorides. E : BSOR
réduite (Mo'"), A : NADPH, P : NAD, F : BSOR oxydée (Mo""), B : BSO, Q : BS.

Ces travaux ont été complétés récemment par I’étude a 1’état pré-stationnaire de
interaction du NADPH avec la BSOR (Nelson et Rajagopalan, 2004). Les résultats
cinétiques obtenus a pH 8,0 indiquent que 1) la vitesse de réduction de la BSOR par le
NADPH est plus rapide que le A, et, 2) la réduction du centre molybdéne de I’enzyme est
concomitante a 1’oxydation du cofacteur, excluant ainsi 1’accumulation de I’intermédiaire
Mo" (Figure 15). La modélisation de la structure tridimensionnelle de la BSOR et la
caractérisation de variants protéiques a permis d’identifier le résidu Argl37 comme
intervenant dans la reconnaissance du cofacteur NADPH et suggérent une interaction entre

I’Argl137 et le groupement phosphate en 2’ du ribose adjacent a I’adénine du cofacteur.
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Figure 15 : Mécanisme proposé pour la réduction du centre Mo"' de la BSOR de R.
sphaeorides par le NADPH (d’aprés Nelson et Rajagopalan, 2004).

Le role de deux résidus conservés du site actif de la BSOR, le Trp90 (équivalent au
Trpl16 de la DMSOR) et la Ser121 (équivalent a la Ser147 de la DMSOR), a été étudié par la
caractérisation de I’effet du remplacement de ces deux résidus sur les propriétés cinétiques et
spectroscopiques de I’enzyme. Les résultats obtenus suggérent que la Serl2l est
indispensable a I’activité catalytique de I’enzyme (Pollock et Barber, 2000), tout comme le
Trp90, dont I’absence entraine le piégeage de 1’atome de molydéne a 1’état Mo,
catalytiquement non compétent, du fait de la perte de la liaison H supposée stabiliser le ligand

mono-oxo dans la forme sauvage de ’enzyme, a I’état oxydé Mo"" (Pollock e al., 2003).
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L’étude de la spécificité de substrat de la BSOR de R. sphaeorides a fait apparaitre que
I’enzyme est capable de réduire des substrats oxydés autres que la biotine sulfoxyde, comme
le nicotinamide N-oxyde, la triméthylamine N-oxyde, le DMSO et la méthionine sulfoxyde
(Pollock et Barber, 1997).

Trés récemment, des travaux ont été réalisés sur I’activité MetSO réductase de la BSOR
d’E. coli, appelée BisC chez cet organisme. Il a pu étre montré in vitro que la BSOR d’E. coli
possédait bien une activité MetSO réductase, le Kmmerso de BisC (17uM) se révélant bien plus
faible que le Kymaso de la BSOR de R. sphaeroides (800 uM), mais également que cette
activité MetSO réductase de BisC était conservée et fonctionnelle in vivo. Enfin, BisC
présente une stéréosélectivité de substrat vis-a-vis de I’isomere S de la MetSO et ne peut

réduire les MetSO au sein d’une protéine (Ezraty et al., 2005b).

1.1.3.3 Diméthyle Sulfure Déshydrogénase

Récemment, une activité enzymatique diméthyle sulfure déshydrogénase (DMSDH) a
été mise en évidence chez Rhodobacter sulfidophilus, permettant a ce micro-organisme
photosynthétique d’utiliser le DMS comme donneur d’électrons et dont le produit est le
DMSO. Cette activité enzymatique est périplasmique et est distincte de la DMSOR exprimée
également par cette bactérie (Hanlon et al, 1996). Le géne permettant d’exprimer cette
activité a été cloné et I’enzyme correspondante a été purifiée. Elle se compose de trois sous-
unités appelées DdhA, B et C, de 94, 38 et 32 kDa respectivement. DdhA appartient a la
famille des DMSOR et posséde un centre molybdéne composé de deux cofacteurs MGD,
DdhB contient quatre centres [Fe-S] et DdhC posséde un héme de type b. Il a pu étre montré
que les électrons issus du DMS sont transférés de la DMSDH vers le centre réactionnel

photochimique de la bactérie via le cytochrome c2.
I.2 La fonction acide sulfénique
Les thiols sont des fonctions particulierement réactives vis-a-vis de composés oxydants,
du fait notamment de la capacité¢ du soufre a accepter des états d’oxydation élevés. Trois

oxyacides du soufre sont possibles, 1’acide sulfénique, R-SOH, I’acide sulfinique, R-SO,H, et

enfin I’acide sulfonique R-SO;H.

1.2.1 Structure et réactivité
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Deux structures tautomériques sont envisageables pour la fonction R-SOH (Figure 16).

ﬁ
R——S——OH R——S8——H
1 2

Figure 16 : Structures des deux tautoméres possibles pour la fonction acide sulfénique.

L’analyse de I'acide méthane sulfénique (CH3;-SOH) obtenu par pyrolyse éclair sous
vide a montré que le soufre de ce composé est divalent, validant la structure 1 (Fig 16)

comme la représentation correcte d’un acide sulfénique (Hogg, 1990).

1.2.1.1 Réactivité de I’atome de soufre des acides sulféniques

Les acides sulféniques sont des composés généralement instables, cette instabilité
provenant de leur trés forte réactivité. En effet, la fonction acide sulfénique, au niveau de son
soufre, peut exprimer a la fois un caractére nucléophile et un caractére électrophile, selon les
conditions expérimentales. Cette réactivité atypique a permis de caractériser initialement des
acides sulféniques en temps qu’intermédiaires réactionnels transitoires. Ainsi, I'implication
des acides sulféniques en temps qu’intermédiaires lors de I’oxydation de thiols en disulfures
ou en oxyacides a été prouvée par Davis et Billmers, 1981, en piégeant I’acide sulfénique
formé lors de I'oxydation du t-butyle-SH, grace a son caractére nucléophile qui peut

s’exprimer vis-a-vis de la fonction alcyne du propyolate de méthyle (Figure 17).

t-Bu S

t-Bu——S——0H + HC—=C——CO;CHz; —»

HC==C——C0,CHs
Figure 17 : Réaction de ’acide tert-butyl sulfénique avec le propyolate de méthyle.

Cependant, méme en absence de composés réactifs, la durée de vie des acides
sulféniques est trés limitée, du fait de la réaction de condensation entre deux acides
sulféniques, formant un thiosulfinate (Davis et al., 1986). Cette réaction procede via la

formation d’un dimére non-covalent, stabilis¢é par ['établissement d’une liaison H
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intermoléculaire, permettant de diminuer I’énergie d’activation requise et contribue ainsi
directement a I’instabilité¢ des acides sulféniques en solution. La présence du dimére non-

covalent a été prouvée par spectroscopie IR (Figure 18).

H H
oy ﬁ
2 R—S——Q0H —» R——S l—R — R S S R + HyO

Figure 18 : Mécanisme de condensation de deux acides sulféniques en thiosulfinate.

Le fait que la formation d’un thiosulfinate nécessite I’attaque nucléophile d’un premier
atome de soufre sur un second, qui lui est électrophile, illustre parfaitement la particularité
qu’a le soufre des acides sulféniques d’étre a la fois électrophile ou nucléophile selon les

conditions utilisées.

1.2.1.2 Stabilisation des acides sulféniques

Comme suggéré dans le paragraphe précédent, la capacité des acides sulféniques a se
condenser rapidement en thiosulfinate semble étre directement gouvernée par la possibilité de
former une liaison H intermoléculaire entre deux acides sulféniques et par le caractére
nucléophile et €électrophile de I’atome de soufre. Ainsi, la modulation de ces deux paramétres
devrait raisonnablement permettre de créer des structures moléculaires capables de stabiliser
une fonction acide sulfénique.

Ainsi, Bruice et Sayigh, 1959, ont conclu de leur travaux sur 1’anthraquinone-1-SOH
que la possibilité de former une liaison H intramoléculaire entre la fonction acide sulfénique
et la fonction carbonyle adjacente était un facteur important mais pas suffisant pour stabiliser
I’acide sulfénique. De méme, Davis et al., 1986, ont examiné la stabilisation des acides
sulféniques sur des squelettes aromatiques, par liaison H intramoléculaire et par effets
¢lectroniques induits par des substituants électronégatifs. Des exemples de telles structures
sont représentés en Figure 19. Dans tous ces cas, 1’acide sulfénique peut former une liaison H
avec un atome d’oxygene ou d’azote adjacent. La solubilité de ces Ar-SOH hétérocycliques a
permis la détermination des pKa de I’acide sulfénique par spectroscopie UV, qui se sont

révélés étre compris entre 4,8 et 6,3.
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Un autre facteur important pour la stabilisation d’un acide sulfénique est 1’ionisation de
la fonction acide en sa base conjuguée, le sulfénate. Ainsi, la lumazine-SOH (C, Figure 19)
est plus stable a pH alcalin qu’a pH acide, confirmant la plus grande stabilité de la forme

sulfénate par rapport a la forme acide sulfénique.
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Figure 19 : Structure de différents acides sulféniques stabilisés. A : anthraquininone-1-
SOH, B: l-méthyleuracile-4-SOH, C : 1,3,6-triméthylelumazine-SOH, D : 3,5-triazine-2-
SOH.

Toutefois, la possibilité que I’introduction d’une liaison H intramoléculaire ou d’effets
électroniques puisse perturber les propriétés de I’acide sulfénique a amené 1’équipe du Pr.
Okazaki a développer une nouvelle stratégie de stabilisation. Cette stratégie repose sur
I’utilisation de structures moléculaires appelés « bols réactionnels », qui conférent un
encombrement stérique autour de I’acide sulfénique empéchant ainsi la réaction de
dimérisation, mais n’affectant pas la réactivité de cette fonction avec d’autres molécules de

faibles tailles. L’encombrement stérique est assuré par deux unités terphenyls (Figure 20).

Figure 20 : A) Structure schématique du bol réactionnel (Bmt) permettant I’isolement
d’une fonction acide sulfénique. X : S-OH. B) Structure cristallographique de Pacide
sulfénique stabilisé au sein du bol réactionnel (d’apres Goto et al., 1997).

La structure tridimensionnelle d’un tel acide sulfénique (Bmt-SOH) a été résolue par

cristallographie (Goto et al., 1997) (Figure 20) et vient compléter les deux autres structures
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3D d’acide sulfénique stable également disponibles (Ishii ez al., 1996 ; Saiki et al., 1996). La
longueur de la liaison S-O est de 1,62 A dans ces deux structures et de 1,68 A pour le Bmt-
SOH, indiquant une liaison simple entre les deux atomes. La valeur de I’angle C-S-O de la
fonction acide sulfénique dans ces trois structures est comprise entre 100° et 107°, indiquant
une géométrie tétraédrique. Ainsi, il a ét¢ montré qu'une fonction acide sulfénique peut étre
synthétisée simplement par oxydation d’un thiol, a la condition qu’il se trouve dans un

environnement adéquat, c'est-a-dire isolé d’autres fonctions réactives.

1.2.2 Acides sulféniques et protéines

Les premiers résultats expérimentaux suggérant la formation d’acides sulféniques
stables au niveau de résidus Cys de protéines ont été présentés dés le début des années 60,
suite a des travaux sur I’oxydation dans des conditions douces de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase et de la papaine. Une premiére revue sur le sujet fut publiée en
1976 par Allison (Allison, 1976). 11 a ét¢ montré que, de maniére similaire aux acides
sulféniques « organiques » en solution, I’atome de soufre de ces Cys-SOH stables présente a
la fois un caractére nucléophile en réagissant avec des alcénes, comme 1’acide 3-cyclohexene-
l-carboxylique, et un caractére électrophile lui conférant une réactivité vis-a-vis de
nucléophiles comme la benzylamine ou la dimédone (5,5-diméthyle-1,3-cyclohexanedione)
(voir page 41).

La possibilité de générer de tels acides sulféniques stables au sein de quelques protéines,
de structure tridimensionnelle connue, a permis de mettre en évidence deux facteurs
supplémentaires contribuant a la stabilisation des acides sulféniques au sein d’une protéine, a
savoir ’absence d’autres résidus Cys a proximité et un environnement protégé du solvant et
constitué de résidus hydrophobes. Ce dernier élément est en parfait accord avec la stratégie de
stabilisation employ¢e lors de la synthése de I’acide sulfénique stable Bmt-SOH.

En résumé, quatre critéres structuraux sont probablement impliqués dans la stabilisation
d’un acide sulfénique au sein d’une protéine: 1) I'accés limité au solvant et un
microenvironnement apolaire, 2) 1’absence de thiol a proximité, 3) 1’établissement de liaison
H et, 4) I’ionisation sous forme sulfénate.

Cependant, ces premieres études faisaient alors référence a des acides sulféniques
introduits chimiquement sur des résidus Cys de site actif enzymatique, et non a des acides

sulféniques formés lors d’un processus de catalyse ou de régulation enzymatique.
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Ce n’est que récemment que des preuves expérimentales ont pu étre obtenues, montrant
la présence d’acides sulféniques fonctionnels au sein de protéines natives. Ces acides
sulféniques présents au sein des protéines peuvent étre impliqués dans deux grands types de
fonctions 1) la catalyse redox enzymatique ou, 2) la régulation redox, aussi bien d’enzymes
que de protéines a activités diverses. Les exemples les plus significatifs et les mieux

documentés sont présentés dans les paragraphes suivants.

1.2.2.1 Acide sulfénique et catalyse
1.2.2.1.1 Réductases a FAD : NADH Peroxydase, NADH
Oxydase

Ces deux enzymes font partie de la grande famille des disulfure réductases a flavine,
elle-méme divisée en trois classes majeures, représentées par 1) la Glutathion Réductase, 2) la
Thiorédoxine Réductase et, 3) la NADH Peroxydase. Les membres de cette derniére classe
different du reste de la famille par I’absence du centre redox disulfure et par son
remplacement par un centre a une seule cystéine. Cette cystéine va passer au cours du cycle

catalytique d’un état réduit a un état oxydé sous forme d’acide sulfénique.

1.2.2.1.1.1 NADH Peroxydase (Npx)

Historiquement, cette protéine a été la premiére enzyme décrite formant un acide
sulfénique essentiel a sa fonction. C’est I’exemple le mieux caractérisé d’acide sulfénique au
sein d’une protéine.

Comme souvent chez les bactéries lactiques anaérobies, les streptocoques ne possedent
ni de cytochromes, ni de protéines a héme (comme les catalases ou les peroxydases)
impliquées dans le métabolisme oxydatif. Certaines de ces bactéries, comme Enterococcus
faecalis, se sont dotées au cours de 1’évolution de flavo-protéines atypiques, capables de
catalyser des réactions d’oxydo-réduction leur permettant d’assurer leur croissance en
conditions aérobies.

Ainsi, chez E. faecalis, la décomposition du peroxyde d’hydrogéne est catalysée par une
NADH Peroxydase (Npx) (réaction 3), une enzyme a FAD ayant la méme fonction que celle
normalement assurée par les catalases ou peroxydases a héme (Claiborne er al., 1992 ;

Hoskins ef al., 1962). Cette peroxydase contribue ainsi a la défense contre le stress oxydant
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médié par le peroxyde d’hydrogéne, tout en participant a la régénération du NAD" requis par
la glycolyse.
NADH + H' + H,0, & NAD' +2 H,0 (3)

La présence d’un acide sulfénique porté par la Cys42 dans la forme oxydée native de la
Npx, initialement proposée en 1989 par Poole et Claiborne (Poole et Claiborne, 1989a), a pu
étre confirmée par la résolution de la structure tridimensionnelle a 2,8 A de la Npx sous la
forme acide sulfénique (Yeh ez al., 1996).

La Npx est une protéine homotétramérique (Poole et Claiborne, 1989). Chaque
monomére (46 kDa) est formé de quatre domaines : un domaine de fixation du FAD, un
domaine de fixation du NAD, un domaine central et un domaine d’interface (Figure 21).
Plusieurs structures cristallographiques de la Npx ont été obtenues. Dans la premiére structure
de Npx résolue (Stehle ef al., 1990 ; Stehle e al., 1991), la Cys42 était présente sous forme
suroxydée en acide sulfonique (-SOs;H). La structure du complexe Npx/NADH a également
été résolue (Stehle e al., 1993), toujours avec la Cys42 sous forme d’acide sulfonique. Cette
structure a permis de mettre en évidence I’organisation du site actif et la conformation du
NADH nécessaire pour permettre la catalyse redox impliquant le FAD et I’acide sulfénique
porté par la Cys42. Ainsi, le noyau nicotinamide du NADH vient se placer parallelement a la
face re du noyau isoalloxazine du FAD, stabilisé par « stacking » via des interactions 7-m. La
position C4 du NADH, donneur d’hydrure, se trouve a 3,1 A de la position N5 du FAD,
accepteur transitoire des €lectrons. La Cys42 est située quant a elle sur la face s/ de la flavine,
du c6té opposé au NADH, I’atome de soufre du résidu se trouvant a 3,5 A de la position C4a
du FAD (Figure 21). Les données structurales décrivent donc un site actif de la Npx dans
lequel la flavine se retrouve prise en sandwich entre le NADH réducteur et le centre redox
Cys-SOH/Cys-SH et y jouant un rdle central dans le transfert directionnel d’équivalent

réducteurs du NADH vers I’acide sulfénique.
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9
Cys42-SOH

Figure 21 : Structure tridimensionnelle du monomére de la Npx de E. faecalis et de son
site actif. A) Architecture du complexe Npx/FAD/NADH. Les hélices o sont représentées en
rouge, les brins B en bleu, le NAD en violet et le FAD en jaune (d’apres Stehle et al., 1993). B)
Structure du site actif de la Npx. La flavine est représentée en jaune. Les résidus Cys42-SOH,
His10 et Arg303 sont reportés sur la figure.

La présence du cofacteur flavine et I'utilisation de ses propriétés spectroscopiques
constituent un outil extrémement puissant pour étudier le mécanisme catalytique de la Npx.
Cette approche a en particulier permis de mettre en évidence la présence du deuxiéme centre
redox Cys-SOH, en plus de la flavine. La caractérisation spectroscopique de ces
intermédiaires redox a permis d’entreprendre 1’étude cinétique détaillée du mécanisme de Npx,

notamment a I’état pré-stationnaire.

Le mécanisme cinétique de la Npx de type sauvage est de type Ping-Pong et implique un
cycle catalytique redox entre 1’état réduit [EH» (FAD, Cys-SH)] et I"état oxydé [E (FAD, Cys-
SOH)]. 11 peut donc étre décrit comme la succession de deux demi-réactions, I'une oxydante,
faisant passer la Npx de sa forme EH» a sa forme E en présence d’H>O: ; 'autre réductrice,
régénérant la forme E en EH, en présence de NADH (Figure 22B).

L’étape d’oxydation repose sur I’attaque de la Cys42 sur H,O,. Cette étape est rapide et
aboutit a la formation de 1’acide sulfénique sur la Cys (forme [E (FAD, Cys-SOH)]. L étape
réductrice peut étre divisée en deux sous-étapes avec: 1) la formation d’un complexe

Npx/NADH, caractérisé par un transfert de charge NADH/FAD. Cette réaction bimoléculaire
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est rapide et, 2) le transfert d’électrons du NADH vers I’acide sulfénique, sans accumulation
d’un intermédiaire FAD réduit. Ce transfert d’électrons est lent et correspond a I’étape
limitante du mécanisme, ke = 23 s”'. L utilisation de NADH deutéré a confirmé que I’étape
limitante est liée au transfert d’hydrure stéréosélectif de I"hydrogeéne 4S du NADH.

Le mécanisme de I’étape d’oxydation de Npx implique I’attaque nucléophile de la
Cys42 sur H;O, pour former I’acide sulfénique. I est donc indispensable que la Cys soit
déprotonée pour exprimer sa nucléophilie. Dans ce contexte, le transfert de charge mis en
évidence entre la forme thiolate de ce résidu et le FAD a permis de montrer que le pKa de la
Cys42 est inférieur ou égal a 4,5 dans la Npx de type sauvage (Poole et Claiborne, 1986).
L’environnement protéique autour de la Cys42 permet donc son activation via I’abaissement
de son pKa.

L’examen des premiéres structures cristallographiques de Npx disponibles a mis en
évidence la présence du résidu His10 a proximité de la Cys42. L’implication de His10 dans la
diminution du pKa de Cys42 a été exclue par la mesure de ce pKa dans le variant H10Q, et
reste inférieur ou égal a 4,5. Cependant, les données cristallographiques et biochimiques
obtenues sur les variants protéiques HI0Q et HIOA ont permis d’attribuer deux rdles
I’His10, au niveau de la stabilisation: 1) du groupement acide sulfénique dans le site actif de
Npx, le remplacement H10Q rendant 1’acide sulfénique cinquante fois plus sensible a la
suroxydation par H,O, et, 2) de I'état de transition de la demi-réaction d’oxydation,
probablement en donnant une liaison H a I'un des deux oxygenes de H,O, afin d’y stabiliser
la charge négative (Figure 22A) (Crane ef al., 1996). En effet, la vitesse de cette étape est
diminuée de 150 fois pour le variant H10Q par rapport a ’enzyme de type sauvage.

Par ailleurs, I’apparition d’une bande d’absorbance due a un transfert de charge entre
I’acide sulfénique, vraisemblablement sous forme sulfénate (S-O"), et le FAD est observée sur
les variants H10Q et HIOA (Crane ef al., 1996). Cette bande est présente sur le spectre de la
Npx de type sauvage, mais d’amplitude trés faible (Poole et Claiborne, 1989b). Il est
intéressant de noter que la variation du pH de 5,4 a 7,1 ne provoque pas de variation de
I’intensité de ce transfert de charge, suggérant donc que le pKa de I’acide sulfénique est

inférieur ou égal a 4,5.
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Figure 22 : Mécanisme catalytique de I’étape d’oxydation de la Npx (A) et modéle
cinétique associé au mécanisme entier de I’enzyme (B). (d’aprés Argyrou et Blanchard,
2004).

L’examen de la structure [FAD, Cys-SOH] fait apparaitre la présence du noyau
guanidinium du résidu Arg303 a proximité du noyau imidazole de Hisl0. La caractérisation
du variant R303M a permis de montrer récemment que ce résidu assure quatre roles majeurs :
1) la stabilisation du tautomére neutre de 1'His10, facilitant la stabilisation de la forme
sulfénate de la Cys-SOH et la réduction de H,O,, 2) la stabilisation de 1’état redox EH, [FAD,
Cys-SH], empéchant la réduction vers EHs [FADH,, Cys-SH], 3) la stabilisation du thiolate
de la Cys42, et 4) 'augmentation de la vitesse du transfert d’électrons entre FAD et Cys-SOH.

En conclusion, 1’ensemble des données expérimentales acquises sur la Npx démontre
que cette enzyme remplit les quatre conditions proposées pour stabiliser un acide sulfénique
au sein d’une protéine avec : 1) un accés limité au solvant et un microenvironnement apolaire,
2) I’absence de thiol a proximité, 3) I’établissement de liaison H, et 4) I’ionisation sous forme
sulfénate.

Il est important de noter que les longueurs des liaisons S-O mesurées dans chacune des
structures de Npx contenant un acide sulfénique sont de 1’ordre de 1,4-1,5 A. Ces longueurs
de liaison sont plus proches de celle d’une fonction sulfoxyde (1,492 A) que de celle d’un

acide sulfénique (1,62 a 1,68 A). Cette constatation suggére un caractére de double liaison

30



Introduction : Sulfoxydes et acides sulféniques

prononcé pour le sulfénate (-S-O") stabilisé au sein de la Npx et en conséquence une

localisation de la charge négative plutot sur I’atome de soufre (-S=0).
1.2.2.1.1.2 NADH Oxydase (Nox)

Comme la Npx, la NADH oxydase est exprimée par des bactéries ne produisant pas de
protéines a heme. La Nox catalyse la réduction a quatre électrons de I’oxygeéne moléculaire en

eau, en utilisant le NADH comme source d’équivalents réducteurs (Réaction 4).
0, +2 NADH = 2 H,0 + 2 NAD' (4)

L’étude de souches délétées du géne codant la Nox a montré que cette enzyme joue un
role clé dans le métabolisme aérobie de ces bactéries, en régénérant le stock de NAD'
nécessaire pour la glycolyse. De plus, Nox est également impliquée dans la résistance de la
cellule face au stress oxydant induit par 1’oxygene (Higuchi, 1992 ; Higuchi et al., 1999).

Structuralement, Nox est homologue a Npx, les deux protéines d’E. Jaecalis partageant
44% d’identité de séquence. La Nox d’E. faecalis est un dimére formé de deux sous-unités
identiques de 50 kDa chacune. De maniére similaire a la Npx, chaque monomeére de Nox
contient les deux centres redox FAD et Cys42, ce résidu passant de 1’état réduit (-SH) a I’état

oxydé (-SOH) au cours du mécanisme catalytique.

Plusieurs caractéristiques différencient cependant Nox et Npx, provenant du fait qu’a la
différence de la Npx qui catalyse une réduction a deux électrons, Nox doit assurer le transfert
de quatre électrons lors de son cycle catalytique. Ainsi, il a ét¢ montré par titration a
I’équilibre que le potentiel redox de la flavine présente dans le site actif de Nox lui permet
d’étre réduite par le NADH, contrastant particuliérement avec le comportement redox de Npx,
ou la réduction du FAD n’est pas permise. Cependant, méme en présence d’'un excés de
réducteur, le centre Cys-SOH de 'une des deux sous-unités du dimére de Nox reste sous
forme oxydé, le second étant normalement réduit. Cette asymétrie du site actif de Nox de type
sauvage a conduit a proposer un modele de site actif asymétrique favorisant le dimére EHy
([FADH_, Cys-SH, NAD"]) / EH, ([FADH,, Cys-SOH, NAD"]) (Mallett ez al., 1999).

Afin de confirmer cette hypotheése, le mutant C42S a été caractérisé. Comme attendu,
I’absence du centre Cys-SOH entraine la disparition de I’asymétrie observée dans I’enzyme

de type sauvage. De plus, I’absence de la Cys42 entraine une modification de la réaction
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catalysée par I’enzyme, qui se transforme en une réduction a deux électrons de I’oxygene

moléculaire en peroxyde d’hydrogéne (Réaction 5) (Mallett et Claiborne, 1998).
O, +NADH +H'  H;0, + NAD' (5)

Ce résultat démontre clairement que la Cys42 joue le réle essenticl de centre
peroxydasique dans la Nox. La caractérisation cinétique de la demi-réaction d’oxydation du
mutant C42S par O, a mis en évidence un processus a trois phases. Seule la premiére de ces
trois phases présente une dépendance a [O;]. L intermédiaire formé a I’issue de cette premiére
phase posseéde un spectre d’absorption caractéristique de la formation d’un adduit FAD-C4a-
hydroperoxyde (FADH-OOH), comme décrit chez les monooxygénases a flavine. La seconde
et la troisiéme phase correspondent au relargage de 0,5 équivalent d’H>O, par FAD. Ce
relargage biphasique d’H,O, provient de la réactivité asymétrique des deux sous-unités du
dimére de Nox avec O,. La sous-unité catalytiquement compétente pour l’attaque sur O,
(correspondant probablement a un site actif proche de la forme EHy du type sauvage) réagit la
premiére. La seconde sous-unité acquiert ensuite cette compétence catalytique via un

changement conformationnel, cinétiquement limitant (k = ke =2 ') (Figure 23B).
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Figure 23 : Mécanisme catalytique de la Nox de type sauvage (A) et du variant C42S (B).
(d’aprés Argyrou et Blanchard, 2004).

Sur la base des résultats obtenus avec le variant C42S, un mécanisme pour la Nox de
type sauvage a été proposé, composé¢ d’une demi-réaction d’oxydation, durant laquelle
I’enzyme passe de 1’état réduit EH4 (([FADH2, Cys-H, NAD+]) a I'état oxydé E ([FAD, Cys-

SOH)), et d’'une demi-réaction de réduction, régénérant la forme EH4 a I’aide de NADH

32



Introduction : Sulfoxydes et acides sulféniques

(Figure 23A). La demi-réaction d’oxydation doit impliquer une étape d’activation d’O, puis
une étape peroxydase. La demi-réaction d’oxydation du variant C42S est un bon modéle de
I’étape d’activation d’O,, impliquant I’activation de I’oxygene triplet vers le peroxyde singlet
grace a la formation de I’adduit C4a-hydroperoxyde sur la flavine. L ’étape peroxydase repose
ensuite sur ["attaque nucléophile du thiolate de la Cys42 sur cet intermédiaire FADH-OOH,
qui génere I’acide sulfénique sur la Cys42 et un intermédiaire C4a-hydroxyflavine (FAD-OH).
Cet intermédiaire doit ensuite se décomposer pour libérer H,O et le FAD oxydé. Ainsi,
I’incapacité du variant C42S a assurer I’étape peroxydase explique I’altération du mécanisme

observé chez ce variant.
1.2.2.1.2 Formylglycine-Generating Enzyme

Les sulfatases sont des enzymes eucaryotes essentielles a la dégradation des esters de
sulfates tels que les glycosaminoglycanes, les sulfolipides et les sulfates de stéroides. Le
résidu catalytique clé de ces enzymes est une formylglycine (FGly), trouvée uniquement au
sein du site actif des sulfatases. Le résidu FGly provient d’une modification post-
traductionnelle générée a partir d’un résidu Cys de la sulfatase par I’action d’une enzyme

appelée FGly Generating Enzyme (FGE) (Figure 24).

H o

('FGE)
0; H0 |
H XH; X H

Figure 24 : Réaction catalysée par la FGE. L enzyme catalyse I’oxydation d’un résidu Cys
des sulfatases eucaryotes en FGly.

La FGE est localisée dans le réticulum endoplasmique et modifie la forme dépliée des
sulfatases nouvellement synthétisées.

La détermination trés récente de la structure cristallographique de la FGE dans différents
états redox a permis d’identifier le site actif de I’enzyme et de proposer un mécanisme pour
I’oxydation d’une Cys en FGly (Dierks ef al., 2005). FGE est une protéine monomérique
adoptant une structure nouvelle, présentant peu d’éléments de structure secondaire (Figure 25

A).
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Figure 25 : Structure tridimensionnelle de la FGE et détails des différentes formes redox
des Cys336 et 341 du site actif de I’enzyme. A) Architecture générale de FGE. Les six Cys
de la protéine sont représentées en mode ball an stick. Quatre de ces Cys forment deux ponts
disulfures. Les boules cyan et violette représentent deux ions Ca~'. B) Plasticité structurale
des Cys336 et 341 ; a) contribution de la forme réduite et de la forme oxydée disulfure : b)
forme réduite ; ¢) et d) deux modéles d’oxydation de la Cys336, compatibles avec la densité
¢lectronique observée : ¢) Cys-SOH et H>O ou d) Cys-S-O-OH (d’aprés Dierks ef al., 2005).
Les six structures obtenues mettent en évidence la présence de deux Cys trés sensibles a
I’oxydation, en position 336 et 341. En plus de la résolution de la structure réduite de FGE,
des cristaux de plus en plus agés révelent la formation sur la Cys336 d’une densité
¢lectronique attribuable & un acide sulfénique ou a un groupement hydroperoxyde Cys-S-
OOH (Figure 25 B). La formation d’un pont disulfure entre les Cys336 et 341 a également été

caractérisée structuralement.

La caractérisation dans le site actif de FGE d'un acide sulfénique et/ou d’un
hydroperoxyde Cys-S-OOH, intermédiaires possibles, a conduit a la proposition d’un
mécanisme de formation de FGly.

Ce mécanisme repose sur I'oxydation de la Cys a modifier (sur la sulfatase) en Cys-
SOH, suivie d’une B-élimination de la fonction -OH de cet acide sulfénique. Cette
¢limination nécessiterait une déprotonation du Cy de la Cys. Le thioaldéhyde formé est

instable et subirait une hydrolyse spontanée en FGly et H,S.
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Le modele propose qu’en absence de substrat, FGE se trouve sous forme oxydée, avec
un pont disulfure intramoléculaire reliant les Cys336 et 341. La fixation du substrat, qui est
une sulfatase dépliée, entraine la formation d’un pont disulfure intermoléculaire entre la
Cys341 de FGE et la Cys substrat. La structure d’un tel intermédiaire a été obtenue trés
récemment (Roeser et al., 2006). La Cys336 libre est alors oxydée par une molécule
d’oxygene moléculaire, formant un adduit hydroperoxyde Cys-S-OOH. Ce peroxyde serait
réduit en acide sulfénique Cys-SOH, nécessitant I’intervention d’un réducteur, avant que son
groupement hydroxyle soit transféré sur la Cys de la sulfatase. Ce transfert aboutit a la
formation d’un acide sulfénique sur la sulfatase et a la régénération du pont disulfure Cys336

Cys341 de FGE.
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AV »/[‘ " (o
" €Oy H0 H COun H,0 H;S Ouue
Acide Thicaldéhyde FGly
o= H s“ou sulfénique
Hs~ C {2) f sulfatase
¥YSsub Cyssse 7.._. o ( )
Substrat :,Hz :39 Acide
(sulfatase) sulfénique
(FGE)

Figure 26 : Mécanisme catalytique proposé pour la FGE. (d’aprés Dierks et al., 2005).

Des éléments structuraux et biochimiques suggeérent que la base impliquée dans la -
¢limination de I'hydroxyle de I’acide sulfénique serait la Ser333. Ce résidu déprotoné
viendrait arracher un proton sur le Cy de la Cys-SOH. Le thioaldéhyde formé est instable et

subirait une hydrolyse spontanée en FGly et H,S (Figure 26).

1.2.2.1.3 Peroxydases a Cys (Prx)

Bien que les enzymes impliquées dans la réduction des peroxydes, les catalases et
peroxydases a héme, soient connues et étudiées depuis de nombreuses années, une nouvelle
famille de peroxydases a été identifiée plus récemment. Il s’agit de peroxydases a Cys, dont le
mécanisme repose sur une chimie similaire a celle utilisée par la Npx, faisant intervenir un
acide sulfénique. Cette nouvelle famille de peroxydases, communément appelées
peroxyrédoxines (Prx), est présente dans les trois régnes du vivant. Les Prx bactériennes et
eucaryotes réduisent généralement une vaste gamme de peroxydes, incluant H,O,, les

hydroperoxydes organiques et le peroxynitrite, selon la réaction 6 :
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ROOH +2 H' +2 ¢ - ROH + H,O (6)

Ces enzymes sont fortement exprimées dans les cellules. Elles font partie des dix
protéines les plus abondantes chez E. coli et représentent entre 0,1 et 0,8 % des protéines
totales chez les cellules eucaryotes. Les Prx bactériennes jouent un role essentiel dans la
défense cellulaire contre le stress oxydant induit par les peroxydes, en luttant contre leur
accumulation dans la cellule. Chez les eucaryotes, les Prx remplissent une fonction
supplémentaire, en tant que régulateurs de la voie de signalisation cellulaire médiée par H,O»
et sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que 1’apoptose, la
différenciation ou la prolifération, et dans des pathologies neurodégénératives ou le cancer.
Cet aspect sera développé dans le chapitre suivant.

Les Prx ne contiennent ni métal ni cofacteur redox autre que leur centre Cys. Les Prx
peuvent étre structuralement et fonctionnellement divisées en trois classes 1) les Prx typiques
a deux Cys, 2) les Prx atypiques a deux Cys et, 3) les Prx a une Cys.

Toutes ces Prx catalysent la méme réaction de réduction des peroxydes. Le mécanisme
de cette réduction est composé de deux étapes. La premiére de ces étapes est commune aux
trois classes de Prx et repose sur I'attaque nucléophile de la Cys sur le peroxyde, libérant
I’alcool correspondant et formant un acide sulfénique sur cette Cys, dite peroxydasique
(Figure 27).

B

T St 5N
H

| >
S HN — S mmnnH N
c % H 2 H Vs S H :N *
» N Cys >—N Cys }_',l}
H.‘.N Al'g H.N Al'g H-.N \Afg

)

Figure 27 : Mécanisme de I’étape peroxydasique catalysée par les Prx. Une catalyse
acido/basique est indispensable pour déprotoner la Cys puis protoner I’acide sulfénique et
ainsi faciliter le départ de RO sous forme ROH.

La deuxieme étape de régénération de la Cys peroxydasique, va différer selon la classe
de Prx considérée.

Chez les Prx a deux Cys, un pont disulfure est formé entre la Cys peroxydasique et la
deuxiéme Cys, appelée Cys de recyclage. Pour les Prx typiques, organisées en homodimere
téte-béche, la Cys de recyclage est située sur 1’autre sous-unité. Pour les Prx atypiques, le
mécanisme est identique, a la différence que la Cys de recyclage est située sur le méme

monomere (Figure 28). Le pont disulfure intra ou intermoléculaire est ensuite réduit par une
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des nombreuses disulfure oxidoréductases spécifiques du type cellulaire considéré. On peut

citer par exemple la Trx, la tryparédoxine, AhpF ou AhpD.

Prx typique a deux Cys
HOH
Ss S.OH
2RSH Prx typiqu( l QLPD: typique/ ROH
n Sy s S.H
Disulfure o "
réductase
SpH
RSSR rx typique ROOCH
SgH
Prx atypique a deux Cys
se HOH S.OH
P

2RSH Prx alypique< | qL Prx atypique< ROH
Disulfure Sa S=H
réductase 5

H
7
RSSR «” Prx atypique ROOH
Ns.H

Figure 28 : Mécanisme catalytique des Prx typique et atypique a deux Cys (d’aprés Wood
et al., 2003c).

Chez les Prx a une Cys, la formation de pont disulfure étant impossible, 1’acide
sulfénique doit probablement étre réduit par un réducteur a thiol de faible poids moléculaire.
Cependant ce donneur d’électrons n’a pas encore été clairement identifié, bien que plusieurs
molécules comme le glutathion, I’acide lipoique ou la cyclophiline aient été proposées (Figure

29).

P

OH
2 RSH Prxa 1 Cys ROH
Reducteur
a thiol j
7
RSSR + HOH Prxa 1Cy§ ROCH
Figure 29 : Mécanisme catalytique des Prx a une Cys (d’aprés Wood ez al., 2003c).

Depuis 1998, les structures cristallographiques d’une douzaine de Prx ont été résolues.
Elles sont trés similaires, formant toutes un repliement classique de type Trx, complété par
I'insertion de quelques éléments de structures secondaires additionnels. La différence
structurale la plus frappante entre les représentants des trois classes de Prx provient de leur
état d’oligomérisation. Les Prx atypiques a deux Cys sont monomériques alors que les Prx
typiques a deux Cys et les Prx a une Cys forment des homodiméres antiparalleles (). Ces
diméres ont la capacité de s’assembler pour former un édifice décamérique torique de type

(02)s (Figure 30). Des analyses par ultracentrifugation analytique ont permis de montrer que la
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variation de I"état oligomérique de ces Prx est liée au cycle catalytique, la forme réduite de la
protéine adoptant une structure décamérique et la forme oxydée tendant a se dissocier en

structure dimérique (Parsonage et al., 2005 ; Wood et al., 2002).

Prx atypique Prx typique Prxa1Cys

Prxi

PrxVvi

PV :
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Er 8 4 v 'w b,

Figure 30 : Structure tridimensionnelle et organisation oligomérique des différentes
classes de Prx (d’apres Wood er al., 2003¢).

La structure du site actif des Prx est fortement conservée au sein des trois classes. Dans
la forme réduite des Prx a deux Cys, la Cys peroxydasique est située dans le premier tour
d’une hélice a, au fond d’une poche. Trois résidus conservés se trouvent dans
I’environnement immédiat de cette Cys: Pro44, Thr48 et Argl27 (numérotation PrxIl)
(Figure 31 A). Sur cette base structurale, il a été proposé que le noyau pyrolidine de Pro44 ait
pour role de limiter ["acces de la Cys peroxydasique a la fois au solvant et au peroxyde puis
de protéger I’acide sulfénique de la suroxydation par le substrat. Thr48 et Argl27 quant a eux,
forment des liaisons H avec le soufre de la Cys peroxydasique. Ces deux résidus sont
essentiels a la catalyse, leur remplacement entrainant une perte de I’activité peroxydase. Il a
¢té proposé que Thr48 soit impliquée dans I"orientation du thiol de la Cys pour faciliter sa

déprotonation par une base non identifiée et que la charge positive portée par Argl27
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participe a la stabilisation du thiolate (Figure 27 et 31 A). Ainsi, le pKa de la Cys

peroxydasique, qui n’a pas été¢ déterminé, serait abaissé par rapport au pKa d’un thiol libre.

Par ailleurs, I’examen des structures de Prx a deux Cys a également révélé que les deux
Cys peroxydasique et de recyclage sont distantes de plus de 10 A. Cette observation suggére
fortement la nécessité d’un changement conformationnel afin de rapprocher ces deux résidus
pour permettre la formation du pont disulfure. La comparaison des structures de Prx réduites
et oxydées met clairement en évidence cette réorganisation structurale, caractérisée par le
remarquable dépliement des structures secondaires portant les deux Cys, en particulier du
premier tour de I’hélice portant la Cys peroxydasique (Figure 31 B) (Wood et al., 2003c). De
plus, ce dépliement local est également impliqué dans la déstabilisation et la dissociation de la

structure décamérique de ces Prx.
Prxl

Réduite, structurée Oxydée, localement déstructurée

Figure 31 : Structures du site actif des Prx a deux Cys. A) Environnement de la Cys
peroxydasique (Sp). B) Réorganisation structurale permettant la formation du pont disulfure
(d’aprés Wood er al., 2003c¢).

La résolution de la structure cristallographique de la forme oxydée d’une Prx a une Cys
(Prx VI humaine) a confirmé I’oxydation de la Cys peroxydasique en acide sulfénique et mis
en évidence sa stabilisation dans le site actif (Choi ef al., 1998). Deux interactions participent
a cette stabilisation et impliquent les résidus His39 et Argl32, correspondant aux Thr44 et
Argl27 des Prx a deux Cys (Figure 32). Les chaines latérales de ces deux résidus sont bien
positionnées pour former des liaisons H avec la fonction acide sulfénique, qui devrait
probablement se trouver sous forme sulfénate, du fait de cet environnement électrostatique
positif. Il a logiquement été proposé qu’un tel environnement puisse €galement stabiliser la

forme thiolate de la Cys peroxydasique, de maniére similaire a ce qui est observé pour la Npx
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ou la Nox. Enfin, I'accessibilité de la Cys peroxydasique dans le site actif des Prx a une Cys
est bien moindre que dans les Prx a deux Cys, empéchant la caractérisation chimique de

I"acide sulfénique, et participe donc également a la stabilisation de 'acide sulfénique.

.

Figure 32 : Structure du site actif de la Prx VI humaine a une Cys et stabilisation de
Iacide sulfénique (d’aprés Choi er al., 1998).

Le modéle de Prx a deux Cys le mieux caractérisé biochimiquement et
enzymatiquement est I'alkylhydroperoxide réductase AhpC de Salmonella typhimurium. En
particulier, I'intervention d’un intermédiaire acide sulfénique dans le mécanisme des Prx a
deux Cys a ¢€té prouvée en générant un variant de cette Prx sans Cys de recyclage et donc
incapable de former le pont disulfure. La réactivité de I'acide sulfénique a été mise a profit
pour caractériser sa présence. La réactivité de I’atome de soufre de la fonction acide
sulfénique a ainsi été décrite vis-a-vis 1) de composés nucléophiles tels que 'acide 2-nitro-5-
thiobenzoique (TNB) (Ellis et Poole, 1997b) ou la 5,5-diméthyle-1,3-cyclohexanedione
(dimédone) (Ellis et Poole, 1997a) et, 2) d’un composé électrophile, le 7-chloro-4-
nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (NBD-CI). L’adduit formé entre I'acide sulfénique et la
dimédone est uniquement caractérisable par spectrométric de masse, n’étant pas
chromophorique, a la différence de I'adduit formé avec le NBD-CI, caractérisable par

spectroscopie d’absorption et spectrométrie de masse (Figure 33).
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Figure 33 : Réaction entre un acide sulfénique et le NBD-CI (A) ou la dimédone (B) et
spectres d’absorbance des adduits formés en présence de NBD-Cl + R-SOH et NBD-CL
+ R-SH (C) (d’apres Ellis et Poole, 1997a).

1.2.2.2 Acide sulfénique et régulation redox enzymatique

1.2.2.2.1 Peroxyrédoxine eucaryote/Sulfirédoxine

Comme indiqué précédemment, les Prx a deux Cys assurent chez les eucaryotes, en plus
de leur role anti-oxydant, une fonction de régulateurs de la voie de signalisation cellulaire
médiée par H,O,. En effet, bien que H,O, soit une source de stress oxydant, il agit également
en tant que messager secondaire dans la transduction de signaux cellulaires. Il a été montré in
vivo, dans des conditions de signalisation par les peroxydes, que les Prx I et II humaines sont
inactivées par suroxydation de la Cys peroxydasique en acide sulfinique, Cys-SO>H
(Rabilloud et al., 2002).

Un mode¢le de régulation a été proposé, dans lequel les Prx jouent le role de modulateur
de la réponse cellulaire suite a 1’augmentation rapide de la concentration de peroxydes
intracellulaires. En conditions normales, les Prx a deux Cys exprimées en grande quantité

maintiennent une concentration intracellulaire trés faible en peroxyde, empéchant tout
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déclenchement de message de signalisation. L’augmentation de la concentration
intracellulaire en peroxyde peut cependant produire suffisamment de peroxyde pour inactiver
rapidement les Prx et conduire a un exces transitoire d’H>O,, qui pourra alors jouer son role
de messager cellulaire, en interagissant avec différentes protéines, comme par exemple les
phosphatases qui sont sensibles aux peroxydes (Wood ez al., 2003b), voir paragraphe 1.2.2.2.2.

Contrairement a leurs homologues eucaryotes, les Prx bactériennes a deux Cys, comme
AhpC, sont bien moins sensibles a I'inactivation par les peroxydes, nécessitant la présence de
cent fois plus de peroxydes pour observer une inactivation similaire. La comparaison des
séquences et des structures cristallographiques de Prx eucaryotes et bactériennes sous formes
réduites et oxydées a permis de mettre en évidence les facteurs structuraux et moléculaires
responsables de la sensibilité aux peroxydes. Deux éléments caractéristiques sont présents
uniquement dans les Prx sensibles : 1) insertion d’un motif GGLG et, 2) insertion d’une
hélice supplémentaire contenant un motif YF. Dans la forme réduite des Prx eucaryotes, ces
deux éléments structuraux viennent se placer au dessus de la Cys peroxydasique et rigidifient
le site actif, rendant ainsi plus difficile les changements conformationnels requis pour former

le pont disulfure (Figure 34A).
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Figure 34 : Différences structurales entre sites actifs des Prx eucaryotes et bactériennes
(A) et modéle du mécanisme des Prx eucaryotes rationalisant leur sensibilité a la
suroxydation (B). A) Les deux cadres supérieurs représentent deux Prx humaines sous forme
réduite, "structurée" (FF, fully folded), a gauche et sous forme oxydée, "localement
déstructurée" (LU, locally unfolded), a droite. Les deux cadres inférieurs représentent AhpC
sous forme réduite, "structurée”, a gauche et sous forme oxydée, "localement déstructurée", a
droite. Les régions colorées en bleu subissent un changement de conformation lors de la
formation du pont disulfure. B) Mécanisme catalytique des Prx eucaryotes intégrant
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explicitement les étapes de changement conformationnel entre forme structurée et localement
déstructurée (d’aprés Wood et al., 2003b).

[l a été proposé que cette stabilisation du site actif sous forme "structurée" ralentisse les
dépliements locaux nécessaires a la formation du pont disulfure et entraine 1’exposition
transitoire de 1’intermédiaire acide sulfénique. Cette accumulation de 1’acide sulfénique rend
alors possible son oxydation par les peroxydes en acide sulfinique. En comparaison, dans les
Prx bactériennes, les régions a proximité de la Cys sont bien plus flexibles (agitation
thermique plus élevée de ces régions dans les structures cristallographiques), facilitant
probablement les dépliements locaux nécessaires a la formation du pont disulfure (Figure
34B). Ainsi, il est clair que la sensibilité des Prx eucaryotes vis-a-vis de la suroxydation n’est
pas une limitation due au mécanisme des Prx a deux Cys, mais bien une caractéristique

acquise au cours de leur évolution.

I1 a été montré récemment qu’une nouvelle classe d’enzyme est capable de réduire les
Prx suroxydées a I’état d’acide sulfinique et ainsi de compléter le cycle de régulation par les
Prx de la signalisation par H,O,. Cette protéine a été appelée sulfirédoxine (Srx) et nécessite
la présence d’ATP. Un mécanisme a été récemment proposé par I’équipe de Tolédano (Biteau
et al., 2003), qui a été repris par I’équipe de Rhee. Ce mécanisme est basé sur 1’activation de

I’acide sulfinique par phosphorylation, étape catalysée par Srx (Figure 35) (Jeong et al., 2006).

%
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e
Srx-Cys—S—P0,* Srx-Cys—S§

R—SH Pi R—SH R—S5—S—R
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Px-Cys—S—OH  Prx-Cys—S—0—PO,* Prx-Cys—S—S—R Prx-Cys—S—H = Prx-Cys—S—OH
acide sulfinique ester phosphorique d’acide sulfinique thiosulfinate acide sulfénique

Figure 35: Mécanisme catalytique de Srx proposé par Jeong er al, 2006. L’acide
sulfinique est d’abord activé par phosphorylation puis réduit en acide sulfénique par
I’intervention de deux thiols, viag un intermédiaire thiosulfinate.

1.2.2.2.2 Tyr Phosphatase

Comme mentionné précédemment, H>O, peut étre utilisé en tant que messager cellulaire

secondaire. Les protéines Tyr phosphatases (PTP) sont I'une des familles de protéines
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modifiées par cet oxydant. A titre d’exemple, 1’équilibre redox cellulaire joue un réle
important dans les mécanismes régulant la fonction des facteurs de croissance. Les voies de
transduction du signal dépendantes de la phosphorylation des Tyr ainsi que de H,O, sont
impliquées directement dans cette fonction cellulaire. Ainsi, I"incubation de lymphocytes T en
présence d’H;O, entraine un taux de phosphorylation élevé des kinases de la famille Src
(Nakamura et al., 1994), cette réponse étant attribuée a I’oxydation et a I’inhibition réversible
des PTP. La régulation redox des PTP est médiée par une boucle, la P-loop, contenant la
séquence CXsR portant la Cys catalytique nucléophile. L’environnement électrostatique de
cette Cys favorise sa stabilisation sous forme thiolate, se traduisant par un pKa abaissé (5,6-
6,3) et la rend plus nucléophile et donc également plus sensible a I’oxydation. L’inactivation
réversible des PTP implique I’oxydation transitoire de la Cys catalytique sous forme d’acide
sulfénique. Cet intermédiaire Cys-SOH a été caractérisé a la fois biochimiquement,
notamment en utilisant le NBD-CI (Denu et Tanner, 1998), et structuralement ; la résolution
de la structure tridimensionnelle ayant été récemment obtenue par radiocristallographie (van
Montfort et al., 2003). Afin d’éviter 1'éventuelle suroxydation de 1’acide sulfénique, deux
stratégies ont été adoptées par les PTP pour convertir la Cys-SOH en une fonction plus stable.
La premiére, mise en évidence chez la phosphatase PTP1B, repose sur la formation d’un cycle
a cinq atomes via la formation d’une liaison sulfénylamide (-N-S-, ou sulfénamide) entre
I’atome de soufre de la Cys215 catalytique et un groupement NH amide de la Ser216
adjacente (Salmeen ef al., 2003 ; van Montfort et al., 2003) (Figure 36). C’est la premicre fois

qu’une telle modification est observée dans une protéine.
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Figure 36 : Structure tridimensionnelle et mécanisme de formation du groupement
sulfénamide dans le site actif de PTP 1B. A) Structure détaillée du cycle sulfénamide. B)
Mécanisme proposé de formation du sulfénamide cyclique a partir de la Cys215 oxydée en
acide sulfénique (d’aprés Salmeen et Barford, 2005).
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La seconde, mise en évidence chez la phosphatase Cdc25B, repose plus classiquement
sur la formation d'un pont disulfure intramoléculaire, avec une seconde Cys a proximité de la
Cys-SOH (Buhrman et al., 2005 ; Sohn et Rudolph, 2003). La régulation des PTP est permise
par la réduction de ces deux formes oxydées, sulfénamide et disulfure, par différents thiols
(Trx pour Cdc25B, GSH pour PTP1B). Cependant, ces deux mécanismes de protection de la
Cys-SOH n’empéchent pas totalement la possibilité d’une suroxydation irréversible de I’acide
sulfénique. En effet, des structures tridimensionelles de PTP1B et Cdc25B présentant une Cys

catalytique sous forme acide sulfinique et sulfonique ont été obtenues.

1.2.2.2.3 Nitrile hydratase

Les nitriles hydratases (NHases) sont des enzymes bactériennes qui catalysent

I’hydratation de la fonction nitrile en amine correspondante (Réaction 7).

R-CN + H,O = R-C(=0)-NH, (7)

Les NHases sont notamment utilisées pour la production industrielle d’acrylamide ou de
nicotinamide et dans le traitement de déchets chimiques ou de dégradation d’herbicides
(Kobayashi et Shimizu, 1998).

Les NHases sont des métalloenzymes hétérotétrameériques de type (af) (Figure 37A) et
peuvent étre divisées en deux types, contenant soit un centre Fe'' non hémique, soit un centre
Co™ non corrinoide. Certaines NHases a Fe ont la propriété d’étre photoactivables, c'est-a-
dire d’étre inactives dans I’obscurité et activées par la lumiére. Le mécanisme de
photoactivation repose sur la fixation d’une molécule de monoxyde d’azote (NO) sur le centre
a Fe dans la forme inactive, la photodissociation du NO convertissant I’enzyme sous forme
active. La détermination par radio cristallographie de la structure tridimensionnelle & haute
résolution de la forme inactive de la NHase de Rhodococcus a permis d’identifier les ligands
de I’atome de Fe (trois atomes de soufres des chaines latérales des Cys109, 112 et 114 et deux
atomes d’azotes de la chaine principale de Ser113 et de Cysl 14) ainsi que le mode de fixation
de la molécule de NO (Nagashima et al., 1998). Par ailleurs cette structure, complétée par des
résultats de spectrométrie de masse (Tsujimura ez al., 1997), a dévoilé de maniére inattendue
la modification oxydative des Cysl12 et Cysll4, respectivement sous forme d’acide

sulfinique et d’acide sulfénique (Figure 37B).
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B BArg56

aCys114-SOH

BArg141
aCys112-SO;H

aCys109

Figure 37 : Structure de la NHase de Rhodococcus et détail du site actif de I’enzyme
complexé par une molécule de NO. A) Architecture hétérotétramérique (aff), de I'enzyme.
Chaque monomére est identifié par sa couleur. B) Représentation du site actif de la NHase
renfermant le centre Fe non hémique. La Cysl 14 est oxydée en acide sulfénique, la Cysl12
en acide sulfinique (d’aprés Nagashima et al., 1998).

Ces acides sulfinique et sulfénique, situés sur la sous-unité o, sont stabilisés par
I"établissement d’interactions avec les résidus Arg56 et Argl41 de la sous-unité . Les atomes
d’oxygene O, de Serl13, Oy de Cysl12 et O; de Cysl14 forment une pince maintenant la
molécule de NO au dessus du centre Fe. Ces éléments suggérent I'implication des acides
sulfiniques et sulféniques dans le mécanisme de régulation par photoactivation de certaines
NHases a Fe. Cependant, la caractérisation structurale de la NHase a Co de Pseudonocardia
thermophila, non photosensible et ne portant pas de NO, a mis en évidence les mémes
modifications par oxydation des Cysl11 et Cysl13, équivalentes aux positions 112 et 114
(Miyanaga et al., 2001). De plus, une NHase a Fe non modifiée, s’est révélée inactive en
absence d’oxygéne. L’incubation aérobie de cette forme inactive a conduit a I’oxydation des
deux Cysl12 et 114 et a I'apparition concomitante de I'activit¢ NHase (Murakami ef al.,
2000). Ces résultats montrent clairement que 1’oxydation des Cysl112 et Cysl14 en acide
sulfinique et sulfénique est indispensable a la fonction des NHases et suggérent fortement
I"implication de ces résidus modifiés dans le mécanisme catalytique de ces enzymes. Il a été
montré que l'interaction entre Arg56 et les deux Cys oxydées influence le centre Fe,
suggérant que les atomes d’oxygenes des Cys-SO,H et Cys-SOH sont responsables de cette
optimisation de 1'état électronique du centre Fe''. Les interactions observées entre les Arg56

et Argl4l et les Cys-SO,H et Cys-SOH suggerent la stabilisation de ces Cys oxydées sous
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forme déprotonée, sulfinate et sulfénate. La détermination de 1’état de protonation de ces
groupements a été réalisée par spectroscopie Raman de résonance et a confirmé cette
hypothése (Noguchi et al., 2003).

Sur la base des structures tridimensionnelles du site actif des NHases, deux mécanismes

d’hydratation des nitriles ont été proposés (Figure 38) (Huang et al., 1997).

Mécanisme 1 : substrat coordiné par le métal Mécanisme 2 :H,O activée par le métal
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Figure 38 : Proposition de mécanismes d’hydratation des nitriles catalysés par la NHase.
Voir ci-dessous pour plus de détails (d’aprés Huang et al., 1997).

1) le substrat nitrile vient coordiner le métal, ce dernier agit en tant qu’acide de Lewis
pour activer la fonction nitrile et faciliter I’attaque nucléophile d’une molécule d’eau sur
I’atome de carbone de la fonction nitrile ou, 2) une molécule d’eau sous forme protonée ou
déprotonée vient coordiner le métal, et attaque directement le carbone de la fonction nitrile (a)
ou, alternativement, active une deuxiéme molécule d’eau, agissant a son tour comme
nucléophile (b). Dans le cadre du premier mécanisme, il a été proposé que la molécule d’eau
soit activée par les fonctions Cys-SO; et Cys-SO’, jouant alors un role de catalyseur basique.
Dans le cadre du deuxiéme mécanisme, les fonctions sulfinate et sulfénate pourraient étre

impliquées dans le positionnement et I’activation de la molécule d’eau nucléophile.

1.2.2.2.4 Protéine S100A8 murine

Les protéines S100 sont de petites protéines (10 kDa) régulatrices fixant le calcium et

intervenant notamment dans la régulation des kinases, la suppression de la progression
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tumorale, I’embryogenese ou encore la migration cellulaire. Ces protéines forment des
homodimeéres non covalents.

La protéine SIO0A8 (A8) est une protéine cytoplasmique trés abondante dans les
neutrophiles, qui est excrétée par les macrophages en réponse a un stimulus inflammatoire.
A8 est un puissant chimioattractant pour les neutrophiles et les monocytes. L’acide
hypochloreux (HOCI) étant un oxydant majeur produit par la myeloperoxydase lors de
I’activation des neutrophiles et des macrophages, 1’oxydation de A8 est fortement probable et
potentiellement délétére pour sa fonction physiologique. Ainsi, I’oxydation médiée par Cu*'
de I'unique Cys de A8 (Cys41) entraine la formation d’un homodimere li€¢ covalemment par
un pont disulfure et la perte de I’activité biologique de la protéine. La caractérisation des
produits de I’oxydation de A8 par HOCI a permis de mettre en évidence de maniére
inattendue la formation de liaisons sulfinamides, -SO-NH-, correspondant a un sulfénamide
oxydé, entre la Cys4l et des résidus Lys. La caractérisation biochimique transitoire d’un
intermédiaire acide sulfénique sur la Cys4l suggére fortement que la formation de ce
sulfinamide procéde via 1’oxydation initiale de la Cys sous forme Cys-SOH puis par I’attaque
nucléophile de I'amine d’un résidu Lys sur I’acide sulfénique (Figure 39) (Raftery et al.,
2001).
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Figure 39 : Mécanisme de formation du groupement sulfinamide au sein de la protéine
S100A8 (d’aprés Raftery et al., 2001).

L’oxydation de A8 sous forme de sulfinamide entraine un état monomérique de la
protéine, mais pas la perte de la fonction chemoattractante de la protéine. Ainsi, I’ensemble de
ces résultats suggére que les différentes modifications redox de A8 représentent un

mécanisme de régulation contrdlant le recrutement des leucocytes provoqué par AS8.
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1.2.2.2.5 Albumines Sériques Humaine et Bovine

L’albumine sérique humaine (HSA) est la protéine plasmatique la plus abondante,
présente a une concentration d’environ 0,6 mM. La HSA est impliquée notamment dans la
maintenance de la pression osmotique ainsi que dans le transport de plusieurs composés
(acides gras, hormones). Il a été proposé que I’albumine puisse jouer un réle antioxydant, du
fait de sa réactivité avec différentes espéces oxydantes. Cette réactivité est permise par la
présence de la Cys34, seul thiol libre de la HSA et représentant a lui seul prés de 80 % des
thiols plasmatiques.

La réaction entre HSA et différents composés tels que NO, le peroxynitrite ou H>O»,
entraine I’oxydation de la Cys34 sous forme d’acide sulfénique. La formation de Cys-SOH
dans la HSA a été caractérisée biochimiquement grace a sa réactivité vis-a-vis de réactifs tels
que le NBD-CI, la dimédone ou I’arsenite (Carballal er al., 2003 ; DeMaster et al., 1995 ;
Kratochwil er al., 1998). Cet acide sulfénique peut ensuite réagir avec des thiols de faibles
poids moléculaires, tels que le GSH, pour former un pont disulfure mixte HSA-S-S-R,
représentant jusqu'a 25 % de la HSA circulante.

La stabilisation de la Cys34-SOH a été attribuée a I’absence d’autres Cys a proximité de
la position 34 et a des facteurs stériques empéchant la formation de ponts disulfure
intermoléculaires. En effet, I'’examen de la structure tridimensionnelle de la HSA montre que
la Cys34 est située dans une crevasse hydrophobe, dont I’accés au solvant semble étre limité
par la chaine latérale du résidu Tyr84, qui contribue également a I’hydrophobie du

microenvironnement de la Cys34 (Figure 40).
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Figure 40 : Représentation de ’environnement de la Cys34 au sein de la structure de
I’albumine sérique humaine. Les résidus Tyr84 et His39 sont supposés étre impliqués dans
la stabilisation de I’acide sulfénique formé sur la Cys34 (d’aprés Kratochwil ez al., 1998).
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Du fait de la stabilisation de la forme thiolate de la Cys34 (pKa = 5-7), il a été proposé
que la forme oxydée stabilisée au sein de HSA soit plutot la forme déprotonée Cys-SO, le
résidu His39 étant bien positionné pour assurer la stabilisation de ce sulfénate.

La réactivité redox de HSA a pris une nouvelle importance assez récemment par la mise
en évidence de son implication dans ["activation réductrice de composés 10dés analogues de
I’anticancéreux cisplatine (CiS[Pt“\'}Clg(NH})g]). de type [Pt(en)(OH),l>]. L intérét porté a
cette réaction repose sur I’observation que les composés anticancéreux comme le cisplatine
sont activés par réduction dans le plasma sanguin. Un mécanisme réactionnel a été proposé
(Figure 42) qui repose sur I'attaque nucléophile du thiolate de la Cys34 sur I'un des ligands
iodo, formant un intermédiaire Cys-SI. Cet intermédiaire serait ensuite hydrolysé en Cys-

SOH (Kratochwil ef al., 1998).
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Figure 41 : Mécanisme de réduction de composés du type [Pt(en)(OH),1;] par I’albumine
sérique humaine et formation concomitante d’un acide sulfénique sur la Cys34 (d’aprés
Kratochwil er al., 1998).

II a été montré trés récemment que 1’oxydation de la BSA, I'homologue bovin de la
HSA, par le nitroxyl (NOH) entraine la formation d’un cycle intramoléculaire, via la création
d’une liaison sulfinamide, de maniére analogue a I’observation faite sur la protéine SI00A8
(Shen et English, 2005). Bien que ne faisant a priori pas intervenir d’intermédiaire acide
sulfénique, mais plutét de type N-hydroxysulfénamide, il s’agit d’un nouvel exemple de

mécanisme de formation de sulfinamide au sein d’une protéine.

1.2.2.3 Régulation redox de facteurs de transcription

Comme décrit précédemment, le concept émergeant de régulation redox est renforcé par

de nombreuses preuves expérimentales indiquant que I'état redox cellulaire influence et
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régule différents aspects de la fonction cellulaire. Ainsi, le mécanisme d’activation de
plusieurs régulateurs transcriptionnels repose sur 1’oxydation de résidus Cys au sein de ces

protéines.

1.2.2.3.1 Facteurs bactériens (OxyR/OhrR)

OxyR est fréquemment cité comme I’exemple caractéristique de la régulation redox
d’un facteur de transcription. En réponse a H,O,, OxyR active I’expression de plusieurs génes
impliqués dans la défense cellulaire antioxydante. Cependant, la nature exacte des événements
redox contrdlant son activité est devenue le centre de récentes controverses.

La formation d’un acide sulfénique stable a initialement été proposée comme étant
I’origine moléculaire de I’activation de OxyR (Storz et al., 1990). 1l fut ensuite proposé que
cet acide sulfénique était un intermédiaire réagissant avec une seconde Cys pour former un
pont disulfure, identifié par spectrométrie de masse et par radiocristallographie (Choi et al.,
2001 ; Zheng et al., 1998). Ce modéle a été remis en question récemment par la mise en
évidence de multiples formes oxydées, -SNO (nitroso), -SOH, -S-SG (glutathionylée) d’OxyR
ayant une capacité activatrice (Kim es al, 2002). Il semble tout de méme clair que la

formation d’un acide sulfénique soit impliquée au moins en partie dans 1’activation d’OxyR.

L’étude du répresseur OhrR a permis de conforter I'implication d’un acide sulfénique
fonctionnel dans un régulateur transcriptionnel. Sous forme réduite, OhrR vient se fixer sur la
région promotrice du géne codant la peroxydase Ohr, empéchant ainsi son expression
(Fuangthong et al., 2001 ; Hong et al., 2005). L’ajout de peroxyde entraine la dissociation de
ce répresseur et induit 1’expression de I’enzyme. Chez Bacillus subtilis, 1’oxydation en acide
sulfénique du seul résidu Cys de la protéine OhrR a été montrée grace a sa réactivité avec le
NBD-CI (Fuangthong et Helmann, 2002). Il est probable que cette oxydation réversible soit le
déclencheur de la dissociation du répresseur. Chez Xanthomonas campestris, la présence d’un
deuxiéme résidu Cys permet la formation d’un pont disulfure a partir de I"intermédiaire Cys-

SOH (Panmanee et al., 2006).

1.2.2.3.2 Facteurs eucaryotes (Yapl)

Bien que basée sur des résultats expérimentaux indirects, 1’implication d’acides

sulféniques fonctionnels a été proposée en tant qu’intermédiaires clés de la régulation redox
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de facteurs de transcription tels que Fos et Jun, la protéine E2 du papillomavirus bovin ou
encore la sous-unité NF-xB p50. Il reste encore a mettre en évidence biochimiquement ou

structuralement la formation de ces acides sulféniques.

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, Yapl est un facteur de transcription
controlant 1’activation de génes codant des enzymes impliquées contre le stress oxydant.
L’activation de Yapl repose indirectement sur la formation d’un acide sulfénique. En effet, la
peroxydase a Cys Gpx3 joue en plus de son réle dans la défense antioxydante, le role de
senseur de stress oxydant et d’activateur de Yapl. De la méme maniere que pour les Prx, en
présence de peroxyde, un acide sulfénique est formé dans le site actif de Gpx3, une deuxiéme
Cys pouvant ensuite venir former un pont disulfure. Cependant, cet intermédiaire Cys-SOH a
probablement une durée de vie suffisante pour conduire a la formation d’un pont disulfure
intermoléculaire avec une Cys de Yapl. Le complexe Gpx3-Yapl ainsi formé subit alors un
échange de pont disulfure via I’attaque d’une deuxieme Cys de Yapl (Delaunay et al., 2002).
Le facteur de transcription est alors oxydé sous forme de pont disulfure. Cette oxydation est
supposée modifier la conformation du signal d’export nucléaire de Yapl et déclencher son

adressage au noyau, ou il pourra jouer son réle de facteur de transcription.

PARTIE Il : OXYDATION DES METHIONINES ET CONSEQUENCES
POUR LA FONCTION DES PROTEINES

Le stress oxydant auquel peut étre soumise toute cellule peut étre défini comme une
situation de déséquilibre entre la production de composés oxydants et leur ¢limination par les
systemes de défense antioxydants. Un stress oxydant peut donc étre provoqué soit par une
augmentation de la production d’oxydants, soit par la diminution de I’efficacité des systémes
antioxydants.

Helmut Sies introduisit ce terme de stress oxydant en 1985 et le définit comme une
perturbation de la « balance » entre prooxydant et antioxydant en faveur des premiers,

conduisant a des dommages potentiels pour la cellule.

Les composés oxydants biologiques sont majoritairement des Formes Activées de

I’Oxygeéne (FAO). Ces FAO sont produites en faibles quantités par les organismes aérobies,
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leur production pouvant étre augmentée en réponse a diverses stimulations exogenes
(rayonnement UV, solvant, hyperoxie, réponse immunitaire).

Les FAO sont principalement des produits de la réduction de O, et incluent des composés
radicalaires, tels que 1’anion superoxyde O," et le radical hydroxyle HO®, ainsi que des
composés non radicalaires, tels que le peroxyde d’hydrogéne H,O, et I’acide hypochloreux

HOCL
I1.1 Oxydation de la Met par les FAO

Deux voies majeures d’oxydation de la Met peuvent étre différenciées, les processus
d’oxydation a un électron d’une part, et les processus a deux électrons d’autre part.
Formellement, 1’oxydation a deux électrons d’un sulfure forme un di-cation (Réaction 8). En

milieux aqueux, ce di-cation est transformé en sulfoxyde correspondant (Réaction 9).

R2S > R,S* +2¢ (8)
R>S*" + H,0 2 R,S=0 (9)

Plusieurs oxydants a deux électrons sont capables d’oxyder ainsi directement la Met
(HOCI, H>0,, ROOH, ONOOH).

L’oxydation a un électron d’un sulfure forme un radical cation (Réaction 10). C’est une
espéce chimique extrémement instable, qui peut se convertir en une série d’intermédiaires et

de produits.
R,S 2 R,S*" + 1e (10)

L’oxydation a un électron de ce radical cation conduit au dication vu précédemment.
Dans les paragraphes suivants, les mécanismes d’oxydation a un ou deux électrons de la Met
en MetSO par les FAO formées en conditions de stress oxydant seront décrits brievement.
L’oxydation de la Met en sulfone ne sera pas traitée. Cette oxydation est possible mais

nécessite des conditions drastiques (Pour revue, voir Schoneich, 2005).

I1.1.1 Radical hydroxyle
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Une caractéristique importante des réactions entre radical hydroxyle (HO®) et sulfure
réside dans le fait qu’il s’agit d’oxydations a un électron.
La premiére étape de la réaction entre HO® et un sulfure est son addition sur I’atome de

soufre, formant transitoirement un radical hydroxysulfuranyl (Réaction 11).

HO® + R,S = HO-*SR; (11)

Ce radical hydroxysulfuranyl est plutot instable, a moins d’étre stabilisé par des liaisons
H. Sa réactivité au sein d’un peptide ou d’une protéine est particuliecrement complexe,
impliquant en particulier la déshydratation du radical hydroxysulfuranyl et la formation
d’intermédiaires radical cations a liaison a trois électrons de type S..N ou S..O (deux
électrons dans une orbitale o liante, un électron dans une orbitale o* antiliante). Au sein d’une
protéine, de tels intermédiaires peuvent évoluer vers différentes modifications, notamment le
"clivage" de la chaine principale.

Un sulfoxyde n’est formé qu’en présence d’O,, de multiples mécanismes réactionnels
étant envisageables. Il a été montré qu’au sein d’un peptide, I'intermédiaire radical cation de
type S..N peut réagir avec O, pour former un azasulfonium, hydrolysable en sulfoxyde
(Miller et al., 1998).

Le radical hydroxysulfuranyl peut aussi réagir directement avec O, pour former un
intermédiaire radical peroxyl (Schoneich et Bobrowski, 1994). Ce radical peroxyl peut ensuite
réagir via une oxydation a deux électrons pour former un sulfoxyde. Il est intéressant de noter
que dans ce cas, I’oxygeéne du sulfoxyde ne provient pas du peroxyde, indiquant I’implication

d’une molécule d’eau.

11.1.2 Peroxyde d’hydrogéne

La réaction de H,O, avec la Met est un processus d’oxydation a deux électrons, résultant

en un transfert formel d’oxygéne (Réaction 12).

R,S + H,0, 2 R,S=0 + H,0 (12)

Ce mécanisme est considéré comme une réaction SN2 accompagnée de la rupture
hétérolytique de la liaison O-O. Des calculs récents portant sur I’étude théorique de

I’oxydation du DMS par H;O, en présence de molécules d’eau ont conduit a proposer un
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mécanisme impliquant plusieurs molécules d’eau dans la stabilisation de 1’état de transition de
la réaction (Chu et Trout, 2004). La réaction se produit via 1’allongement de la liaison O-O de
H>0; et la réduction de la distance S-O, entrainant la rupture de la liaison O-O et la formation
de la liaison S-O. Une distribution de charge est observée entre les deux oxygenes de H>O;
lors de cette réaction. Deux a trois molécules d’eau stabilisent cette séparation de charge
présente au niveau de I’état de transition, via des interactions spécifiques incluant une
polarisation locale et 1’établissement de liaisons H (Figure 42). Le transfert d’hydrogene
encore porté par I’oxygene du sulfoxyde vers I’hydroxyle issu de H>O, se produit aprés 1’état

de transition.
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Figure 42 : Représentation de I’état de transition de la réaction d’oxydation du DMS par
H;0,. Dans ce modele, trois molécules d’eau stabilisent la distribution de charge induite par
la séparation entre les deux oxygénes de H>O; (O; et O3) (d’apreés Chu et Trout, 2004).

Ce modéle est en accord avec I’observation expérimentale de la non-variation de la
vitesse de cette oxydation en fonction du pH, aucun proton supplémentaire n’étant nécessaire
dans le modéle. Enfin, ce modéle est conforté par la mise en évidence d’une bonne corrélation
entre les vitesses d’oxydation par H,O, des quatre Met d’une protéine modéle (le
"granulocyte colony-stimulating factor") et la présence de molécule d’eau a proximité

immédiate des soufres de ces Met (Chu ef al., 2004).
Par ailleurs, un réle catalytique potentiellement important a été attribué au dioxyde de
carbone. En effet, la perhydratation réversible du CO, par H,O, génére des ions

peroxomonocarbonates, HCOy4', capables d’oxyder la Met 100 fois plus rapidement que H,0,.

I1.1.3 Peroxynitrite
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Le peroxynitrite, ONOO, et I’acide peroxynitreux, ONOOH, oxydent la Met en MetSO.
Cette oxydation se déroule selon un mécanisme complexe, aboutissant majoritairement a
’oxydation a deux électrons de la Met en MetSO.

Récemment, il a été proposé un mécanisme réactionnel, initié par I’attaque nucléophile
du soufre de la Met sur I’azote électrophile de 1’acide peroxynitreux. Cet adduit intermédiaire
perdrait un groupement hydroxyle avant I’addition d’une molécule d’eau, libérant la MetSO

et le nitrite (Perrin et Koppenol, 2000) ( Figure 43).
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Figure 43 : Mécanisme d’oxydation de la Met par le peroxynitrite (d’aprés Perrin et
Koppenol, 2000).

Cette étude suggere que les nitrites formés lors de cette réaction oxydent la Met via un
processus a un électron et entrainent la formation de produits de dégradation comme
I’éthyléne ou le méthional. L’apparition de ces produits avait conduit antérieurement a la
proposition d’un mécanisme complexe d’oxydation a un électron de la Met par le

peroxynitrite (Pryor ez al., 1994).

I1.2 Conséquences de I’oxydation des Met

Il est bien établi que I’oxydation des chaines latérales de résidus au sein d’une protéine

peut entrainer des changements de conformation ou un dépliement de la protéine, et avoir des
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conséquences importantes sur sa fonction biologique. Ces observations s’appliquent au cas de
la Met, dont la chaine latérale est particulierement hydrophobe. Ainsi, les Met peuvent étre
présentes au sein de régions hydrophobes des protéines et leur oxydation en sulfoxydes,
fonction polaire et hydrophile, crée une perturbation déstabilisatrice tendant a modifier la
structure de la protéine afin d’amener ces sulfoxydes dans un environnement plus polaire.
L’oxydation des Met en MetSO peut étre considérée comme une modification post-
traductionelle non enzymatique des protéines. Cette modification est impliquée notamment
dans la modulation, voire méme la perte de I’activité des protéines. Récemment, il a été
proposé que I’oxydation des Met en MetSO puisse aussi jouer un role dans le mécanisme de
maladies neurodégénératives. Par ailleurs de par leur sensibilit¢ a 1’oxydation, les Met
peuvent agir en temps que pieges a FAO. Enfin, il a ét¢ montré que I’oxydation des Met fait

partie des signaux d’adressage des protéines suroxydées vers les voies de dégradation.

IL.2.1 Implication dans la lutte contre les FAO

La grande sensibilité¢ des Met a I’oxydation et la constatation que dans certains cas leur
conversion en MetSO au sein d’une protéine n’entraine aucune perturbation de sa fonction a
conduit a proposer que les Met puissent servir de pieges a FAO et ainsi protéger d’autres
résidus de la protéine essentiels a son activité. C’est par exemple le cas de la glutamine

synthétase, ou de I’a2-macroglobuline.

11.2.2 Modulation de la fonction des protéines

En fonction de leur localisation, 1’oxydation de résidus Met peut entrainer une
modification structurale d’un site actif ou d’un site de fixation d’un ligand et ainsi moduler la
fonction de la protéine oxydée.

Devant le nombre trés élevé d’études portant sur les conséquences de 1’oxydation des
Met, seuls les exemples les mieux documentés seront présentés dans la suite de ce paragraphe.
Les exemples de modulation de I’activité de protéines et de peptides par oxydation de résidus

Met cités dans le Tableau | ne seront pas développés.
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Protéine ou peptide Référence

Protéine ribosomale L12 Caldwell et al., 1978
Lysozyme Jori et al., 1968

Pepsine Kido et Kassell, 1975
Ribonucléase Neumann et al., 1962
a-Chymotrypsine Schachter et Dixon, 1962
Cardiotoxine du venin de serpent Carlsson et Louw, 1978
Hormone parathyroide Frelinger et Zull, 1986
Calcitonine Tobler et al., 1983
Lipoxygenase Rapoport et al., 1984
Inhibiteur de I’activateur du plasminogéne Lawrence et Loskutoff, 1986
Thrombomoduline Glaseret al., 1992

High Mobility Group Protein HMG-D Dow et al., 1997

A-1 apolipoprotéine Sigalov et Stern, 1998
Fibronectine Miles et Smith, 1993

Tableau 1: Exemples de protéines et peptides dont les activités biologiques sont
affectées par ’oxydation des Met (d’apres Brot et Weissbach, 2000).

11.2.2.1 Inhibiteurs de protéases

L’al-antitrypsine fait partie de la famille des serpines, protéines inhibitrices de
protéases. L oxydation des Met351 et Met358 est responsable de la diminution de I’activité
inhibitrice de la protéine vis-a-vis de sa cible, 1’élastase, conduisant a une dérégulation de
I’activit¢ de la protéase. Cette dérégulation est impliquée dans des phénomenes
inflammatoires comme 1’emphyséme pulmonaire (Taggart et al., 2000).

D’autres serpines, comme 1’a2-antiplasmine ou I’antithrombine I1I, présentent la méme
sensibilité a I’oxydation, formant des MetSO et diminuant I’affinité des inhibiteurs vis-a-vis
de leurs cibles.

11.2.2.2 Calmoduline

La calmoduline est une protéine fonctionnant comme un senseur clé du signal calcium et
module le métabolisme cellulaire au travers de son association réversible avec plus de 50
cibles protéiques différentes, dont les pompes et canaux a calcium. La sensibilit¢ de la
calmoduline vis-a-vis des FAO fournit un moyen efficace pour diminuer le métabolisme
cellulaire lors de conditions de stress oxydant. Cette sensibilité se traduit par 1’oxydation de
plusieurs des 9 Met de la protéine en MetSO (Pour revue, voir Bigelow et Squier, 2005).

En effet, a 1’état normal, non oxydée, la calmoduline se lie avec le domaine inhibiteur de
la pompe Ca-ATPase, induisant la levée de I'inhibition de I’enzyme. Apres oxydation des
Met144 ou 145, la calmoduline oxydée se fixe toujours sur I’ATPase mais y stabilise alors la

forme inhibée de la pompe membranaire.
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La reconnaissance des cibles est réalisée via des interactions hydrophobes, établies au
niveau de chacun des deux domaines globulaires de la calmoduline, reliés entre eux par la
région centrale. Les implications structurales de 1’oxydation des Metl44 et 145 pour la
protéine libre ou associée a un peptide correspondant au site de fixation sur I’ATPase ont été
caractérisées récemment par dichroisme circulaire et surtout par RMN (Anbanandam et al.,
2005). I1 a ainsi pu étre clairement établi que I’oxydation en MetSO des Metl44 et 145,
situées dans I’hélice H du domaine C terminal de la calmoduline, agit comme un interrupteur
induisant le passage de la calmoduline dans une conformation incapable d’activer la Ca-
ATPase. Ces changements structuraux sont caractérisés par 1) la déstabilisation et le
raccourcissement d’une hélice, 2) une restructuration du domaine globulaire C-terminal et de
la région centrale, et 3) la perte de nombreux contacts entre la calmoduline et sa cible,
empéchant la stabilisation de cette région et donc I’activation de I’ATPase.

La propension des MetSO a déstabiliser une hélice a, au contraire des Met, a conduit a
proposer que cette oxydation joue un rdéle général d’interrupteur conformationnel redox,
permettant de moduler I’activité de protéines régulatrices. Un tel mécanisme serait impliqué
dans I’inactivation de la protéase du VIH-2 (Davis et al., 2000), de la chaperone sHsp
(Harndahl er al., 2001), de la thrombomoduline (Wood ef al., 2003a) et de la protéine
régulatrice phospholamban (Bigelow et Squier, 2005).

I1.2.2.3 Canaux ioniques

Les canaux ioniques participent a de trés nombreux processus allant de I’excitation et la
signalisation cellulaire jusqu'a I’excrétion d’hormones. Plusieurs types de canaux a potassium
sont sensibles a 1’oxydation, provoquant une modification de leurs propriétés.

Ainsi, il a ét¢ montré que I’oxydation du résidu Met3 du canal voltage-dépendant
Shaker C/B de la drosophile entraine une augmentation du temps de non-activabilité¢ de la
protéine (Ciorba ef al., 1997). Cette oxydation peut étre médiée par NO (Ciorba ef al., 1999).

Les canaux Ca”'-dépendant sont également soumis a une régulation redox complexe. En
particulier, il a ét¢ montré récemment que 1’oxydation des résidus Met536, 712 et 739 facilite
’ouverture du canal, de sorte que, méme en absence de calcium, le canal peut s’ouvrir. Ce
mécanisme pourrait servir de défense en cas de stress oxydant, en favorisant un état inactif de

la cellule via I’efflux de potassium (Santarelli et al., 2006).
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11.2.2.4 Ffh

Chez les bactéries et les eucaryotes, |’adressage des protéines peut se faire via le
systeme dépendant de SRP (Signal Recognition Particle). Chez les bactéries, le complexe
SRP est constitu¢ de la protéine Ffh, liée a I'ARN 4,5S. Fth posséde un domaine riche en Met,
le domaine M, qui est a la fois le site d’interaction avec I’ARN 4,58 et avec la séquence signal
hydrophobe de la protéine a exporter. Il a pu étre montré in vitro que I’oxydation de Ffh est
caractérisée par la formation de MetSO au sein du domaine M. Cette oxydation entraine une
perte de la capacité de Ffh a interagir avec I’ARN 4,5S et a former le complexe SRP. Il a
¢galement été démontré in vivo que 'oxydation de Ffh a pour conséquence d’entraver

I’adressage des protéines par la voie SRP (Ezraty et al., 2004).

I11.2.3 Implication dans les maladies neurodégénératives

L’agrégation de I’a-synucléine dans les neurones dopaminergiques du cerveau est une
étape cruciale observée lors de la maladie de Parkinson. Le stress oxydant fait partie des
facteurs favorisant le développement de la pathologie (Beal, 2003 ; Dawson et Dawson, 2003).
In vitro, I’oxydation douce de I’a-synucléine convertit sélectivement les quatre résidus Met de
la protéine en MetSO. Cette oxydation entraine I’inhibition de la fibrillation de la protéine.
Cette inhibition est due a la stabilisation d’oligoméres solubles de I’a-synucléine (Uversky et
al., 2002). Cependant, la présence de métaux durant l’oxydation peut complétement
contrebalancer cette inhibition et entrainer la fibrillation de la protéine (Yamin ez al., 2003).
Les oligomeéres agrégés d’a-synucléine pouvant étre cytotoxiques, ces résultats indiquent qu’a
la fois le stress oxydant et la présence de métaux joueraient un role important dans
I’agrégation de I’a-synucléine et dans la maladie de Parkinson (Pour revue, voir Glaser et al.,
2005).

La pathologie de la maladie d’Alzheimer est associée a la formation et au dépot de
peptides amyloides dans le cerveau. La toxicité observée du peptide serait due a sa capacité a
produire des FAO radicalaires, une réaction qui serait médiée par I’oxydation du résidu Met35
par un atome de Cu lié au peptide (Schoneich, 2002 ; Varadarajan ef al., 1999). De fagon
similaire a I’a-synucléine, ’oxydation en MetSO de la Met35 du peptide amyloide inhibe sa
fibrillation et augmente sa solubilité (Hou ez al., 2002). Le peptide oxyd¢ est toujours capable
de catalyser la formation de FAO, pouvant alors conduire & d’autres modifications du peptide

et a sa fibrillation (Schoneich et al., 2003).
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Enfin, la conversion de la forme normale de la protéine prion (PrPc) en sa forme
pathogénique (PrPsc) implique probablement des changements de conformation associés a
des modifications post-traductionnelles (Jackson et al., 1999). Le PrPc peut fixer un atome de
cuivre et posseéde un résidu Met129 exposé au solvant. Il a été montré que cette Met peut étre
oxydée en MetSO en présence de cuivre (Wong ef al., 1999). Un mécanisme de génération de
radicaux similaire a ceux décrits précédemment a été proposé, conduisant a une oxydation

accrue de PrPc et a son agrégation, ce processus étant toxique pour les cellules neuronales.

11.2.4 Adressage vers les voies de dégradation

Les protéines dont le degré d’oxydation est trop important pour étre réparé sont
dégradées par la cellule. Dans les cellules eucaryotes, les protéines oxydées sont dégradées
dans le cytoplasme et le noyau par le systéme protéasomique (Shringarpure ef al., 2001), alors
que dans la matrice mitochondriale cette dégradation est assurée en partie par la protéase Lon
(Bota et Davies, 2002). Le protéasome 20S est le ceeur catalytique du protéasome 26S qui est
impliqué dans la dégradation des protéines ubiquitinilées. Les protéines oxydées sont
dégradées indépendamment par le protéasome 20S, & partir d’une reconnaissance spécifique
des zones hydrophobes exposées par ces protéines (Davies, 2001). En effet, comme décrit
précédemment, ’oxydation des Met en MetSO peut conduire a des changements de
conformation entrainant une exposition de zones hydrophobes normalement enfouies au sein

de la protéine et ainsi leur reconnaissance par le protéasome.

PARTIE III : LES METHIONINE SULFOXYDE REDUCTASES

L’oxydation de la fonction thioether de la Met conduit a la formation des deux
stéréoisomeres R et S sur le soufre de la fonction sulfoxyde. La famille des Msr catalyse la
réduction stéréospécifique des MetSO libres ou incluses au sein d’une protéine. Les Msr de
classe A (MsrA) réduisent I’isomere S de la fonction sulfoxyde et les Msr de classe B (MsrB)
I’isomere R.

La premicre mise en évidence d’une activité Msr a été rapportée en 1979 par I’équipe de

Brot et Weissbach (Ejiri et al., 1979).
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IIL.1 Réle physiologique des Msr, un systéme de réparation aux multiples
implications

II1.1.1 Role dans la lutte contre le stress oxydant

L’importance physiologique de la MsrA dans la résistance au stress oxydant a été
particulieérement documentée au cours des dix derniéres années.

Ainsi, la premiére mise en évidence de la fonction de MsrA in vivo a été obtenue a partir
de I’étude d’une souche d’E. coli n’exprimant plus I’enzyme (Moskovitz et al., 1995). Cette
souche présente une plus grande sensibilit¢ a H,O, lors de culture sur milieu solide. Cette
¢tude a ensuite été complétée, étendant la sensibilité accrue de la souche msr4™ aux FAO et
FAA en général (St John et al., 2001).

Le méme phénotype a été¢ observé chez les microorganismes étudiés par délétion ou
inactivation du gene msrA (Alamuri et Maier, 2004 ; Douglas et al., 2004 ; Moskovitz et al.,
1997 ; Singh et Moskovitz, 2003 ; Vattanaviboon ef al., 2005).

Les résultats obtenus chez les organismes eucaryotes supérieurs sont en accord avec les
observations précédentes. D’une part, des souris n’exprimant pas de MsrA ont une espérance
de vie plus courte et sont plus sensibles a des conditions hyperoxiques que les animaux
témoins et développent un défaut neurologique caractérisé par un trouble de la marche
(Moskovitz et al., 2001). D’autre part, la surexpression de MsrA dans des lymphocytes T
humains augmente la résistance des cellules au stress oxydant induit par HO, (Moskovitz et
al., 1998). De maniére similaire, des cellules PC12 humaines surexprimant MsrA sont moins
sensibles au stress oxydant généré par des conditions d’hypoxie/réoxygénation (Yermolaieva
et al., 2004). Depuis quelques années, les activités Msr, au niveau de deux organes
particuliers, la peau et I’ceil ont été particulierement étudiés. Ainsi, il a été montré que la
surexpression de MsrA dans des fibroblastes humains confére a ces cellules une résistance
accrue au stress oxydant induit par H,O, mais pas par les UVA (Picot ef al., 2005). Le role
antioxydant de MsrA a été mis en évidence dans les cellules épithéliales de la lentille humaine,
la surexpression de MsrA entrainant une protection des cellules contre le stress oxydant
généré par H,O,, la réduction de I’expression de MsrA par I'utilisation de petits ARN
interférant rendant les cellules plus sensibles a ce stress (Kantorow et al., 2004). Des travaux
sur le méme type cellulaire ont montré que MsrB joue un rdle équivalent a celui de MsrA, la

réduction de I'expression du geéne msrB par I'utilisation de petits ARN interférant conduisant
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a une diminution de la viabilité des cellules et de leur résistance au stress oxydant (Marchetti
et al., 2005). La réduction de I’expression de MsrA par I’utilisation de petits ARN interférant
dans les cellules pigmentées épithéliales de la rétine chez I’homme et le singe conduit au
méme type d’observations (Lee ef al., 2006 ; Sreekumar et al., 2005).

Enfin, la surexpression de MsrA dans les cellules nerveuses de la drosophile entraine
non seulement une résistance accrue au stress oxydant généré par le paraquat (viologen), mais
également une augmentation de 70 a 80 % de la longévité des animaux ainsi qu’une activité
reproductrice prolongée (Ruan e al., 2002). (Pour revue, voir Moskovitz, 2005 ; Stadtman et
al., 2005 ; Weissbach et al., 2005).

I11.1.2 Role dans la réparation des protéines et la régulation de leurs

fonctions

Comme présenté au chapitre 11.2.2, I'oxydation des Met en MetSO peut entrainer la
modulation de I’activité biologique d’une protéine. La possibilité de réduire ces MetSO grace
aux MsrA et MsrB a conduit a proposer que ce mécanisme d’oxydation/réduction puisse
constituer dans une certaine mesure une voie de régulation, comparable au mécanisme de
phosphorylation/déphosphorylation.

Plusieurs études in vitro ont permis de mettre en évidence la réparation par MsrA et/ou
MsrB de protéines inactivées par 1’oxydation de Met. Ainsi, toutes les protéines citées au
chapitre 11.2.2 (Tableau 1 non inclus) sont des protéines dont I’activité est restaurée par le
systéeme Msr.

Les exemples les mieux caractérisés sont sans doute ceux de la calmoduline et de Ffh.

I11.1.2.1 Calmoduline

La réparation par MsrA et MsrB de la calmoduline oxydée a été étudiée en détail in
vitro, notamment grace a I’'utilisation de plusieurs techniques de spectrométrie de masse. Cet
outil a permis de suivre spécifiquement la réduction par MsrA de chacune des neuf MetSO
présentes dans la calmoduline oxydée. L utilisation seule de MsrA ne permet pas la réparation
compléte des isomeres R et S des MetSO initialement présente sur la calmoduline, mais
permet tout de méme la réactivation de la fonction activatrice de la calmoduline vis-a-vis de la

Ca-ATPase (Sun et al., 1999). De maniere équivalente, MsrB seule ne peut réduire les deux

63



Introduction : Méthionine Sulfoxyde Réductases

isomeres des MetSO de la calmoduline oxydée. En revanche, I'utilisation combinée de MsrA
et MsrB conduit a la réduction compléte de la calmoduline (Grimaud et al., 2001).

Cet exemple de la calmoduline illustre bien I'implication du cycle « oxydation des Met
en MetSO par les FAO / réduction des MetSO en Met par les Msr » dans des mécanismes
cellulaires redox de régulation. Ce cycle redox subit par la calmoduline intervient dans la
régulation du métabolisme cellulaire, 1’accumulation de calmoduline oxydée lors d’un stress
oxydant sévere entrainant une répression du métabolisme de la cellule afin de diminuer la

génération de FAO.

I11.1.2.2 Ffh

Une étude similaire a été conduite sur la protéine Ffh (Ezraty et al., 2004) et a permis de
mettre en évidence la réduction par MsrA et MsrB des MetSO présentes sur Ffh suite a son
oxydation par H,O,. Cette réparation permet a Ffh de retrouver sa propriété a se lier a ’ARN
4,5S, indispensable a la reconnaissance de la séquence signal portée sur les protéines a
adresser a la membrane. De plus, 1’étude d’une souche d’E. coli dont les génes msrA et msrB
ont été inactivés a révélé que ’absence de MsrA et MsrB induit I’accumulation de Ffh sous
forme oxydée, conduisant a I’altération de 1’adressage des protéines dépendant de SRP.

Ainsi, le cas de Ffh représente un exemple trés clair du réle crucial de réparation joué
par les Msr, indispensable pour assurer dans ce cas la fonctionnalité du complexe Ffh/ARN

4,58 et I’adressage des protéines a la membrane.

I11.1.3 Roéle dans le vieillissement cellulaire

Le vieillissement cellulaire est caractérisé par I’accumulation de protéines oxydées dans
les cellules. Initialement, la cause de cette accumulation a été attribuée a une baisse de
I’activité du protéasome (Friguet et al., 2000) et de la protéase mitochondriale Lon (Bakala et
al., 2003) au cours de la vie d’une cellule. La possibilité que des systemes de réparation des
protéines oxydées, comme les Msr, puissent également étre impliqués dans la diminution de
I’activité de réparation des protéines liée a I’age a été récemment envisagee.

En plus des études précédemment citées (chapitre III.1.1) mettant en évidence
I’influence de MsrA sur la longévité de différents organismes génétiquement modifiés, il a été
montré chez le rat une diminution significative de ’activité Msr au niveau du foie, du rein et

du cerveau durant le vieillissement cellulaire (Petropoulos et al., 2001). La diminution de
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I’activité Msr a également été observée dans des fibroblastes humains au cours de leur
vieillissement, corrélée avec la diminution de 1’expression des genes codant la MsrA et une
MsrB (Picot ef al., 2004).

Ces données indiquent que les capacités de réparation du systéeme Msr sont diminuées
lors du vieillissement, contribuant probablement a 1’accumulation des protéines oxydeées.

(Pour revue, voir Friguet, 2006 ; Petropoulos et Friguet, 2005 ; Stadtman ez al., 2005).

I11.1.4 Réle dans la virulence de bactéries pathogénes

Ces derniéres années ont vu I’émergence inattendue des MsrA en tant que facteur de

virulence nécessaire a plusieurs microorganismes pathogénes.

Erwinia chrysanthemi est une bactérie pathogéne des plantes, ne présentant pas de
spécificité d’hotes. L’inactivation du géne msrA empéche la bactérie d’infecter la plante, tout
en augmentant sa sensibilité vis-a-vis d’agents oxydants (Hassouni et al., 1999). Ainsi, ces
résultats suggérent que la réduction de la virulence observée est due a la diminution de la
survie du pathogéne dans la plante, cette derniére se protégeant par une production augmentée
de FAO.

Staphylococcus aureus est une des causes majeures d’infections nosocomiales.
L’inactivation de ’opéron contenant les génes msrA et msrB cause une atténuation de la
virulence de la bactérie (Singh et Moskovitz, 2003). Cet opéron est également induit par une
série d’antibiotiques ciblant la paroi bactérienne (Singh et al., 2001). Ces résultats suggérent
un lien entre les activités MsrA/MsrB et la biochimie de la paroi cellulaire. Les mécanismes

sous-jacents a ces observations ne sont pas encore connus.

N. gonorrhoeae se développe dans le tractus urogénital humain et est responsable de la
blennorragie (Shafer et Rest, 1989). N. meningitidis réside naturellement dans le nasopharynx
mais peut entrainer des méningites en cas de déprime immunitaire (Suker et Feavers, 2001).
L’espéce Neisseria présente la particularité de posséder une protéine multidomaine appelée
PilB, comprenant un domaine MsrA et un domaine MsrB qui sont précédés d’un domaine N-
terminal présentant une signature CXXC de type Trx. Chez N. gonorrhoeae, la protéine
entiére a trois domaines est décrite étre localisée sur la membrane externe. L’existence d’un

site de réinitiation interne de la traduction permettant I’expression dans le cytoplasme des
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deux domaines MsrA et MsrB fusionnés a été postulée (Skaar er al., 2002). Plusieurs études
semblaient attribuer un réle a PilB dans la piliation de la bactérie et sa capacité d’adhérence,
donc en partie a sa virulence (Taha ef al., 1988 ; Wizemann ef al., 1996). Ces résultats ont été
infirmés par de nouveaux travaux, montrant que PilB n’est impliquée ni dans la piliation ni
dans la capacité d’adhérence de la cellule. Cependant, cette étude a montré que la forme de
PilB adressée a la membrane confére a la bactérie une protection contre le stress oxydant
(Skaar et al., 2002). A ce jour, aucune donnée expérimentale n’a démontré que les MsrA et

MsrB sont impliquées dans la virulence des Neisseria.

Mycobacterium smegmatis est utilisé comme un modele pour identifier les geénes requis
pour la survie d’une bactérie dans une cellule hote. Un mutant msr4 a été construit et sa
survie dans les macrophages a été étudice. L absence d’activité MsrA a entrainé une réduction

sévere de la survie de la bactérie (Douglas et al., 2004).

Mycoplasma genitalium est 1'un des microorganismes possédant un génome de tres
faible taille. Il est trés surprenant de remarquer qu’il lui manque les génes codant pour
plusieurs systémes antioxydants comme la SOD, ou la catalase mais qu’il posséde un géne
msrA. Une souche n’exprimant plus MsrA ne survit plus dans le poumon d’hamster et
présente une adhérence réduite aux érythrocytes et une sensibilité accrue a H;O,

(Dhandayuthapani ez al., 2001).

I11.2 Distribution tissulaire et localisation subcellulaire chez les mammiféres

II1.2.1 MsrA

Chez ’homme, les niveaux les plus élevés d’ARN msrA4 sont trouvés dans le foie, les
reins, le coeur et le cerveau (Kuschel e al., 1999). Chez le rat, la présence de MsrA a été mise
en évidence par histochimie en particulier dans la medulla des reins, le cervelet, la rétine et les
macrophages péritonéaux (Moskovitz et al, 1996). Les données obtenues par
immunolocalisation et par fusion avec la GFP montrent que la MsrA, codée par un unique
géne, est présente dans la mitochondrie, le cytoplasme et le noyau. La présence d’un peptide
signal en N-terminal de I’enzyme permet son adressage a la mitochondrie (Hansel et al.,

2002 ; Kim et Gladyshev, 2005 ; Vougier et al., 2003).
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I11.2.2 MsrB

Au moins trois génes msrb sont présents dans les cellules de mammiféres, msrBI,
msrB2 et msrB3. MsrB1 (SelR ou SelX) est une séléno-enzyme dont le géne est transcrit
préférentiellement dans le foie, le pancréas, les leucocytes, 1’estomac et les intestins (Lescure
et al., 1999). Le géne msrB2 est principalement transcrit dans le cceur, les muscles
squelettiques, le rein et le foie (Jung ef al., 2002). Le schéma de transcription du géne codant
MsrB3 est similaire, les ARNm étant également localisés dans les muscles lisses (Hansel ez
al., 2003). Des données récentes montrent que deux ARNm sont produits a partir du géne
msrB3, permettant I’expression de formes de I’enzyme adressées soit a la mitochondrie, soit
au réticulum endoplasmique. MsrB2 est localisée au niveau mitochondrial, alors que la
sélénoprotéine MsrB1 est localisée dans le noyau et le cytoplasme (Kim et Gladyshev, 2004).

(Pour revue, voir Hansel et al., 2005).

1I1.3 Organisation génomique des Msr

Des génes orthologues de msrA et msrB ont été identifiés dans la plupart des génomes
séquencés disponibles. En effet, ces deux genes sont parmi les genes les plus retrouvés chez
les bactéries, les archae et les eucaryotes, suggérant une origine trés ancienne et une fonction
trés importante pour la vie cellulaire. Les quelques organismes ne possédant ni msr4 ni msrB
sont tous des archae ou des bactéries hyperthermophiles ou parasites obligatoires (Kryukov et
al., 2002).

Chez les bactéries, plusieurs types d’organisation de ces deux génes ont été sélectionnés
au cours de I’évolution. Chez de nombreuses bactéries, comme dans le cas d’E. coli, les génes
msrA et msrB forment deux unités transcriptionnelles distinctes. Bacillus subtilis est un
exemple d’organisation en opéron des génes msrA et msrB. Dans quelques rares cas, comme
chez Neisseria, les deux génes sont fusionnés (Voir chapitre 111.1.4). Enfin, le nombre de
copies de ces geénes peut varier au sein de ces organismes, d’'un géne unique a pres de 3 msrA
et 3 msrB chez Rhizobium meliloti voir méme 5 msrA et 9 msrB chez Arabidopsis (Pour revue,

voir Ezraty et al., 2005a).
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111.4 Propriétés biochimiques, structurales et enzymatiques des Msr

I11.4.1 Mécanisme catalytique

Toutes les MsrA et MsrB dont les propriétés biochimiques ont été caractérisées

présentent un méme mécanisme catalytique.

Les Msr sont des enzymes a Cys essentielle ne possédant aucun cofacteur redox. Le
mécanisme catalytique des Msr repose sur la chimie de ’acide sulfénique et se déroule en
trois étapes (Boschi-Muller et al., 2000). Le mécanisme nécessite la présence d'un réducteur,
qui in vivo est la Trx.

Lors de la premiére étape aussi appelée étape réductase, la Cys catalytique de la Msr
réduite (Msrq) réalise une attaque nucléophile sur I’atome de soufre de la fonction sulfoxyde
du substrat conduisant a un état de transition/intermédiaire de type sulfurane. Le
réarrangement de ce sulfurane doit générer I’'intermédiaire acide sulfénique et libére une mole
de Met par mole d’enzyme. Lors de la deuxiéme étape, une deuxieme Cys, appelée Cys de
recyclage, vient attaquer 1’acide sulfénique pour former un pont disulfure et libérer une mole
d’eau par mole d’enzyme. Enfin, lors de la troisieme étape, le pont disulfure de la Msr oxydée
(Msrox) est réduit par la Trx, régénérant la Msr¢q et libérant la Trx oxydée sous forme pont

disulfure (Figure 44).
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Figure 44 : Mécanisme catalytique des Msr a deux Cys. La formation du complexe
Msr¢q/substrat n’est pas explicitée. L’étape MetSO réductase peut étre divisée en deux sous-
étapes. Le substrat sulfoxyde est attaqué par la Cys catalytique (Sc) lors de I'étape IA,
conduisant a I’intermédiaire/état de transition sulfurane. Ce sulfurane doit se réarranger dans
I’étape IB pour aboutir a I'intermédiaire acide sulfénique. L’attaque de la Cys de recyclage
(SRr) sur cet intermédiaire permet de former un pont disulfure intramoléculaire et de libérer
I’acide sulfénique sous forme d’une molécule d’eau, lors de I’étape II. Enfin, le pont disulfure
est réduit par la Trx au cours de ’étape 111 (d’apres Olry et al., 2002).
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La caractérisation de I’intermédiaire acide sulfénique a été faite a partir de variants
protéiques en substituant la Cys de recyclage par une Ser, permettant ainsi I’accumulation de
I’intermédiaire Cys-SOH. Ce dernier a été mis en évidence directement par spectrométrie de
masse et indirectement via la formation d’adduits avec la dimédone et le TNB™ (Boschi-

Muller et al., 2000 ; Olry et al., 2002).

Le mécanisme cinétique des Msr est de type ping-pong, en présence de réducteur
comme la Trx ou le DTT (Boschi-Muller et al., 2000 ; Olry et al., 2004). Ce mécanisme est

assimilable a deux demi-réactions et peut étre décrit par le schéma suivant :

Msreq + MetSO = Msr,, + Met

Msrox + Trxred = Msrrsg + TrXox

MetSO Met Trxmd Trx{,x
MSl}éd Msrox Msrréd

I11.4.2 Sous-classes de Msr

L’alignement des structures primaires des MsrA et MsrB caractérisées biochimiquement
montre que la Cys catalytique est strictement conservée au sein de ces enzymes alors que la
Cys de recyclage n’est pas toujours présente, suggérant des mécanismes de régénération
différents. Ainsi, des sous-classes peuvent étre définies au sein des MsrA et MsrB en fonction

de la position et du nombre des Cys de recyclage.

111.4.2.1 MsrA

Chez MsrA, la Cys catalytique est localisée a la position 51 dans la séquence de
I’enzyme d’E. coli, au sein du motif conservé GsoCFWs3. La numérotation des résidus des
MsrA est basée sur la séquence référence de la MsrA d’E. coli. Au moins quatre sous-classes
peuvent étre définies, en fonction de la position et du nombre de Cys de recyclage (Figure 45)
(Kauffmann et al., 2005).
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e La premicre sous-classe est représentée par le domaine MsrA de la protéine
PilB de N. meningitidis. La Cys de recyclage est située en position 198 et le pont disulfure 51-
198 est formé au cours du mécanisme de I’enzyme. La Cys198 se situe au sein du motif
conservé Gig96YCHjg9. Dans certaines séquences, un résidu supplémentaire est inséré avant la
Cys198, pour donner un motif GxxCH ; ¢’est notamment le cas de la MsrA de M. tuberculosis.

e La deuxiéme sous-classe est représentée par la MsrA de B. subtilis, ou la Cys
de recyclage est située en position 54, au sein de la séquence GCs;FWCss. Dans ce cas, c’est
un pont disulfure 51-54 qui est formé.

e La troisi¢me sous-classe est représentée par la MsrA d’E. coli, qui possede
deux Cys de recyclage en position 198 et 206. Dans ce cas, il y a formation de deux ponts
disulfures consécutifs. Le pont 51-198 est formé initialement, comme dans la sous-classe de
type Neisseria, suivi du pont 198-206. C’est ce pont 198-206 qui est préférentiellement réduit
par la Trx.

e Une quatriéeme sous-classe, non encore caractérisée biochimiquement est
représentée par la MsrA de R. capsulatus. Cette MsrA putative a la particularité de ne
posséder que la Cys51 catalytique. Si cette MsrA est active, un nouveau mécanisme de

régénération serait impliqué dans la réduction directe de I’intermédiaire acide sulfénique.
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Figure 45 : Alignement des séquences des MsrA d’E. coli, B. taurus, N. meningitidis, M. tuberculosis, B. subtilis et R. capsulatus. Ces enzymes sont
représentatives d’une des quatre sous-classes de MsrA, qui différent par la position et le nombre des résidus Cys impliqués dans le mécanisme de recyclage (E.
coli et B. taurus: Cys51/Cys198/Cys206, N. meningitidis : Cys51/Cys198; B. subtilis : Cys51/Cys54; R. capsulatus : Cys51). La numérotation utilisée est basée
sur celle de I'enzyme d'E. coli. Les structures secondaires indiquées sont celles correspondant a I'enzyme d'E. coli (Téte-Favier er al., 2000): les hélices-o. sont
indiquées par des traits rouges, les brins-B par des fléches bleues. Les résidus Cys sont indiqués en couleur rouge. La séquence consensus présente des résidus
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111.4.2.2 MsrB

Chez MsrB, la Cys catalytique est localisée en C-terminal de la protéine, a la position
117 dans la séquence de I’enzyme d’E. coli, au sein du motif conservé Y;CI/VN,s. La
numérotation des résidus des MsrB est basée sur la séquence référence de la MsrB d’E. coli.
Au moins quatre sous-classes peuvent étre définies, en fonction de la position et du nombre de
Cys de recyclage, qui peut étre localisée en position 31 (Neiers et al., 2004) ou 63 (Figure 46).

e La premiére sous-classe, rassemblant prés de 60 % des MsrB putatives, est
représentée par le domaine MsrB de la protéine PilB de N. meningitidis. La Cys de recyclage
est située en position 63. C’est donc un pont disulfure 63-117 qui est formé puis réduit par la
Trx.

e La deuxiéme sous-classe est représentée par la MsrB de Xanthomonas
campestris, qui posséde une Cys de recyclage en position 31. Dans ce cas, le pont 31-117 est
formé puis réduit par la Trx.

e La troisieme sous-classe est représentée par la MsrB de R. capsulatus qui,
comme la MsrA putative du méme organisme, ne posseéde pas de Cys de recyclage. De
maniére similaire a la MsrA, cette observation suggére un mécanisme de réduction atypique,
directement sur I’intermédiaire acide sulfénique.

e La quatriéme sous-classe est représentée par la Sel-MsrB humaine ou la
Cysl17 catalytique est remplacée par une sélénoCys. La Cys de recyclage est présente en

position 63 et forme un pont sélénényl-sulfure, réductible par la Trx.
Indépendamment de ces trois classes, plusieurs MsrB possedent également deux motifs

C4sXXCys et CouXXCoy7 permettant la fixation d’un cation métallique Zn*'. C’est notamment

le cas pour les MsrB d’E. coli (Olry et al., 2005), de X. campestris ou de R. capsulatus.
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Figure 46 : Alignement des séquences des MsrB de E. coli, N. meningitidis, X. campestris, R. capsulatus et H. sapiens. Les MsrB peuvent étre divisées en
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111.4.3 Structure tridimensionnelle

Bien que partageant un mécanisme catalytique similaire, les MsrA et MsrB ne
présentent aucune identit¢é ni méme homologie de séquence. Leurs structures
tridimensionnelles se sont également révélées étre différentes. Les MsrA et MsrB sont de
petites protéines monomériques, de 170 a 211 résidus pour les MsrA et d’environ 146 résidus

pour les MsrB.

111.4.3.1 MsrA

Jusqu'a présent, trois structures de MsrA ont ét€ résolues par radiocristallographie. Il
s'agit des MsrA d’E.coli (Tete-Favier et al., 2000), de Bos taurus (Lowther et al., 2000) et de
Mycobacterium tuberculosis (Taylor et al., 2003). La structure de la MsrA d’E. chrysanthemii
a été obtenue par RMN, mais n’a pas été déposée dans la PDB (Beraud ef al., 2001 ; Beraud
et al., 2002).

Ces quatre structures adoptent toutes un méme repliement unique, ne partageant aucune
similarité avec les repliements déja répertoriés dans les banques de données structurales. Cette
structure est composée d’une partie centrale de 140 acide aminés, résidus 42 a 192 chez E.
coli, entourée de ses extrémités N- et C-terminales, trés peu structurées.

La partie centrale adopte un repliement mixte a/p, constituée d’un feuillet f antiparalléle
a 5 brins, flanqué de 4 hélices a et d’un petit feuillet B antiparalleéle a 2 brins surplombant le
site actif. L’extrémité N-terminale ne présente aucun élément de structure secondaire, mais
son positionnement est fortement stabilisé par 1’établissement de nombreuses liaisons H et
contacts de Van der Walls avec la partie centrale. Cette constatation est renforcée par le fait
que les structures de cette extrémité sont remarquablement bien superposables. Cette
extrémité est de longueur variable selon les organismes, allant d’une quarantaine de résidus
chez E. coli, jusqu'a moins de cinq chez B. subtilis ou N. meningitidis. Jusqu'a présent, aucun
role n’a été attribué a cette extrémité, sa présence ne semblant pas indispensable a I’activité de
la MsrA d’E. coli (Boschi-Muller ef al., 2001). L’extrémité C-terminale ne présente pas non
plus d’éléments de structure secondaire et a la différence de la partie N-terminale, sa
conformation varie légérement selon les structures considérées. Cette extrémité C-terminale

contient les Cys de recyclage en position 198 et 206 (Figure 47A).
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Figure 47 : Représentation de la structure du monomére de la MsrA d’E.coli et du site
actif de I’enzyme. A) Architecture globale de la MsrA. Les trois cystéines (51, 198 et 206)
impliquées dans le mécanisme sont représentées. Les structures secondaires en hélices o sont
représentées en rouge et celles en brins B sont représentées en vert. B) Structure du site actif
représentant les chaines latérales des résidus conservés Phe52, Trp53, Tyr82, Glu94 et Tyr134.
L’adduit diméthylarsenate (As(CH3),) présent sur la Cys51 est représenté (d’aprés Tete-
Favier et al., 2000).

Le site actif des MsrA est organisé autour de la Cys51 catalytique, située a 1’extrémité
N-terminale de I’hélice al. Les acides aminés a proximité immédiate sont strictement
conserveés et forment un large bassin, ouvert et accessible au solvant. Une forte proportion de
chaines latérales aromatiques (Tyr52, Trp53, Tyr82, Tyr134, Tyr197) forme ce site actif, lui
conférant un caractere partiellement hydrophobe. De maniére remarquable, dans chacune des
trois structures cristallographiques disponibles, le site actif est toujours occupé par un ligand,
mimant soit un intermédiaire réactionnel, soit le complexe MsrA / MetSO. Ces observations
suggerent un mode de reconnaissance et de fixation de la MetSO dans le site actif de MsrA et
permettent la localisation d’acides aminés bien positionnés pour intervenir dans la catalyse du
mécanisme réactionnel. Ainsi, dans la structure de M. tuberculosis, le site actif est occupé par
un résidu Met d’un monomere adjacent (Figure 48A). De fagon similaire, dans la structure de
B. taurus, une molécule de DTT est liée a la Cys catalytique (Figure 48B). Enfin, la structure
de la MsrA d’E. coli a été obtenue avec des cristaux préparés en tampon cacodylate
(AsO»(CHj3),) et DTT, conduisant a la formation d’un adduit diméthyle arsenate sur la Cys
catalytique (Figure 47B).
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Figure 48 : Représentation de la structure du site actif de la MsrA de M. tuberculosis et
de B. taurus. A) Site actif de la MsrA de M. tuberculosis dans lequel a été modélisé une
MetSO a partir d’'une Met initialement présente. Le dipeptide MetSO-His est représenté en
violet, les acides aminés du site actif en jaune (d’aprés Taylor ef al., 2003). B) Site actif de la
MsrA de B. taurus dans lequel a été modélisé un sulfoxyde a partir d’'une molécule de DTT
initialement présente (d’aprés Lowther et al., 2000).

L’inspection de ces trois structures suggere que : a) le groupement méthyle de la MetSO
est stabilisé au sein d’une poche hydrophobe constituée par les résidus Phe52 et Trp53, le
noyau indole de ce dernier établissant lui-méme une liaison H avec le noyau imidazole du
résidu His186 et une interaction hydrophobe de type « stacking » avec le noyau phénol du
résidu Tyrl189, b) la chaine latérale du résidu Aspl29 peut établir une liaison H avec le
groupement NH de la chaine principale du substrat et une seconde liaison H avec la fonction
hydroxyle du résidu Tyr197, ¢) Tyrl97 peut aussi interagir avec la chaine principale du
substrat via une interaction m-m entre son noyau aromatique et la liaison peptidique entre la
MetSO et le résidu la précédant du coté N-terminal et, d) les résidus Tyr82, Glu94 et Tyrl134
interagissent fortement via des liaisons H avec une molécule d’eau, présente dans chaque
structure. L oxygene de cette molécule d’eau est bien positionnée pour mimer I’oxygene de la
fonction sulfoxyde du substrat et, e) la distance entre les thiols de la Cys51 catalytique et de la
Cys198, mais aussi entre les Cys198 et 206 pour les MsrA de la sous-classe d’E. coli, est trop
grande pour permettre la formation d’un pont disulfure. Cette constatation couplée aux
résultats  enzymatiques  suggére fortement I'implication d’une réorganisation
conformationnelle locale lors du mécanisme catalytique pour permettre la formation du (ou
des) pont disulfure aprés ou de fagon comcomitante avec la formation de I'intermédiaire acide

sulfénique.
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I111.4.3.2 MsrB

Jusqu'a présent, une seule structure cristallographique de MsrB a été résolue et déposée
a la PDB. Il s’agit de la MsrB de N. gonorrhoeae (Lowther et al., 2002). La structure de la
MsrB de B. subtilis obtenue par RMN est également disponible mais pas encore publiée. La
structure de la MsrB de N. meningitidis a été résolue a Nancy, mais pas encore publiée
(Kauffmann et al., données non publiées).

Les MsrB présentent une structure complétement différente de celle des MsrA,
caractérisée par un repliement essentiellement de type . Le cceur de I’enzyme est composé de
deux feuillets B antiparalleles se faisant face pour former une structure proche du tonneau p, et
flanquée de trois hélices a et cinq hélice 3 (Figure 49). Contrairement aux MsrA, les MsrB
possédent des homologues structuraux, les protéines Mss4 et TCTP, présentant une

homologie structurale au niveau de la région putative de fixation de métaux.

Figure 49 : Représentation de la structure de la MsrB de N. gonorrhoeae. Les structures
secondaires en hélices a sont représentées en vert, celles en feuillet § sont en bleu et celles en
hélices 3¢ sont en violet. La molécule de cacodylate (AsO»(CHs),) stabilisée dans le site actif
est représentée en mode ball and stick (d’aprés Lowther et al., 2002).

Comme pour MsrA, le site actif de MsrB est organisé autour de la Cys117 catalytique.
Cette Cys est localisée dans le brin B 8. L’architecture du site actif des MsrA et MsrB ne
présente aucune similarité. Ainsi, les acides aminés a proximité de la Cys catalytique ont un
caractére nettement moins aromatique que dans la MsrA. Ces résidus sont conservés au sein

des MsrB (Trp65, His100, His103, Argll5, Asnl20). Le site actif de la MsrB de M.
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gonorrhoeae est occupé par une molécule de cacodylate, utilisée lors de la cristallisation. Ce

ligand pourrait étre un mime du substrat complexé a I’enzyme.
Trp65

Figure 50 : Représentation de la structure du site actif de la MsrB de N. gonorrhoeae. La
molécule de cacodylate (CAC) stabilisée dans le site actif est représentée ainsi que les chaines
latérales des résidus conservés du site actif. Les interactions possibles par liaison H sont
schématisées en pointillés jaunes (d’aprés Lowther ef al., 2002).

L’inspection du site actif suggére que a) le noyau imidazole de His103 forme une liaison
H avec I’atome d’oxygene du sulfoxyde, b) I'un des groupements méthyles du cacodylate,
mimant le méthyle de la MetSO, est stabilisé dans une poche hydrophobe formée par le résidu
Trp65 et, ¢) un réseau d’interactions ¢électrostatiques entre Aspl07, Argll5 et Cysll7

stabilise la cystéine catalytique sous forme thiolate (Figure 50).

111.4.4 Stéréosélectivité et spécificité de substrat

La stéréosélectivité¢ des MsrA pour I’isomere S de la MetSO et des MsrB pour I'isomeére
R a été démontrée initialement par I'utilisation de ces deux stéréoisomeres de la MetSO
(Moskovitz et al., 2000 ; Olry et al., 2002) puis a I’aide de la calmoduline oxydée sur ses
méthionines (Grimaud et al., 2001).

La détermination des structures tridimensionnelles de ces enzymes a permis de mettre
en évidence les facteurs structuraux responsables de leur stéréosélectivité (Figure 51)

(Lowther et al., 2002).
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Asp129

\ Tyr197
Arg115

Figure 51 : Comparaison des structures des sites actifs de la MsrB de N. gonorrhoeae et
de la MsrA d’E. coli. A) L’isomére R de la MetSO a été modélisé dans le site actif de MsrB.
B) L’isomere § est représenté dans le site actif de MsrA. Cette représentation met en évidence
la stéréospécificité de chacun des deux sites actifs, pour 'un des deux stéréoisomeres de la
fonction sulfoxyde (d’aprés Lowther et al., 2002).

L’étude de la spécificité de substrat de la MsrA et de la MsrB de N. meningitidis (Olry
et al., 2002), basée sur des cinétiques réalisées a 1’état stationnaire, a conduit aux conclusions
suivantes : a) la présence de la fonction sulfoxyde est un pré-requis a la fixation du substrat
par la MsrA, b) la poche de reconnaissance hydrophobe accommode mal des groupements
plus encombrants qu’un méthyle, c¢) la présence de deux groupements méthyléne entre le Ca
et le soufre du sulfoxyde est requis pour une efficacité optimale de la réduction du sulfoxyde,
d) la configuration du Ca n’a pas d’influence sur la reconnaissance du substrat et, €) une
MetSO dont les extrémités N et C-terminales sont protégées sous forme de liaisons amides

semble mieux reconnue qu’une MetSO libre.
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OBJECTIFS

Les travaux réalisés sur les Msr par notre équipe, avant que je ne débute mon projet de
thése, avaient démontré un mécanisme original de réduction des MetSO et permis sa
caractérisation cinétique a I’état stationnaire. Ce mécanisme a trois étapes implique la chimie
de I'acide sulfénique. Dans une premiére étape de réduction de la MetSO, un intermédiaire
acide sulfénique est formé sur la cystéine catalytique avec le relargage de la Met. Puis, la
cystéine est régénérée via la formation d’un pont disulfure intramoléculaire qui est ensuite

réduit par la Trx.

Dans ce contexte, mon travail de thése avait comme objectif majeur de caractériser les
résidus du site actif impliqués dans la catalyse de 'étape réductase du domaine MsrA de N.
meningitidis. Ceci impliquait comme préalable de pouvoir accéder a la cinétique de cette
¢tape. Parallelement, j’ai initié des études en vue de caractériser les facteurs structuraux et
moléculaires impliqués dans la spécificité structurale de la MsrA vis-a-vis du substrat MetSO

et de la Trx.

Les résultats sont présentés en trois parties :

La premiére partie, sous forme d’une publication et d’un article de revue complétés par
des résultats non publiés, est consacrée a la caractérisation cinétique des trois étapes du

mécanisme de la MsrA et a I'identification de 1’étape cinétiquement limitante.

La deuxiéme partie est consacrée a I'étude de I’étape de réduction de la MetSO. Les
travaux relatifs a I’activation de la Cys catalytique et a la caractérisation des acides aminés
impliqués dans la catalyse de I'étape réductase sont présentés sous forme d’un manuscrit, et
complétés par des travaux en vue d’identifier la provenance de I’oxygéne de I'intermédiaire

acide sulfénique.

La troisieme partie concerne ’étape de recyclage de la MsrA,x par la Trx. Les travaux
présentés dans la premicre partie des Résultats avaient en effet mis en évidence une
reconnaissance spécifique entre Msry, et Trxeq. Ceci posait la question des facteurs
structuraux et moléculaires impliqués dans la reconnaissance entre la MsrA et la Trx, qui est

une protéine ubiquitaire. Un préalable a une étude structurale d’un complexe covalent
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MsrA/Trx impliquait de déterminer la nature du pont disulfure intermoléculaire formé entre
les deux partenaires. Ce travail a été entrepris en collaboration avec I’équipe du Dr. A. Van
Dorsselear a Strasbourg. Ces travaux sont également présentés sous forme d’un manuscrit ot

sont également inclus les travaux faits sur la MsrB de N. meningitidis par A. Olry.

Trois articles sont joints en annexe. Le premier est issu de notre collaboration avec
I’équipe du Dr. M. Ruiz Lopez. Il concerne la caractérisation par une approche de chimie
théorique d’un modele d’étude de I’étape réductase, a savoir la réduction du DMSO par le
méthane thiol. Les deux autres publications ont été réalisées en collaboration avec 1’équipe du
Dr. M. T. Cung et concernent 1’étude structurale et dynamique par RMN de la MsrA d’ E. coli
sous forme réduite et oxydée.

Les résultats de ces publications, complétés par les études structurales par diffraction
des RX des différents intermédiaires réactionnels obtenus en collaboration avec 1’équipe
Biocristallographie du Dr. A. Aubry et les études relatives a I’identification des résidus
impliqués dans la reconnaissance et la fixation de la MetSO, travaux actuellement poursuivis
par Adeline Gand au Laboratoire, sont discutés en relation avec le mécanisme des MsrA dans

la partie Discussion/Perspectives.
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Partie I : Caractérisation cinétique des trois étapes du mécanisme de la MsrA

de N. meningitidis.

Au moment ou cette étude a été initiée, aucune information n’était disponible quant a
la vitesse de chacune des trois étapes du mécanisme de la MsrA de N. meningitidis. J’ai mis
au point deux techniques de cinétique rapide, par mélange rapide résolu en temps ("quenched-
flow") et par spectrofluorimétrie en flux interrompu ("stopped-flow" en mode fluorescence),
qui ont été utilisées afin d’accéder spécifiquement a la vitesse de chacune des étapes du
mécanisme. Cette étude a été réalisée en utilisant deux substrats sulfoxydes, la MetSO et

I’AcMetSONHMe, qui mime une MetSO incluse dans une protéine.

I.1 Techniques de cinétiques rapides

Le ke des MsrA étant de l'ordre de 3 s (Boschi-Muller ez al., 2000 ; Olry et al.,
2002), la mise en évidence de I'étape cinétiquement limitante, et d'éventuelle(s) étape(s) plus
rapide(s) précédant cette étape limitante, nécessitait la mise au point de techniques de

cinétique rapide afin d’atteindre des constantes de vitesses supérieures ou égales au Acy.

I.1.1 Mélange rapide résolu en temps (""Quenched-flow')

La technique de quenched-flow a été utilisée pour atteindre spécifiquement la vitesse
de I'étape de réduction du substrat et de 1’étape suivante de formation du pont disulfure. La
réduction du substrat sulfoxyde lors de la premiére étape conduit a la formation de
I’intermédiaire acide sulfénique et a la libération concomitante d’une mole de Met par mole
de MsrA. Aussi, la vitesse de cette étape peut étre mesurée en suivant la libération de Met
apres arrét de la réaction a différents temps par acidification, en utilisant la technique de
"quenched-flow" couplée au dosage du produit par chromatographie en phase inverse (Voir
Matériels et Méthodes). L’étape réductase s’accompagnant du passage de I’enzyme de 1’état
réduit (2 groupements thiols libres) a 1’état intermédiaire acide sulfénique (1 seul groupement
thiol libre), cette étape peut étre suivie indirectement par le dosage des thiols libres de
I’enzyme a I’aide d’un réactif spécifique, le 2PDS. De maniére analogue, I’étape de formation
du pont disulfure fait passer la MsrA de 1’état acide sulfénique (1 groupement thiol titrable) a
I’état oxydé disulfure (aucun groupement thiol titrable). Le dosage des groupements thiols
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libres a partir des échantillons collectés précédemment par "quenched-flow" pourrait
permettre d’atteindre la vitesse des étapes réductase et de formation du pont disulfure. Ceci
implique I’hypothése que I'intermédiaire acide sulfénique s’accumule et donc que sa vitesse
de formation soit plus rapide que celle de formation du pont disulfure.

Ces cinétiques ont été réalisées en absence de réducteur, afin de ne permettre qu’un
seul cycle catalytique de 1’enzyme ("single turn-over"), jusqu’a la formation de
I’intermédiaire pont disulfure qui s’accumule. L’appareil de cinétique rapide utilisé
fonctionne en mode séquentiel, ou double mélange, permettant d’atteindre un temps de
réaction minimum d’environ 25 ms. Ce « temps mort » fixe une limite supérieure de 1’ordre
de 30 s pour les constantes de vitesse mesurables, correspondant a un temps de demi-

réaction de 25 ms.

I1.1.2 Spectrofluorimétrie en flux interrompu (" Stopped-flow")

La technique de "stopped-flow" a été utilisée pour suivre spécifiquement 1’étape de
formation du pont disulfure sur la MsrA et I’étape suivante de réduction de ce pont disulfure
par la Trx. Cette technique tire avantage de la variation des propriétés d’émission de
fluorescence de la MsrA ou de la Trx en fonction de leur état redox. En effet, la formation du
pont disulfure Cys51-Cys198 de la MsrA entraine [’augmentation de [’émission de
fluorescence du Trp53, le seul Trp de I’enzyme de N. meningitidis. Ainsi, la variation de
I’émission de fluorescence du Trp53 peut étre utilisée comme un marqueur spectroscopique
indirect de la formation du pont disulfure Cys51-Cys198. De maniére similaire, la formation
du pont disulfure Cys32-Cys35 dans le site actif de la Trx entraine I’extinction de 1’émission
de fluorescence du Trp31 voisin. La variation de 1’émission de fluorescence du Trp de la Trx
est une sonde spectroscopique indirecte de 1’état redox du site actif de I’enzyme, qui permet
de suivre spécifiquement la vitesse de formation de la Trx oxydée (Trx,x) lors de la réduction
de MsrA. Afin de suivre sélectivement 1’oxydation de la Trx, la longueur d’onde d’excitation
est fixée a 310 nm. Dans ces conditions, la variation de 1’émission de fluorescence de la MsrA
est négligeable par rapport a la contribution de la Trx. En effet, a cette longueur d’onde
d’excitation, le rendement quantique d’émission de fluorescence des Trp de la Trx est

supérieur a celui de 'unique Trp de la MsrA
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1.2 Caractérisation cinétique du mécanisme de la MsrA de N. meningitidis
1.2.1 Etape réductase et étape de formation du pont disulfure. Mise en

évidence de I’étape cinétiquement limitante du mécanisme.

L’étape réductase s’est révélée trop rapide a pH 8,0 (pH qui peut étre considéré
comme optimum pour |'étape réductase, voir publication 3, page X) pour étre étudiée par la
technique de "quenched-flow". L’abaissement du pH conduit a un ralentissement de cette
étape, rendant possible sa caractérisation cinétique par "quenched-flow". Une constante de
vitesse, kopsme, de 12 + 1 s a été déterminée en suivant I’apparition de la Met au cours du
temps a pH 5,5 et en présence de 100 mM de MetSO. Dans les mémes conditions de pH, le
keat mesuré a 1’état stationnaire avec le systéme couplé Trx / Trx réductase / NADPH était de
0,6 s'. Ces résultats montrent que 1’étape cinétiquement limitante se situe aprés 1’étape de
réduction de la MetSO et peut donc étre associée soit a I’étape de formation du pont disulfure
Cys51-Cys198, soit a I’étape de réduction de ce pont disulfure par la Trx.

Les dosages des groupements thiols libres, sur les échantillons collectés
précédemment par "quenched-flow", ont mis en évidence la perte simultanée des deux
groupements thiols de 1’enzyme, gouvernée par une constante de vitesse observée, kopsss, de
20 +2 s, du méme ordre de grandeur que la constante de vitesse d’apparition de la Met. Ces
résultats montrent que la formation du pont disulfure est concomitante a la formation de la
Met. De plus, le suivi de la formation du pont disulfure par "stopped-flow" a pH 5,5 a conduit
a la détermination d’une constante de vitesse observée, Aghsss, de 11 = 1 s, en bon accord
avec la constante de vitesse mesurée par "quenched-flow". Ce résultat confirme que la
constante de vitesse observée de formation du pont disulfure est similaire a celle d’apparition
de la Met et donc est cinétiquement limitée par la vitesse de formation de I’intermédiaire
acide sulfénique.

En conséquence, I’intermédiaire acide sulfénique ne s’accumule pas au cours du cycle
catalytique. L’ensemble de ces résultats permet de conclure que I’étape cinétiquement
limitante du mécanisme de la MsrA est située aprés 1’étape de formation du pont disulfure, et
est donc associée a 1’étape de réduction du pont disulfure de la MsrA par la Trx. L’ensemble

de ces travaux est présenté dans la publication 1, pages 93 a 98.

84



Résultats : Caractérisation cinétique du mécanisme

1.2.2 Paramétres cinétiques de I’étape réductase

Comme précisé au paragraphe précédent, la vitesse de 1’étape réductase est trop rapide
pour étre mesurable par la technique de "quenched-flow" a pH 8,0 et en présence de 100 mM
de MetSO. Par contre, le suivi de la formation du pont disulfure dans les mémes conditions
par "stopped-flow" est possible et a conduit a la détermination d’une constante de vitesse
observée, kgpsss, de 144 + 1 s'. Le fait que I’étape cinétiquement limitante du mécanisme de la
MsrA soit située apreés I’étape de réduction du sulfoxyde implique que I’affinité apparente
pour la MetSO mesurée a 1’état stationnaire et caractérisée par la constante Kymeso ne refléte

cn

pas I’affinité "vraie" pour le substrat. Ainsi, la valeur de Kypeso de 9 mM (Olry et al., 2002)
doit étre bien inférieure a la valeur de la constante apparente d’affinité Ky.so dans I’étape
réductase.

Bien que la vitesse de formation de Met ne soit pas caractérisable a pH 8,0 par
"quenched-flow" car trop rapide, il est raisonnable d’assumer que I’étape de réduction du
substrat reste cinétiquement déterminante dans le mécanisme conduisant a la formation du
pont disulfure et que la vitesse de formation de ce pont disulfure mesurée par "stopped-flow"
refléte en fait la vitesse de 1’étape réductase. La mesure de la constante de vitesse observée,
kobs, €n fonction de la concentration en MetSO a pH 8,0 a conduit a I’obtention d’un profil
hyperbolique, caractérisé par les constantes cinétiques Ameso de 1510 £ 90 s et Kmeso de 740
+ 80 mM. La valeur élevée de la constante de vitesse kveaso indique que la catalyse chimique
réalisée dans le site actif de la MsrA lors de la réduction de la fonction sulfoxyde du substrat
est tres efficace. Cette efficacité cinétique est fortement contrastée par la faible affinité de
I’enzyme pour la MetSO, conduisant ainsi a une faible constante de vitesse de second ordre
kmetso/ Kmetso = 2040 M s™'. Une telle affinité rend par ailleurs expérimentalement impossible
la réalisation de cinétiques a concentrations saturantes en MetSO.

Alexandre Olry avait montré précédemment que [’affinité apparente a 1’état
stationnaire (Ky) de la MsrA pour le substrat AcMetSONHMe était améliorée d’un facteur 15
par rapport a la MetSO (Olry et al., 2002). Ce substrat mime une MetSO incluse dans un
peptide, ses fonctions amine et acide carboxylique étant engagées dans deux liaisons amides
avec respectivement un groupement acétyle et méthyle amine (Figure 52). Les constantes
cinétiques de 1’étape réductase ont été déterminées avec 1’AcMetSONHMe a pH 8,0 et
donnent des valeurs de kacmesonume de 790 £+ 10 s!et Kacmetsontme de 55 £ 2 mM, conduisant
a une constante de second ordre kacmesontme/Kacmesontme de 14400 M'.s™ (Figure 52). Ces

résultats montrent clairement que le substrat AcMetSONHMe est mieux reconnu par
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I’enzyme que la MetSO, I’affinité apparente dans la premicre étape étant améliorée d’un
facteur 13. De plus, l'utilisation du substrat AcMetSONHMe permet d’atteindre des
concentrations saturantes pour 1’étape de réduction du substrat sulfoxyde.

Ces travaux sont présentés dans la publication 1, pages 93 a 98, et la revue 2, pages 99 a 106.
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Figure 52 : Détermination des paramétres cinétiques de I’étape de réduction du substrat
sulfoxyde par la MsrA de N. meningitidis. L.’ augmentation de fluorescence associée par la
formation du pont disulfure Cys51-Cys198 est mesurée a 25°C et a pH 8,0. La concentration
finale en MsrA est de 10 uM. La longueur d’onde d’excitation est fixée a 284 nm et
I’émission de fluorescence est collectée au travers d’un filtre de seuil égal a 320 nm.
L’ajustement des données expérimentales a I’équation (x) par régression non linéaire conduit
aux parametres Ameso de 1510 + 90 s! et Kmeso de 740 £ 80 mM, en présence de substrat
MetSO (A) et kaemesonime de 790 + 10 s et Kacmesontme de 55 = 2 mM en présence de
substrat AcMetSONHMe (B). Les symboles (®) représentent les données expérimentales et
les lignes continues représentent I’ajustement des données au modeéle cinétique.

1.2.3 Etape de réduction de la MsrA par la Trx

La vitesse de I'étape de réduction de la MsrA oxydée (MsrA,y) par la Trx réduite
(Trxqeq) @ €été mesurée en suivant la vitesse d’oxydation de la Trx a pH 8,0 a différentes
concentrations en Trx.q. Le profil de variation du Aowstrx €n fonction de la concentration en
Trxqeq présente une allure hyperbolique, caractéristique de 1’existence d’une reconnaissance
entre les partenaires MsrAo et Trxqq. Ainsi, la réduction de MsrAx par Trxmq peut étre

schématisée par le modéle minimum ci-dessous :

K1ex KkoxTex K'rex
MsrAgx + Trxpsg == [MSrAox----TrXea] === [MsrAcg----TrXox]=== MsrA s + Trxox
krédtrx
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En admettant que la fixation de la Trx.q sur la MsrA,, est un équilibre rapide,
I’ajustement des données expérimentales a I’équation (x) dérivant de ce mécanisme a permis
de déterminer les paramétres cinétiques, a savoir une constante apparente d’affinité Kt 4. 910
+ 560 uM et des constantes de vitesse d’échange de pont disulfure dans les deux sens koxrx de
50+ 16 s et kwarr de =0 s™'. Le fait que la constante kqrry S0it nulle indique que 1’échange
de pont disulfure peut étre considéré comme irréversible dans les conditions utilisées, et donc
que la constante cinétique kox1rx représente la constante de vitesse de I'étape de transfert
d’électrons. Ces résultats sont confirmés par le fait que la réaction inverse de réduction de la
Trxox par la MsrA réduite (MsrAnq) n’a pas pu étre observée. Le modéele simplifié

correspondant a I’étape de réduction par la Trx est donc le suivant :

»
knxTrx

K X K X
MsrAox + Triesg <= [MSTAox——TrXeea] —3= [MsrAeg—TrXox) <=MsrAreg + TrXox

Les valeurs de K1 et koxrrx sONt respectivement 12 et 7 fois supérieures aux valeurs de
Kwmrx €t ko déterminées a 1’état stationnaire en présence du systéme couplé Trx réductase /
NADPH, qui n’est pas limitant sur toute la gamme de concentration en Trx utilisée. Afin de
confirmer que la valeur de k., mesurée en présence du systéme couplé refléte bien la valeur
de la constante catalytique de la MsrA a I’état stationnaire, la valeur du Ay a également été
déterminée en absence de systéme couplé, en suivant la vitesse de formation de Met en
présence de concentrations saturantes en MetSO et en Trxqsq. Le suivi de ’apparition de la
Met catalysée par la MsrA a pH 8,0 en présence de 1 mM de Trx.q et de 100 mM de MetSO a
permis de déterminer une valeur de k., de 7.4 5! (Figure 53), en bon accord avec les valeurs
déterminées a I’aide du systéme couplé complet (comprise entre 3 et 7s™H.

Ainsi, le k. est clairement inférieur a la constante koxrr, c€ qui suggere fortement une
étape cinétiquement limitante située, au sein de I’étape de recyclage par la Trx, apres
I’échange de pont disulfure et probablement associée a la dissociation des partenaires
MsrArea/Trxox. Dans ce modele, il est possible que le processus de dissociation entre Msrysg et
Trxox soit limité cinétiquement par une étape de changement conformationnel du complexe
Msrreq / Trxox avant sa dissociation. Si tel est le cas, un changement conformationnel similaire
du complexe Msr,, / Trxqq devrait également avoir lieu aprés la formation du complexe
Michaelien, dont la vitesse pourrait étre cinétiquement déterminante pour la formation du
complexe Msrygg / Trxoy.

Ces travaux sont présentés en partie dans la publication 1, pages 93 a 98, et la revue 2,
pages 99 a 106.
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Figure 53 : Cinétique de réduction de la MetSO catalysée a I’état stationnaire par la
MsrA de N. meningitidis, en présence de concentration saturante en Trx. La Met
formée au cours de la réaction est quantifiée par HPLC. Les concentrations en MetSO et
Trx.¢q sont respectivement de 100 mM et 1 mM. Les concentrations en MsrA utilisées sont de
0,05 uM (e) et 0,2 uM (o). L’ajustement des points expérimentaux par régression linéaire
conduit aux constantes de vitesse kcq de 6,7 s! et 8,2 s! respectivement a 0,05 uM et 0,2 uM
en MsrA, soit une moyenne de 7,4 s'. Les ajustements sont représentés par les lignes
continues.

1.2.4 Conclusion

Les résultats expérimentaux présentés précédemment ont permis de montrer que le
mécanisme cinétique de la MsrA de N. meningitidis obéit au modeéle ci-dessous. Les valeurs

des différentes constantes de vitesse obtenues a pH 8.0 sont regroupées dans le Tableau 2.

Ksulfoxydc ksulfoxydc kss
MsrAqg + MetSO=== [MsrA---—-MetSOJ— MSsrA s oy + Met—» MsrA

KTrx koxan. kca!
MsrAox + Trxreq === [MsrAox-—--TrXwq] — [MsrAeq--—-TrXox] —®MsrArg + TrXox

Etape I Etape 11 Etape 111 Etat stationnaire
ksulfoxydc Ksu'tfoxyde k/IK kSS kuxTrx KTrx kl:at KMsulfbxyde KMTrx
sH  (mM) ("M ") sH @M () (mM) (M)
MetSO 1510 740 2040 15100 50 910 3-79 9 75
AcMetSONHMe 790 55 14363 790" 3,49 0,6 ND

Tableau 2 : Parameétres cinétiques des trois étapes du mécanisme de la MsrA de N.
meningitidis, déterminées en présence de substrat MetSO ou AcMetSONHMe. (1) : Les
valeurs de kss sont égales aux valeurs de Asifoxyde, 1a vitesse de I’étape de formation du pont
disulfure étant cinétiquement limitée par la vitesse de I’étape réductase. Les valeurs exactes
des constantes de vitesse kgs sont inaccessibles expérimentalement. (2) : Valeurs obtenues a
I’état stationnaire, a 1’aide du systeéme couplé (Olry ef al., 2002), et par le suivi de 1’apparition
de Met (Figure 53). (3) D’aprées Olry et al., 2002.
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L’étude du mécanisme cinétique de la MsrB de N. meningitidis, réalisée par Alexandre
Olry, a abouti a un modéle trés similaire (Olry et al., 2004). L’étape réductase de la MsrB est
27 fois moins rapide que celle de la MsrA (29 s™) et reste cinétiquement déterminante pour la
formation du pont disulfure. La MsrB présente une affinité apparente pour le substrat
AcMetSONHMe dans la premiere étape du méme ordre de grandeur (49 mM) que celle de la
MsrA. L’étape cinétiquement limitante est également associée a la réduction de la MsrB,x par

la Trx;¢q, vraisemblablement a une étape de dissociation du complexe Msreq / TrXox.

1.3 Détermination du potentiel redox de la MsrA
1.3.1 Equilibre redox MsrA / Trx

L’approche cinétique développée précédemment a permis de montrer que 1’étape de
réduction de la MsrA par la Trx est irréversible. Il restait posée la question de la valeur de la
constante d’équilibre de la réaction, qui devrait vraisemblablement étre fortement déplacée
vers la formation de MsrAq4. Pour répondre a cette question, le potentiel redox de la MsrA a
été déterminé.

La méthodologie utilisée a consisté a mesurer directement la constante d’équilibre
redox (K”) protéine-protéine entre la MsrA et la Trx. Le potentiel redox (E°’) de la MsrA a
ensuite été calculé griace a la relation de Nernst, a partir de la constante d’équilibre K’
mesurée. Deux variants de la Trx d’E. coli, présentant des potentiels redox différents et
connus, ont été utilisés afin d’obtenir une valeur précise de E’°mqa : 1a Trx de type sauvage,
avec un potentiel redox de - 270 mV et le variant P34H, qui présente un potentiel redox
augmenté de 35 mV par rapport a celui de la Trx de type sauvage. Ces potentiels redox ont
servi de référence (Aslund et al., 1997).

K
Trxeq + MsrAgx === Trxox + MsrA

K’ = ([Trxox] X [MsrAved]) / ([Trxrea] x [MsrAox])
E®1x — E”’Msra = AE®’ 1rx - Msra = (RT/nF) n K°
E®msra = E®’1x - (RT/nF) In K’
Dans ces équations, n représente le nombre d’électrons transférés dans la réaction, 7
représente la température en degrés Kelvin, F représente la constante de Faraday (F =

23040,612 cal.mol™.V™") et R représente la constante des gaz parfaits (R = 1,987 cal.K'.mol ™).
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La valeur de K’ a été déterminée a partir de la quantification des quatre formes
protéiques présentes a 1’équilibre, aprés leur séparation par chromatographie analytique en
phase inverse. Préalablement a 1’analyse des mélanges redox obtenus a I’équilibre, les temps
de rétention sur la colonne Cy des différentes protéines réduites et oxydées ont été déterminés
(Figure 54). On peut remarquer que les profils d’élution des formes réduites et oxydées de la

Trx P34H sont inversés par rapport a ceux des formes réduites et oxydées de la Trx sauvage.

300
w| A :‘ErAféd .. B MsrA g
&~
600 200
; MsrA,. Trx P34H,44
oﬁ 150 - \‘A Trx P34an
w1 MsrAg a ¥
~Na |I 100 -
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2 24 2% 28 30 32 8 9 1-0 |I1 1I2 13
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Figure 54 : Profils d’élution des formes réduites et oxydées de MsrA, Trx et Trx P34H
par chromatographie en phase inverse sur colonne Cs. A) En rouge est représenté le profil
d’élution des formes MsrAs (190 uM) et MsrA,. (35 pM), et en bleu celui des formes Trx,¢q
(114 uM) et Trxox (57 uM). B) En rouge est représenté le profil d’élution des formes MsrA ¢4
(100 uM) et MsrA, (50 uM), et en bleu celui des formes Trx P34H.y (100 uM) et Trx
P34H,x (50 uM). L’élution des protéines est suivie par mesure de la DO a 280 nm. Les séries
A et B ont été réalisées avec un gradient d’acétonitrile différent, expliquant les différences de
temps de rétention observés pour les deux formes de MsrA.

Afin de déterminer la valeur de K°, des mélanges équimolaires MsrA,x / Trxeq ou Trx
P34H¢q et MsrAsq / Trxoy ou Trx P34H, ont été réalisés et analysés aprés équilibration
pendant 20 heures. Les résultats mettent en évidence la prédominance des formes MsrA, et
Trxox, indiquant un équilibre fortement déplacé surtout en présence de Trx sauvage (Figure
55). La quantification des quatre formes redox a permis de déterminer des constantes
d’équilibre K” de 97 et 58 respectivement en présence de Trx et de Trx P34H, correspondant a
des potentiels redox standard de la MsrA de -210 mV et -190 mV. La différence entre ces

deux valeurs d’E’°ysa peut s’expliquer par le fait qu'en présence de Trx sauvage, la

population de Trx;s observée a I’équilibre est tres faible et en conséquence I’erreur sur la
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quantification est plus grande, amenant a des valeurs de K’ et de E™°ysa sous-estimées. Le
potentiel redox de la Trx P34H étant plus proche de celui de la MsrA, I’équilibre est moins
déplacé et la quantification de la population de Trx P34H.y a I’équilibre plus précise. En

conséquence, il peut étre conclu que le potentiel redox de la MsrA est de I’ordre de - 190 mV.
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Figure 55 : Profil d’¢élution des mélanges équimolaires MsrA,, / Trx,s ou Trx P34H,44
apreés 20 heures d’incubation a 25°C et pH 7,0. La concentration de MsrA et de Trx ou Trx
P34H est de 50 uM chacune. L’équilibration est réalisée en tampon phosphate (100 mM KPi,
| mM EDTA, pH 7). Les protéines sont séparées par chromatographie en phase inverse sur
colonne Cg et I’élution des protéines est suivie par la mesure de la DO a 280 nm. A) Profil de
séparation du mélange MsrA/Trx, B) Profil de séparation du mélange MsrA/Trx P34H.

I1.3.2 Conclusion

Les données obtenues mettent en évidence une différence de 80 mV entre les
potentiels redox de la MsrA et de la Trx, qui reflete un équilibre fortement déplacé vers la
formation de MsrA¢ et Trx,y, caractérisé par une constante d’équilibre K'de I’ordre de 500.
L’étude de I’équilibre entre la MsrB de N. meningitidis et la Trx, réalisée par Alexandre Olry
et Fabrice Neiers, a conduit a des conclusions similaires avec un potentiel redox E'°vgg de
I’ordre de - 200 mV, proche de celui de la MsrA. Ainsi, la réaction redox entre Msr et Trx est
contrdlée thermodynamiquement afin de ne permettre que le transfert des deux €lectrons de la

Trxeq vers la Msry.
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Oxidation of methionine into methionine sulfoxide is
associated with many pathologies and is described to
exert regulatory effects on protein functions. Two
classes of methionine sulfoxide reductases, called MsrA
and MsrB, have been described to reduce the S and the
R isomers of the sulfoxide of methionine sulfoxide back
to methionine, respectively. Although MsrAs and MsrBs
display quite different x-ray structures, they share a
similar, new catalytic mechanism that proceeds via the
sulfenic acid chemistry and that includes at least three
chemical steps with 1) the formation of a sulfenic acid
intermediate and the concomitant release of methio-
nine; 2) the formation of an intra-disulfide bond; and 3)
the reduction of the disulfide bond by thioredoxin. In
the present study, it is shown that for the Neisseria
meningitidis MsrA, 1) the rate-limiting step is associated
with the reduction of the Cys-51/Cys-198 disulfide MsrA
bond by thioredoxin; 2) the formation of the sulfenic
acid intermediate is very efficient, thus suggesting cat-
alytic assistance via amino acids of the active site; 3) the
rate-determining step in the formation of the Cys-51/
Cys-198 disulfide bond is that leading to the formation of
the sulfenic intermediate on Cys-51; and 4) the apparent
affinity constant for methionine sulfoxide in the methi-
onine sulfoxide reductase step is 80-fold higher than the
K, value determined under steady-state conditions.

Methionine residues are easily oxidized to methionine sul-
foxides (MetSO)! by reactive oxygen and nitrogen species pro-
duced either by aerobic metabolism or after exposure to various
agents. This post-translation modification can provoke loss of
protein function (1) and has been implicated in the aging proc-
ess (for a review, see Ref. 2). Therefore, organisms have devel-
oped various defense strategies. One consists of restoring the
biological function of the modified MetSO proteins. This is the
role of methionine sulfoxide reductases (Msr), which reduce
MetSO back to methionine (Met). There exist two classes of

* This research was supported by the Centre National de la Recher-
che Scientifique (“Programme Physique et Chimie du Vivant 2000,”
“Programme Protéomique et Génie des Protéines 2001”), the University
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Msrs, called MsrA and MsrB. The physiological role of MsrAs
has been particularly well illustrated. For instance, mice lack-
ing MsrA show an atypical walking pattern and have a reduced
life span (3), whereas in contrast, overexpression of the msrA
gene in the nervous system markedly extends the life span of
the fruit fly Drosophila (4).

MsrAs and MsrBs have been extensively characterized at
both structural (5-9) and enzymatic levels (10-14). Although
MsrAs from Escherichia coli, Bos taurus, and Mycobacterium
tuberculosis and MsrB from Neisseria gonohorreae show quite
different three-dimensional x-ray structures and are specific
for the S and the R isomers of the sulfoxide of MetSO, respec-
tively, both structural classes of Msrs present a similar, new
catalytic mechanism that includes a minimum of three chem-
ical steps (Scheme 1). This is the case for MsrA and MsrB from
Neisseria meningitidis (13). In the first step, a Michaelis com-
plex is formed between Msr and MetSO that precedes the
nucleophilic attack of the catalytic cysteine on the sulfoxide of
MetSO. Then, a 1,3-sigmatropic rearrangement of the tetrahe-
dral transition state probably occurs, which leads to formation
of a sulfenic acid intermediate with a concomitant release of 1
mol of Met/mol of Msr. In the second step, an intradisulfide
bond is formed between the cysteine oxidized under sulfenic
acid state and another cysteine. Finally, in the third step, a
Michaelis complex is formed between the oxidized Msr and the
reduced form of thioredoxin (Trx) that precedes the reduction of
the disulfide bond of the Msr by Trx. Such a mechanism is in
agreement with the ping-pong mechanism that was recently
determined for the MsrA from E. coli (11) and for the MsrB
from N. meningitidis.?

No information is presently available for any of the two
classes of Msrs on the nature of the amino acids essential for
the catalysis or on the substrate stereo specificities. Such stud-
ies require first determining the rates of all the steps impli-
cated in the mechanism to interpret the effects of the amino
acid substitutions introduced by site-directed mutagenesis. As
mentioned above, a sulfenic acid intermediate is formed in the
first step. However, no information is available on the nature of
the transition state(s) that leads to the sulfenic acid interme-
diate and on the efficiency of the reduction of MetSO. Further-
more, we do not know how efficient the formation of the in-
tradisulfide bond is. In addition, finally, no kinetic data are
available for the Trx reduction process.

In the present study, the rates of the three steps have been
investigated for the MsrA from N. meningitidis. To attain these
rates, adapted experimental kinetics approaches were used.
The data show that the step associated with the Trx reduction
process is rate-limiting, whereas the rate of the sulfoxide re-

2 A. Olry, unpublished results.

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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Kinetic Characterization of MsrA from Neisseria meningitidis
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ScHEME 1. Proposed catalytic mechamsm of MsrA and MsrB
from N. meningitidis. A Michaelis complex is formed between Msr
and MetSO, which precedes the nucleophilic attack of Cys-X on the
sulfur atom of the sulfoxide function of MetSO (step IA). Then, a 1,3-
sigmatropic rearrangement of the tetrahedral transition state probably
occurs, which led to formation of a sulfenic acid intermediate with a
concomitant release of 1 mol of Met/mol of enzyme (step IB). Steps IA
and IB are favored by acid-assisted catalysis. In step II, nucleophilic
attack of Cys-Y on the sulfur atom of the sulfenic acid leads to formation
of a Cys-X/Cys-Y disulfide bond and a release of a water molecule, which
is also favored by acid-assisted catalysis. In step III, return of the active
site to a fully reduced state proceeds via reduction of the Msr disulfide
bond by reduced Trx.

duction is very rapid and is rate-determining in the process
leading to the formation of the intradisulfide bond. These re-
sults are discussed in relation with the three-dimensional
structures of MsrAs described so far.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Site-directed Mutagenesis, Production, and Purification of Wild-type
and Mutant N. meningitidis MsrAs—The E. coli strain used for all
N. meningitidis MsrA productions was BE002 (MG1655 msrA::spec(},
msrB::a 3kana), transformed with the plasmidic construction
pSKPILBMsrA containing the coding sequence of msrA under the lac
promoter (13). The BE002 strain was kindly provided by Dr F. Barras.
Its use prevented expression of endogenous wild-type MsrA and MsrB
from E. coli and thus avoided any contamination of the activity of the
N. meningitidis MsrA by the Msrs from E. coli. Site-directed mutagen-
eses were performed using the QuikChange site-directed mutagenesis
kit (Stratagene).

Purifications were realized as described previously (13) with minor
modifications. A Q-Sepharose column was done at 4 °C, and wild-type
and mutant proteins were eluted at 80 mm KCI. At this stage, wild-type
and mutant MsrAs were pure, as checked by electrophoresis on 12.5%
SDS-PAGE gel followed by Coomassie Brilliant Blue R-250 staining and
by electrospray mass spectrometry analyses.

Storage of the enzymes was done as described previously (13). The
molecular concentration was determined spectrophotometrically, using
extinction coefficient at 280 nm of 26,200 M~ ! em ™! for wild-type and
C198S MsrA (13) and 20,480 M~ ' cm ! for W53F MsrA. In this report,
N. meningitidis MsrA amino acid numbering is based on E. coli MsrA.

Quantification of the Free Cysteine Content with 5,5'-Dithiobis(2-
nitro)benzoate (DTNB)—Cysteine content of MsrA and Trx was deter-
mined using DTNB under nondenaturing conditions in buffer A (50 mm
Tris-HCl, 2 mm EDTA, pH 8) as described previously (10).

Preparation of MsrA and Trx, under Oxidized Disulfide State—MsrA
oxidation was achieved by mixing 100 um MsrA with 100 mm MetSO in
buffer A. The MetSO used was pL-Met-R,S-SO, of which only the S
isomer is a substrate for MsrA. For Trx, oxidation was achieved by
mixing 500 pM Trx with 1 mm DTNB in buffer A. After 10 min of
incubation at room temperature, oxidized proteins were passed through
an Econo-Pac 10 DG desalting column (Bio-Rad) equilibrated with
buffer A. Oxidation of both proteins in the disulfide state was checked
by titration with DTNB.

Fluorescence Properties of Wild-type and Mutated MsrAs and Trx—
The fluorescence characteristics of 1) the wild-type MsrA in its reduced
form and Cys-51/Cys-198 disulfide state, 2) the C198S MsrA in its
reduced form and sulfenic acid state, 3) the W53F MsrA in its reduced
form and Cys-51/Cys-198 disulfide state, and 4) the TrX in its reduced
and disulfide state were recorded on an flx spectrofluorometer (SAFAS)
thermostated at 25 °C, in buffer A with 10 um of each protein (see the
legends of Figs. 1 and 2 for more details).

Determination of the Rate of Met Formation and of Thiol Loss by
Single Turnover Quenched-flow Experiments—Quenched-flow meas-
urements were carried out at 25 °C on a SX18MV-R stopped-flow ap-
paratus (Applied PhotoPhysics) fitted for the double-mixing mode and
adapted to recover the quenched samples. The apparatus worked in a
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pulsed mode. Under the conditions used, a minimum aging time of
about 25-40 ms was determined. Equal volumes (57.5 ul) of a solution
containing 550 uM MsrA in 50 mm MES, pH 5.5, or buffer A and a
solution containing 200 mm MetSO in 50 mm MES, pH 5.5, or buffer A
were mixed in the aging loop. The mixture was then allowed to react for
40-500 ms before being mixed with 115 pl of a quenching aqueous
solution containing 2% of trifluoroacetic acid. Quenched samples were
then collected in a 200-ul loop. For each aging time, four shots were
done, and the four corresponding quenched samples were pooled in a
volume of 700 pl and then analyzed.

To precipitate the protein, 50 pl of 100% trifluoroacetic acid were
added to aliquots of 300 ul of the quenched samples. Samples were
centrifuged at 12,000 X g for 30 min at room temperature. Met quan-
tification in the resulting supernatant was carried out by reverse-phase
chromatography as described previously in Ref. 10, with slight modifi-
cations: 100 ul were injected onto a 4.6 X 250 mm Atlantis dC18
reverse-phase column (Waters) on an AKTA explorer system (Amer-
sham Biosciences), equilibrated with H,0, 7.5% acetonitrile, 0.1% trif-
luoroacetic acid. Met was eluted isocratically after MetSO.

The other part of the quenched samples that were not treated with
100% of trifluoroacetic acid was used to 1) determine the protein con-
centration from the absorbance at 280 nm and 2) quantify the free
cysteine content, using 2,2'-dipyridyldisulfide as a thiol probe, in the
presence of urea to avoid precipitation of the protein in the cuvette.
Progress curves of pyridine-2-thione production were recorded at 343
nm in 1.1 M urea, buffer A. Enzyme concentration was 6.19 um, and
2,2'-dipyridyldisulfide concentration was 665 uM. The amount of pyri-
dine-2-thione formed was calculated using an extinction coefficient at
343 nm of 8,080 M ' cm ™.

Data were plotted as mol of Met formed per mol of MsrA and as free
remaining thiols per mol of MsrA, both as a function of time. The rate
of Met formation was determined by fitting the curve to the monoexpo-
nential equation (Equation 1) in which a represents the fraction of Met
formed per mol of MsrA and &, represents the rate constant.

y=a(l—e*=Y (Eq. 1)

The rate of loss in free thiols was determined by fitting the curve to
the monoexponential equation (Equation 2) in which y, represents the
number of free remaining thiols, a represents the number of oxidized
thiols, and &, represents the rate constant.

y=yo+tae et (Eq. 2)

Kinetics of the Formation of the Cys-51/Cys-198 MsrA Disulfide Bond
in the Absence of Trx by Single Turnover Stopped-flow Experiment—
Kinetics of the MsrA fluorescence increase associated with the forma-
tion of the Cys-51/Cys-198 disulfide bond were measured at 25 °C on a
SX18MV-R stopped-flow apparatus (Applied PhotoPhysics) fitted for
fluorescence measurements. The excitation wavelength was set at 284
nm, and the emitted light was collected using a 320-nm cutoff filter.
One syringe contained MsrA in buffer A (10 pMm, final concentration
after mixing), and the other one contained MetSO at various concen-
trations in buffer A (25 mM to 1 M, final concentration). An average of six
runs was recorded for each MetSO concentration. Rate constants, k...,
were obtained by fitting fluorescence traces with the monoexponential
equation (Equation 3) in which ¢ represents the end point, @ represents
the amplitude of the fluorescence increase (<0), and &, represents the
rate constant.

y=aehte=tte (Eq. 3)

Data were fit to Equation 4 using least squares analysis to determine
k. .. 8nd K for MetSO. S represents the MetSO concentration, and K
represents the apparent affinity constant.

Eope = Rope mux STK + S (Eq. 4)

Kinetics of the Reduction of the Cys-51/Cys-198 MsrA Disulfide Bond
by Trx by Single Turnover Stopped-flow Experiments—Kinetics meas-
urements of the Trx fluorescence quenching associated with the forma-
tion of the Cys-32/Cys-35 disulfide bond upon the reduction of the
oxidized MsrA were carried out as described above. The excitation
wavelength was set at 310 nm, and the emitted light was collected using
a 320-nm cutoff filter. One syringe contained the oxidized MsrA in
buffer A (25 uM, final concentration), and the other one contained the
reduced Trx at various concentrations in buffer A (from 20 to 800 pm,
final concentration). An average of six runs was recorded for each
concentration of Trx. Rate constants, k,,, were obtained by fitting
fluorescence traces with the monoexponential Equation 3 with a > 0.
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Determination of k_,, and K, for Trx under Steady-state Conditions—
Kinetic parameters were determined in steady-state conditions with
the Trx reductase recycling system (E. coli Trx reductase (4.8 um),
NADPH (1.2 mm), saturating concentration of MetSO (100 mm)) and by
varying the concentrations of Trx. Initial rate measurements were
carried out at 25 °C in buffer A on a Kontron Uvikon 933 spectropho-
tometer by following the decrease of the absorbance at 340 nm due to
the oxidation of NADPH. Initial rate data were fitted to the Michaelis-
Menten relationship using least squares analysis to determine k_,, and
K, for Trx. E. coli Trx1 and Trx reductase were prepared following
experimental procedures already published (15, 16).

RESULTS AND DISCUSSION

MsrA from N. meningitidis possesses two cysteines at posi-
tion 51 and 198 (13). As mentioned in the Introduction, the
catalytic mechanism of the MsrA from N. meningitidis involves
three chemical steps: a) the reduction of MetSO, which leads to
the formation of a sulfenic acid intermediate on Cys-51 and a
concomitant release of 1 mol of Met/mol of enzyme; b) the
formation of an intradisulfide bond between Cys-51 and Cys-
198; and ¢) the reduction of the disulfide bond by Trx, which
finally liberates MsrA and Trx under reduced and oxidized
forms, respectively.

To investigate the rates of all these steps thus implied set-
ting up experimental approaches that selectively apprehended
each rate. For the formation of the sulfenic acid intermediate,
the rate was determined by following that of the Met formation
under single turnover conditions, i.e. in the absence of Trx. For
the formation of the Cys-51/Cys-198 disulfide bond, two meth-
ods were used, also under single turnover conditions. The first
one took advantage of the observation that the fluorescence
emission intensity of MsrA increased upon going from the
reduced to the oxidized disulfide forms. The second one used a
specific thiol reagent to follow the rate of the oxidation of
Cys-51 and Cys-198, which was shown to occur concomitantly.
The third step was apprehended by following the rate of the
reduction of the Cys-51/Cys-198 disulfide bond by Trx under
single turnover conditions, using as a probe the quenching of
the Trx fluorescence intensity upon going from reduced to
oxidized forms. Finally, the catalytic constants of MsrA were
determined for the MetSO reductase step and the Trx-reducing
step as well, under conditions in which the concentrations of
the substrates were nearly saturating.

Characterization of the Fluorescence Properties of the MsrA
and Trx under Reduced and Disulfide Oxidized Forms—MsrA,
under reduced form, presented a maximum excitation wave-
length at 284 nm and a fluorescence emission maximum at 302
nm with a shoulder around 340 nm (Fig. 1). This suggested a
contribution of both tyrosine and tryptophan residues to the
fluorescence signal when excitation was set at 284 nm. In MsrA
from N. meningitidis, there are 16 tyrosines and 1 tryptophan
at position 53. When excitation was done at 295 nm, a fluores-
cence emission maximum was observed at 340 nm (Fig. 1). This
suggested the contribution of only Trp-53 at this excitation
wavelength. This was confirmed by the fact that W53F MsrA
did not exhibit any fluorescence emission at 340 nm when the
excitation was done at 295 nm (spectrum not shown). When
excited at 295 nm, oxidized MsrA in the Cys-51/Cys-198 disul-
fide state also showed a fluorescence emission maximum at 340
nm but with a fluorescence increase of 85% (integrated from
320 to 450 nm) when compared with that of the reduced form
(Fig. 1). Inspection of the x-ray structure shows that Trp-53 is
situated in an « helix near the catalytic Cys-51 (5). Therefore,
the formation of the Cys-51/Cys-198 disulfide bond, which is
located near Trp-53, is likely responsible for the increase of the
fluorescence emission intensity at 340 nm.

As already shown by others, Trx1 from E. coli exhibited a
fluorescence emission maximum at 342 nm when excited at 280
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Fic. 1. Fluorescence spectra of N. meningitidis MsrA under
reduced and disulfide oxidized state. Excitation spectra of reduced
(#) and oxidized (¢) MsrA (emission followed at 340 nm), emission
spectra of reduced (@) and oxidized (O) MsrA (excitation at 284 nm),
reduced (M) and oxidized ([]) MsrA (excitation at 295 nm), and reduced
(A) and oxidized (A) MsrA (excitation at 310 nm) were recorded with 10
pM protein at 25 °C in buffer A.

nm (17). Two tryptophans are present in the E. coli enzyme at
positions 28 and 31, and it was shown that Trp-28 is mainly
responsible for the strong quenching of the fluorescence emis-
sion intensity observed when Trx is oxidized in the Cys-32/
Cys-35 disulfide state (17-19). Therefore, following the rate
associated with the formation of the Cys-32/Cys-35 Trx disul-
fide bond on a stopped-flow apparatus equipped for fluores-
cence measurements can give information on the nature of the
rate-limiting step in the Trx-reducing process provided that the
fluorescence signal of the Msr does not interfere. As mentioned
above, the reduction of the Cys-51/Cys-198 MsrA bond also
leads to a quenching of the fluorescence emission intensity at
340 nm. However, as shown in Fig. 2, when the excitation was
done at 295 nm, the contribution of MsrA to the quenching of
the fluorescence signal is small when compared with that of
Trx. It is even insignificant when the excitation was done at
310 nm and when considering the ratio of the fluorescence
emission intensity of both partners, integrated from 320 to 450
nm (Fig. 2).

Rate of the Met Formation—A means to determine the rate of
the formation of the sulfenic acid intermediate was to attain
that of the Met, which is formed concomitantly. To do so, the
stopped-flow apparatus was adapted to be used in a quenched-
flow mode. At various times of incubation of MsrA with MetSO,
in the absence of Trx, the reaction mixture was quenched by
mixing it with trifluoroacetic acid. Met was then quantified by
reverse-phase chromatography analysis (see “Experimental
Procedures” for more details). The study was done at 100 mm
MetSO, a concentration that is known to be saturating under
steady-state conditions (13). At pH 8, which is the optimum pH
determined under steady-state conditions (data not shown), a
Met burst was observed with a stoichiometry of 0.9 mol of
Met/mol of MsrA. However, the rate of the Met formation was
too fast, at least 100 s, to be determined with the apparatus
adapted for quenched-flow experiments, which gave a mini-
mum aging time around 30 ms. In contrast, at pH 5.5, the curve
profile fitted to the monoexponential Equation 1 with a &,
value of 12 = 1 s ! and a stoichiometry of 0.9 + 0.1 mol of
Met/mol of MsrA (Fig. 3). Under steady-state conditions, at 200
uM Trx and 100 mm MetSO, &, values were 7 and 0.6 s~ at pH
8 and 5.5, respectively. Therefore, the data demonstrated that
the rate-limiting step in MsrA occurs after the formation of the
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FiG. 2. Fluorescence emission spectra of E. coli thioredoxin
under reduced and disulfide oxidized state and comparison
with those of N. meningitidis MsrA under reduced and disulfide
oxidized state. In A, fluorescence spectra of 10 um reduced (M) and
oxidized ([]) Trx and reduced (@) and oxidized (O) MsrA in buffer A
were recorded at 25 °C on excitation at 295 nm. In B, fluorescence
spectra of 10 uM reduced (A) and oxidized (4) Trx and reduced (4 ) and
oxidized (¢ ) MsrA in buffer A were recorded at 25 °C on excitation at
310 nm.

sulfenic acid intermediate and is associated with either the
Cys-51/Cys-198 disulfide bond formation or the Trx reduction
process.

Rate of the Formation of Cys-51/Cys-198 MsrA Disulfide
Bond—First, the rate of formation of the Cys-51/Cys-198 disul-
fide bond was determined at 100 mm MetSO in the absence of
Trx by following the increase of the MsrA fluorescence emission
intensity due to the formation of the Cys-51/Cys-198 disulfide
bond. Two pH conditions were investigated. At pH 8 and 5.5, a
fast increase of the fluorescence signal was observed. The
curves fitted to the monoexponential Equation 3 with &,
values of 144 + 1s 'and 11 *+ 157}, respectively (Fig. 4). The
k. value at pH 5.5 is similar to that of the Met formation at
the same pH. Therefore, this strongly suggested that the step
leading to the formation of Met, and thus of the sulfenic acid
intermediate, is rate-determining in the formation of the Cys-
51/Cys-198 disulfide bond. In other words, the rate of the nu-
cleophilic attack of Cys-198 on the Cys-51 sulfenic intermediate
is limited by that determining the formation of the sulfenic acid
intermediate, which as a consequence does not accumulate.
Therefore, even if a change in the fluorescence emission inten-
sity of the MsrA occurs upon the formation of the sulfenic acid,
this should not interfere with the increase of the fluorescence
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Fi1G. 3. Time-resolved appearance of Met and disappearance of
free thiols of N. meningitidis MsrA under single turnover kinet-
ics. A quenched-flow experiment was carried out at 25 °C in 50 mMm
MES, pH 5.5. Briefly, reduced MsrA (275 uM, final concentration) was
allowed to react with MetSO (100 mwm, final concentration) in the aging
loop of the stopped-flow apparatus before being mixed with a 2% trif-
luoroacetic acid aqueous solution (1% final concentration). After recov-
ery, quenched samples were used for Met quantification and free thiols
titration as well (see “Experimental Procedures” for more details). Sym-
bols represent experimental points (@ for Met, [] for free thiols). Data
were fitted to Equations 1 and 2, respectively, and gave rate constants
of 11 = 1 and 20 + 2 57, respectively.

signal observed upon the formation of the Cys-51/Cys-198 di-
sulfide bond. To confirm this interpretation, C198S MsrA was
produced. In this mutated protein, the Cys-51 sulfenic acid
intermediate accumulates (13). Its formation led to a quench-
ing of the fluorescence signal of Trp-53 (data not shown) in
contrast to the increase observed when following the formation
of the Cys-51/Cys-198 disulfide bond in wild-type MsrA. Thus,
the fact that only an increase of the fluorescence signal was
observed in the wild-type enzyme again supports the nonaccu-
mulation of the sulfenic acid intermediate in the wild-type
enzyme. The fact that the &, value at pH 8 is 144 s~ ! confirms
that the &, value of the Met formation could not be attainable
in the previous quenched-flow experiment with the stopped-
flow apparatus.

A second approach for determining the rate of the formation
of the Cys-51/Cys-198 disulfide bond was to follow the loss of
the two free thiol groups. This analysis was done with the
samples obtained from the quenched-flow experiments de-
scribed above. As suggested above, as soon as Cys-51 is oxi-
dized into sulfenic acid form, Cys-198 forms a disulfide bond
with Cys-51. Consequently, the enzyme should pass directly
from the reduced state form with two free thiols to the oxidized
Cys-51/Cys-198 disulfide form with no more free thiols. At pH
5.5 and using 100 mm MetSO, the curve profile fitted to the
monoexponential Equation 2, with the loss of two cysteines and
a kg, value of 20 = 2 s~ (Fig. 3). The fact that the &, value
is in the range of that found for the Met formation again
supports a rate-determining step associated with the formation
of the sulfenic acid intermediate and the nonaccumulation of
the sulfenic acid intermediate.

Rate of the Reduction of Cys-51/Cys-198 MsrA Bond by
Trx—As already mentioned, the rate of reduction of the Cys-
51/Cys-198 MsrA disulfide bond was determined on a stopped-
flow apparatus by following selectively the quenching of the
fluorescence emission intensity of Trx upon going from the
reduced to an oxidized form, i.e. Cys-32/Cys-35 intradisulfide
state or MsrA Cys-198/Trx Cys-32 interdisulfide form. Under
the experimental conditions used, at pH 8, the concentration of
the Cys-51/Cys-198 disulfide MsrA was 25 puM, and the concen-
tration of the reduced Trx was varied from 75 uM to up 800 um.



45356

Fluorescence intensity (AL)

30+ 1 1 T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
Time (s)
0.04
0.02 1
002
0,04 .
(.00 0.02 0.04 .06 0.08 010

Fluorescence intensity (AU)

Time (s)
0.02
0.01
0.00
-0.01
0.02 + r T r T v -
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Fic. 4. Rate of formation of the Cys-51/Cys-198 MsrA disulfide
bond measured by fluorescence stopped-flow experiment under
single turnover kinetics. The MsrA fluorescence increase associated
with the disulfide bond formation was recorded on a stopped-flow ap-
paratus at 25 °C in buffer A (A) or in 50 mm MES, pH 5.5 (B). In both
experiments, MsrA and MetSO final concentrations were 10 uM and 100
mM, respectively. Excitation wavelength was set at 284 nm, and emitted
light was collected via a 320 nm cutoff filter. The upper frames show the
recorded fluorescence trace, and the lower frames show the residual
values of the best monoexponential fit. Rate constants were 144 * 1 and
11 = 15 ' in buffer A and in MES buffer, pH 5.5, respectively.

For each concentration of Trx, a &, value was determined. At
a concentration of 200 um Trx, a k,,, value of 9.5 s™' was
obtained (Fig. 5). This value is in the range of the rate value of
7 s ! found under steady-state conditions, i.e. 200 pum Trx and
100 mm MetSO, and under conditions in which the process of
Trx reduction by thioredoxin reductase and NADPH was
shown not to be rate-limiting. These results demonstrated that
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Fic. 5. Rate of reduction of the Cys-51/Cys-198 N. meningitidis
MsrA disulfide bond by E. coli Trx measured by fluorescence
stopped-flow experiment. The Trx fluorescence quenching associ-
ated with Trx disulfide bond formation was recorded on a stopped-flow
apparatus at 25 °C in buffer A by mixing reduced Trx and oxidized
MsrA. MsrA final concentration was 25 uM. Excitation wavelength was
set at 310 nm, and emitted light was collected via a 320 nm cutoff filter.
Data were then fitted to the Michaelis-Menten relationship by least
squares regression, which gave k_,, ... and K, values of 50 += 10 s’
and 930 = 300 uMm, respectively. Symbols (@) represent experimental
points.
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Fic. 6. Determination of the catalytic parameters of the
MetSO reductase step of the N. meningitidis MsrA. The MsrA
fluorescence increase associated with the Cys-51/Cys-198 disulfide bond
formation was recorded on a stopped-flow apparatus at 25 °C in buffer
A. MsrA final concentration was 10 pM. Excitation wavelength was set
at 284 nm, and emitted light was collected via a 320-nm cutoff filter.
Data were then fitted to Equation 4 by least squares regression which
gave k, ..., and apparent affinity constant values of 15610 = 90 s~ and
740 + 80 mMm, respectively. Symbols (@) represent experimental points.

the rate-limiting step of MsrA is associated with the Trx reduc-
tion process. Furthermore, we could conclude that the rate-
limiting step is prior to the dissociation of oxidized Trx from
reduced MsrA, a step that occurs after the chemical process. In
this context, the rate-limiting step can be associated either
with the formation of the Michaelis complex between the oxi-
dized MsrA and the reduced Trx or with the chemical processes
associated with either the formation of the interdisulfide bond
between Cys-198 of the MsrA and Cys-32 of Trx or the nucleo-
philic attack of Cys-35 of Trx on Cys-32 engaged in an interd-
isulfide bond with the Cys-198 of MsrA. Although additional
experiments are needed, it is probable that the formation of the
Cys-32/Cys-35 Trx intradisulfide bond is efficient, similar to
what is observed for the formation of the Cys-51/Cys-198 MsrA
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intradisulfide bond, and therefore is not rate-limiting.

The K,,, 1.5 and &, .. values cannot be determined with
accuracy (Fig. 5). This is because when Trx is in a large excess
when compared with MsrA, the fluorescence quenching mes-
sage measured upon the formation of the oxidized Trx becomes
small as compared with the fluorescence message of the re-
maining reduced Trx and, as a consequence, the quenching
signal cannot be measured with great precision. Therefore,
only an estimation of the K, ., and of the &, ..., values was
made, i.e. 500-900 pm and at least 30 s~!, respectively. The
values of K, for Trx and k_,, ... are much higher than those
described so far by our group and other groups, which were
determined under steady-state conditions with the Trx reduc-
tase recycling system. This apparent discrepancy is probably
due to the fact that under the steady-state conditions used, the
rate of the Trx reductase process becomes rate-limiting at high
concentrations of Trx.

Rate of the Met Formation under Saturating MetSO Concen-
tration—The fact that the Trx reduction step is rate-limiting
suggested that the K,, value for MetSO determined under
steady-state conditions was much lower than the apparent
affinity constant in the MetSO reductase step. Indeed, having
a slow step following a fast catalytic one always lowers the K,
value for the substrate. Thus, the concentration of MetSO, i.e.
100 mm, which was used for determining the %, of the reduc-
tase activity, was probably not saturating. This is indeed the
case. At pH 8, using the fluorescence signal increase observed
upon the formation of the Cys-51/Cys-198 bond, in the absence
of Trx, a k,,, value of 795 s~ ! was observed at 800 mm MetSO.
From the curve, an apparent affinity constant value of 740 mm
for MetSO with a &y, a value of 1510 s~ ' can be estimated
(Fig. 6). These values are 80- and 40-fold higher than those
determined under steady-state conditions at 200 um Trx, re-
spectively. As shown above, the rate of the formation of the
sulfenic acid intermediate is rate-determining in the process
leading to the formation of the Cys-51/Cys-198 disulfide bond.
Therefore, the k. and affinity constant values correspond to
those of the MetSO reductase step. In this context, it should be
noted that the affinity constant values for the D and the L
isomers of MetSO are similar (data not shown) and have to be
divided by 2, taking into account the fact that the R isomer of
the sulfoxide function of MetSO is neither a substrate nor an
inhibitor of MsrA (13).

Conclusion—We have shown that 1) the rate-limiting step of
the N. meningitidis MsrA reaction is associated with the thi-
oredoxin reduction process and 2) the formation of the sulfenic
acid intermediate is rate-determining within the two-step pro-
cesses leading to the formation of the intradisulfide Cys-51/
Cys-198 intermediate. As already mentioned (11), three sub-
classes of MsrAs exist. The N. meningitidis enzyme, which is
the prototype of the first subclass, contains two essential cys-
teines at positions 51 and 198. The second one, which is repre-
sented by E. coli and B. taurus MsrAs, possesses three essen-
tial cysteines at positions 51, 198, and 206. In this case, only
the Cys-198/Cys-206 disulfide bond was shown to be reduced by
Trx (10). In fact, the reduction of the Cys-51/Cys-198 bond
probably does not occur because of its nonaccumulation. As
soon as the Cys-51/Cys-198 disulfide intermediate is formed,
Cys-206, which is located in a flexible region, attacks it and
forms the Cys-198/Cys-206 disulfide bond, which is then re-
duced by Trx. The fact that in C206S E. coli MsrA, the Cys-51/
Cys-198 disulfide bond can be reduced by Trx (data not shown)
supports our interpretation. The third subclass, which is rep-
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resented by the Bacillus subtilis MsrA, contains two essential
cysteines at positions 51 and 54. Also, in this case, the rate-
limiting step is associated with reduction by Trx (data
not shown).

Under saturating concentrations of MetSO, at pH 8, the
rates of formation of the sulfenic acid intermediate and of the
Cys-51/Cys-198 disulfide bond are 1510 s~ ' and at least 1510
s ', respectively. Thus, the chemical process that leads to the
formation of the sulfenic acid is efficient. Cys-51 is probably
activated by the active site, and the electrophilic character of
the sulfur atom of the substrate sulfoxide and the rate of the
1,3-sigmatropic rearrangement of the tetrahedral transition
state are likely increased via an acid catalyst belonging to the
active site, which has been recently shown to be Glu-94 (data
not shown). Both activations should favor the efficiency of the
reductase process. Also, the rate of formation of the Cys-51/
Cys-198 disulfide bond is fast. Therefore, the nucleophilic at-
tack of Cys-198 on sulfenic acid Cys-51 is also efficient. Inspec-
tion of the three-dimensional structures of MsrAs solved so far
and comparison of the primary structures of MsrAs show that
Cys-198 is located in a flexible region with no secondary struc-
tural elements (5). The fact that 1) a sulfenic acid is chemically
unstable; 2) the Cys-198, as part of a flexible region, can easily
approach position 51; and 3) an acidic amino acid likely inter-
venes to favor the release of the water molecule from the
Cys-51 oxidized in the sulfenic acid state can explain why the
formation of the Cys-51/Cys-198 disulfide bond is so efficient.
Studies are presently underway to characterize all the amino
acids of the MsrA from N. meningitidis, which are involved not
only in the chemical activation of the three steps but also in the
substrate specificities.
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Abstract

The methionine sulfoxide reductase (Msr) family is composed of two structurally unrelated classes of monomeric enzymes named MsrA
and MsrB, which display opposite stereo-selectivities towards the sulfoxide function. MsrAs and MsrBs, characterized so far, share the same
chemical mechanism implying sulfenic acid chemistry. The mechanism includes three steps with (1) formation of a sulfenic acid intermediate
with a concomitant release of 1 mol of methionine per mol of enzyme; (2) formation of an intramonomeric disulfide Msr bond followed by;
(3) reduction of the oxidized Msr by thioredoxin (Trx). This scheme is in accordance with the kinetic mechanism of both Msrs which is of
ping-pong type. For both Msrs, the reductase step is rate-determining in the process leading to the formation of the disulfide bond. The
overall rate-limiting step takes place within the thioredoxin-recycling process, likely being associated with oxidized thioredoxin release. The
kinetic data support structural recognition between oxidized Msr and reduced thioredoxin. The active sites of both Msrs are adapted for
binding protein-bound methionine sulfoxide (MetSO) more efficiently than free MetSO. About 50% of the MsrBs binds a zinc atom, the
location of which is in an opposite direction from the active site. Introducing or removing the zinc binding site modulates the catalytic

efficiency of MsrB.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Msr; Sulfenic acid; Catalytic mechanism; Rate-limiting step; Thioredoxin; Trp fluorescent probe

1. Introduction

Mild oxidizing conditions convert both free and protein-
bound Met to methionine sulfoxide (MetSO). The oxidation
of Met results in formation of asymmetric sulfoxides, which
are referred to as Met-(R)-SO and Met-(5)-SO. Most
organisms from the three kingdoms contain two different
methionine sulfoxide reductases (Msrs) that reduce free and
protein-bound MetSO residues. One Msr is specific for the
reduction of Met-(§)-SO and is referred to as MsrA. The
other one is specific for the reduction of Met-(R)-SO and is
referred to as MsrB.

Abbreviations: MetSO, methionine sulfoxide; MsrA/B, methionine
sulfoxide reductase A/B; Trx, thioredoxin; Msr,,, Msr in the disulfide
state; Msr.y, Msr in the reduced state; Trx,,, Trx in the disulfide state;
TrXey. Trx in the reduced state; TNB ™, 3-carboxy 4-nitrobenzenethiol;
DTT, dithiothreitol

* Corresponding author. Tel.: +33 383 68 43 04; fax: +33 383 6843 07.

E-mail address: guy.branlanti@maem.uhp-nancy.fr (G. Branlant).

1570-9639/§ - see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbapap.2004.09.016

In vivo studies have shown that Msr activities in
Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae depend on
the presence of thioredoxin (Trx). A Met auxotrophic strain,
lacking Trx or Trx reductase (the physiological partner of
Trx), is unable to grow in the presence of MetSO as the sole
carbon source [1,2]. In vitro, Trx can be replaced by
dithiothreitol (DTT) as a reductant.

MsrA and MsrB are monomeric enzymes which display
no sequence identity and are structurally unrelated [3-7]. In
the present review, the three-step catalytic mechanism of
Msrs is described and discussed in terms of catalysis and
substrate specificities, in relation with the Msr 3D structures.

2. Chemical mechanism: implication of the sulfenic acid
chemistry

The MsrAs and MsrBs characterized so far share the
same chemical mechanism involving sulfenic acid chem-
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istry [8,9]. The mechanism includes three steps with: (1)
formation of a sulfenic acid intermediate on the “catalytic”
Cys residue, with concomitant release of 1 mol of Met per
mol of enzyme., (2) formation of an intramonomeric
disulfide bond between the catalytic Cys and the
“recycling” Cys, with concomitant release of | mol of
H,0 and; (3) reduction of the Msr disulfide bond by Trx,
leading to regeneration of the reduced form of Msr
(Msr,q) and to formation of oxidized Trx (Trx,y) in a
disulfide state (Fig. 1).

This mechanism has been demonstrated in particular on
the Msrs from Neisseria meningitidis, which were produced
as individual folded entities, while in vivo they are part of a
three-domain protein named PILB [9]. The central domain
shows a methionine sulfoxide reductase A (MsrA) activity,
whereas the C-terminus domain displays a methionine
sulfoxide reductase B (MsrB) activity. The chemical
mechanism of both N. meningitidis Msrs involves two
invariant Cys residues: the catalytic Cys (position 51 for
MsrA and 117 for MsrB) and the recycling one (position
198 for MsrA and 63 for MsrB) (Fig. 2). For both enzymes,
the stoichiometry of methionine formation was determined
in the absence of reductant, which yielded 1 mol of
methionine per mol of enzyme with loss of two thiols. This
result is in agreement with formation of a disulfide bond
between the catalytic and the recycling Cys. One mole of
methionine was also formed with the Ser mutant of the
recycling Cys with loss of one thiol, whereas no methionine
was produced with the Ser mutant of the catalytic Cys. In
the presence of Trx, a recycling activity was observed with
the wild-type but not with the Ser mutant of the recycling
Cys. Altogether, these results suggest the formation of a
sulfenic acid on the catalytic Cys and its regeneration via the
formation of an intramonomeric disulfide bond involving
the recycling Cys then followed by reduction by Trx.
Evidence for the formation of a sulfenic acid intermediate
came from the use of 3-carboxy 4-nitrobenzenethiol
(TNB7) and dimedone which are specific reagents of
sulfenic acid. In the case of the Ser mutant of the recycling
Cys, decrease of the absorbance at 410 nm by one
equivalent of TNB /mol was observed when the mutant
was first incubated with MetSO and then treated with an
excess of TNB . Incubation of the mutant with MetSO and
subsequent addition of dimedone produced an enzyme

H+
el
Y® 7 R CH,

11

Trx :Y

[

species with an increased mass of 138 Da, in accordance
with the formation of a covalent adduct between enzyme
and dimedone. Moreover, the fact that an increased mass of
16 Da was observed by ESI-MS after incubation of the
C198S MsrA from E. coli with MetSO is also in agreement
with the formation of a sulfenic acid intermediate [8].

The fact that the catalytic mechanism takes place through
the formation of a sulfenic acid intermediate for both Msrs
supports the idea that sulfenic acid chemistry is a general
feature in the reduction of sulfoxides by thiols. This new
and original chemical mechanism of sulfoxide reduction by
thiols highlights the importance of the sulfenic acid
chemistry in the field of the oxidative stress. Such chemistry
has been involved in the detoxification process of peroxides,
in redox signaling pathways and in the regulation of specific
transcription factors (see Ref. [10] for a review).

In the presence of Trx, a recycling activity was observed
with wild-type Msrs but not with the Ser mutants of the
recycling Cys. This showed that (1) the regeneration of the
catalytic Cys occurs via the formation of an intradisulfide
bond with the recycling Cys, followed by reduction by Trx;
(2) the sulfenic acid intermediate formed on the catalytic
Cys cannot be reduced by Trx. This latter result supports the
observation that a sulfenic acid intermediate within an active
site is usually not reducible by Trx except for the BCP
protein and Prxlp [11.12]. This is in contrast to what is
observed with DTT. Thus, this supports either a non-
accessibility of the sulfenic acid within the active site of
Msrs to Trx or more probably the formation of a non-
productive complex between Ser mutants and Trx,q. In this
context, knowledge of the three-dimensional structure of
Msr mutants in the sulfenic acid state will be informative.

Inspection of the alignment of the protein sequences of
Msrs whose activity has been characterized so far either
biochemically or by gene inactivation, shows that the
catalytic Cys residue is invariant while the recycling one
is not. This is correlated to the fact that Msrs can proceed via
different mechanisms for the regeneration of the catalytic
Cys. Consequently, different subclasses of Msrs can be
defined.

For MsrAs, at least four alternative mechanisms of C51
regeneration would be operative (Fig. 2A). The N
meningitidis MsrA represents the first subclass, character-
ized by the presence of the recycling Cys at position 198.

OH T  R-s—CHg

' ~H
—S=CH IB -0O-H
oyton| B [f

2

Fig. 1. Proposed catalytic mechanism of Msrs. Representation of the three-step chemical mechanism as described by Olry et al. [9]. In step II1, a Michaelis
complex is formed between Msr,, and Trx..4. Then, a nucleophilic attack of Cys-32 of Trx on the disulfide bond of the Msr leads to formation of an
intermolecular disulfide bond which is followed by a nucleophilic attack of Cys-35 of Trx that leads to Msr,.4 and Trx,,. X represents the catalytic Cys and Y

the recycling Cys.
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Fig. 2. Sequence alignment of representative sequences of MsrA (A) and MsrB (B) subclasses. (A) The sequences of E. coli, B. taurus, N. meningitidis (N. menin.), B. subtilis and R. capsulatus (R. capsu.) MsrAs
were aligned with Bioedit software. The numbering of amino acid residues indicated is based on the numbering of the E. coli MsrA sequence. The cysteine residues are written in white on black boxes and
conserved residues in all putative Msr sequences in black on grey boxes. C51 is the catalytic cysteine whereas C54 or C198 or C206 are the recycling ones [8,9]. a-Helices and [*-strands of the £. coli MsrA [3] are
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indicated by grey lines and black arrows, respectively. (B) The sequences of E. coli, N. meningitidis (N. menin.), N. gonorrhoeae (N. gono.), X. campestris (X. camp.) and R. capsulatus (R. capsu.) MsrBs were
aligned with Bioedit software. The numbering of amino acid residues indicated is based on the numbering of the E. coli MsrB sequence. The cysteine residues are written in white on black boxes and conserved
residues in all putative Msr sequences in black on grey boxes. C117 is the catalytic cysteine whereas C63 or C31 is the recycling one [9,13]. C45, C48, C94 and C97 are the cysteines involved in the binding of
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The second one contains two recycling Cys residues at
positions 198 and 206, and is well represented by E. coli
and bovine MsrAs. In this case, the Trx-recycling process
requires the formation not of one but of two successive
disulfide bonds. The first one is formed between the
catalytic C51 and the C198. The second one, formed
between C198 and C206, is the one preferably reduced by
Trx. The third subclass represented by the Bacillus subtilis
enzyme has a Cs;FWCsy4 Trx-like signature. The mechanism
of C51 regeneration consists of the attack of the sulfenic
acid intermediate on C51 by C54 followed by the reduction
of the C51/C54 disulfide bond by Trx. Finally, the align-
ment of putative MsrAs (not yet characterized) suggests the
existence of a new subclass of MsrA represented by the
Rhodobacter capsulatus enzyme, which only bears a C51. If
the latter MsrA is operative in vivo, an alternative Trx-
independent mechanism of C51 regeneration must exist.

For MsrBs, at least two subclasses can be defined (Fig.
2B). The first one is represented by the N. meningitidis
MsrB in which the regeneration of the catalytic C117 is
done via formation of the disulfide bond 117/63. The second
subclass represents 37% of putative MsrBs and is charac-
terized by the absence of the recycling Cys at position 63.
This raises the question of the regeneration of the catalytic
C117 for these MsrBs. One possibility is the involvement of
another Cys, which can substitute for C63 in the Trx-
recycling process. This is the case for the Xanthomonas
campestris enzyme in which C31 was recently shown to
play a role similar to that of C63 [13]. Such a result supports
a great flexibility of the MsrB structures, at least of the two
loops on which C63 and C31 are located. In the case where
no cysteine can substitute for C63, the catalytic C117 should
be regenerated by yet another uncharacterized recycling
process in which Trx is not involved.

3. Kinetic mechanism

Msrs display a ping-pong kinetic mechanism in the
presence of Trx or DTT as a reductant ([14], unpublished
data). Kinetic saturations are only observed with Trx with
low Ky values (Table 1). The kinetic ping-pong model can
be described by the following scheme, where E, is the
sulfenic acid intermediate and R the reductant (Trx or DTT):

k
E. .+ Ac-L-Met-(R S)-SO-NHMe % E, + Ac-L-Met-NHMe
1

(stepl)

ki,

Ey + Ry Erq+ Rox (step2)

k.

This scheme is in accordance with the chemical
mechanism in which formations of Ac-L-Met-NHMe and
of the sulfenic acid intermediate are concomitant. In this
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scheme, the reciprocal rate constant k., /Ks for the net
forward reaction of the reduced enzyme with Ac-L-Met-
(R,5)-SO-NHMe is defined as k. \/k_, and may be regarded
as k,, since the partial reaction shown in step 1 can be
considered as irreversible. The catalytic efficiency for
sulfoxide reduction is at least 100-fold less efficient
compared to other enzymatic systems involving sulfenic
acid intermediates like peroxidases [15-17].

The saturation kinetics observed with Trx, in contrast to
that observed with DTT, could only result from a shift of the
rate constants in the recycling part of the catalytic cycle,
implying that the rate-limiting step of the overall reaction
should be associated with step 2. In fact, step 2 can be
decomposed into two chemical steps with (1) formation of
the intramonomeric disulfide bond (£, step 2/ ) and, (2)
reduction of the Msr disulfide bond (step 2").

kiy

ki

Eson Egg (step2’ )

oy

ko

Egs + Rieq E. g+ Ry (step2”)

Therefore, the rate-limiting step in the overall process
can be associated with either step 2’ or step 2”. Since the
rate of formation of the intramonomeric disulfide bond from
the sulfenic acid intermediate in Msrs is very fast [20,21],
ki, corresponds to ko, and the rate-limiting step is
associated with step 2".

The fact that saturation kinetics are only observed with
Trx favours a rate-limiting step that takes place after
formation of the Michaelis complex between Msr,, and
TrXeeq, either concomitantly or before the two-electron
chemical process, or associated with the release of Trx,,.

The catalytic efficiency for Trx compared to DTT is high
(~10° M~ ' s versus ~10'-10* M~ ' s '), and is similar to
the catalytic efficiency of other systems using Trx [17-19].
Moreover, MsrA from E. coli and MsrB from N. meningi-
tidis display a low Ky value for Trx in the 10 pM range
(Table 1). This supports the existence of specific interactions
between Trx.q and MsrA,/MsrB,, which are probably a
prerequisite for an efficient two-electron transfer between
Msrs,, and Trx eq.

4. Kinetic characterization of the three steps of the
mechanism: identification of the rate-limiting step

Recent studies on the catalytic mechanism of the MsrA
and MsrB from N. meningitidis have shown that the rate of
the sulfenic acid intermediate formation is fast and is rate-

" In the case of E. coli MsrA, two successive disulfide bonds between
C51-C198, and C198-C206, are formed. Trx reduces the CI198-C206
disulfide bond.
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Table 1

Kinetic parameters for the Msr activity of wild-type E. coli MsrA and N. meningitidis MsrB

Enzymc lredu‘ﬂ-ann kczﬂ (s 1} Ka.u'lfusudg [“]M) kcal"JKsull'uxld: (M E s l} Kruiucuml (]-lM} kcul'HKrnlunanl (M : 3 ! )
MsrA”® (Trx) 3.7+05 1.9+0.2 2020£500 10£2 (4.0+0.1).10°

MsrA* (DTT) infinite not determinable 280+20 infinite 83+7

MsrB” (Trx) 1.1+0.2 1.2+0.2 917£50 58+12 (1.9+0.3).10°

MsrB” (DTT) infinite not determinable not determined infinite 2.1+0.2

Reactions were carried out in Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM buffer, pH 8 at 25 “C. Sulfoxide substrate used was D,L-Met-(R.S5)-SO for MsrA and Ac-L.-Met-
(R.S)-SO-NHMe for MsrB. Data presented were obtained by fitting the experimental data to a ping-pong mechanism.

* Boschi-Muller et al. [14].
Y Olry et al. (unpublished results).

determining in the process leading to formation of the Msr
disulfide bond, and that the overall rate-limiting step is
associated with the Trx-recycling process. Moreover, the
data suggest that the rate-limiting step takes place after the
two-electron chemical exchange and is thus associated
with the release of Trx,, [20,21]. Similar results were
obtained with E. coli and B. subtilis MsrAs (data not
shown).

Such data derive from the measurement of the rates of
the three steps, using adapted experimental kinetic
approaches that allowed us to selectively investigate each
step. The rate of formation of the sulfenic acid
intermediate was determined by following the rate of
the Met formation under single turnover conditions, i.e. in
the absence of Trx. For the formation of the intra-
monomeric disulfide bond, a specific thiol reagent was
used, also under single turnover conditions, to follow the
rate of oxidation of the catalytic and the recycling Cys,
whose oxidations occur concomitantly. Another method
can also be used under single turnover conditions, which
takes advantage of the observation that the fluorescence
emission intensity of Msr differs between the reduced and
the sulfenic acid form for MsrB, and between the reduced
and the oxidized disulfide form for MsrA. For the third
step. only the rate of formation of Trx,, under single
turnover conditions was determined, using the quenching
of the Trx fluorescence intensity upon oxidation as a
probe.

Using these approaches, a K value for Ac-L-Met-(R,S)-
SO-NHMe of 55 and 101 mM and a k.ps max Value of 790
and 85 s~ were determined at pH 8 for the reductase step of

N. meningitidis MsrA and MsrB, respectively (Table 2).
These kobs max Values are 230- and 77-fold higher than those
determined under steady-state conditions for MsrA and
MsrB, respectively. Therefore, it can be concluded that the
rate of the reductase step, which can be considered as
irreversible, is largely higher than the k., value. This
demonstrates that the rate-limiting step in Msrs takes place
after formation of the sulfenic acid intermediate and is
associated with either the disulfide bond formation or the
Trx-recycling process.

For the disulfide bond formation, which can also be
considered as irreversible, the k,u values determined for
MsrA and MsrB were in the range of those determined
for the reductase step (Table 2). This suggested that as
soon as the catalytic Cys is oxidized in the sulfenic acid
form, it reacts with the recycling Cys and forms a
disulfide bond. In other words, the rate of the nucleo-
philic attack of the recycling Cys on the sulfenic
intermediate is limited by the rate of formation of the
sulfenic acid intermediate, which as a consequence cannot
accumulate. Therefore, the rate-limiting step in Msrs takes
place after the disulfide bond formation and the rate-
determining step in the formation of the disulfide bond is
govermned by the one leading to formation of the sulfenic
acid intermediate.

The rate of formation of the Trx, in the Trx-recycling
process was determined by following the decrease of the Trx
fluorescence intensity between the oxidized and reduced
forms, during the reduction of the Msr disulfide bond. When
the excitation wavelength was set at 310 nm, the fluo-
rescence signal of Msrs upon going from Msr,, to Msr.y

Table 2
Kinetic parameters of the three steps and of the overall reaction for the Msr activity of N. meningitidis MsrA and MsrB
Enzyme Step | Step 11 Step [11 Steady-state
Kobs max K Ac-L-Met(R 5)-50-NHMe Kops (871 Ky (M) ke(s™") Bt &Y KM(Ac-L-Met-£.51-SO-NHMe) Kn (o)
s (mM) (mM) (M)
MsrA 790+10° 55+2° >500" 910+10" 50+1° 34+02°  0.6+02° 75+154
MsrB gs+14 101+4 >85¢ 440+2¢ 5.2+0.2 1.1£0.2° 1.24+02° S8+12¢

The values of Kyjaca-mMerir.sr-so-nmme and K e merir.s)1-so-nime have to be divided by 2 because only one of the two isomers is a substrate.

* Antoine et al. (unpublished results).
P Antoine et al. [20].

€ QOlry et al. [9].

4 Olry et al. [21].

“ Olry et al. (unpublished results).
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does not interfere with the Trx message. Therefore, the
signal which is followed is specific for the Trx.

Ks ke
Msrox + TrXpqg === [Msrox ... TrXpeq] === [MSIq ... Trxox]
kl’

(step2”)

Assuming the binding of Trx.gq to Msr,, is rapid
equilibrium, Kg values of 910 and 440 uM for Trx, k¢
values of 50 and 5.2 s' and k, values of ~0 s~' were
determined for MsrA and MsrB, respectively (Table 2). The
k, values of ~0 s~ " indicate that the recycling process can be
considered as irreversible and therefore the k., value is
presumably measuring the rate of the two-electron chemical
exchange. The values of K and k¢ are 12- and 15-fold, and
7- and 5-fold higher than the Ky and k¢, values determined
under steady-state conditions for MsrA and MsrB, respec-
tively. Thus, the rate-limiting step within the Trx-recycling
process probably takes place after the two-electron chemical
exchange and is associated with the release of Trx,x. The
fact that the Trx-recycling step behaves as an irreversible
process can be related to the value of the equilibrium
constant of the reaction which is at least 100-fold in favour
of formation of Msry and Trx,x and to the apparent
impossibility to attain the kinetics in the reverse direction
(data not shown). Altogether, these data suggest a weak
binding between Trx,, and Msr,.4. Further studies including
determination of Msr/Trx binding kinetics should be
investigated to validate these hypotheses.

5. Substrate specificity

MsrAs and MsrBs display opposite stereo-selectivities
towards the § and R enantiomers of the sulfoxide center,
respectively. Only 50% of the mixture of D,L-Met-(R,S)-SO
was reduced by either N. meningitidis MsrA or MsrB.
Moreover, only L-Met-(5)-SO and D-Met-(5)-SO were
quantitatively reduced by N. meningitidis MsrA whereas
D-Met-(R)-SO and L-Met-(R)-SO were only reduced by N.
meningitidis MsrB [9]. These results support the data
reported by Grimaud et al. [22] on oxidized calmodulin
suggesting that E. coli MstB is stereo-specific for the R
isomer of the sulfoxide of MetSO whereas, as previously
shown, MsrA is stereo-specific for the S isomer [23,24].

Recent studies on the substrate specificity of MsrA and
MsrB from N. meningitidis [9,20,21], including determi-
nation of the catalytic constants under steady- and pre-
steady-state conditions, support that (1) the presence of the
sulfoxide function is a prerequisite for binding to Msrs (Met
does not behave as an inhibitor at the concentrations used),
(2) the hydrophobic pocket responsible for the recognition
of the substrate methyl group is specific (the apparent
affinity observed with an analogue substrate substituted by
an ethyl group is drastically decreased), (3) the presence of
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at least two carbon atoms between the Ca and the sulfur
atom of the sulfoxide function is required, (4) the config-
uration at the Ca carbon atom is not a determining factor for
an efficient binding to both Msrs, and (5) the active sites of
both Msrs are rather adapted for binding protein-bound
MetSO more tightly than free MetSO.

6. Role of metal in MsrBs

Inspection of the primary structures of MsrBs revealed
that about 50% of the MsrBs possesses a metal binding site
formed by two CXXC motifs. These motifs generate a Zn>'-
binding site, located in an opposite direction from the active
site, which is absent in the Neisseria MsrB but present in the
E. coli and Drosophila MsrBs (Fig. 2B). Studies on the
Drosophila MsrB showed that substituting the four Cys
residues of the metal-binding site results in complete losses
of metal and catalytic activity [25]. Similar results were
recently observed with the E. coli MsrB. Moreover,
substituting the four Cys residues was shown to induce
drastic modifications of the conformation of the E. coli
enzyme. On the other hand, introduction of both CXXC
motifs in the N. meningitidis MsrB results in the tight
binding of one atom of zinc, with no significant change of
the conformation of the enzyme. The engineered N.
meningitidis metal-containing MsrB shows a reductase
activity similar to that observed for the wild-type but loses
any Trx-recycling activity. It also displays an increased
thermal stability as shown by differential scanning calorim-
etry (data not shown).

These results show that introducing or removing Zn>" in
MsrBs generates subtle structural messages to the active site
which in turn modulates the catalytic efficiency. Clearly, the
presence of the metal strongly increases the thermal stability
of the engineered metal containing MsrB.

7. Questions to be addressed?

The enzymology of the Msrs revealed a new chemical
mechanism of sulfoxide reduction by thiol through the
sulfenic acid chemistry. It also showed the formation of an
efficient complex between Msr,y and Trx,.q. However, the
mechanism of sulfenic acid formation remains to be
elucidated. In particular, what is the nature/the geometry
of the transition state which leads to formation of the
sulfenic acid intermediate? Which type of catalysts enhan-
ces the rate of the reductase step? Also nothing is known on
the nature of the structural factors involved in the
recognition between Msrs and Trx.

Msrs represent an interesting example of convergent
evolution in which two structurally unrelated proteins have
evolved to catalyze the same reaction with the same
chemical and kinetic mechanisms but with opposite
sterco-selectivities. Nevertheless, the fact that the conserved
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amino acids of the MsrA and MsrB active sites are different
strongly suggests that the amino acids involved in catalysis
and/or structural specificity are specific for each class of
Msr.

For both classes of Msrs, formation of the sulfenic acid
intermediate is rate-determining within the two-step pro-
cesses leading to the formation of the intramonomeric
disulfide bond. Moreover, the rate of the chemical process
that leads to the sulfenic acid intermediate is fast. This
supports an activation of the catalytic Cys and an increase of
the electrophilic character of the sulfur atom of the sulfoxide
substrate via an acid catalyst from the active site. Both
activations should favour the efficiency of the reductase
process. Based on the available 3D structures of MsrA and
MsrB, it is clear that the amino acids involved in catalysis
are located in different 3D environments. For MsrA, the
catalytic Cys is situated at the N-terminus of the «; helix,
whereas it is in the middle of the strand 38 for MsrB [3.6].
Three invariant residues (Y82, E94 and Y134) in MsrA are
positioned close to the oxygen atom of a water molecule
near the arsenate atom of the dimethyl arsenate adduct [3].
The oxygen atom likely mimics the oxygen atom of MetSO.
These three residues could participate in the increased
electrophilic character of the sulfur atom of MetSO, the E94
being a candidate to act as a general acid-base catalyst. In
contrast, for MsrB, H100 and H103 are involved in a
hydrogen-bonding network and provide contacts to one of
the oxygen atoms of the cacodylate molecule, which could
mimic the interactions of the oxygen atom of MetSO within
the active site [6]. H103 is the candidate to act as a general
acid-base catalyst. The fact that the rate of the reductase
step at pH 8, is 20-fold slower in MsrB than in MsrA
remains to be explained, but likely reflects differences in the
nature of the amino acids of the two active sites involved
either in catalysis or in substrate recognition.

The mechanism leading to sulfenic acid formation has
been proposed to proceed through formation of a sulfurane
transition state of unknown geometry, the rearrangement of
which leading to formation of the sulfenic acid intermediate
[8]. Theoretical chemical studies should be undertaken to
validate this mechanism.

The rate of formation of the disulfide bond is also fast,
indicating an efficient nucleophilic attack of the recycling
Cys on the sulfenic acid intermediate. The fact that a
sulfenic acid is chemically unstable and that an acidic amino
acid likely intervenes to favour the release of the water
molecule from the catalytic Cys oxidized in the sulfenic acid
state can explain the rate of formation of the intramonomeric
disulfide bond. This implies, however, that the recycling
Cys is well positioned for attacking the sulfenic acid
intermediate. In E. coli and B. taurus MsrA, the recycling
Cys residues are located in the C-terminal end, which is
composed of 29 amino acids and contains no « helices and
{ strands [3]. This extended chain is highly flexible and the
distances in the crystal structure between the catalytic C51,
the recycling C198 and C206, are by far too large for

disulfide bond formation, and therefore some structural
rearrangements relative to the structure observed in the
crystal are needed to accommodate disulfide bond forma-
tion. In contrast, the recycling C63 in Neisseria MsrB is
located near the catalytic C117 in a loop connecting the 3
and P4 strands and the observed distance of 3.0 A observed
in the crystal [6] between the sulfur atoms of C117 and C63
is compatible with the catalytic mechanism.

MsrB recognizes only the R isomer of the sulfoxide
function, whereas MsrA recognizes the S isomer. These
differences in stereo-specificities are of particular impor-
tance in vivo as they allow the complete reduction of Met-
(R,5)-SO back to methionine, and are in accordance with the
structural symmetry observed between the active site of
MsrB and that of MsrA [6]. A specific hydrophobic pocket,
which could act as a binding site specific for the recognition
of the methyl group of the sulfoxide substrate, is present in
each active site, comprising the invariant F52 and W53 in
MsrAs and the invariant W65 in MsrBs.

Moreover, the fact that the Kg value for protein-bound
MetSO in the reductase step is lower than that for free
MetSO strongly suggests the existence of other, not yet
characterized, structural elements in Msrs responsible for
the recognition of the main chain of the MetSO substrate. In
this regard, the knowledge of the 3D structure of Msrs—
sulfoxide substrate complexes combined with site-directed
mutagenesis will be useful for characterizing the amino
acids involved in substrate specificity.

No three-dimensional structures of oxidized Msrs under
disulfide state are presently available. Reduced and
oxidized forms of MsrA and MsrB display different gel
filtration profiles on analytical gel filtration column
(Superdex75, Amersham Biosciences) (data not shown).
This supports significant conformational changes of Msrs
upon oxidation. This can be a prerequisite for formation of
an efficient Msr,,/Trxq complex. This can also be related
to the apparent irreversibility of the Trx-recycling process.
Inspection of the available 3D structures of Msrs has not
permitted the identification of any common structural/
molecular factors which could be involved in these
interactions. In this context, the determinations of the 3D
structure of stable Msr/Trx complexes which have been
recently undertaken by NMR (Cung M.T., unpublished
results) will be informative.
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Résultats : Etude du mécanisme de I’étape réductase

Partie 1l : Mécanisme de I’étape de réduction du substrat par la MsrA de N.

meningitidis et mise en évidence des acides aminés impliqués dans la catalyse.

La caractérisation cinétique du mécanisme de la MsrA de N. meningitidis présentée
dans la partie précédente a révélé que 1’étape de réduction de la fonction sulfoxyde du substrat
est trés rapide. D’aprés le mécanisme proposé précédemment, cette étape doit faire intervenir
la formation du complexe enzyme/substrat, la déprotonation de la Cys51, I'action d’un
catalyseur acide afin de protoner la fonction sulfoxyde et ainsi favoriser la formation de
I’intermédiaire et/ou état de transition de type sulfurane et le réarrangement de ce sulfurane
pour permettre la formation de Met et de I’intermédiaire acide sulfénique. Nous avons donc
entrepris la caractérisation des facteurs structuraux et moléculaires impliqués dans la catalyse
enzymatique de 1’étape réductase.

Comme décrit précédemment au cours de I’'introduction (paragraphe I11.4.3.1, page
74), I’examen des structures tridimensionnelles des MsrA de E. coli, B. taurus et M.
tuberculosis nous a permis de proposer des hypothéses concernant la nature des acides aminés
potentiellement impliqués dans la reconnaissance du substrat et/ou la catalyse de la réduction
de la fonction sulfoxyde. Ainsi, les résidus invariants Tyr82, Glu94 et Tyr134 interagissent
fortement via des liaisons H avec une molécule d’eau, conservée dans chacune de ces
structures. L’oxygeéne de cette molécule d’eau est bien placé pour mimer 1’oxygéne de la
fonction sulfoxyde du substrat. Ces trois chaines latérales pourraient jouer un réle important
dans la fixation de la fonction sulfoxyde et/ou la stabilisation de 1’état de transition formé lors
de la réduction de cette fonction, notamment le résidu Glu94, seule fonction acide a proximité
immédiate du sulfoxyde.

Afin de valider ces propositions, nous avons entrepris 1’étude des relations structure-
fonction au sein du site actif de la MsrA de N. meningitidis en appliquant une approche
d’ingénierie protéique par mutagenese dirigée afin d’introduire différentes substitutions aux
positions 82, 94 et 134, couplée a la caractérisation cinétique des variants générés. Cette étude
a ¢été complétée par la détermination et ’attribution des pKa des résidus impliqués dans la

catalyse de I’étape MetSO réductase.
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II.1 Activation de la Cys51 dans le complexe MsrA/substrat
I1.1.1 Détermination du pKa des Cys51 et 198 dans ’enzyme libre

Les pKa des Cys51 et Cys198 dans la MsrA de type sauvage et les variants C51S et
C198S ont été mesurés par deux approches indépendantes, a savoir la réactivité d’une sonde
chimique spécifique des Cys, le 2,2’-dithiodipyridine (2PDS) et la titration directe des
thiolates par spectrophotométrie d’absorption UV, en fonction du pH. Les résultats obtenus
avec la MsrA de type sauvage et le variant C198S montrent que dans le site actif en absence
de tout ligand, la Cys51 catalytique présente un pKa élevé, de 1’ordre de 9,5, et une réactivité
compatible avec une bonne accessibilité au solvant. La Cys198 de recyclage, éloignée du site
actif dans I’enzyme réduite, présente des caractéristiques semblables, mesurées a I’aide du

variant C518S.

I1.1.2 Détermination des pKapp gouvernant I’étape MetSO réductase

Afin de mettre en évidence le(s) groupement(s) ionisable(s) influengant 1’étape de
réduction de la MetSO catalysée par la MsrA de type sauvage, les paramétres cinétiques
Ksutfoxyde €t Ksuifoxyde gOuvernant cette étape ont été déterminés en présence du substrat
AcMetSONHMe et en fonction du pH par spectrofluorimétrie résolue en temps. Le profil des
constantes Asifoxyde €n fonction du pH présente une allure sigmoidale croissante gouvernée par
la déprotonation d’une fonction de pKa apparent de 5,7 impliquée dans la catalyse de 1’étape
réductase. Cette ionisation apparente d’un résidu de pKa 5,7 gouvernant la constante Asyioxyde
et dont la forme déprotonée est catalytiquement active peut étre assignée a la fonction thiol de
la Cys51 dans le complexe MsrA/MetSO, dont la déprotonation est indispensable pour
permettre une attaque nucléophile efficace sur le soufre de la fonction sulfoxyde du substrat.

Cette interprétation suggere également que la formation de 1’état de transition
gouvernant la cinétique de la réduction du substrat est sensible a 1’ionisation du thiol de la
CysS51, et que I’étape limitante au sein de ce processus se situe au niveau de ou aprés cette
ionisation. Dans ce cadre, il est intéressant de rappeler que la réaction modele de réduction
d’un sulfoxyde par des thiols en solution est limité cinétiquement par I’ionisation du thiol

(Voir Introduction, page 4).
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I1.2 Role des résidus Glu94, Tyr82 et Tyr134 dans la catalyse

Afin de mettre en évidence une possible implication des résidus Glu94, Tyr82 et
Tyr134 dans la catalyse de 1’étape de réduction de la MetSO, les variants E94D, E94Q, E94A,
Y82F, Y134F, Y82F/Y134F et Y82F/Y 134F/E94Q de la MsrA ont été générés. Les propriétés
cinétiques de ces variants ont été¢ déterminées a 1’état stationnaire et a 1’état pré-stationnaire.
Aucune des substitutions générées en positions 82, 94 et 134 n’a conduit & une modification
significative de 1’affinité apparente de I’enzyme pour le substrat AcMetSONHMe, exprimée
par la constante Ksuoxyde €t mesurée a 1’état pré-stationnaire a pH 8,0. Ces résultats suggerent
que les résidus Glu94, Tyr82 et Tyr 134 ne sont pas impliqués dans la reconnaissance et la
fixation du substrat.

Par ailleurs, la suppression ou le raccourcissement de la chaine latérale portant la
fonction carboxylate en position 94 a entrainé une diminution de la vitesse de I’étape
réductase respectivement d’un facteur 3.10* et 3.10° pour les variants E94A et E94D. Cette
trés forte diminution de la vitesse de la premiére étape a également conduit a un changement
de la nature de 1’étape cinétiquement limitante du mécanisme, associée a 1’étape de réduction
de la fonction sulfoxyde chez ces variants. De maniére inattendue, la substitution de la
fonction carboxylate en position 94 par une fonction amide n’a entrainé qu’'une diminution
d’un facteur 65 de la vitesse de I’étape réductase. D’autre part, le remplacement du résidu
Tyr82 ou Tyr134 par une Phe n’a entrainé qu’une faible diminution de la constante Asyifoxydes
respectivement d’un facteur 16 et 3 pour les variants Y82F et Y134F. Cependant, la
substitution simultanée de ces deux Tyr a conduit a une diminution de 5.10* fois de la
constante KAgyfoxyde- Ces résultats montrent que les résidus Glu94, Tyr82 et Tyr134 sont
impliqués de fagon essentielle au niveau de la catalyse de ['étape réductase, cette
interprétation étant confortée par la diminution de la constante Asufoxyde d’un facteur 8.10°
observée avec le variant triplement substitué¢ Y82F/Y134F/E94Q. Ainsi, le résidu Glu94
semble jouer un réle prépondérant dans la stabilisation de I’état de transition de 1’étape
réductase. La stabilisation de cet état de transition semble étre complétée par les résidus Tyr82
et Tyrl34, dans une moindre mesure cependant, la substitution des deux Tyr étant nécessaire
pour observer une diminution de la constante de vitesse de la premiére étape.

Les études cinétiques en fonction du pH ont permis de montrer que pour chacun des
sept variants générés, la vitesse de 1’étape réductase dépend de la déprotonation d’un seul
groupement ionisable, de maniére similaire aux observations faites sur la MsrA de type

sauvage. La valeur du pKa apparent gouvernant cette ionisation est comprise entre 7,5 et 9,5
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suivant les substitutions générées et sont attribuées au pKa de la Cys51 dans le contexte du
complexe MsrA/MetSO propre a chaque variant. Ce décalage important du pKa apparent du
thiol de la Cys51 dans le complexe suggére fortement que les résidus Glu94, Tyr82 et Tyr134
jouent un role essentiel dans I’abaissement du pKa de la Cys51 lors de la formation du

complexe MsrA/MetSO.

I1.3 Publication 3

Mathias ANTOINE, Adeline GAND, Sandrine BOSCHI-MULLER et Guy
BRANLANT. Characterization of the amino-acids from N. meningitidis MsrA involved in

the chemical catalysis of the methionine sulfoxide reduction step. A soumettre.

Pages 111 a 126.
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Running title: Catalytic mechanism of MsrA reductase step

Methionine sulfoxide reductases (Msrs) are
ubiquitous enzymes that reduce protein-bound
methionine sulfoxide back to Met in the presence
of thioredoxin. In vive, the role of the Msrs is
described as essential in protecting cells against
oxidative damages and, to play a role in infection
of cells by pathogenic bacteria. There exist two
structurally-unrelated classes of Msrs, called
MsrA and MsrB, specific for the § and the R
epimer of the sulfoxide function of MetSO,
respectively. Both Msrs present a similar
catalytic mechanism, which implies, as a first
step, a reductase step that leads to the formation
of a sulfenic acid on the catalytic cysteine and a
concomitant release of a mole of Met. The
reductase step has been previously shown to be
efficient and not rate-limiting. In the present
study, the amino acids involved in the catalysis of
the reductase step of the Neisseria meningitidis
MsrA have been characterized. The invariant
E94 and to a lesser extend Y82 and Y134 are
shown to play a major role in the stabilization of
the sulfurane transition state and indirectly in
the decrease of the pKapp of the catalytic C51. A
scenario of the reductase step is proposed, in
which the substrate binds to the active site with
its sulfoxide function largely polarized, via
interactions with E94, Y82 and Y134 and
participates via the —partial- positive charge
borne by the sulfur of the sulfoxide to the
stabilization of the catalytic Cys.

Methionine sulfoxide reductases (Msr)' are

enzymes that catalyze the reduction of free and

protein-bound methionine sulfoxide (MetSO) back
to Met. Two structurally-unrelated classes of Msrs
have been described so far. MsrAs are stereospecific
towards the S isomer on the sulfur of the sulfoxide
function whereas MsrBs are specific towards the R
isomer. Both classes share a similar three-step

catalytic mechanism (Scheme 1). First, the reductase
step leads to formation of a sulfenic acid
intermediate on the catalytic cysteine concomitantly
with the release of one mole of Met per mole of Msr.
Then, an intra disulfide bond is formed, via the
attack of a second Cys (called the recycling Cys) on
the sulfenic acid intermediate accompanied by
release of a water molecule. Finally, the disulfide
bond is reduced by thioredoxin (Trx) in the last step.
Recently, the kinetics of the three steps has been
investigated for MsrA and MsrB domains of the
PilB protein of Neisseria meningitidis (1, 2). For
both classes of Msrs, the rate-limiting step is
associated with the Trx-recycling process, whereas
the rate of formation of the intra disulfide bond is
governed by that of formation of the sulfenic acid
intermediate, the rate of which is fast.

The three-dimensional structures of the
reduced form of MsrA from Escherichia coli, Bos
taurus and Mycobacterium tuberculosis have been
recently solved by X-ray crystallography (3-5). The
active site can be represented as an opened basin
readily accessible to the MetSO substrate in which
the catalytic C51 is located at the entrance of the al
helix. In all the structures, the active site is occupied
by a molecule which is covalently or non-covalently
bound to the catalytic cysteine. In the case of E. coli
MsrA, a dimethyl arsenate molecule is covalently-
bound while it is a dithiothreitol molecule in B.
taurus enzyme. In the case of M. tuberculosis MsrA,
a methionine residue from a neighboring monomer
occupies the active site. In all three structures, a
water molecule is present, the position of which can
mimic the oxygen atom of the sulfoxide function of
MetSO. This water molecule is tightly H-bonded to
three invariant amino-acid residues, i.e. Y82, E94
and Y134. All the three structures also support the
involvement of invariant F52 and W53 in the
substrate recognition, via the formation of an
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hydrophobic pocket in which the ¢ methyl group of
MetSO can bind.

Study of the reduction mechanism of dimethyl
sulfoxide (DMSO) by methanethiol in DMSO
solution has recently been investigated by quantum
chemistry calculations (6). It was shown that 1) a
sulfurane species is formed prior to formation of
either a sulfenic acid intermediate or a disulfide
species and, 2) the rate-limiting step is governed by
proton transfer between the thiol and the sulfoxide
functions prior to sulfurane formation. Although
these conclusions are derived from studies based on
a model in solution, they provide a framework for
the study of the chemical reductase step occurring
within the MsrA active site.

In the present study, the role of E94, Y82 and
Y134 residues and how the catalytic C51 is
stabilized in the reductase step of the MsrA from N.
meningitidis have been investigated. For that, the
kinetic parameters and the pH-dependence of the
rate constant of the reductase step of mutated MsrAs
at positions 82, 94 and 134 were determined and
compared to those of the wild type. The pKapp of
C51 in the free enzyme was also determined. The
results show that C51 is activated upon substrate
binding to the active site with a shift of its pKa from
9.5 to 5.7. Substitutions at positions 82, 94 and 134
do not modify the apparent affinity for the substrate
in the reductase step. In contrast, drastic decrease of
the reductase step rate is observed for the E94A and
Y82F/Y134F MsrAs whereas E94Q MsrA displays
only a small decrease. Moreover, each mutated
MsrA is characterized by a shift of the pKapp of its
C51 to higher values compared to wild type. Taking
in account all the results, a scenario for the catalysis
of the sulfoxide reductase step is proposed in which
E94, Y82 and Y134 stabilize the sulfurane transition
state formed. In this scenario, the substrate binds to
the active site with its sulfoxide function largely
polarized via interactions with the side chains of
E94, Y82 and Y134 and plays a major role in
stabilizing C51 via the positive -or partially
positive- charge borne by the sulfur of the sulfoxide
function.

Experimental procedures

production  and
and mutated N.

Site-directed ~ mutagenesis,
purification of wild-type
meningitidis MsrAs

The E. coli strain used for all N. meningitidis
MsrA  productions was BE002 (MGI1655
msrA::spec(), msrB::a3kana), transformed with the
plasmidic construction pSKPILBMsrA containing
only the coding sequence of msr4 from pilB, under
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the /ac promoter (7). The BE002 strain was kindly
provided by Dr F.Barras. Its use prevented
expression of endogenous wild-type MsrA and
MsrB from E. coli and thus avoided any
contamination of the activity of the N. meningitidis
MsrA by the Msrs from E. coli. Site-directed
mutageneses were performed using the Quick
Change site-directed mutagenesis kit (Stratagene).

Purifications were realized as previously
described (1). Wild-type and mutated MsrAs were
pure, as checked by electrophoresis on 12.5 % SDS-
PAGE gel followed by Coomassie Brilliant Blue R-
250 staining and by electrospray mass spectrometry
analyses. Storage of the enzymes was done as
previously described. The molecular concentration
was determined spectrophotometrically, using
extinction coefficient at 280 nm of 26,200 M .cm’'
for wild-type and mutated MsrAs. In this paper, N.
meningitidis MsrA amino acids numbering is based
on E. coli MsrA sequence.

Quantification of the free cysteine content with 5,5 -
Dithiobis(2-nitro) Benzoate (DTNB).

Cysteine content of MsrA was routinely
determined using DTNB under non-denaturing
conditions in buffer A (50 mM Tris-HCl, 2 mM
EDTA, pH 8) as previously described (8).

pH-Dependence of MsrA thiols reactions rates with
2,2'-Dipyridyl Disulfide (2PDS)

Due to the high reactivity of Cys51 and
Cys198 in MsrA, fast kinetic measurements were
carried out on an Applied PhotoPhysics SX18MV-R
stopped-flow apparatus. MsrA reactions with 2PDS
were performed at 25°C under pseudo-first-order
conditions in 30 mM acetic acid, 30 mM imidazole,
120 mM Tris/HCI buffer at constant ionic strength
of 0.15 M over a pH range of 6 to 10 (polybuffer B).
MsrA and 2PDS concentrations after mixing were
6.2 uM and 310 pM, respectively. The pseudo-first-
order rate constants ks were determined at each pH
by fitting the absorbance (A) at 343 nm versus time
(t) to mono-exponential eq 1, where a is the burst
amplitude and c is the endpoint. The second-order
rate constants k, were calculated by dividing ks by
2PDS concentration and then fitted to the eq 2, in
which kym.x represents the second rate constant for
the thiolate form.

A=a(l-e™YY+c
— Fonm
2 1 + 10(PXa-pH)

(Eq. 1)

(Eq. 2)

Measurement of the thiol ionization by ultraviolet
absorbance
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Absorbance spectra were measured for all
enzymes in 1.0-cm path-length quartz cuvettes in a
SAFAS UV-VIS absorbance spectrophotometer.
The proteins samples were diluted to 23 pM in the
polybuffer B. Spectra were recorded at 25°C in 0.5-
nm steps from 300 nm to 200 nm over a pH range 7
to 10. The buffer solution was scanned relative to
air, followed by a protein solution in the same
cuvette versus air. The two spectra were then
substracted and the difference converted to molar
absorption coefficients at 240 nm (€40 »m). Data
were fitted to a model derived from the Henderson-
Hasselbach equation for one apparent pKa.

s (Eq. 3)

€240nm = €su T
o 1 + 10(Pka-pH)

Steady-state MsrA kinetics in the presence of the Trx
recycling system

Steady-state  kinetic  parameters  were
determined with the Trx reductase recycling system
(E. coli Trx (100 uM), E. coli Trx reductase (4.8
uM), NADPH (1.2 mM)) and by varying the
concentrations of AcMetSONHMe.
AcMetSONHMe was prepared and purified as
previously described (2). Initial rate measurements
were carried out at 25°C in buffer A or polybuffer B
on a Kontron Uvikon 933 spectrophotometer by
following the decrease of the absorbance at 340 nm
due to the oxidation of NADPH. Initial rate data
were fitted to the Michaelis-Menten relationship
using least squares analysis to determine k., and Ky
for Trx. E. coli Trxl and Trx reductase were
prepared following experimental procedures already
published (7).

Preparation of MsrA under oxidized disulfide state

MsrA oxidation was achieved by mixing 100
pM MsrA with 100 mM MetSO in buffer A. The
MetSO used was DL-Met-R,S-SO of which only the
S isomer is a substrate for MsrA. After 10 min of
incubation at room temperature, oxidized proteins
were passed through an Econo-Pac 10 DG desalting
column (Bio-Rad) equilibrated with buffer A.
Oxidation of MsrA in the disulfide state was
checked by titration with DTNB.

Fluorescence properties of wild-type and mutated
Msrds

The fluorescence excitation and emission
spectra of wild-type and mutated MsrAs in their
reduced and C51/C198 disulfide state, were
recorded on a flx spectrofluorometer (SAFAS)

thermostated at 25°C, in buffer A with 10 uM of
each protein, as previously described (1).

Determination of the rate of Met formation and of
thiol loss by single turn-over quenched-flow
experiments

Quenched-flow measurements were carried
out at 25°C on a SXI8MV-R stopped-flow
apparatus (Applied PhotoPhysics) fitted for double-
mixing and adapted to recover the quenched
samples, as previously described (1). The apparatus
worked in a pulsed mode. Under the conditions used,
a minimum ageing time of about 25-40 ms was
determined. Equal volumes (57.5 pl) of a solution
containing 550 uM of E94 mutated MsrA in buffer
A and a solution containing AcMetSONHMe in
buffer A were mixed in the ageing loop. The
mixture was then allowed to react for the desired
time before being mixed with 115 pl of a quenched
aqueous solution containing 2% of trifluoroacetic
acid (TFA). Quenched samples were then collected
in a 200 pl loop. For each ageing time, four shots
were done and the four corresponding quenched
samples were pooled in a volume of 700 ul and then
analyzed.

After protein precipitation and centrifugation,
Ac-L-Met-NHMe (AcMetNHMe) quantification in
the resulting supernatant was carried out by reverse
phase chromatography as previously described (2):
100 pl were injected onto a 4.6 x 250 mm Atlantis
dC18 reverse phase column (Waters) on an AKTA
explorer system (Amerscham Pharmacia Biotech),
equilibrated with H,0/0.1 % TFA. AcMetNHMe
was eluted after AcMetSONHMe, with a linear
gradient of acetonitrile.

The other part of the quenched samples which
was not treated with 100% of TFA was used to 1)
determine the protein concentration from the
absorbance at 280 nm and, 2) quantify the free
cysteine content, using 2PDS as a thiol probe, in the
presence of urea to avoid precipitation of the protein
in the cuvette. Progress curves of pyridine-2-thione
production were recorded at 343 nm in 1.1 M urea,
buffer A. Enzyme concentration was 6.19 uM and
2PDS concentration was 665 uM. The amount of
pyridine-2-thione formed was calculated using an
extinction coefficient at 343 nm of 8,080 M .cm™.

Data were plotted as mol of AcMetNHMe
formed per mol of MsrA and as free remaining
thiols per mol of MsrA, both as a function of time.
The rate of Met formation was determined by fitting
the curve to the mono-exponential equation (4) in
which a represents the fraction of Met formed per
mol of MsrA and ky, the rate constant.
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y=a(l-e™") (Eq.4)

The rate of loss in free thiols was determined
by fitting the curve to the mono-exponential
equation (5) in which y0 represents the number of
free remaining thiols, a, the number of oxidized
thiols and kgs the rate constant,

y=y0+ae™" (Eq. 5)

Kinetics of the formation of the C51/C198 MsrA
disulfide bond in the absence of reductant by single
turn-over stopped-flow experiment at pH 8

Kinetics of the W53 fluorescence variation
associated with the formation of the C51/C198
disulfide bond were measured for E94Q, Y82F and
Y134F MsrAs at 25°C on a SX18MV-R stopped-
flow apparatus (Applied PhotoPhysics) fitted for
fluorescence measurements, as described previously
(1). The excitation wavelength was set at 284 nm
and the emitted light was collected using a 320 nm
cutoff filter. One syringe contained MsrA in buffer
A (10 puM final concentration after mixing) and the
other one contained AcMetSONHMe at various
concentrations in buffer A. An average of at least
six runs was recorded for each AcMetSONHMe
concentration. Rate constants, ks, were obtained by
fitting fluorescence traces with the mono-
exponential equation (6) in which c represents the
endpoint, a, the amplitude of the fluorescence
increase (< 0) and ks the rate constant.

y=ae " +c (Eq. 6)

Data were fitted to equation (7) using least
square analysis to determine ky, and Ks for
AcMetSONHMe. S represents the AcMetSONHMe
concentration and K the apparent affinity constant.

k. .S

K s K. +S (Eq.7)

Kinetics of the W53 fluorescence variation
associated with the formation of the C51/C198
disulfide bond were measured for Y82F/Y134F and
Y82F/Y134F/E94Q MsrAs at 25°C on a flx
spectrofluorometer (SAFAS). The excitation
wavelength was set at 284 nm, and the fluorescence
emission at 340 nm was recorded versus time after
enzyme addition. Data were then treated as
described above to obtain kgps, kmax and Ks values.

pH-dependence of the reductase step rate constant
Determination of k., and Ks as a function of
pH was carried out for wild-type MsrA by single
turn-over pre-steady-state fluorescence stopped-
flow spectroscopy, using the same procedure as
described in the previous section but replacing
buffer A with polybuffer B. ks values for E94Q),
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Y82F, Y 134F, Y82F/Y134F and
Y82F/Y134F/E94Q MsrAs were determined at
saturating concentration of substrate as a function of
pH. Kinetics of W53 fluorescence variation were
recorded either with the stopped-flow apparatus or
the spectrofluorometer depending on the mutated
MsrA, as described in the previous section. The pH
dependence of the reductase step rate constant for
E94A and E94D MsrAs was determined under
steady-state conditions using the Trx recycling
system.

kmax (OT kobs) values were plotted against pH
and fitted to the eq 8, deriving from a one-pKa
model, where kpax opt Tepresent the maximum pH-
independent rate constant.

kmax opt

max = (] 410K Ba-5)

Results

Determination of pKapp of the Cys residues

The pKapp of both C51 and C198 were
determined in the reduced free enzyme, by two
methods. The first one involved determining the
second-order rate constant of the reaction with the
Cys-specific reactivity probe 2-PDS as a function of
pH. The second one took advantage of the variation
of the thiolate UV absorbance as a function of pH.

A) Kinetics of reaction of reduced wild-type, C51S
and C198S MsrAs with 2PDS

Reaction of 2PDS with wild-type MsrA
obeyed pseudo-first order kinetics, with formation
of 2 mol of pyridine-2-thione per mol of MsrA, as
determined from the absorbance change at 343 nm.
This result was expected as 2 Cys are present in N.
meningitidis MstA, at positions 51 and 198. For all
pH used, stopped-flow traces fitted to mono-
exponential equation (Eq. 1), with amplitude
corresponding to the release of 2 mol of pyridine-2-
thione. pH — k, profile fitted to mono-sigmoidal
equation (Eq. 2) with a pK,,, value of 9.7 and Amax
value of (2.4 + 0.3).10° M s (Fig.1A). The product
of 2PDS reaction with wild-type MsrA is the
disulfide oxidized enzyme and not the thiopyridine
adducts. Indeed, any release of pyridine-2-thione
was observed when 10 mM of DTT was added to
the purified product (data not shown).

C51S and C198S MsrAs behaved similarly to
wild-type MsrA, except that only 1 mol of pyridine-
2-thione per mol of MsrA was formed. pK,,, value
of 9.3 £ 0.1 and a kamay value of (3.1 £ 0.7).10* M
s for C51, and a PKapp of 9.8 £ 0.1 and a kypax value
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of (2.6 £ 0.6).10°M™" s for C198 were determined
(Fig.1B).

Altogether, the data support a pKapp value of
both C51 and C198 in the reduced free wild- type
enzyme close to 9.5.

B) Direct thiolate UV absorbance of reduced wild-
type, C51S and C198S MsrAs

The thiolate absorbance of wild-type, C518S
and C198S MsrAs was monitored between pH 6 and
10. Analysis of the spectra and of the €40 . as a
function of pH yielded mono-sigmoidal plots for all
three MsrAs. Data fitted to pKapp values of 9.7, 9.8
and 9.7, associated with Agys0 o of 3.1.10%, 2.3.10°
and 2.6.10* M .cm™ for wild-type, C51S and C198S
MsrAs, respectively (Fig.2). These pKapp values of
C51 and C198 in the reduced free enzyme are in
good agreement with those obtained with 2PDS.

Kinetic characterization with identification of the
rate-limiting step of the mutated MsrAs, at pH 8
Steady-state catalytic constants of mutated
MsrAs at position 82, 94 and/or 134 were
determined at pH 8, which is the optimun pH for the
wild type (1). AcMetSONHMe was used instead of
MetSO because MsrA displays a better affinity for
AcMetSONHMe (9). As shown in Table 1, Y82F,
Y134F and E94Q MsrAs exhibited slight
modifications of k., compared to wild-type MsrA,
with k., values from 0.9 to 2.2 s, and a Ky increase
from 0.8 to 25 mM. In contrast, E94A, E94D,
Y82F/Y134F and Y82F/Y134F/E94Q MsrAs
showed strongly decreased k., values, from 1.10% to
2.5.10" s, and increased Ky, from 24 to 161 mM.
In the wild type, the rate of the reductase step
is largely higher than the k., value (1). Therefore, to
interpret the eventual kinetic consequences of the
substitutions at positions 82, 94 and 134 at the level
of the reductase step, it was first necessary to attain
this rate. This was determined for E94Q, Y82F,
Y 134F, Y82F/Y 134F and Y82F/Y 134F/E94Q MrAs
by following the variation of the W53 fluorescence
intensity under single turnover conditions, i.e. in the
absence of reductant (1). In that context, it was
assumed that the reductase step of the mutated
MsrAs is still rate-determining in the process
leading to formation of the Msr disulfide bond 2 as
previously shown for the wild type (1). In the case
of E94Q, Y82F and Y 134F MsrAs, formation of the
disulfide bond led to an increase in the W53
fluorescence emission similarly to that described for
the wild type whereas a quenching of the
fluorescence was observed for Y82F/Y134F and
Y82F/Y134F/E94Q MrAs. Structural factors
responsible for this different behaviour remain

unknown. In the presence of a saturating
concentration of 300 mM of AcMetSONHMe, the
variation of the fluorescence signal in function of
time is of mono-exponential type for all mutated
MsrAs. The kinetic parameters, Ay, and Ks values
are summarized in Table 1. No strong K effect was
observed for any of the five mutated MsrAs (Kg
values ranging from 26 to 151 mM). The k. value
for E94Q MsrA is still high compared to that of the
wild type and is 14-fold higher than k., value that is
indicative of a rate-limiting step still associated with
the Trx-recycling step. This is also the case for
Y82F and Y134F MsrAs for which the k. values
are 23 and 160-fold higher than kg values,
respectively. In contrast, drastic effects on Ay, i.e.
at least 2.10°-fold decrease, were observed for
Y82F/Y134F and Y82F/Y134F/E94Q MsrAs.
Moreover, kn. and kg values are similar, showing
that the reductase step is the rate-limiting step.

The fact that the variation of the W33
fluorescence message is -for unknown reason- not
of mono-exponential type for E94A and E94D
MsrAs (curve not shown), led us to use another
method to attain the kinetics of the reductase step
for these two mutated MsrAs. This method, which
was already used for the wild type, consists of
following the rate of formation of AcMetNHMe and
of the C51/C198 disulfide bond under single turn-
over conditions, i.e. in the absence of Trx. This was
done at a saturating concentration of 300 mM of
AcMetSONHMe. E94D analysis required the use of
a rapid-mixing apparatus, while E94A study was
possible by manual mixing. Formation of 0.9 mol of
AcMetNHMe/mol of enzyme was observed for both
E94D and E94A MsrAs. Rate constant for
AcMetNHMe formation (kye) was 0.27 s and
2.9.107 s for E94D and E94A MsrAs, respectively.
The free thiol content profile fitted to a mono-
exponential model, with concomitant loss of C51
and C198 thiols, with rate constant (kss) of 0.31 s
and 4.10° s' for E94D and E94A MsrAs,
respectively. The fact that kye, kss and kg values
are similar indicated that the reductase step is rate-
limiting for both mutated MsrAs. Therefore, the Ky
value determined under steady-state conditions
represents the Ks value of the reductase step. As
observed for the other mutated MsrAs, the Ks values
are similar to that of the wild type (see table 1).

pH dependence of the kinetic parameters of the
MetSO reductase step

The kinetic parameters ky.x and Ks of the
reductase step for the wild type were determined at
different pH by fluorescence stopped-flow
spectroscopy under single turn-over conditions, i.e.

115



Résultats : Etude du mécanisme de I’étape réductase

in the absence of Trx. The pH-ky.x plot, presented in
Fig.3, exhibits a mono-sigmoidal profile governed
by the contribution of an ionisable group of pKapp
5.7 = 0.1 that must be deprotonated for efficient
MetSO reduction. This ionized species is
characterized by a kuax op Value of 730 s™.

For E94Q, Y82F, Y134F, Y82F/Y134F and
Y82F/Y 134F/E94Q MrAs, the rate of the reductase
step was also measured by fluorescence
spectroscopy under single turn-over conditions,
either on a stopped flow apparatus or a conventional
spectrofluorometer, depending on the value of the
rate. In the case of E94A and E94D MsrAs, the rate
of the reductase step was determined under steady-
state conditions. For each substituted MsrA, the
observed rate constant k. of the MetSO reductase
step was measured, at each pH, with only one
concentration of AcMetSONHMe (300 mM). This
concentration was shown to be saturating over the
pH range investigated except for E94Q MsrA (data
not shown). Therefore, ks value can be considered
as a kg, value. In the case of E94Q MsrA, 300 mM
of AcMetSONHMe was not saturating at pH > 8
and consequently k. values were determined only
up to pH 8. The ks profile remains mono-sigmoidal
for all substituted MsrAs, with increasing kg value
with increasing pH. Data fitted to a single pKa
model (see Fig.4). E94D MsrA has a pKapp of 6.7
with a Kpay ope Value of 0.19 s". E94A, E94Q, Y82F,
Y134F and Y82F/Y134F MsrAs displayed a more
pronounced pKapp shift, with values ranging from
7.5 to 8.0 and with Ayax o  values of 2.107%, 28, 46,
380 and 7.107 s, respectively (see Fig.4 and table
1). It is noteworthy that substitutions of Y82 or
Y134 induced a similar pKapp shift to 7.6 and that
double substitution of these two Tyr led to a higher
shift to 8.0. The triple substituted MsrA
Y82F/Y134F/E94Q displayed the most highly
shifted pKapp, with a value of 9.5 and the lowest
Kumax op Value of 1.1.107 s (see Fig.4 and table 1).

Discussion

The methionine sulfoxide reductase step of
the MsrA mechanism was previously shown to be
very fast (1) and postulated to imply the formation
of a sulfurane transition state of bipyramidal
geometry on the basis of the theoretical chemistry
study (6). According to these data, the reductase
step should imply 1) the formation of an enzyme-
substrate complex, 2) the deprotonation of C51, 3)
the involvement of an acid catalyst to protonate the
sulfoxide substrate and favor the sulfurane type
transition state formation and; 4) the rearrangement
of the sulfurane type transition state to obtain Met
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and sulfenic acid. The invariant residues E94, Y82
and Y134 are correctly positioned in the three
available X-ray MsrA structures to interact via H-
bond with a water molecule, which is located at the
place of the oxygen of the sulfoxide function (Fig.5).
Based on these structural features, a reasonable
hypothesis supports E94 as the presumably required
acid catalyst. This proposition is reinforced by the
observation that no other acidic residue is present in
the close proximity of the sulfoxide function. The
two phenolic side chains of Y82 and Y134 could be
involved in substrate binding (i.e. an affinity
contribution) and/or in substrate positioning and
transition state stabilization (i.c. a chemical catalysis
contribution).

C51 activation within the active site

In the free wild-type enzyme, 2-PDS titration
and direct thiolate UV absorbance titration revealed
a single pKapp around 9.5 for both C51 and 198.
Moreover, the 2PDS chemical reactivity of MsrA
Cys is comparable to that of the thiolate of
glutathione (10), arguing for two Cys residues not
activated but accessible in the free wild-type MsrA.
The fact that 2PDS mediates oxidation of reduced
MsrA to its disulfide state with simultaneous
liberation of two moles of pyridine-2-thione per
enzyme, via an apparent one step kinetic mechanism,
can be explained by a mechanism reminiscent to
that of the Msr mechanism. First, the rate-limiting,
reaction between one Cys and one molecule of
2PDS would lead to a transient mixed disulfide.
This disulfide would be rapidly attacked by the
second Cys of the enzyme, leading to the disulfide
oxidized MsrA. Such a mechanism would imply that
the measured pKapp only reflects ionization of the
first Cys. It is tempting to assign C51 as this “2-PDS
reactive” Cys. 2-PDS titration of C51S and C198S
MsrAs supports this assignment, as C51 (C198S
MsrA) exhibits a stronger reactivity than C198
(C51S MsrA) between pH 8-9 (see Fig. 1B). The
measured pKapp values around 9.5 for C51 and
C198, respectively, are significantly higher than the
value of 8.8 for the model Cys of glutathione (10).
As MsrA function is supposed to be widely used
during oxidative stress burst, high pKa could serve
as a protection against oxidative modification of
both Cys, by restricting their reactivity toward ROS
or RNS. Stabilization of the thiol state of C51 could
be provided by the hydrophobic character of the
active site.

As stated above, C51 has to be deprotonated
to allow its efficient attack on the sulfoxide function.
The observed high rate constant of the reductase
step at pH 8.0 implies a large, mandatory, shift in
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C51 pKa, from near 9.5 to at least somewhere below
7. The pH dependency of kmax displays a single
pKapp of 5.7, the rate of sulfoxide reduction
increasing with pH. Moreover, the E94Q and
Y82F/Y134F/E94Q MsrAs  still show  the
contribution of a single pKapp of 8 and 9.5,
respectively. Such results support the attribution of
the pKapp of 5.7 to C51 and not to E94. Thus,
formation of the MsrA/AcMetSONHMe complex
provokes an activation of C51 by decreasing its
pKapp by 3.8 units.

E94, Y82 and Y134 contributions in the reductase
step

Substitution of E94 by Ala or Asp drastically
decreased the Apax ope rate of the reductase step of the
MsrA mechanism, by factor of 3.6.10* and 3.8.103,
respectively with no significant Kg effect at pH 8
and caused the shift of the rate-limiting step from
the Trx-recycling process to the sulfoxide reduction
step. These data support the implication of E94 in
the catalysis of sulfoxide reduction but not in
substrate binding, and identify its side chain as a
critical catalyst. However, the kinetic parameters of
the reductase step obtained with E94Q MsrA
revealed a rather minor Kpayx op: decrease of only 26—
fold compared to that of the wild type. As Q9%
cannot be a proton donor, it is tempting to conclude
that E94 does not directly play a role as general acid
catalyst, but likely stabilizes, via H-bonding, the
sulfurane transition state leading to sulfenic acid
formation (see last paragraph of the discussion).
Indeed, substitution of Glu by Gln retains an H-
bonding ability. This is reinforced by the fact that no
pKapp of an acidic catalyst is observed on the pH-
kmax profile of the wild-type MsrA. In addition to
this effect on the rate constant of the sulfoxide
reduction, substitution of E94 induced an increase of
the pKapp governing this step and assigned to C51.
Thus, E94 is, directly or not, also involved in the
activation of C51 upon substrate binding.

Substitution of Y82 and Y134, or both, by Phe
did not affect Kg values. Moreover, the
kmax opt constant of the sulfoxide reduction was
slightly decreased by the absence of one of the
phenolic hydroxyl, in particular of Y134, but
drastically decreased when both were removed. The
fact that substitutions of both Tyr is required to
observe a strong decrease of Amayx opt, SUggests that in
single Tyr substituted MsrA, the remaining Tyr in
the presence of E94 compensates the absence of the
second phenolic hydroxyl. Similarly to E94,
substitution of Y82 and/or Y134 also leads to an
increase of the pKapp governing this step, assigned
to C51. Importantly, in contrast to the catalytic role

of Y82 and Y134, which can be fairly well assumed
by only one Tyr, C51 activation is more sensitive to
the absence of one of the two phenolic side chains.

Taken together, these data strongly suggest
that E94, Y82 and Y134, in addition to their role in
favoring the polarized form of the sulfoxide
function of the substrate-bound, are involved in the
stabilization of the sulfurane transition state (see last
paragraph of the discussion) which precedes the
sulfenic acid formation. They also participate -
directly or indirectly- in the C51 activation upon
formation of the MsrA/substrate complex. As a
confirmation, the triple substituted MsrA
Y82F/Y 134F/E94Q displays the most highly shifted
pKapp, with a value of 9.5, close to the pKapp of
C51 determined in the free enzyme, and the biggest
reduction of Amax opi, by a factor of 6.6. 10 compared
to the wild type.

Structure/function relationships within the MsrA
active site

The available X-ray structure of MsrA from
M. tuberculosis in complex with a Met from a
neighboring monomer provides a good model of the
substrate/MsrA complex (3). Inspection of the
structure shows that no residue bearing a positively
charged side chain is present in close proximity to
C51 (Fig.5). Moreover, on one hand the distance
between the carboxylate of E94 and the sulfur atom
of C51 (5.1 A) is by far too large to allow a direct
interaction between these two functions. On the
other hand, the sulfur atom of the Met residue is
positioned between one oxygen atom of the
carboxylate and the thiol function of C51. Thus,
stabilization of the thiolate form of C51 by the
protonated form of E94 is rather unlikely. The direct
implication of Y82 and Y134 is also unlikely, as the
distance between their hydroxyl groups and the thiol
of C51 is too large (at least 6.6 A, Fig. 5).
Therefore, the decrease in pKapp of 3.7 units of C51
in the Michaelis complex is likely due to a
substrate-assisted mechanism. In the MsrA/substrate
complex, the polarization of the sulfur-oxygen bond
should be favored by the presence of the side chains
of E94, Y82 and Y134. Such a polarization was
already described for the sulfur-oxygen bond of the
DMSO by using theoretical chemistry method
(11,12). The close proximity of a positive -or a
partially positive- charge on the sulfur of the
sulfoxide function near the thiol group of C51 (3.4
A between the sulfur of Met and the thiol of C51 in
the M. tuberculosis binary complex MsrA-Met, Fig.
5) likely stabilizes the thiolate form of C51 and thus
is believed to be the driving force that favors the
shift of the C51 pKa from 9.5 to 5.7 upon substrate
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binding. In the case of the E94Q MsrA, the same
scenario occurs but the polarization of the sulfur-
oxygen bond could be lesser developed, leading to a
smaller positive partial charge on the sulfur atom
and therefore to the shift of the C51 pKapp from 5.7
to 8. It is likely that the proton initially borne by
C51 is transferred to the oxygen of the sulfoxide
function via a concerted mechanism, concomitantly
with the attack of the thiolate of C51 on the
sulfoxide sulfur atom, leading to the formation of
the sulfurane type transition state. In this context, a
proton shift, which transfers the proton coming from
the thiol of C51 to the oxygen of the sulfoxide, must
occur. It is seducing to postulate that this proton
transfer could be catalyzed via E94. However, as
already mentioned, in the structure of M
tuberculosis MsrA, the distance of 5.1 A between
the thiol of C51 and the nearest oxygen of E94 is
too far for a direct interaction, unless a shortening of
this distance occurs or a water molecule is
transiently present between the carboxylate and the
thiol.

Proposed scenario for the sulfoxide reductase step
of the MsrA mechanism

MetSO likely binds to the active site of
MsrA with its sulfoxide largely in its polarized form.
The spatial proximity between the sulfur of the
sulfoxide function and the thiol of C51 leads to a
stabilization of the thiolate form due to the presence
of the positive —or partially positive- charge borne
by the sulfur. Concomitantly to the substrate binding,
the proton of C51 is transferred to the oxygen of the
sulfoxide function and the positively -or partially-
charged sulfur of MetSO undergoes a nucleophilic
attack of the C51 thiolate leading to the formation of
a sulfurane transition state of trigonal bipyramidal
geometry which spontaneously rearranges to
produce the sulfenic acid intermediate and Met (See

Scheme 2). The mechanism is likely rather
concerted than stepwise. In this scenario, E94, Y82
and Y134 have two roles. First, they favor the
binding of the polarized form of the sulfoxide
function that is the form which is also present in
solution. Second, they stabilize the sulfurane
transition state. In that context, E94 has the most
important contribution and probably intervenes
under its carboxylate form while Y82 and Y134
form a hydrogen bond with the two lone pairs of the
hydroxyl group.

However, questions remain to be addressed on
the mechanism which allows the formation of a
sulfenic acid of tetrahedral geometry from a
sulfurane transition state of trigonal bipyramidal
geometry. Indeed, recent theoretical study of the
reduction mechanism of DMSO by thiols support
the formation of a sulfurane transition state with the
sulfur of the thiol and the OH group in apical
position and the two methyl groups and the lone pair
in equatorial position (6). Such a geometry is
however not compatible with a direct shift of the
OH group to the sulfur atom of the thiol. A
possibility which has also been considered is the
formation of a transition state with the sulfur of the
thiol into equatorial position and the OH group into
apical position. The S-S-O bond angle is thus near
90° and the shift of the OH group to the thiol group
can occur. However, such a geometry necessitates
higher activation energy to attain the transition state.
Another question concerns the way by which the
proton of the sulfur of C51 is transferred to the
sulfoxide function. An evident candidate is E94.
However, as already pointed out, the distance
between C51 and E94 is at least 5 A,

In this context, the studies which are
underway by theoretical approaches and taking in
account the structure of the MsrA active site will be
of particular interest.
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'The abbreviations used are: 2PDS, 2,2’-dipyridyl disulfide; AcMetSONHMe, Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe;
AcMetNHMe, Ac-L-Met-NHMe; DMSO, dimethyl sulfoxide; DTNB, 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoic acid;
DTT, dithiothreitol; MetSO, methionine sulfoxide; Msr, methionine sulfoxide reductase; pKapp, apparent
pKa; ROS, reactive oxygen species; RNS, reactive nitrogen species; TFA, trifluoroacetic acid; Trx,
thioredoxin.

*For each E94 mutated MsrA, the rate constant of the reductase step was shown to be rate-determining in the
two-step process leading to the formation of the disulfide bond by following the rate of AcMetNHMe and
disulfide bond formation directly, by acid-quenching of the reaction followed by quantification of product
and MsrA remaining free thiols (see results section for E94A and E94D MsrAs, data not shown for E94Q).
For each Tyr substituted MsrAs, the rate of the reductase step was shown to be too fast at pH 8 to allow
direct determination of the rate of AcMetNHMe and disulfide bond formation (data not shown).

Figures legends

Table 1: Steady-state and reductase step kinetic parameters of wild-type and mutated MsrAs, with
associated pK,,,. ° Steady-state parameters were deduced from nonlinear regression of initial rates to the
Michaelis-Menten relationship (see Materials and Methods). ® Kinetic parameters of the reductase step were
obtained from nonlinear regression of ks to €q.7 (see Materials and Methods section), except for E94A and
E94D MsrAs. For these two later substituted MsrAs, Am. and Kg values correspond to k. and Ky values
determined under steady-state conditions (see Results section). © Kinetic parameters, Amax op: at Optimum pH
and pKapp values, were deduced from nonlinear regression of Aqs to €q.8 (see also Fig. 4).

Scheme 1: Schematic representation of the catalytic mechanism of MsrA and MsrB from N.
meningitidis. A Michaclis complex is formed between MsrA and MetSO, which precedes the nucleophilic
attack of Cys-X on the sulfur atom of the sulfoxide function of MetSO (step IA). Then, a rearrangement of
the tetrahedral transition state occurs which lead to formation of a sulfenic acid intermediate with a
concomitant release of one mol of Met per mol of enzyme (step IB). In step II, nucleophilic attack of Cys-Y
on the sulfur atom of the sulfenic acid leads to formation of a Cys-X/Cys-Y disulfide bond and a release of a
water molecule which is also favored by acid-assisted catalysis. In step III, return of the active site to a fully
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reduced state proceeds via reduction of the Msr disulfide bond by reduced Trx. RSOCH; and RSCH;
represent MetSO and Met, respectively. For N. meningitidis MsrA, Cys-X = C51 and Cys-Y = C198.

Scheme 2: Schematic representation of the catalytic mechanism of the MetSO reductase step of MsrA
from N. meningitidis. The four essential functional groups of C51, E94, Y82 and Y134 are represented.
RSOCH; and RSCHj3; represent MetSO and Met, respectively. The substrate binds to the active site with its
sulfoxide function largely polarized. See Discussion for more details on the mechanism.

Figure 1: pH-dependence of the second-order rate constant k, for the reaction of the thiol group with
2PDS of wild-type (e, panel A), C51S (O, panel B) and C198S (A, panel B) MsrAs. Reaction kinetics
were performed at 25 °C over a pH range of 5-9 or 10 in polybuffer B. The concentration of enzymes and
2PDS were 6.2 pM and 310 uM, respectively. Values of ks were determined using nonlinear regression
analysis, and second-order rate constants k, were fitted to eq.2 (solid line) (see also Materials and Methods).
The plateau of the sigmoidal plot was not attained at the pH tested. Therefore, the pKapp values obtained by
fitting could only be taken as estimates.

Figure 2: pH-dependence of the Cys thiol group absorbance properties of wild-type (o), C51S (A) and
C198S (J) MsrAs. Molecular absorption coefficients at 240 nm were calculated from the absorbance spectra
from 300 nm to 200 nm performed over a pH range 7 to 10 in polybuffer B. Absorption coefficients were
fitted to eq.3 (solid line) (see also Materials and Methods).

Figure 3: pH-dependence of the reductase step rate constant k,,, and AcMetSONHMe affinity
constant Ks (inset) of wild-type MsrA. Kinetics of MsrA fluorescence variation were followed after
excitation at 284 nm on a stopped-flow apparatus, by rapidly mixing 10 pM enzyme and various
concentrations of AcMetSONHMe (50 to 800 mM) at various pH in polybuffer B. It should be noted that,
below pH 5.5, disulfide bond formation is not accompanied by an increase but by a quenching of W53
fluorescence emission for an unknown reason (curve not shown). For each pH, experimental Ay, data
obtained at each substrate concentration were analyzed by nonlinear regression against eq.7 to obtain Ay
and K values (see also Materials and Methods). knax values (@) were plotted against pH and fitted to eq.8
(solid line) leading to a kpax op Value of 730 s and pKipp value of 5.7.

Figure 4: pH-dependence of the reductase step rate constant k,,,, of wild-type and substituted MsrAs.
For wild-type MsrA, refer to Fig.3. For all substituted MsrAs, the rate of the reductase step was determined
with 300 mM of AcMetSONHMe at various pH in polybuffer B. The independence of the rate constant on
AcMetSONHMe concentration was verified at two extreme pH values (around 5 and 9). For E94Q, Y82F
and Y 134F MsrAs, the increase of W53 fluorescence intensity was followed after excitation at 284 nm on a
stopped-flow apparatus. For Y82F/Y134F and E94Q/Y82F/Y134F MsrAs, variation of fluorescence
emission was recorded on a spectrofluorometer, with excitation and emission wavelength set at 284 and 340
nm respectively. For E94A and E94D (o) MsrAs, the reductase step rate constant was followed using the
Trx-recycling system. For each pH, experimental ks data obtained at each pH were analyzed by nonlinear
regression against eq 8 to obtain Amax opt and pKyp, values (see also Materials and Methods). Amay op and pKipp
values are presented in table 1. Experimental ks data were normalized, taking Kpax opt Value as 100% for each
enzyme, for the clarity of the representation. Symbols represent normalized data, and lines represent the fit.
Panel A: wild type (e, solid line); E94A MsrA (A, solid line); E94D MsrA (o, dotted line); E94Q MsrA (0,
dotte line); E94Q/Y82F/Y 134F MsrA (m, solid line). Panel B: wild type (e, solid line); Y82F MsrA (o, solid
line); Y134F MsrA (A, dotted line); Y82F/Y 134F MsrA (¢, dotted line); E94Q/Y82F/Y 134F MsrA (m, solid
line).

Figure 5: Schematic representation of M. tuberculosis MsrA active site containing methionine 1 (M1)
from a neighboring monomer (From (3)). Residues C51, E94, Y82 and Y134 are shown together with
bound M1. The water molecule is also represented in the active site by a sphere. The dashed lines represent
the hydrogen bonds observed between residues and the water molecule. Monitored distances between atoms
are: d(0 gos-Oo) = 2.52 A ; d(0Ppos- SPu1) = 343 A ; d(0Zess- S cs1) = 5.06 A ; d(S"csi- SSwu) =347 4 ;
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d(O%ys2-O0) = 2.88 A ; d(O%sz- Swi) = 3.57 A ; d(O%134-Os0) = 2,75 A , d(Ono- S°wi) = 3.33 A,;
d(O%s2- S'cs1) = 6.61 A ; d(O% 134 STcs1) =7.16 A.
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Table
Table 1
Steady-state® Reductase step

kea (', pH 8.0) Ky (mM, pH 8.0)  kmax (s, pH 8.0)° Ks (mM, pH 8.0)°  Amaxopt (5, optimal pH)®  pKapp
Wild type 3.7£0.5 0.6+0.2 790 + 10 55+2 730+ 10 5.7+0.1
E94A (1.5+0.1).10° 119 +27 (1.5+0.1).10° 119 +27 (2.0+0.1).10° 7.5+0.1
E94D 0.25 +0.03 161 + 42 0.25 + 0.03 161 + 42 0.19+0.01 6.7+0.1
E94Q 0.88 +0.07 25+ 6 122403 151+8 28 +3 8.0+0.1
Y82F 22+0.1 3.7+0.7 51+1 7244 46 + | 7.6+0.1
Y 134F 1.5+0.1 0.8+0.2 250+ 8 70+ 10 380+ 10 7.7+0.1
Y82F/Y 134F (1.5+0.1).107 24+ 8 (3.4+0.1).10° 2642 (7.2+0.7).107 8.0+0.1
Y82F/Y134F/E94Q (1.0+0.1).107 62 + 22 (1.240.1).10° 28+7 (1.1£0.1).107 9.5+0.1

asvponpa4 2dvya, ] ap 2wStuDIIw np apnys : SIDINSIY



Résultats : Etude du mécanisme de I’étape réductase

Figures

Scheme 1
H+

H+

N W
£ 8 |:ssx
$R

e
C o
o 2N
Y R CHjy
111 H
Trx Ix H O
| :Y 2
Scheme 2
— %
YZZ Y134 Y\82 -nuMe Y?Z
H + OH
o e PrUHGE o' R o
/ / >y W HO
£94-Cie f B, e E04-Cie
0 @i . 0 595\ Y H
5 j) 5 é R cl)
Cc51 _+! | 7
5ol M
05\‘ e C51 C51
L _

123



Résultats : Etude du mécanisme de I’étape réductase

Figure 1

200

12 -

10 -

ky (10° M-1s71)
(-3

Figure 2

55

50 |

45

40 -

35 4

Epsilon, g (10° M.cm™)

30 4

25 T T T

e |
- -]
-]
=

124



120

normalized &,

g B

s
=
L

[
=
L

Figure 3

Figure 4

Kinax (87)

Résultats : Etude du mécanisme de I’étape réductase

800 .
700 - d
600 -
500 -
400 b it -
300 - 3
200 - , .
100 - ' :
0 " : .
7 8 9
pH
120
100 A
3 80 g
*ﬂ
[ Al
g 40
™
=]
= 20 -
0
=20

125




Résultats : Etude du mécanisme de I’étape réductase
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I1.4 Etude complémentaire de I’étape réductase par spectrométrie de masse et

marquage isotopique

Dans le but de démontrer sans ambiguité la validité du mécanisme de réarrangement
de I’adduit sulfurane postulé par le mécanisme proposé pour 1’étape réductase, nous avons
entrepris de mettre en évidence le transfert de I’atome d’oxygene de la fonction sulfoxyde
vers le groupement thiol de la Cys51 conduisant a I’intermédiaire acide sulfénique. Cette
étude a été menée en collaboration avec le Dr. Jacques Bodiguel, au Laboratoire (UMR 7568
CNRS-INPL) ainsi que Guillaume Chevreux et le Dr. Noélle Potier, au Laboratoire de
Spectrométrie de Masse Bio-Organique dirigé par Dr. Van Dorsselaer (UMR 7509 CNRS-
ULP).

La stratégie retenue pour mener a bien ce projet a consisté a utiliser soit un substrat
dont la fonction sulfoxyde est marquée isotopiquement par un O'®, soit un solvant marqué
H,O'". La caractérisation isotopique de la nature de I’atome d’oxygéne porté par
I’intermédiaire acide sulfénique est ensuite réalisée par spectrométrie de masse, sur un variant
de la MsrA dont la cystéine de recyclage est remplacée par une Ser, ce qui permet
d’accumuler I’intermédiaire acide sulfénique. Ainsi, si le mécanisme de réduction de la
MetSO procéde selon le mécanisme proposé précédemment, c'est-a-dire via un réarrangement
de I’adduit covalent de type sulfurane, I’oxygeéne porté par I’acide sulfénique doit étre un
oxygene provenant du sulfoxyde. Si au contraire I’acide sulfénique est formé par I’attaque
d’une molécule d’eau sur le soufre de la Cys51 portant I’adduit sulfurane, hypothése que I’on
ne peut pas exclure, I’oxygéne porté par 1’acide sulfénique doit étre un oxygéne provenant du

solvant.
11.4.1 Synthése et purification de I’AcMetSO'*NHMe

H,0'® a été choisie comme source 4’0" pour la synthése du substrat AcMetSOHNMe
marqué. Le protocole d’oxydation du DMS en DMSO par H,O en présence de brome et de
pyridine décrit par Okruszek, 1983 a été adapté pour I’oxydation de AcMetNHMe en
AcMetSO'*HNMe (Voir Matériel et Méthodes). L adaptation du protocole et la synthése ont
été réalisés par le Dr. Jacques Bodiguel. L’oxydation par H,O'® a été réalisée en paralléle
comme témoin. Aprés deux étapes de purification par chromatographie d’échange cationique,

puis par chromatographie en phase inverse, I’enrichissement isotopique du substrat a été
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déterminé par spectrométrie de masse (ESI-MS). Cette analyse a révélé un enrichissement
isotopique du substrat AcMetSONHMe en O de I’ordre de 70 % (Tableau 3).

Masse théorique (Da) Masse mesurée (Da)
AcMetSO °NHMe 221 221,07
0
AcMetSO'*NHMe 223 223,08 (70 %)

221,07 (30 %)

Tableau 3: Récapitulatif des masses attendues et mesurées pour les substrats
AcMetSONHMe, dont la fonction sulfoxyde a été marquée ou non par un 0",

I1.4.2 Caractérisation par spectrométrie de masse de I’intermédiaire acide
sulfénique

La caractérisation de I'intermédiaire acide sulfénique par spectrométric de masse
s’étant révélée impossible sur le variant C198S de la MsrA de N. meningitidis, elle a été
réalisée sur le variant C86S/C198S/C206S de la MsrA d’E. coli (équivalent au variant C198S
de la MsrA de N. meningitidis). En effet, I’analyse par spectrométrie de masse (ESI-MS en
conditions dénaturantes et en conditions natives) du variant C198S de la MsrA de N.
meningitidis aprés oxydation par la MetSO a révélé une population hétérogéne dominée par
une forme dont la masse correspond a un dimeére covalent lié par une fonction thiosulfinate,
probablement formée par réaction entre deux formes monomériques oxydées a 1’état d’acide
sulfénique. Par contre, [’analyse par ESI-MS en conditions natives du variant
C86S/C198S/C206S de la MsrA d’E. coli aprés oxydation par la MetSO a montré 1’existence
d’une unique forme, dont la masse correspond a une MsrA monomérique oxydée par un
atome d’oxygene. Ainsi, I’analyse en condition native du triple variant de la MsrA d’E. coli
permet la caractérisation de I'intermédiaire acide sulfénique par ESI-MS. C’est donc cette

enzyme qui a été utilisée pour les expériences d’oxydation par le substrat AcMetSO'*NHMe.

MsrA Masse théorique (Da) Masse mesurée (Da)
réduite 21880,3 21880,3
N. ”‘-‘g’l‘*g‘fggsf"'dfs oxydée 21896,3 43775,1 (dimére + 1 0)
21910,8 (monomere + 2 O)
: réduite 23135,6 231351
E. coli
C86S/C198SC206S oxydée 23151,6 23150,8

Tableau 4 : Récapitulatif des masses attendues et mesurées par ESI-MS en conditions
natives des MsrA C198S de N. meningitidis et C86S/C198S/C206S d’E. coli avant et
apreés oxydation par le substrat AcMetSONHMe.
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I1.4.3 Caractérisation de I’acide sulfénique par marquage isotopique de
substrat ou de solvant

Trois séries d’analyses ont été réalisées avec les substrats: 1) AcMetSO'°NHMe ou
AcMetSO"*NHMe en présence d’H,0'", 2) AcMetSO'°NHMe en présence d’H,0'"® ou
d’H,0'®, et 3) AcMetSO'°NHMe en présence d’H,0" suivi d’une dilution par HgO”l ou
H,0'’. Toutes les mesures de spectrométriec de masse ont été réalisées par Guillaume
Chevreux, au Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-Organique, a Strasbourg. Ces
analyses ont été réalisées sur trois spectrometres différents afin de s’assurer de la précision et
de la reproductibilité des spectres. Les résultats regroupés dans le tableau 5 montrent que dans
tous les cas I'oxygeéne porté par I'intermédiaire acide sulfénique au moment de son analyse

provient d’une molécule d’eau du solvant.

MsrA E. coli Substrat Solvant Résultats ESI-MS
C86S/C198S/C206S  AcMetSO'°NHMe H,0'™® Cys51-SO'°H
C86S/C198S/C206S AcMetSO'"NHMe H,0'"* Cys51-SO'°H
C86S/C198S/C206S AcMetSO'°NHMe H,0'"™ Cys51-SO'"H
C86S/C198S/C206S  AcMetSO'°NHMe H,0'™, dilution H,0'™ Cys51-SO"™H
C86S/C198S/C206S AcMetSO'°NHMe  H,0'", dilution H,0' Cys51-SO'°H

C86S/C198S/C206S/E94A  AcMetSO'"NHMe H,0'"° Cys51-SO"H
C86S/C198S/C206S/E94A  AcMetSO'°NHMe H,0'" Cys51-SO'°H

Tableau 5: Récapitulatif des conclusions des analyses de I’intermédiaire acide
sulfénique des variants C86S/C198S/C206S et C86S/C198S/C206S/E94A de l1a MsrA d’E.
coli obtenues par ESI-MS en conditions natives par Guillaume Chevreux.

Le fait qu’aprés dilution, I’acide sulfénique porte un oxygene provenant du solvant
montre qu’il existe un mécanisme "continu" d’échange d’eau entre I’intermédiaire acide
sulfénique et le solvant. Par ailleurs, cet échange est relativement rapide, puisqu’il se produit
en quelques minutes, le temps nécessaire a effectuer la dilution et a enregistrer les spectres de
masse. Ces données suggerent I’implication d’une catalyse acide/base afin d’activer la
molécule d’eau au sein du site actif de la MsrA d’E. coli.

La possibilité que la chaine latérale du Glu94 soit impliquée dans une telle catalyse a
été étudiée via ’analyse de I’acide sulfénique formé au sein du site actif du quadruple variant
E94A/C86S/C198S/C206S de la MsrA d’E. coli. Les résultats obtenus montrent I’absence

d’échange rapide en absence du Glu94, I’atome d’oxygene porté par I’acide sulfénique formé
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par la réduction de AcMetSO'*NHMe en présence de solvant HgO'(‘ ou HgO'R étant dans les
deux cas I'0'°. L’ensemble de ces résultats montre d’une part que le Glu94 est capable de
jouer le role de catalyseur acide/base pour I’échange de molécule d’eau observé sur
I’intermédiaire acide sulfénique lorsqu’il s’accumule. Il conviendra de confirmer ce résultat
obtenu en présence de AcMetSO'°NHMe par I’analyse de I'intermédiaire acide sulfénique
formé en présence AcMetSO'®*NHMe. Néanmoins, le fait que I’oxygéne du substrat puisse
étre celui retrouvé sur I'intermédiaire acide sulfénique suggere fortement que le mécanisme
de I"étape réductase de la MsrA de type sauvage passe bien par une étape de réarrangement

d’un intermédiaire / état de transition de type sulfurane.
I1.5 Scénario proposé pour la catalyse de I’étape réductase

L’ensemble des résultats obtenus montre que : 1) la Cys51 catalytique est activée dans
le complexe enzyme/substrat, avec une diminution de son pKa d’au moins 4 unités, 2) aucun
catalyseur acide/base ne joue de role majeur dans I’étape cinétiquement limitante de I’étape
réductase, 3) les résidus conservés Glu94, Tyr82 et Tyr134 sont impliqués dans 1’abaissement
du pKa de la Cys51 et dans la stabilisation de I'état de transition, et 4) I’oxygeéne du substrat
sulfoxyde est probablement celui qui est retrouvé sur I'intermédiaire acide sulfénique. Ces
résultats, combinés a ’examen des structures connues du site actif de la MsrA, nous ont
conduit a proposer un mécanisme de catalyse dans lequel le substrat MetSO présent dans le
site actif jouerait un réle majeur (Figure 56). Dans ce scénario, I’état de transition a une
géométrie de type sulfurane, la fonction sulfoxyde est protonée et stabilisée par des liaisons
hydrogénes avec les résidus Glu94, Tyr82 et Tyr134. Cette stabilisation serait la force motrice
qui permettrait de diminuer le pKa de la CysS1. La fonction carboxylate du Glu94 aurait un
réle majeur dans la stabilisation de la fonction sulfoxyde via d’une part une liaison hydrogéne
avec 1’oxygeéne protoné de la fonction sulfoxyde et d’autre part une interaction charge / charge
avec la charge partielle positive portée par I’atome de soufre de la fonction sulfoxyde (Voir

paragraphe I, pages 150 a 154 de la partie Discussion et Perspectives pour plus de détails).
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Figure 56 : Représentation schématique du mécanisme catalytique proposé pour I’étape

réductase de la MsrA de N. meningitidis.
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Partie IIl : Interaction Msr/Trx: identification du pont disulfure
intermoléculaire transitoire formé lors de la réduction de la MsrA de N.

meningitidis par la Trx

Les études cinétiques présentées dans la partie | montrent qu’il doit exister une
reconnaissance spécifique, localisée entre les Msr sous forme oxydée et la Trx sous forme
réduite. La Trx est une protéine monomérique ubiquitaire d’environ 110 acides aminés, jouant
un rdle essentiel dans de nombreux processus cellulaires, pour la plupart via son activité
disulfure oxydo-réductase. La Trx est donc capable d’interagir avec de nombreux partenaires
et il est intéressant de noter qu’il n’existe aucune séquence ou motif conservé de
reconnaissance parmi la population trés hétérogeéne des cibles réduites par la Trx. Dans ce
cadre, les MsrA et MsrB représentent un modele d’étude de I'interaction entre la Trx et deux
cibles structuralement distinctes.

Plusieurs approches expérimentales peuvent étre utilisées afin d’obtenir des
informations structurales sur la nature des interactions qui existent entre les deux partenaires,
parmi lesquelles la détermination de la structure d’'un complexe Msr/Trx par
radiocristallographie. Un pré-requis a une telle étude consiste a pouvoir isoler un complexe
homogéne et stable entre Msr et Trx. Compte tenu de la valeur élevée de la constante
d’affinité apparente entre Msr,, et Trxqq et de la vitesse de 1’étape d’échange de pont
disulfure qui suit la formation du complexe entre les deux partenaires, il est impossible
d’obtenir un complexe non covalent Msr,/Trx.¢q stable. Dans ce contexte, la stratégie consiste
a pouvoir isoler un complexe covalent correspondant a 1’intermédiaire Msro/TrXsq transitoire
formé lors de l’établissgment du pont disulfure intermoléculaire (Figure 57).

£ T

Msr,, “ Trx,a

B THESTT)- (B “ i)
E: T

Msriq Trrs
Figure 57 : Représentation schématique du mécanisme de réduction d’une protéine
oxydée sous forme de pont disulfure par la Trx. Ce mécanisme reprend le modele présenté
précédemment au paragraphe 1.3.1 page 89, et développe 1'échange de pont disulfure entre les
deux protéines pour faire apparaitre le complexe covalent transitoire, encadré en rouge.
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Un tel complexe covalent peut facilement étre généré de maniére artificielle et en quantité
importante a partir de variants protéiques de Msr et de Trx ne possédant plus qu’une seule
Cys, a la condition d’avoir au préalable identifié la Cys de chaque partenaire impliquée dans
le pont disulfure intermoléculaire qui se forme transitoirement. Cependant, a I'inverse de la
Trx ou la Cys nucléophile a été clairement identifiée comme étant la Cys32 (Kallis et
Holmgren, 1980), I'identité de la Cys des Msr impliquée dans le pont disulfure
intermoléculaire (qui peut étre soit la Cys catalytique soit la Cys de recyclage) n’était pas
connue. Afin d’identifier la Cys de la MsrA de N. meningitidis engagée dans le pont disulfure
mixte avec la Cys32 de la Trx, nous avons utilisé deux approches différentes: 'une
couramment employée et basée sur des critéres cinétiques indirects et 'autre basée sur
I’identification directe du pont disulfure par spectrométrie de masse. Cette derniére approche
est une méthode concluante permettant I'identification non ambigué du pont disulfure
intermoléculaire formé (Voir paragraphe I11.3, page 133). Ces travaux sont présentés dans la

publication 4, pages 135 a 149, travaux qui vont étre soumis a J. Biol. Chem.
IIL.1. Caractérisation cinétique

Cette approche utilise des Msr activées a ’aide de TNB' et le variant C35S de la Trx
(Figure 58). Pour cela, deux variants de Msr, chacun ne possédant plus qu’une Cys, la
seconde étant remplacée par une Ser, ont été traités avec un exceés de DTNB conduisant a la
formation d’adduits Msr-TNB. Apreés purification des Msr activées, la vitesse de formation de
chacun des complexes covalents entre chacune des Msr activées et la Trx C358S a ét€¢ mesurée

en suivant spectrophotométriquement la libération du TNB'.
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Figure 58: Représentation schématique de D’activation chimique des Msr et de la
formation d’un complexe covalent artificiel Msr/Trx C35S. L’ajout de DTNB permet
I’activation chimique de I'unique Cys de Msr via la formation de 1’adduit Cys-TNB. Apres
I’isolement de 1’adduit, la formation du complexe artificiel Msr/Trx C35S est suivie par la
libération concomitante du TNB".

Les résultats obtenus montrent qu’il existe une reconnaissance entre les partenaires
Trx C35S et MsrA C198S ou MsrA CS5I1S. De plus, I'adduit MsrA C198-TNB est 10* fois
plus réactif que 1’adduit MsrA CS51-TNB vis-a-vis de la Trx C35S. Ce critere cinétique
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suggere trés fortement que la Cys de recyclage (Cys198) est la Cys qui forme le pont disulfure

transitoire avec la Trx lors de la réduction de MsrAy.

II1.2 Caractérisation par spectrométrie de masse

La deuxiéme approche est basée sur I’identification de la Cys impliquée dans la
formation du pont disulfure mixte avec la Trx, par analyse par spectrométric de masse du
complexe covalent formé entre MsrA,x et Trx C35S. L’utilisation de ce variant Trx ne
possédant que la Cys32 nucléophile est indispensable pour ne pas aller au terme de la réaction,
c'est-a-dire a la formation de Trx,x et Msrq. L’ajout d’iodoacétamide (IAM), en alkylant la
Cys de la MsrA non impliquée dans la formation du pont disulfure mixte intermoléculaire,
permet d’avoir un complexe covalent chimiquement stable Msr / Trx et donc de pouvoir

I’analyser par spectrométrie de masse (Figure 59).
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Figure 59 : Représentation schématique de la formation et de I’alkylation du complexe
covalent MsrA,, / Trx C35S. La Msr est oxydée en présence de MetSO. Aprés dessalage, la
Msr,x est incubée en présence de Trx C35S puis un excés d’IAM est ajouté au mélange afin
de stabiliser le complexe covalent formé et de marquer la Cys non engagée dans le pont
disulfure mixte.

Apres purification par filtration sur gel, le complexe covalent alkylé a été analysé par
spectrométriec de masse aprés protéolyse par AspN. Le protocole mis en place permet
d’identifier directement a la fois la Cys alkylée et la Cys formant un pont disulfure avec la
Trx. Les analyses de spectrométrie de masse ont été mises au point et réalisées par Guillaume
Chevreux, Noélle Potier et Sarah Sanglier, au Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-
Organique a Strasbourg.

L’analyse par MALDI-MS des peptides de MsrA issus de la protéolyse du complexe a
mis en évidence un bon recouvrement de séquence (= 80 %) et a permis d’identifier un unique
peptide alkylé par I'IAM. Il s’agit du peptide 40-62, portant la Cys51. La Trx n’étant pas clivé
par AspN, I’analyse par ESI-MS a mis en évidence la Trx C35S liée covalemment via un pont
disulfure au peptide correspondant au fragment 188-205 de MsrA, portant la Cys198. Ainsi,

les résultats montrent clairement que, dans le cas de la MsrA de N. meningitidis, la Cys32 de

Trx forme un pont disulfure transitoire avec la Cys de recyclage C198 de la MsrA,x
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I11.3 Conclusion

Les données obtenues par I’approche cinétique appliquée a la formation des
complexes artificiels et par 1’approche par spectrométriec de masse ont permis d’identifier la
Cys198 comme étant la Cys engagée dans le pont disulfure intermoléculaire transitoire avec
la Trx. L’étude en parallele, réalisée par Alexandre Olry sur la MsrB de N. meningitidis, a
montré que I’approche cinétique ne permettait pas de discriminer entre les deux Cys de la
MsrB, les deux adduits formés avec le TNB™ présentant la méme réactivité en terme de k; vis-
a-vis de C35S Trx. Par contre, 1’approche par spectrométrie de masse a permis d’identifier la
Cys catalytique C117 comme étant la Cys formant un pont disulfure transitoire avec Cys32 de
la Trx.

Les résultats obtenus sur la MsrB par I’approche cinétique classique avec activation
par TNB™ montrent que cette approche ne garantit pas dans tous les cas I’obtention de résultats
concluants. De plus, cette approche est basée sur la comparaison des valeurs des constantes
cinétiques k, de deuxiéme ordre. Or, cette valeur dépend non seulement de la réactivité de la
Cys de la cible mais aussi de la reconnaissance entre les deux partenaires, qui peut étre
affectée par la présence du groupement TNB. C’est le cas pour la MsrB ol on ne peut
atteindre de saturation de la cinétique et donc une constante d’affinité. Pour les deux variants
MsrB, des valeurs faibles et semblables de k> sont mesurées, suggérant un effet
d’encombrement stérique du TNB", qui est vraisemblablement la cause de la trés faible
affinité de la Trx. Dans ce contexte, la seconde méthode développée ici en s’appuyant sur
I’outil spectrométrie de masse, partant de la forme Msr,x qui est la forme reconnue par Trxeq
et qui de ce fait évite tout probléme d’encombrement stérique di a la présence de TNB™ est
d’application générale.

Nos résultats montrent que pour la MsrA, la Cys de recyclage, située dans une boucle,
est impliquée dans la formation du pont disulfure transitoire avec la Trx, alors que c’est la
Cys catalytique, située dans un brin B, qui est impliquée dans la MsrB. Comment peut-on
alors expliquer ces résultats différents en termes de Cys impliquée dans la formation du pont
disulfure intermoléculaire avec la Trx ? Pour les deux Msr, il a été montré que la cystéine
catalytique, lors de la formation du complexe michaelien avec la MetSO, voit son pKa
fortement abaissé permettant, via sa forme thiolate, la formation de I’intermédiaire acide
sulfénique avec une vitesse efficace. Il est donc probable que dans la forme disulfure des deux
Msr reconnue par la Trx, la cystéine catalytique soit aussi un bon groupement partant. Le fait
que, dans la MsrB, la Cys 117 catalytique forme le pont disulfure intermoléculaire suggere

que les critéres de réactivité et de meilleur groupement partant ne sont pas les seuls critéres a
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prendre en considération mais que le critére positionnement relatif de la Cys32 de la
Trx vis a vis du pont disulfure des Msr,x dans les complexes formés entre les deux partenaires
soit, dans le cas des Msr, le facteur déterminant. Cette conclusion pourrait étre généralisable a

I’ensemble des ponts disulfures des protéines réduits par la Trx.
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Methionine sulfoxides are stereospecifi-
cally reduced by two structurally unrelated
classes of methionine sulfoxide reductases
(Msr). Both MsrA and MsrB share a similar
three-step catalytic mechanism which includes
formation of an intra disulfide bond between
the catalytic and the recycling cysteines then
reduces by thioredoxin (Trx). Because of the
low affinity between Msrs and Trx,
characterization of the structural factors
involved in their recognition can be only done
on a covalent Msr/Trx complex. Thus, a
prerequisite is to identify the Msr Cys engaged
in the transient intermolecular disulfide bond
with Trx C32. The usual Cys chemical
activation procedure followed by Kinetic
analysis of formation of the covalent complexes
was not conclusive in the case of MsrB. Another
method which consists of forming a stable
covalent intermediate between the oxidized
Msrs and C35S Trx and then to identify the
intermolecular disulfide bond by mass
spectrometry gave conclusive results.
Surprisingly, it revealed that the recycling C198
in MsrA is engaged in the mixed disulfide bond
with Trx whereas it is the catalytic C117 in
MsrB. These results suggest that the positioning
of the Trx C32 relative to that of the Msr
disulfide bonds within the binary complex is the
major factor that governs the nature of the
transient interdisulfide bond formed in Msrs

Oxidation of methionine into methionine
sulfoxide (MetSO) is associated with many
pathologies and is described to exert regulatory
effects on protein functions (1, 2 for review).
Methionine sulfoxide reductases (Msr) are a family
of enzymes that catalyzes the reduction of protein-
MetSO back to Met (3, 4 for review). Two classes
of Msrs, named MsrA and MsrB, are described so
far that are specific for the S and the R isomer at
the sulfur of MetSO, respectively (5, 6, 7, 8). They
share a similar catalytic mechanism that proceeds
via the sulfenic acid chemistry and includes at least
three chemical steps (8, 9) with 1) formation of a
sulfenic acid intermediate on the catalytic Cys with
a concomitant release of one mole of Met per mole
of Msr, 2) formation of an intra disulfide bond via
the attack of the recycling Cys on the sulfenic acid
intermediate; and 3) reduction of the disulfide
bond by thioredoxin (Trx), the rate of which is
rate-limiting in the overall mechanism (10, 11).
Observation of saturating kinetics in the Trx-
recycling process demonstrates the formation of a
complex between oxidized MrsA/B' under
disulfide state and reduced Trx and therefore the
existence of specific interactions between the two
partners.

Inspection of the X-ray structures of MsrA
and MsrB shows that the two classes are
structurally-unrelated. MsrAs are composed of a
central core which can be described as a rolled
mixed B sheet flanked by three a-helices (12, 13,
14) while the fold of MsrBs consists of antiparallel
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p-strands organized in two sheets that face each
other and form a barrel-like core (15). The active
sites of MsrA/B are both exposed solvent exposed
and in all the structures are occupied by molecules
that can mimick either the transition state or the
substrate. What is particularly striking is that the
catalytic MsrA C51 is located next to the N-
terminal end of an a-helix whereas the catalytic
MsrB C117 is positioned in the middle of a B-
strand. Concerning the recycling Cys, i.e.
C198/C206 in MsrA and C63/C31 in MsrB, they
are both located in a loop that, by its potential
flexibility, could favour an efficient formation of
the intra-disulfide bond ie. C51/C198 or
C198/C206 in MsrA; C117/C63 or C117/C31 in
MsrB. It is these disulfide bonds within their three-
dimensional context that are specifically reduced
by Trx.

Trx is a small ubiquitous protein which, by
its involvement in many essential cellular
processes, interacts with a large number of target
proteins (16). In most of its functions, Trx acts as a
disulfide oxido-reductase, due to the presence of
the conserved WC;,GPC;5s motif. A striking feature
is that the Trx targets present neither sequence
and/or structural homologies nor conserved
binding motifs.

One way to characterize, at the molecular
level, the interactions between Trx and its targets —
when the affinity between the two partners is low
— is to form a stable covalent complex
representative of the transient inter-disulfide
complex that occurs upon the Trx-recycling
process and then to determine its three-
dimensional structure. The usual method consists
of substituting a serine residue for one of the two
cysteines in both partners i.e. C35 in Trx and the
one in the target which is not involved in the
transient inter-disulfide bond and then to form the
inter disulfide bond between the non-substituted
cysteines by activation of the cysteine of the target
by dithionitrobenzoate (DTNB).

However, a prerequisite to applying this
strategy is to know which of the two cysteines in
the target forms the transient inter disulfide bond
with C32 of Trx. Usually, it is assumed that the
target cysteine which forms the transient
intermediate with Trx corresponds to the one that
displays the highest reactivity -under a TNB
activated form- with C358 Trx. Such an
assumption implies that 1) the structure of the
mutated target protein, activated by a TNB
molecule, is representative of that of the oxidized
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form of the target, the form of which is the
substrate of the reduced Trx and, 2) the measured
second order kinetic rate constant which includes
an affinity (Kt.) contribution is indeed
representative of the reactivity of the cysteine
target and is not perturbed by the presence of a
TNB molecule.

In the present study, two methods were
applied to identify the cysteine of the MsrA/B
from Neisseria meningitidis (N. meningitidis) that
forms the transient inter-disulfide bond with Cys32
of Trx1? from Escherichia coli (E. coli).

The first method, which is briefly
described above and used a Msr form activated by
DTNB, is based on kinetic criteria. The second one
is based on the analysis by mass spectrometry
(MS) of the disulfide complex formed between
Msrs,, and C35S Trx, chemically stabilized by
alkylation of the remaining Msr cysteine not
engaged in the intermolecular disulfide bond. A
similar approach has been applied on tryparedoxin
peroxidase / tryparedoxin complex (17) (Budde,
2003), APS reductase / Trx complex (18) and Tpx
/ Trx complex (19).

MS analyses support a Trx-recycling
process in which the MsrA recycling C198 forms
the transient inter-disulfide bond with Trx in
contrast to MsrB in which the catalytic C117 is
involved. These conclusions are compared with
those from the alternative method which was not
conclusive for MsrB and are discussed in relation
to the current known structures of the active sites
of the MsrA and MsrB.

Experimental procedures

Site-directed mutagenesis, production and
purification of wild type and mutated N.
meningitidis MsrA and MsrB and E. coli Trxl.

MsrA, MsrB and Trx site-directed
mutageneses were performed using the Quick
Change site-directed mutagenesis kit (Stratagene).
Production and purification of C35S Trx1 were
realized as previously described for wild-type Trx1
from E. coli (18). The MsrA and MsrB correspond
to the central and the C-terminal domain of M.
meningitidis PilB, respectively (8). All Msrs were
produced with the BE002 E. coli strain (MG1655
msrA::specQ), msrB::o3kana), transformed with
the plasmidic construction pSKPILBMsrA or
pSKPILBMsrB containing the coding sequence of
msrA or msrB under the lac promoter. The BE002



strain was kindly provided by Dr F. Barras. Its use
prevented expression of endogenous wild-type
MsrA and MsrB from E. coli. Purifications of
MsrAs and MsrBs were realized as previously
described (8, 10).

Purity of all proteins were checked by
electrophoresis on 12.5% (Msr) or 15 % (Trx)
SDS-PAGE gel, followed by Coomassie Brilliant
Blue R-250 staining. Molecular masses of proteins
were determined by electrospray ionization mass
spectrometry analyses. Storage of the enzymes was
done as previously described (8). The molecular
concentration was determined spectrophotome-
trically, using extinction coefficient at 280 nm of
26,200 M em’, 17,330 M cm™ and 14,500 M’
em’ for MsrAs, MsrBs and Trx, respectively. In
this paper, N. meningitidis MsrA and MsrB amino
acid numbering is based on the amino acids
numbering of E. coli MsrA and MsrB, respectively
(Fig. 5, panel A and B) (9, 19). Cys content of
MsrA, MsrB and Trx was determined using DTNB
under native conditions in buffer A (50 mM Tris-
HCI, 2 mM EDTA, pH 8) as previously described

©9).

Activation of Msrs by DTNB and preparation of
Msrs,.

C51S and C198S MsrAs and C63S and
C117S MsrBs were activated under their TNB
disulfide form, referred to as Msr-TNB. Activation
was carried out by mixing 100 pM mutated Msr
with 500 pM DTNB in buffer A. After 30 min of
incubation at room temperature, each activated
Msr-TNB was passed through an Econo-Pac 10
DG desalting column (Bio-Rad) equilibrated with
buffer A, in order to remove TNB and excess
DTNB (see Fig.1A).

MsrA,, and MsrB,, were prepared by mixing
100 uM of each Msr with 100 mM DL-Met-R,S-
SO in buffer A. Only the § isomer is a substrate for
MsrA while it is the R isomer for MsrB. After 10
min of incubation at room temperature, each Msr,
was passed through an Econo-Pac 10 DG desalting
column equilibrated with buffer A. Oxidation state
of the Msrs was checked by titration with DTNB.

Formation and purification of the covalent
complexes between C358 Trx and, Msr-TNB and
Msr,,, respectively

The two MsrA/B /C35S Trx complexes
formed via the DTNB activation process were
obtained by mixing 50 uM MsrA-TNB or MsrB-
TNB, in which one of the two Cys is substituted by
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a serine, with 150 pM C35S Trx in buffer A (Fig.
1A).

The two Msr/Trx complexes formed between
MsrA/B,, and C35S Trx, were obtained by
incubating 50 pM of Msr,, A/B and 150 uM of
C358 Trx at 25°C for 10 to 30 min in buffer A.
Then, 10 mM iodoacetamide (IAM) was added for
30 min (Fig.1B).

Formation of the complexes was checked on
non-reducing 12.5 % SDS-PAGE, followed by
Coomassie Brilliant Blue R-250 staining. 3.33 pL
of each mixture were loaded on the gel,
representing 0.17 nmole of Msr and 0.5 nmole of
Trx. Purification of the covalent complexes formed
between Msr,, and C35S Trx was carried out by
analytical gel filtration, using a Superdex 75
column fitted on an AKTA explorer system
(Amersham Bioscience). Flow rate was 0.4 ml/min
and the column was equilibrated with buffer A
containing 300 mM KCI. Protein elution was
followed by UV absorbance at 280 and 260 nm.

Kinetics of complex formation between C35S Trx
and Msr-TNB

The rate of formation of the intermolecular
disulfide bond between Msr-TNB and C35S Trx
was  measured  spectrophotometrically by
monitoring the release of TNB™ at 412 nm, using
extinction coefficient of 13,600 M .cm™.
Experiments were carried out at 25°C on a
Kontron Uvikon 933 spectrophotometer for the
C198S MsrA. For the two mutated MsrBs and the
MsrA C518, the rate of the reaction was measured
at 25°C on a SX18MV-R stopped-flow apparatus
(Applied PhotoPhysics) fitted for absorbance. In
all cases, kinetics were measured with 7.35 uM
Msr-TNB and increasing concentration of C35S
Trx (from 50 to 900 uM) in buffer A. Rate
constants, ks, wWere obtained by fitting absorbance
traces with the mono exponential Equation 1 in
which c represents the endpoint, a, the amplitude
of the absorbance increase and k. the rate
constant.

y=ae™™ ' +c (1)
Data were fit to Equation 2 using least squares
analysis to determine Agps mex and K for C35S Trx.
S represents the C35S Trx concentration and K,
the apparent affinity constant.
kobs= kﬁbsmnx SJ"‘(K'Trx +8 (2)
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Msr/Trx  complexes and  mass
spectrometry analyses

Digestion of the Msr/C35STrx complexes,
which were formed with the Msr-TNB and Msr,,
was performed in solution with Asp-N (Roche,
Indianapolis, USA) in 25 mM Ammonium
Carbonate (Sigma, St. Louis, USA) using an
enzyme concentration ratio of 1/50 (overnight,
37°Q).

ESI-MS measurements were performed on
an ESI-TOF (LCT, Waters, Massachusetts, USA).
Nitrogen gas was used for both nebulisation and
desolvation gas. Samples were continuously
infused into the ESI ion source at a flow rate of 3
pl/min. Both gas and source temperature were set
to 353 K. External calibration of the spectra was
achieved in the positive ion mode using multiply
charge ions of horse heart myoglobin (Sigma
Aldrich). Samples were desalted before ESI-MS
analysis using Zip Tip C; (Millipore, Bedford,
USA) in a 1:1 water-acetonitrile mixture (v/v)
acidified with 1% formic acid.

MALDI-MS mass measurements were
carried out on UltraflexTM TOF/TOF (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Germany). This
instrument was used at a maximum accelerating
potential of 25 kV in positive ion mode and was
operated in reflectron mode allowing an accuracy
better than 50 ppm. The samples were prepared by
standard dried droplet preparation on stainless
steel MALDI targets using o-cyano-4-
hydroxycinnamic acid as matrix. The external
calibration of MALDI mass spectra was carried
out using singly charged monoisotopic peaks of a
mixture of bradykinin 1-7 (m/z=757.400), human
angiotensin II (m/z=1046.542), human angiotensin
I (m/z=1296.685), substance P (m/z=1347.735),
bombesin (m/z=1619.822), renin (m/z=1758.933),
ACTH 1-17 (m/z=2093.087) and ACTH 18-39
(m/z=2465.199). Monoisotopic peptide masses
were automatically annotated using Flexanalysis
2.0. Peptides were desalted before MALDI-MS
mass fingerprint using Zip Tip C,s (Millipore,
Bedford, USA) in a 1:1 water-acetonitrile mixture
(v/v) acidified with 1% formic acid.

digestion

Results

Kinetics of covalent Msr/C358Trx formation via
the DTNB activation

A prerequisite to determine the kinetics of
formation of the Msr/C35STrx complexes was to
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activate Msrs under TNB form (Fig. 1A). For that,
each of the Msrs in which one of the two Cys is
substituted by a serine was treated by an excess of
DTNB. In all cases, formation of a mixed disulfide
with TNB was quantitative, as shown by
spectroscopic titration which indicated a release of
one mole of TNB™ per mole of Msr. TNB™ and
DTNB were subsequently removed by gel-
filtration. Kinetics of formation of the complex
between Msrs-TNB and C35S Trx were then
determined under single turn-over conditions by
following the rate of TNB™ release at 412 nm under
pseudo-first order conditions i.e. with an excess of
C35S Trx relative to Msrs. An increase of OD at
412 nm corresponding to the release of one mol of
TNB™/ mol of Msr was observed with all C35S Trx
concentrations used. All the curves fitted to
monoexponential Equation 1. Increasing the C35S
Trx concentration up to 800 puM led to a slight
kinetic saturation effect (see comments in legend
of Fig. 2) for the activated MsrAs-TNB. From the
curve, ko versus C35S Trx concentration, Kghs max
values of 510 and 2.1.107 s™" and Ky values of 1.7
and 1.0 mM corresponding to second order rate
constant values (k;) of 3.10° and 21 M™'s™ were
deduced for C51S and C198S MsrA-TNB,
respectively (Fig. 2, panels A and B). In the case of
the C117S and C63S MsrB-TNB, no kinetic
saturation effect was observed up to 900 uM C35S
Trx. The slope of the curve, ks versus C35S Trx
concentration, provided k, values of 9.4 and 13.5
M's' for C63S and CI117S MsrB-TNB,
respectively (Fig. 2, panels C and D).

Isolation of the Msr/Trx complexes formed from
Msr,, and C358 Trx

Prior to MS analysis, it was necessary to
isolate in a pure form the covalent Msr/Trx
complexes (Fig. 1B). For MsrA/Trx complex, a
three-fold excess of C35S Trx relative to MsrA,,
was sufficient to shift 100% of MsrA under
covalent complex. After 10 minutes of incubation,
IAM was added to alkylate the MsrA Cys, which is
liberated after formation of the MsrA/Trx complex,
in order to prevent a reversal of the complex into
MsrA,x and C35STrx. Addition of DTT released
free MsrA and C35STrx as shown on SDS-PAGE
(Fig. 3, panel A, lanes 6 and 8). For MsrB, the
same experimental conditions led to formation of a
smaller amount of complex (18 % of the total
MsrB, see Fig. 3, panel B, lanes 5 and 7, as
estimated from densitometry analysis). Addition of
SDS prior to IAM alkylation, increased incubation



time before IAM addition or working in anaerobic
conditions (in a glove box under nitrogen
atmosphere) did not significantly increase the
amount of covalent complex (gels not shown). The
lower yield of MsrB/C35STrx complex formation
compared to that of MsrA/Trx remains to be
explained. It is possible that the equilibrium of the
reaction favors the MsrB,, form and C35S Trx
rather than the interdisulfide form. As shown on
the SDS-PAGE profile, migrating bands with an
apparent molecular weight higher than the
MsrB/Trx complex were observed, (Fig. 3, panel
B, lanes 5 and 7). The fact that 1) the use of higher
MsrB concentration led to an increase of the
covalent MsrB/Trx complex but also of these
higher molecular species (gels not shown) and, 2)
after DTT addition, only two bands corresponding
to free MsrB and Trx were visualized (Fig. 3, panel
B, lanes 6 and 8), indicated that these heavier
forms, whose nature remains to be characterized,
are by-products of the reaction linked by disulfide
bonds.

Gel-filtration chromatography was used to
separate free Msr, free Trx and Msr/Trx complexes
(Fig. 4). Elution profile of the Msr/Trx complexes
formed by the DTNB activation process served as
reference to identify the peak corresponding to the
Msr/Trx complexes. This was particularly useful to
isolate the MsrB/Trx complex formed from
MsrB,,. Indeed, as mentioned above, it was formed
in a small amount and in a mixture containing
protein species with higher molecular weights. An
aliquot of each collected fractions were analyzed
on SDS-PAGE. The fractions whose migration
profile was similar to that of the MsrB/Trx
complexes obtained via the DTNB process were
pooled (gels not shown). The molecular mass of
the Msr/trx complexes was then determined by
ESI-MS and the values were shown to be those
expected (Table 1).

AspN digestion, MS analysis and identification of
the Msr’s Cys which is involved in the inter
disulfide bond formation between Msr,. and
C358 Trx

Msr/Trx complexes formed between Msr,,
and C35S Trx were subjected to Asp-N digestion.
The digestion products were then analyzed both by
MALDI- and ESI-MS, in order to identify a) the
Msr,, Cys engaged in the interdisulfide bond with
Trx C32 and, as an additional evidence, b) the
Msr,, Cys alkylated by IAM (see Fig. 5D for more
details).

Reésultats : Etude de interaction MsrA/Trx

Proteolytic cleavage was done with Asp-N
enzyme, which is known to cleave before aspartic
acid. The choice of Asp-N instead of other
proteases was based on the fact that the masses of
the predicted generated peptides were expected to
easily differentiate which Msr Cys would either be
alkylated by IAM or engaged in the inter-disulfide
bond with Trx. The so-generated peptides were
first analyzed by MALDI-MS. For MsrA and
MsrB complexes, very good sequence coverage
was obtained for MsrA or MsrB and only one
peptide with a +57 Da adduct was detected for
each Msrs, indicating an IAM alkylation. The
masses of 2766.3 Da and 2346.1 Da correspond to
MsrA peptide 40-62 and MsrB peptide 60-80,
respectively (see Table 1, and also the control
experiments which are described in the last
paragraph). These data were consistent with the
IAM alkylation of MsrA C51 and MsrB C63 (Fig.
5 and Table 1). Consequently, this strongly
supported the formation of a mixed disulfide bond
between Trx C32 and, MsrA C198 and MsrB C117
respectively.

No Msr peptide linked to a Trx peptide via
an inter disulfide bond and no Trx peptide was
detected. Such results suggested that, under the
experimental conditions used, Trx is resistant to
Asp-N digestion. This assumption was confirmed
by the fact that, under similar experimental
conditions, Trx alone, which contains 11 aspartate
residues, is not sensitive to proteolysis by Asp-N
(data not shown). Therefore, to characterize the
intermolecular disulfide bond formed in the Msr-
Trx complex, it was necessary to analyze the Asp-
N digests by ESI-MS. Masses of 13791.0 Da and
14111.8 Da were determined for MsrA and MsrB,
respectively which correspond to intact Trx linked
to peptide 188-205 via a disulfide bond between
Trx C32 and MsrA C198 and to intact Trx linked
to peptide 107-131 via a disulfide bond between
Trx C32 and MsrB C117, respectively (see Table 1
and also the control experiments which are
described in the last paragraph). Therefore,
altogether the results demonstrate the formation of
an intermolecular disulfide bond between Trx C32
and, MsrA C198 and MsrB C117. It should be also
noted that for MsrA and MsrB, the Msr peptides
linked to Trx still contain one aspartate residue.
This miss-cleavage is likely due to steric hindrance
caused by linked Trx that might decrease the
accessibility of Asp-N to MsrA/B peptides.
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An additional control was carried out to
validate the MS data obtained above. For that, ESI-
MS and MALDI-MS analyses after Asp-N
digestion were done on the two MsrA/B / Trx
complexes bound viag intermolecular disulfide bond
between Trx C32 and either the Msr catalytic or
the recycling Cys and obtained from the DTNB
activation process. As summarized in table 1, only
the complexes bounded via Trx C32/MsrA C198
and Trx C32/MsrB C117 intermolecular disulfide
bonds showed masses in agreement with the
masses determined from the MsrA/B /Trx
complexes formed with MsrA/B,, (see preceding
paragraph), i.e. 13791.1 and 2693.3* for MsrA and,
14111.6 and 2273.1° for MsrB. (see Table 1).

Discussion

In previous studies, it was shown that the
recycling process of Msrs by Trx includes
formation of a binary complex between Msrs,, and
Trxes, followed by a two-electron chemical
exchange and then dissociation of the Msrs,y /
Trx,x complex, the rate of which is rate-limiting in
the overall Msr mechanism (10, 11, 19). The fact
that a Msr, /Trx..q complex is formed and precedes
the two-electron transfer indicated the existence of
specific interactions between Msr,, and Trx.. To
characterize these interactions by structural
approaches, it is necessary to form a stable
covalent complex, because the apparent low
affinity between both partners (10, 11) precludes
the isolation of a non covalent complex. In that
context, a prerequisite is to know which Cys in the
Msrs A and MsrB is involved in the formation of
the transient interdisulfide bond with Trx C32.

Usually, the nature of the target Cys which
forms the transient interdisulfide bond with C32 of
Trx is predicted from kinetic criteria. Generally, an
assumption that relies on Cys activation by DTNB
considers the most reactive Cys after activation as
the target Cys. The k, value is 1.4.10° fold-higher
for the activated C198 in C51S MsrA than for C51
in CI198S MsrA. In contrast, no significant
difference on the k, values —whose in both cases
are low, see comments later in the Discussion -
was observed between C63 in C117S MsrB and
C117 in C63S MsrB. Therefore, while prediction
of the nature of the target Cys in MsrA seems
straightforward, this is not the case for MsrB.

Therefore, another method based on
biochemical criteria and MS analyses was used.
The approach is based on the formation of the
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covalent intermolecular disulfide complex between
Msr,, and C35S Trx followed by its stabilization
by IAM alkylation. This approach has the
advantage of using Msr,,, which is the Msr form
recognized and reduced by Trx, instead of using a
TNB-activated Msr. The MS analyses of peptides
and peptide-Trx complexes clearly support a Trx
recycling mechanism in which the recycling C198
in MsrA is involved in formation of the transient
interdisulfide bond with Trx, whereas it is the
catalytic C117 one in MsrB. These conclusions are
based on the fact that 1) the Msr Cys engaged in
the mixed disulfide bond with Trx C32 is shown
by ESI-MS analyses to be the recycling C198 and
the catalytic C117 for MsrA and MsrB,
respectively and, 2) the Msr Cys alkylated by IAM
is shown by MALDI-MS analyses to be the
catalytic C51 in MsrA and the recycling C63 in
MsrB.

As shown in the Results section, a lower
yield of covalent complex between MsrB,, and
C35S Trx. Inspection of the X-ray structures of the
reduced form of MsrA and MsrB in complex with
a molecule that mimicks the substrate or a covalent
intermediate shows a distance of ~ 8-13 A between
the catalytic C51 and the recycling C198 in MsrA
and ~ 3 A between the catalytic C117 and the
recycling C63 in MsrB, respectively. The
accumulation of the covalent C51S MsrA/C35S
Trx complex in a high yield is probably the
consequence of a shift of the equilibrium in favor
of the covalent complex provoked by a flip of the
interdisulfide bond MsrA C198-Trx C32 due to the
location of C198 in a loop that would therefore
prevent the reverse reaction to occur ie. the
formation of the MsrA,, and C35S Trx. In contrast,
both the low distance between C117 and C63 in
MsrB and the location of C117 on a [-strand
would permit the reverse reaction to occur i.e. the
formation of MsrB,,. The equilibrium is likely
such that only 20% of the covalent MsrB/trx
complex is formed. Such an interpretation is
validated by the fact that a MsrA with a recycling
Cys located on an a-helix at position 54 and
therefore close to C51 (as it is the case for the
MsrA from Bacillus subtilis) gives low yield of
MsrA/C35S Trx covalent complex similar to that
observed with MsrB (Antoine, unpublished results)
and under the same experimental conditions that
gave high yield with MsrA with a recycling Cys at
position 198.

For both mutated MsrAs, the apparent
affinity values of the TNB-activated form for C35S



Trx are in the mM range and are similar to those
determined from previous kinetic studies carried
out on MsrA, (10, 21). The first-order rate
constant of TNB™ released from the MsrA
C198/Trx C32 complex is however 2.4.10* fold-
higher than that from the MsrA C51/Trx C32
complex. Inspection of the active site of MsrA
either with a dimethyl arsenate adduct (12) or in
complex with a Met residue (14) shows an active
site located on the surface and accessible, in
particular the two Cys residues, C51 and C198. It
is in agreement with the fact that C51 and C198
are highly reactive towards a second-order Cys
kinetic probe as 2,2’-dipyridyldisulfide (Antoine,
unpublished results). Thus, it is reasonable to
expect that the catalytic and recycling Cys under
disulfide state are also accessible. Therefore, the
choice of the Trx target Cys in MsrA,, is likely
governed by the positioning of the Trx C32
relative to that of the disulfide bond within the
binary complex, which favours kinetically the
attack on only one of the two Cys. This is
reinforced by recent data obtained with TNB-
activated C198 MsrA and C32S Trx used instead
of C35S Trx. In that case, a binary complex
between the MsrA and C32S Trx is also formed
with an apparent K constant for C32S Trx similar
to that found for C35S Trx. But, the first order rate
constant of TNB' released upon formation of the
complex is 6.10* fold lower when compared to
MsrA  C198/Trx  C32 complex (Antoine,
unpublished results). Such data support a non
efficient positioning of the Trx C35 relative to that
of the MsrA disulfide bond and are also in accord
with the fact that Trx C35 is known to be less
accessible and reactive than Trx C32 (22).

In the case of MsrB, no Trx-saturating
concentration effect was observed when MsrB is
activated by DTNB on either C117 or C63.
Moreover, the second-order rate constant, kp, is
very low ie. 10 M's? at least three orders of
magnitude smaller than that of MsrA activated by
DTNB on C198. This indicates that the presence of
a TNB molecule on MsrB prevents formation of an
efficient binary complex with Trx. Thus, the
MsrsB-TNB are not representative of the MsrB,
form that interacts with Trx. This is supported by

Résultats : Etude de Uinteraction MsrA/Trx

previous kinetic studies which showed that the
affinity constant of MsrB,, for Trx is 440 uM and
the rate constant of the disulfide exchange is 5.2 s
(11) that is three orders of magnitude higher than
that of MsrB activated by DTNB on C117.

The present results show that the kinetic
method based on DTNB activation should be
handled with caution. Firstly, the kinetic k, value
which is used as a probe of the reactivity of the
Cys target includes a Ky, contribution and
therefore is not necessarily representative of the
reactivity of the target Cys. Secondly, the presence
of the TNB molecule covalently bound on the
target can decrease accessibility and perturb the
positioning of the target relative to the C32 of Trx.
This is clearly the case for MsrB. In this context,
the other method used in this study and relying on
MS analysis appears to be more confident and of
general application. It has also the advantage to
form a Trx/target interdisulfide complex with the
oxidized form of the target which is the form
recognized and reduced by Trx.

The fact that it is the recycling Cys in MsrA
which is involved in the intermolecular disulfide
bond with Trx C32 whereas it is the catalytic one
in MsrB, rules out any simplistic prediction of the
Cys attacked by Trx C32. Indeed, the catalytic Cys
of MsrA and MsrB has to strongly decrease its pKa
in order to efficiently attack the sulfoxide function
of the substrate within the Michaelis complex (data
to be published). Consequently, it is reasonable to
postulate that the catalytic Cys within the Msr
disulfide bond would be a better leaving group
than the recycling one. Thus, if the Cys chemical
reactivity is the major factor governing the nature
of the transient interdisulfide bond formed with
Trx C32, the recycling Cys will be the one
involved. This is not the case for MsrB. Therefore,
the three dimensional context within the binary
complex, in particular the positioning of the Trx
C32 relative to that of the Msr disulfide bonds is
likely the major factor that governs the nature of
the transient interdisulfide bond formed. In this
context, determination of the 3D structure of
covalent Msr/Trx complexes will be of interest.
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The abbreviations used are : MetSO, methionine sulfoxide ; Msr, MsrA, and MsrB, methionine sulfoxide
reductase, methionine sulfoxide reductase A, methionine sulfoxide reductase B, respectively ; Msr,, and
Msr,q4, oxidized and reduced Msr, respectively ; Trx, thioredoxin ; Trx,, and Trx,.q, oxidized and reduced
Trx, respectively ; DTT, dithiothreitol ; SDS, sodium dodecyl sulphate ; PAGE, polyacrylamide gel
electrophoresis ; DTNB, dithionitrobenzoate ; TNB, thionitrobenzoate ; IAM, iodoacetamide ; ESI-MS
and ESI-TOF, electrospray ionization-mass spectrometry and electrospray ionization-time of flight,
respectively ; MALDI-MS, matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry.

': Oxidized MsrA/B means Msr form under disulfide state and is noted as Msr,y in the manuscript. By
homology, reduced Msr is noted Msr;g.

% Trx from N. meningitidis displays similar kinetic efficiency in the reduction of MsrA/Bg, from
Neisseria meningitidis than the E. coli Trx (data not shown). In the present study, the E. coli Trx was used
because larger amount was available.

’: The MALDI-MS analyses show a mass difference of 73 Da between the Msr peptides containing the
alkylated Cys and the equivalent Msr peptides containing a Ser instead of the Cys. Such a mass difference
correspond to that expected between an IAM alkylated Cys and a Ser.
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ESI-MS of complexes
before digestion

ESI-MS of complexes after digestion

MALDI-MS of complexes after digestion (*)

Theoretical Measured Theoretical mass Measured Theoretical mass Measured
mass mass mass mass
MsrA/C35S Trx 33610.7 33610.8 13790.8 13791.0 2766.3 2766.3
after AM alkylation Trx + 15sDYLIKNPNG Y os HIDIRK A 20 wMNTRTIYLAGGCams FWGLEAYFQRIg,
(obtained with MsrA,, ) 14368.5 2206.4
Trx + wMNTRTIYLAGGC: FWGLEAYFQRI,;, 1sDYLIKNPNGYCam;ssHIDIRK A 305
MsrB/C35S Trx 28088.6 28089.4 14111.3 14111.8 2346.1 2346.1
fier IAM - Trx + #DSGEAMGWPSFTRPIAKSVTEH..
atter alkylation 17DGPRDKGGLRYG, ;INGASLKFIPLEQM 3,
(obtained with MsrA,,) 2Y32.3
13947.9 j”DGPRDKGGLRYCanm, ;INGASLKFIPLEQM 5,
Trx + DSGCe:GWPSFTRPIAKSVTEH;,
C198S MsrA/C35S Trx 33537.7 33537.7 14368.5 14368.4 2132.1 not
formed by DTNB activation Trx + yMNTRTIYLAGGCs FWGLEAYFQRI4 15sDYLIKNPNGYS,ssHIDIRK A 50 identified
C518S MsrA/C358S Trx 33537.7 33538.0 13790.8 13791.1 2693.3 2693.3
formed by D'I'NB activation Trx + 15sDYLIKNPNGYC, o HIDIRK A 55 oMNTRTIYLAGGS;; FWGLEAYFQRI,;
C117S MsrB/C35S Trx 28015.5 28015.7 13947.9 13948.1 2436.3 2436.2
formed by DTNB activation Trx + DSGCGWPSFTRPIDAKSVTEHq, 10iDGPRDKGGLRYS, ,INGASLKFIPLEQM, 3,
C63S MsrB/C35S Trx 28015.5 28015.6 14111.3 14111.6 2273.1 2273.1
formed by DTNB activation T+ «DSGiaGWPSFTRPIAKSVTEHs

1w7DGPRDKGGLRYC, s INGASLKFIPLEQM, 3

Table 1: MS analysis of Msr/C35S Trx complexes before and after Asp-N digestion.
ESI and MALDI-MS data for Msr/C35S Trx complexes obtained via the DTNB activation procedure or from the Msr,, form were determined as described
under “Experimental procedures”. Sequences of the predicted peptides generated after Asp-N digestion are indicated. Molecular masses are expressed in
daltons. Msr and Trx sequences and schematic representation of the MS analyses are depicted in Fig. 5. ESI-MS analyses of the complexes before Asp-N
proteolysis showed a mass difference of 73 Da between the Msr/C35S Trx alkylated complexes and complexes containing Cys to Ser substituted Msr.
Such a mass difference correspond to that expected between an IAM alkylated Cys and a Ser. Cam abbreviation refers to amidified Cys after IAM

addition.

*: For clarity, only the masses of Msr peptides containing an alkylated Cys or a substituted Ser are shown from the total MALDI-MS data.
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Fig. 1: Schematic representation of the formation of the Msr/C35S Trx complexes.

Panel A: Formation of the Msr/C35S Trx complexes via the DTNB activation procedure. The strategy
consists of activating a singly Cys to Ser substituted Msr by DTNB. The resulting activated Msr is then
reacting with C35S Trx.

Panel B: Formation of the Msr/C35S Trx complexes from the Msr,,. The strategy consists of mixing Msr,,
and C35S Trx. The resulting complex is then chemically stabilized by addition of IAM which reacts with
the Msr Cys not engaged in the interdisulfide bond.

For C358 Trx, S3; and HO;; refer to the sulfur of C32 and the hydroxyl of S35, respectively.
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Fig. 2: Kinetics of formation of MsrA/C35S Trx and of MsrB/C35S Trx complexes with Msr
activated by the DTNB procedure.

Panel A: Formation of C518 MsrA /C35S Trx complex; Panel B: Formation of C198S MsrA/C35S Trx
complex. Panel C: Formation of C117S MsrB/C35S Trx complex; Panel D: Formation of C63S
MsrB/C35S Trx complex.

For MsrA/C35S Trx complex formation, the best fit was clearly observed using Eq.2 (solid line) compared
to linear regression analyses (dotted line). Fitting the data to Eq. 2 by least square regression gave kobs max
and Ky, constants of 510 and 2.1.107 s™ and 1.7 and 1.0 mM for C51S MsrA/C35S Trx and C198S
MsrA/C35S Trx complexes, respectively. For MsrB/C35S Trx complexes formation, data were fit to a
linear relationship which gave k, constant of 13.5 and 9.4 M.s” for C117S MsrB/C35S Trx and C63S
MsrB/C35S Trx complexes, respectively. Experimental data are shown as symbols (@), best fit is shown
as a solid line.
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Fig. 3: SDS-PAGE analyses of MsrA/C35S Trx (A) and MsrB/C35S Trx (B) complexes.

Msrs,, (50 pM) (lane 3) were incubated with a 3-fold excess of C35S Trx (lane 4) for 30 min (lane 5) and
then alkylated with IAM (lane 7). Covalent Msr/Trx complexes obtained via DTNB activation of Msrs
were used as references (lane 9). Samples in lanes 2, 6, 8 and 10 corresponded to samples 3, S, 7 and 9,
respectively, after incubation with 50 mM DTT. The positions at which reduced Msrs, Msrs,,, C35S Trx
and Msr/Trx complexes migrate are indicated by arrows on the right. The position of the markers proteins
(lane 1) are indicated on the left in kDa.

In each sample, the quantity of total proteins was 0.17 nmol of Msr and/or 0.5 nmol of Trx, except for the
C63S MsrB/C35S Trx complex (panel B, lanes 9 and 10) where the quantity was 5 time smaller. The
quantity of Msr/Trx complexes formed has been estimated by densitometry analyses and expressed as the
percentage of Msr present in the complex relative to the total amount of Msr initially present.

148




Résultats : Etude de Uinteraction MsrA/Trx

A
1000
800 -
E 600
Q
[e0]
o
g 400 -
200 -
0
8 16
B 2000 3500
L 3000
1500 - | sn
E
c L 2000
& 1000 -
=) L 1500
o
. L 1000
} 500
0 0
10 16

Volume (mL)

Fig. 4: Chromatographic elution profile at 280 nm of MsrA/C35S Trx (A) and MsrB/C35S Trx (B)
complexes.

Reaction mixtures containing Msr/C35S Trx complexes formed from Msr,, were loaded on a Superdex 75

gel-filtration column. Msrs,, (peak 2), C35S Trx (peak 3), and Cys to Ser substituted Msr/C35S Trx

complexes (peak 1) with excess of Trx were used as references.

Panel A: Bold solid line: reaction mixture with MsrA ; thin solid line : C51S MsrA/C35S Trx complex

with C35STrx in excess; thin dashed line : MsrA,, ; thin dashed dotted line : C35S Trx.

Panel B: Bold solid line: reaction mixture with MsrB ; thin solid line : C63S MsrB/C35S Trx complex

with C358S Trx in excess ; thin dashed line : MsrB,, ; thin dashed dotted line : C35S Trx. Right scale refers

to MsrB/C35S Trx complex profile, left scale refers to the profile of the protein references.
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A) 1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

E. coli MSLFDKKHLVSPADALPGRNTPMPVATLHAVNGHSMTNVPDGMEIAIFAMGCFWGVERLFWQLPGVYSTAAGYTGGYTPNPTYREVCSGDTGHAEAVRIVYDPSVISYEQLLOVFWENH
N. menin.
MNTRTIYLAGGCFWGLEAYE‘QRI}DGVVDEVSGYANGNTKNPSYEDVSYRHTGHI\ETVKVTIDRDKLSLDDILQYFFRW

MsrA 40-62 peptide

120 }30 %40 }50 }60 }70 }80 }90 %OO %10

E. coli DPAQGMROGNDHGTQYRSAIYPLTPEQDAAARASLERFQAAMLAADDDRHITTEIANATPFYYAEDDHQQYLHKNPYGYCGIGGIGVCLPPEA
N. menin. DPTSLNKQGNDTGTQYRSGVYYTDPAEKAVIAAALKREQQOKYQLP-----
LVVENEPLKNFYDAEEYHQDYLIKNPNGYCHIDIRKAPEPLPGKTKTAPQGKGFDAAEYKKPSDRELKR

MsrA 188-205 peptide

T . N T I, . R S .
B) E. coli MANKPSAEELKKNLSEMQFYVTQONHGTEPPFTGRLLHNKRDGVYHCLICDAPLFHSQTKYDSGCGWPSFYEPVSEESIRYIKDLSHGMORIEIRCGNCDA

N. menin. MTYKKPSDAELKRTLTEEQYQVTQNSATEYAFSHEYDHLFKPGIYVDVVSGEPLFSSADKYpSGCGWPSFTRPIDAKSVTEHbDFS?NMBRTEVRSHLADS
MsrB 60-80 peptide

}00 }10 }20 }30
coli HLGHVFPDGPDGPQPTG-ERYCVNSASLRFTDGENGEEING

menin. HLGHVFPDGPDGPRDKGGLRYCINGASLKFIPLEQMDAAGYGALKSKVK
MsrB 107-131 peptide

z

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 }00

C) | | | | | | | | | |

E. coli MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLA
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Fig. 5: MsrA, MsrB and Trx sequences and schematic representation of the MS analyses of the Msr/C35S Trx complexes.

Panel A: Sequence alignment of E. coli and N. meningitidis MsrA generated with BioEdit software. Numbering is based on E. coli MsrA sequence.
Panel B: Sequence alignment of E. coli and N. meningitidis MsrB generated with BioEdit software. Numbering is based on E. coli MsrB sequence.

Panel C: Sequence and numbering of E. coli Trx1.
For all sequences, Cys are shown in black on gray boxes. MsrA and MsrB peptides generated by Asp-N digestion and containing Cys are black framed and

annotated.
Panel D: Schematic description of the MS analyses. Molecular masses of the alkylated Msr/C35S Trx complexes obtained from Msr,, were checked by ESI-

MS. Peptides generated after Asp-N proteolytic cleavage were analyzed by MALDI- and ESI-MS after C,3 and C, reverse-phase desalting, respectively, as
described under “Experimental procedures”. For C35S Trx, S;; and HOs;s refer to the sulfur of C32 and the hydroxyl of S35, respectively. For Msrs, Ssi, S)os,

S¢; and S;7 refer to the sulfur of C51, C198, C63 and C117, respectively.
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Discussion et Perspectives

Les études de biochimie et d’enzymologie menées au laboratoire sur les Msr de classe A
et de classe B avaient démontré, avant que je ne débute mon projet de thése, un mécanisme de
réduction des sulfoxydes impliquant la chimie de 1’acide sulfénique, la régénération de la
cystéine catalytique se faisant via la formation d’un intermédiaire pont disulfure
intramoléculaire réduit par la Trx (Boschi-Muller ez al., 2000 ; Olry et al., 2002).

Les résultats présentés dans le cadre de mon mémoire ont permis 1) de montrer que dans
le processus enzymatique a 3 étapes, I'étape cinétiquement limitante était associée au
processus de régénération par la Trx, la vitesse de I’étape de formation du pont disulfure étant
limitée par celle conduisant a la formation de I’intermédiaire acide sulfénique, 2) de proposer
un scénario original de 1’étape réductase ou le substrat sulfoxyde fortement polarisé dans le
site actif participe a 1’activation de la Cys catalytique et ; 3) d’identifier la cystéine impliquée
dans la formation du pont disulfure intermoléculaire avec la Trx.

De ces résultats, découlent et restent posées de nombreuses questions sur 1) la nature de
1’état de transition/intermédiaire de 1’étape réductase et comment conduit-il a la formation de
I’intermédiaire acide sulfénique, 2) la nature des facteurs structuraux et moléculaires
impliqués dans la reconnaissance du substrat MetSO par la MsrA et, de la MsrA, par la Trx
et, 3) le mécanisme catalytique conduisant a la formation du pont disulfure intramoléculaire.

Ces différents points vont maintenant étre discutés en intégrant les données structurales
et les résultats de chimie théorique obtenus en collaboration avec 1’équipe de
Biocristallographie dirigée par le Dr. A. Aubry (UMR 7036 CNRS-UHP), 1’équipe
Biostructures dirigée par le Dr. M.T. Cung (UMR 7568 CNRS-INPL) et, I’équipe de Chimie
et Biochimie Théorique dirigée par le Dr. M. Ruiz-Lopez (UMR 7565 CNRS-UHP).

Partie I : Formation de ’intermédiaire acide sulfénique

Les résultats obtenus en combinant 1’utilisation de techniques de cinétiques rapides et de
mutagenése dirigée et en s’appuyant sur les données structurales disponibles au début et au
cours de ma thése sont en faveur d'un mécanisme avec 1) une attaque de la Cys51, activée par
la fixation du substrat, sur I’atome de soufre de la fonction sulfoxyde protonée et, 2) la
formation d’un intermédiaire/état de transition de type sulfurane, le résidu Glu94 jouant
probablement un role essentiel dans I’activation de la Cys51 et la stabilisation de 1’état de

transition, les résidus Tyr82 et 134 étant également impliqués.
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Lors de la formation du complexe MsrA/MetSO, le pKapp de la fonction thiol de la
Cys51 passe d’une valeur de 9,5 dans I’enzyme libre a 5,7. Cette activation de la Cys51
requiert la stabilisation du thiolate lors de la formation du complexe michaélien. La
stabilisation d’un thiolate au sein d’un site actif est souvent assurée par la formation d’une
paire d’ions avec une charge positive pouvant provenir du noyau imidazole d’une His, du
groupement guanidino d’une Arg, ou encore d’un cofacteur fixé a proximité comme par
exemple NAD ou NADP. Les dipdles générés par les liaisons peptidiques ou par une hélice o
peuvent ¢galement étre impliqués. Enfin, la formation d’un thiolate peut étre favorisée par une
base comme un glutamate, éventuellement via une molécule d’eau. L’examen des structures
tridimensionnelles des MsrA d’E. coli, B. taurus et M. tuberculosis ne révéle pas la présence
de chaines latérales chargées positivement, a proximité de la Cys51 catalytique. L’examen de
la structure d’un complexe non covalent entre le substrat AcMetSONHMe et le variant inactif
C51S de la MsrA de N. meningitidis, résolue récemment (M. Ranaivoson et F. Téte-Favier,
communication personnelle), confirme cette constatation. Bien que la Cys51 soit positionnée
a ’extrémité N-terminale d’une hélice a, son pKa reste élevé dans la forme libre. Par ailleurs,
nos résultats montrent 1’implication des résidus Glu94, Tyr82 et Tyr134 dans le mécanisme
d’activation du thiol de la Cys51. En effet, le remplacement de ces résidus entraine une
augmentation du pKa du thiol, qui passe de 5,7 dans le complexe enzyme sauvage/substrat a
9,5 lorsque les trois résidus sont substitués, une valeur comparable a celle du pKa du méme
thiol dans I’enzyme libre. Les résidus Glu94, Tyr82 et Tyr134 semblent donc impliqués, de
fagon directe ou indirecte, dans la stabilisation de la forme thiolate de la Cys51 dans le
complexe MsrA/AcMetSONHMe. Une interaction directe entre les chaines latérales des
résidus Cys51 et Glu94 via I’établissement d’une paire Cys-S/Glu-COOH semble cependant
exclue aussi bien dans I’enzyme libre que dans le complexe C51S MsrA/AcMetSONHMe. En
effet, I’examen des structures du site actif de la MsrA sous forme réduite récemment obtenues
par RMN pour la MsrA d’E. coli (Coudevylle et al., Annexe 3, page 180) et par
radiocristallographie pour la MsrA de N. meningitidis (M. Ranaivoson et F. Téte Favier,
communication personnelle) montre une distance entre la fonction carboxylate du Glu94 et la
fonction thiol de la Cys51 d’au moins 4,4 A, trop importante pour permettre une interaction,
méme en prenant en compte la flexibilité observée par RMN de ses deux chaines latérales. De
plus, I’examen de la structure du complexe inactif MsrA/AcMetSONHMe résolue par
radiocristallographie montre, d’une part, que la distance de 4,5 A entre la fonction carboxylate
du Glu94 et la position qu’occuperait I’atome de soufre de la fonction thiol de la Cys51 dans

I’enzyme sauvage est aussi trop grande et, d’autre part, que le soufre de la fonction sulfoxyde
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vient se placer entre I'un des deux oxygenes de la fonction carboxylate du Glu94 et la
position qu’occuperait la fonction thiol de la Cys51. Un tel positionnement du substrat, en
particulier de sa fonction sulfoxyde, exclut toute interaction directe entre les chaines latérales
du Glu94 et de la CysS1 (Figure 60). Sur la base de ces données, un mécanisme impliquant la
déprotonation du thiol de la Cys51 par le Glu94 peut étre écarté. L'implication directe des
deux résidus Tyr peut également étre exclue. En effet, les distances entre les oxygenes des
résidus Tyr82 et Tyrl134 et le soufre du résidu Cys51 dans la structure tridimensionnelle de la
MsrA libre, ou la position équivalente de I’oxygéne de la Ser dans le complexe MsrA/MetSO,
sont de I’ordre de 6 a 7 A.

AcMetSONHMe

Glu94

Figure 60 : Représentation schématique du complexe non covalent entre la MsrA C51S
de N. meningitidis et le substrat synthétique AcMetSONHMe (M. Ranaivoson et F. Téte-
Favier, communication personnelle). La fonction sulfoxyde du substrat se place entre la Ser51
et le Glu9%4.

Aussi, la présence de la fonction sulfoxyde semble étre déterminante dans I’abaissement
du pKa de la Cys51 de la MsrA. Des calculs de chimie quantique basés sur la théorie de la
densité fonctionnelle (DFT) ont estimé les charges portées par la fonction sulfoxyde du
DMSO a + 0,59 pour I’atome de soufre et -0,64 pour I’atome d’oxygene, dans le vide. La
protonation de I’oxygeéne du sulfoxyde conduit a I’augmentation de la charge positive portée
par le soufre adjacent, qui passe de + 0,59 a + 0,80, la charge de I’oxygéne passant de -0,64 a
-0,55 (charges de Mulliken ; Stener et Calligaris, 2000). Une autre approche de chimie
quantique basée sur la théorie AIM a conclu a une charge de -1,20 portée par I’oxygéne et de
+1,20 portée par le soufre du DMSO (charges de Bader, Dobado et al., 1999). Enfin, une
étude associant des calculs de dynamique moléculaire et de chimie quantique ab initio a

montré que la formation de trois liaisons H entre trois molécules d’eau et I’atome d’oxygene
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de la fonction sulfoxyde est suffisante pour obtenir I’allongement maximal de la liaison S-O
du DMSO dans un solvant aqueux, la longueur moyenne de la liaison passant de 1,492 A a
1,513 A (Mrazkova et Hobza, 2003, Calligaris, 2004). Aussi, est-il probable qu’au sein du site
actif de la MsrA, la fixation du sulfoxyde avec 1’établissement de trois liaisons H entre
I’oxygeéne du substrat et les chaines latérales de Glu94, Tyr82 et Tyr134 favorise aussi la
polarisation de la liaison soufre-oxygene avec le développement d’une charge partielle
positive sur ['atome de soufre, via la délocalisation des électrons vers les orbitales non liantes
de I’oxygene (Mrazkova et Hobza, 2003). Enfin, I’examen de la structure du complexe MsrA
C51S/AcMetSONHMe montre que le soufre de la fonction sulfoxyde se trouve a une distance
de 3,3 A par rapport a la position occupée dans I’enzyme sauvage par la fonction thiol de la
Cys51 (Figure 60). La proximité des deux atomes de soufre est également observée dans le
complexe MsrA M. tuberculosis/Met. Aussi, notre hypothése est que 1’activation de la CysS1
se fasse via la fonction sulfoxyde du substrat, la charge positive partielle portée par le soufre
de la fonction sulfoxyde stabilisant la forme thiolate de la Cys51.

L’ensemble des données expérimentales présentées ci-dessus est donc en faveur d’un
mécanisme d’activation de la Cys51 assistée par la fixation du substrat, la fonction sulfoxyde
étant fortement polarisée via des interactions entre son oxygene et les chaines latérales de
Glu94, Tyr82 et Tyrl34. De plus, la courte distance de 2,5 A mesurée dans le complexe
inactif MsrA/AcMetSONHMe entre 1’'un des oxygénes de Glu94 et I’oxygéne du sulfoxyde
est en faveur d’une forte liaison H entre ces deux atomes, ce qui pourrait suggérer que la
fonction sulfoxyde soit protonée et stabilisée par la forme carboxylate du Glu94. Dans le
contexte du site actif de MsrA, il est vraisemblable que ce mécanisme soit concerté, la
déprotonation du thiol étant concomitante a la protonation du sulfoxyde. La contribution des
résidus Glu94, Tyr82 et Tyr134 dans la catalyse de I’étape de réduction de la MetSO a été
clairement mise en évidence par la caractérisation cinétique de plusieurs variants protéiques
de ces positions. En particulier, le réle majeur du Glu 94 a été clairement démontré.
L’observation que sa substitution par un résidu GIn ne conduise qu’a une faible diminution de
la constante kgyfoxyde suggere fortement que le résidu Glu94 ne jouerait pas un role de
catalyseur acide/base, mais permettrait, sous forme carboxylate, de stabiliser 1’état de
transition. En prenant également en considération le fait que cette substitution conduise
également a une forte augmentation du pKa de la Cys51 dans le complexe MsrA/MetSO,
I’ensemble de ces résultats suggére que le Glu 94 peut jouer deux réles : il stabiliserait d’un
coté, la forme OH du sulfoxyde, indispensable pour la formation puis le réarrangement du

sulfurane et de I’autre, la charge positive portée par le soufre de la fonction sulfoxyde,

155



Discussion et Perspectives

permettant indirectement I’activation du thiol de la Cys51 via le substrat. En présence d’une
Gln en position 94, la fonction amide pourrait stabiliser une forme moins polarisée du
sulfoxyde, la charge positive partielle du soufre du sulfoxyde serait alors moindre, ce qui
entrainerait 1’augmentation du pKa du thiol de la Cys51 par rapport a celui de I'enzyme
sauvage. Dans ce contexte, la résolution de la structure tridimensionnelle du complexe inactif
MsrA C51S/E94Q/AcMetSONHMe pourrait se révéler informative, notamment au niveau du
positionnement relatif de la chaine latérale de la Gln par rapport a la fonction sulfoxyde.

Se pose alors la question du devenir du proton cédé par la fonction thiol de la Cys51 et
de la provenance du proton porté par la fonction sulfoxyde. Il est raisonnable de postuler que
le proton de la fonction thiol soit transféré a la fonction sulfoxyde. Comme discuté
précédemment, les données structurales disponibles ne sont pas en faveur d’un réle direct de
Glu94. L’implication d’une molécule d’eau relais entre la fonction thiol et la fonction
carboxylate est difficilement envisageable sur la base des données structurales, qui ne
montrent pas de molécule d’eau en position adéquate. Une possibilité, que ’on ne peut pas
exclure, est I'implication du doublet libre de I’atome de soufre dans le transfert du proton, la
géométrie du sulfoxyde dans le complexe montrant une orientation du doublet vers le thiol de

la CysS1.

Reste posée la question du chemin réactionnel conduisant a la formation de
I’intermédiaire acide sulfénique, de géométrie tétraédrique, a partir d’un sulfoxyde, lui aussi
de géométrie tétraédrique. Trois mécanismes peuvent étre proposés : 1) un mécanisme passant
par la formation d’un intermédiaire ou état de transition de type sulfurane (Wallace et Mahon,
1964) suivie d’un réarrangement conduisant a la formation de I’intermédiaire acide sulfénique
avait été proposé par notre équipe (Boschi-Muller ez al., 2000), 2) un mécanisme alternatif
passant toujours par un sulfurane dans lequel une molécule d’eau activée dans le site actif
viendrait attaquer le soufre de la Cys51 du sulfurane peut également étre avancé (Balta et al.,
Annexe 1, page 167) (Figure 61) et, 3) une derniére possibilité consiste en une attaque directe

de la Cys51 sur I’oxygene de la fonction sulfoxyde.
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Figure 61: Schéma des deux mécanismes envisageables pour la formation de
Pintermédiaire acide sulfénique a partir du sulfurane. Dans le mécanisme [, un
réarrangement direct du sulfurane est proposé. Dans le mécanisme 2, une molécule d’eau
supplémentaire intervient, attaquant le soufre de la CysS1 du sulfurane, la molécule d’eau
devant étre activée par un catalyseur basique noté B.

D’ou le travail de collaboration que nous avons entrepris d’une part avec I'équipe du Dr.
M. Ruiz-Lopez a Nancy (UMR 7565 CNRS-UHP) a I'aide des méthodes de la chimie
quantique et de la modélisation moléculaire en vue de décrire en particulier la nature de(s)
état(s) de transition/intermédiaire(s) formé(s), et d’autre part avec I’équipe du Dr A. Van
Dorsselaer a Strasbourg (UMR 7509 CNRS-ULP) et le Dr J. Bodiguel a Nancy (UMR 7568
CNRS-INPL) en vue de caractériser la provenance de I'oxygeéne de I’intermédiaire acide
sulfénique (voir partie 11 des résultats).

Dans une premiére approche, une étude théorique d’une réaction modele de réduction du
DMSO par le méthanethiol a été entreprise et a montré I’existence d’un mécanisme a deux
étapes (Balta ef al., Annexe 1, page 167): 1) I'ionisation du systéme par transfert de proton du
thiol vers le DMSO et la formation d’un intermédiaire de type sulfurane de géométrie
bipyramide trigonale et ; 2) la décomposition du sulfurane, favorisée par une catalyse acide
assistée par les thiols en solution, pour former, soit un acide sulfénique, soit un disulfure,
celui-ci étant thermodynamiquement plus stable. Les énergies d’activation de ces deux étapes

sont similaires, proches de 20 kcal/mol (Fig. 62).
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Avancement de la réaction

Cette étude a également montré qu’en solution, la possibilité d’un transfert direct de
I’atome d’oxygeéne du sulfoxyde sur I’atome de soufre de la fonction thiol, sans passer par un
sulfurane, est trés défavorable d’un point de vue énergétique par rapport au mécanisme
passant par la formation d’un sulfurane (AE = 46,3 kcal/mole contre AE = 20.4 kcal/mole).
Ceci est renforcé par I’examen de la structure du complexe MsrA C51S/AcMetSONHMe qui
montre que la géométrie et le positionnement relatif de la fonction sulfoxyde par rapport au
groupement thiol de la CysS1dans le site actif de la MsrA ne sont pas compatibles avec un tel
mécanisme de transfert direct (Figure 60). Les résultats de chimie théorique et I’inspection
des structures 3D disponibles sont donc en faveur d’un chemin réactionnel passant par la
formation d’un sulfurane, mais ne préjugent cependant en rien du mécanisme conduisant a la
formation de I'intermédiaire acide sulfénique au sein du site actif de la MsrA. Deux
mécanismes passant par un sulfurane sont donc envisageables, soit via un réarrangement, soit
via I’addition d’une molécule d’eau (Figure 61). L utilisation de substrat ou d’'H,O marqué a
I’0'® a permis de montrer que 1’oxygéne de I’intermédiaire acide sulfénique peut étre celui
initialement présent sur le substrat sulfoxyde, suggérant que le mécanisme de réarrangement

du sulfurane pourrait étre celui privilégié dans le site actif de la MsrA.
Reste a définir comment I’intermédiaire acide sulfénique se forme dans le site actif de

I’enzyme; passe-t-on par un intermédiaire sulfurane de géométrie bipyramide trigonale ou a-t-

on un seul état de transition de géométrie bipyramide trigonale. De plus, comment passe-t-on
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d’une géométrie bipyramide trigonale avec le thiol de C51 et le OH du sulfurane en position
apicale a I'intermédiaire acide sulfénique de géométrie tétraédrique ? Les études de chimie
théorique et expérimentale sur le modéle DMSO en solution suggérent que le processus
limitant la réaction globale est associé a I'ionisation du thiol et du sulfoxyde. Qu’en est-il
dans le site actif, sachant que la fixation du substrat améne a une diminution de 4 unités du
pKapp de Cys51 ? C’est pour répondre a ces questions que I’étude de I’étape réductase des
MsrA, a partir des structures tridimensionnelles connues a ce jour, a été récemment entreprise
par I'équipe du Dr M. Ruiz-Lopez (E. Thiriot et G. Monard) par des méthodes mixtes de
chimie théorique de type QM/MM, compte tenu de la taille des systémes enzymatiques a
traiter.

Peut-on extrapoler les résultats cinétiques obtenus sur I’étape réductase de la MsrA de
N. meningitidis et les interprétations qui en ont été données a la MsrB ? Comme déja indiqué,
le mécanisme catalytique de I'étape réductase de la MsrA et de la MsrB passe par le méme
intermédiaire acide sulfénique. Dans les MsrB, un résidu Glu équivalent au Glu94 des MsrA
n’existe pas. Par contre, existe un résidu His103 invariant qui pourrait jouer un role équivalent
au Glu94. Cependant, la forme catalytiquement active des MsrB est une forme thiolate/
imidazolium présente dans le complexe MsrB/MetSO (Alexandre Olry et Fabrice Neiers,
communication personnelle). A I'inverse de Glu94 dans les MsrA qui est postulé étre toujours
sous forme carboxylate, His103 doit étre protonée pour que la MsrB soit active. Dans ce
contexte, le mécanisme de I’étape réductase des MsrB impliquerait un transfert du proton de
la Cys catalytique sur His103, indirect vu le positionnement relatif dans le site actif des deux
résidus. Le proton pourrait étre ensuite transféré sur la fonction sulfoxyde via un mécanisme
concerté pour donner la forme protonée, cette forme étant stabilisée par d’autres interactions
n’impliquant pas des résidus équivalents aux résidus Tyr82 et Tyr 134. Dans ce contexte, il
est intéressant de souligner en terme d’évolution que le mécanisme de 1’étape réductase des
deux classes de Msr, qui sont structuralement différentes, passe dans les deux cas par un

intermédiaire acide sulfénique mais différe par la nature des résidus participant a la catalyse.

La comparaison des mécanismes catalytiques de réduction d’un sulfoxyde par les Msr
et les DMSO réductases met en évidence deux voies de réduction des sulfoxydes retenues au
cours de I’évolution. La premiére voie est basée sur la réactivité des Cys, associée a la chimie
de I'acide sulfénique ; c’est le cas des Msr. La deuxiéme voie est basée quant a elle sur
I"utilisation des propriétés redox du cofacteur MGD et de I’atome de molybdéne ; c’est le cas

des DMSOR. Néanmoins, malgré ces différences, les deux mécanisme de réduction ont en
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commun [’activation de la fonction sulfoxyde, soit via la protonation de I’oxygene de cette
fonction comme chez les Msr, soit via sa coordination a un atome de Mo comme chez les
DMSOR. Dans les deux cas, la fonction sulfoxyde du substrat fixé est fortement polarisée,

facilitant ainsi le transfert de I’atome d’oxygéne et la réduction de la fonction sulfoxyde.

Partie 1l : Facteurs structuraux/moléculaires impliqués dans la

reconnaissance du substrat

L’examen des trois structures tridimensionnelles de MsrA disponibles (E. coli, B. taurus
et M. tuberculosis) suggérait I'implication de trois sites de reconnaissance dans la fixation du
substrat (voir partie Introduction page 76) : 1) une poche hydrophobe constituée des résidus
invariants PheS52 et Trp53, 2) un site de reconnaissance de la chaine principale du substrat
constitué¢ des résidus invariants Aspl29 et Tyr197 et 3) une poche pour la fixation de
I’oxygeéne de la fonction sulfoxyde constituée des résidus invariants Tyr82, Glu94 et Tyr134.

Les travaux réalisés au cours de ma thése ont permis de montrer que les résidus Tyr82,
Glu94 et Tyrl34 n’interviennent pas dans la reconnaissance du substrat sulfoxyde, la
constante d’affinité Kgyifoxyae mesurée a pH 8,0 n’étant pas modifiée par leur substitution par
d’autres acides aminés. Concernant le role des résidus Trp53, Phe52, Aspl129 et Tyr197, j’ai
initié leur caractérisation in vitro par une approche de relations structure fonction. Cette étude
est actuellement poursuivie au laboratoire par Adeline Gand qui est en deuxiéme année de
thése. Les résultats obtenus montrent que 1) la poche hydrophobe constituée de Phe52 et
Trp53 joue un rdole majeur dans la fixation du substrat au niveau de son méthyle €, 2) les
résidus His186 et Tyr189 sont impliqués dans le positionnement du noyau indole du Trp53
via la formation d’une liaison H entre les noyaux imidazole et indole et une interaction
hydrophobe n-m entre les noyaux phénol et indole et, 3) les résidus Tyr197 et Aspl129
contribuent a la fixation de la chaine principale du substrat via la formation d’une part d’une
liaison H entre un atome d’oxygene de la fonction carboxylate du résidu Aspl29 et le
groupement NH de la chaine principale du substrat, et d’autre part une interaction n-w entre le
noyau phényl de la Tyr197 et la liaison peptidique entre la MetSO et le résidu du coté N-
terminal. L’ensemble de ces résultats est en faveur d’un mode de fixation du substrat
principalement basé sur la reconnaissance du groupement méthyle ¢ et la liaison peptidique

entre la MetSO et le résidu du c6té N-terminal (Figure 63).
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AcMetSONHMe

Figure 63 : Représentation de la structure du site actif de la MsrA réduite de type
sauvage de N. meningitidis et du complexe non covalent entre la MsrA C51S de N
meningitidis et le substrat synthétique AcMetSONHMe. (M. Ranaivoson et F. Téte-Favier,
communication personnelle). A) Site actif de la MsrA réduite, en absence de ligand, contenant
trois molécules d’eau. B) Site actif du variant inactif C51S de la MsrA complexé avec une
molécule d’AcMetSONHMe, représentée en vert. Les liaisons H possibles sont représentées
en pointillés jaunes.

Reste posée la question de la meilleure affinité apparente observée pour
AcMetSONHMe par rapport a la MetSO. L’ensemble des données structurales et
enzymatiques actuellement disponibles suggere que cette meilleure affinité serait liée a
I’absence de charge au niveau du groupement carboxylate de la MetSO. Par ailleurs, reste
I’observation surprenante que la MsrA ne présente peu ou pas d’affinité pour la méthionine.
En effet, le produit AcMetNHMe n’est pas un inhibiteur de I'étape réductase jusqu'a une
concentration de 400 mM, montrant qu’il ne se fixe pas dans le site actif de la MsrA dans les
gammes de concentration utilisées. Ceci suggere que la reconnaissance de I’oxygene de la
fonction sulfoxyde serait un élément discriminant pour la fixation du substrat, ce qui est en
désaccord avec les résultats obtenus avec les variants des positions 82, 94 et 134 pour lesquels
aucun effet significatif n’est observé sur la constante d’affinité. L’interprétation serait que le
facteur discriminant MetSO et Met soit lié aux charges partielles différentes portées par le
soufre de la Met et de la MetSO. En effet, le soufre de fonction sulfoxyde porte une charge
partielle positive alors que dans la Met, la densité électronique du soufre est importante,

pouvant conduire a une charge partielle négative.
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Partie 111 : Formation de ’intermédiaire pont disulfure

Comme décrit précédemment, les études cinétiques réalisées ont montré que la vitesse
de formation de I'intermédaire acide sulfénique limite celle de I’étape de formation du pont
disulfure empéchant toute étude cinétique de I'étape de formation du pont disulfure.
Néanmoins, vu que la vitesse associée a la formation de I'intermédiaire acide sulfénique est
rapide, la vitesse de I'étape de formation du pont disulfure doit elle aussi étre rapide. Une telle
efficacité cinétique implique qu’un catalyseur acide/base doit intervenir afin de déprotoner le
thiol de la Cys198 et de faciliter le départ d’OH" sous forme d’une molécule d’eau. Ce
catalyseur reste a identifier.

La résolution récente de la structure tridimensionnelle de I'intermédiaire acide
sulfénique de la MsrA de N. meningitidis (M. Ranaivoson et F. Téte-Favier, communication
personnelle), apres diffusion de DMSO dans des cristaux de la MsrA C198S montre une
architecture du site actif non modifiée par rapport a la forme réduite, et I’absence
d’interactions directes entre la fonction acide sulfénique et les chaines latérales des résidus du
site actif. Deux liaisons H semblent possibles avec deux molécules d’eau, dont une est
stabilisée par liaison H avec les trois résidus Glu94, Tyr82 et Tyrl134. De plus, contrairement
aux Npx, Nox ou Prx pour lesquelles I'intermédiaire acide sulfénique est stabilisé sous forme
sulfénate via une interaction avec une charge positive, aucune charge positive n’est présente a
proximité de I’acide sulfénique dans le site actif de la MsrA. Il semble donc que le site actif

de la MsrA favorise plutot la forme acide sulfénique que la forme sulfénate (Figure 64).

Figure 64 : Représentation du site actif de la MsrA C198S de N. meningitidis oxydée sous
forme acide sulfénique (M. Ranaivoson et F. Téte-Favier, communication personnelle).
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Il est vraisemblable que le proton du groupement thiol de la Cys de recyclage se
retrouve sur la molécule d’eau éliminée a partir de I’acide sulfénique. L’examen des
structures de MsrA disponibles a ce jour montre que la chaine latérale de la Cys198 est mal
positionnée pour attaquer I’atome de soufre de I’intermédiaire acide sulfénique, méme dans la
structure de la forme acide sulfénique. Dans toutes les structures, d’une part, la distance entre
I’atome de soufre de la Cys51 et celui de la Cys198 est de I’ordre de 8 A et d’autre part, la
chaine latérale de la Cys198 pointe a ’opposé du site actif. Cette orientation de la chaine
latérale de la Cys198 est contrainte par le positionnement de la chaine latérale du résidu
Tyr197. En effet, en absence de ligand fixé, la chaine latérale de la Tyr197 établit une liaison
H avec la chaine latérale du résidu Asp129, cette interaction étant conservée dans le complexe
enzyme/substrat. L’étude structurale et dynamique par RMN de la MsrA d’E. coli, réalisée
par Nicolas Coudevylle et Dr. Mahn Tong Cung (Coudevylle et al., Annexe 3, page 180),
montre que la structure en solution de la MsrA réduite est trés proche de la structure observée
par RX de la MsrA réduite cristallisée, et que les chaines polypeptidiques 123/132 et 195/204
présentent une certaine flexibilité. Cette flexibilité de I'extrémité C-terminale observée en
solution n’est néanmoins pas d’amplitude suffisante pour permettre la formation du pont
disulfure Cys51-Cys198.

L’inspection de la structure tridimensionnelle de I’intermédiaire acide sulfénique de la
MsrA de N. meningitidis (Figure 64), montre que la chaine principale 123/132 et la partie C-
terminale contenant la Cys198 de recyclage n’ont pas subi de changement de conformation
significatif par rapport aux structures de MsrA réduite ou complexée (Figure 65). Comment
peut-on alors expliquer la formation du pont disulfure intramoléculaire ? Il est envisageable
que la structure de I’extrémité C-terminale observée dans la forme acide sulfénique de la
MsrA cristallisée ne soit pas représentative de sa structure en solution. Par exemple, des
contraintes liées a I’empilement cristallin pourraient empécher un changement
conformationnel de I’extrémité C-terminale de la protéine. Cependant I’examen de
I’empilement cristallin semble réfuter cette hypothése. Le fait d’avoir utilis¢ du DMSO
pourrait également étre la cause de I’absence de réorganisation structurale. En effet,
I’interaction entre Asp129 et le NH de la chaine principale du substrat MetSO ne peut exister
avec le DMSO. Il est possible que le départ de la Met qui doit se faire de fagon concomitante
ou consécutive a la formation de I'intermédiaire acide sulfénique favorise le basculement de
la chaine polypeptidique 123-132, et donc la cassure de la liaison H entre Aspl129 et Tyr197,

ce que ne pourrait pas faire le diméthyle sulfure.
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Boucle 123-132

Figure 65 : Superposition des structures RX de la MsrA de N. meningitidis sous forme
réduite, complexée avec le substrat AcMetSONHMe et oxydée sous forme acide
sulfénique. Aucun changement conformationel des chaines polypeptidiques 123/132 et
195/204 n’est observé entre les trois structures. La superposition a été réalisée avec le logiciel
Chimera. (M. Ranaivoson et F. Téte-Favier, communication personnelle).

Partie 1V : Facteurs structuraux/moléculaires impliqués dans

Uinteraction entre MsrA et Trx.

La Trx est une protéine ubiquitaire impliquée dans de nombreux processus biologiques
et qui réduit des ponts disulfures de cibles protéiques de structures trés variées, dont les Msr.
Peu d’informations sont actuellement disponibles concernant les interactions entre la Trx et
ses cibles, et clairement, aucune signature d’acides aminés particuliére n’est retrouvée. Les
études d’enzymologie sur la MsrA de N. meningitidis présentées dans la partie Résultats ont
montré que le processus global cinétiquement limitant de la réaction est associé a la
dissociation entre la Trx,x et la MsrA¢q et non au processus de transfert de deux électrons de
la Trxea vers la MsrAqx. De plus, le fait que : 1) I'étape cinétiquement limitante soit associée
au relargage de la Trx, pour les différentes sous-classes de MsrA et de MsrB dépendantes de
la Trx et, 2) la Trx réduise efficacement les ponts disulfures de différentes sous-classes de
MsrA et de MsrB, localisés dans des environnements protéiques différents, suggere qu’il doit

exister une reconnaissance spécifique mais trés localisée entre les Msro et la Trx,gq.
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Différentes approches peuvent étre utilisées afin d’obtenir des informations structurales
relatives a [Dinteraction MsrA,/Trx.:d’une part, la résolution de la structure
tridimensionnelle de la forme oxydée de la MsrA, dans le but de I'utiliser pour des calculs de
docking avec la Trx.q, d’autre part, la résolution de la structure tridimensionnelle d’un
complexe covalent entre la MsrA et la Trx.

L’obtention récente de la structure tridimensionnelle de la forme oxydée sous forme
pont disulfure Cys51/Cys198 des MsrA C86S/C206S d’E. coli et sauvage de N. meningitidis,
respectivement par RMN par N. Coudevylle et Dr. M. T. Cung (Coudevylle et al. Annexe 3,
page 180) et par radiocristallographie par B. Kauffmann et F. Téte-Favier (communication
personnelle) (Figure 66) montre un basculement vers le solvant de la chaine polypeptidique
123/132, contenant notamment le résidu Aspl29, avec la rupture de la liaison H entre
I’Asp129 et la Tyr197 (Figure 66). Ces informations structurales, combinées a celles obtenues
sur les formes libres et complexées suggérent que ces changements conformationnels ont lieu

de fagon concomitante a la formation de I’intermédiaire acide sulfénique et de la Met ou lors

du relargage de la Met.

Figure 66 : Mise en évidence du changement de conformation de la boucle 123-132
accompagnant la formation du pont disulfure Cys51/Cys198 dans la MsrA de N
meningitidis. A) Superposition des structures cristallographiques de la forme réduite (vert) et
oxydée (rouge), respectivement des MsrA de M. tuberculosis et N. meningitidis. B) Structure
de la boucle 123-132 : superposition des structures des MsrA réduites d’E. coli (jaune) et M.
tuberculosis (bleu) et de la MsrA oxydée de N. meningitidis (vert) (B. Kauffmann et F. Téte-
Favier, communication personnelle).
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Le changement de conformation de la chaine polypeptidique 123-132 a pour
conséquence d’exposer la surface a caractére hydrophobe du site actif et ainsi permettre
éventuellement 1'établissement d’interactions hydrophobes avec la Trx lors de 1'étape de
régénération de I'activité réductase (Figure 67). Ceci est en accord avec les propositions faites
par de nombreux auteurs suggérant que le site actif de la Trx présente lui aussi une large
surface hydrophobe, qui jouerait un role important lors de 1’interaction avec ses partenaires
(Eklund et al., 1984 ; Himawan et Richardson, 1996).

Chaine
123-132

B
Hvdrophobie

Chaine
123-132

Site actif

Figure 67 : Mise en évidence de la modification de la surface moléculaire consécutive a
la formation du pont disulfure Cys51-Cys198 au sein du site actif de la MsrA
C86S/C206S d’E. coli. La surface moléculaire est colorée en fonction de 1’hydrophobie des
chaines latérales la composant. A) Surface de la MsrA réduite. B) Surface de la MsrA oxydée
a I’état pont disulfure Cys51-Cys198. (D’aprés Coudevylle ef al., Annexe 3).

De plus, dans le cas des MsrA a deux cystéine de recyclage (telle que la MsrA d’E. coli),
I’exposition de la surface hydrophobe du site actif pourrait favoriser la formation du pont
disulfure 198/206 de I'extrémité C-terminale, cette derniére possédant un fort caractére
hydrophobe di a la présence de nombreux résidus hydrophobes (11e200, [1le203, Val205 et
Leu207). Une telle hypothése est confortée par les mouvements d’une amplitude beaucoup
plus importante observés pour cette partie C-terminale dans la forme oxydée 51/198 par
rapport a la forme réduite (voir papier Coudevylle ef al. Annexe 3, page 180).

Compte tenu de la faible affinité entre les deux partenaires, et en vue de caractériser les
interactions entre la MsrA,x et la Trx,«, seule la caractérisation structurale d’un intermédiaire
covalent stable Msr/Trx était envisageable soit par RX ou par RMN. En effet, 'utilisation des

techniques biophysicochimiques, comme la microcalorimétrie (ITC) et la résonance

plasmonique de surface, n’a pas permis de déterminer les parameétres thermodynamiques et
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cinétiques de I’association, sans doute a cause des faibles affinités existantes entre les
partenaires. Un préalable a la caractérisation structurale d’un intermédiaire covalent stable
Msr/Trx était de connaitre la nature du pont disulfure intermoléculaire formé entre les deux
partenaires. La nature du pont disulfure intermoléculaire ayant été déterminée, impliquant la
Cys de recyclage, la détermination par radiocristallographie ou par RMN de la structure
tridimensionnelle d’un complexe covalent entre la MsrA CS51S et la Trx C35S va pouvoir étre
entreprise afin de caractériser les zones spécifiques d’interaction. Reste que le modéle MsrA
de N. meningitidis n’est peut-étre pas le meilleur modéle en vue d’étudier les zones
d’interactions avec la Trx. En effet, la Cys 198, qui forme le pont disulfure intermoléculaire
avec la Cys32 de la Trx, se trouve dans I’extrémité C-terminale peu structurée qui ne contient
pas de structure secondaire réguliere. Il est donc possible que le positionnement relatif entre
les deux partenaires dans le complexe covalent MsrA C51S / Trx C35S ne soit pas
représentatif de celui formé lors de I’échange de pont disulfure entre la MsrA, et la Trx.gq.
Dans ce contexte, une étude avec la MsrA de Bacillus subtilis serait préférable dans la mesure

ou la Cys54 de recyclage est située dans I’hélice a qui sous-tend la Cys51 catalytique.
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Theoretical computations have been carried out to investigate the reaction mechanism of the sulfoxide reduction
by thiols in solution. This reaction is a suitable model for enzymatic processes involving methionine sulfoxide
reductases (Msrs). Recent investigations on the Msr mechanism have clearly shown that a sulfenic acid
intermediate is formed on the catalytic cysteine of the active site concomitantly to the methionine product. In
contrast, experimental studies for the reaction of a number of thiols and sulfoxides in solution did not observe
sulfenic acid formation. Only, a disulfide was identified as the final product of the process. The present study
has been carried out at the MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p)//B3LYP/6-311G(d,p) level of theory. The solvent
effect in DMSO has been incorporated using a discrete—continuum model. The calculations provide a basic
mechanistic framework that allows discussion on the apparent discrepancy existing between experimental
data in solution and in the enzymes. They show that, in the early steps of the process in solution, a sulfurane
intermediate is formed the rate of which is limiting. Then, a proton transfer from a second thiol molecule to
the sulfurane leads to the formation of either a sulfenic acid or a disulfide though the latter is much more
stable than the former. If a sulfenic acid is formed in solution, it should react with a thiol molecule making
its experimental detection difficult or even unfeasible.

Introduction SCHEME 1
Catalytic cysteine

The reduction reaction of sulfoxides by thiols is of consider- % OH
able biochemical interest because it can be viewed as the ) 0 ut S§—S—CHj
simplest model for enzymatic reactions involving the methionine I: + ,g‘ — I: 1:'{
sulfoxide reductases (Msr).!~17 Msrs are repair enzymes that g & &7
reduce free or protein-bound methionine sulfoxide (MetSO) &7 pon
oxidized by reactive oxygen or nitrogen species. The enzymatic Recycling cysteine T Trx b. e 3
reaction mechanism has recently been investigated. The overall
reaction is depicted in Scheme 1.*17 The catalytic cysteine reacts S H' S—OH
with MetSO to yield a sulfenic acid intermediate which has been [ | ‘?‘ I: 5
evidenced by chemical and spectroscopic methods.*3 At this s s

H,0
stage, the reduced substrate is released. Then, the enzymatic ’

reaction proceeds through formation of an intra-disulfide bond ' : : :
upon the attack of the recycling cysteine to the sulfenic acid conditions, the ease of purification and the use of the sulfoxide

intermediate. Finally, the oxidized form of Msrs is recycled by (namely, dimethyl sulfoxide, DMSO) also as the solvent > 28
thioredoxin. In some Msrs, like MsrA in E. coli, a third cysteine Both acids aad bascs, in particiviae Aliphatie amines, catalyze
could be involved in the recycling process.!” In all Msrs studied t!':e reaction.***® Catalytic effects by halogen—hydrogen ha-
so far, the limiting step is associated to the thioredoxin-recycling lides,* metals,”®~*! and alumina® have also been investigated.
process, whereas the rate of formation of the intra disulfide bond Early kinetic studies by Wallace® and Wallace and Mahon®
is governed by that of the sulfenic acid intermediate.!? indicated that the activation energy correlated with the pK, of

The reduction of sulfoxides by thiols is also interesting from the thiol. Moreover, while the reaction was found to be overall

the Do 3 ¢ : . second order, in the excess of one of the reagents, pseudo-first-
& paintof viewrofksynfiedc chens iy, It bu e atkention order kinetics was observed. On the basis of these findings, the

— e e s et Wi R0 authors proposed a reaction mechanism that involves initial
* To whom correspondence sho a . E-mail: Manuel.Ruiz rmati P, : lfuran

cbt.uhp-nancy.fr (M.R.); Guy.Branlant @ maem.uhp-nancy.fr (G.B.). Phone: fo t.l()‘rl ofa ﬂm.)l .Su]fOMd? adduf:t of sul B type followed
+33 383684378 (M.R.); +33 383684304 (G.B.). Fax: +33 383684371 by reaction of this intermediate with a second thiol molecule
(MR.); +33 383684307 (G.B.). according to egs 1—2.

since many decades because of high yields, mild experimental
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Annexe 1
Reduction Mechanism of Sulfoxides by Thiols
Ky (IJH
RSH + RSO — ROS:
L SR (1)
OH K
1
RS: + RSH === RSSR + RS + H,0
SR k2 2

It was also shown that k—; is negligible and that k; > k;.

The proposed mechanism raises questions since (1) the
assignment of a sulfurane intermediate was based on kinetic
studies but not on direct structural information, and (2) it
excludes the formation of a sulfenic acid intermediate in contrast
to recent conclusions derived from enzymatic reaction studies.

Sulfenic acid intermediate, if formed, should react with
methanethiol in the medium making their experimental detection
difficult. Indeed, sulfenic acids®*~3? are highly reactive species
and only a few sulfenic acids could be isolated and identified.
In particular, they can be detected when they are part of a large
molecule,?¥3? such as a protein,**4! which hinders their acces-
sibility. Sulfenic acids may however be stabilized in a number
of ways (see for instance ref 42), namely, by conversion into a
sulfenate or a thiosulfinate, after reacting with another sulfenic
acid.

To get a deeper insight on the mechanism of this reaction,
quantum chemistry calculations may be particularly useful. The
aim of the present work is to make such a theoretical investiga-
tion for a model process in DMSO solution. Specifically, this
paper considers the following aspects: (1) the potential energy
surface of the chemical system is explored in deep detail, (2)
the structures of possible reaction intermediates and transition
structures are described, (3) the energetics of all possible reaction
pathways are compared, and (4) the role of the solvent is
analyzed. Though the mechanisms of acid-, base-, and enzyme-
catalyzed reactions have not been considered in this study, the
results reported for model compounds in DMSO solution
provide a basic framework to interpret experimental data. For
the sake of clarity, the nomenclature of sulfur compounds is
summarized in a glossary at the end of the manuscript.

Computations, Methods, and Models

To keep the computational time within reasonable limits, we
have investigated the model reaction methanethiol + DMSO
in DMSO solution. Though there is no available experimental
data for methanethiol, comparison with experiment can be made
with thiols exhibiting a similar pK, value since this property is
well correlated with the reaction kinetic constant.? In particular,
methanethiol and a-toluenethiol, for which experimental results
are available, have close pK,s in water (10.3 and 10.5,
respectively).2343

The solvent has been modeled using a discrete—continuum
model. The initial chemical system consists of one thiol
molecule and two solvent molecules. Explicit inclusion of two
DMSO solvent molecules was found to be important because
the solvent can form strong hydrogen bonds with some reaction

intermediates influencing in a crucial way their chemical

properties. Moreover, being a proton acceptor, DMSO can
participate to the reaction coordinate in proton-transfer processes.
In the course of the reaction, a further thiol molecule has been
incorporated to the system (see below). The polarizable
continuum method developed in our laboratory**~47 has been
used (dielectric constant € = 46.7). We assume a molecular-
shaped cavity and a multicentric multipole development of the
reaction-field potential (up to 4th order). The cavity is defined
by a scaled van der Waals surface with Bondi radii multiplied
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by a factor 1.308. All the geometries have been fully optimizeq
at the B3LYP/6-311G(d,p) level of theory.84° Harmonjc
frequencies have been computed at the same level for identifying
the stationary points as minima or transition structures (TS),
Besides, minima connected by the TSs have been verified viy
intrinsic reaction coordinate (IRC) calculations. Zero-poin
energies, thermal contributions to the enthalpy, and entropic
terms have been computed in the usual way using the ideal gas
approximation. Gibbs free energies are given relative to the
initial complex after adding an empirical correction, as explainegd
below.

To improve the accuracy on computed electronic energies,
we have carried out MP2 single-point energy calculations op
B3LYP optimized geometries. In that case, we use the extended
basis set 6-311+4+G(3d2f,2df,2p) that is employed in the MP2
step of the CBS-QB3 method.>® Unfortunately, in a few cases,
this large basis set leads to solvation emergy convergence
problems. To avoid this difficulty and for the sake of homo-
geneity, MP2 calculations in solution have been done at the
MP2/6-311G(d,p) level corrected by computations in gas phase
at the MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p) level according to

E(B) = E(A) + [E(B) — E,(A)] &)

where E; (E;) represents the electronic energy in gas-phase
(solution) and A or B means MP2/6-311G(d,p) or MP2/6-
311+G(3d2f,2df,2p) levels. This approximation has been tested
in the case of the sulfurane intermediate described below, which
plays a main role in the process, and shows the MP2/6-
311+G(3d2f,2df,2p) energy to be very close to the approximated
value obtained from eq 3 (difference 1 kcal/ mol).

The approximate MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p) energies are
used along the text and figures, unless otherwise stated.
Corrections for basis set superposition error (BSSE) are not
included in the energies presented below because with such a
large basis set; BSSE has been found to represent a minor
correction.

Electronic populations have been described in terms of a
natural population analysis (NPA)! and Mayer bond orders.?
All the calculations have been carried out using the Gaussian98
package.5?

Results

As mentioned above, Wallace and Mahon?® showed that the
reaction in DMSO is pseudo-first order in thiol concentration.
Since the whole process, as it is proposed, involves two thiol
molecules, one may conclude that each thiol molecule concerns
a different reaction step. This has been assumed in our
calculations. For clarity of the presentation, the results will be
separated in four parts devoted to: (1) the reaction of a thiol
molecule with DMSO and the formation of a sulfurane reaction
intermediate, (2) the analysis of the properties of the sulfurane
intermediate, (3) the activation of the reaction intermediate OH
group by a second thiol molecule, and (4) the formation of the
products.

Only a few geometrical parameters for the main structures
will be presented below. Cartesian coordinates are available as
Supporting Information as well as a full description of the
transition vectors in transition structures.

Methanethiol Reaction with DMSO. Though experimental
measurements suggest that a sulfurane intermediate is formed
at this reaction step, we have envisaged the formation of both
a sulfurane and a sulfenic acid. In principle, these compounds
might be obtained through concerted or stepwise processes. In
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Figure 1. Schematic representation of the chemical species involved in stepwise reactions of methanethiol and DMSO and optimized structures
at the B3LYP/6-311G** level (reactants, intermediates, transition structures) and approximate MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p) energies in DMSO solution.
AE includes the electrostatic free energy of solvation in the dielectric continuum and is given relative to complex 1. Values are in angstroms and
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Figure 2. Schematic representation of the chemical species in-
volved in the concerted reaction of methanethiol and DMSO to yield
a sulfenic acid and optimized structures at the B3LYP/6-311G** level
(reactants, intermediates, transition structures) and approximate MP2/
6-311+G(3d2f,2df,2p) energies in DMSO solution. AE includes the
electrostatic free energy of solvation in the dielectric continuum and is
given relative to complex 1. Values are in angstroms and kcal/mol.

the stepwise process, an ion pair should initially be formed
through proton transfer from the thiol to DMSO. In our
computations, the reactants are described by a hydrogen-bonded
complex involving methanethiol and two DMSO molecules. We
then explore the potential energy surface of the complex looking
for stationary points. Stepwise processes leading to either the
sulfurane or the sulfenic acid have been obtained and are shown
in Figure 1. A concerted process leading to sulfenic acid has
also been identified and is represented in Figure 2. However,
any transition structure for a direct formation of a sulfurane
intermediate 3 from 1 could be located. Figures 1 and 2 include
some optimized geometrical parameters as well as the predicted
values for relative energies. Note that various conformations
for the ion pair 2 have been obtained lying in a narrow energy
range. For simplicity, we do not describe them in detail.

The predicted energies clearly suggest that formation of the
sulfenic acid at this reaction step is very unlikely, the energies
of TS;—4 or TSz—4 being quite high (both TSs exhibit similar
energies). Rather, the sulfurane intermediate should be formed
in a stepwise process 1—2—3 that involves an activation energy
of 20.4 kcal/mol in the first step and a fast recombination of
the ions in 2 to form the adduct 3.

Since polar species are present, one may expect the solvent
to play a crucial role in the process. Indeed, long-range
electrostatic interactions are fundamental to stabilize the ion pair.
Moreover, the analysis of the results shows that hydrogen bonds
with the discrete DMSO molecule are very important too. This
can be illustrated by looking at the geometries of intermediates
2, 3, and 4 in Figure 1. Structure 2 shows that the hydrogen
bond distance between the transferred proton and the oxygen
atom of the solvating DMSO is very short (1.385 A) in
agreement with the work by Fu et al. Hydrogen-bond distances
in 3 and 4 are larger (1.622 and 1.677 A, respectively) but still
correspond to strong interactions.

Hydrogen bonds in transition structures are also noticeable.
TS|~ merits some specific comments. As shown, proton
transfer has already taken place in this transition structure. IRC
calculations confirm that the reaction coordinate at the TS
basically corresponds to a rearrangement of the DMSO solvent
molecule that is necessary to stabilize the charge separation.
Another interesting result concerns the reaction 1—3. A TS may
be located in gas phase, whereas in solution, computations
systematically lead to TS;—; and show that, to a large extent,
this is due to interactions with the explicit solvent DMSO
molecule.

Properties of the Sulfurane Reaction Intermediate. We
describe here some properties of the sulfurane molecule CH;S—
S(CHs);—OH, which is present in complex 3. For the sake of
comparison, we have carried out further calculations for the
sulfurane species in gas phase. Results in solution correspond
to the discrete—continuum model.

Sulfuranes’~7 are intermediates in various oxidation—
reduction reactions of sulfur compounds.2835.5668 They bear a
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tetracovalent sulfur in the center of a trigonal bipyramidal
structure with the more electronegative ligands at the apical
positions.’®~6? The simplest sulfurane SH4 seems to be an
exception, calculations predicting a square pyramidal geom-
etry.53 The electronic structure of sulfuranes has been the subject
of a number of theoretical studies.®*~6675 In a very simplified
approach, the S atom is supposed to be sp? hybridized. The
remaining p orbital and the orbitals of the apical ligands combine
to give an occupied bonding, an occupied nonbonding, and an
empty antibonding molecular orbitals. Sulfur d orbitals are not
needed for a qualitative description of the bonding, but their
inclusion improves the results (e.g., bond orders’76),

In the case of CH3S—S(CHj3),—OH, d orbitals have a
significant influence on the results. For instance, when full
geometry optimization is carried out without d orbitals, the apical
bond lengths become significantly longer (by about 0.15 A).
Indeed, in that case, the electronic structure agrees with a
3-center 4-electron bonding scheme. The apical ligands are, as
expected, the most electronegative ones, i.e., —OH and —SCHa.
Other arrangements of the sulfurane ligands have been envis-
aged. In most cases, geometry optimization leads either to the
most stable structure or to system dissociation. Only one energy
minimum involving an exchange between the apical —SCHj
and the equatorial —CHj groups has been obtained though it is
much less stable than 3 (by 21.2 kcal/mol).

It is noteworthy that solvent effects on the geometry of the
sulfurane are quite large. The computed S—O and S—S distances
in the gas phase are 1.905 and 2.410 A, res ctively. In DMSO
solution, the S—O bond shortens to 1.717 A and the S—S bond
lengthens to 2.727 A, indicating a marked tendency of the
solvent to favor dissociation of 3 into (OH)(CH3) »S™ and
CH38™. This is confirmed by the analysis of net atomic charges
and bond orders in Table 1.

The S—S bond order is much weaker than the S—O bond,
especially in solution. Most of the reactions of sulfuranes
involves the cleavage of an apical bond yielding a sulfonium
cation, RR'R”S*.61:6971 [ the case of CH3S—S(CH3),—OH,
departure of the apical thiolate ligand seems more plausible than
departure of the hydroxyl one. Indeed, if one compares the two
dissociation processes

CH,S—S(CH,),—OH — [CH,S—S(CH,),]* + OH™  (4)
CH,S—S(CH,),—OH — [(CH,),S—OH]* + CH,S~  (5)

the second one is found to be favored by about 14 kcal/mol in
DMSO solution (reaction free energies are 16.9 and 2.7 kcal/
mol, respectively, using the discrete—continuum model and
assuming the DMSO discrete solvent molecule interacting with
the cations).

However, this scheme may be reversed when interactions with
a proton donor are allowed due to the larger basicity of the
hydroxyl compared to that of the thiolate. Thus, if one compares
the processes

CH,S—S(CH,),—OH + H™ — [CH,S—S(CH,),]" + H,0
(6)

CH,S—S(CH,),—OH + H" — [(CH,),S—OH]" + CH3Sg
)

one finds that the first one is preferred by about 7 kcal/mol
(reaction free energies are —21.3 and —14.1 kcal/mol, respec-
tively, using the discrete—continuum model and the experi-

172

v
J. Phys. Chem. A, Vol. 110, No. 24, 2006 7631
TABLE 1: NPA Atomic Charges (¢) and Mayer Bond

Orders (B) Computed for the Sulfurane CH3;S—S(CH3);—0H
at the MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p) level

gas DMSO solution
gseeatra)) 0.885 1.085
4o —-0.974 —0.929
gS(apical) —-0.214 —0.586
Bs—o 0.931 1.243
Bs—s 0.628 0.220
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mental*? solvation energy of a proton in DMSO; besides the
DMSO discrete solvent molecule is assumed to interact with
the cations).

According to these results, one can expect a marked pH
influence on the sulfurane intermediate stability. Here, we are
assuming a neutral medium, but proton transfer from a thiol
molecule to the sulfurane is likely to occur and therefore such
a process will be considered below. One should keep in mind
however that in the process catalyzed by Msr enzymes, sulfenic
acid formation occurs prior to participation of a second cysteine
residue (see Scheme 1). The involvement of other residues able
to stabilize the leaving hydroxyl group cannot be excluded but
needs further investigation. In this paper, we have envisaged
the possibility for the sulfurane species to lead to a sulfenic
acid directly, i.e., without protonation of the hydroxyl group.
Examination of the potential energy surface for structures of
the type shown in Scheme 2 leads to location of a transition
state exhibiting high activation energy (40.6 kcal/mol above
intermediate 3). Thus, it is likely not operative in the chemical
process.

Activation of the Sulfurane OH Group by a Second
Methanethiol Molecule. Reaction of a second thiol molecule
with the sulfurane is schematized in Figure 3. The pre-reactive
hydrogen-bonded complex 5 formed by 3, and CH3SH is slightly
bound. From §, the reaction proceeds by a low-barrier proton
transfer from methanethiol to the sulfurane —OH group. This
activates the cleavage of the sulfurane S—O bond, leading to
the ion-pair complex 6. The latter may dissociate to the separated
ions, thiosulfonium 7 and thiolate 8, plus a water molecule but,
as shown in the next section, the ions may also react prior to
dissociation. We have not tried to locate transition structures
for the association/dissociation processes 3 + CH3SH — 5 and
6 — 7 + 8 + H30 since the continuum model is not well
adapted for such calculations. The hypothetical TSs are expected
not to play a significant role anyway.

Formation of Products. The envisaged processes from 6 are
summarized in Figure 4. In the products of these reactions, the
explicit solvent DMSO molecule is assumed to interact with
the water molecule or with the sulfenic acid because these
species form the strongest hydrogen bonds.

Compound 9 (top reaction in Figure 4) is easily formed by
the attack of the negatively charged sulfur atom of the thiolate
on the positively charged sulfur atom of the thiosulfonium. We
have not been able to locate the TS for this reaction. Indeed,
our calculations suggest that the ion-pair complex 6 is metastable
with the water molecule stabilizing the charge separation. A
small perturbation of the system provokes the anion—cation
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Figure 3. Schematic representation of the chemical species involved in the reaction of methanethiol with 3 and optimized structures (reactants
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Figure 4. Schematic representation of the chemical species involved in various possible reactions of the thiolate, thiosulfonium jon and water and
optimized structures at the B3LYP/6-311G** level in DMSO solution and approximate MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p) relative energies. AE includes
the electrostatic free energy of solvation in the dielectric continuum and is given relative to separated 1 + CH,SH. Values are in angstroms and
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reaction and the formation of the sulfurane 9. The structure of
9 is similar to that of 3 and simply differs from it by a hydroxyl/
thiolate group exchange. Experimentally, it is known that if a
sulfurane has an alkoxy ligand, it can be exchanged readily with
the alkoxy group of an alcohol.3”6! Qur results indicate that
such a rapid exchange can also take place between —OH and

—SR ligands in the presence of thiols. Sulfurane 9 should
undergo further processes similar to those of sulfurane 3, and
therefore it is not expected to be a final product of the reaction.

In another reaction mechanism (middle reaction in Figure 4),
complex 6 leads to formation of a sulfenic acid 10, a thiol 11,
and a thioether 12 by crossing the transition structure TSe—10.
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Figure 5. Structure 6’ is formed from reorientation of the species in
6 and is appropriate for the formation of a sulfenic acid 10, a thiol 11,
and a thioether 12 shown in Figure 4 (middle reaction) and optimized
structures at the B3LYP/6-311G** level in DMSO solution and
approximate MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p) relative energies. AE includes
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Note however that IRC calculations have shown that this TS
cannot be directly attained from 6. Some preliminary re-
organization is needed so that: (1) the water molecule can
donate a proton to the thiolate anion and (2) the forming OH™
can attack the neutral sulfur atom of the thiosulfonium cation
in a SN2 type reaction. A structure of this type (6") is displayed
in Figure 5. It lies at 1.2 kcal/mol above 6. The arrangement
shown is not the only possible one, but we have not made a
systematic search in this case. Neither the cleavage of the S—S
bond nor the proton transfer from the water to the thiolate has
started at TSg—10. Both initiate spontaneously after crossing this
TS, as detailed examination of the potential energy surface and
IRC computations have revealed.

Sulfenic acids are rather reactive compounds. Thus, if a
sulfenic acid is formed during the sulfoxide reduction reaction,
it would rapidly disappear to form the disulfide product that is
the experimentally observed species. In principle, one can
imagine a condensation reaction with a thiol going through
transition structures as indicated in Scheme 3. The process may
undergo bifunctional catalysis in the presence of ancillary AH
species, such as water or a second thiol molecule. Calculations
for the nonassisted process in solution (using, as before, the
discrete—continuum model) leads to a rather high activation
energy (AE = 39.3 kcal/mol with respect to a separated thiol
and DMSO-—sulfenic acid complex). Calculations for the
assisted reaction show also that assistance by a second thiol
molecule is not very efficient whereas assistance by water
molecules may considerably reduce the barrier. Indeed, when
a linear water trimer is considered as the ancillary AH species,
the activation barrier is drastically reduced to 1.2 kcal/mol
(relative to the separated species; neither zero-point energy nor
thermal corrections are included in this value). Reactions
involving more than one sulfenic acid molecule could be
invoked too. For instance, computations show that two sulfenic
acid molecules may react to give (CH3)—S—0—S—(CHj3) in
the presence of a third sulfenic acid with an extremely low
energy barrier (AE = 0.1 kcal/mol). A detailed analysis of these
processes is beyond the objectives of the present work and will
not be considered further.
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The third process in Figure 4 (bottom reaction) is of the Sy
type and leads to the disulfide 13 and the thioether 12. Again,
the transition structure TSs—13 corresponds to a rearrangemen;
of the complex 6 (actually, IRC calculations from this TS lead
to conformation 6 rather than 6). In the present case, it purs
the sulfur atom of the thiolate in a suitable position for 4
nucleophilic attack on the neutral sulfur atom of the thio-
sulfonium cation. Bond cleavage and bond formation take place
immediately after TS¢—13 crossing without any further energy
barrier.

The transition structures TS¢--1p and TSs—13 are only slightly
above the complex 6. Therefore, the corresponding reactions
are expected to be extremely fast and competing. This finding
is in agreement with previous studies in the literature’” 8! op
Sn2 reactions for compounds containing S—S bonds. When the
leaving group is neutral, the cleavage of the S—S bond is very
easy.

Discussion

Free-Energy Profile. As said in the computational section,
complex 1 is taken as a free-energy reference. Analysis of
translational, rotational, and vibrational contributions suggested
however that G must be corrected for this complex due in
particular to significant underestimation of the entropy. Indeed,
computing accurate G values of low-bound complexes is a
difficult task that would require ad hoc statistital mechanics
simulations. In the present work, we have rather adopted a
pragmatic approach using an empirical correction that has been
obtained as follows. We first compute the free energy for the
ionization process 1 — CH3S™ + H*(DMSO), in DMSO
solution (assuming the ions separated at infinite). By use of
standard techniques, the free energy of this model reaction
amounts 15.3 kcal/mol that is expected to be smaller than the
experimental ionization energy. The experimental pK, of
methanethiol in DMSO is not available, but it may be estimated
from the reported value for a-toluenethiol, 15.3.3 The corre-
sponding free enmergy of ionization is 20.9 kcal/mol. The
difference (5.6 kcal/mol) may basically be ascribed to the
computational error for the entropy of complex 1. For the other
structures, no correction has been added but one should note
that for those species displaying weak interactions with the
solvent DMSO molecule (like 5, 6, and TSs—g), the computed
free-energy values might be a little overestimated.

With this correction, the free-energy profile (at 298 K) for
the whole reaction path is schematized in Figure 6. Let us
summarize the process. Initially, proton transfer occurs from
the thiol to the sulfoxide generating an ion-pair complex
stabilized by the solvent. The ions recombine to form the
sulfurane 3. This intermediate can accept a proton from a second
thiol molecule, and the process leads to the formation of a
sulfonium cation, a thiolate anion, and a water molecule. The
latter reacts quite easily to form, depending on the relative
orientation of the species, a new sulfurane compound, a sulfenic
acid, or a disulfide. As shown, the calculations predict that the
first step should be the rate-limiting one since the corresponding
transition state is the highest one along the reaction path (29.6
kcal/mol). The activation energies of all the steps following the
first one are substantially smaller. Note however that the
transition state for the third step (TSs—) lies only slightly below
the highest TS (29.0 vs 29.6 kcal/mol).

The larger stability predicted for the disulfide is consistent
with the experimental fact that it is the only observed product
in the case of the reaction in solution. The sulfurane 9 and the
sulfenic acid 10 are shown in Figure 6 for comparison. Though
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Figure 6. Free-energy profile for the reduction of DMSO by
methanethiol in DMSO solution. The x-axis represents a schematic
reaction path combining several coordinates for individual steps.
Approximate MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p) relative energies (in italics,
in kcal/mol) using optimized structures at the BALYP/6-311G** level
and eq 3. The hydrogen-bonded structure 5 (AG = 23.7 kcal/mol) is
not included for simplicity. It lies between 3 and TSs—s.

our theoretical study suggests that these intermediates could be
formed in the process, they should rapidly react making their
experimental detection in solution difficult or even unfeasible.

Comparison with Experimental Data in Solution. Kinetic
studies by Wallace and Mahon® proposed the reaction mech-
anism summarized in eqs 1 and 2. The authors deduced a
negligible value for k—» and obtained k; > k. Qualitatively,
our calculations are in very good agreement with these
experimental findings. We show however that the formation of
the intermediate 3 (eq 1) actually involves two steps, ionization,
which is rate-determining, and ion recombination, which is a
fast reaction.

Experimental data for methanethiol was not reported, but as
noted in the Introduction, results for a-toluenethiol should be a
good approximation. The measured pseudo-first-order rate
constant, k, at 100 °C with DMSO being the reagent in excess
was 4.03 1073 s1.2 Since the reaction was shown to be first
order in DMSO concentration, the true kinetic constant k
corresponding to the second-order reaction is derived from &’
= k *[DMSO]. Taking [DMSO] as the concentration of the pure
liquid ([DMSO] = 14.1 mol L) and using transition state
theory, the experimental free energy of activation is estimated
to be 31.4 kcal/mol for a-toluenethiol, which is in satisfactory
agreement with our computed value 29.6 kcal/mol for methane-
thiol considering the different approximations made. Note also
that these values correspond to different temperatures. An
estimation of the free energy of activation at 100 °C gives 30.5
kcal/mol (assuming the same dielectric constant and empirical
correction to free energy that the one used above).

Let us now consider the products of the reaction. Our study
predicts the formation of sulfenic acid 10 and disulfide 13 in
competing reactions. The disulfide is the most stable species,
and if thermodynamic control would apply, only this species
should be observed. However, the sulfenic acid is substantially
more stable than 6 and backward reaction appears to be unlikely.
In the experimental work of Wallace and Mahon,? the only
reported product was the disulfide although it is not clear
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whether the authors tried to identify a sulfenic acid or not.
Hence, the calculations agree with experimental data in predict-
ing 13 as the major reaction product but points out to a possible
formation of a secondary product 10.

Proton Relay Mechanism, Bifunctional Catalysis. The rate-
determining step in the sulfoxide reduction reaction involves
the ionization of the system through a proton transfer process
from the thiol to the sulfoxide. This process may substantially
be favored by proton relay mechanisms and bifunctional
catalysis. A typical process is illustrated in Scheme 4, where
we assume that two methanethiol molecules are involved in
DMSO protonation. The structures of the complex and of the
proton-transfer TS have been optimized. The computed activa-
tion energy is 19.6 kcal/mol that may be compared with the
corresponding value for the nonassisted process in Figure 1,
20.4 kcal/mol. Computation of the activation free energy in
solution is not straightforward for the same reasons as those
presented above for the nonassisted ionization mechanism.
However, one may obtain a rough evaluation of the bifunctional
catalytic effect by computing the quantity

OAG* = G(TS,,) — G(TS, .,) — G(CH,SH) + G(DMSO)

where TSas and TS;—; represent the transition structures for
the assisted proton-relay (Scheme 4) and nonassisted (Figure
1) mechanisms, respectively. The expression is rigorous in the
gas phase provided the molecules are assumed to be separated
at infinity in the reactant state and can be considered to be a
reasonably good approximation for the process in solution. Our
computations lead to a free energy barrier decrease of AG =
—1.7 kcal/mol. A comparable effect may be expected if water
molecules or other chemical species bearing bifunctional groups
are present in the reaction medium.

We shall not describe here the details of the subsequent steps
for the assisted reduction reaction. In principle, one could expect
the formed ions to recombine and form a sulfurane intermediate,
as in the nonassisted process above. Our calculations show
sulfurane formation from the ions in Scheme 4 to be a feasible
reaction though it requires a larger activation free energy than
sulfurane formation from the ions in 2. In the latter structure,
the explicit solvent DMSO molecule provides a significant
stabilization effect. Such an interaction is absent in the system
shown in Scheme 4 where it is replaced by the interaction of
the ions with an extra thiol molecule. Thus, an increase in thiol
concentration may lead to a change of the reduction process
kinetics due to two main factors: (1) decrease of the activation
entropy associated to the proton relay mechanisms and (2)
modification of the solute—solvent intermolecular interactions.
Obtaining quantitative results for a given [DMSO]/[methane-
thiol] ratio would need taking into account the interactions with
the solvent in a more rigorous way although due to increasing
system complexity such a study might also require to combine
quantum mechanical calculations with statistical simulations.

Conclusions

The calculations carried out in this work confirm the
experimental result that the reduction of sulfoxides by thiols in
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DMSO solution basically involves the slow formation of a
sulfurane intermediate followed by a fast decay of this inter-
mediate into the products. The computed activation free energy
for the model reaction methanethiol + DMSO (29.6 kcal/mol)
is close to the experimental valued for the reaction of DMSO

* with o-toluenethiol (31.4 kcal/mol, deduced here from reported
kinetic constants at 100 °C). Nevertheless, our study provides
further insight in the reaction mechanism that appears to be more
complicated. First, the sulfurane intermediate is formed in a
stepwise reaction after ionization of the thiol—sulfoxide system,
proton transfer being rate determining. Once formed, the
sulfurane rapidly reacts with another thiol molecule. Sulfonium
and thiolate ions are formed at this step that recombine to form
sulfenic acid or disulfide, the latter being much more stable
than the former.

In the catalytic mechanism of Msrs, a sulfenic acid intermedi-
ate has clearly been shown to be formed. Therefore, it is
probable that the sulfenic acid was not reported in the
experimental chemical study because it undergoes a fast decay
into a disulfide species due to the presence of thiol. In that
context, comparison of enzymatic and in solution processes is
not straightforward. For instance, it is not clear which chemical
group in the enzymatic process could play the activation role
postulated for the second thiol molecule in the solution process
(Figure 3). What is certain is that the recycling cysteine is not
involved since the sulfenic acid intermediate is efficiently
formed in its absence. Hence, understanding the mechanism in
the active site of Msr enzymes deserves further investigation.

Glossary

Scheme 5 summarizes the nomenclature of sulfur compounds
appearing in this study.

SCHEME 5
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Methionine Sulfoxide Reductase A (MsrA) is involved in the reduction of methionine-(S)-sulfoxides
generated during an oxidative stress. The catalytic mechanism of E. coli MsrA involves the formation of
two successive disulfide bonds (Cyss;—Cys 9z and Cys;9g—Cysyge), both are reducible by thioredoxin. We
report the nearly complete 'H, '*C and '°N resonance assignments of the oxidized form (Cyss,~Cys;og). 2D
and 3D NMR experiments were performed with uniformly ">N-, *C-labeled protein. 88% of backbone
HY, N, C*, C’ and the large majority of side chain nuclei have been assigned. Almost of the unassigned
residues are located in the 122132 segment, which may be poorly structured, undergoing a conformational
exchange, as revealed by linewidth increase for residues up- and down-stream of this segment (certainly due
to exchange contribution to transverse relaxation). BMRB deposits with accession number 6786.
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Biological context

Reactive oxygen species (ROS) are generated by cellular metabolism and involved in various
physiological processes as signal transduction or immune response. Upon oxidative stress conditions,
methionines (Met) included in proteins, are easily oxidized into Met-(R)-SO and Met-(S)-SO. In many
cases, Met oxidation leads to protein functional alteration. Methionine Sulfoxide Reductases (Msr) are
enzymes able to reduce MetSO back to Met. Msr of class A is stereospecific for the S absolute
configuration of MetSO (Moskovitz et al., 2000; Olry ef al., 2002). The E. coli MsrA exhibits an
original catalytic mechanism in three steps involving three cysteine residues (Boschi-Muller ef al.,
2000). First, the attack of the catalytic cysteine (Cyss;) on the sulfoxide function of MetSO leads to the
formation of a sulfenic acid intermediate and the liberation of one mole of Met per mole of enzyme.
Then, two successive intra disulfide bonds are formed, first between Cyss; and Cys,eg, and after,
between Cys oz and Cysyps. The last step consists of reducing the Cys;o3-Cysaos disulfide bond by
thioredoxin. As shown for the MsrAs which only have the Cys198 as a recycling cysteine, the Cyss;-
Cys,og disulfide bond in a E. coli MsrA in which the C206 has been replaced, is also efficiently
reduced by Trx as the Cys;9s-Cysaos disulfide bond is in the wild type (unpublished results). In a first
approach, we recently reported the backbone and side-chain assignment of the reduced form of MsrA
from E. coli (Coudevylle ef al., 2004). We now report the nearly complete backbone and side-chain
assignment of the first oxidized form occurring in the catalytic cycle and containing the Cyss;-Cys)og
disulfide bond.

Methods and experiments

E. coli MsrA contains four cysteines at positions 51, 86, 198 and 206. C206 was replaced by a
serine residue in order to form only the Cyss;-Cys)os disulfide bond while C86, which is located on the
surface of MsrA, was substituted by a serine to avoid any protein aggregation. The C86S/C206S
double mutant was obtained by site-directed mutagenesis. The E. coli strain used for MsrA production
was BL21-DE3 transformed with a plasmidic construction containing the coding sequence under the
T7 promoter. "*N and "N/ °C samples labeled were prepared by growing cells in a minimal media
with (*NH,4)CI as the sole nitrogen source and with glucose, '*C-labeled or not, as the only carbon
source. MsrA production was induced at an ODgy of 0.6 by addition of 1 mM IPTG and harvested
after 4 h. for the ’N/"°C protein and 16 h for the '°N protein. Purification was done as described by
Boschi-Muller ef al. (2000). The oxidation was performed by incubation of the labeled MsrA with
excess of MetSO. The sample was then purified by gel filtration. Purity of the oxidized form of the
mutant and its molecular mass were checked by SDS-PAGE and electrospray mass spectrometry,
respectively.

The NMR sample contained 1 mM protein concentration (95% H,0, 5% D,0) in 10 mM
phosphate buffer (pH 7.1). Spectra were acquired at 298 K on a Bruker DRX 600 MHz spectrometer
equipped with a 3-axis gradient TXI probe and on a Bruker DRX 800 MHz spectrometer equipped
with a cryoprobe. Spectra were processed using the program XWINNMR (Bruker) and analyzed with
the program XEASY (Bartels ef al., 1995). Backbone 'H", °N, C% 'H% "C’, and side chain 'H, “C
resonances were assigned using 'H-""N HSQC, HNCO, HN(CA)CO, HNCA, HN(CO)CA, CBCANH,
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CBCA(CO)NH and HNHA experiments, HCCH-TOCSY, H(CCCO)NH, CC(CO)NH and “N-, *C-
3D NOESY spectra were also recorded with the aim of side-chain assignments.

Extent of assignments and data deposition

The 'H-""N TROSY spectrum for this oxidized form (Cyss;-Cys,es) of E. coli MsrA is shown
in Figure 1. 88% of backbone HY, N, C% C' and C” nuclei were assigned, as the large majority of the
'H, °C side-chain nuclei. Almost of the unassigned residues are located in the 122-132 segment, likely
poorly structured and undergoing a conformational exchange, as revealed by linewidth increase for
residues up and down it (certainly due to exchange contribution to transverse relaxation). Chemical
shifts were deposited in the BioMagResBank under the access number BMRB-6786
(http://www.bmrb.wisc.edu).
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Figure 1: 2D "H-""N TROSY spectrum of "°N labeled oxidized form (Cyss;-Cysies) of E. coli
MsrA at 600 MHz, 298 K, pH 7.1.
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Solution structure and backbone dynamics of the reduced form and an
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structural insight of the MsrA catalytic cycle.
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Running title: NMR structure and dynamics of E. coli MsrA

Methionine Sulfoxide Reductases (Msr)
reduce methionine sulfoxide (MetSO)-
containing proteins, back to methionine
(Met). MsrAs are stereospecific for the §
epimer whereas MsrBs reduce the R
epimer of MetSO. Although
structurally-unrelated, the Msrs
characterized so far display a similar
catalytic mechanism with formation of a
sulfenic intermediate on the catalytic
cysteine and a concomitant release of
Met, followed by formation of at least
one intramolecular disulfide bond
(between the catalytic and a recycling
cysteine) which is then reduced by
thioredoxin. In the case of the MsrA
from Escherichia coli, two disulfide
bonds are formed i.e. first between the
catalytic Cyss; and the recycling Cysog
and then between Cys; o3 and the second
recycling  Cysage. Three crystal
structures including E. coli and
Mycobacterium  tuberculosis  MsrAs
which, for the latter, possesses only the
unique recycling Cysjos, have been
solved so far. In these structures, the
distances between the cysteines involved
in the catalytic mechanism are too large
to allow formation of the intramolecular
disulfide bonds. In the present work,

structural and dynamical NMR studies
of the reduced wild type and the
oxidized (Cyss1-Cysyos) forms of
C86S/C206S MsrA from E. coli have
been carried out. The mapping of
MetSO substrate-bound C51A MsrA
has also been performed. The data
support 1) a conformational switch
occurring subsequently to sulfenic acid
formation and/or Met release that would
be a prerequisite to form the Cyss-
Cysios bond and, 2) a high mobility of
the C-terminal part of the Cyss;-Cysjos
oxidized form that would favor
formation of the second Cys;o-Cys206
disulfide bond.

INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS), that
originate from various sources such as
aerobic respiration, are involved in various
physiological processes including signal
transduction and immune respons'::.l Due
to their high chemical reactivity, ROS can
damage cellular targets like proteins.
Methionine (Met) residues in proteins are
one of the most sensitive aminoacid targets
of oxidation by ROS. Its oxidation leads to
formation of methionine  sulfoxide
(MetSO) which in turn can lead to
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inactivation or modulation of the protein
activity. Methionine sulfoxide reductases
(Msrs) are able to reduce MetSO, back to
Met. Msrs of class A are stereospecific for
the S epimer, whereas MsrBs reduce the R
epimer of the sulfoxide function.’
Although MsrAs®® and MsrBs'™® are
structurally-unrelated, all of the Msrs
characterized so far, display a similar
catalytic mechanism involving at least
three successive steps including: 1)
formation of a sulfenic acid on the catalytic
cysteine with the concomitant release of 1
mol of methionine per mole of Msr, 2)
formation of an intramolecular disulfide
bond and, 3) reduction of the oxidized
form of Msr by thioredoxin (Trx). This is
the case, for instance, for MsrAs from
Neisseria meningitidis and Mycobacterium
tuberculosis and for MsrBs from
Escherichia coli and N. meningitidis. In E.
coli and Bos taurus MsrAs, the presence of
one supplementary recycling cysteine
residue leads to formation of two
successive intramolecular disulfide bonds,
the first one between the catalytic Cyss,
and the recycling Cysjog, followed by the
second one between Cysjog and the second
recycling Cyszgs (Figure 1). Both disulfide
bonds are reduced by Trx but with a higher
catalytic efficiency for the second one.”
Three X-ray structures of MsrAs
from E. coli (MsrA*“"", PDB code 1FF3).°
B. tauwrus (MsrA®™ PDB codes 1FVA
and 1FVG)" and M. wberculosis
(MsrAM™ PDB code INWA) ° ' have
been reported. In all of the X-ray
structures, the active site is occupied by a
molecule which is covalently bound or
unbound, to the catalytic Cyss;. In the case
of the MsrA™", a Met residue belonging
to a neighboring monomer is in the active
site, while for the MsrA®“" and the
MsrA?““ a dimethyl arsenate and a DTT
molecule are covalently bound to the
catalytic Cyss;, respectively. The X-ray
structures show that in all the three
structures, the distances between Cyss; and
Cys)og are too large to allow the formation
of intramolecular disulfide bonds. This is
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also the case for the distances between
Cysios and Cysys in the MsrA®“" and
MsrA®%“3 9 This apparent contradiction
could be explained either by the fact that
the crystalline state does not reflect the
solution  conformation or by a
conformational change occuring
concomitantly or after formation of the
sulfenic acid intermediate with the release
of methionine. This would be a
prerequisite to bring closer in space both
the catalytic Cyss; and the recycling
Cysjos. To achieve greater insight in the
understanding of the formation of the
intramolecular disulfide bonds
Cyss1/Cysiog and Cysjog/Cysags in the E.
coli MsrA, we have determined the
solution structure of two forms of E. coli
MsrA by high resolution NMR
spectroscopy i.e. the reduced apo form
(MsrAgeq) with an active site free from any
bound molecule, and the oxidized Cs;-Cog
MsrA form (MsrAgy) in which Cysgs and
Cysa06 have been substituted by Ser.
Furthermore, we have quantified backbone
mobility for both forms via the "N
longitudinal (R;) and transverse (R;)
relaxation rates, and the steady-state
heteronuclear {'H}- "N NOE value
measurements. We have also compared
MsrAgeq solution structure with known
MsrA  X-ray structures, to  assess
conformational changes occurring upon the
substrate binding. For this purpose, the
mapping of MetSO substrate-bound C51A
MsrA has been performed.

RESULTS

Solution structure of the reduced wild-
type MsrA and of the C86S/C206S
oxidized (Cyss;-Cysiog) MsrA

The NMR solution structures of
MsrAgre.q and MsrAox were determined
with the aim to obtain more structural
information for Cyss;-Cysjog and Cysjos-
Cysaos disulfide bond formation. The
reasons for substituting Cysgs and Cysos
by Ser in the MsrAoy are 1) Cysaos would
lead, in the presence of excess MetSO, to
the formation of an oxidized MsrA with



Cyss; under the sulfenic acid state and,
Cysjog and Cyszgs under disulfide state, 2)
Cyssgs, located on the protein surface, can
lead, in the absence of reductant, to protein
aggregation at the protein concentration
required for the NMR experiment.
However, it could not be excluded that the
presence of two serine residues at positions
8 and 206 introduce structural
perturbations, at least in the vicinity of
ositions 86 and 206. Therefore, the 'H-
N HSQC spectrum of the C86S/C206S
MsrA was recorded (see supplementary
data for the corresponding HSQC
spectrum, Figure S1) and assigned by
comparison and analogy with the HSQC
spectrum of the MsrAges. Most of the
nuclei have similar chemical shifts in the
two spectra. The signal of Sergs and Serzgs
were assigned by analogy with the HSQC
spectrum of the oxidized form of MsrA.
The chemical surrounding perturbations
caused by the substitution were estimated
by comparing the amide chemical shift
differences between the MsrAgeq and the
C86S/C206S MsrA by the bias of the
consensual values Ad (see Materials and
Methods). The plot of Ad values as a
function of the protein sequence (see
supplementary data Figure S2A) reveals
that meaningful perturbations are observed
for residues Tyrg: to Glyss (Ad > 0.1 ppm)
and for residue Glnji; (AS = 0.48 ppm).
The localization of these perturbations on
the 3D solution structure of the MsrAgeq
(see supplementary data Figure S2B)
shows that these residues are spatially
close to Sergs. The Sergs substitution
perturbs the entire local surroundings of
the a, helix, which is located in the vicinity
of Sergs. The C206S substitution does not
induce surrounding perturbations.
Altogether, the data show that the
C86S/C206S substitutions lead to minor
localized perturbations on the 3D solution
structure of the MsrA and therefore renders
pertinent the conclusion deduced from the
comparison of the 3D structures of the
reduced form of the wild type and the
oxidized (Cyss;-Cysjos) form of MsrA in
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which Cysgs and Cysys have been
substituted by Ser.

The NMR solution structures of both
forms were calculated using the interproton
NOE-derived restraints in combination
with the dihedral angle (derived from
TALOS prediction) and hydrogen bond
restraints (based on the protection factor
values for amide groups measured via
H>O/D>O exchange experiments). The
coordinates of the 20 final structures have
been deposited in the Brookhaven Protein
Data Bank under accession number 2GT3
for MsrAgreqd and 2IEM for MsrAgx. The
superimpositions of the 20 representative
structures for each form are shown in
Figures 2A and 2B respectively.

The structural statistics for both
forms are summarized in Table 1. For the
core of MsrAgeq (residues 12 to 193), the
20 selected structures exhibit an atomic
rmsd  distribution about the mean
coordinate positions of 0.85 + 0.14 A for
the backbone atoms and 1.64 + 0.21 A for
all of the heavy atoms, excluding the two
N- and C- terminal ends, which are ill-
defined. For the core of MsrAopx (residues
12 to 121 and 133 to 194), the 20 selected
structures exhibit an atomic rmsd
distribution about the mean coordinate
positions of 0.85 = 0.14 A for the
backbone atoms and 1.62 + 0.19 A for all
of the heavy atoms, excluding the two N-
and C-termini, as well as the Glnj-Thri3;
segment, which undergoes a noticeable
structural disorder. For both of the two
forms, the 3D structure sets fit the
experimental restraints with no interproton
distance and torsion angle violations
greater than 0.2 A and 5°, respectively
(Table 1). Moreover, all of the backbone
torsion angles of the non-glycine residues
are located in the allowed regions of the
Ramachandran plot. As shown in Figure 3,
the rms distribution is not homogeneous
along the sequence that indicates an
effective structural disorder in some
regions (loops, turns and N- and C-
termini).
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The overall folds of the MsrAg.q and
MsrAoy are very similar. Both adopt a o/
roll conformation, close to that reported in
crystal structures. Figures 2C and 2D show
a schematic view of the regular secondary
elements of the most representative
structure for each form. Only 38 and 40 %
of the residues of MsrApy, and MsrAgeq
respectively, are involved in regular
secondary structures. The core of both
forms consists of a six-stranded pS-sheet.
The individual strands comprise residues
from Glusz to Alasg (ﬁ;), Tyres to Thry;
(f2), Alags to Tyrieo (B3), Alajzz to Tyri3e
(ﬁ4), Gium to 116[73 (ﬁj) and Ty‘[‘wg to
Tyrisi  (fs). Both parallel (p) and
antiparallel (a) arrangements of the strands
display the pattern
Bs(p)BAa)Bi(a)Bs(a)BAa)Bs. This main p-
sheet is surrounded by five a—helices. The
first helix, a;, extends from Phes; to Trpgo
with two turns of a regular a-helix. The
second helix, a;, from Tyrg; to Sergs, is
also regular. The third a-helix, as, from
Tyrio7 to Asnjy7, is characterized by two
and a half turns of a-helix. The fourth a-
helix, a4, from Projs3 to Alaje2, consists of
three turns of a regular a-helix from Projs;
to Phe;ss. The fifth and last a-helix, as,
extends from Tyr;go to Lys;9> and contains
only one turn of an a-helix.

A major difference between the two
forms, concerning the core of the enzyme,
1s observed for the Glnj;-Thry3; segment.
In the reduced form, this segment forms a
little two-stranded antiparallel f-sheet (5
Argizs to Glujze and £ Aspizg to Hisisp)
which seems to be poorly stabilized
(despite regular ¢, y values and long range
NOE correlation describing classically a f—
sheet), as shown by a higher rmsd
(compared to other secondary structure
elements) and low protection factor values.
In the oxidized form, the Gln;»-Thrs;
segment exhibits no secondary structure
element and a high spatial disorder, as
shown by the observed high rmsd values
(Figure 4A).

For both forms, the core of the
enzyme is flanked by the long N- and C-
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terminal ends which contain a few or no
regular secondary structure elements. The
N-terminus, from Ser; to Mety,, exhibits a
short loop (from Seryg to Ala;4) as a unique
secondary structure. It is mainly stabilized
both by hydrophobic interactions between
numerous hydrophobic residues and the
core of the enzyme, and by one hydrogen
bond between H“s and OFfss. The C-
terminal end, from Tyrjgs to Alay,
contains the two recycling cysteines
(Cysj9s and Cysae) and shows no
secondary structure element. For the
reduced form, the C-terminal end is only
stabilized by hydrophobic  contacts
between Ilesgo, 1le203, Valags and the core of
the enzyme. For the oxidized form, the C-
terminal end begins with the Cysjog
residue, which participates in the formation
of the Cyss-Cysjos disulfide bond, and
exhibits an important conformational
disorder as shown by high rmsd values
(Figure 4B).

The MsrAgeq active site is organized
around the catalytic Cyss; which is located
inside the canonical sequence
GlysoCyss1Phe52Trp53. As shown in
Figures 2C and 2E, Cyss; belongs to a
short loop between strand f; and helix a;.
This loop is surrounded by the f-f’" sheet
containing Aspjz. Following the Cyss
residue, the side chains of Phes, and Trpss
form a hydrophobic pocket, the indol ring
of Trps; being stabilized by a n-n
interaction with the aromatic side chain of
Tyrige. Surrounding this hydrophobic
pocket are Tyrg, (which makes part of the
o> helix), Glugs (located in the strand f;)
and Tyrj3s (which is situated between £’
and f,). The active site is surface-exposed
and accessible to the substrate. As shown
in Figures 2D and 2F, the active site of
MsrAox is organized around the Cyss;-
Cysjos disulfide bond and is surrounded by
the Phesz, Tl'p53, Tyrg;,, Tyrm and Tyrm
residues. More than in the case of the
reduced form, the active site of the
oxidized form 1is surface-exposed and
accessible to Trx. Finally, both active sites
display a strong hydrophobic character by



the presence of numerous aromatic residue
side chains (Phes,, Trpss, Tyrs; and Tyrjas).

Backbone superimposition of the
MsrAgeq solution structure with that of
MsrAoy leads to a rmsd value of 1.83 A for
residues 14 to 122 and 132 to 195 (Figure
5A). Except for the Glny,-Thr3; segment,
both structures are very similar, suggesting
that the Cyss-Cysjos disulfide bond
formation does not affect the global
folding of the enzyme. The reduced and
oxidized forms adopt a similar active site
conformation (Figures 2E and 2F),
especially with regard to the position and
side chain conformation of aromatic
residues (Trps3, Tyrsy, Phesy). The major
difference concerns the Glnjy-Thrys
segment. Indeed, in the reduced form, this
segment adopts a little 2-stranded S-sheet
(f’, ) surrounding the active site. In the
oxidized form, this segment is less
structured, does not cover the active site
and undergoes a strong structural disorder
(Figure 4A). The consequence of this
disorder is to expose to solvent the
hydrophobic active site of MsrApx as
shown by the hydrophobic surface
comparison between MsrAgeq (Figure 5C)
and MsrAox (Figure 5D). Finally, looking
at the C-terminal part of both two forms,
only the conformation of residues Gly;og,
Tyri97 and Cys)os is affected in the MsrAox
structure (Figure 5B), as shown by ¢, y et
%1 dihedral values for these residues (Table
[I). One could argue that the
conformational switch of the Gly;96-Cys;os
segment should allow the closeness of
Cyss; and Cysjog and the formation of the
Cyss)-Cys)og disulfide bond.
Internal mobility of MsrAgq and
MsrAoy

For both forms, the 3D structures
exhibit some spatial disorder in special
parts of the enzyme (i.e. essentially the N-
and C-terminal parts). Such disorders can
indeed be explained by only a few
observable nOe effects, poor spectral
quality or missing assignments. But, in
most cases, these disorders can be
correlated to a particular dynamic behavior

Annexe 3

of the concerned part of the enzyme. In
order to characterize the molecular
motions, the R;, R, and {'H}-"N NOE
values (see supplementary data, Figure S3)
were analyzed by using the model free
dynamics  formalism'®""  under the
assumption of an overall anisotropic
molecular tumbling. For a set of selected
residues (residues that exhibit either
significant conformational exchange (high
R>), or motions on the fast timescale (low
NOE factor) were excluded from the
analysis), the R,/R; ratios were corrected
from the contributions of high-frequency
components and subsequently used to
determine the rotational diffusion tensors
that describe the overall tumbling. As a
result, the global motion is shown to be
fully anisotropic for both forms: a
correlation time of 14.08 ns with an
anisotropy equals to 1.07 and a rhombicity
equal to 1.15 for MsrAgeq; a correlation
time of 13.90 ns with an anisotropy equals
to 1.07 and a rhombicity equal to 1.49 for
MsrAox. Even if the global correlation
times are similar, the different rhombicity
between the two forms testifies their
different dynamical properties.

Then, the internal mobility analysis,
using the Lipari and Szabo’s Model Free
approach, leads both to a value of the
square of the generalized order parameter
(S%), which characterizes the restriction of
internal motions, and to the effective
correlation time for internal motions (z.).
Examination of the order parameters (S°)
indicates that both forms adopt a fairly
rigid folding as reflected by the fact that
most of the $° values are above 0.9.

Even if global reorientations of both
forms seem to be close, it is also
interesting to compare the local dynamic
behavior of both forms of the enzyme and
to estimate how the dynamic properties are
affected by the Cyss;-Cysjos disulfide bond
formation. In the reduced form, the most
mobile part of the enzyme is the Tyrjos-
Glyz02 segment, thus generating
conformational adaptability that may
facilitate substrate binding. In contrary, for
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the MsrAoy structure, it is observed that
the Tyrj95-Glyzp2 segment exhibits lower
rmsd and higher S?, which reflects a
rigidification (Figure 3). The Gln;2,-Thr;3;
segment, which covers the active site,
becomes flexible as confirmed by the
comparison of (1-S%), rmsd and J(@N)
between the two forms (Figure 3). It must
be recalled that J(wn) are the spectral
densities which reflect better local
dynamics changes in our case. Finally, the
C-terminal terminus (Ilesps to Alayy),
which is stabilized by hydrophobic
interactions in the reduced form, shows a
higher mobility in the oxidized form as
reflected by lower S* and higher J(ox).
This latter feature probably facilitates the
formation of the Cysjes-Cysaoe disulfide
bond.

Structural comparison between the
MsrAgeqs solution structure and X-ray
structures

Backbone superimposition of the
MsrAgeq solution structure with the X-ray
structure of MsrA*“ Jeads to rmsd values
of 1.27 A for residues 12 to 193 (Figure
6A), of 124 A with MsrA®™ (186
residues; 61 % of sequence identity with
MsrA%“"y and of 1.22 A with MsrA™™*
(141 residues; 44 % of sequence identity
with MsrA®“"). Except for the absence of
about 40 residues at the N-terminal
fragment of MsrA™* and for the C-
terminal end of MsrA®“" the MsrAgeq
solution structure possesses the same
folding as the one encountered in the X-ray
structures.

As shown in Figure 6B, the active
sites observed for the complexed MsrA%“”"
X-ray and MsrAg.q in solution structures
are rather similar. The same statement
remains true with the MsrA™*® and
MsrA®  X-ray structures. The Phes,,
Trpss, Tyrss, Aspig, Tyrizs and Tyrg
residues present the same side-chain
conformation in the X-ray and solution
structures. In particular, in the solution
structure, the side chains of Phes; and
Trps; form a hydrophobic pocket, similarly
to that observed in MsrA®“" and
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MsrAM™ X_ray structures in which one of
the two methyl groups of the dimethyl
arsenate adduct and that of a Met coming
from a neighboring monomer are located,
respectively. Such methyl groups are
supposed to mimic the methyl € of MetSO.
Moreover, the Tyrs, and Tyr;34 side chains
are positioned similarly to those in the
MsrAZ<" and MsrAM X-ray structures,
forming hydrogen bonds with a water
molecule that is postulated to mimic the
oxygen atom of MetSO. Only, the side-
chains of two invariant residues adopt
different conformations: Cyss; which is
involved in the nucleophilic attack of the
sulfoxide function of MetSO, and Gluos,
the role of which is to stabilize the
transition state which leads to the
formation of the sulfenic acid
intermediate.'?

The C-termini show  different
conformations. In the MsrAgreq solution
structure, the Projos-Tyri97 segment forms
a bend that places CPs, and CPo5 at a mean
distance of 8.4 A (with a minimal distance
of 6.1 A) (Figure 6C). This latter distance
is shorter than the one found in the
MsrA%" X-ray structure (11.2 A) (Figure
6D). In contrast to the former crystalline
structure, in which the Projos to Ilesps
sequence adopts an extended
conformation, MsrA?“ and MsrAM™®
exhibit the same bend (Projes to Tyrje7) as
the one encountered in the MsrAge
solution structure (Figure 6E). Because of
the presence of this bend, the distance
between CBS] and CP g in MsrAgeq solution
is similar to that observed in crystalline
MsrA®“* (8 A) and to that observed in the
solution structural model of MsA®“" (7.9
A). " Moreover, MsrA¥* is a particular
case due the presence of an extra residue.
Indeed, in the MsrA M- X-ray structure,
the analogous Cysjeg is in position i+2
with respect to the analogous Tyr;9; and
the side chain of Tyr97 is facing the active
site. In this context, the CPs - CPiog
distance is slightly shorter (6.6 A).

Finally, the Tyrjg7 and Cysjog side
chains in the MsrAge solution structure



exhibit different conformations compared
to the X-Ray structures (complexed
MsrA®", MsrA®*™; MsrA™"™). The C-
terminal Gly;99-Gluyz; sequence exhibits
different conformations when compared to
the solution structure and the X-Ray
structures, suggesting a flexibility of this
sequence. However, one has to note the
similar distance between CP,o¢ and CBM,
(23.7 £ 2.7 A for the MsrAge solution
structure, 21.2 A and 194 A in the
MsrA““" and MsrA®* X-ray structures,
respectively).

Thus, solution structure and X-ray
structures are all in good agreement with
respect to the global folding of MsrA. The
mean distances between the different
cysteines are definitely too large to allow
the formation of disulfide bonds (around 8
A between CPos and CPs;, and 22 A
between Cﬁlgg and CB206). Some observed
minor differences (Cyss;, Glugs, Tyri97 and
Cysios) could be explained by the presence
of different substrate mimics. Therefore, in
order to investigate more deeply the
differences between the free and substrate
binding states, we have performed a
titration study of C51A MsrA®“" with a
chemically protected substrate.
Enzyme/Substrate complex study

In the case of MsrA®"
determination of the structure of a
Michaelis complex was not possible with
the wild type because of the turn-over of
the enzyme. Thus, the catalytic Cyss; had
to be substituted. The choice of Ala,
instead of Ser is justified by the
hsydrophobic character of the active site. A
""N-labeled C51A MsrA sample was
prepared in order to detect possible
perturbations generated by the Ala
substitution. Its 'H-"N HSQC spectrum
was recorded and attributed by comparison
and analogy with the HSQC spectrum of
MsrAgred. Most of the nuclei have nearby
chemical shifts. The chemical
perturbations generated by the substitution
were estimated by comparing the amide
chemical shift differences between

MsrAges and C51A MsrA by the bias of

Annexe 3

the consensual values of Ad (see Materials
and Methods section). The localization of
these perturbations in the 3D solution
structure of MsrAgr.q shows that the Alas;
substitution leads to numerous
perturbations for the local surroundings of
Alas;, due to its central position inside the
core of the enzyme, but of rather minor
intensities. In fact, from a conformational
point of view, they should not prevent the
recognition of the substrate by C51A MsrA
(see supplementary data, Figure S4, for the
plot of Ad values versus amino acid residue
number and the localization of these
perturbations in the 3D solution structure
of MsrARged)

The relevance of using such a mutated
MsrA being confirmed by the former
conformational results, 'H-"N HSQC
spectra were performed with increasing
Ac-L-Met(R,S)-SO-NHMe /enzyme ratios,
varying from 0 to 253. Taking into account
the low apparent affinity value of MsrA for
Ac-L-Met(R,S)-SO-NHMe (estimated to
42 + 1 mM)," such an important ratio was
necessary to reach enzyme saturation. A
superimposition of the ten HSQC spectra
revealed that numerous cross-peaks were
more or less affected by the progressive
addition of substrate. These observations
indicate that the free and substrate-
complexed forms of C51A MsrA are in
fast exchange on the NMR time scale. The
HSQC spectrum, recorded in the presence
of a 253-fold excess of substrate, was used
for the A& calculation. The backbone
amide chemical shift changes for each
residue of C51A MsrA in the complex are
shown in Figure 7A. Large chemical shift
perturbations were observed for several
residues. Illustration of these changes on
the 3D solution structure of C51A MsrA
reveals that the majority of the perturbed
amide groups are situated near the binding
site, 1.e. in the Alas; vicinity (Figure 7B).
However, some of them are in enzyme
regions far from the active site: the helix
o4, the N-terminus and the C-terminus.
Given the high substrate concentration,
these latter perturbations may be due to
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non-specific interactions and have not been
considered.

Weak Ad values are observed for
Trpss, Tyrsz, Aspize, Tyrizs, and Tyrie;
residues belonging to the active site, except
for Glugs (Ad = 0.12 ppm). By using the
'H-"N HSQC experiment for substrate
titration, only the chemical shift changes
generated on the backbone environment
(i.e. on the amide groups) were taken into
account. For all of the non-perturbed amide
groups, only the side-chains are implicated
in substrate recognition, suggesting that
their backbone amide groups are not
affected. For the Glugs residue, the slight
perturbation observed for its Ad value
could be correlated with the difference
between the conformation of Glugs side
chain in the free state solution and the X-
ray complexed conformations, suggesting a
conformational change for this residue
occurring upon substrate binding.

The Tyrjos-Cysios segment (with
exception of Tyrjg7 which interacts with
the substrate by its side chain) and the two
Glyaor and Glyap, residues possess
significant A8 values, in particular for
Cysios (Ad = 0.65 ppm). This suggests that
these fragments of MsrAgreq are highly
perturbed by the substrate binding, which
could correspond to a  major
conformational change  during the
enzyme/substrate complex formation. This
observation agrees with the hypothesis of
conformational  adaptability of this
segment and the difference between the
conformation of Tyrje7-Cysjeg residues in
the free state solution and in the X-ray
complexed conformations.

All of the perturbations encountered
in the active site environment, generated
by the enzyme/substrate = complex
formation, correlate well with the
conformational differences observed for
some MsrA regions when comparing the
free solution structure of MsrAgeq with the
X-ray structures of the enzyme/substrate
mimic complexes, suggesting that residues
Glugs, and Tyries to Cysjes undergo
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conformational changes upon substrate
binding.

DISCUSSION

The examination of MsrAg.q solution
structure reveals that, in the reduced state,
the distances between cysteine residues are
too large to allow the formation of any of
the disulfide bonds (Cyss;-Cysjes and
Cysio8-Cysaos as well). The NMR
dynamics study also shows that the free
active site undergoes mobility on the
picosecond to nanosecond timescale,
generating a conformational adaptability
that may facilitate substrate binding. The
structural comparison between the MsrAgeq
structure in solution and other ligand-
complexed MsrA X-ray structures, in
addition with the NMR enzyme/substrate
complex study, show that substrate binding
induces conformational change for
residues Glugs, and Tyrjes to Cysjog which
leads to a similar conformation as those
described in the X-ray structures. But once
again, as observed for the X-ray structures,
which are substrate-like complexed
enzymes, the distances between the
cysteines in the enzyme/substrate complex
remain too large to make possible the
formation of disulfide bonds. This strongly
suggests that a conformational change
occurs concomitantly or after the formation
of the sulfenic acid intermediate and/or
release of Met which likely permits to
bring closer Cyss; and Cysjos residues, and
consequently, the Cyss;-Cysjog disulfide
bond formation.

Unfortunately, the chemical stability
of the sulfenic acid intermediate is low
thus preventing NMR determination of its
3D structure. In that context, determination
of the first structure of a Cyss;-Cysjos
disulfide oxidized form of a MsrA is
highly informative. Indeed, structural and
dynamical properties of MsrApx are
roughly similar to the MsrAgres ones.
Nevertheless, some specific parts exhibit
interesting differences, which should lead
to functional implications. In particular, in
the MsrAgx solution structure, the Glnjzo-



Thri;; segment shows no secondary
structural elements and high mobility.
Examination of the X-ray structure of
MsrA“““" in which an arsenate molecule is
covalently bound to Cyss; reveals that the
GlInj22-Thr3; conformation is stabilized by
a hydrogen bond network involving water
molecules. In the MsrAo, structure, this
network appears to be broken. The active
site is now more exposed to the solvent,
displaying a hydrophobic patch on the
molecular surface. A conformational
switch of the Gly 96-Cysj9s segment is also
observed which makes possible the
formation of the Cyss-Cysjos disulfide
bond. It also appears that the Ilex-Alay
segment, which is stabilized by
hydrophobic interactions with the core in
the MsrAgeq form, displays high mobility
(on the picosecond to nanosecond
timescale) which can favor Cys;¢s-Cysaos
disulfide bond formation.

The solvent-exposed hydrophobic
surface of the MsrAgy active site 1S an
interesting feature with regard to the Trx
dependent Cyssi-Cysjosg disulfide
reduction. In fact, many MsrAs like the
MsrAM™  possess only the recycling
Cysjog. In this case, the disulfide bond
reduced by Trx is the Cyss;-Cys oz one. It
has been shown that the MsrA®<* Cyss-
Cysjog disulfide bond can also be reduced
by Trx'. Therefore, MsrAo, structure can
also be considered to be representative of
the structure of the oxidized form of the
sub-class of MsrA possessing only the
recycling Cys)og residue. Then, the solvent-
exposed hydrophobic surface of the
oxidized form likely plays a role in Trx
interaction during the reduction step.
Indeed, several studies have shown that the
Trx active site exhibits large solvent-
exposed hydrophobic surface, *15 such a
surface playing a key role during the
interaction with other partners.

MATERIALS AND METHODS

Sample Preparation
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The E. coli strain used for production
of E. coli wild-type MsrA and
C86S/C206S mutated MsrA was BL21-
DE3 transformed with a plasmidic
construction containing the corresponding
coding sequence under the T7 promoter.
Site-directed mutagenesis were performed
as described previously.” '°N- and '"N/"*C-
labeled samples were prepared by growing
cells at 37° C in M9 minimal media,
supplemented with (""NH4)Cl as the sole
nitrogen source and with '*C-labeled
glucose, as the unique carbon source.
MsrA production was induced at an ODgg
of 0.6 by addition of 1| mM IPTG and
harvested after 4 h for the "N/"*C protein
and 16 h for the "N protein. Purification
was done as described by Boschi-Muller et
al..’ Sample purities and molecular masses
were checked by SDS-PAGE and
electrospray mass spectrometry,
respectively.

To obtain the Cyss)/Cys og oxidized
form, the double C86S/C206S mutated
MsrA was incubated with an excess of
MetSO. The protein was then purified by
gel filtration. The formation of the
Cyssi/Cysios disulfide bond was checked
by electrospray mass spectrometry and
thiol titration by DTNB.

The NMR samples were prepared
with 1 mM protein concentration (95%
H>0, 5% D,0) in 10 mM phosphate buffer
at pH 7.1. Samples were degassed and
sealed under nitrogen. Reduced form
samples were kept in their reduced state by
adding 50 mM 1,5-dithiotreitol-d
(Cambridge Isotope Laboratories).

NMR Spectroscopy

All spectra were acquired at 298K on
a Bruker DRX 600 MHz spectrometer
equipped with a gradient 3-axis TXI probe.
Spectra were processed using the program
XWINNMR (Bruker) and analyzed with
the program XEASY'®. TSP-d; (Euriso-
top) was used as an internal reference for
'H chemical shifts and as external
reference for calibration of "*C chemical
shifts. Indirect referencing was used for the
>N chemical shift. '’ Backbone amide 'HY,
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'H% N, "C® and "C’ resonances were
assigned using 'H-"N HSQC, HNCO,
HN(CA)CO, HNCA, HN(CO)CA,
CBCANH, CBCA(CO)NH and HNHA
experiments; side chain 'H, "*C resonances
were assigned using CC(CO)NH and
HCCH-TOCSY experiments. The
chemical shifts were deposited in the
BioMagResBank under the access number
BMRB-6090 for MsrAge'’ and BMRB-
6786 for MsrAoy'®
(http://www.bmrb.wisc.edu). Interproton
distance restraints were derived from three-
dimensional 'H-"*C/'">’N  HSQC-NOESY
experiments with two mixing time values
of 75 and 150 ms; a particular 'H-"C
HSQC-NOESY experiment was
performed, with the "*C frequency carrier
set to 150 ppm (corresponding to the
aromatic carbons) and a mixing time of 70
ms, especially for the assignment of the
aromatic protons.m'lg

'H/'H exchange experiments were
performed using lyophilized "“N-labeled
samples dissolved in D>O. The exchange
rates of amide protons were monitored by
'H-'"N HSQC experiments of 30 minutes
duration, performed during 12 h. The
resulting data were fitted as a
monoexponential curve so as to determine
the kinetic exchange rate &,,. The k,, values
were then normalized to evaluate the
protection factor values.”® This latter
method permits to include a priori
experimental hydrogen bond restraints in
the calculation on the assumption that high
protection factor values correlate with
secondary structure predictions.
Spin relaxation measurements

The "N longitudinal relaxation rates
(Ry), SN transverse relaxation rates (R>),
and steady-state heteronuclear {'H}-"°N
NOE values of MsrAgreq and MsrAp, were
determined. Experiments were performed
as described by Farrow et al.*' on a Bruker
Avance 600 MHz NMR spectrometer at
298K, using a 'H/"N/“C cryoprobe.
Spectral widths of 10,163 Hz for 'H (F2
domain with the 'H carrier frequency set to
the water signal, 4.7 ppm) and 2430 Hz for
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"N (F1 domain with the carrier frequency
set to the middle of the amide region, 120
ppm), were used. For the R, and R>
measurements, 2048 ('H) and 256 ("°N)
complex data points were collected with 8
transients/increment and a recycle delay of
5s. Ten delays of 20, 100, 200, 300, 500,
700, 1000, 1500, 2000 and 2500 ms were
used during the inversion-recovery period
of the R, experiments, whereas eight
delays of 15.7, 31.4, 47.1, 62.9, 78.5, 94.2,
109.9 and 141.3 ms were used during the
CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill)
period of the R, experiments. Raw data
were processed and analyzed with the
GIFA software package.22 The relaxation
rate constants were obtained by fitting the
peak intensities to a single exponential
function using the nonlinear least-squares
method. Heteronuclear 'H-"N NOE
experiments were carried out in an
interleaved manner, with and without
proton saturation period of 4.5s applied
before the start of the 'H-""N HSQC
experiment and repeated twice under
identical conditions. 48 transients were
collected for each experiment. {'H}-"°N
NOE were deduced from the ratios of peak
intensities obtained with and without
proton saturation.
Backbone dynamics

The "N experimental relaxation data
were first used as input into the RotDif
prc»gram23 to obtain the global motion, and
then into the Dynamics program®* to derive
the local motions. The amide bond was
fixed to 1.02 A and a mean N chemical
shift anisotropy value of -170 ppm was
used during the fitting procedure. In some
cases, residues exhibit additional internal
motions which are taken into account by
the Dynamics program but which may be
referred to as a different model of motion
for a given residue in each of the two
forms, reduced or oxidized. Thus, and
because both forms have to be compared
with minimum hypothesis (maximum of
confidence), a direct spectral density
mapping™ (which is independent of the
model of global reorientation) was also



6erfo:)rmed using the DYNAMOF program.
Titration of C51A MsrA with Ac-L-Met-
(R,S)-SO-NHMe

The NMR sample containing 1 mM
of '"N-labeled C51A MsrA was prepared
in 10 mM phosphate buffer (95% H,0, 5%
D;O) and 50 mM 1,5-dithiotreitol-d\o
(Cambridge Isotope Laboratories) at pH
7.1 in order to observe possible
perturbations generated by the substitution.
The amide chemical shift perturbations
(Ad) were calculated as Ad = TAS'SN | /f+
| A8'H. ?” The introduction of the f factor
and of its value was justified by the
difference in the spectral widths of the
backbone '°N resonances and the 'H
signals ("°N range, 135 - 104 ppm = 29
ppm; 'H range, 11.6 — 6.3 ppm = 5.3 ppm;
correction factor f = 29/5.3 = 5.5). Thus,
the correction factor f = 5.5 was used in
order to give roughly equal weighting for
each of the 'H and "N chemical shift
changes. The titration was performed at 10
substrate/enzyme ratios i.e. 0, 9, 18, 23, 35,
60, 87, 120, 165 and 253. The
concentration of C51A MsrA (**N-labeled)
is equal to 1 mM. 'H-""N HSQC spectra
were recorded for each titration ratio. The
substrate used was Ac-L-Met-(R,S)-SO-
NHMe instead of L-Met-(R,S)-SO because
MsrA displays a better affinity for the
protected MetSO substrate'> as already
shown for the MsrA from N. meningitidis.’
The Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe used was
a mixture of the two LS and LR
diastereoisomers. MsrAs recognize only
the LS diastereoisomer, whereas the LR
one is neither a substrate® nor an inhibitor
even at the high concentration used.’
Therefore, only the LS diastereoisomer
binds to MsrA. The amide chemical shift
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perturbations (Ad) between the complexed
and the free forms were calculated as
defined above by comparing the HSQC
spectrum of the complexed form at a
substrate/enzyme ratio of 253 with that of
the free C51A MsrA.

Structure Calculations

NOE cross-peaks were classified as
strong, medium or weak, and converted
into upper limits of 2.5, 3.5 and 5.5 A.
Restraints involving pseudo-atoms were
systematically over-estimated. Hydrogen
bond restraints were treated as two
distance restraints with an upper limit of
24 A between the hydrogen and the
acceptor heavy atom, and that of 3.5 A
between the acceptor and donor heavy
atoms. Backbone ¢ and y dihedral
restraints were derived from the program
TALOSY using as input the 'H, Pc, N,
backbone chemical shifts determined
previously. Only TALOS prediction with
10 agreeing matches were used as ¢ and vy
dihedral restraints. To each of them was
attributed an average value with a standard
deviation range with a minimum of 10°.
All of the peptide bonds were kept planar
and trans. Experimental restraints are
summarized in Table L.

Structures were calculated with the
program DYANA.*® 500 randomized
structures were generated and simulated
annealing calculations were performed
with DYANA. The 20 structures with the
lowest target function were selected as the
final set. Figures were made using
MOLMOL® and INSIGHT II. The
coordinates of the 20 final structures have
been deposited in the Brookhaven Protein
Data Bank under accession number 2GT3
for MsrARgeq and 2IEM for MsrAox.

192



Annexe 3

ACKNOWLEDGEMENT

This research was supported by the CNRS, the Universities of Nancy I and INPL, the
IFR 111 Bioingénierie, the Association pour la Recherche sur le Cancer (ARC-N° 5436) and
the French Ministry of Research (ACI BCMS047). Mathias Antoine gratefully thanks the
French Ministry of Research for financial support. Accesses to the Bruker DRX 600 (NMR
facilities of the Service Commun de Biophysicochimie des Interactions, Nancy I) and to the
Bruker DRX 800 (NMR facilities of the Laboratoire de RMN a haut champ, ICSN-CNRS,
Gif-sur-Yvette) were deeply appreciated. We thank Dr G. Boussard and Dr. S. Sonkaria for
their critical review of the manuscript, Dr S.Azza and S. Gioria for their technical assistance.

REFERENCES

1. Droge, W. (2002). Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol. Rev.
82, 47-95.

2. Olry, A., Boschi-Muller, S., Marraud, M., Sanglier-Cianferani, S., Van Dorsselear, A. &
Branlant, G. (2002). Characterization of the methionine sulfoxide reductase activities of
PILB, a probable virulence factor from Neisseria meningitidis. J. Biol. Chem. 277, 12016-
12022.

3. Boschi-Muller, S., Azza, S., Sanglier-Cianferani, S., Talfournier, F., Van Dorsselear, A. &
Branlant, G. (2000). A sulfenic acid enzyme intermediate is involved in the catalytic
mechanism of peptide methionine sulfoxide reductase from Escherichia coli. J. Biol.
Chem. 275, 35908-35913.

4. Lowther, W. T., Brot, N., Weissbach, H. & Matthews, B. W. (2000). Structure and
mechanism of peptide methionine sulfoxide reductase, an "anti-oxidation" enzyme.
Biochemistry 39, 13307-13312.

5. Taylor, A. B., Benglis, D. M., Jr., Dhandayuthapani, S. & Hart, P. J. (2003). Structure of
Mycobacterium tuberculosis methionine sulfoxide reductase A in complex with protein-
bound methionine. J. Bacteriol. 185, 4119-4126.

6. Tete-Favier, F., Cobessi, D., Boschi-Muller, S., Azza, S., Branlant, G. & Aubry, A.
(2000). Crystal structure of the Escherichia coli peptide methionine sulphoxide reductase
at 1.9 A resolution. Structure Fold. Des. 8, 1167-1178.

7. Boschi-Muller, S., Olry, A., Antoine, M. & Branlant, G. (2005). The enzymology and
biochemistry of methionine sulfoxide reductases. Biochim. Biophys. Acta 1703, 231- 238.

8. Lowther, W. T., Weissbach, H., Etienne, F., Brot, N. & Matthews, B. W. (2002). The
mirrored methionine sulfoxide reductases of Neisseria gonorrhoeae pilB. Nat. Struct.
Biol. 9, 348-352.

9. Lowther, W. T., Brot, N., Weissbach, H., Honek, J. F. & Matthews, B. W. (2000). Thiol-
disulfide exchange is involved in the catalytic mechanism of peptide methionine sulfoxide
reductase. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 97, 6463- 6468.

10. Lipari, G. & Szabo, A. (1982). Model-free approach to the interpretation of nuclear
magnetic resonance relaxation in macromolecules. 2. Analysis of experimental results. J.
Am. Chem. Soc. 104, 4559-4570.

11. Lipari, G. & Szabo, A. (1982). Model-free approach to the interpretation of nuclear
magnetic resonance relaxation in macromolecules. 1. Theory and range of validity J. Am.
Chem. Soc. 104, 4546-4559.

12. Antoine, M., Gand, A., Boschi-Muller, S. & Branlant, G. (2006). Characterization of the
amino-acids from Neisseria meningitidis MsrA involved in the chemical catalysis of the
methionine  sulfoxide  reductase step. J.  Biol Chem. (in  press)

193



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

23

24,

25.

26.

27.

Annexe 3

Beraud, S., Bersch, B., Brutscher, B., Gans, P., Barras, F. & Blackledge, M. (2002).
Direct structure determination using residual dipolar couplings: reaction-site conformation
of methionine sulfoxide reductase in solution. J. Am. Chem. Soc. 124, 13709-13715.

Eklund, H., Cambillau, C., Sjoberg, B. M., Holmgren, A., Jornvall, H., Hoog, J. O.
& Branden, C. . (1984). Conformational and functional similarities between glutaredoxin
and thioredoxins. Embo J. 3, 1443-1449.

Himawan, J. S. & Richardson, C. C. (1996). Amino acid residues critical for the
interaction between bacteriophage T7 DNA polymerase and Escherichia coli thioredoxin.
J. Biol. Chem. 271, 19999-20008.

Bartels, C., Xia, T., Billeter, M., Giintert, P. & Wiithrich, K. (1995). The program
XEASY for computer-supported NMR spectral analysis of biological macromolecules. J.
Biomol. NMR 6, 1-10.

Wishart, D. S., Bigam, C. G., Yao, J., Abildgaard, F., Dyson, H. J., Oldfield, E.,
Markley, J. L. & Sykes, B. D. (1995). 'H, C and '°N chemical shift referencing in
biomolecular NMR. J. Biomol. NMR 6, 135-140.

Coudevylle, N., Antoine, M., Boschi-Muller, S., Branlant, G. & Cung, M. T.
(2006). 'H, C and "N resonance assignment of an oxidized form Cys51-Cys198 of
methionine sulfoxide reductase A from Escherichia Coli. J. Biomol. NMR (Epub ahead of
print).

Coudevylle, N., Thureau, A., Azza, S., Boshi-Muller, S., Branlant, G. & Cung, M.
T. (2004). 'H, C and "N resonance assignment of the reduced form of methionine
sulfoxide reductase A from Escherichia coli. J. Biomol. NMR 30, 363-364.

Bai, Y., Milne, J. S., Mayne, L. & Englander, S. W. (1993). Primary structure
effects on peptide group hydrogen exchange. Proteins 17, 75-86.

Farrow, N. A., Muhandiram, R., Singer, A. U., Pascal, S. M., Kay, C. M., Gish,
G., Shoelson, S. E., Pawson, T., Forman-Kay, J. D. & Kay, L. E. (1994). Backbone
dSynamics of a free and phosphopeptide-complexed Src homology 2 domain studied by
"N NMR relaxation. Biochemistry 33, 5984-6003.

Malliavin, T. E., Pons, J. L. & Delsuc, M. A. (1998). An NMR assignment module
implemented in the Gifa NMR processing program. Bioinformatics 14, 624-631.

Walker, O., Varadan, R. & Fushman, D. (2004). Efficient and accurate
determination of the overall rotational diffusion tensor of a molecule from "°N relaxation
data using computer program ROTDIF. J. Magn. Reson. 168, 336-345.

Hall, J. B. & Fushman, D. (2003). Characterization of the overall and local
dynamics of a protein with intermediate rotational anisotropy: Differentiating between
conformational exchange and anisotropic diffusion in the B3 domain of protein G. J.
Biomol. NMR 27, 261-275.

Lefevre, J. F., Dayie, K. T., Peng, J. W. & Wagner, G. (1996). Internal mobility in
the partially folded DNA binding and dimerization domains of GAL4: NMR analysis of
the N-H spectral density functions. Biochemistry 35, 2674-2686.

Barthe, P., Ropars, V. & Roumestand, C. (2006). DYNAMOF : un programme
pour l'analyse dynamique de données de relaxation obtenues a champs magnétiques
multiples. C. R. Chimie 9, 503-513.

Williamson, R. A., Carr, M. D., Frenkiel, T. A., Feeney, J. & Freedman, R. B.
(1997). Mapping the binding site for matrix metalloproteinase on the N-terminal domain
of the tissue inhibitor of metalloproteinases-2 by NMR chemical shift perturbation.
Biochemistry 36, 13882-13889.

194



Annexe 3

28. Moskovitz, J., Poston, J. M., Berlett, B. S., Nosworthy, N. J., Szczepanowski, R. &
Stadtman, E. R. (2000). Identification and characterization of a putative active site for
peptide methionine sulfoxide reductase (MsrA) and its substrate stereospecificity. J. Biol.
Chem. 275, 14167-14172.

29. Cornilescu, G., Delaglio, F. & Bax, A. (1999). Protein backbone angle restraints
from searching a database for chemical shift and sequence homology. J. Biomol. NMR 13,
289-302.

30. Guntert, P., Mumenthaler, C. & Wuthrich, K. (1997). Torsion angle dynamics for
NMR structure calculation with the new program DYANA. J. Mol. Biol. 273, 283- 298.

31. Koradi, R., Billeter, M. & Wuthrich, K. (1996). MOLMOL.: a program for display
and analysis of macromolecular structures. J. Mol. Graph. 14, 51-55.

32. Balta, B., Monard, G., Ruiz-Lopez, M. F., Antoine, M., Gand, A., Boshi-Muller, S.
& Branlant, G. (2006). Theoretical study of the reduction mechanism of sulfoxides by
thiols. J. Phys. Chem. A, 110, 7628-7636.

Abbreviations: DTNB, 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid; DTT, dithiothreitol; HSQC,
heteronuclear single quantum coherence; MetSO, L-methionine sulfoxide; Met-(S5)-SO, L-
methionine-(S)-sulfoxide; Met-(R)-SO, L-methionine-(R)-sulfoxide; Msr, methionine
sulfoxide reductase; MsrAopy, oxidized (Cyss-Cysjog) form of C86S/C206S MsrA from
Escherichia coli; MsrAgeq, reduced wild type apo form of MsrA from Escherichia coli; NMR,
nuclear magnetic resonance; NOE, nuclear Overhauser effect; NOESY, NOE spectroscopy;
rms, root mean square; rmsd, rms deviation; ROS, reactive oxygen species.

195



Annexe 3

Table 1. NMR-derived geometrical restraints and structural statistics of the entire
conformational set of reduced MsrAgeq and oxidized MsrAg,.

Restraint Number
MsrAged MsrAox
Upper interproton
Total of distance restraints 3082 2807
H-Bonds® 146 130
Intra 1769 1668
Sequential 853 654
Long-distance 314 355
Dihedral angle 262 258
) 130 128
V} 132 130
Violation Occurrence
MSI‘ARcd I'VISI"AG,,L
Distance violation
>0.0A 96 + 12 90+ 11
>0.1A 9+3 9+3
>02A 0 0
Dihedral violation
> ( degrees 36+8 Lk T
> § degrees 0 0
Ramachandran statistics (PROCHECK-NMR)
Residues in the most favorable region (%)  82.6 82.2
Residues in additional allowed regions (%) 17.3 17.4
Residues in generously allowed regions (%) 0.1 0.4
Residues in disallowed regions (%) 0 0
Atoms rmsd (A)
MSTARcd MSI‘AOX

Backbone (12-193) 0.85+0.14  (12-121,133-194) 0.85+0.14
Heavy (12-193) 1.64+021  (12-121,133-194) 1.62+0.19

* Each Hydrogen bond is treated as two distance restraints so that 73 hydrogen bonds lead to
146 distances restraints.

Table I1. Structural comparison of the MsrAgreg and MsrAg, Tyros-Cys;os segment.

MSrAged MsrAox
Residue ¢ (deg.) v (deg.) ¢ (deg.) v (deg.)
Tyris -103+5 1210 -95+3 16+ 14
Gly 96 -68 £ 10 -161 7 -106 + 19 65+43
Tyr97 -81 £ 28 124 £ 10 -65+12 139+ 16
Cysiog -129+ 10 166 £96 -80 + 30 -67 + 96
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Figure 1
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Figure 1. Catalytic Mechanism of E. coli MsrA (from ref. 3). Attack of Cysx on the sulfur
atom of the sulfoxide substrate leads to formation of a sulfurane’ (step IA), the
rearrangement of which leads to formation of a sulfenic acid intermediate (step IB). Attack of
Cysy on the sulfur atom of the sulfenic acid intermediate leads to the formation of a disulfide
bond between Cysx and Cysy and the release of a molecule of water, facilitated by acid
catalysis (step II). Return of the active site to a fully reduced state proceeds by a thiol-
disulfide exchange with Cysz and a thioredoxin regenerating system (steps IIIA and IIIB).
When Cysz is not present, as is the case for M. tuberculosis MsrA, the disulfide bond between
Cysx and Cysy is reduced by Trx (Step IIIC). RSOCH3; and RSCHj represent MetSO and Met,
respectively. For E. coli MsrA, X = C51, Y = CI98 and Z = C206.
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(A) | (B)

Figure 2. Overall solution structures and active sites of MsrAreqs and MsrAopx. Backbone
superimposition of the set of the 20 final structures for MsrAgreq (A: residues 12 to 193) and
MsrAoy (B: residues 12 to 121 and 133 to 194); Symbolic representation of the different
secondary structure elements for MsrAgpea (C) and MsrAox (D). Active sites of the most
representative structure of MsrAgeq (E) and MsrAoy (F); Backbones are represented by a blue
ribbon; essential amino acids are also shown with their side-chain.
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Figure 3. Backbone rmsd distribution and order parameters S” as a function of the residue
number along the MsrAg.q (A) and MsrAox (B) sequence (open symbols: rmsd in A; filled

symbols: order parameter S”) . J(®y) values obtained through spectral density mapping (C) for
both forms of E. coli MsrA (blue symbols for MsrAg.q and red symbols for MsrAgy).
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Figure 4. Glnj,-Thry3; segment conformation in the 20 final structures (A) and C-terminus
conformation (different color) of the 5 most representative structures (B) of MsrAopy In
solution. The rest of the backbone is figured by a grey ribbon.
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Q122-T132
segment

Figure 5. (A) Superimposition of the solution backbone structure of MsrAgeq (blue ribbon)
with that of MsrAoy (red ribbon). (B) Comparison between the solution structure of MsrAgeq
Tyrios-Cysjog segment (blue residues) with that of MsrAox (red residues). Hydrophobic
Connolly surfaces of MsrAgeq (C) and MsrAox (D) in solution.
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Figure 6. (A) Superimposition of the solution backbone structure of MsrAgeq (blue ribbon)
with X-Ray structure of MsrA““" (salmon ribbon). (B) Active site comparison between
MsrAgeq in solution (green residues) and X-Ray structure of MsrA <ol (salmon residues). (C)
C-terminus conformation of the most representative structure of MsrAgeq in solution. (D)
Comparison between C-terminus of MsrAg.q in solution (blue ribbon and green residues) with
X-Ray structure of MsrA*“" (red ribbon and black residues). (E) Comparison between C-
terminus of MsrAge in solution (blue ribbon and green residues) with X-Ray structure of
MsrA %" (grey ribbon and residues)
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Figure 7. (A) Chemical shift perturbations (A8) of the C51A MsrA““" backbone amide
groups upon binding with the Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe substrate. The combined 'H and
°N chemical shift differences, calculated using the equation AS = | AS"N|/f + |A8'H|,
where fis the scaling factor (f= 5.5) used to normalize the "H and "*N chemical shifts*® were
plotted against residue number. Large chemical shift perturbations were observed for the
following residues: Asps, Leus, Valy, Hisag, Hisss, Serss, Glyso, Glyss, Sergr, Valgs, Glugy,
Phess, Metigo, Ilejso, Thrizo, Gluyzz, Asnygs, Tyrigs, Glyios, Cysios, Glyaor and Glyzg. (B)
Structure mapping of the chemical shift variation of C51A MsrA*“”" upon substrate binding
generated (in red) onto the ribbon representation of the MsrAgeq 3D solution structure which
corresponds  to  significantly  perturbed  residues (A6 > 0,1 ppm).
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Figure S1. 'H-""N HSQC spectrum of the reduced form of C86S/C206S MsrA uniformly
labeled with '°N, recorded at a 'H frequency of 600 MHz, 1 mM, in a 95% H»0/5% D,O
mixture, with 50 mM  phosphate buffer (pH 7.1) at 298 K.
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Figure S2. (A) Chemical shift perturbations (Ad) of MsrAge.q backbone amide groups upon
the C86S/C206S mutation. The combined 'H and "°N chemical shift differences, calculated
using the equation Ad = |A5'5N Iff ¥ i [Aﬁ'H | , where f is the scaling factor (equal to 5.5)
used to normalize the 'H and "°N chemical shifts®® were plotted against residue numbers. (B)
Structure mapping of the chemical shift variation of MsrAgeg, the C86S/C206S mutation
generated (in red) onto the ribbon representation of the MsrAgeq 3D solution structure which
corresponds to significantly perturbed residues (A3 > 0,1 ppm). The location of Sergs, Glns3;
and Serapg residues is also shown.
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Figure S3. >N relaxation parameters R, (spin-lattice relaxation rate constant, top), R», (spin-
spin relaxation rate constant, middle) and 'H-"N steady-state heteronuclear NOE (bottom) of
MsrAged (in blue) and MsrAoy (in red) as a function of the residue number. The error bars
represent standard deviations in the estimated parameters.
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Figure S4. (A) Chemical shift perturbations (Ad) of MsrAg.s backbone amide groups upon
the C51A mutation. The combined 'H and "°N chemical shift differences, calculated using the
equation A3 = | A3"N |lf’f + | AS'H |, where f is the scaling factor (equal to 5.5) used to
normalize the 'H and "N chemical shifts®®) were plotted against residue numbers. (B)
Structure mapping of the chemical shift variation of MsrAgeq, the C51 A mutation generated
(in red) onto the ribbon representation of the MsrAge 3D solution structure which
corresponds to significantly perturbed residues (Ad > 0,1 ppm). The location of Alas; residue
is also shown.
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Matériels et Méthodes

La majorité des techniques enzymatiques utilisées au cours de cette thése étant décrite
en détail dans les articles présentés dans la partie Résultat de ce mémoire, seules les
techniques de génie génétique, de production et purification des enzymes et de détermination

des potentiels rédox seront décrites en détail dans cette partie.

I Matériel biologique et milieux de culture

I.1 Souches bactériennes

- E. coli DHS5a : supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM1S), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
relA1. Cette souche est utilisée pour I’obtention d’ADN plasmidique.

-_E. coli BE0O2 : MG1655 msrA :: specQ, msrB :: a3kan. Cette souche est utilisée pour la

production du type sauvage et des mutants des MsrA de N. meningitidis et d’E. coli.
- E. coli BL21 (DE3) : F-, ompT, hsdSg (rg" mg’) gal, dem. Cette souche qui contient I'ORF

codant la T7 ARN polymérase sous le contrble du promoteur /ac est utilisée pour la
production du type sauvage et des mutants des MsrA d’E. coli de marquées avec 1’isotope "N

et PN-C.,

1.2 Vecteurs plasmidiques

- pSKPILBMsrA : Phagemide recombinant pBluescript II SK (+) portant la séquence codante
de la MsrA de N. meningitidis sous le controle du promoteur /ac (Olry et al., 2002). Ce
vecteur porte le géne de résistance a I’ampicilline.

- pETMsrA : Phagemide recombinant pET-20b portant la séquence codante de la MsrA d’E.

coli sous le contréle du promoteur T7. Ce vecteur porte le géne de résistance a la kanamycine.

1.3 Milieux de culture bactérienne
1.3.1 Milieu riche LB

Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (5 g/L). Le pH est
ajusté a 7,5 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavé pendant 20 min a 1 bar. Ce milieu est
utilisé pour la production en grande quantité de plasmide pSKPILBMsrA N. meningitidis et
pETMSsrA E. coli et des protéines recombinantes correspondantes. Pour les milieux gélosés,

de I’agar est ajouté a raison de 17 g/L de milieu de culture avant stérilisation. Les milieux sont
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autoclavés 20 min a 120 °C. Afin de sélectionner les clones recombinants, 1’antibiotique

appropri¢ est ajouté a une concentration de 200 mg/L aprés stérilisation.
1.3.2 Milieu minimum M9

Composition : NaCl (0,5 g/L), KH,PO4 (22 mM), Na,HPO4, 7H,0 (50 mM), NH4ClI (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, 7H,O (2 mM), FeSOs4, 7H,0 (25
mg/L).
Ce milieu est utilisé pour les productions de la MsrA d’E. coli marquée "°N ou '"N-"C, aprés
ajout de "NH4Cl (1 g/L) ou "NH4CI (1 g/L) et °C glucose (4g/L).

1.3.3 Milieu riche SOB

Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (10 mM), KCI (2,5
mM), MgCl, (10 mM), MgSO4 (10 mM). Ce milieu est utilisé lors de la préparation de

cellules compétentes (voir chapitre I1.1.4) Le milieu est autoclavé 20 min a 120 °C.

I1 Techniques de génie génétique
I1.1 Préparation de I’ADN plasmidique

I1.1.1 La minipréparation

La minipréparation d'ADN est utilisée pour la préparation rapide d'une faible quantité
d'ADN dans un but analytique, a partir de 5 ml de culture. Le protocole passe par la lyse
alcaline des cellules grace a une solution de NaOH 0,2 N, SDS 1%. Le mélange est ensuite
neutralisé par une solution d’acétate de potassium/acide acétique, puis centrifugé. L’ADN
plasmidique contenu dans le surnageant est alors directement précipité par ajout d’éthanol a
90%. Le culot ainsi obtenu est ensuite lavé a 1’éthanol a 70% puis séché, repris en tampon
Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0, et finalement trait¢ 1 heure a 37°C par la
ribonucléase A (1 pg/ml).

I1.1.2 La maxipréparation
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Cette technique est utilisée pour la préparation en grande quantité d’ADN plasmidique
a partir d’une culture bactérienne de 100 mL. Aprés lyse alcaline des cellules et
centrifugation, I’ADN plasmidique est purifié¢ a 1’aide du kit Nucleobond AX (Macheray
Nagel) qui repose sur 1'utilisation d'une colonne échangeuse d’anions. L’ADN plasmidique
élué est concentré par précipitation a 1’isopropanol, lavé a 1’éthanol a 70% et enfin séché et
repris dans du tampon Tris 10 mM EDTA 2mM pH 8,0.

La concentration de I’ADN ainsi obtenu est déterminée par la mesure de 1’absorbance
a 260 nm en admettant qu’une unité de DO correspond a 50 pg/ml d’ADN double brin. La
pureté de I’ADN est estimée a partir du rapport DO26onm/DO280nm, qui doit étre compris entre
1,8 et 2.

I1.1.3 Séquencgage de I’ADN double brin

Le séquengage par méthode enzymatique est utilisé afin de vérifier I’introduction
correcte des mutations ainsi que I’absence de mutations parasites sur le plasmide, en utilisant
I’ADN polymérase du bactériophage T7. Une premiére étape consiste a préparer I’ADN
plasmidique sous forme dénaturée a I’'aide de NaOH 2M afin de permettre, dans une
deuxiéme étape, 1’hybridation de I'oligodesoxyribonucléotide de séquencage. La troisieme
étape de séquencage est réalisée avec la T7 ADN polymérase dont [’activité permet
I’élongation du brin d’ADN (Tabor et Richardson, 1987). L’élongation est stoppée apres
incorporation d’un didésoxyribonucléotide sur le brin d’ADN en élongation. La séquence
d’ADN est marquée au >°P grice a de ’a’PdATP dans le mélange réactionnel d’élongation.
La séquence d’ADN est analysée aprés migration sur un gel de polyacrylamide et révélation

par autoradiographie.
I1.1.4 Préparation et transformation des bactéries compétentes

Cette méthode est utilisée pour transformer les souches d’E. coli DH5a, BE002 et
BL21(DE3). Une culture bactérienne est réalisée en milieu SOB a une température comprise
entre 35 et 37°C, sous forte agitation. Cette dernicre est arrétée en phase exponentielle de
croissance lorsque la DOgoonm atteint 0,3-0,5. Elle est centrifugée et le culot est repris dans une
solution de TB froid (PIPES 10 mM, CaCl, 15 mM, KCI 250 mM, MnCl, 55 mM, pH 6,7).
Apres une incubation de 30 min dans la glace et une nouvelle centrifugation, le culot est

Oémc

repris dans 1/1 du volume initial de solution TB, en présence de diméthyle sulfoxyde (7%

210



Matériels et Méthodes

final) et incubée 2 heures dans la glace. Des fractions aliquotes sont rapidement congelées
par immersion dans de I’azote liquide et stockées a -80°C (Inoue ef al., 1990).

La méthode classique de transformaton des bactéries compétentes (Sambrook, 1989)
est réalisée en mélangeant 1 ng de plasmide et 50 ul de bactéries compétentes. Apres
incubation sur glace, le mélange est soumis a un choc thermique de 45 secondes a 42°C puis
les cellules sont régénérées 1 heure a 37°C en milieu LB avant d’étre étalées sur boite LB

avec 1’antibiotique de résistance approprié au plasmide utilisé et incubées une nuit a 37°C.

I1.2 Mutagenése du matériel plasmidique

La mutagenése dirigée a été réalisée a I’aide du Kit «QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit» commercialisé par Stratagéne. La méthode utilise I’ADN polymérase
thermostable Pfu pour répliquer les deux brins du plasmide avec une grande fidélité et sans
déplacer les oligodésoxyribonucléotides de mutagenése.

Elle nécessite aussi un plasmide double brin superenroulé et deux
oligodésoxyribonucléotides de mutagenése portant chacun la mutation a introduire. Les
oligodésoxyribonucléotides, chacun complémentaire d’un des deux brins du plasmide, vont
servir d’amorces 3’OH pour la synthése de I’ADN par la Pfu, conduisant a un plasmide muté
aux extrémités non religuées.

Le produit de la réaction de PCR est ensuite traité avec 1’endonucléase Dpn [
(séquence cible 5’-Gm6ATC-3’), spécifique de ’ADN méthylé et hémiméthylé, afin de
digérer I’ADN parental et ainsi sélectionner I’ADN néosynthétisé contenant la mutation. En
effet, ’ADN isolé de la plupart des souches d’E. coli est dam méthylé et donc susceptible
d’étre digéré par Dpn I. Une fraction du mélange de digestion, contenant I’ADN double brin
muté, circulaire et coupé, est utilisée pour transformer des bactéries DH5o compétentes qui
vont religuer les extrémités du plasmide muté et ’amplifier. Aprés transformation de 50 pL
de cellules DH5a compétentes par 1 & 5 pL de mélange de PCR, les cellules sont cultivées

pendant une nuit sur milieu solide.

III Production et purification des MsrA de N. meningitidis

II1.1 Production des protéines recombinantes

Les MsrA de N. meningitidis, sauvages et mutées, non marquées sont surproduites

dans la souche d'E. coli BE002 transformée par le plasmide recombinant pSKPILBMsrA
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portant I’'ORF de la protéine a produire. Typiquement, quatre litres de LB sont ensemencées
au 1/50°™ a partir d’une préculture d’une nuit en milieu LB en présence d’ampicilline (200
mg/l), de spectinomycine (25 mg/l) et de kanamycine (50 mg/l). Les cultures sont ensuite
incubées pendant 24 heures a 37°C en milieu LB sous agitation, en présence d’ampicilline
(200 mg/L).

Les cultures des cellules d’E. coli BL21(DE3), transformées avec les vecteurs
plasmidiques pETMsrA permettant la surexpression de la MsrA d’E. coli, sont ensemencées
au 1/50°™ a partir d’une préculture d’une nuit en milieu LB (protéine non marquée) ou
minimum M9 (protéine marquée "N ou ISN-”C) et incubées a 37°C. L’antibiotique de
résistance est la kanamicyne (200 mg/ml). A une DOgoonm comprise entre 0,6 et 0,8,
I’induction de la synthése de la T7 ARN polymérase est initiée par ajout de | mM d’IPTG et
conduit a I’induction de la synthése en grande quantité d’ARN messager correspondant a la
protéine recombinante. La culture est arrétée de 6 a 18 heures aprés induction.

Les cellules récoltées par centrifugation a 3000 g, sont lavées dans du tampon A
(Saccharose 25%, EDTA 5 mM, Tris-HC1 50 mM, pH 7,5) puis centrifugées et les culots

cellulaires sont stockés a -20°C.
I11.2 Purification des MsrA
Avant chaque étape, 50 mM en DTT est ajouté a la solution protéique
I11.2.1 Désintégration des cellules

Le culot cellulaire issu d'un litre de culture est repris dans 20 ml de tampon de
purification (Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) puis les cellules sont désintégrées a une
température de 4°C a I’aide d’un sonicateur (Branson Sonifier 250) ou d’un désintégrateur de
cellules (Constant Cell Disruption Systems). Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par

centrifugation a 12000 g durant 45 min.
[11.2.2 Précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium

Le surnageant de sonication est amené a 50% de saturation en (NH4),SOy et précipité
2 heures sous légere agitation a 4°C. A cette concentration en (NH4),SO4, la MsrA est

précipitée, elle est récupérée dans le culot aprés centrifugation pendant 45 min a 12000 g
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[11.2.3 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%, Biosepra) dont le
domaine de fractionnement se situe entre 5 et 70 kDa. L’élution se fait grace au tampon de
purification et est suivie par la mesure de la DOag nm. L'analyse des fractions est effectuée par
lecture de la DOsgonm et électrophorése sur gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE,
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.

111.2.4 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 (agarose 6% sur laquelle sont greffés des
groupements triméthylammonium, Amersham Biosciences) préalablement équilibrée avec le
tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 et couplée a un systeme FPLC (Amersham
Biosciences). L’élution se fait par un gradient linéaire croissant de KCI de 0 a 200 mM sous
un débit de 5 ml/min. Les MsrA de N. meningitidis sont éluées a environ 50 mM de KCI. Les
MsrA d’E. coli sont éluées a environ 150 mM de KCI.

Cette étape permet d’éliminer des contaminants protéiques et surtout beaucoup

d’acides nucléiques.
I11.2.5 Concentration et conservation des protéines
Les solutions enzymatiques pures sont finalement concentrées par ultra-filtration sous
pression a I’aide d’une membrane Amicon YM10 jusqu'a une concentration de 1’ordre de 20-
25 DO/mL. Les protéines sont ensuite précipitées en présence de (NH4):SOs (50% de

saturation) et de DTT (50 mM) puis conservées a —20°C.

I11.3 Controle de la pureté et de la masse des protéines purifiées

[11.3.1 Electrophorése sur gel (SDS-PAGE) en conditions dénaturantes
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L’électrophorése en conditions dénaturantes permet de suivre 1’évolution du degré de
pureté de I’enzyme au cours de la purification. Les protéines sont révélées par coloration au

bleu de Coomassie R-250.

[11.3.2 Détermination de la masse moléculaire par spectrométrie de masse

électrospray en conditions dénaturantes

La technique de spectrométrie de masse nécessitant un échantillon débarrassé de toute
trace de sels, 500 pg de protéines sont dessalés sur une colonne de filtration sur gel (HiPrep
26/10 Desalting, Amersham Biosciences) couplée au systéme FPLC, ou sur une colonne de
filtration sur gel PD-10 (BioRad). L'¢lution est réalisée par un tampon bicarbonate
d’ammonium 50 mM pH 7,6 fraichement préparé. La fraction la plus concentrée est récupérée
puis lyophilisée.

Les masses moléculaires des protéines recombinantes ont ¢été déterminées au
laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-organique de Strasbourg dirigé par le Dr A. Van

Dorsselaer. L'appareil utilisé est un spectrometre ESI-TOF LCT (Waters).
IV Préparation des substrats sulfoxydes

Toutes les expériences faisant intervenir de la MetSO ont été réalisées avec de la D,L-
Met-R,S-SO commerciale (Sigma). Le terme MetSO fait donc référence a ce mélange des 4
diastéréoisomeres. La majorité des études enzymatiques ont été réalisées avec le substrat Ac-
L-Met-R,S-SO-NHMe, les Msr présentant une meilleure affinité vis-a-vis de ce substrat. La
synthése du substrat doublement protégé Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe est décrite précisément
dans la publication Olry et al., 2004.

La synthése du substrat Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe dont la fonction sulfoxyde est
marquée a 1’0" a été réalisée par Jacques Bodiguel, a partir du protocole décrit par Okruszek,
1983 permettant 1’oxydation du DMS en DMSO'® par H,0'®, en présence de dibrome et de
pyridine, en solvant non aqueux. Cette réaction implique la bromination du sulfure puis

I’hydrolyse de ce composé, en présence de pyridine agissant comme accepteur de bromure.

DMS + Br; + pyridine + H,O'® © DMSO'® + bromure de pyridinium

Le DMS a été remplacé par I’AcMetNHMe.
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Le produit brut de synthése a ensuite été purifié au laboratoire. Une étape de chromatographie
d’échange de cations sur une colonne SP-Sépharose (Amersham Biosciences) couplée a un
systeme FPLC (Amersham Biosciences) a permis de se débarrasser du pyridinium présent,
I’AcMetSONHMe et I’AcMetNHMe n’étant pas retenue sur la colonne. La colonne est
préalablement équilibrée a pH 4,0, le produit étant repris dans la méme solution et filtré.
L’élution est suivie par la mesure de la DO a 215 et 260 nm. Aprés la collecte des composés
non retenus, les contaminants fixés sur la colonne sont €élués par un gradient rapide en KCl,
pH 4,0, de 0 a 100 %. Le produit AcMetSONHMe a ensuite été isolé par HPLC préparative
en phase inverse a 1’aide d’une colonne DeltaPak C;g (Waters) couplée a une chaine HPLC
(Waters), comme décrit par Olry et al., 2004. Le produit est ensuite lyophilisé et conservé a -

80°C.

V Techniques d’étude enzymatique

Toutes nos études ont été effectuées avec des préparations enzymatiques réduites
préalablement par 50 mM de DTT pendant 30 min qui subissent ensuite deux dialyses contre
le tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 sous un flux d'azote. Cette procédure
permet d'obtenir des enzymes a |’état réduit et sans trace de DTT.

La concentration en enzyme d’une solution est calculée a partir de la DO mesurée a
280 nm en utilisant les coefficients d’extinction molaire théoriques déterminés par la méthode
de Gill et Von Hippel (Gill et von Hippel, 1989): MsrA de N. meningitidis € = 26200 em’. M
' MsrA d’E. coli € = 34632 cm™. M.

V.1 Récapitulatif des procédures décrites dans les publications et manuscrits

Les procédures expérimentales suivantes sont explicitées en détail dans la publication

Antoine et al., 2003 ou les manuscrits 3 et 4 présentés dans la partie Résultats :

- Utilisation de sondes chimiques spécifiques des Cys. Deux sondes ont été utilisées : le
DTNB et le 2PDS, a pH 8 ou en fonction du pH. L’utilisation de ces réactifs a permis de
suivre la vitesse de I’étape réductase par quantification des groupements thiols libres de la
MsrA, de déterminer les pKapp des résidus Cys de la MsrA, d’activer des mutants

monocystéiniques de la MsrA et de suivre la cinétique de formation des complexes avec le

mutant C35S de la Trx.
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- Titration directe de I’ionisation des thiols des Cys51 et Cys198 de la MsrA par spectroscopie
UV.

- Détermination des paramétres cinétiques Ky et ke en présence du systéme réducteur

Trx/Trx réductase/NADPH a 1'état stationnaire.

- Spectroscopie de fluorescence : Les résidus Trp de la MsrA de N. meningitidis et de la Trx
ont été utilisées comme sonde spectroscopique afin d’étudier a I’état pré-stationnaire la
vitesse de formation du pont disulfure de la MsrA ou de la Trx, en cinétique classique ou

rapide, a pH fixe ou variable.

- Quantification de la Met et de I’Ac-L-Met-NHMe par chromatographie en phase inverse :
Cette technique a permis de suivre la vitesse de I’étape réductase de la MsrA a 1’état pré-

stationnaire aprés mélange rapide résolu en temps.

V.2 Equilibre rédox et séparation des formes réduites et oxydée a 1’état disulfure
des MsrA et Trx

La méthodologie utilisée consiste a mesurer directement la constante d’équilibre rédox
protéine-protéine (K’) entre la MsrA et la Trx. La procédure utilisée est similaire a la
technique décrite par Aslund et al., 1997.

K
TrXred + MsrAgxy == TrXox + MsrA .4

Les mélanges réactionnels contenaient 50 uM de chacune des deux protéines dans un
volume final de 300 pL, en présence de tampon phosphate de potassium 100 mM, EDTA
ImM, pH 7,0 préalablement dégazé. La réaction rédox a été déclenchée par le mélange des
deux protéines, 1'une réduite et I’autre oxydée, puis laissée a équilibrer pendant 20 heures a
25°C. La réaction a été arrétée par acidification en ajoutant du TFA a une concentration finale
de 0,1 %. Les quatre formes rédox TrXrea, MsrAqx, Trxox €t MsrArq ont ensuite été séparées
par chromatographie analytique en phase inverse dans un tampon aqueux contenant 0,1 % de

TFA avec un débit de & | mL/min sur une colonne BrownLee Aquapore RP300 Cg (Applied
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Biosystems) couplée a un systétme AKTA explorer (Amerscham Bioscience). Le gradient
appliqué était soit un gradient de 0 a 80 % d’acétonitrile en 20 volumes colonne, soit un
double gradient d’abord de 0 a 40 % d’acétonitrile en 1 volume colonne, suivi par un
gradient de 40 a 60 % d’acétonitrile en 5 volumes colonne. L’élution des protéines est suivie
par la mesure de la DO a 280 et 260nm. La quantification des quatre especes protéiques est

réalisée par intégration des pics a 280 nm.
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Les Méthionine Sulfoxyde Réductases (Msr) jouent un role essentiel dans la résistance des
cellules a un stress oxydant et dans la virulence des bactéries pathogénes du genre Neisseria.
[l existe deux classes de MsrA/B ayant des structures tridimensionnelles différentes et
réduisant respectivement l'isomére S et R de la fonction sulfoxyde du substrat. Elles
présentent un méme mécanisme catalytique a trois étapes, avec formation d’un intermédiaire
acide sulfénique suivie de celle d’un pont disulfure intramoléculaire réduit par la thiorédoxine
(Trx). Les études réalisées sur le domaine MsrA de la protéine PilB de Neisseria meningitidis
ont permis de montrer que : 1) I’étape réductase est rapide et cinétiquement déterminante dans
le processus conduisant a la formation du pont disulfure, 1’étape cinétiquement limitante du
mécanisme €tant associée a la réduction de la MsrA par la Trx, 2) le substrat sulfoxyde est
fixé dans le site actif sous une forme fortement polarisée, stabilisée via des interactions avec
les résidus conservés E94, Y82 et Y134, et participe a 'activation de la Cys catalytique via la
charge -partielle- positive portée par le soufre de sa fonction sulfoxyde et ; 3) la C198 est la
Cys de la MsrA qui est engagée dans le pont disulfure intermoléculaire transitoire formé avec
la Trx. L’analyse des résultats d’enzymologie, de chimie théorique et des structures
tridimensionnelles de la MsrA sous forme libre, complexée avec le substrat, intermédiaire
acide sulfénique et pont disulfure obtenues par RX et RMN a permis de proposer un scénario
original du mécanisme catalytique de la MsrA.

Methionine Sulfoxide Reductases (Msr) play an essential role in cell defences against
oxidative stress and in virulence of pathogenic bacteria of Neisseria genius. There exist two
structurally-unrelated classes of Msrs, called MsrA and MsrB, specific for the S and the R
epimer of the sulfoxide function, respectively. Both Msrs present a similar catalytic
mechanism, which implies the successive formation of a sulfenic acid intermediate and of an
intra disulfide bond, finally reduced by thioredoxin (Trx). The studies of the MsrA domain
from Neisseria meningitidis PilB protein demonstrated that: 1) the reductase step is fast and
rate-determining in the process leading to the formation of the intramolecular disulfide bond,
the overall rate-limiting step being associated with the reduction of MsrA by Trx, 2) the
substrate binds to the active site with its sulfoxide function largely polarized, via stabilizing
interactions with invariant residues E94, Y82 and Y134, and participates via the -partial-
positive charge borne by the sulfur of the sulfoxide to the activation of the catalytic Cys and ;
3) C198 is the MsrA Cys engaged in the transient intermolecular disulfide bond formed with
Trx during MsrA recycling. The analysis of the enzymatic results coupled with the results of
theoretical chemistry and the three-dimensional structures of reduced, complexed with
substrate, sulfenic acid intermediate and disulfide bond oxidized forms of MsrA obtained by
X-ray crystallography and NMR led us to propose an original scenario of the MsrA catalytic
mechanism.
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