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Les bactŽries du genre Neisseria sont des bactŽries aŽrobies gram nŽgatives, et les 

esp•ces Neisseria gonorrhoeae et Neisseria meningitidis sont des pathog•nes obligatoires de 

lÕhomme. N. gonorrhoeae colonise les tractus gŽnitaux masculin et fŽminin et est responsable 

de la blennorragie ou gonorrhŽe, alors que N. meningitidis est responsable de mŽningites et de 

septicŽmies. Pendant lÕinfection, les bactŽries pathog•nes sont exposŽes ˆ un stress oxydant 

gŽnŽrŽ par les mŽcanismes de dŽfense de lÕh™te. CÕest pourquoi les bactŽries pathog•nes du 

genre Neisseria ont acquis diffŽrents mŽcanismes de dŽfense pour dŽtecter et combattre ce 

stress oxydant, parmi lesquels certains sont Žgalement associŽs ˆ leur virulence (Seib et al., 

2004; Seib et al., 2006). Ainsi, les travaux de Taha et al. avaient d•s 1988 identifiŽ un g•ne 

spŽcifique des bactŽries du genre Neisseria, appelŽ pilB, impliquŽ dans la virulence de ces 

bactŽries via un r™le dans la rŽgulation de la piliation (Taha et al., 1998). Depuis, diffŽrentes 

Žtudes ont montrŽ que PilB ne joue aucun r™le dans la piliation mais serait impliquŽe dans la 

rŽsistance au stress oxydant (Skaar et al., 2002). La protŽine PilB est composŽe de trois 

domaines, le domaine central et le domaine C-terminal qui portent respectivement des 

activitŽs mŽthionine sulfoxyde rŽductases (Msr) A et B (Olry et al., 2002) et un domaine N-

terminal ˆ activitŽ disulfure oxydorŽductase possŽdant un repliement de type DsbE (Wu et al., 

2005 ; Ranaivoson et al., 2006). Les Msr catalysent la rŽduction des mŽthionines oxydŽes 

sous forme de mŽthionine sulfoxyde (MetSO) en Met en prŽsence de thiorŽdoxine (Trx). 

Deux classes de Msr ont ŽtŽ caractŽrisŽes, chacune spŽcifique de la rŽduction dÕun 

stŽrŽoisom•re de la MetSO au niveau de la fonction sulfoxyde : la MsrA rŽduit 

spŽcifiquement lÕisom•re S de la MetSO alors que la MsrB est spŽcifique de la rŽduction de 

lÕisom•re R. Il est ˆ noter que les domaines Msr de PilB ont ŽtŽ ŽtudiŽs sous forme isolŽes, et 

que la dŽnomination Ç Msr de Neisseria È dans ce manuscrit fait rŽfŽrence ˆ ces domaines 

isolŽs. 

 

Mon travail de th•se concerne lÕŽtude dÕune part des facteurs structuraux et 

molŽculaires impliquŽs dans la catalyse et dans la reconnaissance du substrat de la MsrA de 

N. meningitidis, et dÕautre part des disulfure oxydorŽductases pŽriplasmiques de N. 

meningitidis possŽdant un repliement de type DsbE. La premi•re partie de lÕintroduction est 

dŽdiŽe aux mŽcanismes dÕoxydation des Met, aux consŽquences de cette oxydation ainsi quÕˆ 

la prŽsentation des propriŽtŽs biologiques, biochimiques, enzymatiques et structurales des 

Msr. La seconde partie est consacrŽe aux disulfure oxydorŽductases de la famille des Trx et 

plus particuli•rement aux protŽines DsbE impliquŽes dans la voie de maturation des 

cytochromes c.  
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Partie I : Les mŽthionine sulfoxyde rŽductases (Msr) 

 

 Les Msr catalysent la rŽduction des Met oxydŽes sous forme de MetSO en Met. Les 

paragraphes qui suivent font lÕŽtat des connaissances 1) sur lÕoxydation des Met et des 

consŽquences de cette oxydation au travers dÕexemples non exhaustifs, et 2) sur les Msr. 

 

I.1 Oxydation des mŽthionines par les Formes ActivŽes de lÕOxyg•ne (FAO) 

 

 Le mŽtabolisme aŽrobie produit en permanence des FAO. Cette production de FAO 

est contrebalancŽe par des syst•mes de dŽfenses antioxydants (catalases, peroxydases, 

superoxyde dismutaseÉ). Cependant, dans certaines conditions, cet Žquilibre peut •tre 

rompu, suite soit ˆ une augmentation de la production de FAO (exposition ˆ des 

concentrations ŽlevŽes en O2, infection bactŽrienneÉ), soit ˆ une diminution de lÕefficacitŽ 

des syst•mes antioxydants. Ceci conduit alors ˆ une augmentation des concentrations 

intracellulaires en FAO appelŽe communŽment stress oxydant. Ces FAO vont rŽagir avec de 

nombreuses biomolŽcules, notamment avec lÕADN, les lipides ou encore les protŽines. Au 

niveau des protŽines, un des acides aminŽs le plus sensible ˆ lÕoxydation par les FAO est la 

Met. 

 

 Les Met vont •tre oxydŽes par deux mŽcanismes diffŽrents, impliquant une oxydation 

ˆ un ou deux Žlectrons. LÕoxydation ˆ deux Žlectrons entra”ne la formation dÕun dication qui 

en prŽsence dÕeau, ou dÕun rŽactif oxydant, va former la MetSO. 

 

MetS                        MetS2+ + 2 e- 

MetS2+ + H2O                    MetS=O + 2 H+ 

 

 LÕoxydation ˆ un Žlectron entra”ne la formation dÕun radical cation. Cette esp•ce est 

tr•s instable et peut •tre oxydŽe en sulfoxyde par certaines FAO via une oxydation ˆ un 

Žlectron (pour revue, voir Schoneich 2005). 

 

MetS + Ox                   MetS.+ + Ox.- 

MetS.+ + Ox                 MetSO 
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  I.1.1 Oxydation par le peroxyde dÕhydrog•ne (H2O2) 

 

 H2O2 est une petite molŽcule non chargŽe qui va donc pouvoir diffuser aisŽment ˆ 

travers les membranes et donc dans les cellules. La principale source de production dÕH2O2 

provient de la dismutation de lÕO2
.-, qui est spontanŽe, ou est catalysŽe par les superoxyde 

dismutases (SOD). 

 

2 O2
.-  + 2H+                    H2O2 + O2 

 

H2O2 va •tre responsable, directement ou indirectement via la formation dÕOH., de 

lÕoxydation de nombreuses biomolŽcules. Il peut ainsi intervenir dans la transduction du 

message cellulaire ou dans la rŽgulation de lÕexpression de certains g•nes.  

 A forte concentration, H2O2 est capable dÕoxyder les Met directement, sans passer par 

la production dÕOH., par un processus dÕoxydation ˆ deux Žlectrons. Des Žtudes de chimie 

thŽorique ont montrŽ que le mŽcanisme dÕoxydation dÕun dimŽthyl sulfure se fait de fa•on 

concertŽe avec la rupture de la liaison O-O de H2O2 et la formation du sulfoxyde (Chu et 

Trout, 2004). Au cours de ce mŽcanisme, des molŽcules dÕeau vont stabiliser  les charges de 

lÕŽtat de transition gr‰ce ˆ la formation de liaisons hydrog•nes avec H2O2 (Figure 1). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Stabilisation de lÕŽtat de transition de lÕoxydation dÕune molŽcule de dimŽthyl sulfure 
par H2O2 faisant intervenir trois molŽcules dÕeau (dÕapr•s Chu et Trout, 2004). 
Dans ce mod•le, trois molŽcules dÕeau (O4, O5 et O6) stabilisent la distribution de charge induite par la 
sŽparation entre les deux oxyg•nes de H2O2 (O2 et O3). C7-S1-C8 reprŽsente la molŽcule se dimŽthyl 
sulfure. 
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  I.1.2 Oxydation par le radical hydroxyle (OH.) 

 

 Parmi toutes les FAO, le radical hydroxyle est le plus rŽactif. Cette grande rŽactivitŽ 

lÕemp•che de diffuser dans la cellule. Il est donc actif uniquement au niveau de son lieu de 

formation. 

 Il peut •tre gŽnŽrŽ dans la cellule par clivage rŽducteur de lÕH2O2 (1), par coupure 

homolytique dÕH2O2 (2), ou par la rŽaction de Fenton faisant intervenir le fer sous forme Fe2+ 

ou des mŽtaux de transition (3). 

 

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

H2O2                      OH. + OH.     (2) 

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

 

 OH. va rŽagir avec la Met suivant une rŽaction dÕoxydation ˆ un Žlectron. La premi•re 

Žtape de la rŽaction consiste en une addition dÕOH. sur lÕatome de soufre de la Met entra”nant 

la formation dÕun radical hydroxysulfuranyl. 

 

OH. + MetS                  MetS.OH- 

 

Ce radical sulfuranyl est tr•s instable et prŽsente une rŽactivitŽ assez complexe au 

niveau des protŽines et des peptides. En effet, la dŽshydratation de ce radical engendre la 

formation dÕintermŽdiaires radical cations ˆ liaison ˆ trois Žlectrons de type S...N ou S...O 

(deux Žlectrons dans une orbitale ! -liante et un Žlectron sur une orbitale ! * -antiliante). Ces 

intermŽdiaires radicalaires vont pouvoir Žvoluer vers diffŽrentes formes et notamment vers le 

clivage de la cha”ne principale des protŽines et des peptides.  

 Les MetSO ne pourront •tre formŽes quÕen prŽsence dÕO2. Le radical cation peut ainsi 

rŽagir avec O2 pour former un azasulfonium, qui pourra sÕhydrolyser pour former un 

sulfoxyde (Miller et al., 1998), ou encore rŽagir directement avec O2 pour former un 

intermŽdiaire radical peroxyle. Ce radical peroxyle peut ensuite rŽagir via une oxydation ˆ 

deux Žlectrons pour former un sulfoxyde (Schoneich et Bobrowski, 1994).  
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 I.1.3 Oxydation par le peroxynitrite (HOONO) 

 

Le peroxynitrite provient de la rŽaction entre le NO. et lÕO2
.- et prŽsente une faible 

durŽe de vie. Les sites de production du peroxynitrite sont associŽs aux sources dÕO2
.- 

(NADPH oxydases ou cha”ne respiratoire des mitochondries), puisque lÕO2
.-, contrairement au 

NO. qui est relativement stable et diffusible, prŽsente une demi-vie tr•s courte et donc ne peut 

diffuser ˆ travers les membranes. 

 

O2
.- + NO.                     OONO- 

 

Le peroxynitrite va oxyder les Met suivant une rŽaction dÕoxydation ˆ deux Žlectrons 

(Perrin et Koppenol, 2000). Un mŽcanisme catalytique de cette oxydation a ŽtŽ proposŽ 

(Figure 2). La premi•re Žtape de ce mŽcanisme consiste en lÕattaque nuclŽophile du soufre de 

la Met sur lÕazote du HOONO entra”nant la formation dÕun adduit entre ces deux molŽcules. 

La perte dÕun groupement hydroxyle au niveau de cet adduit ainsi que lÕaddition dÕune 

molŽcule dÕeau au niveau du soufre de la Met entra”ne la formation dÕune MetSO et de nitrite. 

Si lÕaddition de la molŽcule dÕeau a lieu sur lÕatome dÕazote, il y a alors formation de Met et 

de nitrate. Le nitrite formŽ va lui pouvoir rŽagir avec une autre Met, selon un mŽcanisme 

dÕoxydation ˆ un Žlectron, entra”nant entre autre la formation dÕŽthyl•ne.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : MŽcanisme proposŽ pour lÕoxydation de la Met par le peroxynitrite (dÕapr•s Perrin et 
Koppenol, 2000). 

Peroxynitrite  

MetSO 

Met 

Acide peroxynitreux  

Methional  

Ethyl•ne + produits  

Nitrite  
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I.2 PropriŽtŽs des sulfoxydes 

 

Avant de sÕintŽresser plus particuli•rement au mŽcanisme catalytique des Msr, il est 

important de conna”tre les propriŽtŽs associŽes ˆ la fonction sulfoxyde. La structure 

Žlectronique des sulfoxydes a ŽtŽ lÕobjet de tr•s nombreuses Žtudes notamment sur la nature 

de la liaison S-O. En rŽalitŽ, la liaison S=O nÕest pas une double liaison ordinaire de type p-"  

mais dans ce cas particulier, en plus de la liaison ! , une liaison "  peut •tre formŽe via 

lÕinteraction entre une paire dÕŽlectrons libres de lÕoxyg•ne et lÕorbitale d vacante du soufre, 

ce qui entra”ne la formation dÕune double liaison p-d. De plus, les distances observŽes gr‰ce ˆ 

des structures obtenues par rayon X, les frŽquences dÕŽlongation obtenues par IR, le fort 

moment dipolaire mesurŽ ainsi que les Žtudes de chimie thŽorique, sugg•rent que la double 

liaison S=O est fortement polarisŽe (Cioloswski et Mixon, 1993 ; Dobado et al., 1999 ; Reed 

et Schleyer, 1990 ; Davies, 1981 ; Dreizler et Dendle, 1964). Enfin, la moyenne des longueurs 

de la liaison S-O, calculŽe ˆ partir de rŽsultats RX, passe de 1,492 • pour un sulfoxyde libre ˆ 

1,587 • pour un sulfoxyde protonŽ (Calligaris, 2004). Tous ces rŽsultats confortent 

lÕhypoth•se selon laquelle la liaison S-O serait une liaison simple !  polarisŽe dont la longueur 

dŽpend fortement des interactions Žlectrostatiques mises en jeu. Les atomes de soufre et 

dÕoxyg•ne portent alors respectivement des charges, totales ou partielles, positives et 

nŽgatives.  

 

I.3 ConsŽquence de lÕoxydation des mŽthionines 

 

LÕoxydation des Met peut •tre considŽrŽe comme une modification post-

traductionnelle non enzymatique qui entra”ne des changements de propriŽtŽ de ce rŽsidu. En 

effet, la cha”ne latŽrale de la Met est plut™t hydrophobe et flexible. Au contraire, apr•s 

oxydation en MetSO, la cha”ne latŽrale devient plus polaire et plus encombrante. En fonction 

de la localisation des rŽsidus Met oxydŽs, les consŽquences peuvent •tre diffŽrentes. Ainsi 

lÕoxydation de Met enfouies au sein dÕune protŽine va engendrer des changements 

conformationnels locaux pouvant mener ˆ lÕaltŽration ou ˆ la perte de la fonction de certaines 

protŽines. LÕoxydation de rŽsidus Met localisŽs ˆ la surface de protŽines peut avoir un r™le de 

protection de ces protŽines vis-ˆ -vis dÕun stress oxydant. Ces consŽquences variŽes de 

lÕoxydation des Met sont illustrŽes au travers dÕexemples non exhaustifs dans les paragraphes 

suivants.  
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I.3.1 Modulation de la fonction des protŽines 

 

 I.3.1.1 AltŽration de la fonction des protŽines 

 

 Dans certains cas, lÕoxydation des Met en MetSO va entra”ner une altŽration de la 

fonction des protŽines. CÕest le cas par exemple de la cathepsine G, une protŽase ˆ Ser 

prŽsente dans les granules azurophiles des neutrophiles. Cette protŽase est impliquŽe dans les 

mŽcanismes de dŽfense de lÕh™te vis-ˆ -vis des microorganismes pathog•nes. LÕactivitŽ 

protŽolytique de cette protŽine est limitŽe par HOCl qui est un produit spŽcifique de la 

myŽloperoxydase Žgalement prŽsente au niveau des granules azurophiles des neutrophiles. 

Ainsi, HOCl est responsable de lÕoxydation de la Met110, localisŽe ˆ lÕintŽrieur du site actif 

de la cathepsine G. Ceci engendre un changement conformationnel au niveau du site actif qui 

entra”ne la rupture des interactions de la triade catalytique et la formation dÕun site de clivage 

protŽolytique ˆ lÕintŽrieur de lÕenzyme. LÕenzyme va donc sÕautoprotŽolyser entra”nant le 

relargage dÕun peptide contenant lÕAsp catalytique, la protŽase est alors inactivŽe (Shao et al., 

2005).  

Un autre exemple dÕaltŽration de la fonction concerne la protŽine GroEL. GroEL est 

une protŽine chaperone oligomŽrique dÕEscherichia coli (E. coli) qui est impliquŽe dans le 

repliement des protŽines nouvellement synthŽtisŽes ainsi que dans le repliement des protŽines 

dŽnaturŽes au cours dÕun stress. CÕest une protŽine dont la fonction est cruciale et une dŽlŽtion 

du g•ne codant la protŽine GroEL est considŽrŽe comme potentiellement lŽtale chez tous les 

organismes. GroEL est sensible ˆ lÕoxydation par les esp•ces rŽactives gŽnŽrŽes par les 

phagocytes comme ONOO- et HOCl. LÕoxydation des Met de GroEL entra”ne le passage de la 

protŽine dÕune forme oligomŽrique ˆ une forme monomŽrique inactive. La structure 

tŽtradŽcamŽrique de GroEL montre que ces deux rŽsidus Met sont localisŽs ˆ lÕinterface entre 

les deux heptam•res, cÕest pourquoi leur oxydation entra”ne une perte de la structure 

oligomŽrique (Khor et al., 2004). CÕest Žgalement le cas de la protŽine Ffh de la particule SRP 

(Signal Recognition Particle) qui permet lÕaddressage des protŽines chez les eucaryotes et les 

bactŽries. Chez E. coli, la particule SRP est constituŽe de la protŽine Ffh, de lÕARN 4,5S et du 

rŽcepteur FtsY. La protŽine Ffh poss•de un domaine riche en Met appelŽ M-domaine. Il a ŽtŽ 

montrŽ que ce domaine possŽdait le site de fixation ˆ lÕARN 4,5S et quÕil Žtait nŽcessaire pour 

la fixation de la sŽquence signal des protŽines au cours de la sŽcrŽtion. LÕoxydation des Met 

du M-domaine de la protŽine Ffh entra”ne une incapacitŽ ˆ interagir avec lÕARN 4,5S pour 

former le complexe SRP actif (Ezraty et al., 2004).  
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I.3.1.2 Modulation des canaux ioniques 

 

 LÕoxydation des Met peut affecter la fonction des canaux ˆ potassium voltage-

dŽpendant qui jouent un r™le essentiel dans les activitŽs de transduction du signal cellulaire. 

Les canaux ˆ K+ voltage-dŽpendant sÕouvrent en rŽponse ˆ une dŽpolarisation et vont ensuite 

•tre soumis ˆ une pŽriode dÕinactivation. La vitesse dÕinactivation des canaux ˆ K+ joue un 

r™le essentiel puisquÕelle dŽtermine lÕexcitabilitŽ cellulaire, et donc entre autre la frŽquence du 

rythme cardiaque. LÕinactivation des canaux K+ voltage-dŽpendant est liŽe ˆ la structuration 

des vingt premiers acides aminŽs de la protŽine. Ces rŽsidus vont former une structure 

globulaire qui va bloquer le pore du canal et ainsi entra”ner lÕinactivation du canal. Il a ŽtŽ 

montrŽ que lÕoxydation de la Met3 de ces protŽines joue un r™le prŽpondŽrant dans la 

rŽgulation du mŽcanisme dÕinactivation. En effet, lorsque la Met est oxydŽe, la prŽsence de 

lÕoxyg•ne polaire entra”ne la destructuration du domaine globulaire et permet au canal dÕ•tre 

rapidement de nouveau actif, le temps dÕinactivation Žtant diminuŽ (Ciorba et al., 1997 ; 

Ciorba et al., 1999). 

Dans le cas des canaux ˆ K+ hERG, qui jouent un r™le prŽpondŽrant dans le potentiel 

dÕaction du cÏur ainsi que dans la fonction neuronale, lÕoxydation des Met entra”ne un effet 

inverse. En effet, lÕoxydation des Met des canaux hERG par la chloramine-T entra”ne une 

altŽration de la fonction de ces canaux allant jusquÕˆ une inhibition quasi totale emp•chant 

leur ouverture (Su et al., 2007).  

LÕoxydation des Met module Žgalement la fonction de canaux ˆ Ca2+. La calmoduline 

est une protŽine de 148 acides aminŽs capable de lier le calcium. Elle est composŽe de deux 

domaines globulaires connectŽs par une cha”ne flexible. La calmoduline poss•de 9 Met toutes 

oxydables en MetSO. Ces Met contribuent ˆ la fixation de la calmoduline ˆ ses cibles via des 

interactions hydrophobes. Une de ses cibles est RyR2 (ryanodine receptor Ca2+ release 

channel) qui gouverne le relargage de Ca2+ du rŽticulum sarcoplasmique et qui permet au 

muscle cardiaque de se contracter. La fixation de la calmoduline ˆ RyR2 entra”ne son 

inactivation. LÕoxydation des Met, et notamment de la Met124, de la calmoduline entra”ne un 

changement conformationnel de la protŽine responsable dÕune diminution de la coopŽrativitŽ 

de liaison du calcium et de la perte de lÕassociation productive entre la calmoduline et RyR2 

(Balog et al., 2006). 

Un phŽnom•ne identique est observŽ entre la calmoduline et des ATPases 

membranaires dŽpendantes de la concentration en Ca2+ (Gao et al., 1998; Gao et al., 2001).  
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I.3.2 R™le dans la protection des protŽines  

 

 A lÕintŽrieur des protŽines, certaines Met vont •tre plus sensibles ˆ lÕoxydation que 

dÕautres. Ceci est ˆ corrŽler avec lÕexposition de ces rŽsidus ˆ la surface des protŽines. Des 

Žtudes ont ainsi montrŽ que les Met exposŽes ˆ la surface sont plus sensibles ˆ lÕoxydation par 

la chloramine-T (Shechter et al., 1975). Ces Met pourraient donc fonctionner comme un 

syst•me de dŽfense antioxydant pour les protŽines en piŽgeant les FAO et emp•chant ainsi 

lÕoxydation de Met essentielles pour la structure ou la fonction des protŽines.  

LÕoxydation de la glutamine synthŽtase par H2O2 a ŽtŽ ŽtudiŽe afin de mettre en 

Žvidence les Met les plus sensibles ˆ lÕoxydation, leur localisation au sein de la protŽine et de 

corrŽler oxydation des Met et perte de lÕactivitŽ catalytique de lÕenzyme (Levine et al., 1999). 

La glutamine synthŽtase poss•de au total 15 Met. Pour une concentration en H2O2  de 160 

mM, seules 8 des 15 Met prŽsentes sont oxydŽes, et dans ces conditions, lÕactivitŽ #-glutamyl 

transfŽrase reste quasiment inchangŽe, avec une diminution de seulement 15%. 

LÕaugmentation de la concentration en H2O2 nÕentra”ne pas dÕoxydation supplŽmentaire. Les 

Met non oxydŽes sont enfouies dans le cÏur de lÕenzyme alors que les Met oxydŽes sont 

toutes localisŽes en surface, entourant le site actif de lÕenzyme.  

Des Žtudes menŽes sur lÕinterfŽron $2-b (Gitlin et al., 1996) et sur un recombinant de 

lÕhuSCF (human Stem Cell Factor) (Hsu et al., 1996) ont Žgalement permis de montrer que 

les Met les plus sensibles ˆ lÕoxydation sont localisŽes ˆ la surface des protŽines. 

 

I.3.3 Maladies neurodŽgŽnŽratives 

 

 De nombreuses Žtudes ont montrŽ quÕil existait une corrŽlation entre lÕoxydation des 

Met et les maladies neurodŽgŽnŽratives comme celle dÕAlzheimer ou de Parkinson.  

Dans le cas de la maladie de Parkinson, on observe l'agrŽgation de l'! -synuclŽine dans 

les cellules dopaminergiques. En condition normale, l'! -synuclŽine fibrille. Cette fibrillation 

est inhibŽe suite ˆ l'oxydation de rŽsidus Met de l'! -synuclŽine, ce qui a pour consŽquence de 

favoriser lÕagrŽgation de l'! -synuclŽine. Ces agrŽgats d'! -synuclŽine sont cytotoxiques pour 

les cellules, en contribuant ˆ la destruction des cellules dopaminergiques d'une zone du 

cerveau, la substance noire, qui participe au contr™le des mouvements (Glaser et al., 2005). 

L'oxydation des Met du peptide %-amylo•de serait Žgalement, en cas d'oxydation non 

contr™lŽe, un facteur favorisant la destruction des cellules corticales, sur le m•me principe que 

pour l'! -synuclŽine. 
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Dans le cas de la maladie dÕAlzheimer, le dŽp™t de peptides %-amylo•des (A%) au 

niveau des plaques sŽniles est un ŽlŽment important dans la pathologie de cette maladie. En 

conditions normales, les peptides A% fibrillent ce qui emp•che leur aggrŽgation. LÕoxydation 

dÕune Met en position 35 ralentit cette fibrillation, et favorise l'agrŽgation sous forme de 

plaques sŽniles structurŽes en feuillets-"  toxiques pour les cellules corticales.  

 

I.3.4 DŽgradation des protŽines 

 

LÕoxydation des protŽines serait un marqueur de dŽgradation par le protŽasome 20S. 

Dans ces conditions, la dŽgradation des protŽines est ATP indŽpendante et ne nŽcessite pas 

dÕubiquitinylation. CÕest le cas par exemple de la calmoduline sous forme oxydŽe (CaMox) 

qui est reconnue par le protŽasome pour •tre dŽgradŽe. Cette dŽgradation entra”ne le relargage 

de grands fragments polypeptidiques du c™tŽ N-terminal et de petits peptides du c™tŽ C-

terminal qui sont fortement enrichis en MetSO. LÕampleur de la dŽgradation de CaMox est 

directement liŽe ˆ la stoechiomŽtrie dÕoxydation des deux Met144 et Met145 situŽes dans le 

fragment C-terminal (Sacksteder et al., 2006). 

 

 I.4 R™le des Msr 

 

Les Msr catalysent la rŽduction des MetSO en Met et sont donc impliquŽes dans la 

lutte contre le stress oxydant, le vieillissement cellulaire et la pathogŽnicitŽ des bactŽries. Ces 

diffŽrents r™les sont illustrŽs dans les paragraphes qui suivent.  

 

  I.4.1 Lutte contre le stress oxydant 

 

 Les Msr vont jouer un r™le dans la lutte contre le stress oxydant soit via leur r™le de 

rŽparation permettant de restaurer la fonction des protŽines oxydŽes (voir paragraphe suivant), 

soit via leur r™le dans la dŽtoxication des FAO en rŽduisant les MetSO exposŽes ˆ la surface 

des protŽines (Levine et al., 1996). Les premi•res preuves de lÕimplication des Msr dans la 

protection des cellules contre le stress oxydant ont ŽtŽ dŽcrites chez E. coli o• des souches 

dŽficientes en MsrA montrent une sensibilitŽ accrue ˆ H2O2 (Moskovitz et al., 1995). Des 

Žtudes similaires ont ŽtŽ menŽes chez Staphylococcus aureus o• la dŽlŽtion du g•ne msrA 

entra”ne une augmentation de la sensibilitŽ de la souche ˆ H2O2 (Singh et al., 2001).  
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DÕautres Žtudes menŽes chez les eucaryotes ont Žgalement permis de mettre en 

Žvidence lÕimplication des Msr dans la lutte contre le stress oxydant. En effet, des souris ne 

possŽdant plus le g•ne msrA sont plus sensibles au stress oxydant et prŽsentent des probl•mes 

neurologiques (Moskovitz et al., 2001). DÕautre part, la surexpression de MsrA rend la 

drosophile plus rŽsistante au paraquat (Ruan et al., 2002). Plus rŽcemment, il a Žgalement ŽtŽ 

montrŽ lÕimplication de MsrA (Kantorow et al., 2004) et MsrB (Marchetti et al., 2005) dans 

la protection des cellules epithŽliales de la lentille humaine vis-ˆ -vis du stress oxydant, 

entra”nant la formation de cataracte. Il a Žgalement ŽtŽ montrŽ que MsrA est essentielle dans 

ces cellules pour le maintien des fonctions mitochondriales (Marchetti et al., 2006). Enfin, des 

cellules PC12 humaines surexprimant le g•ne msrA sont moins sensibles au stress oxydant 

gŽnŽrŽ au cours dÕun phŽnom•ne dÕhypoxie/rŽoxygŽnation (Yermolaieva et al., 2004).  

 

  I.4.2 RŽgulation et rŽparation de protŽines 

 

La rŽduction des MetSO en Met peut moduler ou restaurer la fonction des protŽines 

oxydŽes. LÕoxydation des Met et leur rŽduction par les Msr pourrait constituer un mŽcanisme 

de rŽgulation tr•s important au niveau biologique au m•me titre que les mŽcanismes de 

rŽgulation impliquant lÕoxydation/rŽduction des Cys ou encore les mŽcanismes de 

phosphorylation/dŽphosphorylation.  

 

   I.4.2.1 La calmoduline 

 

 Comme dŽcrit dans le paragraphe 1.3.1.2 page 8, la calmoduline intervient dans la 

rŽgulation des canaux Ca2+-dŽpendant et des canaux hERG. La rŽduction des Met oxydŽes de 

la calmoduline par les MsrA et B a ŽtŽ tr•s largement ŽtudiŽe in vitro. La MsrA seule ne 

permet pas la rŽduction de la totalitŽ des isom•res R et S des MetSO de la calmoduline. 

NŽanmoins, la rŽduction de la calmoduline par la MsrA lui permet de recouvrer sa capacitŽ ˆ 

se lier au domaine inhibiteur de la pompe Ca-ATPase (Sun et al., 1999). De fa•on similaire, 

lÕutilisation seule de la MsrB ne permet pas la rŽduction de toutes les MetSO au sein de la 

calmoduline. En revanche, lÕutilisation combinŽe de ces deux enzymes permet la rŽduction de 

la totalitŽ des MetSO de la calmoduline (Grimaud et al., 2001).  

 Cet exemple illustre donc bien les mŽcanismes de rŽgulation mŽtabolique engendrŽs 

par le processus dÕoxydation/rŽduction des Met au sein de protŽines rŽgulatrices. 
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   I.4.2.2 Ffh 

 

 LÕoxydation des Met du M-domaine de la protŽine Ffh emp•che son interaction avec 

lÕARN 4,5S et la formation du complexe SRP. La protŽine Ffh oxydŽe au niveau de ses Met 

se rŽv•le •tre un substrat de MsrA et MsrB et la rŽduction des MetSO permet ˆ la protŽine de 

recouvrer ses capacitŽs ˆ lier lÕARN 4,5S. DÕautres expŽriences rŽalisŽes in vivo ont montrŽ 

que dans des souches dÕE. coli, les dŽlŽtions des g•nes msrA et msrB entra”naient 

lÕaccumulation de Ffh oxydŽe au niveau de ses Met (Ezraty et al., 2004).  

Ceci montre lÕimportance de MsrA et MsrB dans le processus de rŽparation de la 

protŽine Ffh, permettant ainsi la formation dÕune particule SRP fonctionnelle.  

 

   I.4.2.3 La protŽine ribosomique L7/L12 

 

 La protŽine ribosomique L7/L12 est une protŽine dimŽrique constituŽe de la protŽine 

L7 et de la protŽine L12, L7 correspondant ˆ une forme N-acŽtylŽe au niveau N-terminal de 

L12. Cette protŽine est essentielle pour lÕefficacitŽ de synth•se des protŽines chez les 

bactŽries. En effet, la sous-unitŽ 50S du ribosome sans L7/L12 est incapable dÕinteragir de 

fa•on efficace avec les facteurs impliquŽs dans les Žtapes dÕinitiation, dÕŽlongation et de 

terminaison de la synth•se protŽique. La forme biologiquement active de la protŽine L7/L12 

capable de se fixer au ribosome est la forme dimŽrique. Les protŽines L7 et L12 poss•dent 3 

Met aux positions 14, 17 et 26 (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction : Les MŽthionine Sulfoxyde RŽductases 

 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Structure t ridimensionnelle de la protŽine L7/L12 sous forme dimŽrique.  
Les Met de chaque protŽine sont reprŽsentŽes en jaune ou en bleu (dÕapr•s Bocharov et al., 2004). La 
figure a ŽtŽ rŽalisŽe avec le logiciel Pymol (d'apr•s le fichier PDB 1rqu). 
 

LÕoxydation de ces Met en MetSO entra”ne une dissociation des protŽines L7 et L12. 

Le complexe actif nÕest donc plus formŽ et il nÕy a plus de fixation au niveau du ribosome 

(Caldwell et al., 1978). Des Žtudes ont montrŽ que ces MetSO pouvaient •tre rŽduites par la 

MsrA, ce qui permet ˆ la protŽine de recouvrer son activitŽ biologique (Brot et al., 1980). 

 

  I.4.3 Implication dans le vieillissement cellulaire 

  

 Le vieillissement cellulaire est caractŽrisŽ par une augmentation du taux des protŽines 

oxydŽes, due ˆ une altŽration de lÕhomŽostasie redox. La quantitŽ de protŽines oxydŽes rŽsulte 

de la diffŽrence entre la vitesse dÕoxydation des protŽines et la vitesse de dŽgradation et de 

rŽparation de ces protŽines. Le r™le des Msr dans le vieillissement cellulaire est 

particuli•rement bien documentŽ. Il a ainsi ŽtŽ montrŽ que chez des drosophiles 

transgŽniques, la surexpression du g•ne msrA retarde lÕapparition du vieillissement et rend les 

drosophiles plus rŽsistantes au stress oxydant gŽnŽrŽ par le paraquat (Ruan et al., 2002). Au 

contraire, des souris ne possŽdant plus le g•ne msrA sont plus sensibles au stress oxydant ; 

elles prŽsentent une accumulation de protŽines oxydŽes et voient leur durŽe de vie diminuŽe 

de 40% (Moskovitz et al., 2001). Il a Žgalement ŽtŽ montrŽ que dans des organes 
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particuli•rement riches en Msr, comme le foie et les reins, lÕactivitŽ Msr est significativement 

diminuŽe au cours du vieillissement. Cette diminution est directement liŽe ˆ une diminution 

de lÕexpression des g•nes codant les diffŽrentes Msr existantes (Petropoulos et al., 2001). 

DÕautres Žtudes ont ŽtŽ menŽes sur des cellules sŽnescentes humaines (Picot et al., 

2004). Il a ainsi ŽtŽ montrŽ une diminution de lÕexpression des Msr au cours de la sŽnescence 

qui entra”ne une diminution de lÕactivitŽ Msr dans la cellule et une accumulation de protŽines 

oxydŽes. 

 

  I.4.4 PathogŽnicitŽ des bactŽries  

 

 Depuis quelques annŽes, la MsrA est considŽrŽe comme un dŽterminant de la 

virulence chez de nombreux pathog•nes. En effet, le r™le antioxydant des Msr permet aux 

bactŽries de rŽsister aux FAO gŽnŽrŽes par lÕh™te lors dÕune infection. 

 Erwinia chrysanthemi est un pathog•ne de plantes. La dŽlŽtion du g•ne msrA emp•che 

lÕinvasion des plantes par la bactŽrie en augmentant la sensibilitŽ de celle-ci aux agents 

oxydants (El Hassouni et al., 1999). Les plantes en rŽponse ˆ lÕinvasion par E. chrysanthemi 

produisent une quantitŽ accrue de FAO. Des dŽlŽtions au niveau du g•ne msrA permettraient 

donc de diminuer la virulence dÕE. chrysanthemi en rŽduisant le temps de survie de la bactŽrie 

dans les plantes. 

 S. aureus est une des principales causes dÕinfections nosocomiales et a acquis de 

nombreuses rŽsistances aux antibiotiques. Chez ce microorganisme, msrA et msrB sont les 

deux premiers cistrons dÕun opŽron qui inclus un troisi•me cistron codant une PTS permŽase 

et un quatri•me cistron de fonction inconnue (Singh et al., 2003). Cet opŽron est induit par 

des antibiotiques permettant lÕinhibition de la synth•se du peptidoglycane, ce qui sugg•re un 

lien entre lÕactivitŽ MsrA/MsrB et la biochimie de la paroi bactŽrienne. La dŽlŽtion des 

cistrons msrA et msrB est responsable dÕune augmentation de la sensibilitŽ de la bactŽrie vis-

ˆ -vis dÕH2O2.  

 N. meningitidis et N. gonorrhoeae sont des bactŽries pathog•nes obligatoires de 

lÕhomme responsables respectivement de la mŽningite et de la blennorragie. Ces deux 

pathog•nes sont exposŽs ˆ de fortes concentrations de FAO au cours de lÕinfection, produites 

par les cellules immunitaires de lÕh™te. La protŽine PilB est dŽcrite jouer un r™le dans la 

pathogŽnicitŽ de ces bactŽries en permettant une meilleure rŽsistance vis-ˆ -vis dÕH2O2. Elle 

est constituŽe de trois domaines fonctionnels : le domaine central et le domaine C-terminal 

portant respectivement lÕactivitŽ MsrA et MsrB et le domaine N-terminal portant une activitŽ 
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disulfure oxydorŽductase de type DsbE (Olry et al., 2002 ; Wu et al., 2005 ; Ranaivoson et 

al., 2006). A partir du g•ne pilB, deux formes protŽiques sont produites suite ˆ la prŽsence 

dÕun site interne de rŽinitiation de la traduction : une forme pŽriplasmique contenant les trois 

domaines citŽs prŽcŽdemment et une seconde forme cytoplasmique ne contenant que les 

domaines MsrA et MsrB (Skaar et al., 2002). La protŽine PilB a ŽtŽ dŽcrite comme Žtant 

ancrŽe dans la membrane externe de la bactŽrie. Des Žtudes in vivo ont permis de dŽmontrer 

que lÕabsence de la forme pŽriplasmique de cette protŽine entra”nait une diminution de la 

rŽsistance des bactŽries ˆ H2O2 (Skaar et al., 2002). 

Les cellules du syst•me immunitaire et notamment les macrophages produisent de 

grandes quantitŽs de FAO et de Formes ActivŽes de lÕAzote en rŽponse ˆ une invasion par un 

microorganisme. Une souche dŽlŽtŽe du g•ne msrA de Mycobacterium smegmatis est plus 

sensible ˆ H2O2 en comparaison avec la souche sauvage. Ceci sugg•re donc un r™le important 

de la MsrA dans la survie intracellulaire de M. smegmatis ˆ lÕintŽrieur des macrophages. De 

ce point de vue, MsrA peut •tre considŽrŽe comme un facteur de virulence important dans la 

survie des microorganismes ˆ lÕintŽrieur des macrophages (Douglas et al., 2004).  

 

 I.5 PropriŽtŽs des Msr 

 

LÕoxydation des Met en MetSO par les FAO engendre la formation de deux 

stŽrŽoisom•res de configuration R ou S sur la fonction sulfoxyde. Les Msr catalysent la 

rŽduction stŽrŽospŽcifique des MetSO libres ou incluses dans un polypeptide. Les MsrA 

catalysent spŽcifiquement la rŽduction de lÕisom•re S de la MetSO alors que les MsrB 

rŽduisent spŽcifiquement lÕisom•re R de la MetSO.  

 

  I.5.1 Distribution tissulaire et localisation subcellulaire  

    

   I.5.1.1 MsrA 

 

 Chez les mammif•res, un seul g•ne code la MsrA. Cette protŽine est retrouvŽe dans le 

cytosol, dans les mitochondries et dans le noyau (Kim et Gladishev, 2005). La MsrA est 

fortement produite dans les reins, le foie, le cerveau et le cÏur (Kuschel et al., 1999).  
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   I.5.1.2 MsrB 

 

 Les mammif•res poss•dent 3 g•nes msrB qui codent les protŽines MsrB1, MsrB2 et 

MsrB3. MsrB1 est localisŽe au niveau du cytosol et du noyau, MsrB2 est localisŽe au niveau 

des mitochondries et MsrB3 est prŽsente sous deux formes protŽiques, MsrB3A et MsrB3B 

qui proviennent de lÕŽpissage alternatif au niveau du premier exon du g•ne correspondant. 

MsrB3A est localisŽe au niveau du rŽticulum endoplasmique et MsrB3B au niveau des 

mitochondries.  

La protŽine MsrB1 est principalement retrouvŽe dans le foie et le pancrŽas (Lescure et 

al., 1999), la MsrB2 dans le cÏur, les muscles squelettiques, le foie et les reins (Jung et al., 

2002), et la MsrB3 dans les muscles lisses, le cÏur, l'aorte et les muscles squelettiques 

(Hansel et al., 2003). 

 

  I.5.2 Organisation gŽnomique 

 

 Les g•nes msrA et msrB poss•dent des homologues dans la quasi-totalitŽ des gŽnomes 

sŽquencŽs disponibles ˆ ce jour. En effet, ces deux g•nes sont prŽsents ˆ la fois chez les 

bactŽries, les archae et les eucaryotes ce qui sugg•re des propriŽtŽs essentielles de ces deux 

g•nes ou de leur protŽine correspondante. Seuls quelques organismes ne poss•dent pas ces 

deux g•nes : certaines archae, des bactŽries hyperthermophiles et certaines bactŽries 

pathog•nes obligatoires (Kryukov et al., 2002). 

 Ces deux g•nes vont pouvoir •tre organisŽs de diffŽrentes mani•res au sein des 

gŽnomes bactŽriens. Chez de nombreuses bactŽries incluant E. coli, les g•nes msrA et msrB 

constituent deux unitŽs transcriptionnelles distinctes et ŽloignŽes lÕune de lÕautre dans le 

chromosome. Ces deux g•nes vont pouvoir •tre organisŽs en opŽron comme par exemple chez 

Bacillus subtilis et S. aureus, et dans certains cas, comme chez les bactŽries du genre 

Neisseria, msrA et msrB sont fusionnŽs pour conduire ˆ la synth•se dÕun seul polypeptide, 

appelŽ PilB, contenant trois domaines, deux portant les activitŽ MsrA et MsrB et un domaine 

N-terminal supplŽmentaire possŽdant un repliement de type DsbE . 

Le nombre de copies des g•nes msrA et msrB varie en fonction des organismes. Par 

exemple, E. coli ne poss•de quÕune seule copie de msrA et msrB alors que S. aureus poss•de 

trois copies de msrA et une copie de msrB (Pour revue, Ezraty et al., 2005).  
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I.5.3 MŽcanisme catalytique des Msr 

 

 Les MsrA et B caractŽrisŽes jusquÕici sont des enzymes ˆ Cys essentielles et qui 

prŽsentent toutes le m•me mŽcanisme catalytique faisant intervenir la chimie de lÕacide 

sulfŽnique (Figure 4) (Boschi-Muller et al., 2000 ; Olry et al., 2002 et pour revue voir Boschi-

Muller et al., 2005). La premi•re Žtape de ce mŽcanisme, Žgalement appelŽe Žtape rŽductase, 

consiste en la formation dÕun complexe michaelien entre la Msr et la MetSO et ˆ lÕattaque 

nuclŽophile de la Cys catalytique (SC) de la Msr sur la fonction sulfoxyde. Ceci entra”ne la 

formation dÕun Žtat de transition appelŽ sulfurane. Cet Žtat de transition va ensuite se 

rŽarranger pour permettre la libŽration dÕune mole de Met par mole dÕenzyme ainsi que la 

formation dÕun intermŽdiaire acide sulfŽnique.  

Au cours de la deuxi•me Žtape, la Cys de rŽgŽnŽration (SR) attaque lÕintermŽdiaire 

acide sulfŽnique entra”nant la libŽration dÕune mole dÕeau par mole dÕenzyme ainsi que la 

formation dÕun pont disulfure intramolŽculaire. Enfin, la troisi•me Žtape permet la 

rŽgŽnŽration de la Msr gr‰ce ˆ la rŽduction du pont disulfure intramolŽculaire par la Trx in 

vivo. Ceci aboutit au relargage dÕune Msr sous forme rŽduite ainsi que dÕune Trx sous forme 

oxydŽe, la Trx Žtant elle-m•me rŽduite par la ThiorŽdoxine rŽductase (TrxR) NADPH-

dŽpendante. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4 : MŽcanisme catalytique des Msr ˆ deux Cys.  
La formation du complexe Msrred/substrat nÕest pas explicitŽe. LÕŽtape MetSO rŽductase peut •tre 
divisŽe en deux sous-Žtapes. Le substrat sulfoxyde est attaquŽ par la Cys catalytique (SC) lors de 
lÕŽtape IA, conduisant ˆ la formation dÕun Žtat de transition de type sulfurane. Ce sulfurane doit se 
rŽarranger dans lÕŽtape IB pour aboutir ˆ lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique. LÕattaque de la Cys de 
recyclage (SR) sur cet intermŽdiaire permet de former un pont disulfure intramolŽculaire et de libŽrer 
une molŽcule dÕeau, lors de lÕŽtape II. Enfin, le pont disulfure est rŽduit par la Trx au cours de lÕŽtape 
III (dÕapr•s Olry et al., 2002). 
 

La vitesse de la premi•re Žtape de ce mŽcanisme catalytique est rapide (790 s-1 pour la 

MsrA de N. meningitidis et 85 s-1 pour la MsrB de N. meningitidis). La vitesse de la seconde 
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Žtape est limitŽe par celle de la premi•re Žtape. Enfin, la troisi•me Žtape de rŽduction du pont 

disulfure par la Trx est lÕŽtape cinŽtiquement limitante du mŽcanisme. Plus prŽcisŽment, cÕest 

lÕŽtape de dissociation entre la Msr rŽduite et la Trx oxydŽe qui constitue le processus limitant  

 (Figure 5) (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-Muller et al., 2005). 

 

 

Figure 5 : MŽcanisme de rŽduction du pont disulfure intramolŽculaire des Msr par la Trx. 
Le mŽcanisme a minima peut •tre dŽcrit par trois Žtapes : la formation d'un complexe Msr 
oxydŽe / Trx rŽduite (Žtape A), le transfert de pont disulfure entre la Msr et la Trx (Žtape B), et la 
dissociation du complexe Msr rŽduite / Trx oxydŽe (Žtape C). C'est lÕŽtape C qui est l'Žtape 
cinŽtiquement limitante du mŽcanisme des Msr (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-
Muller et al., 2005). 

 

Le mŽcanisme cinŽtique des Msr est de type ping-pong (Figure 6), en prŽsence de 

rŽducteur comme la Trx ou le DTT (Boschi-Muller et al., 2001 ; Boschi-Muller et al., 2005). 

Ce mŽcanisme peut en effet •tre dŽcrit par deux demi-rŽactions. 

 

Msr rŽd + MetSO                    Msrox + Met 

Msrox + TrxrŽd                    MsrrŽd + Trx ox 

 

 

 

 

 

Figure 6 : SchŽma du mŽcanisme cinŽtique de type ping-pong des Msr. 
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I.5.4 Structures tridimensionnelles 

 

 Les MsrA et les MsrB prŽsentent un mŽcanisme catalytique identique. Pourtant ces 

deux protŽines ne prŽsentent aucune identitŽ de sŽquence. Leurs structures tridimensionnelles 

sÕav•rent •tre Žgalement diffŽrentes. Les Msr sont toutes deux des protŽines monomŽriques de 

170 ˆ 211 rŽsidus pour les MsrA et dÕenviron 146 rŽsidus pour les MsrB. 

 

   I.5.4.1 Structure tridimensionnelle des MsrA 

 

 Actuellement, les structures tridimensionnelles des MsrA dÕE. coli, de Bos taurus de 

Mycobacterium tuberculosis, de Populus trichocarpa et de N. meningitidis ont ŽtŽ rŽsolues 

par diffraction aux rayons X et la structure de la MsrA dÕE. coli a ŽtŽ rŽsolue par RMN (T•te-

Favier et al., 2000 ; Lowther et al., 2000 ; Taylor et al., 2003 ; Rouhier et al., 2007 ; 

Ranaivoson et al., 2008 ; Coudevylle et al., 2006 ). Toutes ces MsrA prŽsentent la m•me 

structure globale  (Figure 7) : 

- une partie centrale appelŽe corenzyme qui contient 4 hŽlices $, 8 brins % ainsi que des 

coudes %. CÕest dans cette partie que se situe le site actif contenant la Cys51 qui se trouve 

positionnŽe ˆ lÕextrŽmitŽ N-terminale de lÕhŽlice $1. Cette partie corenzyme est suffisante 

pour catalyser la rŽduction de la MetSO en prŽsence de DTT (Boschi-Muller et al., 2001). 

- une extrŽmitŽ N-terminale ne possŽdant pas de structure secondaire particuli•re de type 

hŽlice $ ou feuillet % et qui est stabilisŽe par un grand nombre de liaisons hydrog•ne et de 

contacts de van der Waals avec le corenzyme. Cette extrŽmitŽ peut •tre de longueur variable 

allant dÕune quarantaine de rŽsidus chez la MsrA dÕE. coli ˆ moins de cinq chez la MsrA de B. 

subtilis et N. meningitidis 

- une extrŽmitŽ C-terminale non structurŽe dans laquelle se trouvent de nombreux rŽsidus 

Glycine ainsi que les Cys198 et Cys206. 
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Figure 7 : ReprŽsentation schŽmatique de la structure tridimensionnelle du monom•re de la 
MsrA dÕE. coli 
Les structures secondaires en hŽlices $ sont reprŽsentŽes en rouge, et les brins % en bleu. Les 3 Cys 
impliquŽes dans le mŽcanisme catalytique sont reprŽsentŽes en jaune. La Cys51 catalytique est liŽe 
covalemment ˆ une molŽcule de dimŽthyl arsenate. La figure a ŽtŽ rŽalisŽe avec le logiciel Pymol 
(d'apr•s le fichier PDB 1FF3). 

 

Le site actif des MsrA est tr•s ŽvasŽ et est localisŽ ˆ la surface de la protŽine. Dans 

toutes les structures tridimensionnelles obtenues ˆ ce jour, exceptŽ celle de la MsrA de N. 

meningitidis, une molŽcule est prŽsente au sein du site actif, pouvant mimer un complexe 

michaelien enzyme/substrat ou un Žtat de transition. Ainsi, on observe la prŽsence dÕun adduit 

dimŽthyl arsenate sur la Cys51 catalytique dans le cas de la MsrA dÕE. coli, dÕun adduit avec 

le DTT pour la MsrA de B. taurus, dÕune Met provenant dÕun monom•re adjacent dans le cas 

de la MsrA de M. tuberculosis et dÕune molŽcule de %-mercaptoŽthanol pour la MsrA de 

peuplier (Figure 8). 

LÕensemble de ces structures montre que le site actif est centrŽ autour de la Cys51 

localisŽe ˆ lÕextrŽmitŽ N-terminale de lÕhŽlice $1. LÕexamen des alignements de sŽquence 

ainsi que des structures tridimensionnelles montre la prŽsence dans le site actif de rŽsidus 

fortement conservŽs et a permis de dŽfinir trois sous-sites ˆ lÕintŽrieur du site actif : 1) une 

poche hydrophile composŽe des rŽsidus Tyr82, Tyr134 et Glu94, qui sont bien positionnŽs 

pour interagir avec lÕatome dÕoxyg•ne de la MetSO via des interactions de type liaisons H ; 2) 

une poche hydrophobe constituŽe des rŽsidus Phe52 et Trp53, dans laquelle sont localisŽs les 

groupements &-mŽthyle et #-mŽthyl•ne du substrat sulfoxyde. Le Trp53 est positionnŽ de 

fa•on adŽquate dÕune part via une interaction de type Ç stacking È #-# entre son noyau indole 
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et le noyau phŽnyl de la Tyr189 et dÕautre part via une liaison H entre le groupement NH de 

son noyau indole et le N'  de lÕHis186 ; 3) un sous-site pouvant interagir avec la cha”ne 

principale du substrat constituŽ des rŽsidus Asp129 et Tyr197. Le groupement carboxylate de 

lÕAsp129 est impliquŽ dans trois liaisons H : une entre lÕun de ces oxyg•nes et le groupement 

NH du squelette du substrat MetSO et les deux autres entre son deuxi•me oxyg•ne et dÕune 

part le groupement hydroxyle de la Tyr197 et dÕautre part une molŽcule dÕeau qui elle-m•me 

interagit avec le groupement NH de la cha”ne principale de la Cys51. Le noyau phŽnyl de la 

Tyr197 formerait une interaction #-# avec la liaison peptidique existante entre le groupement 

NH de MetSO et le groupement CO du rŽsidu prŽcŽdent. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : ReprŽsentation de la structure des sites actifs des MsrA de M. tuberculosis et de B. 
taurus. 
A) Site actif de la MsrA de M. tuberculosis dans lequel une MetSO a ŽtŽ modŽlisŽe ˆ partir dÕune Met 
initialement prŽsente provenant dÕun monom•re de MsrA adjacent. Le dipeptide His-MetSO est 
reprŽsentŽ en violet, les acides aminŽs du site actif en jaune. La molŽcule dÕH2O est reprŽsentŽe en 
rouge foncŽ. Les traits pointillŽs reprŽsentent les liaisons H potentielles. B) Site actif de la MsrA de B. 
taurus dans lequel un substrat sulfoxyde est modŽlisŽ (reprŽsentŽ en bleu) ˆ la place dÕune molŽcule de 
DTT initialement prŽsente et qui pontait les Cys51 et Cys198 du m•me monom•re. Les cha”nes 
latŽrales des acides aminŽs sont reprŽsentŽes en vert, les traits pointillŽs reprŽsentent les liaisons H.  
 

RŽcemment, quatre structures de la MsrA de N. meningitidis ont ŽtŽ rŽsolues, 

correspondant aux quatre intermŽdiaires gŽnŽrŽs au cours du cycle catalytique de lÕenzyme : 

une structure sous forme rŽduite avec pour la premi•re fois un site actif non occupŽ, une 

structure du variant C51S de la MsrA en complexe avec un substrat AcMetSONHMe, 

reprŽsentatif du complexe michaelien, une structure du variant C198S de la MsrA avec 
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lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique sur la Cys51 et enfin, une structure de lÕenzyme sous forme 

oxydŽe (pont disulfure C51-C198) (Ranaivoson et al., 2008). 

Globalement, le repliement de lÕenzyme reste inchangŽ dans toutes les structures 

tridimensionnelles dŽcrites ainsi que dans les structures de la MsrA dÕE. coli obtenue par 

RMN (Coudevylle et al., 2006). Les structures des formes oxydŽes pont disulfure de la MsrA 

de N. meningitidis, obtenue par cristallographie, et de la MsrA dÕE. coli obtenue par RMN, 

prŽsentent par contre des changements de conformations importants en comparaison avec les 

autres structures. Ceci Žtait prŽvisible Žtant donnŽ que dans les structures prŽcŽdentes, la 

distance mesurŽe entre les atomes de soufre des Cys51 et Cys198 est dÕau moins 8 • et donc 

incompatible avec la formation dÕun pont disulfure. Dans ce cas, un mouvement global 

restructure compl•tement la rŽgion Thr121-Thr132 contenant les deux petits brins %3Õ et %3ÕÕ. 

Le rŽsidu Asp129 est ainsi dŽplacŽ de plus de 10 •, ce mouvement semblant majoritairement 

liŽ ˆ des rotations au niveau des cha”nes principales des rŽsidus Thr121 et Thr132. Ces 

rotations entra”nent un basculement vers le solvant de la cha”ne polypeptidique 123/132 et ont 

pour consŽquence dÕexposer la surface ˆ caract•re hydrophobe du site actif (Ranaivoson et al., 

2008 ; Coudevylle et al., 2006).  

 

   I.5.4.2 Structures tridimensionnelles des MsrB 

 

 Actuellement, seule la structure tridimensionnelle de la MsrB de N. gonorrhoeae a ŽtŽ 

dŽcrite (Lowther et al., 2002). Les MsrB sont des protŽines monomŽriques dÕenviron 146 

acides aminŽs. Le cÏur de lÕenzyme est composŽ de deux feuillets % anti-parall•les twistŽs, 

composŽs respectivement de trois et cinq brins % dont le brin %8 qui contient la Cys117 

catalytique, ainsi que de trois hŽlices $ et de cinq hŽlices 310 (Figure 9). La Cys63 impliquŽe 

dans le processus de rŽgŽnŽration de lÕenzyme est localisŽe ˆ lÕintŽrieur dÕune boucle et est 

positionnŽe ˆ une distance de 3,2 • de la Cys117, ce qui est tout ˆ fait compatible avec la 

formation dÕun pont disulfure. 
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Figure 9 : ReprŽsentation schŽmatique de la structure tridimensionnelle du monom•re de la 
MsrB de N. gonorrhoeae. 
Les deux conformations de la Cys117 catalytique, et la Cys63 de recyclage sont reprŽsentŽes. Les 
structures secondaires en hŽlice $ sont reprŽsentŽes en rouge, celles des brins % en jaune. La molŽcule 
d'eau qui mime la position du Zn dans le cas des MsrB ˆ mŽtal est reprŽsentŽe. La figure a ŽtŽ rŽalisŽe 
avec le logiciel Pymol (d'apr•s le fichier PDB 1L1D). 
 

 Comme pour les MsrA, le site actif des MsrB est localisŽ ˆ la surface de lÕenzyme. Le 

site actif de la MsrB de N. gonorrhoeae ˆ lÕintŽrieur duquel une molŽcule de cacodylate non 

liŽe covalemment est prŽsente reprŽsente un bon mod•le de complexe Michaelien entre 

lÕenzyme et son substrat MetSO. LÕexamen du site actif de cette structure de MsrB permet de 

dŽfinir deux sous-sites : 1) une poche hydrophile constituŽe des rŽsidus His103, His100, 

Thr26 et Asn119, qui sont bien positionnŽs pour interagir avec lÕatome dÕoxyg•ne de la 

MetSO via des interactions de type liaisons H. En effet, un des oxyg•ne du cacodylate forme 

une liaison H avec le N'  de l'His103. Cette interaction pourrait mimer une interaction entre 

lÕoxyg•ne du sulfoxyde de la MetSO et lÕHis103. LÕazote & de l'His100, l'oxyg•ne de la Thr26 

et l'azote de l'Asn119 Žtablissent une liaison H avec une molŽcule d'eau elle m•me Žtablissant 

une liaison H avec lÕoxyg•ne du cacodylate qui pourrait mimer lÕoxyg•ne de la fonction 

sulfoxyde ; 2) une poche hydrophobe constituŽe essentiellement de la cha”ne latŽrale du rŽsidu 

Trp65, dans laquelle est localisŽ un des deux mŽthyles du cacodylate. Ce mŽthyle pourrait 

mimer le mŽthyle & de la MetSO (Figure 10). 
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Figure 10 : ReprŽsentation du site actif de la MsrB de N. gonorrhoeae. 
Les cha”nes latŽrales des rŽsidus conservŽs Thr26, Trp65, His100, His103, Cys117 (deux 
conformations) et Asn119 sont reprŽsentŽes. La molŽcule de cacodylate est nommŽe CAC sur le 
schŽma. Les diffŽrentes distances sont indiquŽes en •. Les structures secondaires en hŽlice $ sont 
reprŽsentŽes en rouge et les brins % en jaune. Cette figure a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ lÕaide du logiciel PyMol 
(d'apr•s le fichier PDB 1L1D).   
 

LÕinspection des structures tridimensionnelles rŽv•le Žgalement lÕexistence d'une 

rŽgion prŽsentant des homologies structurales avec le site de fixation du Zn2+ des enzymes de 

type Mss4 (impliquŽes dans la rŽgulation de la protŽine Rab qui est un facteur dÕŽchange 

GTP/GDP) (Yu et Schreiber, 1995; Zhu et al., 2001). Cette rŽgion de la MsrB correspond ˆ la 

rŽgion qui contient le site de fixation du Zn2+ pour les mŽtalloMsrB (Kryukov et al., 2002; 

Olry et al., 2005). 

 

  I.5.5 Les diffŽrentes sous-classes de Msr 

 

   I.5.5.1 Les diffŽrentes sous-classes de MsrA 

 

 Au sein des MsrA, il existe diffŽrentes sous-classes qui diff•rent au niveau du nombre 

et de la localisation des Cys impliquŽes dans le mŽcanisme de rŽgŽnŽration (Figure 11). En 

effet, si la Cys51 catalytique (en se basant sur la numŽrotation de la MsrA dÕE. coli) est 

conservŽe dans toutes les MsrA, le nombre et la localisation des Cys impliquŽes dans la 

formation du pont disulfure intramolŽculaire varient. Ainsi, quatre sous-classes peuvent •tre 

dŽfinies.  
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La premi•re sous-classe est reprŽsentŽe par la MsrA dÕE. coli ; dans ce cas, deux Cys 

sont impliquŽes dans le processus de recyclage de lÕenzyme : la Cys198 et la Cys206. Il y a 

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

pont C51-C198 puis le pont C198-C206, ce dernier Žtant celui qui est rŽduit par la Trx 

(Boschi-Muller et al., 2000).  

La deuxi•me sous-classe est reprŽsentŽe par lÕenzyme de N. meningitidis, qui fait 

intervenir une seule Cys dans son mŽcanisme de rŽgŽnŽration : la Cys198, dans ce cas il y a 

uniquement formation du pont disulfure C51-C198 (Olry et al., 2002) qui est rŽduit par la 

Trx. 

La troisi•me sous-classe est reprŽsentŽe par la MsrA de B. subtilis qui ne poss•de 

quÕune seule Cys de rŽgŽnŽration en position 54. Dans ce cas, cÕest le pont disulfure C51-C54 

qui est formŽ (Boschi-Muller et al., 2005) et rŽduit par la Trx. 

Enfin, la quatri•me sous-classe est reprŽsentŽe par la MsrA de Rhodobacter 

capsulatus. Dans ce cas, seule la Cys51 catalytique est prŽsente, ce qui sugg•re, si lÕenzyme 

est active, un mŽcanisme de rŽgŽnŽration diffŽrent impliquant une rŽduction directe de 

lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique. Pour lÕinstant, aucune donnŽe biochimique nÕest disponible 

pour cette sous-classe ˆ propos de la nature du rŽducteur impliquŽ (Boschi-Muller et al., 

2005). 

Quelques cas de MsrA o• la Cys51 catalytique est remplacŽe par une sŽlŽnoCystŽine 

ont Žgalement ŽtŽ rapportŽs (Kim et al., 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Introduction : Les MŽthionine Sulfoxyde RŽductases 

26 

 
 
 
 

         1        10        20        30        40        50        60        70                                    
 |        |         |         |         |         |         |         |          

E. c  MSLFDKKHLVSPADALPGRNTPMPVATLHAVNGHSMTNVPDGMEIAIFAMGCFWGVERLFWQLPGVYSTAA  
B. s  ----------------------------------- MS--- EKKEIATFAGGCFWCMVKPFDEQPGIEKVVS  
N. m  -------------- -------------------------- MNTRTIYLAGGCFWGLEAYFQRIDGVVDAVS  
C. r  ---------------------------- MATNGNGAS---- GAELATFALGUFWHPEASFANVPGVVKTRV  
C -------------------------------------------------- GCFW---------- G------  
 

         80        90       100       110       120       130       140              
         |         |         |         |         |         |         |  

E. c  GYTGGYTPNPTYREVCSGDTGHAEAVRIVYDPSVISYEQLLQVFWENHDPAQGMRQGNDHGTQYRSAIYPL  
B. s  GYTGGHTENPTYEEVCSETTGHREAVQITFHPDVFPYEKLLELFWQQIDPTDAGGQFADRGSSYRAAIFYH  
N. m  GYANGNTKNPSYEDVSYRHTGHAETVKVTYDADKLSLDDILQYFFRVVDPTSLNKQGNDTGTQYRSGVYYT  
C. r  GYTGGSRPNPTYESVCAGD- GHTEAMRVWFDPAIISYEDLLKQFFREHDPTQKSK------ CQYKSAVWYH  
Cons GY- GG------ YÑ-------- H- E- V---- D----------------- DP----- Q-- D- G-- YR-- I ---  
 
                   

       150      160       170       180       190       200       210             
       |         |         |         |         |         |         |    

E. c  PEQDAAARASLERFQAAMLAADDDRHITTEIANATPFYYAEDDHQQYLHKNPYGYCGIGGIGVCLPPEA--  
B. s  DKQKELAEASKQRLAESGIFKDP--- IVTDILKAEPFYEAEGYHQHFYKKNPAHYQRYRTGSGRAGFISEH 
N. m  PAEKAVIAAALKREQQKYQLP----- LVVENEPLKNFYDAEEYHQDYLIKNPNGYCHIDIRKADEPLPGKT 
C. r  EAHGTALAAVMKELEGKYRVR----- LATTVDPAGDWWDAEEYHQKYIEKSMMRRGSAGWW----------  
Cons ----------------------------------- ---- AE-- HQ---- K- P-------------------  
 
           220       230    
            |         |  
E. c  ---------------------  
B. s  WGAK-----------------  
N. m  KTAPQGKGFDAATYKKPSDAE 
C. r  ---------------------  
Cons ---------------------  

 
Figure 11 : Alignement des sŽquences des MsrA d'E. coli (E. c), de B. subtilis (B. s), de 
N. meningitidis (N. m) et de Chlamydomonas reinhardtii (C. r). 
Chacune de ces enzymes est reprŽsentative dÕune des quatre sous-classes de MsrA, qui diff•rent par la 
position des rŽsidus Cys de recyclage impliquŽs dans le mŽcanisme de rŽgŽnŽration (E. coli : 
C51/C198/C206 ; B. subtilis : C51/C54 ; N.  meningitidis : C51/C198). La protŽine de C. reinhardtii 
est un cas particulier de MsrA o• la Cys essentielle est remplacŽe par un rŽsidu sŽlenocystŽine (U). 14 
protŽines prŽsentant cette particularitŽ ont ŽtŽ identifiŽes dans les banques de donnŽes. La 
numŽrotation utilisŽe est basŽe sur celle de l'enzyme d'E. coli. Les structures secondaires indiquŽes 
sont celles correspondant ˆ l'enzyme d'E. coli (T•te-Favier et al., 2000) : les hŽlices !  sont indiquŽes 
par des traits rouges, les brins "  par des fl•ches bleues. Les rŽsidus Cys sont indiquŽs sur fond jaune. 
La sŽquence consensus (cons) prŽsente les rŽsidus conservŽs ˆ plus de 90 % dans les sŽquences de 
MsrA putatives extraites des banques gŽnomiques (gŽnomes enti•rement sŽquencŽs). 
 

   I.5.5.2 Les diffŽrentes sous-classes de MsrB 

 

 Plusieurs sous-classes de MsrB peuvent •tre dŽfinies en se basant sur la diffŽrence de 

localisation existant au niveau de la Cys impliquŽe dans le mŽcanisme de rŽgŽnŽration. Dans 

le cas des MsrB, la Cys catalytique est en position 117 et est conservŽe dans lÕensemble des 

MsrB. Quatre sous-classes de MsrB peuvent alors •tre dŽfinies (Figure 12). 
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 La premi•re sous-classe est reprŽsentŽe par la MsrB de N. meningitidis (60% des 

MsrB). Dans ce cas, la Cys de rŽgŽnŽration se situe en position 63 et le pont disulfure formŽ 

est le pont C117-C63, rŽductible par la Trx (Olry et al., 2002). 

 La seconde sous-classe est reprŽsentŽe par la MsrB de Xanthomonas campestris qui 

poss•de une Cys de rŽgŽnŽration en position 31 (5% des MsrB). Il y a formation dÕun pont 

disulfure C117-C31, rŽductible par la Trx (Neiers et al., 2004). 

 La troisi•me sous-classe est reprŽsentŽe par la MsrB de Mycoplasma pulmonis, qui ne 

poss•de que la Cys117 catalytique (31% des MsrB). Tout comme pour la MsrA de R. 

capsulatus, se pose alors la question de la nature du rŽducteur de lÕintermŽdiaire acide 

sulfŽnique. 

 Enfin la quatri•me sous-classe est reprŽsentŽe par lÕenzyme humaine MsrB2 (aussi 

appelŽe hCBS1), qui poss•de une Cys de rŽgŽnŽration en position 60 (1% des MsrB). Ceci 

sugg•re que le mŽcanisme de rŽgŽnŽration de lÕenzyme pourrait passer par la formation dÕun 

pont disulfure C117-C60. 

 Il est ˆ noter que la MsrB humaine SelX poss•de une SeCys en remplacement de la 

Cys117 catalytique et poss•de une Cys de rŽgŽnŽration en position 63. 

 En plus de ces diffŽrentes sous-classes, il est ˆ noter quÕenviron 50% des MsrB, et 

notamment les MsrB dÕE. coli, de R. capsulatus et de X. campestris poss•dent deux motifs 

supplŽmentaires CXXC permettant la fixation dÕun atome de Zn2+ (Olry et al., 2005). 
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                                      0         10       20       
                                                       |         |         |   
E. c  -------------------------------------------- MANKPSAEELKKNLSEMQFYTQV 
N. m  ------------------------------------------- MTYKKPSDAELKRTLTEEQYQTQV 
M. p  ----------------------------------------- ----- MNKTKEQRLKELTTLQYKTQV 
X. c  ------------------------------------- MSQFDLTPPSPAQRDALIAGLSDEEQRLLV 
H. s (MsrB2)  MARLLWLLRGLTLGTAPRRAVRGQAGGGGPGTGPGLGEAGSLATCELPLAKSEWQKKLTPEQFYTRV 
H. s (SEL X) ------------------------------------------------------------ MSFCFFS 
Cons          -------------------------------------------------------------------  
 
         30        40        50       60               70                 80  
     

       |         |         |         |         |                |      
E. c  NHGTEPPFTGRLLHNKRDGVYHCLICDAPLFHSQTKYDSGCGWPSFYEPVS------- EESIRYIKD 
N. m  NSATEYAFSHEYDHLFKPGIYVDVVSGEPLFSSADKYDSGCGWPSFTRPID------- AKSVTEHDD 
M. p  EGQTEKAFDNEYNNHYEEGIYVDIVDGTPLFKSQDKYNSGSGWPAFTSPIK------- KDEIVENAD 
X. c  HHGTEAPFCGVFLDNKLDGVYTCRLCGLPLRSNAKFDFSGTGWPSFFAPYD------- PAHVREIRD 
H. s (MsrB2) EKGTEPPFSGIYLNNKEAGMYHCVCCDSPLF- SEKKYCSGTGWPSFSEAHGTSGSDESHTGLIRRLD 
H. s (SEL X) G- G------ EVFQNHFEPGVYVCAKCGYELFSSRSKYAHSUPWPAFTETIH-------- ADVSAKRP 
Cons             ------------------ G---------- LF- S-------- GWP- F--- ----------------- D 
 
 
                        90       100         110        120       130                     

      |         |          |          |         |                          
E. c              LSHGMQRIEIRCGNCDAHLGHVFP- DGPQPT- GERYCVNSASLRFTDGENGEEING----------  
N. m FSYNMRRTEVRSHAADSHLGHVFP- DGPRDKGGLRYCINGASLKFIPLEQMDAAGYGALKSKVK--   
M. p  FSYGLRRVEVKSKNAQSHLGHVFT- DGPKDKGGLRYCINSAALRFIPKKDLEKEGYKEYLKLFED-  
X. c TGYGMIRTEIVCARCDSHLGHVFP- DGPPPT- GERHCLNSVSLAFTEDGQPLPNPLQRAGADTQPA 
H. s (MsrB2) TSLGSARTEVVCKQCEAHLGHVFP- DGPGPN- GQRFCINSVALKFKPRKH----------------  
H. s (SELX) EHNRSEALKVSCGKCGNGLGHEFLNDGPKPG- QSRFUIFSSSLKFVPKGKETSASQGH--------  
Cons                  ------ R- E-------- HLGH- F---- P------ R- C- N---------------------------  

 

Figure 12 : Alignement des sŽquences des MsrB de dÕE. coli (E. c), N. meningitidis (N. m), de 
M. pulmonis (M. p),de X. campestris (X. c), de la MsrB2 et de SelX d'H. sapiens (H. s). 
Les MsrB peuvent •tre divisŽes en quatre sous-classes selon le nombre et la position des Cys 
impliquŽes dans le mŽcanisme de recyclage : deux Cys (cas de N. meningitidis et E. coli avec la Cys 
de recyclage en position 63) ou une seule Cys (cas de M. pulmonis). La MsrB de X. campestris ne 
poss•de pas de Cys en position 63 mais poss•de une Cys en position 31. Elle forme une troisi•me 
sous-classe, la quatri•me Žtant reprŽsentŽe par la MsrB2 (hCBS1) humaine ne poss•dant pas de Cys en 
position 63 mais une Cys en position 60. Parmi les MsrB, certaines poss•dent quatre Cys 
supplŽmentaires, impliquŽes dans la fixation dÕun mŽtal (cas de E. coli, de X. campestris, d'H. sapiens 
MsrB2 et SelX). La numŽrotation utilisŽe est celle de l'enzyme d'E. coli. Les structures secondaires 
indiquŽes sont celles correspondant ˆ l'enzyme de N. gonorrhoeae (Lowther et al., 2002) : les hŽlices !  
sont indiquŽes par des traits rouges, les brins % par des fl•ches bleues. Les rŽsidus Cys impliquŽs dans 
la chŽlation dÕun ion mŽtallique sont indiquŽs sur fond bleu, les autres Cys sont indiquŽes sur fond 
jaune. La protŽine humaine SelX est un cas particulier de MsrB o• la Cys essentielle en position 117 
est remplacŽe par un rŽsidu sŽlenocystŽine (U). La sŽquence consensus (cons) prŽsente les rŽsidus 
conservŽs ˆ plus de 90% dans les sŽquences de MsrB putatives extraites des banques gŽnomiques 
(gŽnomes enti•rement sŽquencŽs). 
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  I.5.6 StŽrŽosŽlectivitŽ et spŽcificitŽ de substrat 

 

 Les MsrA et les MsrB prŽsentent des stŽrŽosŽlectivitŽs diffŽrentes. En effet, la MsrA 

est spŽcifique de la rŽduction de lÕisom•re S de la MetSO alors que la MsrB rŽduit 

spŽcifiquement lÕisom•re R de la MetSO. Ceci a ŽtŽ montrŽ par lÕutilisation des deux 

stŽrŽoisom•res de la MetSO (Moskovitz et al., 2000 ; Olry et al., 2002), et ˆ lÕaide de la 

calmoduline oxydŽe (Grimaud et al., 2001). La gŽomŽtrie des sites actifs de la MsrA et de la 

MsrB sont symŽtriques lÕun par rapport ˆ lÕautre, ce qui permet dÕexpliquer au niveau 

structural cette stŽrŽosŽlectivitŽ de substrat (Lowther et al., 2002). Des Žtudes enzymatiques 

rŽalisŽes ˆ lÕŽtat stationnaire sur les MsrA et MsrB de N. meningitidis, en utilisant des 

analogues de la MetSO, ont permis de suggŽrer que 1) les Msr prŽsentent une meilleure 

affinitŽ pour les substrats sulfoxydes inclus dans une cha”ne polypeptidique. Ainsi la 

protection des groupements NH2 et COOH sous forme amide permet dÕaugmenter lÕaffinitŽ 

apparente de lÕenzyme pour son substrat, 2) la prŽsence de la fonction sulfoxyde est 

essentielle pour la fixation de la MetSO, 3) la stŽrŽochimie du C$ nÕa aucune influence sur la 

reconnaissance du substrat, 4) la prŽsence dÕau moins deux CH2 entre le C$ et lÕatome de 

soufre de la fonction sulfoxyde est nŽcessaire, 5) la poche hydrophobe permettant la 

reconnaissance du groupement mŽthyle du substrat nÕest pas adaptŽe pour fixer efficacement 

des substrats avec des groupements plus encombrants tels que le groupement Žthyle (Olry et 

al., 2002). 
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Boucle contenant la 
cis-Pro 

Partie II  : Les disulfure oxydorŽductases de la famille des Trx 

 

Le maintien de lÕŽquilibre redox au sein des cellules est primordial puisquÕil va 

permettre de rŽguler de nombreux processus cellulaires tels que le mŽtabolisme, la 

signalisation ou encore la transcription. Cette rŽgulation redox passe entre autre par des 

processus dÕoxydation/rŽduction de rŽsidus Cys. Dans ce cadre, les protŽines disulfure 

oxydorŽductases de la famille des Trx jouent un r™le essentiel. Ces protŽines partagent le 

m•me type de repliement, retrouvŽ chez les Trx (cinq brins %, qui forment un cÏur 

hydrophobe, entourŽs dÕhŽlices $), mais ne prŽsentent quÕun faible taux dÕidentitŽ de 

sŽquence (Figure 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Structure tridimensionnelle de la Trx1 dÕE. coli  
Les structures secondaires en hŽlice $ sont reprŽsentŽes en rouge, les brins % en bleu. Les Cys 
catalytiques Cys32 et Cys35 formant un pont disulfure intramolŽculaire sont reprŽsentŽes sur la 
structure. Cette figure a ŽtŽ rŽalisŽe avec le logiciel Pymol ˆ partir du fichier PDB 2FCH. 

 

Ces protŽines poss•dent Žgalement une sŽquence signature commune, CXXC, au sein 

de leur site actif, la Cys N-terminale de cette signature Žtant la Cys catalytique. Cette rŽgion 

fortement conservŽe est toujours localisŽe au dŽbut dÕune hŽlice $. La nature des acides 

aminŽs prŽsents entre les deux Cys varie en fonction des enzymes et a comme consŽquence 

une influence sur leur potentiel redox. Une autre particularitŽ de ces protŽines est la prŽsence 

dÕune boucle conservŽe contenant un rŽsidu cis-Pro en position 76. 

Il existe une tr•s grande variabilitŽ du potentiel redox chez les Ç Trx-like È allant de  

-270 mV pour la Trx1 dÕE. coli ̂  -124 mV pour la DsbA (Aslund et al., 1997). Ces protŽines 

Ç Trx-like È vont donc avoir des r™les diffŽrents : soit un r™le de rŽducteur permettant la 

rŽduction de ponts disulfures (Trx et GlutarŽdoxines (Grx)), soit un r™le dÕoxydant permettant 
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la formation de ponts disulfures (DsbA et PDI), soit un r™le ˆ la fois de rŽducteur et dÕoxydant 

dans le cas de lÕisomŽrisation des ponts disulfures non natifs (PDI et DsbC). Dans tous les 

cas, le mŽcanisme catalytique des protŽines contenant un centre redox de type Trx est basŽ sur 

lÕŽchange de ponts disulfures. Les Cys du site catalytique vont jouer le r™le soit dÕaccepteur 

dÕŽlectrons lorsquÕelles sont sous forme oxydŽe, soit de donneur dÕŽlectrons lorsquÕelles sont 

sous forme rŽduite. Des Žtudes par mutagen•se dirigŽe ont montrŽ quÕen faisant varier la 

nature des rŽsidus prŽsents entre les deux Cys du site actif, il est possible de rendre les 

variants de ces protŽines plus oxydants ou plus rŽducteurs. Par exemple, un variant TrxPDI 

dans lequel les rŽsidus du site actif de la Trx ont ŽtŽ remplacŽs par ceux de la PDI prŽsente un 

potentiel redox augmentŽ de 35 mV (Krause et al., 1991).  

 

 II.1 Les disulfure oxydorŽductases cytoplasmiques 

 

  II.1.1 Les Trx 

 

Les Trx sont des protŽines prŽsentes chez tous les •tres vivants. Elles prŽsentent un 

potentiel redox ˆ pH 7,0 de -0,270 V (Laurent et al., 1964) et vont donc avoir un r™le de 

rŽducteur au niveau du cytoplasme. Elles sont impliquŽes dans de nombreux processus 

physiologiques explicitŽs de fa•on non exhaustive dans le paragraphe suivant. 

 

   II.1.1.1 R™le des Trx 

 

 La premi•re fonction dŽcrite pour la Trx1 dÕE. coli est sa fonction de donneur 

dÕŽlectrons ˆ la ribonuclŽotide rŽductase (RNR), enzyme essentielle ˆ la synth•se de lÕADN, 

qui catalyse la rŽduction des quatre ribonuclŽotides en leur dŽsoxyribonuclŽotide 

correspondant (Laurent et al., 1964). La Trx1 permet Žgalement la rŽduction de 

sulfonuclŽotide rŽductases (APS rŽductase et PAPS rŽductase), enzymes qui catalysent la 

rŽduction dÕadŽnylate sulfate en sulfite. Ainsi, lÕadŽnosine-5Õ-phosphosulfate (APS) est 

rŽduite par lÕAPS rŽductase et la 3Õ-phosphoadŽnosine-5Õ-phosphosulfate (PAPS) est rŽduite 

par la PAPS rŽductase. Le mŽcanisme catalytique proposŽ pour ces deux SulfonuclŽotide 

rŽductases fait intervenir la Trx (Carroll et al., 2005) (Figure 14). 
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Figure 14 : MŽcanisme de rŽduction de lÕAPS ou de la PAPS par une SulfonuclŽotide rŽductase, 
APS rŽductase ou PAPS rŽductase (dÕapr•s Chartron et al., 2007). 

 

La Trx1 humaine joue le r™le de facteur de croissance pour de nombreuses cellules, 

notamment les lymphocytes (Wakasugi et al., 1990) et les fibroblastes (Oblong et al., 1994).  

La Trx1 est Žgalement impliquŽe directement dans la rŽsistance au stress oxydant en 

tant que peroxydase en rŽduisant H2O2 (Nakamura et al., 1994).  

Elle est Žgalement donneur d'Žlectrons pour de nombreuses cibles : les Msr (Gonzalez 

Porque et al., 1970), la glutathion peroxydase (Bjornstedt et al., 1994), les peroxyrŽdoxines ˆ 

1 Cys (Pedrajas et al., 2000), les peroxyrŽdoxines ˆ 2-Cys typiques (Netto et al., 1996) et 

atypiques (Seo et al., 2000).  

La Trx1 joue aussi un r™le dans la transduction du signal intracellulaire, en rŽgulant 

lÕactivitŽ de protŽines qui se fixent sur lÕADN, comme par exemple les protŽines Jun/Fos et le 

facteur nuclŽaires NF( B. La Trx est un facteur important dans la rŽgulation de lÕactivitŽ de 

fixation ˆ lÕADN de p53, soit de fa•on directe soit via la protŽine Ref-1 (Ueno et al., 1999).  

 

 II.1.1.2 MŽcanisme catalytique 

 

Les Trx vont catalyser la rŽduction de pont disulfures au sein de protŽines oxydŽes. 

Les Trx sont des enzymes possŽdant deux Cys catalytiques, la Cys32 et la Cys35, au sein 

dÕune signature WCGPC. La cha”ne latŽrale de la Cys32 est accessible au solvant et poss•de 

un pKa de 7,5 (Chivers et al., 1997b). Ceci lui permet de se retrouver ˆ pH 7,0 en partie sous 

forme thiolate et de pouvoir jouer le r™le de nuclŽophile. Au contraire, la Cys35 prŽsente une 

valeur de pKa de lÕordre de 9, ce qui la rend tr•s peu rŽactive. Le caract•re nuclŽophile de la 

Cys35 pourrait •tre augmentŽ par une catalyse basique. Le mŽcanisme proposŽ pour la 

rŽduction de protŽines oxydŽes sous forme pont disulfure par la Trx peut se dŽcomposer en 
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trois Žtapes. La premi•re Žtape consiste en lÕattaque nuclŽophile de la Cys32 sous forme 

thiolate au niveau des Cys de la protŽine cible impliquŽe dans le pont disulfure 

intramolŽculaire. Il y a alors formation dÕun pont disulfure intermolŽculaire entre la Trx et sa 

cible. Au sein de cet intermŽdiaire intermolŽculaire, le pKa de lÕAsp26 est abaissŽ (de 9,2 ˆ 

7,6), ce qui lui permet dÕ•tre en partie sous forme dŽprotonŽe ˆ pH 7,0. Ainsi, dans la seconde 

Žtape, lÕAsp26 va pouvoir accepter le proton de la Cys35. La Cys35 ainsi dŽprotonŽe va 

pouvoir, dans une ultime Žtape attaquer la Cys32, ce qui entra”ne la libŽration de la protŽine 

cible sous forme rŽduite et de la Trx sous forme oxydŽe avec un pont disulfure C32-C35 

(Figure 15). La Trx, pour •tre de nouveau active, devra •tre rŽduite ˆ son tour. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : MŽcanisme de rŽduction dÕune cible oxydŽe sous forme pont disulfure par la Trx. 
(d'apr•s Chivers et Raines, 1997) 

 

II.1.1.3 SpŽcificitŽ de substrat 

 

 Les Trx sont des protŽines ubiquitaires capables de rŽduire de nombreuses cibles 

protŽiques possŽdant des fonctions tr•s diverses. LÕexamen des sŽquences de ces diffŽrentes 

cibles ne semble pas indiquer lÕexistence dÕune sŽquence signature permettant une 

reconnaissance spŽcifique par la Trx. Quels sont donc alors les facteurs structuraux et 

molŽculaires impliquŽs dans la reconnaissance entre la Trx et ses cibles ? 

 Les premi•res structures dŽcrites entre la Trx et ses cibles sont deux structures de 

complexes covalents par pont disulfure entre la Trx1 humaine, tr•s similaire ˆ la Trx1 dÕE. 

coli, et des peptides correspondant ˆ des fragments de protŽines cibles (NF( B et Ref-1) (Qin 

et al., 1995 ; Qin et al., 1996) et la structure dÕun complexe covalent par pont disulfure entre 

la Trx rŽductase et la Trx1 dÕE. coli (Lennon et al., 2000). Ces trois structures montrent une 
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reconnaissance localisŽe entre la Trx et ses cibles via lÕimplication dÕinteractions 

hydrophobes. 

RŽcemment, la structure tridimensionnelle de la Trx1 dÕE. coli liŽe covalemment par 

un pont disulfure intermolŽculaire entre sa Cys catalytique et une des Cys de la PAPS 

rŽductase a ŽtŽ rŽsolue (Chartron et al., 2007). Dans cette structure, la Trx interagit avec les 

10 derniers rŽsidus de la PAPS rŽductase. La reconnaissance de ce segment consiste 

essentiellement en des contacts hydrophobes, des liaisons H entre cha”nes principales et un 

rŽseau de ponts salins. Une consŽquence de ces nombreux contacts est que la Cys32 de la 

Trx1 est positionŽe de fa•on optimale pour rŽaliser une attaque nuclŽophile sur la PAPS 

rŽductase. La Cys35 serait alors Žgalement bien positionŽe pour attaquer le pont disulfure 

intermolŽculaire. De plus, la modŽlisation de lÕintermŽdiaire sulfocystŽine de la PAPS 

rŽductase dans la structure du complexe sugg•re lÕexistence dÕune poche putative de liaison 

du sulfite au niveau de lÕinterface protŽine-protŽine constituŽe de nombreux rŽsidus fortement 

conservŽs et notamment le Trp31, la Gly33, et la Pro34 de la Trx. Ce site pourrait permettre 

de positioner correctement la Cys32 de la Trx pour lÕattaque nuclŽophile de lÕintermŽdiaire 

sulfocystŽine de la PAPS rŽductase.  

Tr•s rŽcemment, la premi•re structure d'un complexe covalent entre la Trx et une de 

ses cibles protŽiques a ŽtŽ obtenue par RMN. Il sÕagit dÕun complexe entre la Trx et lÕarsenate 

rŽductase (ArsC) (Li  et al., 2007). ArsC est une enzyme impliquŽe dans la dŽtoxication de 

l'arsenate. Elle catalyse la rŽduction de l'arsenate (AsV) en arsenite (AsIII ). Son mŽcanisme 

catalytique fait appel ˆ trois rŽsidus Cys : la Cys10 est responsable de la premi•re attaque 

nuclŽophile sur l'arsenate et conduit ˆ la formation d'un intermŽdiaire covalent ArsC-AsV ; 

l'attaque de la Cys82 conduit dans un deuxi•me temps ˆ la formation d'un pont disulfure 

intramolŽculaire C10-C82 et au relargage de l'arsenite ; et finalement l'attaque de la troisi•me 

Cys, la Cys89, conduit ˆ la libŽration de la Cys10 et ˆ la formation d'un pont disulfure 

intramolŽculaire C82-C89 exposŽ en surface. Ce pont disulfure sera ensuite rŽduit par la Trx 

(pour revue, voir Messens et Silver, 2006). Le complexe qui a ŽtŽ ŽtudiŽ par RMN entre ArsC 

et la Trx de B. subtilis est un complexe artificiel intermolŽculaire entre les Cys32 (Žquivalent 

E. coli) de la Trx et Cys89 d'ArsC, ˆ partir de variants protŽiques ne possŽdant plus les autres 

Cys (voir Figure 16).  

Globalement, les structures de la Trx rŽduite, oxydŽe et en complexe ne prŽsentent pas 

de diffŽrences majeures. Des ajustements structuraux locaux sont observŽs au niveau d'un 

rŽsidu Val en position C-terminale du cinqui•me brin " , et au niveau d'une hŽlice ! . Au 

niveau d'ArsC, la boucle qui contient les Cys82 et Cys89 adopte une conformation 
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intermŽdiaire de celle des formes rŽduites et oxydŽes. En effet, cette boucle adopte une 

structuration en hŽlice !  dans la forme rŽduite, alors que dans la forme complexŽe cette hŽlice 

n'est pas compl•tement formŽe. Les interactions impliquŽes au sein de ce complexe sont 

essentiellement des interactions de type hydrophobe.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 16 : ReprŽsentation schŽmatique de la structure du complexe entre la Trx de B. subtilis et 
ArsC de B. subtilis. 
Les rŽsidus Cys32 de la Trx (nomenclature d'E. coli) et Cys89 d'ArsC sont reprŽsentŽs. Les hŽlices !  
et brin "  sont reprŽsentŽs respectivement en rouge et jaune. La figure a ŽtŽ rŽalisŽe avec le logiciel 
Pymol ˆ  partir du fichier PDB 2ipa. 

 

Il est ˆ noter que toutes les protŽines Trx-like poss•dent un rŽsidu cis-Proline qui 

semble •tre important pour la reconnaissance entre la Trx et ses cibles puisquÕil permettrait de 

positionner correctement la cha”ne latŽrale du rŽsidu Ala adjacent impliquŽ dans les 

interactions hydrophobes avec ses partenaires.  

 

  II.1.2 Les GlutarŽdoxines  

 

Le syst•me Grx, tout comme le syst•me Trx, joue un r™le primordial dans le maintien 

de lÕŽquilibre redox de la cellule en permettant la rŽduction des protŽines oxydŽes sous forme 

pont disulfure (pour revue, Ritz et Beckwith, 2001). La premi•re Grx isolŽe ˆ partir du foie de 

cochon a ŽtŽ dŽcouverte par E. Racker en 1955 et nommŽe thioltransfŽrase (Racker, 1955). 

Plus tard, en 1976, le syst•me Grx a ŽtŽ identifiŽ comme donneur d'Žlectrons pour la 

ribonuclŽotide rŽductase dans une souche d'E. coli mutante n'exprimant plus la Trx1 

(Holmgren, 1976). Dans ce syst•me Grx, les Žlectrons sont transfŽrŽs du NADPH ˆ la 

Trx  

ArsC 

Boucle contenant la 
cis-Pro 
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glutathion rŽductase, puis au GSSG et finalement ˆ l'une des trois Grx nommŽes Grx 1, Grx 2 

et Grx 3 (Figure 17). En terme de structure tridimensionnelle et de mŽcanisme catalytique, 

trois classes de Grx ont pu •tre dŽfinies. La premi•re classe est reprŽsentŽe par les Grx 1 et 3 

dÕE. coli, de poids molŽculaire 10 kDa avec un motif CXXC (en gŽnŽral CPYC) au sein de 

leur site actif, et adoptant un repliement Trx contenant quatre brins % antiparall•les entourŽs 

de trois hŽlices $. Ces enzymes poss•dent 33% dÕidentitŽ entre elles et sont capables de 

rŽduire la ribonuclŽotide rŽductase, tout comme la Trx. La seconde classe de Grx, reprŽsentŽe 

par la Grx 2 dÕE. coli, est reliŽe dÕun point de vue structural aux glutathion S-transfŽrases 

(GST) possŽdant une activitŽ glutarŽdoxine oxydorŽductase. La Grx 2 dÕE. coli poss•de un 

motif CPYC au sein de son site actif et est composŽe de deux domaines : un domaine N-

terminal avec un repliement de type Grx 1 et un domaine C-terminal composŽ exclusivement 

dÕhŽlices ! . La troisi•me catŽgorie correspond aux Grx possŽdant un site actif monothiol 

(CGFS). Ces Grx ont ŽtŽ identifiŽes chez la levure (yGrx3, yGrx4 et yGrx5) et chez lÕhomme. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 17 : ReprŽsentation des structures tridimensionnelles des A) Grx1, B) Grx2, C) Grx3 dÕE. 
coli. 
Les structures secondaires en hŽlices !  sont reprŽsentŽes en rouge, les brins "  en bleu. Pour chaque 
structure, la Cys N-terminal du motif CXXC est reprŽsentŽe. Le domaine C-terminal de la Grx 2 est 
reprŽsentŽ en violet.  La figure a ŽtŽ rŽalisŽe avec le logiciel Pymol ˆ partir des fichiers PDB 1ego, 
1g7o et 3Grx.  
 
 Les trois Grx dÕE. coli catalysent la rŽduction des ponts disulfures de diffŽrentes 

cibles. Dans un premier temps, la Cys N-terminale exposŽe au solvant du motif CPYC rŽalise 

une attaque nuclŽophile sur une des Cys du pont disulfure de la cible, entra”nant la formation 

dÕun intermŽdiaire pont disulfure intramolŽculaire entre la Grx et sa cible. Ensuite, la seconde 

Cys du site actif sous forme thiolate attaque la Cys N-terminale de la Grx permettant ainsi le 

relargage de la cible sous forme rŽduite et de la Grx sous forme oxydŽe. Dans ce mŽcanisme, 

la deuxi•me Cys de la Grx serait activŽe au cours de la formation du complexe 

intermolŽculaire, contrairement aux Trx o• l'activation se ferait gr‰ce ˆ un rŽsidu Asp. La Grx 

A B C 
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sera ensuite rŽduite via l'attaque d'une molŽcule de GSH sur la Cys N-terminale du motif 

CPYC. L'intermŽdiaire dithiol avec le GSH va •tre rŽgŽnŽrŽ par l'attaque d'une deuxi•me 

molŽcule de GSH, ce qui va permettre le relargage de GSSG et de la Grx sous forme rŽduite 

(Figure 18). 

 

 

 

 

 
Figure 18 : MŽcanisme dithiol de rŽduction des ponts disulfures entre les Grx et leurs cibles. 

 

Les Grx peuvent Žgalement catalyser la rŽduction des protŽines glutathionylŽes, 

formant un pont disulfure mixte avec un GSH (Figure 19). Dans ce mŽcanisme, les Grx 

utilisent uniquement la Cys N-terminale du motif CPYC. Dans une premi•re Žtape, l'attaque 

nuclŽophile de la Cys N-terminale de la Grx sur la Cys de la partie GSH de la protŽine 

glutathionylŽe permet la formation d'un intermŽdiaire GrxSSG, la protŽine cible se retrouvant 

sous forme rŽduite. Dans une deuxi•me Žtape, l'attaque d'une seconde molŽcule de GSH 

permet le retour de la Grx sous forme rŽduite et le relargage de GSSG. 

 

Figure 19 : MŽcanisme monothiol de rŽduction de cibles S-glutathionylŽes par les Grx. 

 

   II.1.3 Les protŽines disulfure isomŽrases (PDI) 

 

 Les PDI sont des enzymes impliquŽes dans le repliement des protŽines nouvellement 

synthŽtisŽes en jouant dÕune part le r™le de chaperone et dÕautre part en catalysant la 

formation ainsi que le rŽarrangement des ponts disulfures intramolŽculaires au niveau du 

lumen et du rŽticulum endoplastique des cellules eucaryotes. Plus dÕune douzaine de protŽines 

appartenant ˆ la famille des PDI ont pu •tre identifiŽes chez lÕhomme. Les PDI contiennent 



Introduction : Les disulfure oxydorŽductases de la famille des Trx 

38 

quatre domaines prŽsentant un repliement de type Trx (a, b, bÕ et aÕ), un Ç linker È (x) et un 

domaine C-terminal (c) organisŽs selon un motif abbÕxaÕc. Seulement deux des quatre 

domaines Ç Trx-like È (a et aÕ) contiennent le motif catalytique caractŽristique des Trx CXXC 

(Figure 20). Les protŽines Ç PDI-like È diff•rent entre elles par le nombre de domaines Ç Trx-

like È ainsi que par lÕarrangement relatif des domaines les uns par rapport aux autres.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Structure tridimensionnelle dÕune PDI (dÕapr•s Gruber et al., 2006). 
Les domaines a (en orange) et aÕ (jaune) sont homologues aux Trx et contiennent le motif catalytique 
CXXC (en vert). Les domaines b (bleu foncŽ) et bÕ (bleu clair) poss•dent Žgalement un repliement de 
type Trx. Le ÒlinkerÓ flexible (noir) est situŽ entre les domaines b et aÕ. LÕextension C-terminale 
(rouge) poss•de un signal de rŽtention au rŽticulum endoplasmique (K/H)DEL.  
  

II.2 Les disulfure oxydorŽductases pŽriplasmiques 

 

II.2.1 Les Dsb (DsbA/DsbC/DsbG/cDsbD/DsbE)  

 

 Les Dsb (Disulfide bond protein) appartiennent ˆ la famille des oxydorŽductases. Elles 

catalysent la formation des ponts disulfures au niveau du pŽriplasme des bactŽries par deux 

mŽcanismes distincts : lÕoxydation des Cys des protŽines nouvellement sŽcrŽtŽes et 

lÕisomŽrisation des ponts disulfures non-natifs de ces m•mes protŽines (pour revue, voir 

Messens et Collet, 2006) (Figure 21).  

La DsbA est une protŽine monomŽrique dont la forme oxydŽe sous forme pont 

disulfure catalyse la formation de ponts disulfures au niveau des protŽines nouvellement 

sŽcrŽtŽes dans le pŽriplasme. La DsbA se retrouve alors sous forme rŽduite et sera rŽoxydŽe 

par la protŽine transmembranaire DsbB, qui va transfŽrer ses Žlectrons aux quinones sous 
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forme oxydŽes. La DsbB constitue la seule protŽine appartenant au syst•me Dsb ne possŽdant 

pas un repliement de type Trx. La cytochrome oxydase terminale rŽoxyde ˆ son tour les 

quinones sous forme rŽduites et transf•re ses Žlectrons ˆ lÕoxyg•ne molŽculaire. Dans les 

protŽines contenant plus dÕune paire de Cys, la DsbA peut introduire des ponts disulfures non 

natifs bloquant les protŽines dans des conformations non natives. Les DsbC et DsbG 

catalysent lÕisomŽrisation des ponts disulfures non prŽsents dans la structure native des 

protŽines, ces deux enzymes Žtant conservŽes sous forme rŽduite gr‰ce ˆ la protŽine DsbD. 

Cette protŽine transmembranaire ˆ trois domaines permet le transfert des Žlectrons de la Trx 

cytoplasmique vers le pŽriplasme. 

 

Figure 21 : SchŽma du syst•me bactŽrien Dsb impliquŽ dans le repliement des protŽines par 
formation de ponts disulfures (dÕapr•s Gruber et al., 2006)  
La DsbA est reprŽsentŽe en bleu et son site actif appara”t en jaune dans la forme oxydŽe de la protŽine 
et en violet dans la forme rŽduite ; la DsbB est reprŽsentŽe en vert. La protŽine DsbC est reprŽsentŽe 
en bleu foncŽ et son site actif apparait respectivement dans sa forme oxydŽe et rŽduite en jaune et en 
rose. La DsbC est rŽgŽnŽrŽe par la protŽine transmembranaire DsbD ˆ trois domaines (�� , ��  �
 ) 
(reprŽsentŽe en violet avec les sites actifs de ses 2 domaines ��  et �
  en rose). Cette protŽine permet le 
transfert des Žlectrons du cytoplasme provenant du NADPH via la Trx (reprŽsentŽe en gris avec son 
site actif en rose) vers le pŽriplasme.  
  

Ce syst•me Dsb contient une protŽine supplŽmentaire appelŽe DsbE qui nÕest pas 

impliquŽe dans le repliement des protŽines nouvellement synthŽtisŽes mais dans la voie de 

maturation des cytochromes c. Cette enzyme, Žgalement rŽduite par la protŽine DsbD fait 

lÕobjet du paragraphe II.3.2.3.2 page 57.  
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  II.2.2 Le domaine N-terminal de la protŽine PilB de N. meningitidis 

 

 La protŽine pŽriplasmique PilB de N. meningitidis est constituŽe de trois domaines 

fonctionnels : le domaine central et le domaine C-terminal qui portent respectivement des 

activitŽs MsrA et MsrB (Olry et al., 2002), ainsi quÕun domaine N-terminal (domaine N-ter) 

qui poss•de une sŽquence dÕancrage ˆ la membrane. Cette protŽine est dŽcrite jouer un r™le 

dans la pathogŽnicitŽ et la rŽsistance au peroxyde dÕhydrog•ne (Skaar et al., 2002).  

 Le domaine N-ter de la protŽine PilB poss•de un centre redox WCPLC correspondant 

ˆ un centre disulfure redox de type Trx avec un potentiel redox de -0,230 V. Il a ŽtŽ montrŽ 

que ce domaine N-ter est capable de recycler lÕactivitŽ rŽductase des domaines Msr isolŽs de 

PilB (Wu et al., 2005), avec cependant une meilleure efficacitŽ pour le domaine MsrB. La 

structure du domaine N-ter a ŽtŽ rŽsolue par diffraction des rayons X et a montrŽ un 

repliement de type Trx et plus particuli•rement de type DsbE avec une boucle additionnelle 

FLHE (voir paragraphe II.3.2.2 page 51) (Ranaivoson et al., 2006) (Figure 22).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
` 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 22 : Structure tridimensionnelle du domaine N-ter de la protŽine PilB de N. meningitidis.  
Le repliement de type Trx est reprŽsentŽ en bleu ; les extensions reprŽsentŽes en rouge et en vert sont 
spŽcifiques du repliement DsbE. La boucle FLHE supplŽmentaire du domaine N-ter est indiquŽe par 
une fl•che. La figure a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ lÕaide du logiciel PyMol ˆ partir du fichier PDB 2FY6. 
 
 Des Žtudes rŽcentes in vitro ont montrŽ que le domaine N-ter de la protŽine PilB de N. 

gonorrhoeae Žtait rŽduit par le domaine N-terminal de la protŽine DsbD dÕE. coli (Brot et al., 

2006). 

 

 

 

99FLHEKK104  
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H•me c 

2+ 

 II.3 Les DsbE 

 

  II.3.1 Les cytochromes c bactŽriens et leurs syst•mes de maturation 

 

   II.3.1.1 Les cytochromes c bactŽriens 

 

Les cytochromes c sont des protŽines de 8 ˆ 14 kDa impliquŽes dans le transfert 

dÕŽlectrons et localisŽes du c™tŽ pŽriplasmique de la membrane. Dans ces cytochromes, le 

cofacteur hŽmique est liŽ covalemment via deux liaisons thioŽthers entre les deux 

groupements vinyles de lÕh•me et les deux Cys de lÕapocytochrome c au niveau dÕun motif de 

liaison CXXCH (Figure 23). LÕHis, prŽsente au niveau de ce motif, sert de ligand axial au 

Fe2+ de lÕh•me.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : ReprŽsentation schŽmatique dÕun h•me de type c. 
LÕh•me est reliŽ aux deux Cys de lÕapocytochrome c via deux liaisons thioŽthers impliquant les 
groupements vinyles de lÕh•me. LÕatome de Fe2+ est coordinŽ par quatre noyaux pyrolles et par une 
His de lÕapocytochrome c appartenant ˆ la signature CXXCH (non montrŽ sur le schŽma). 
 

 Chez les bactŽries, la fixation covalente de lÕh•me ˆ lÕapocytochrome a normalement 

lieu dans le pŽriplasme. JusquÕici, trois syst•mes de maturation des cytochromes c ont ŽtŽ mis 

en Žvidence, deux retrouvŽs chez les bactŽries et un spŽcifique des organismes eucaryotes. 

Ces trois syst•mes sont dŽcrits dans le paragraphe II.3.1.4 page 47. Dans le cas particulier du 

cytochrome c552 dÕHydrogenobacter thermophilus produit dans le cytoplasme dÕE. coli, 

lÕh•me peut •tre fixŽ covalemment ˆ lÕapocytochrome dans le cytoplasme (Daltrop et al., 

2002). DÕun point de vue chimique, la formation de liaisons thioŽther ne se fait pas 

facilement, le mŽcanisme restant ˆ dŽterminer. Des Žtudes in vitro ont permis de montrer que 
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la fixation de lÕh•me de fa•on covalente ˆ lÕapocytochrome c Žtait possible en prŽsence de 

rŽducteur (DTT), ce qui implique que le pont disulfure de lÕapocytochrome c doit •tre rŽduit 

pour lÕobtention de cytochromes c matures. De nombreuses Žtudes ont Žgalement montrŽ que 

lÕh•me est essentiel ˆ la structuration des cytochromes c. En effet, des Žtudes de dichro•sme 

circulaire ont montrŽ quÕen absence de lÕh•me, le cytochrome c est complŽtement destructurŽ 

comparŽ ˆ la forme ayant fixŽ lÕh•me (Fischer et al., 1972). 

Les cytochromes c ne poss•dent pas de repliement caractŽristique. En effet, il existe 

une tr•s grande variabilitŽ au niveau des structures tridimensionnelles de ces protŽines et elles 

peuvent Žgalement adopter plusieurs niveaux dÕoligomŽrisation. Les cytochromes c sont 

caractŽrisŽs par un spectre dÕabsorption particulier avec trois pics dÕabsorbance dans le 

visible : les bandes # (415 nm) (ou de Soret), % (520 nm) et $ (550 nm) (Figure 24). Lorsque 

les cytochromes c sont sous forme apo, ces trois bandes disparaissent. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Spectre dÕabsorption dÕun cytochrome c dans la rŽgion visible 
 

 II.3.1.2 R™le des cytochromes c 

 

Les cytochromes c sont impliquŽs principalement dans le transfert des Žlectrons au 

sein de la cha”ne respiratoire. Chez les bactŽries, cette cha”ne respiratoire est localisŽe dans la 

membrane plasmique et elle est composŽe de quatre complexes protŽiques : le complexe I ou 

NADH dŽshydrogŽnase I, le complexe II ou succinate dŽshydrogŽnase, le complexe III ou 

complexe bc1 et enfin le complex IV ou oxydases terminales (Figure 25). Les cytochromes c 

permettent le transfert des Žlectrons entre le complexe III et le complexe IV. Ces diffŽrents 

complexes permettent le transfert des Žlectrons le long de la cha”ne respiratoire via une 

succession de rŽactions dÕoxydorŽduction jusquÕˆ un accepteur final exog•ne. Dans le cas de 

la respiration aŽrobie, lÕaccepteur final dÕŽlectrons est lÕO2. Ces multiples rŽactions 

# 
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dÕoxydorŽduction permettent la crŽation dÕun gradient Žlectrochimique de part et dÕautre de la 

membrane ce qui permet ˆ lÕATP synthase de produire de lÕATP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : ReprŽsentation schŽmatique de la cha”ne respiratoire des bactŽries en conditions 
aŽrobie. 
I : Complexe I ou NADH dŽshydrogŽnase I ; II : Complexe II ou succinate dŽshydrogŽnase ; III  : 
Complexe III ou complexe bc1 ; cyt c : cytochromes c ; IV : complexe IV ou oxydases terminales ; 
AS : ATP synthase. 

 

La particularitŽ des cha”nes respiratoires bactŽriennes par rapport aux cha”nes 

respiratoires mitochondriales est leur facultŽ dÕadaptation. Ainsi, elles sont capables 

dÕaccepter diffŽrents substrats et non pas exclusivement du succinate pour rŽduire les 

quinones, et dÕaccepter diffŽrents accepteurs finaux et non pas uniquement de lÕO2. Ainsi, en 

absence dÕoxyg•ne, des accepteurs finaux alternatifs vont pouvoir •tre utilisŽs tels que les 

nitrates, les nitrites ou encore le fumarate (Figure 26). 
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Figure 26 : ReprŽsentation schŽmatique des cytochromes intervenant dans la cha”ne respiratoire 
bactŽrienne (dÕapr•s Thšny-Meyer, 1997). 
La cha”ne respiratoire faisant intervenir diffŽrents accepteurs finaux dÕŽlectrons est reprŽsentŽe. Les 
oxydorŽductases terminales sont encadrŽes en vert et le type de cytochrome associŽ est indiquŽ en 
dessous. SDH, FDN et HYD contiennent un cytochrome de type b et MOX un cytochrome de type c. 
SDH : Succinate dŽshydrogŽnase, FDN : Formate dŽshydrogŽnase, HYD : HydrogŽnase, Q/QH2 : 
quinone/quinol prŽsentes dans la membrane, bc1 : complexe bc1, c : cytochromes c, MOX : MŽthanol 
oxydase.  
  

Les cytochromes c ne sont pas impliquŽs uniquement dans le transfert des Žlectrons du 

complexe bc1 vers les oxydases terminales. En effet, dans le cas des bactŽries 

mŽthylotrophiques Gram nŽgatives, le mŽthanol est oxydŽ en formaldŽhyde par une mŽthanol 

dŽshydrogŽnase pŽriplasmique (MOX) et les Žlectrons passent alors de cette MOX via un 

cytochrome c vers une oxydase terminale (Anthony, 1992). Dans le cas des bactŽries 

sulfatorŽductrices, le cytochrome c3 tŽtrahŽmique joue le r™le de transporteur dÕŽlectrons 

entre une hydrogŽnase et la thiosulfate rŽductase (Barret et Clark, 1987).  
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Il est ˆ noter quÕil existe des protŽines contenant un h•me de type c qui nÕinterviennent 

pas au niveau de la cha”ne respiratoire bactŽrienne mais qui vont avoir un r™le catalytique ou 

de dŽtoxication. Par exemple les cytochromes cÕ jouent un r™le dans la dŽtoxication du NO. 

Les cytochromes cÕ appartiennent ˆ la famille des cytochromes c puisquÕils poss•dent une 

signature CXXCH et que lÕh•me est Žgalement liŽ via deux liaisons thioŽthers entre les 

groupements vinyles de lÕh•me et les groupements thiols de deux Cys. Ils prŽsentent un 

spectre dÕabsorbance similaire ˆ celui observŽ pour les cytochromes c avec les trois bandes 

caractŽristiques : #, % et $. Ces cytochromes cÕ prŽsentent cependant un repliement tr•s 

caractŽristique composŽ de quatre hŽlices $ et peuvent •tre retrouvŽs sous forme 

monomŽrique, dimŽrique (le plus souvent) ou encore tŽtramŽrique (Figure 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : ReprŽsentation de la structure tridimensionnelle du cytochrome cÕ de R. capsulatus. 
Les structures secondaires en hŽlices !  sont reprŽsentŽes en rouge. LÕh•me est reprŽsentŽ en vert et les 
deux Cys impliquŽes dans la fixation de lÕh•me sont reprŽsentŽes en bleu. La figure a ŽtŽ rŽalisŽe avec 
le logiciel Pymol ˆ partir du fichier PDB 1CPR.  
 

Les cytochromes cÕ sont des protŽines pŽriplasmiques retrouvŽes gŽnŽralement chez 

les organismes photosynthŽtiques ou dŽnitrifiants mŽthylotrophes et dont le r™le est de rŽduire 

le soufre. Cependant, lÕanalyse des gŽnomes de nombreux pathog•nes tels que N. 

meningitidis, B. pertusis et Pseudomonas aeruginosa a montrŽ lÕexistence de g•nes codant 

des cytochromes cÕ (Cross et al., 2000). LÕh•me des cytochromes cÕ se lie prŽfŽrentiellement 

ˆ de petites molŽcules non chargŽes telles que lÕoxyde nitrique (NO) ou le monoxyde de 

carbone (CO). Il a ŽtŽ dŽcrit que lÕexpression de ce cytochrome cÕ permettait dÕaugmenter la 

rŽsistance de R. capsulatus au NO (Cross et al., 2000). Ces cytochromes agissent non 

seulement par sŽquestration du NO mais permettraient Žgalement de transformer le NO en 

entitŽs non toxiques pour la cellule telles que du N2O (Cross et al., 2001).  
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  II.3.1.3 Les cytochromes de N. meningitidis  

 

La bactŽrie pathog•ne de lÕhomme N. meningitidis est capable dÕutiliser des accepteurs 

finaux dÕŽlectrons diffŽrents de lÕO2 au cours de la respiration, en alternative ˆ la respiration 

aŽrobie (Rock et al., 2005). LÕanalyse du gŽnome de N. meningitidis a mis en Žvidence 

lÕexistence de trois accepteurs terminaux dÕŽlectrons putatifs : une oxydase de type 

cytochrome cbb3, une nitrite rŽductase (AniA) et une nitrique oxyde rŽductase (NorB). Les 

cytochromes cbb3 prŽsents chez les autres organismes ont la particularitŽ de possŽder une tr•s 

forte affinitŽ pour lÕO2 et sont souvent associŽs ˆ une croissance dans des conditions o• lÕO2 

est limitŽ. Ceci explique que N. meningitidis soit adaptŽe ˆ une croissance en conditions 

microaŽrobies. Le gŽnome rŽv•le Žgalement la prŽsence dÕhomologues des complexes I, II et 

III de la cha”ne respiratoire, ce qui sugg•re que les Žlectrons entrent dans la cha”ne respiratoire 

via une NADH dŽshydrogŽnase ou une succinate dŽshydrogŽnase, puis que ces Žlectrons sont 

transfŽrŽs au complexe bc1, ou aux 2 autres accepteurs terminaux dÕŽlectrons AniA et NorB, 

via des ubiquinones (il est ˆ noter que les mŽningocoques sont capables de synthŽtiser de 

lÕubiquinone mais pas de la mŽnaquinone). Des Žtudes menŽes par Deeudom et al., ont 

conduit ˆ proposer une organisation de la cha”ne respiratoire de N. meningitidis (Deeudom et 

al., 2006) (Figure 28).  

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : ReprŽsentation schŽmatique de la cha”ne respiratoire de N. meningitidis (dÕapr•s 
Deeudom et al., 2005). 
[H] : NADH dŽshydrogŽnase ou succinate dŽshydrogŽnase, Q : ubiquinone, AniA : nitrite rŽductase, 
NorB : oxyde nitrique rŽductase, bc1 : complexe bc1, cbb3 : cytochrome oxydase cbb3. Le chemin 
empruntŽ par les Žlectrons est reprŽsentŽ par des fl•ches. Le chemin permettant le transfert des 
Žlectrons des ubiquinones vers AniA reste ˆ dŽterminer et est donc reprŽsentŽ en traits pointillŽs. 

 

N. meningitidis poss•de Žgalement un cytochrome cÕ, qui a ŽtŽ purifiŽ et caractŽrisŽ in 

vitro (Huston et al., 2005). Tout comme chez R. capsulatus, ce cytochrome cÕ permettrait 

dÕaugmenter la rŽsistance des bactŽries vis-ˆ -vis du NO (Stevanin et al., 2005). 
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II.3.1.4 Les diffŽrents syst•mes de maturation des cytochromes c et les 

syst•mes mod•les 

 

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

produit chez toutes les bactŽries et les archae qui poss•dent des cytochromes c ainsi que dans 

les mitochondries et les chloroplastes des cellules eucaryotes. Cette maturation consiste en la 

fixation covalente de lÕh•me sur lÕapocytochrome via deux liaisons thioŽthers. Trois syst•mes 

distincts de maturation des cytochromes c ont pu •tre mis en Žvidence : les eucaryotes 

poss•dent un syt•me III qui contient une seule enzyme appelŽe CCHL (cytochrome c haem 

lyase) permettant la fixation de lÕh•me ˆ lÕapocytochrome. Les bactŽries, les plantes, les 

archae ainsi que certains protozoaires utilisent un syst•me de maturation de type I ou II qui 

font intervenir respectivement neuf et quatre protŽines. Chez les bactŽries utilisant un syst•me 

I ou II, la maturation des cytochromes c a lieu dans le pŽriplasme. Ceci implique dÕune part 

que lÕh•me et lÕapocytochrome soient transloquŽs ˆ travers la membrane plasmique, et dÕautre 

part que les Cys de lÕapocytochrome soient sous forme rŽduite pour pouvoir fixer lÕh•me. En 

effet, le pŽriplasme des bactŽries est un milieu oxydant, et les Cys de lÕapocytochrome c 

sŽcrŽtŽ vont •tre oxydŽes sous forme pont disulfure via la protŽine DsbA. De ce fait, apr•s son 

export vers le pŽriplasme, lÕapocytochrome va •tre incapable de fixer lÕh•me. 

 

II.3.1.4.1 Syst•me I 

 

Le syst•me I de maturation des cytochromes c a ŽtŽ ŽtudiŽ essentiellement chez E. coli 

et est composŽ de neuf protŽines membranaires dont la protŽine DsbD, les huit autres Žtant 

codŽes par les g•nes ccmABCDEFGH (Thšny-Meyer et al., 1995) (Figure 29). Toutes ces 

protŽines sont essentielles pour la formation de cytochromes c matures. Les g•nes ccmA, 

ccmB, ccmC ainsi que leurs homologues retrouvŽs chez les bactŽries Gram nŽgatives, codent 

les protŽines CcmA, CcmB et CcmC qui constituent les diffŽrentes sous-unitŽs dÕun 

transporteur ABC (ATP-binding cassette). LÕorganisation de ce transporteur fait intervenir 

deux protŽines CcmA pour une protŽine CcmB et une protŽine CcmC (Page et al., 1997), et 

peut-•tre Žgalement la protŽine CcmD (Goldman et al., 1997). Au dŽpart, ce transporteur Žtait 

supposŽ permettre lÕexport de lÕh•me du cytoplasme vers le pŽriplasme. NŽanmoins, aucune 

preuve expŽrimentale nÕa pu •tre apportŽe pour corrŽler cette hypoth•se. Par contre, le fait 

que les mutants dŽlŽtŽs des g•nes ccmABC soient capables de produire des cytochromes b 

pŽriplasmiques (qui diff•rent des cytochromes c uniquement par une fixation non covalente 
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de lÕh•me, mais dans les deux cas cÕest le m•me h•me qui est utilisŽ) et que la production de 

cytochromes c ne peut pas •tre restaurŽe par lÕapport dÕhŽmine exog•ne semble indiquer que 

ce transporteur nÕest pas impliquŽ dans le transport de lÕh•me (Page et al., 1997, Goldman et 

al., 1996). A lÕheure actuelle, il existe une controverse concernant lÕappartenance de CcmC et 

CcmD au transporteur. Il a ŽtŽ montrŽ que CcmC fonctionne de fa•on tout ˆ fait indŽpendante 

et est impliquŽ dans la catalyse du transfert de lÕh•me ˆ la protŽine CcmE (Schulz et al., 1999) 

et que CcmD pourrait assister lÕinteraction entre CcmC et CcmE (Ahuja et Thšny-Meyer, 

2005). LÕh•me serait ensuite transfŽrŽ ˆ la protŽine CcmF puis ˆ lÕapocytochrome c rŽduit. 

CcmC et CcmF poss•dent un domaine riche en Trp (appelŽe domaine WWD) orientŽ vers le 

pŽriplasme et impliquŽ dans la fixation de lÕh•me. En ce qui concerne la rŽduction des Cys de 

lÕapocytochrome, deux protŽines sont supposŽes •tre impliquŽes : CcmG (DsbE) et CcmH. La 

protŽine CcmG re•oit les Žlectrons de la protŽine DsbD (voir paragraphe II.3.2.3.2 page 57) et 

les transf•rerait ˆ lÕapocytochrome via la protŽine CcmH (Reid et al., 2001 ; Fabianek et al., 

2000).  

Les mitochondries de plantes poss•dent un syst•me de maturation des cytochromes c 

de type I, mais lÕanalyse des gŽnomes des mitochondries de plante a montrŽ que les 

mitochondries ne poss•dent pas toutes les sŽquences orthologues correspondant aux g•nes 

ccm du syst•me I (pour revue, voir GiegŽ et al., 2007). Des orthologues de ccmB, ccmC et 

ccmF ont ŽtŽ identifiŽs dans tous les gŽnomes mitochondriaux ŽtudiŽs jusquÕici. Chez A. 

thaliana, trois g•nes codent des protŽines similaires aux diffŽrents domaines de CcmF 

(Unseld et al., 1997) et lÕanalyse du gŽnome dÕA. thaliana a permis dÕidentifier des 

composants du syst•me Ccm : AtCcmE, AtCcmA et AtCcmH (Meyer et al., 2005).  
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Figure 29 : ReprŽsentation schŽmatique du syst•me postulŽ de maturation des cytochromes c de 
type I. 
A, B, C, D, E, F, G et H reprŽsentent les 8 protŽines codŽes respectivement par les g•nes 
ccmABCDEFGH. LÕh•me est reprŽsentŽ par une Žtoile violette. LÕh•me est exportŽ du cytoplasme 
vers le pŽriplasme par un mŽcanisme qui reste encore inconnu et est transfŽrŽ via CcmC, E et F 
jusquÕˆ lÕapocytochrome c. LÕapocytochrome c est exportŽ du cytoplasme vers le pŽriplasme via un 
syst•me Sec. Il est rŽduit par des e- provenant de la Trx cytoplasmique qui sont ensuite transfŽrŽs ˆ la 
DsbD puis ˆ CcmG, CcmH pour finalement aboutir ˆ lÕapocytochrome c. 
 

II.3.1.4.2 Syst•me II 

 

Le syst•me II de maturation des cytochromes c est beaucoup plus simple que le 

syst•me I puisquÕil est constituŽ seulement de quatre protŽines codŽes par les g•nes ccsA, 

ccsB, ccsX et dsbD chez Bordetella pertussis (Beckett et al., 2000) (Figure 30). B. pertussis 

sÕav•re •tre un mod•le de choix pour lÕŽtude de ce syst•me puisquÕelle poss•de trois 

cytochrome oxydases et une seule est prŽdite •tre une cytochrome c oxydase (Kranz et al., 

2002). De ce fait, les mutations au niveau des g•nes ccsA, B, X et dsbD codant des protŽines 

essentielles pour la maturation des cytochromes c ne sont pas lŽtales, ˆ lÕinverse de ce qui est 

observŽ chez B. subtilis o• des mutations dans les g•nes ccsA et ccsB sont lŽtales (Sun et al., 

1996 ; Le Brun et al., 2000). Contrairement ˆ ce qui est retrouvŽ dans le syst•me I, aucune 

protŽine de type ABC transporteur ni aucune protŽine chaperone de lÕh•me nÕest impliquŽe 

dans lÕassemblage des cytochromes c dans le syst•me II. Dans le cas du syst•me II, lÕexport 

de lÕh•me du cytoplasme vers le pŽriplasme ainsi que la ligation de lÕh•me ˆ lÕapocytochrome 

sont postulŽs impliquer les protŽines CcsA, qui poss•dent un domaine pŽriplasmique WWD 

(Goldman et al., 1998), et CcsB. La protŽine CcsX (DsbE) doit permettre la rŽduction des Cys 

de lÕapocytochrome et la DsbD, tout comme dans le syst•me I, permet la rŽduction de CcsX. 

Une diffŽrence des plus importantes existant entre le syst•me I et le syst•me II est que dans le 
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cas du syst•me II, CcsX transf•rerait directement ses Žlectrons ˆ lÕapocytochrome c sans 

passer par un intermŽdiaire (CcmH chez E. coli). 

 

 

Figure 30 : ReprŽsentation schŽmatique du systŽme postulŽ de maturation des cytochromes c de 
type II.  
LÕh•me est reprŽsentŽ par une Žtoile violette. LÕh•me est exportŽ du cytoplasme vers le pŽriplasme 
probablement via CcsA et CcsB puis transfŽrŽ ˆ lÕapocytochrome c. LÕapocytochrome c est exportŽ du 
cytoplasme vers le pŽriplasme via un syst•me Sec et est rŽduit par des e- provenant de la Trx 
cytoplasmique qui sont ensuite transfŽrŽs ˆ la DsbD puis ̂ la DsbE (CcsX) pour finalement aboutir ˆ 
lÕapocytochrome c. 

II.3.1.4.3 Syst•me III 

 

Le syst•me III de maturation des cytochromes c constitue le syst•me le plus simple 

puisquÕil ne fait intervenir quÕune seule protŽine appelŽe cytochrome h•me lyase (CCHL) qui 

lie ˆ la fois lÕh•me et lÕapocytochrome (Dumont et al., 1988). Cette enzyme est impliquŽe non 

seulement dans la fixation de lÕh•me ˆ lÕapocytochrome, mais Žgalement dans lÕimport de 

lÕapocytochrome dans les mitochondries (Dumont et al., 1991).  

 

  II.3.2 Les DsbE 

 

Les DsbE sont des disulfures oxydorŽductases pŽriplasmiques. Deux types de DsbE, 

celles poss•dant un caract•re rŽducteur et celles, comme dans le cas particulier de la bactŽrie 

Gram positive M. tuberculosis, qui poss•dent un caract•re oxydant ont ŽtŽ dŽcrites jusquÕˆ 

prŽsent (Goulding et al., 2004). Des Žtudes in vivo, rŽalisŽes chez E. coli et B. pertussis, ont 

permis de montrer que les DsbE rŽductrices Žtaient impliquŽes dans la maturation des 

cytochromes c. Ainsi une dŽlŽtion du g•ne ccmG chez E. coli ou du g•ne ccsX chez B. 

pertussis ne permet plus dÕobtenir des cytochromes matures ayant fixŽ lÕh•me (Beckett et al., 

2000 ; Thšny-Meyer et al., 1995). Ces protŽines sont postulŽes permettre la rŽduction de 
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lÕapocytochrome c, soit directement dans le cas des syst•mes de maturation des cytochromes 

c de type II, soit via la protŽine CcmH dans le cas des syst•mes de maturation des 

cytochromes c de type I. Apr•s rŽduction de lÕapocytochrome c, les DsbE se retrouvent 

oxydŽes sous forme pont disulfure et doivent donc •tre rŽgŽnŽrŽes pour •tre de nouveau 

actives. Le partenaire protŽique permettant la rŽgŽnŽration des DsbE sous forme rŽduite est la 

DsbD.  

 

   II.3.2.1 PropriŽtŽs biochimiques 

 

Les DsbE possŽdant un caract•re rŽducteur ont un potentiel redox compris entre -

0,217 et -0,175 V. Par contre, la DsbE de M. tuberculosis prŽsente un potentiel redox de -

0,128 V proche de celui observŽ pour les DsbA (-0,124 V) en accord avec son caract•re 

oxydant. De plus, si ces deux classes de DsbE poss•dent deux Cys essentielles avec la Cys 

catalytique exposŽe au solvant, les pKa de ces deux rŽsidus diff•rent suivant le type de DsbE. 

En effet, le pKa de la Cys catalytique de la DsbE de M. tuberculosis est de 5, ce qui est 

particuli•rement bas comparŽ ˆ ce qui peut •tre observŽ pour les Trx (7,5) ou encore pour la 

CcmG dÕE. coli (6,8). Le pKa de la Cys de rŽgŽnŽration nÕa pas ŽtŽ dŽterminŽ pour la DsbE de 

M. tuberculosis. Pour les DsbE rŽductrices, le pKa de la Cys de rŽgŽnŽration est ŽlevŽ, de 

lÕordre de 9.  

 

   II.3.2.2 CaractŽristiques structurales 

 

A ce jour, plusieurs structures tridimensionelles de DsbE ont ŽtŽ rŽsolues : CcmG dÕE. 

coli, CcmG de Bradirhizobium. japonicum, ResA de B. subtilis, ainsi que la structure dÕune 

DsbE particuli•re de la bactŽrie Gram positive de M. tuberculosis (Ouyang et al., 2006 ; 

Edeling et al., 2002 ; Colbert et al., 2006 ;  Goulding et al., 2004). La DsbE de M. 

tuberculosis prŽsente une activitŽ plut™t oxydante et cette diffŽrence de fonction par rapport 

aux autre DsbE se retrouve Žgalement au niveau de sa sŽquence et de sa structure. 

Les DsbE sont des protŽines monomŽriques constituŽes dÕhŽlices $ et de feuillets % 

qui contiennent un domaine avec un repliement de type Trx avec deux insertions 

supplŽmentaires (Figure 31). Le domaine Trx est caractŽrisŽ par la prŽsence dÕun motif %$% 

liŽ via une hŽlice $ ˆ un autre motif %%$ formant ainsi un feuillet % mixte composŽ de quatre 

brins % entourŽ de trois hŽlices $. La premi•re insertion est situŽe ˆ lÕextrŽmitŽ N-terminale 

de la protŽine et prŽsente une structure en Žpingle ˆ cheveux contenant deux brins %. La 
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seconde insertion, Žgalement appelŽe insertion centrale, est localisŽe apr•s le motif %$% et est 

composŽe dÕune hŽlice $ ainsi que dÕun brin %.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Comparaison des structures tridimensionnelles de la A) CcmG de B . japonicum et B) 
Trx1 dÕE. coli (dÕapr•s Edeling et al., 2002). 
Le domaine Trx est colorŽ en jaune, les insertions dans le domaine Trx sont reprŽsentŽes en rose et les 
Cys catalytiques sous forme pont disulfure sont reprŽsentŽes en bleu clair. La figure a ŽtŽ rŽalisŽe avec 
le logiciel Pymol ˆ partir des fichiers PDB 1KNG et 2FCH. 
 

Ces insertions sont conservŽes chez tous les homologues DsbE. Une dŽlŽtion de 

lÕinsertion centrale emp•che la formation de cytochromes c matures, sans toutefois changer la 

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

r™le dans lÕinteraction entre la DsbE et ses deux partenaires protŽiques : lÕapocytochrome c ou 

la DsbD. Au contraire, une Žtude cristallographique a montrŽ que lÕinsertion situŽe en N-

terminal et contenant deux brins % Žtait essentielle pour le maintien de la structure globale de 

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

dŽlŽtion de cette partie N-terminale emp•che la formation de cytochromes c matures. Des 

alignements de sŽquences dÕhomologues CcmG ont permis de mettre en Žvidence lÕexistence 

dÕune rŽgion strictement conservŽe GVXGXPETF appelŽe rŽgion Ç Fingerprint È (Figure 32).  

Insertion 2 

Insertion 1 

A 

 
B 
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Figure 32 : Alignement de sŽquence de CcmG de diffŽrents organismes. 
La sŽquence strictement conservŽe du site actif est encadrŽe en rouge et la rŽgion Fingerprint est 
encadrŽe en vert. Sont reprŽsentŽes les sŽquences des CcmG dÕE. coli, B. japonicum (B jap), X. 
campestris (X camp), P. aeruginosa (P aeru), Haemophilus influenzae (H influ), Vibrio cholerae (V 
chol).  
 

La structure de CcmG montre que cette rŽgion forme une boucle proche du site actif. 

A lÕintŽrieur de ce motif se trouve la Pro de conformation cis qui est retrouvŽe chez toutes les 

protŽines Ç Trx-like È. La structure de la CcmG dÕE. coli rŽv•le que le rŽsidu cis-Pro de cette 

rŽgion Ç Fingerprint È aide ˆ stabiliser la structure du site actif gr‰ce ˆ des interactions de van 

der Waals avec le pont disulfure du site actif et en formant une liaison H avec une des Thr du 

site actif (Ouyang et al., 2006). De plus, cette Pro en conformation cis permettrait de 

positionner correctement le rŽsidu Ala adjacent pour permettre une interaction avec le 

partenaire DsbD. Le rŽsidu Glu de cette rŽgion Ç Fingerprint È forme un pont salin avec le 

rŽsidu Arg158 (parfois remplacŽ par une Lys dans les diffŽrentes sŽquences de CcmG) ainsi 

quÕun rŽseau de liaisons H avec les cha”nes principales des rŽsidus prŽsents ˆ lÕextrŽmitŽ N-

terminale de la rŽgion Ç Fingerprint È permettant de conserver la cis-Pro dans une position 

appropriŽe et donc de stabiliser le site actif (Figure 33).  
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Figure 33 : ReprŽsentation du site actif de la CcmG dÕE. coli. 
Les cha”nes latŽrales du rŽsidu Arg158 et des rŽsidus de la rŽgion fingerprint Tyr141, Gly142, Ala143, 
Pro144, Glu145, Thr146 et Phe147 ainsi que les rŽsidus du site actif Cys80, Pro81, Thr82 et Cys83 
sont reprŽsentŽs. Les deux Cys catalytiques sont sous forme pont disulfure, et les liaisons H sont 
reprŽsentŽes par des traits pointillŽs. La figure a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ lÕaide du logiciel Pymol (d'apr•s le 
fichier PDB 2B1K).  

 

Le site actif des DsbE, comme toutes les Ç Trx-like È, poss•de une signature CXXC. 

NŽanmoins, une des particularitŽs du site actif est quÕil est localisŽ dans un environnement 

constituŽ de nombreux rŽsidus ˆ caract•re acide. Ceci est dž ˆ la prŽsence de deux Glu 

strictement conservŽs chez toutes les DsbE et dÕun Asp qui nÕest pas strictement conservŽ.  

 La DsbE de M. tuberculosis poss•de une structure tridimensionnelle quelque peu 

diffŽrente de celle dŽcrite ci-dessus. Des alignements de sŽquence et des superpositions de 

structures 3D ont permis de mettre en Žvidence que deux rŽgions strictement conservŽes dans 

les DsbE ne sont pas retrouvŽes dans la DsbE M. tuberculosis. En effet, la rŽgion N-terminale 

structurŽe en Žpingle ˆ cheveux est beaucoup plus petite dans la DsbE M. tuberculosis, ce qui 

ne lui permet pas dÕadopter une structuration similaire, et la rŽgion Ç Fingerprint È nÕest pas 

conservŽe. 

 

   II.3.2.3 R™le des DsbE dans la maturation des cytochromes c 

 

    II.3.2.3.1 R™le dans la rŽduction dÕun apocytochrome c 

 

 Dans le syst•me de maturation des cytochromes c de type I, la protŽine CcmG est 

suggŽrŽe •tre impliquŽe dans la rŽduction de lÕapocytochrome, indirectement en transfŽrant 

ses Žlectrons ˆ la protŽine CcmH. Cependant, aucune information nÕest disponible ni au 
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niveau biochimique ni au niveau structural qui permettrait de confirmer cette hypoth•se. Par 

contre, des Žtudes rŽcentes ont permis de montrer que la protŽine CcmH Žtait capable 

dÕinteragir avec un peptide mimant un apocytochrome c. Ainsi, des Žtudes dÕinteractions ont 

ŽtŽ rŽalisŽes entre un mime peptidique dÕun apocytochrome c de P. aeruginosa et la CcmH de 

P. aeruginosa par une technique de FRET (Di Matteo et al., 2007). Cette technique a permis 

dÕobtenir les constantes cinŽtiques suivantes : kon = 0,05 µM-1.s-1, koff = 0,5 s-1, dÕo• un KD de 

10 µM, ce qui refl•te une faible affinitŽ de CcmH pour lÕapocytochrome, en accord avec le 

r™le de CcmH comme intermŽdiaire de la cha”ne de maturation des cytochromes c.  

 RŽcemment, des Žtudes utilisant le syst•me double hybride de levure ont montrŽ que la 

protŽine CcmH dÕA. thaliana (AtCcmH) Žtait capable dÕinteragir avec un apocytochrome c 

provenant du m•me organisme (Meyer et al., 2005). Des tests in vitro ont Žgalement permis 

de montrer que le domaine 1 dÕAtCcmH, contenant les deux Cys catalytiques, Žtait capable de 

rŽduire un peptide mimant un apocytochrome c.  

En ce qui concerne les syst•mes de maturation de type II, aucune donnŽe biochimique 

et structurale nÕest disponible concernant la rŽduction dÕun apocytochrome c entier par les 

DsbE. Les seules Žtudes rŽalisŽes ont ŽtŽ faites avec des peptides mimant un apocytochrome 

c.  

 A ce jour, aucune structure cristallographique dÕun complexe entre une DsbE et un 

apocytochrome c nÕa pu •tre obtenue. NŽanmoins, des Žtudes de cristallographies ainsi que de 

RMN menŽes sur la protŽine ResA sous forme oxydŽe et rŽduite ont permis dÕŽmettre des 

hypoth•ses quant aux facteurs impliquŽs dans la reconnaissance entre ResA et 

lÕapocytochrome c. Tout dÕabord des structures cristallographiques des formes oxydŽes et 

rŽduites de ResA ont ŽtŽ obtenues (Crow et al., 2004). Ces deux structures ne prŽsentent que 

tr•s peu de diffŽrences au niveau du repliement global de la protŽine. La seule grande 

diffŽrence se retrouve au niveau des deux Cys catalytiques. En effet, dans la forme oxydŽe de 

lÕenzyme, les deux Cys sont reliŽes par un pont disulfure et leurs groupements thiols se 

trouvent ˆ une distance de 2,16 •. Au contraire, dans la forme rŽduite, lÕatome de soufre de la 

Cys catalytique subit une rotation de 228¡ ce qui entra”ne une augmentation de la distance 

entre les deux atomes de soufre qui passe alors ˆ 4,5 •. La Cys catalytique partiellement 

exposŽe au solvant se retrouve alors dans une rŽgion fortement hydrophobe et semble bien 

positionnŽe pour jouer son r™le de nuclŽophile pour aller rŽduire le pont disulfure de son 

partenaire oxydŽ. Ces observations sont tout ˆ fait en accord avec le mŽcanisme des protŽines 

Trx-like : dans un premier temps les protŽines Ç Trx-like È interagissent avec leur cible par 

interactions hydrophobes, et dans un deuxi•me temps leur Cys N-terminale du site actif, 
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activŽe sous forme thiolate, rŽalise une attaque nuclŽophile sur le pont disulfure 

intramolŽculaire de leur cible. Ceci ne constitue pas la seule diffŽrence existant entre la forme 

rŽduite et la forme oxydŽe de ResA. En effet, la comparaison des deux structures 

cristallographiques a permis de mettre en Žvidence lÕexistence dÕune cavitŽ dans la forme 

rŽduite de lÕenzyme qui nÕexiste pas dans la forme oxydŽe (Figure 34). Cette cavitŽ est 

constituŽe de rŽsidus hydrophobes ainsi que de quelques rŽsidus polaires et est localisŽe ˆ 

proximitŽ de la Cys catalytique. Le fait que cette cavitŽ soit exclusivement prŽsente dans la 

forme rŽduite de ResA sugg•re quÕelle pourrait •tre impliquŽe dans la reconnaissance de 

lÕapocytochrome c. Le volume de cette cavitŽ nÕest pas assez grand pour pouvoir accepter une 

cha”ne polypeptidique m•me courte mais est suffisant pour accepter la cha”ne latŽrale dÕun 

acide aminŽ. Un tel acide aminŽ devrait avoir les caractŽristiques suivantes : possŽder ˆ la fois 

une partie hydrophobe et polaire pour sÕadapter parfaitement dans la cavitŽ, •tre proche de la 

signature CXXC et •tre conservŽ dans les apocytochromes c. LÕHis du motif CXXCH de 

lÕapocytochrome semble un bon candidat pour remplir ce r™le. Lorsque lÕHis est modŽlisŽe ˆ 

lÕintŽrieur de la cavitŽ, elle semble •tre bien positionnŽe et stabilisŽe par les rŽsidus de cette 

cavitŽ et notamment par le rŽsidu Glu79 qui se trouve au fond de la cavitŽ et qui forme des 

liaisons H avec lÕHis.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : ReprŽsentation de la conformation ouverte et fermŽe de la cavitŽ du site actif dans 
les structures des formes oxydŽes (A) et rŽduites (B) de ResA (dÕapr•s Crow et al., 2004). 
(A) Conformation fermŽe dans ResA sous forme oxydŽe. (B) Conformation ouverte dans ResA sous 
forme rŽduite. Les rŽsidus constituant la cavitŽ sont reprŽsentŽs en sticks. Les rŽsidus qui bordent la 
cavitŽ sont reprŽsentŽs par des sph•res semi-transparentes. 

 

DÕautres Žtudes ont permis de montrer que lÕŽlŽment important pour la fixation de 

lÕh•me ˆ lÕapocytochrome c est le motif CXXCH. Ainsi, le petit peptide AACLACHAIG, qui 

contient ce motif CXXCH, peut fixer lÕh•me (Braun et al., 2005). De plus, des souches 
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mutŽes au niveau de la sŽquence codant lÕHis de cette signature caractŽristique dans le g•ne 

dsbE sont incapable de maturer les cytochromes c (Allen et al., 2005). Ce rŽsidu semble donc 

essentiel pour la fixation de lÕh•me comme suggŽrŽ par les Žtudes cristallographiques dŽcrites 

ci-dessus. 

Tous ces rŽsultats ont ŽtŽ confortŽs par une Žtude RMN des interactions existant entre 

la protŽine ResA de B. subtilis et un peptide mimant un apocytochrome c (Colbert et al., 

2006). Il est cependant intŽressant de noter que ces Žtudes ont ŽtŽ faites avec ResA et le 

peptide mimant lÕapocytochrome tous deux soit sous forme oxydŽe, soit sous forme rŽduite, 

Žtant donnŽ que les conditions utilisŽes en RMN ne permettent pas de maintenir les deux 

partenaires sous des formes redox diffŽrentes.  

 

   II.3.2.3.2 R™le vis-ˆ -vis de leur partenaire rŽducteur 

 

 La rŽduction des ponts disulfures de nombreuses protŽines Ç Trx-like È pŽriplasmiques 

se fait par lÕintermŽdiaire de la protŽine transmembranaire DsbD. Ainsi les Žlectrons 

provenant du NADPH cytoplasmique sont transfŽrŽs ˆ la TrxR puis ˆ la Trx et enfin au 

pŽriplasme via la DsbD (Kadokura et al., 2003). La protŽine DsbD est constituŽe de trois 

domaines : un domaine N-terminal de type immunoglobulmine (nDsbD), un domaine central 

transmembranaire (TMD), et un domaine C-terminal qui poss•de un repliement de type Trx 

(cDsbD) (Gordon et al., 2000 ; Goulding et al., 2002 ; Stirnimann et al., 2006). Chacun de ces 

domaines poss•de une paire de Cys qui est essentielle au transport des Žlectrons (Stewart et 

al., 1999). Les Žlectrons sont transportŽs ˆ travers la membrane cytoplasmique gr‰ce ˆ des 

Žchanges de ponts disulfures intramolŽculaires entre les trois domaines de la DsbD. Dans un 

premier temps, les Žlectrons sont transfŽrŽs de la Trx au TMD, ils passent ensuite au domaine 

cDsbD et enfin aboutissent au domaine nDsbD (Katzen et Beckwith, 2000). Les Žlectrons 

vont alors pouvoir •tre transfŽrŽs du domaine nDsbD vers ses diffŽrentes cibles 

pŽriplasmiques (Figure 35). 
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Figure 35 : ReprŽsentation schŽmatique du mode de fonctionnement de la protŽine DsbD 
(dÕapr•s Stirnimann et al., 2006). 
Le transfert des Žlectrons est reprŽsentŽ par des fl•ches noires. 
 

La rŽduction de la CcmG dÕE. coli par la nDsbD a ŽtŽ ŽtudiŽe par suivi en cinŽtique 

rapide (stopped-flow) de la variation dÕŽmission de fluorescence de la CcmG (Stirnimann et 

al., 2005). Cette Žtape de rŽduction est tr•s efficace avec une constante de vitesse de 

deuxi•me ordre dÕenviron 3.105 M-1.s-1. 

Les protŽines DsbC, DsbG et CcmG (ou DsbE) sont connues comme Žtant des 

substrats de la protŽine DsbD. Plusieurs structures cristallographiques de nDsbD en complexe 

avec un de ces partenaires ont pu •tre obtenues, plus particuli•rement des complexes 

covalents via un pont disulfure intermolŽculaire entre nDsbD et DsbC (Haebel et al., 2002) ou 

encore nDsbD et CcmG (Stirnimann et al., 2005). Un autre complexe covalent entre nDsbD et 

cDsbD a Žgalement ŽtŽ cristallisŽ (Rozhkova et al., 2004). 

 Au sein du complexe covalent nDsbD-CcmG, la protŽine nDsbD prŽsente la m•me 

orientation que dans le complexe avec cDsbD (Goulding et al., 2002) (Figure 36). Deux 

rŽgions sont impliquŽes dans lÕinterface : la rŽgion N-terminale et une rŽgion nommŽe cap-

loop (rŽsidus 68 ˆ 72). En plus du pont disulfure intermolŽculaire, cinq liaisons H ainsi que 

des liaisons hydrophobes sont impliquŽes au niveau de lÕinterface et notamment une liaison H 

avec la cha”ne principale du rŽsidu Ala adjacent au rŽsidu cis-Pro conservŽ chez toutes les 

PŽriplasme 

Cytoplasme 

Biogen•se des 
cytochromes c 
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protŽines Ç Trx-like È. Trois autres rŽsidus de CcmG sont impliquŽs dans lÕinterface : deux 

rŽsidus Glu tr•s conservŽs et un rŽsidu Asp moins conservŽ au sein de ces DsbE. Le r™le de 

ces trois rŽsidus a dŽjˆ ŽtŽ discutŽ dans un paragraphe prŽcŽdent comme Žtant impliquŽs dans 

lÕenvironnement constituŽ de nombreux rŽsidus ˆ caract•re acide du site actif des DsbE. 

LÕŽtude de diffŽrents variants Ala de la DsbE au niveau de ces trois rŽsidus a montrŽ quÕils 

sont indispensables ˆ  la maturation des cytochromes c.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : ReprŽsentation du complexe covalent nDsbD-SS-CcmG (A) et de son interface (B) 
(dÕapr•s Stirnimann et al., 2005). 
(A) La CcmG dÕE. coli est reprŽsentŽe en gris, nDsbD en rouge et le pont disulfure est colorŽ en jaune. 
(B) Interface entre nDsbD et CcmG. Les rŽsidus appartenant ˆ la nDsbD et impliquŽs dans lÕinterface 
sont montrŽs en vert, les rŽsidus de la CcmG intervenant au niveau de lÕinterface sont reprŽsentŽs en 
gris avec leur atomes colorŽs. Les liaisons H apparaissent en pointillŽs jaunes. Le rŽsidu R8 adopte 
deux conformations diffŽrentes. 
 

 La surface dÕinteraction entre nDsbD et ses diffŽrents partenaires est quasiment 

similaire, que ce soit au sein du complexe avec cDsbD, CcmC ou CcmG. La majoritŽ des 

rŽsidus impliquŽs dans la liaison de nDsbD ˆ un de ses substrats Trx-like sont communs. 

Seulement quelques rŽsidus forment des contacts spŽcifiques entre nDsbD et un substrat 

spŽcifique. Comme dit prŽcŽdemment, deux rŽgions flexibles sont impliquŽes dans la 

reconnaissance de ces substrats Ç Trx-like È : la rŽgion cap-loop et le segment N-ter. Ce 

dernier segment prŽsente une tr•s grande adaptibilitŽ au sein des diffŽrents complexes, et 

notamment les rŽsidus Arg8 et Ser9 qui peuvent adopter plusieurs conformations suivant les 

complexes (Figure 37).  
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Figure 37 : ReprŽsentation schŽmatique de la surface de nDsbD impliquŽe dans lÕinteraction 
avec diffŽrents partenaires (dÕapr•s Stirnimann et al., 2005). 
(A) complexe nDsbD-SS-CcmG, (B) complexe nDsbD-SS-DsbC, (C) complexe nDsbD-SS-cDsbD.  
Les rŽsidus de la DsbD impliquŽs dans les trois complexes sont reprŽsentŽs en vert ; les rŽsidus 
impliquŽs dans une interaction spŽcifique sont reprŽsentŽs en bleu ; lÕArg8 est reprŽsentŽe en violet et 
la Cys109 impliquŽe dans le pont disulfure intermolŽculaire est reprŽsentŽe en jaune. La rŽgion cap 
loop est entourŽe par un rond noir. 
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Objectifs 

 

 Les travaux rŽalisŽs sur les Msr par notre Žquipe avant que je ne dŽbute mon projet de 

th•se avaient permis de mettre en Žvidence un mŽcanisme catalytique original, ˆ trois Žtapes, 

de rŽduction dÕune fonction sulfoxyde par des thiols commun aux MsrA et aux MsrB. La 

vitesse de la premi•re Žtape de ce mŽcanisme, appelŽe lÕŽtape rŽductase, est tr•s rapide. 

LÕŽtape rŽductase aboutit ˆ la formation dÕun intermŽdiaire acide sulfŽnique sur la Cys 

catalytique ainsi quÕˆ la libŽration dÕune mole de Met par mole dÕenzyme. Au cours de la 

deuxi•me Žtape, un pont disulfure intramolŽculaire est formŽ entre la Cys catalytique et la Cys 

de rŽgŽnŽration avec la libŽration dÕune molŽcule dÕeau. La derni•re Žtape conduit ˆ la 

rŽgŽnŽration des Msr sous forme rŽduite via lÕintervention de la Trx. Le fait que les MsrA et 

MsrB soient structuralement diffŽrentes alors que leur mŽcanisme catalytique est semblable 

posait la question de la nature des rŽsidus impliquŽs dans la catalyse des trois Žtapes et dans la 

spŽcificitŽ structurale vis-ˆ -vis du substrat sulfoxyde et du partenaire rŽducteur.  

 Les Žtudes menŽes sur le mŽcanisme, la catalyse et la spŽcificitŽ structurale des Msr 

ont ŽtŽ rŽalisŽes sur les domaines MsrA et MsrB isolŽs de la protŽine PilB de N. meningitidis, 

protŽine pŽriplasmique ˆ trois domaines structuraux. Le domaine N-terminal porte une 

activitŽ disulfure oxydorŽductase de type Trx, recyclant les activitŽs rŽductases des domaines 

Msr de PilB. Ce domaine N-terminal a plus prŽcisŽment un repliement structural de type 

DsbE. Ces DsbE sont connues pour •tre des disulfure oxydorŽductases pŽriplasmiques 

impliquŽes dans la maturation des cytochromes c.  

 

 Dans ce contexte, mon travail de th•se avait pour objectif principal la caractŽrisation 

des rŽsidus du site actif de la MsrA de N. meningitidis impliquŽs dÕune part dans la catalyse 

de lÕŽtape rŽductase et dÕautre part dans la spŽcificitŽ structurale vis-ˆ -vis du substrat 

sulfoxyde et de la Trx. Le fait que le domaine N-terminal de la protŽine PilB poss•de un 

repliement de type DsbE mÕa conduit ˆ initier un projet consacrŽ ˆ la caractŽrisation des 

disulfure oxydorŽductases pŽriplasmiques de N. meningitidis, dans le but dÕidentifier les 

facteurs molŽculaires et structuraux impliquŽs dans la reconnaissance sŽlective de leurs 

diffŽrents partenaires : apocytochrome c et domaines Msr. 
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 Les rŽsultats sont prŽsentŽs en deux parties : 

 

 La premi•re partie, sous forme de deux publications complŽtŽes par des rŽsultats non 

publiŽs, est consacrŽe ˆ la caractŽrisation des acides aminŽs de la MsrA de N. meningitidis 

impliquŽs dans la catalyse de lÕŽtape rŽductase ainsi que dans la reconnaissance du substrat 

sulfoxyde. 

 

 La deuxi•me partie est consacrŽe ˆ la caractŽrisation des trois disulfure 

oxydorŽductases pŽriplasmiques putatives de N. meningitidis, dans le but dÕidentifier la DsbE 

de N. meningitidis et de comparer ses propriŽtŽs ˆ celles du domaine N-terminal de PilB 

LÕŽtat dÕavancement du projet est prŽsentŽ. 

 

 Une autre publication et un article de revue sont joints en annexe. La publication est 

issue de notre collaboration avec lÕŽquipe du Dr. M. Ruiz L˜pez, sur lÕŽtude dÕune rŽaction 

mod•le de lÕŽtape rŽductase des Msr par une approche de chimie thŽorique : la rŽaction de 

rŽduction du dimŽthylsulfoxyde (DMSO) par du mŽthanethiol. LÕarticle de revue, qui est sous 

presse, fait lÕŽtat actuel des connaissances sur les facteurs structuraux et molŽculaires 

impliquŽs dans la catalyse et la spŽcificitŽ structurale des Msr. 

 

 LÕensemble des rŽsultats est discutŽ dans la partie Discussion/Perspectives. 
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Partie I  : CaractŽrisation des acides aminŽs de la MsrA de N. meningitidis 

impliquŽs dans la catalyse de lÕŽtape rŽductase et dans la reconnaissance du 

substrat sulfoxyde 

 

Comme cela est dŽcrit dans lÕIntroduction (paragraphe I.5.4.1, page 19), lÕexamen des 

alignements de sŽquence ainsi que des structures tridimensionnelles des MsrA dÕE. coli, B. 

taurus, M. tuberculosis et N. meningitidis montrait la prŽsence dans le site actif de rŽsidus 

conservŽs donc potentiellement impliquŽs dans la catalyse et/ou la reconnaissance du substrat 

sulfoxyde (figure 1, publication 2). Ainsi trois sous-sites ont pu •tre dŽfinis : 

- le premier sous-site hydrophile est composŽ des rŽsidus invariants Tyr82, Glu94 et 

Tyr134 qui sont bien positionnŽs pour que leurs cha”nes latŽrales interagissent, via des 

liaisons H, avec lÕoxyg•ne de la fonction sulfoxyde du substrat dans le complexe Michaelien 

et ainsi stabiliser la forme polarisŽe de la fonction sulfoxyde. Dans ce contexte, le rŽsidu 

Glu94 pouvait Žgalement jouer le r™le de catalyseur acide/base gŽnŽral.  

- le second sous-site est constituŽ des rŽsidus invariants Phe52 et Trp53, qui forment 

une poche hydrophobe dans laquelle peuvent se fixer les groupements ! -mŽthyle et "-

mŽthyl•ne du substrat. De plus, les rŽsidus invariants His186 et Tyr189 en formant 

respectivement une liaison H et une interaction de type Ç stacking È avec le noyau indole du 

Trp53, conduisent ˆ un positionnement dŽfini du noyau indole. Ces quatre rŽsidus Žtaient 

donc de bons candidats pour fixer efficacement le substrat, directement pour les rŽsidus Phe52 

et Trp53, et indirectement pour les rŽsidus His186 et Tyr189. 

- le dernier sous-site est constituŽ de deux autres rŽsidus invariants, Asp129 et Tyr197, 

qui sont positionnŽs dans la structure de la MsrA de M. tuberculosis pour interagir avec le NH 

de la cha”ne principale de la Met-1 qui occupe le site actif. Ces rŽsidus pourraient •tre 

impliquŽs dans la reconnaissance de la cha”ne principale du substrat.  

Afin de valider ou non ces hypoth•ses, nous avons rŽalisŽ une Žtude sur la MsrA de N. 

meningitidis en utilisant une approche dÕingŽnierie protŽique par mutagen•se dirigŽe couplŽe 

ˆ la caractŽrisation des param•tres cinŽtiques des diffŽrents variants gŽnŽrŽs. Les pKa 

apparents des rŽsidus impliquŽs dans la catalyse de lÕŽtape rŽductase ont Žgalement ŽtŽ 

dŽterminŽs. LÕenzyme sauvage ainsi que les variants du rŽsidu Glu94 ont ŽtŽ caractŽrisŽs 

essentiellement par  le Dr. Mathias Antoine. Quant ˆ moi, jÕai plus particuli•rement 

caractŽrisŽ les variants des rŽsidus Phe52, Trp53, Tyr82, Asp129, Tyr134, His186, Tyr189 et 

Tyr197. 
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Les rŽsultats obtenus ont montrŽ que le premier sous-site, dans lequel se trouve 

lÕoxyg•ne de la fonction sulfoxyde, joue un r™le essentiel dans la catalyse de lÕŽtape rŽductase 

(publication 1), alors que les deux autres sous-sites sont impliquŽs dans la fixation du substrat 

(publication 2).  

Les rŽsultats sont prŽsentŽs en deux parties correspondant aux deux publications, 

suivies dÕune troisi•me partie consacrŽe ˆ lÕŽtude de la spŽcificitŽ de la MsrA vis-ˆ -vis dÕun 

substrat protŽique, la protŽine L7/L12 dÕE. coli. 

 

 I.1 RŽsidus impliquŽs dans la catalyse de lÕŽtape rŽductase 

 

  I.1.1 RŽsumŽ des rŽsultats 

 

 Afin de mettre en Žvidence le r™le des rŽsidus Tyr82 et Tyr134, les variants Y82F, 

Y134F et Y82F/Y134F de la MsrA ont ŽtŽ gŽnŽrŽs. Pour tous ces variants, aucune 

modification significative de lÕaffinitŽ apparente de lÕenzyme pour le substrat 

AcMetSONHMe, dŽterminŽe pour la premi•re Žtape et exprimŽe par la valeur de la constante 

KS, nÕa ŽtŽ observŽe. En revanche, si la substitution dÕun seul rŽsidu Tyr en Phe nÕentra”ne 

quÕune faible diminution de la constante de vitesse maximale de lÕŽtape rŽductase (kmax) 

(facteur 16 et 3 respectivement pour les variants Y82F et Y134F), la substitution simultanŽe 

des deux rŽsidus engendre une diminution importante, dÕun facteur 2.104, de la constante kmax. 

Ces rŽsultats montrent que ces deux rŽsidus sont impliquŽs dans la catalyse de lÕŽtape 

rŽductase et non pas dans la reconnaissance du substrat sulfoxyde. Les rŽsultats obtenus sur 

les variants du Glu94 montrent que ce rŽsidu joue un r™le essentiel dans la catalyse de lÕŽtape 

rŽductase, compatible avec un r™le de catalyseur acide. 

Dans lÕenzyme sauvage, la vitesse de lÕŽtape rŽductase dŽpend de la dŽprotonation 

dÕun seul groupement ionisable, le groupement thiol de la Cys51 catalytique. CÕest Žgalement 

le cas pour tous les variants de MsrA gŽnŽrŽs. Le pKa apparent de ce groupement ionisable est 

de 9,3 dans lÕenzyme sauvage libre et de 5,7 dans le complexe MsrA 

sauvage/AcMetSONHMe. Pour les diffŽrents variants gŽnŽrŽs, le pKa apparent dans le 

complexe MsrA/AcMetSONHMe est compris entre 7,5 et 9,5, ce qui montre que les rŽsidus 

Glu94, Tyr82 et Tyr134 sont impliquŽs, directement ou indirectement, dans lÕabaissement du 

pKa apparent de la Cys catalytique lors de la formation du complexe Michaelien.  
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chemical catalysis of the methionine sulfoxide reduction step. J. Biol. Chem., 281, 39062-70. 
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I.2 RŽsidus impliquŽs dans la reconnaissance du substrat sulfoxyde 

 

  I.2.1 RŽsumŽ des rŽsultats 

 

 Pour les rŽsidus Phe52 et Trp53, les variants F52L, W53A et W53F ont ŽtŽ gŽnŽrŽs, 

dÕautres variants en position 52 tels que F52A nÕayant pu •tre produits. Les param•tres 

cinŽtiques de lÕŽtape rŽductase obtenus pour les variants F52L et W53F montrent une 

diminution importante de la constante de vitesse de deuxi•me ordre (k2 AcMetSONHMe), 

respectivement dÕun facteur 745 et 1000, reflŽtant ˆ la fois une diminution de lÕaffinitŽ 

apparente vis-ˆ -vis du substrat (KS) et une diminution de la constante de vitesse maximale de 

lÕŽtape rŽductase (kobs max). Dans le cas du variant W53A, les rŽsultats obtenus ˆ lÕŽtat 

stationnaire montrent une diminution importante de lÕaffinitŽ apparente (augmentation dÕun 

facteur 1300 de la valeur du KM) avec une diminution du kcat dÕun facteur 10. Pour les rŽsidus 

His186 et Tyr189, deux types de variants ont ŽtŽ gŽnŽrŽs : dÕune part les variants H186N et 

Y189F, qui conservent la possibilitŽ dÕinteragir avec le noyau indole du rŽsidu Trp53 via 

respectivement une liaison H et une interaction de type Ç stacking È, et dÕautre part les 

variants H186A et Y189A incapables dÕinteragir avec le Trp53. Pour les variants H186A et 

Y189A, une diminution du k2 AcMetSONHMe est observŽe, reflŽtant une diminution de lÕaffinitŽ 

apparente vis-ˆ -vis du substrat (KS) ainsi quÕune diminution de la constante de vitesse de 

lÕŽtape rŽductase (kobs max). Les valeurs de KS, kobs max et k2 AcMetSONHMe obtenues pour les 

variants H186N et Y189F sont du m•me ordre de grandeur que celles obtenues pour la MsrA 

sauvage. 

Pour les rŽsidus Asp129 et Tyr197, les param•tres cinŽtiques des variants D129A, 

D129N, Y197A et Y197F ont ŽtŽ dŽterminŽs ˆ la fois ˆ lÕŽtat stationnaire et pour lÕŽtape 

rŽductase. La valeur du k2 AcMetSONHMe de lÕŽtape rŽductase est diminuŽe pour tous les variants 

gŽnŽrŽs (facteur variant de 3 ˆ 37), reflŽtant essentiellement un effet sur lÕaffinitŽ apparente de 

lÕenzyme pour son substrat. Les param•tres cinŽtiques de ces variants ont Žgalement ŽtŽ 

dŽterminŽs avec la MetSO ou le DMSO comme substrat. 

LÕensemble de ces rŽsultats montre lÕexistence de deux sites de reconnaissance du 

substrat sulfoxyde dans les MsrA. DÕune part, une poche hydrophobe qui joue un r™le majeur, 

constituŽe des deux rŽsidus Phe52 et Trp53, le noyau indole de ce dernier Žtant positionnŽ de 

fa•on adŽquate par des interactions spŽcifiques avec les cha”nes latŽrales des rŽsidus His186 

et Tyr189, et dÕautre part un site de reconnaissance de la cha”ne principale du substrat 

constituŽ des cha”nes latŽrales des rŽsidus Asp129 et Tyr197.  
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 I.3 Etude dÕun substrat protŽique : la protŽine L7/L12 dÕE. coli 

 

 Les Žtudes cinŽtiques de lÕŽtape rŽductase montrent que les MsrA prŽsentent une faible 

affinitŽ apparente pour un substrat sulfoxyde, m•me protŽgŽ type AcMetSONHMe (KS = 55 

mM). Une hypoth•se pour expliquer cette faible affinitŽ serait que les rŽsidus adjacents ˆ la 

MetSO joueraient un r™le dans la reconnaissance, bien que lÕexamen des sŽquences de 

protŽines substrat ne montrent pas de sŽquence signature particuli•re autour de la MetSO. 

Pour confirmer ou infirmer cette hypoth•se, la stratŽgie retenue a consistŽ ˆ dŽterminer les 

param•tres cinŽtiques de lÕŽtape rŽductase de la MsrA pour la protŽine L7/L12, dont les Met 

ont ŽtŽ oxydŽes en MetSO. En effet, la protŽine L7/L12 ainsi oxydŽe a ŽtŽ dŽcrite comme 

Žtant un substrat des MsrA (Brot et al., 1980, Introduction, paragraphe I.4.2.3, page 12). 

 La sŽquence codant la protŽine L7/L12 a ŽtŽ clonŽe ˆ partir de lÕADN gŽnomique dÕE. 

coli dans un vecteur permettant lÕexpression de la protŽine avec un Žtiquette His du c™tŽ N-

terminal. Cette protŽine a ŽtŽ produite en quantitŽ suffisante pour rŽaliser notre Žtude et 

obtenue pure apr•s chromatographie dÕaffinitŽ sur complexe Ni2+ (IMAC). Le rendement 

obtenu est de 125 mg par litre de culture. La puretŽ de la protŽine a ŽtŽ vŽrifiŽe sur gel SDS-

PAGE 12,5% (Figure 38) ainsi que par la dŽtermination de la masse par spectromŽtrie de 

masse Žlectrospray en conditions dŽnaturantes (RŽsultat non montrŽ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Gel SDS-PAGE bilan de purification de la protŽine L7/L12 portant une Žtiquette His 
du c™tŽ N-terminal  
1 : Marqueur de taille, 2 : extrait cellulaire, 3 : surnageant de sonication, 4 : Žchantillon apr•s 
chromatographie dÕaffinitŽ sur complexe Ni2+ (IMAC). Les productions ont ŽtŽ rŽalisŽes dans des 
cellules BL21 (DE3). LÕexpression est induite par ajout dÕIPTG ˆ 1 mM lorsque la DO600 nm est de 0,6, 
puis les cultures sont laissŽes sous agitation ˆ 37¡C pendant 18 H.  
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LÕoxydation des trois Met de la protŽine L7/L12 a ŽtŽ rŽalisŽe en prŽsence de 0,1 % 

dÕH2O2 et de 50 % dÕacide acŽtique permettant de rendre les Met accessibles pour 

lÕoxydation. Lorsque les Met de L7/L12 sont oxydŽes, le dim•re est dissociŽ et la protŽine se 

retrouve alors ˆ lÕŽtat monomŽrique. LÕoxydation des trois rŽsidus Met a ŽtŽ vŽrifiŽe par 

spectromŽtrie de masse Žlectrospray en conditions dŽnaturantes (rŽsultats non montrŽs). 

Les param•tres cinŽtiques de lÕŽtape rŽductase de la MsrA sauvage ont ŽtŽ dŽterminŽs 

avec comme substrat la protŽine L7/L12 oxydŽe au niveau de ses trois rŽsidus Met en sous-

saturation. En effet, les expŽriences rŽalisŽes avec un appareil de cinŽtique rapide (Ç stopped-

flow È) consomment une grande quantitŽ de substrat et au vu des protocoles de purification et 

dÕoxydation de la protŽine L7/L12, il nous Žtait impossible dÕobtenir de fortes concentrations 

en substrat. Les expŽriences ont donc ŽtŽ rŽalisŽes en faisant varier la concentration en 

substrat de 8 ˆ 75 µM (soit 24 ˆ 225 µM compte tenu de la prŽsence de 3 MetSO par 

monom•re). Les rŽsultats obtenus sÕajustent sur lÕŽquation dÕune droite (y = ax + b) ce qui 

permet dÕobtenir une valeur de k2 de 2,7.104 M-1.s-1 (Figure 39), similaire ˆ celle obtenue avec 

le substrat AcMetSONHMe (k2 = 1,4.104 M-1.s-1). De plus, les vitesses mesurŽes avec la 

protŽine L7/L12 comme substrat sont Žquivalentes ˆ celles obtenues avec le substrat 

AcMetSONHMe, pour des concentrations Žquivalentes. Ces rŽsultats montrent que le fait que 

les constantes k2 soient similaires pour les deux substrats refl•te des constantes kobs max et KS 

elles aussi similaires. LÕaffinitŽ apparente de la MsrA pour L7/L12 nÕest donc pas amŽliorŽe 

par rapport ˆ celle pour lÕAcMetSONHMe. Ceci confirme, comme attendu dÕapr•s lÕabsence 

de sŽquence signature, que les rŽsidus adjacents ˆ la MetSO dans les protŽines nÕinterviennent 

pas dans la reconnaissance. 
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Figure 39 : DŽtermination des param•tres cinŽtiques de lÕŽtape rŽductase de la MsrA sauvage de 
N. meningitidis avec la protŽine L7/L12 oxydŽe comme substrat. 
Les vitesses ont ŽtŽ mesurŽes en suivant la variation du message dÕŽmission de fluorescence de 
lÕenzyme qui passe de la forme rŽduite ˆ la forme pont disulfure, ˆ lÕŽtat prŽ-stationnaire gr‰ce ˆ un 
appareil de mŽlange rapide. Les mesures sont rŽalisŽes ˆ 25¡C dans du tampon Tris-HCl 50 mM, 
EDTA 2 mM, pH 8,0. La longueur dÕonde dÕexcitation est fixŽe ˆ 284 nm et lÕŽmission de 
fluorescence est collectŽe au travers dÕun filtre de seuil Žgal ˆ 320 nm. Le mŽlange rŽactionnel 
comporte : la protŽine L7/L12 oxydŽe (en concentrations variables) et MsrA (10 µM). Les valeurs 
expŽrimentales ont ŽtŽ ajustŽes par rŽgression linŽaire ˆ lÕŽquation dÕune droite y = ax + b qui donne 
une valeur de k2 de (2,7 ± 0,5).104 M-1.s-1.  
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Partie II  : Les disulfure oxydorŽductases pŽriplasmiques de N. meningitidis 

 

 Les Žtudes menŽes au laboratoire sur le mŽcanisme, la catalyse et la spŽcificitŽ 

structurale des MsrA et B ont ŽtŽ rŽalisŽes sur les domaines MsrA et MsrB isolŽs de la 

protŽine PilB de N. meningitidis. PilB est une protŽine pŽriplasmique ˆ trois domaines, 

contenant deux domaines Msr et un domaine supplŽmentaire ˆ lÕextrŽmitŽ N-terminale, 

appelŽ domaine N-ter. RŽcemment, il a ŽtŽ montrŽ que ce domaine N-ter est capable de 

rŽduire les domaines MsrA, certes avec une faible efficacitŽ, et MsrB de N. meningitidis (Wu 

et al., 2005), quÕil poss•de un repliement caractŽristique des protŽines de type DsbE 

(Ranaivoson et al., 2006) et quÕil est rŽduit par le domaine N-terminal de la protŽine 

transmembranaire DsbD (nDsbD) (Brot et al., 2006). Comme dŽcrit dans lÕIntroduction 

(paragraphe I.3.2 p50), les DsbE sont des disulfure oxydorŽductases pŽriplasmiques, 

appartenant ˆ la famille des Trx, impliquŽes dans la maturation des cytochromes c, plus 

prŽcisŽment dans la rŽduction du pont disulfure intramolŽculaire entre les deux Cys de 

lÕapocytochrome c, ces deux Cys sous forme rŽduite formant un lien covalent avec lÕh•me 

gŽnŽrant lÕholocytochrome c. De plus, les DsbE sont rŽduites par le domaine nDsbD 

(Stirnimann et al., 2006). Ainsi, bien que possŽdant un repliement identique, le domaine N-ter 

et les DsbE semblent avoir des cibles diffŽrentes mais le m•me partenaire rŽducteur. Quels 

sont alors les facteurs structuraux et molŽculaires permettant dÕune part la reconnaissance 

spŽcifique de leurs cibles et dÕautre part leur interaction avec le m•me partenaire rŽducteur ?  

 Pour essayer de rŽpondre ˆ ces questions, une Žtude des relations structure-fonction du 

domaine N-ter de PilB de N. meningitidis dÕun c™tŽ, et dÕune DsbE de lÕautre, a ŽtŽ entreprise. 

La caractŽrisation du domaine N-ter est rŽalisŽe par Laure Selme, et je me suis intŽressŽe pour 

ma part ˆ lÕŽtude de la DsbE. LÕexamen du gŽnome de N. meningitidis suggŽrait lÕexistence 

dÕun syst•me de maturation de type II, bien quÕaucune Ç DsbE-like È nÕavait pu •tre identifiŽe 

(Tinsley et al., 2004 ; Sinha et al., 2004). Des recherches par identitŽ de sŽquence dans le 

gŽnome de N. meningitidis (sŽrogroupe C) montrent lÕexistence de trois disulfure oxydo-

rŽductases putatives pŽriplasmiques, que lÕon a nommŽ DsbE1, DsbE2 et DsbE3, dÕo• la 

question : sont-elles impliquŽes dans le syst•me de maturation des cytochromes c, processus 

vital pour la fonctionnalitŽ du syst•me de transport dÕŽlectrons de cette bactŽrie pathog•ne ? 

De plus, quÕen est-il du r™le respectif de ces DsbE putatives et du domaine N-terminal ? Y a-t-

il redondance ? Sinon, comment peut-on expliquer la sŽlectivitŽ de cible des DsbE putatives 
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pour les apocytochromes c et du domaine N-terminal pour les domaines Msr ? La DsbD est-

elle le partenaire rŽducteur de ces trois DsbE putatives ? 

 LÕŽtude de ces trois DsbE putatives a donc ŽtŽ entreprise par diffŽrentes approches : 1) 

la caractŽrisation in vitro de formes solubles de ces trois protŽines, 2) lÕŽtude du mŽcanisme 

de rŽduction dÕune cible potentielle de type apocytochrome c et de rŽduction par le domaine 

N-terminal de la DsbD (nDsbD) de N. meningitidis, et 3) une approche fonctionnelle via la 

complŽmentation de diffŽrentes souches bactŽriennes dŽficientes en DsbE.  

Les techniques utilisŽes pour ces diffŽrentes approches ont dž •tre mises au point. La 

protŽine DsbE3t nÕayant pas ŽtŽ obtenue sous forme soluble, toutes les Žtudes ont ŽtŽ rŽalisŽes 

uniquement sur la DsbE1t et la DsbE2t. 

 

 II.1 Analyse des sŽquences des DsbE1, DsbE2 et DsbE3 

 

 LÕanalyse des alignements de sŽquences de la CcmG dÕE. coli, de ResA de B. subtilis 

et de CcsX de B. pertussis avec les trois DsbE putatives de N. meningitidis pouvait donner 

une premi•re indication quant au r™le de ces des trois DsbE putatives (Figure 40). Tout 

dÕabord, les pourcentages dÕidentitŽ de sŽquences entre les trois DsbE de N. meningitidis et 

les protŽines ResA et CcsX sont respectivement de 33 et 35%, 11 et 18% et 21 et 23%. ResA 

et CcsX ont ŽtŽ prises comme rŽfŽrence Žtant donnŽ que chez B. subtilis et B. pertussis, le 

syst•me de maturation des cytochromes c est un syst•me de type II, tout comme chez N. 

meningitidis. Au vu de ces pourcentages, il semblerait que la DsbE1 soit la protŽine la plus 

proche des DsbE en terme de sŽquence protŽique. Les DsbE poss•dent certaines 

caractŽristiques structurales supplŽmentaires par rapport ˆ des protŽines de type Trx 

classiques, ˆ savoir : une extension N-terminale structurŽe en Žpingle ˆ cheveux et qui 

contient deux brins #, une insertion centrale, une rŽgion tr•s conservŽe appelŽe rŽgion 

Ç Fingerprint È ainsi quÕun site actif composŽ dÕacides aminŽs acides : Glu86, Glu145 et 

Asp107 dans la CcmG dÕE. coli (Ouyang et al., 2006 ; Edeling et al., 2002).  

Les protŽines DsbE2 et DsbE3 poss•dent toutes les deux une sŽquence signature de type 

WCXXC, contrairement ˆ la protŽine DsbE1 qui elle prŽsente une sŽquence signature un peu 

particuli•re o• le rŽsidu Trp localisŽ en amont de la Cys catalytique est remplacŽ par une Ser. 

NŽanmoins, il est ˆ noter que la protŽine CcsX de B. pertussis, qui est dŽcrite intervenir dans 

la maturation des cytochromes c, poss•de un site actif similaire avec une Ser ˆ la place du Trp 

habituellement retrouvŽ en amont de la Cys catalytique. Il est intŽressant de noter que la  
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DsbE2 poss•de une sŽquence signature retrouvŽe chez les Trx, ˆ savoir une signature 

WCGPC. Cette DsbE2 pourrait donc •tre une Trx pŽriplasmique rŽduisant des ponts 

disulfures intramolŽculaires de protŽines pŽriplasmiques mais non impliquŽe dans la 

maturation des cytochromes c. LÕexamen des alignements de sŽquences (Figure 40) montre 

que les trois DsbE putatives semblent possŽder une insertion centrale (rŽsidus 110 ˆ 133) qui 

nÕest pas prŽsente dans la sŽquence de la Trx1 dÕE. coli. Il est un peu plus difficile de se 

prononcer quant ˆ la rŽgion N-terminale en Žpingle ˆ cheveux puisquÕˆ partir des alignements 

de sŽquences, il est impossible de savoir si les trois DsbE putatives poss•dent une extension 

N-terminale structurŽe en Žpingle ˆ cheveux et composŽe de deux brins #. En ce qui concerne 

la rŽgion Ç Fingerprint È, si dans le cas des DsbE dÕorganismes possŽdant un syst•me de 

maturation des cytochromes c de type I cette rŽgion est strictement conservŽe, il nÕen est pas 

de m•me pour les DsbE dÕorganismes possŽdant un syst•me de maturation des cytochromes c 

de type II (Figure 41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Alignement de sŽquences de la rŽgion Ç Fingerprint  È de diffŽrentes DsbE. 
Sont reprŽsentŽes les rŽgions Ç Fingerprint È des sŽquences de DsbE dÕorganismes possŽdant un 
syst•me de maturation des cytochromes c de type I (E. coli, Nitrobacter winogradskyi, Mesorhizobium 
loti, Legionella pneumophilae, B. japonicum), des sŽquences dÕorganismes possŽdant un syst•me de 
maturation des cytochromes c de type II (B. subtilis, B. pertussis) ainsi que les trois sŽquences des 
DsbE putatives de N. meningitidis (N. men DsbE1, DsbE2 et DsbE3).  
 

Dans le site actif de la CcmG dÕE. coli, trois rŽsidus acides sont prŽsents, deux rŽsidus 

Glu (Glu86, Glu145) et un rŽsidu Asp (Asp107). Aucun de ces trois rŽsidus nÕest conservŽ 

dans la DsbE3. Par contre dans les DsbE1 et DsbE2, le rŽsidu Glu86 et un Asp, 

respectivement en position 107 et 108 pour la DsbE1 et la DsbE2, sont bien conservŽs. Il est ˆ 

noter que le second Glu est localisŽ au niveau de la rŽgion Ç Fingerprint È qui nÕest pas 

conservŽe dans les DsbE appartenant ˆ un syst•me de maturation de type II. 
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 II.2 Etudes in vitro des trois DsbE putatives  

 

  II.2.1 Production et purification des formes solubles des trois DsbE 

 

 Un prŽalable ˆ toute Žtude Žtait de pouvoir disposer des trois DsbE sous forme soluble 

et en grande quantitŽ. Pour cela, diffŽrentes constructions ont ŽtŽ rŽalisŽes afin de produire 

des formes cytoplasmiques solubles (dŽlŽtion de la sŽquence codante correspondant ˆ la 

sŽquence dÕexport de la protŽine vers le pŽriplasme et ˆ la sŽquence permettant la fixation ˆ la 

membrane cytoplasmique). Nous avons ainsi rŽussi ˆ produire les trois DsbE Ç tronquŽes È 

dans le cytoplasme en quantitŽ suffisante pour pouvoir rŽaliser notre Žtude (Figure 42). Ces 

protŽines sont appelŽes DsbE1t, DsbE2t et DsbE3t et leurs masses thŽoriques respectives sont 

de 14966, 15318 et 13424 Da. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Analyse sur gel SDS-PAGE des productions des protŽines DsbE1t (A), DsbE2t (B) et 
DsbE3t (C) 
1 : Marqueur de taille ; 2 : Extrait cellulaire. Les productions ont ŽtŽ rŽalisŽes dans des cellules 
BL21(DE3) pour la DsbE1t et la DsbE2t et dans des cellules C41 pour la DsbE3t. LÕexpression des 
protŽines est induite par ajout dÕIPTG ˆ 1 mM lorsque la DO600nm est de 0,6, puis les cultures sont 
laissŽes sous agitation ˆ 37¡C pendant 18 h. 

 

LÕanalyse par Žlectrophor•se SDS-PAGE des fractions solubles et insolubles apr•s 

sonication des diffŽrents culots cellulaires a montrŽ que les DsbE1t et DsbE2t Žtaient solubles 

alors que la DsbE3t Žtait insoluble (rŽsultats non montrŽs). Il reste donc encore ˆ mettre au 

point un protocole de purification adaptŽ permettant de disposer de la DsbE3t pure, sous 

forme soluble et en quantitŽ suffisante pour lÕŽtudier.  
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 Des protocoles de purification ont ŽtŽ mis au point pour la DsbE1t et la DsbE2t. Pour 

ces deux protŽines, les protocoles utilisŽs sont similaires et font intervenir, apr•s lÕŽtape de 

sonication, une Žtape de purification par filtration sur gel et une Žtape de purification par 

chromatographie Žchangeuse dÕanions. Il est ˆ noter que pour la DsbE2t une Žtape 

supplŽmentaire de prŽcipitation au sulfate dÕammonium ˆ 65% est rŽalisŽe avant la 

chromatographie par gel filtration. Les rendements obtenus sont respectivement de 144 et 50 

mg par litre de culture pour la DsbE1t et la DsbE2t. La puretŽ des protŽines a ŽtŽ vŽrifiŽe sur 

gel SDS-PAGE 12,5% (Figure 43) ainsi que par la dŽtermination de la masse par 

spectromŽtrie de masse Žlectrospray en conditions dŽnaturantes. Les groupements thiols libres 

ont Žgalement ŽtŽ dosŽs par le DTNB (rŽsultats non montrŽs). Pour ces deux protŽines, les 

deux Cys du site actif sont bien titrŽes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Gel SDS-PAGE bilan de purification de la DsbE1t (A) et de la DsbE2t (B). 
(A) 1 : Marqueur de taille, 2 : surnageant de sonication, 3 : Žchantillon apr•s filtration sur gel 
(ACA54), 4 : Žchantillon apr•s chromatographie Žchangeuse dÕanions (Q-sŽpharose). 
(B) 1 : surnageant de sonication, 2 : surnageant de prŽcipitation au sulfate dÕammonium 65%, 3 : culot 
de prŽcipitation au sulfate dÕammonium 65%, 4 : Žchantillon apr•s chromatographie par filtration sur 
gel (ACA54), 5 : Žchantillon apr•s chromatographie Žchangeuse dÕanions (Q-sŽpharose), 6 : 
concentrat, 7 : marqueur de taille. 
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  II.2.2 CaractŽrisation biochimique de la DsbE1t et de la DsbE2t 

 

   II.2.2.1 DŽtermination du potentiel redox de la DsbE1t et de la DsbE2t 

 

 Une technique couramment utilisŽe pour la dŽtermination des potentiels redox ̂ 

lÕŽquilibre est basŽe sur une diffŽrence dÕintensitŽ de fluorescence existant entre les formes 

oxydŽes et rŽduites des protŽines. Dans le cas de la Trx1 dÕE. coli, cette augmentation de 

fluorescence est essentiellement attribuŽe au Trp situŽ juste en amont de la sŽquence signature 

CXXC, la formation du pont disulfure entra”nant une diminution du signal dÕŽmission de 

fluorescence du Trp. La DsbE2t poss•de Žgalement un Trp localisŽ juste avant sa sŽquence 

signature CXXC. Dans la DsbE1t, un Trp est aussi prŽsent mais localisŽ quatre rŽsidus en 

amont de la sŽquence signature.  

Nous avons donc dans un premier temps rŽalisŽ les spectres dÕexcitation et dÕŽmission 

de fluorescence de la DsbE1t et de la DsbE2t sous forme rŽduite et oxydŽe. Ainsi, la DsbE1t 

sous forme rŽduite et oxydŽe prŽsente un maximum dÕexcitation de fluorescence pour une 

longueur dÕonde de 284 nm (Figure 44). Le maximum dÕŽmission de fluorescence est retrouvŽ 

ˆ 306 nm pour la forme oxydŽe et ˆ 316 nm pour la forme rŽduite et lÕintensitŽ de 

fluorescence de la forme rŽduite de la protŽine est tr•s largement supŽrieure (90%) ˆ celle de 

la forme oxydŽe. Ce rŽsultat sugg•re, si lÕon admet que la fluorescence observŽe est liŽe 

essentiellement ˆ la prŽsence du Trp, que comme dans le cas de la Trx1 dÕE. coli, lÕŽmission 

de fluorescence du Trp est diminuŽe par la formation du pont disulfure intramolŽculaire. En 

ce qui concerne la DsbE2t, un maximum dÕexcitation de fluorescence est observŽ pour une 

longueur dÕonde de 284 nm pour les formes rŽduite et oxydŽe. Le maximum dÕŽmission de 

fluorescence est retrouvŽ ˆ 320 nm pour la forme rŽduite et ˆ 340 nm pour la forme oxydŽe et 

lÕintensitŽ de fluorescence de la forme oxydŽe de la protŽine est supŽrieure de 20% ˆ celle de 

la forme rŽduite. La variation dÕŽmission de fluorescence entre la forme rŽduite et la forme 

oxydŽe de la DsbE2t est donc inversŽe comparŽe ˆ celles observŽes pour la Trx1 dÕE. coli et 

la DsbE1t.  

Ces deux protŽines prŽsentent donc une diffŽrence dÕŽmission de fluorescence entre 

leur forme rŽduite et oxydŽe, ce qui devrait permettre de dŽterminer le potentiel redox de ces 

protŽines en utilisant cette diffŽrence dÕintensitŽ de fluorescence.  
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Figure 44 : Spectres dÕexcitation et dÕŽmission de fluorescence des DsbE1t (A), DsbE2t (B).  
La mesure est effectuŽe en tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. La concentration en 
protŽine est de 10 ! M. Les spectres dÕexcitation de fluorescence des formes rŽduites (bleu) et oxydŽes 
(rouge) des deux DsbEt sont reprŽsentŽs en pointillŽs (Žmission suivie ˆ 340 nm) ; les spectres 
dÕŽmission de fluorescence sont reprŽsentŽs en ligne pleine (excitation ˆ 284 nm). LÕoxydation des 
DsbE1t et DsbE2t se fait par ajout dÕun exc•s de DTNB (100 ! M de DsbE pour 300 ! M de DTNB) en 
tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 pendant 20 min ˆ tempŽrature ambiante. LÕexc•s de 
DTNB ainsi que TNB- formŽ est ŽliminŽ par passage sur colonne de dessalage EconoPac 10DG.  

 

La constante dÕŽquilibre redox KŽq a ŽtŽ dŽterminŽe en se basant sur la variation du 

message de fluorescence des DsbEt ̂ diffŽrents rapports de concentration de GSH/GSSG. Les 

formes oxydŽes des deux DsbEt ont ŽtŽ incubŽes en prŽsence de 100 ! M de GSSG avec des 

concentrations croissantes en GSH (0 ˆ 180 mM) pendant 20 H. La fraction de DsbEt sous 

forme rŽduite ˆ lÕŽquilibre est calculŽe ˆ partir des intensitŽs de fluorescence des formes 

compl•tement oxydŽes et rŽduites des DsbEt.  

Les rŽsultats ont ŽtŽ ajustŽs par rŽgression non linŽaire ̂  lÕŽquation 1, permettant la 

dŽtermination de la valeur de la constante dÕŽquilibre (KŽq). R correspond ˆ la quantitŽ de 

protŽine sous forme rŽduite obtenue ˆ lÕŽquilibre.  

 

R = ([GSH] 2/[GSSH] ) / (KŽq + [GSH] 2/[ GSSH] )  (Equation 1) 

 

Les constantes dÕŽquilibre dŽterminŽes pour la DsbE1t et la DsbE2t sont 

respectivement de 0,27 ± 0,01 et 0,80 ± 0,01 M. Des potentiels redox de -0,230 et -0,237 V 

ont ainsi pu •tre dŽterminŽs respectivement pour les DsbE1t et DsbE2t ˆ 25¡C et ˆ pH 7,0. 

Les potentiels redox ont ŽtŽ calculŽs gr‰ce ˆ lÕŽquation de Nernst (Equation 2) en utilisant une 

valeur de -0,240 V pour le potentiel redox du glutathion (EÕ0 GSH/GSSG) (Aslund et al., 1997).  
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EÕ0 = EÕ0 GSH/GSSG Ð (RT/nF) ln KŽq   (Equation 2) 

 

Le potentiel redox mesurŽ pour les deux DsbEt est plus proche de celui des Trx 

cytoplasmiques (-0,230 ˆ -0,270 V) et des DsbE (-0,217 to -0,175 V) que des PDI (-0,110 V) 

ou des DsbA (-0,124 V), ce qui sugg•re que ces deux protŽines doivent •tre plut™t des 

protŽines qui poss•dent un r™le de rŽducteur.  

 

   II.2.2.2 DŽtermination des pKa des Cys  

 

La titration des pKa des Cys des DsbE1t et DsbE2t a ŽtŽ rŽalisŽe en utilisant le rŽactif 

chimique 2PDS pour des pH allant de 5,5 ˆ 9,5 pour lesquels lÕenzyme sauvage ainsi que les 

deux variants monocystŽiniques sont stables. LÕajout de rŽducteur sur lÕenzyme sauvage 

isolŽe apr•s rŽaction avec le 2PDS nÕentra”ne pas de libŽration de pyridine-2-thione, ce qui 

montre que pour la DsbE1t comme pour la DsbE2t cette rŽaction entra”ne la formation dÕun 

pont disulfure intramolŽculaire (rŽsultats non montrŽs).  

Pour la DsbE1t sauvage, la rŽaction suit une cinŽtique de pseudo-premier-ordre avec la 

formation de deux moles de pyridine-2-thione par mole dÕenzyme. La courbe reprŽsentant la 

constante k2 (constante de vitesse de pseudo-second ordre) en fonction du pH sÕajuste sur une 

monosigmo•de avec un pKapp supŽrieur ˆ 9 et un kÕ de 1.105 M-1.s-1 (Figure 45). Afin de 

pouvoir assigner plus prŽcisŽment un pKapp ˆ chacune des Cys du site actif, leurs pKapp ont 

ŽtŽ dŽterminŽs par la m•me technique pour les deux variants DsbE1t C34A et C37A. Les 

rŽsultats obtenus montrent des pKapp supŽrieurs ˆ 9 pour les Cys34 et Cys37 respectivement 

avec des valeurs de kÕ respectivement de 2,4.104 et 29,6 M-1.s-1. Si pour les deux Cys les 

pKapp sont du m•me ordre de grandeur avec des valeurs supŽrieures ˆ 9, leur constante de 

vitesse varie dÕun facteur 800. Ceci peut sÕexpliquer soit par une diffŽrence de rŽactivitŽ entre 

ces deux Cys, soit par une diffŽrence dÕaccessibilitŽ. Des Žtudes prŽcŽdentes ont permis de 

montrer que la Cys du glutathion, assimilŽe ˆ une Cys libre, prŽsentait un pKa de 8,8 et une 

valeur de kÕ de 5,34.104 M-1.s-1 (Marchal et al., 1999). La Cys34 prŽsente une rŽactivitŽ 

similaire ˆ celle dÕune Cys libre non activŽe. Par contre, la Cys37 prŽsente une rŽactivitŽ 

beaucoup plus faible, ce qui refl•te probablement un probl•me dÕaccessibilitŽ de cette Cys 

dans le mutant C34A.  

Le fait que dans lÕenzyme sauvage les deux Cys rŽagissent avec la m•me vitesse peut 

sÕexpliquer par le fait que dans ces conditions, la Cys37 attaque la Cys34 pour former un pont 
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disulfure intramolŽculaire et nÕattaque pas le 2PDS, la rŽaction intramolŽculaire Žtant une 

rŽaction tr•s favorable. Au vu des valeurs de pKapp ŽlevŽes pour les deux Cys ainsi que de la 

valeur du k2, la Cys catalytique est accessible mais nÕest pas activŽe dans lÕenzyme libre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Variation en fonction du pH de la constante de pseudo second-ordre k2 de la rŽaction 
des groupements thiols de la DsbE1t de N. meningitidis sauvage (A) ou des variants C37A (B) et 
C34A (C) avec le 2PDS. 
Les expŽriences ont ŽtŽ rŽalisŽes ˆ 25¡C avec un polytampon Tris 120 mM, Imidazole 30 mM, acide 
acŽtique 30 mM de pH 5,5 ˆ 9 pour lÕenzyme sauvage et le variant C34A et de pH 5,5 ˆ 9,5 pour le 
variant C37A. Pour chaque expŽrience, la concentration en enzyme est de 10 µM, celle en 2PDS est de 
200 µM. Les valeurs de k2 ont ŽtŽ ajustŽes ˆ lÕŽquation dÕune monosigmo•de (f = y + (kÕ / (1+10 (pKa-

pH))) et les param•tres obtenus sont les suivants : (A) pKapp = 9,7 ± 0,3 et kÕ = (1,0 ± 0,7).105 M-1.s-1, 
(B) pKapp = 9,5 ± 0,1 et kÕ = (2,4 ± 0,2).104 M-1.s-1 (C) pKapp = 10,5 ± 2,7 et kÕ = 29,6 ± 0,1 M-1.s-1. 
Les points reprŽsentent les valeurs expŽrimentales et les traits continus reprŽsentent les ajustements. 
 

 La rŽaction de la DsbE2t sauvage avec le 2PDS donne un profil de variation de la 

DO343 nm en fonction du temps biexponentiel, reflŽtant deux vitesses de rŽaction et permettant 

la libŽration de deux moles de pyridine-2-thione par mole dÕenzyme. Comme dit 

prŽcŽdemment, au cours de cette rŽaction entre lÕenzyme sauvage et le 2PDS, on observe la 
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formation dÕun pont disulfure intramolŽculaire. La seconde vitesse reprŽsente probablement la 

vitesse de lÕattaque de la Cys33 sur lÕintermŽdiaire Cys30-pyridine-2-thione, entra”nant la 

libŽration dÕune mole de pyridine-2-thione. Dans ces conditions, cette rŽaction ne peut pas 

•tre considŽrŽe comme une rŽaction de second ordre mais est une rŽaction de premier ordre.  

 La courbe, associŽe ˆ la premi•re vitesse, reprŽsentant la constante k2 en fonction du 

pH sÕajuste sur une monosigmo•de donnant des valeurs de pKapp supŽrieure ˆ 9 avec un kÕ de 

3,5.105  

M-1.s-1 (Figure 46). La courbe reprŽsentant la constante de vitesse observŽe (kobs) de formation 

du pont disulfure intramolŽculaire, en fonction du pH donne une valeur de pKapp supŽrieur ˆ 

9 pour la Cys33 avec une valeur de kobs max de 4,5 s-1. Les pKapp ont ŽtŽ dŽterminŽs par la 

m•me technique pour les deux variants C30A et C33A. Pour les variants C30A et C33A, les 

valeurs de pKapp obtenues sont toutes les deux supŽrieures ˆ 9 avec des kÕ de 7,7.104 M-1.s-1 

et 10,7.104 M-1.s-1 (RŽsultats non montrŽs). Ces rŽsultats montrent que dans lÕenzyme sauvage 

les deux Cys sont accessibles mais ne sont pas activŽes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Variation en fonction du pH des constantes de vitesse de la rŽaction de la DsbE2t 
sauvage de N. meningitidis avec le 2PDS. 
Les expŽriences ont ŽtŽ rŽalisŽes ˆ 25¡C avec un polytampon Tris 120 mM, Imidazole 30 mM, acide 
acŽtique 30 mM de pH 5,5 ˆ 9. Pour chaque expŽrience, la concentration en enzyme est de 10 µM, 
celle en 2PDS est de 200 µM. La courbe noire reprŽsente la constante de pseudo second-ordre et la 
courbe rouge la constante de vitesse observŽe. Pour la courbe noire, les rŽsultats obtenus ont ŽtŽ 
ajustŽs ˆ lÕŽquation dÕune monosigmo•de (f = y + (kÕ / (1+10 (pKa-pH))) et les param•tres obtenus sont 
les suivants : pKapp = 9,2 ± 0,1 et kÕ = (3,5 ± 0,2).105 M-1.s-1. Pour la courbe rouge, les rŽsultats 
obtenus ont ŽtŽ ajustŽs ˆ lÕŽquation dÕune monosigmo•de (f = y + (kobs max / (1+10 (pKa-pH))) et les 
param•tres obtenus sont les suivants : pKapp = 10,6 ± 0,2 et kobs max = 4,5 ± 0,1 s-1. Les points 
reprŽsentent les valeurs expŽrimentales et les traits continus reprŽsentent les ajustements. 
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II.2.3 RŽduction des DsbEt oxydŽes par la nDsbD 

 

Le clonage de la sŽquence codant la nDsbD, ainsi que la production et la purification 

de la protŽine nDsbD de N. meningitidis ont ŽtŽ rŽalisŽs au laboratoire par Laure Selme. Les 

spectres dÕŽmission de fluorescence des formes oxydŽes et rŽduites de la nDsbD Žtant 

identiques, la rŽduction des deux DsbEt oxydŽes sous forme pont disulfure par le domaine 

nDsbD de N. meningitidis a ŽtŽ suivie en se basant sur la diffŽrence dÕŽmission de 

fluorescence des DsbEt lors de leur passage dÕune forme oxydŽe ˆ une forme rŽduite.  

Dans le cas de la DsbE1t oxydŽe, et pour des concentrations en nDsbD allant de 50 ˆ 

400 µM, une augmentation du signal de fluorescence est observŽe. Les courbes obtenues 

sÕajustent sur lÕŽquation dÕune monoexponentielle croissante (y = ae-kobs.t + c) ce qui permet 

dÕobtenir une valeur de kobs pour chaque concentration en nDsbD. La variation du kobs en 

fonction de la concentration en nDsbD sÕajuste ˆ lÕŽquation dÕune droite et donne une valeur 

de k2 de 1.105 M-1.s-1 (Figure 47).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : CinŽtique de rŽduction de la DsbE1t par le domaine N-ter de la protŽine DsbD 
(nDsbD). 
Les vitesses ont ŽtŽ mesurŽes en suivant la variation du message dÕŽmission de fluorescence de la 
DsbE1t qui passe de sa forme oxydŽe ˆ rŽduite, ˆ lÕŽtat prŽ-stationnaire gr‰ce ˆ un appareil de 
cinŽtique rapide (Stopped-flow). Les expŽriences ont ŽtŽ rŽalisŽes ˆ 25¡C, en tampon Tris-HCl 50 
mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. La longueur dÕonde dÕexcitation est fixŽe ˆ 284 nm et seules les longueurs 
dÕondes dÕŽmission supŽrieures ˆ 320 nm sont collectŽes gr‰ce ˆ un filtre. La concentration en DsbE1t 
sous forme oxydŽe est de 10 µM et celle en nDsbD rŽduite varie de 50 ˆ 400 µM. Les valeurs 
expŽrimentales obtenues ont ŽtŽ ajustŽes ˆ lÕŽquation dÕune droite (y = ax + b) qui donne une valeur de 
k2 de (1,0 ± 0,1).105 M-1.s-1. 
 

 En ce qui concerne la DsbE2t, dans les m•mes conditions, aucune variation de signal 

dÕŽmission de fluorescence nÕa pu •tre observŽe en prŽsence de nDsbD rŽduite jusquÕˆ une 

concentration de 400 µM. Ceci peut •tre dž soit au fait que le DsbE2t sous forme oxydŽe nÕest 
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pas rŽduite par la protŽine nDsbD, soit ˆ un probl•me de sensibilitŽ de la technique. Pour sÕen 

assurer, la DsbE2t oxydŽe est incubŽe en prŽsence de nDsbD rŽduite pendant 10 min et les 

deux protŽines sont ensuite sŽparŽes par chromatographie Žchangeuse dÕanions. Le dosage des 

groupements thiols libres sur ces deux protŽines montre que la DsbE2t se retrouve sous forme 

rŽduite alors que la nDsbD est sous forme oxydŽe. Le domaine N-terminal de la protŽine 

DsbD est donc bien capable de rŽduire la DsbE2t. 

 

II.2.4 RŽduction dÕun apocytochrome c oxydŽ par les DsbEt 

 

   II.2.4.1 Production/purification dÕun apocytochrome c oxydŽ 

 

Un prŽ-requis pour pouvoir tester la capacitŽ des DsbE ˆ rŽduire un apocytochrome c 

oxydŽ Žtait dÕobtenir de lÕapocytochrome c en quantitŽ suffisante. Nous avons dŽcidŽ de nous 

intŽresser plus particuli•rement au cytochrome cÕ de N. meningitidis, qui est dŽcrit •tre 

impliquŽ dans la rŽsistance au NO. La production ainsi que la purification de ce cytochrome 

cÕ avait ŽtŽ rŽcemment dŽcrite (Huston et al., 2005). Cependant, ce protocole dŽcrit une 

production du cytochrome cÕ dans le pŽriplasme ce qui aboutit ˆ lÕobtention de cytochrome cÕ 

mature mais en assez faible quantitŽ. Par ce protocole, nous avons obtenu effectivement du 

cytochrome cÕ sous forme holo. Pour obtenir une grande quantitŽ de cytochrome cÕ sous 

forme apo, nous avons mis au point un nouveau protocole de production de lÕapocytochrome 

cÕ dans le cytoplasme.  

Le cytochrome cÕ a ŽtŽ produit sous une forme tronquŽe soluble (dŽlŽtion de la 

sŽquence codante correspondant ˆ la sŽquence dÕexport au pŽriplasme ainsi quÕˆ la sŽquence 

dÕancrage ˆ la membrane). Un protocole de purification a ensuite ŽtŽ ŽlaborŽ, qui a permis 

dÕobtenir lÕapocytochrome cÕ pur. Comme pour les DsbE1t et DsbE2t, la puretŽ de la protŽine 

a ŽtŽ vŽrifiŽe sur gel SDS-PAGE (Figure 48) ainsi que par spectromŽtrie de masse 

Žlectrospray en conditions dŽnaturantes (rŽsultats non montrŽs). Le rendement de cette 

purification est de 53 mg par litre de culture.  
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Figure 48 : Gels SDS-PAGE de production (A) et de purification (B) de lÕapocytochrome cÕ de N. 
meningitidis. 
(A) 1 : marqueur de taille, 2 : extrait cellulaire. Les productions ont ŽtŽ rŽalisŽes dans des cellules 
BL21(DE3). Les cultures sont induites ˆ lÕIPTG lorsque la DO600 nm est de 0,6 et les cellules sont 
laissŽes sous agitation pendant 3 H ˆ 37¡C. 
(B) 1 : marqueur de taille, 2 : surnageant de sonication, 3 : Žchantillon apr•s chromatographie par 
filtration sur gel (ACA54), 4 : Žchantillon apr•s chromatographie Žchangeuse dÕanions (Q-sŽpharose), 
5 : Žchantillon apr•s chromatographie hydrophobe (PhŽnyl-sŽpharose). 
 

Les spectres dÕabsorbance de la protŽine ont ŽtŽ rŽalisŽs de 350 ˆ 600 nm afin de 

vŽrifier que la protŽine est bien sous forme apo. En effet, lorsque les cytochromes c sont sous 

forme holo, ils prŽsentent un spectre dÕabsorbance caractŽristique composŽ de trois pics 

dÕabsorbance dans la rŽgion visible : les bandes " (415 nm) (ou de Soret), # (500 nm) et $ 

(650 nm). Lorsque le cytochrome c se retrouve sous forme apo, aucune bande nÕest 

observable entre 350 et 750 nm. Le spectre du cytochrome cÕ obtenu apr•s purification ne 

prŽsente aucune des trois bandes dÕabsorbance caractŽristique de la prŽsence de lÕh•me, ce qui 

montre que le cytochrome cÕ purifiŽ est bien sous forme apocytochrome (Figure 49). 
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Figure 49 : Spectres dÕabsorbance du cytochrome cÕ de N. meningitidis sous forme holo et apo. 
Les spectres dÕabsorbance sont rŽalisŽs ˆ 25¡C, en tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. 
Les concentrations en cytochromes cÕ sous forme holo et apo sont de 100 µM et les spectres 
dÕabsorbance sont rŽalisŽs pour des longueurs dÕonde allant de 350 ˆ 750 nm. Le spectre dÕabsorbance 
de la forme holo du cytochrome cÕ de N. meningitidis est reprŽsentŽ en rouge et le spectre du 
cytochrome cÕ obtenu apr•s purification est reprŽsentŽ en vert.  
 

 Les spectres de dichro•sme circulaire rŽalisŽs sur lÕholocytochrome cÕ prŽsentent deux 

bandes nŽgatives ˆ 208 et 222 nm, caractŽristiques dÕune structuration en hŽlice $ (Figure 50). 

Ceci Žtait attendu puisque les cytochromes cÕ sont constituŽs de quatre hŽlices $. Ces deux 

bandes nŽgatives sont Žgalement retrouvŽes sur les spectres rŽalisŽs sur lÕapocytochrome cÕ 

rŽduit et oxydŽ, ce qui prouve que ces deux formes dÕapocytochrome cÕ sont Žgalement bien 

structurŽes en hŽlice $. La structure prŽexiste donc dans la forme apo m•me si une diffŽrence 

significative des spectres est observŽe entre les formes holo et apo oxydŽe par rapport ˆ la 

forme apo rŽduite ˆ 222 nm, ce qui montre une diffŽrence du taux en hŽlice $ (Figure 50). La 

diffŽrence observŽe ˆ 208 nm nÕest pas significative et ne peut pas •tre interprŽtŽe en terme de 

diffŽrence de structuration des protŽines les unes par rapport aux autres.  
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Figure 50 : Spectres de dichro•sme circulaire du cytochrome cÕ sous forme holo et apo. 
Le spectre de dichro•sme circulaire du cytochrome cÕ sous forme holo est reprŽsentŽ en rouge, celui de 
lÕapocytochrome cÕ sous forme rŽduite est reprŽsentŽ en vert et celui de lÕapocytochrome cÕ sous 
forme oxydŽe pont disulfure est reprŽsentŽ en bleu. La forme oxydŽe a ŽtŽ obtenue en mŽlangeant 
lÕapocytochrome avec du 2PDS en tampon Tris-HCl 10 mM pH 8,0 pendant 20 min ˆ tempŽrature 
ambiante. LÕexc•s de 2PDS ainsi que la dithiopyridine formŽs sont ŽliminŽs par passage sur colonne 
de dessalage EconoPac10DG. Les spectres de dichro•sme circulaire ont ŽtŽ enregistrŽs sur un 
dichrographe CD6 Jobin Yvon avec une vitesse de 2 nm/s. Les cuves en quartz utilisŽes prŽsentent un 
trajet optique de 1 mm. Les Žchantillons contiennent 12,5 µM de protŽine en tampon Tris-HCl 10 mM, 
pH 8,0. 
    

II.2.4.2 RŽduction de lÕapocytochrome cÕ oxydŽ par les DsbE1t et 

DsbE2t 

 

 La technique utilisŽe pour suivre la rŽduction de lÕapocytochrome cÕ oxydŽ par les 

DsbEt est basŽe sur la diffŽrence dÕŽmission de fluorescence des DsbEt lors du passage de 

leur forme rŽduite ˆ oxydŽe, lÕapocytochrome cÕ ne prŽsentant pas de diffŽrence dÕŽmission 

de fluorescence lors du passage de sa forme oxydŽe ˆ sa forme rŽduite (rŽsultats non 

montrŽs).  

 La vitesse de rŽduction de lÕapocytochrome cÕ oxydŽ par la DsbE1t a ŽtŽ suivie ˆ la 

fois sur un fluorim•tre et sur un appareil de cinŽtique rapide (Stopped-flow), en faisant varier 

la concentration en apocytochrome cÕ. Les tests rŽalisŽs pour une concentration de 10 µM 

dÕenzyme et des concentrations en apocytochrome cÕ allant jusquÕˆ 200 µM ne montrent 

aucune variation de lÕŽmission de fluorescence. Dans ces conditions, lÕapocytochrome cÕ nÕest 

Longueur dÕonde (nm)  

%
! 

(M
-1

.c
m

-1
 p

ar
 a

ci
de

 a
m

in
Ž

) 
 



RŽsultats : Disulfures oxydorŽductases pŽriplasmiques de N. meningitidis 
 

 104 

pas rŽduit par la DsbE1t. Ceci peut sÕexpliquer soit par lÕabsence de reconnaissance entre les 

deux partenaires, soit par lÕabsence de rŽactivitŽ pouvant •tre liŽe ˆ des potentiels redox non 

adaptŽs entre ces deux partenaires. Le fait que la DsbE1t soit capable de rŽduire la Cystine 

(Figure 51), certes avec une constante de vitesse faible (k2 =8 M-1.s-1 comparŽ ˆ la valeur 

obtenue pour la rŽduction de la cystine par la Trx1 dÕE. coli : k2 = 703 M-1.s-1 (Dr. Mathias 

Antoine, rŽsultats non publiŽs)) montre que cette protŽine est bien une oxydorŽductase 

capable de rŽduire les ponts disulfures. Cette faible rŽactivitŽ vis-ˆ -vis de la cystine pourrait 

•tre due au fait que la rŽaction est faite ˆ pH 8,0 et que dans ces conditions la Cys catalytique, 

qui prŽsente un pKa ŽlevŽ (supŽrieur ˆ 9), nÕest pas sous forme thiolate. Au contraire, le pKa 

de la Cys catalytique de la Trx Žtant de 7,5, ˆ pH 8,0 elle sera majoritairement sous forme 

thiolate ce qui peut expliquer sa meilleure rŽactivitŽ vis-ˆ -vis de la cystine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51 : RŽduction de la cystine par la DsbE1t. 
Cette expŽrience a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ 25¡C dans du tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. La 
concentration en DsbE1t est de 10 µM et la concentration en cystine varie de 100 ˆ 400 µM. Les 
valeurs expŽrimentales ont ŽtŽ ajustŽes ˆ lÕŽquation suivante : kobs = kobs maxS/(KS + S) Les param•tres 
obtenus sont kobs = (5,5 ± 1,8).10-3 s-1 et KS = 686 ± 308 µM. Les points reprŽsentent les valeurs 
expŽrimentales et la ligne continue lÕajustement.  
 

 Les m•mes expŽriences ont ŽtŽ rŽalisŽes avec la DsbE2t, et dans les m•mes conditions 

aucune variation de lÕŽmission de fluorescence nÕest observŽe que ce soit pour la rŽduction de 

lÕapocytochrome cÕ ou pour la rŽduction de la cystine. Le fait quÕaucune rŽduction ne soit 

observŽe, m•me avec la cystine doit provenir dÕun probl•me de sensibilitŽ de la technique 

comme vu prŽcŽdemment lors de la rŽduction de la DsbE2t par la protŽine nDsbD. Il 

semblerait que la mŽthode de suivi de lÕŽmission de fluorescence entre les formes rŽduites et 

oxydŽes de lÕenzyme ne soit pas adaptŽe pour lÕŽtude de la DsbE2t.  
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II.3 DŽtermination du r™le des DsbE in vivo 

 

 Afin dÕidentifier la DsbE impliquŽe dans la maturation des cytochromes c chez N. 

meningitidis, nous avons entrepris une Žtude de complŽmentation fonctionnelle de souches 

bactŽriennes dŽlŽtŽes du g•ne dsbE. Le phŽnotype associŽ ˆ ces souches mutantes se traduit 

par leur incapacitŽ ˆ synthŽtiser des cytochromes c matures. Deux souches mutantes ont ŽtŽ 

testŽes : 1) une souche %ccmG dÕE. coli qui constitue le syst•me mod•le pour lÕŽtude des 

syst•mes de maturation de type I, et 2) une souche %ccsX de B. pertussis, qui constitue le 

syst•me mod•le pour lÕŽtude des syst•mes de maturation de type II.  

 

  II.3.1 Tests de complŽmentation chez E. coli 

 

Cette expŽrience est rŽalisŽe avec des cellules EC29 dÕE. coli nÕexprimant plus la 

protŽine CcmG. Les cellules EC29 ainsi que les plasmides PRJ3290 et pEC210 nous ont ŽtŽ 

fournis par le Dr Linda Thšny-Meyer de lÕInstitut de Microbiologie de Zurich. Le plasmide 

pRJ3290 contient lÕORF codant le cytochrome c550 de B. japonicum et le plasmide pEC210 

contient lÕORF codant la CcmG dÕE. coli.  

Le plasmide pRJ3290 utilisŽ pour transformer des cellules EC29 dÕE. coli permet de 

surproduire le cytochrome c550 qui sera visualisable sur gel SDS-PAGE lorsque les cultures 

sont rŽalisŽes en anaŽrobie dans un milieu contenant des nitrites. Le pEC210 contenant soit 

lÕORF codant la CcmG, soit une ORF codant une des trois DsbE putative de N. meningitidis 

est utilisŽ pour transformer les cellules ayant incorporŽ le plasmide pRJ3290.  

 Apr•s fractionnement subcellulaire des culots cellulaires, les fractions pŽriplasmiques 

sont dŽposŽes sur gel SDS-PAGE et traitŽes pour mettre en Žvidence la prŽsence de lÕh•me. 

Ceci permet de mettre en Žvidence les cytochromes c ayant fixŽ lÕh•me de fa•on covalente. 

Les rŽsultats sont prŽsentŽs dans la Figure 52. 
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Figure 52 : Gel SDS-PAGE de coloration de lÕh•me ˆ lÕo-dianisidine de fractions pŽriplasmiques.  
Les tests ont ŽtŽ rŽalisŽs dans des cellules dÕE. coli EC29 nÕexprimant plus le g•ne ccmG. Ces cellules 
ont ŽtŽ transformŽes par : 1) le plasmide pRJ3290 c550 B. japonicum ; 2) les plasmides pRJ3290 et 
pEC210 contenant la sŽquence codant la CcmG dÕE. coli ; 3) les plasmides pRJ3290 et le plasmide 
pEC210 contenant la sŽquence codant la DsbE1 de N. meningitidis ; 4) le plasmide pRJ3290 et le 
plasmide pEC210 contenant la sŽquence codant la DsbE2 de N. meningitidis et 5) le plasmide 
pRJ3290 et le plasmide pEC210 contenant la sŽquence codant la DsbE3 de N. meningitidis. Les 
cultures sont rŽalisŽes en conditions anaŽrobies en prŽsence de nitrites. Apr•s fractionnement 
subcellulaire, les fractions pŽriplasmiques sont dŽposŽes sur gel SDS-PAGE. La prŽsence de lÕh•me 
au sein des cytochromes c est rŽvŽlŽe par une technique de coloration spŽcifique de lÕh•me par le 
rŽactif chimique o-dianisidine.  
 

En absence de CcmG (piste 1), aucune bande nÕest visible sur le gel confirmant quÕen 

absence de DsbE le cytochrome c550 nÕest pas maturŽ. Par contre, quel que soit le plasmide 

cotransformŽ dans les cellules, on observe une bande sur gel correspondant au cytochrome c 

550 ayant fixŽ lÕh•me. Deux hypoth•ses peuvent alors •tre envisagŽes : 1) les trois DsbE 

putatives sont effectivement capables de maturer les cytochromes c, ou 2) la rŽduction des 

Cys de lÕapocytochrome c550 est aspŽcifique et liŽe ˆ la forte concentration dans le 

pŽriplasme des DsbE qui ont un caract•re rŽducteur, suite ˆ une forte surproduction des DsbE 

par le plasmide pEC210. 

Cependant, il est ˆ noter que le syst•me de maturation des cytochromes c chez E. coli 

est un syst•me de type I et dans ce type de syst•me, contrairement ˆ ce qui est proposŽ pour 

les syst•mes de type II, CcmG ne rŽduit pas directement lÕapocytochrome c mais transf•re ses 

Žlectrons ˆ la protŽine CcmH qui rŽduit lÕapocytochrome c. Il est donc fortement probable que 

ces deux syst•mes ne soient pas compatibles et quÕil soit impossible dÕutiliser un syst•me I 

pour pouvoir mettre en Žvidence le r™le dÕune DsbE appartenant ˆ un syst•me II.  
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  II.3.2 Tests de complŽmentation chez B. pertussis 

 

 Afin de palier les Žventuels probl•mes de surproduction de protŽines, nous avons 

dŽcidŽ dÕutiliser une approche basŽe sur le remplacement de g•ne par recombinaison 

homologue. Ceci permet de nÕavoir quÕune seule copie du g•ne dsbE et Žvite ainsi dÕavoir un 

dosage non-physiologique des protŽines. Cette expŽrience est rŽalisŽe avec la souche RK102 

de B. pertussis dŽlŽtŽe au niveau du g•ne ccsX (g•ne BP036). Les souches de B. pertussis 

nous ont ŽtŽ fournies par le Pr. Robert G. Kranz (Biology Department, St Louis, USA). Pour 

lÕinstant, cette Žtude nÕa pu •tre menŽe quÕavec la DsbE1 de N. meningitidis. Les expŽriences 

de conjugaison et de recombinaison homologue chez B. pertussis ont ŽtŽ rŽalisŽes en 

collaboration avec le Dr. Rudy Antoine (Inserm U629, Lille). 

Apr•s sÕ•tre assurŽ que les cellules BC39 dŽlŽtŽes du g•ne ccsX ont bien intŽgrŽ au 

sein de leur gŽnome la sŽquence codant la DsbE1 de N. meningitidis, un test oxydase a ŽtŽ 

rŽalisŽ. Les souches qui sont oxydase plus, comme B. pertussis, poss•dent un cytochrome c 

qui est capable dÕoxyder le tŽtramŽthyl-&-phŽnyl•nediamine (TMPD) (Figure 53). Lorsque le 

TMPD est oxydŽ, une coloration bleue appara”t. Une dŽficience en cytochrome c emp•che 

lÕoxydation du TMPD et aucune coloration nÕest alors observŽe.  

 

 

 

 

Figure 53 : SchŽma de la rŽaction du test oxydase avec le rŽactif TMPD (dÕapr•s Beckett et al., 
2000) 
 

 Pour lÕinstant, ces tests nÕont ŽtŽ rŽalisŽs que pour la DsbE1. Les rŽsultats obtenus 

montrent clairement une coloration bleue pour la souche sauvage (ligne 1), et lÕabsence de 

coloration pour la souche dŽlŽtŽe du g•ne ccsX (ligne 2). En ce qui concerne les souches 

complŽmentŽes par le g•ne dsbe1 (ligne 3 ˆ 6), les rŽsultats sont moins tranchŽs (Figure 54). 

On observe une coloration bleue dans les zones de plus forte densitŽ cellulaire. Il semblerait 

donc que la DsbE1 de N. meningitidis complŽmente partiellement la dŽficience du mutant 

%ccsX de B. pertussis.  
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Figure 54 : RŽsultats du test TMPD apr•s complŽmentation par la DsbE1 de N. meningitidis. 
Les diffŽrentes souches sont ŽtalŽes sur une membrane de nitrocellulose et cette membrane est trempŽe 
dans une solution de TMPD 10%. 
SM : Souche sauvage de B. pertussis ; %ccsX : souche RK102 de B. pertussis dŽlŽtŽe du g•ne codant la 
protŽine CcsX ; 1, 2, 3 et 4 : Souche RK102 complŽmentŽe avec le g•ne dsbe1. 
 

En parall•le, des expŽriences de Western-Blot ont ŽtŽ rŽalisŽes afin de sÕassurer que 

pour chaque clone la protŽine DsbE1 est exprimŽe et les rŽsultats obtenus montrent que 

chacun des 4 clones de B. pertussis obtenus apr•s conjugaison exprime la protŽine DsbE1.  

 La protŽine DsbE1 Žtant effectivement exprimŽe dans les souches conjuguŽes de B. 

pertussis, plusieurs hypoth•ses peuvent •tre avancŽes pour expliquer ce phŽnotype de 

complŽmentation partielle : 1) la DsbE1 pourrait •tre toxique pour les cellules. En effet, tr•s 

peu de conjugants ont pu •tre obtenus et un retard important de croissance est observŽ pour 

chaque clone obtenu apr•s conjugaison ; 2) lÕefficacitŽ de rŽduction des apocytochromes c de 

B. pertussis par la DsbE1 de N. meningitidis pourrait •tre moins efficace que celle par CcsX, 

liŽe ˆ des spŽcificitŽs structurales lŽg•rement diffŽrentes liŽes ˆ lÕesp•ce ; ou 3) le taux 

dÕexpression de la dsbE1 dans la souche RK102 de B. pertussis est peut-•tre infŽrieur ˆ celui 

de ccsX.  
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 Les Žtudes biochimiques et dÕenzymologie menŽes au laboratoire avant le dŽbut de ma 

th•se sur les MsrA et MsrB avaient montrŽ que les Msr rŽduisent la MetSO par un mŽcanisme 

catalytique ˆ trois Žtapes. La premi•re Žtape, appelŽe Žtape rŽductase, conduit ˆ la formation 

dÕun intermŽdiaire acide sulfŽnique sur la Cys catalytique et au relargage dÕune mole de Met. 

Ensuite, un pont disulfure intramolŽculaire est formŽ via lÕattaque de la seconde Cys, appelŽe 

Cys de rŽgŽnŽration, sur lÕacide sulfŽnique. Ce pont disulfure intramolŽculaire est ensuite 

rŽduit dans une ultime Žtape par la Trx, permettant la rŽgŽnŽration des Msr sous forme 

rŽduite. Des Žtudes approfondies dÕenzymologie par des approches expŽrimentales originales 

avaient aussi montrŽ que pour les MsrA et MsrB, lÕŽtape cinŽtiquement limitante de la 

rŽaction globale est associŽe ˆ la rŽduction du pont disulfure par la Trx, et plus 

particuli•rement au relargage de la Trx oxydŽe ; une reconnaissance spŽcifique ayant lieu 

entre la Msrox et la TrxrŽd. La vitesse de lÕŽtape rŽductase est rapide, et cette Žtape est 

cinŽtiquement dŽterminante dans le mŽcanisme ˆ deux Žtapes qui permet la formation du pont 

disulfure intramolŽculaire (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-Muller et al., 

2005).  

 Les rŽsultats obtenus au cours de ma th•se ont permis dÕidentifier les rŽsidus 

conservŽs du site actif de la MsrA de N. meningitidis impliquŽs dans la catalyse de lÕŽtape 

rŽductase et dans la reconnaissance du substrat sulfoxyde. Ces travaux ont ŽtŽ rŽalisŽs sur le 

domaine MsrA de la protŽine PilB. JÕai Žgalement initiŽ un nouveau projet visant ˆ 

caractŽriser les disulfure oxydorŽductases pŽriplasmiques appartenant ˆ la famille des DsbE 

de N. meningitidis, dont fait partie le domaine N-terminal de la protŽine PilB.  

 Ces diffŽrents points vont maintenant •tre discutŽs en intŽgrant les donnŽes 

structurales des MsrA et MsrB de N. meningitidis obtenues par RX en collaboration avec le 

Dr F. T•te-Favier de lÕŽquipe Biostructure (UMR 7036 CNRS-UHP), celles de la MsrA dÕE. 

coli obtenues par RMN en collaboration avec lÕŽquipe de RMN des protŽines dirigŽe par le 

Dr. M.T. Cung (UMR 7568 CNRS-INPL), et les rŽsultats de chimie thŽorique obtenus en 

collaboration avec lÕŽquipe de Chimie et Biochimie ThŽoriques dirigŽe par le Dr. M. Ruiz-

L—pez (UMR 7565 CNRS-UHP). 

 

Partie I : MŽcanisme catalytique de lÕŽtape rŽductase des MsrA 

 

 La vitesse de lÕŽtape rŽductase de la MsrA de N. meningitidis est tr•s rapide. Ceci 

implique une catalyse acide assistŽe pour augmenter le caract•re Žlectrophile de lÕatome de 
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soufre de la fonction sulfoxyde afin de faciliter lÕattaque nuclŽophile du thiolate et de 

favoriser la formation de lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique. Les rŽsultats obtenus en combinant 

lÕutilisation des techniques de cinŽtique rapide et dÕingŽnierie protŽique nous a permis de 

montrer que 1) la Cys catalytique est activŽe au sein du complexe enzyme-substrat (le pKapp 

de la Cys catalytique est diminuŽ dÕau moins 2 unitŽs de pH dans le complexe Michaelien par 

rapport ˆ la MsrA libre) 2) les rŽsidus Tyr82, Tyr134 et Glu94 jouent un r™le essentiel dans la 

catalyse de lÕŽtape rŽductase, le Glu94 ayant un r™le supplŽmentaire en tant que catalyseur 

acide/base.  

Dans un site actif, la stabilisation de la forme thiolate dÕune Cys catalytique doit se 

faire par un environnement chargŽ positivement ou partiellement positif. Comme dŽcrit dans 

lÕintroduction, la liaison SO de la fonction sulfoxyde nÕest pas une double liaison, mais plut™t 

une simple liaison fortement polarisŽe avec une charge partielle positive sur lÕatome de soufre 

et une charge partielle nŽgative sur lÕatome dÕoxyg•ne, la polarisation de la liaison Žtant 

fortement dŽpendante de lÕenvironnement. LÕexamen de la structure du complexe inactif 

MsrA C51S/AcMetSONHMe rŽsolue par radiocristallographie (Ranaivoson et al., 2007) 

montre une distance tr•s courte (3,3 •) entre les atomes de soufre de la fonction sulfoxyde du 

substrat et de la Cys catalytique (mimŽ par lÕatome dÕoxyg•ne du rŽsidu Ser51 dans le 

complexe inactif) (Figure 55). Ainsi la Cys pourrait •tre stabilisŽe sous forme thiolate par la 

charge positive portŽe par lÕatome de soufre de la fonction sulfoxyde polarisŽe du substrat au 

sein du complexe enzyme-substrat. La stabilisation de la fonction sulfoxyde sous forme 

polarisŽe impliquerait des interactions entre son oxyg•ne et les cha”nes latŽrales de Glu94, 

Tyr82 et Tyr134. De plus, la courte distance de 2,5 • mesurŽe dans le complexe inactif 

MsrA/AcMetSONHMe entre lÕun des oxyg•nes du Glu94 et lÕoxyg•ne de la fonction 

sulfoxyde est en faveur dÕune liaison H forte entre ces deux atomes, suggŽrant que la fonction 

sulfoxyde est protonŽe et stabilisŽe par la forme carboxylate du Glu94.  
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Figure 55 : ReprŽsentation de la structure du site actif du variant C51S de la MsrA de N. 
meningitidis en complexe avec une molŽcule de substrat AcMetSONHMe. 
Les cha”nes latŽrales des rŽsidus conservŽs Phe52, Trp53, Tyr82, Glu94, Asp129, Tyr134, His186, Tyr 
189, Tyr197, ainsi que la Ser51 en remplacement de la Cys catalytique sont reprŽsentŽs. Le substrat 
AcMetSONHMe est reprŽsentŽ en jaune. Les liaisons H sont reprŽsentŽes par des traits pointillŽs. La 
distance entre lÕatome de soufre de la fonction sulfoxyde du substrat et celui de la Cys catalytique 
(mimŽ par lÕatome dÕoxyg•ne du rŽsidu Ser51 dans le complexe inactif) est de 3,3 •. La distance entre 
lÕun des oxyg•nes du Glu94 et lÕoxyg•ne de la fonction sulfoxyde est de 2,5 •. La figure a ŽtŽ rŽalisŽe 
avec le logiciel PyMol ˆ partir du fichier PDB 3bqf.  

 

Restait posŽe la question de la nature du catalyseur acide responsable de la protonation 

de la fonction sulfoxyde. Le fait que le Glu94 ait ŽtŽ clairement dŽmontrŽ jouer un r™le majeur 

dans la catalyse, et quÕil soit correctement positionnŽ pour interagir avec lÕoxyg•ne de la 

fonction sulfoxyde sugg•re quÕil joue ce r™le de catalyseur acide, bien que sa contribution 

nÕait pas pu •tre mise en Žvidence dans les Žtudes cinŽtiques en fonction du pH. De plus, il est 

probable que le proton qui est transfŽrŽ sur la fonction sulfoxyde provienne de la Cys 

catalytique via le Glu94.  

Concernant le chemin rŽactionnel permettant de dŽcrire la rŽaction de rŽduction dÕune 

fonction sulfoxyde, de gŽomŽtrie tŽtraŽdrique, par un thiolate conduisant ˆ la formation dÕun 

intermŽdiaire acide sulfŽnique, lui aussi de gŽomŽtrie tŽtraŽdrique, rien nÕŽtait connu au dŽbut 

du projet. LÕŽtude thŽorique dÕune rŽaction mod•le en solution a ŽtŽ rŽalisŽe par des 

approches de chimie quantique en collaboration avec lÕŽquipe du Dr. M. Ruiz-L˜pez. Cette 

Žtude a montrŽ que la rŽaction de rŽduction du DMSO par le mŽthanethiol implique deux 

Žtapes principales (voir publication Annexe 1 page 133) : 1) lÕionisation du syst•me par 

transfert de proton du thiol vers le DMSO et la formation dÕun intermŽdiaire ou Žtat de 
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transition de type sulfurane de gŽomŽtrie bipyramide trigonale, et 2) la dŽcomposition de 

lÕintermŽdiaire ou Žtat de transition pour former, en solution, soit un acide sulfŽnique, soit un 

disulfure. Les Žnergies dÕactivation de ces deux Žtapes sont similaires, autour de 20 kcal/mol. 

De plus, lÕexamen de la structure du complexe MsrA C51S/AcMetSONHMe montre que la 

gŽomŽtrie et le positionnement relatif de la fonction sulfoxyde par rapport au groupement 

thiol de la Cys51 (mimŽ par le groupement hydroxyle de la Ser51) sont compatibles avec la 

formation dÕun intermŽdiaire ou Žtat de transition de type sulfurane avec une gŽomŽtrie 

bipyramide trigonale dans laquelle les atomes dÕoxyg•ne de la fonction sulfoxyde et de soufre 

de la Cys51 seraient en position apicale. 

LÕensemble de ces rŽsultats nous a permis de proposer un scŽnario de lÕŽtape rŽductase 

des MsrA (Figure 56). Ainsi, dans la MsrA sous forme rŽduite, la Cys51 catalytique est 

prŽsente sous forme protonŽe ˆ pH 8,0. La diffusion du substrat sulfoxyde, fortement hydratŽ 

et polarisŽ en solution, vers le site actif entra”ne une dŽsolvatation de la fonction sulfoxyde. 

Le caract•re polarisŽ de la fonction sulfoxyde est conservŽ via les interactions avec les rŽsidus 

Tyr82, Tyr134 et Glu94. Dans ce contexte, la stabilisation de la forme thiolate de la Cys51 

serait assurŽe par la charge positive, ou partiellement positive, portŽe par lÕatome de soufre de 

la fonction sulfoxyde qui est proche de lÕatome de soufre de la Cys51. CÕest une catalyse 

assistŽe par le substrat. La forme protonŽe de la fonction sulfoxyde est stabilisŽe non 

seulement via une liaison H forte avec le rŽsidu Glu94, mais Žgalement via des liaisons H 

avec les rŽsidus Tyr82 et Tyr134. Le r™le supplŽmentaire du Glu94 est probablement de 

participer au transfert de lÕatome dÕhydrog•ne de la fonction thiol de la Cys51 sur lÕatome 

dÕoxyg•ne de la fonction sulfoxyde du substrat. Le caract•re polaire de la fonction sulfoxyde 

doit par ailleurs •tre un facteur clŽ dans le transfert de proton. Le mŽcanisme catalytique, 

certainement concertŽ, conduit ˆ lÕattaque nuclŽophile du thiolate de la Cys51 sur lÕatome de 

soufre de la fonction sulfoxyde polarisŽe avec la formation dÕun Žtat de transition de type 

sulfurane qui est stabilisŽ par les rŽsidus Glu94, Tyr82 et Tyr134. Cet Žtat de transition Žvolue 

ensuite de fa•on irrŽversible vers la formation de lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique et la 

libŽration de Met. 
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Figure 56 : ReprŽsentation schŽmatique du mŽcanisme catalytique proposŽ pour l'Žtape 
rŽductase de la MsrA de N. meningitidis. 
Les quatre groupements fonctionnels des rŽsidus Cys51, Tyr82, Glu94 et Tyr134 essentiels ˆ la 
catalyse de lÕŽtape rŽductase sont reprŽsentŽs. RSOCH3 et RSCH3 reprŽsentent respectivement la 
MetSO et la Met. Le substrat se fixe dans le site actif sous une forme fortement polarisŽe. Un Žtat de 
transition de type sulfurane est alors formŽ et est stabilisŽ par les rŽsidus du site actif. Le 
rŽarrangement de cet Žtat de transition permet la libŽration dÕune mole de Met ainsi que la formation 
de lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique. Le chemin conduisant ˆ la formation de cet intermŽdiaire ˆ partir 
de lÕŽtat de transition de type sulfurane reste ˆ dŽterminer. 

 

Plusieurs questions restent cependant posŽes, en particulier celle du chemin empruntŽ 

par le proton qui doit •tre transfŽrŽ de la Cys catalytique ˆ la fonction sulfoxyde et celle du 

mŽcanisme conduisant de lÕŽtat de transition de type sulfurane de gŽomŽtrie bipyramide 

trigonale ˆ lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique. Ainsi au sein de lÕŽtat de transition, le 

groupement hydroxyle du substrat et lÕatome de soufre de la Cys catalytique se retrouvent en 

position apicale, ce qui exclut la possibilitŽ dÕun transfert direct de la fonction hydroxyle sur 

lÕatome de soufre. Deux mŽcanismes passant par un sulfurane sont donc envisageables, soit 

via un rŽarrangement, soit via lÕattaque dÕune molŽcule dÕeau (Figure 57). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57 : SchŽma des deux mŽcanismes envisageables pour la formation de lÕintermŽdiaire 
acide sulfŽnique ˆ partir du sulfurane.  
Dans le mŽcanisme 1, un rŽarrangement direct du sulfurane est proposŽ. Dans le mŽcanisme 2, une 
molŽcule dÕeau supplŽmentaire intervient, attaquant le soufre de la Cys51 du sulfurane, la molŽcule 
dÕeau devant •tre activŽe par un catalyseur basique notŽ B. 
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LÕutilisation de substrat ou dÕH2O marquŽ ˆ lÕO18 montre que lÕoxyg•ne de lÕintermŽdiaire 

acide sulfŽnique peut •tre celui initialement prŽsent sur le substrat sulfoxyde, suggŽrant que le 

mŽcanisme de rŽarrangement du sulfurane pourrait •tre celui privilŽgiŽ dans le site actif de la 

MsrA (Dr. Mathias Antoine, rŽsultats non publiŽs). Pour rŽpondre ˆ cette question, lÕŽtude de 

lÕŽtape rŽductase des MsrA, ˆ partir des structures tridimensionnelles connues, a ŽtŽ entreprise 

en collaboration avec lÕŽquipe du Dr M. Ruiz-L—pez (E. Thiriot et G. Monard) par des 

mŽthodes mixtes de chimie thŽorique de type QM/MM, compte tenu de la taille des syst•mes 

enzymatiques ˆ traiter. Bien que prŽliminaires, les rŽsultats sugg•rent que la formation du 

complexe Michaelien, en modifiant les pKa effectifs des rŽsidus dans le site actif, induit un 

transfert de proton de la Cys51 vers la MetSO via le Glu94. Le syst•me (CysS-/MetSOH+/Glu-

) ainsi formŽ peut conduire ˆ une esp•ce sulfurane via la formation dÕune liaison S-S. DÕun 

point de vue ŽnergŽtique, ces deux esp•ces sont assez proches et prŽsentent une barri•re 

dÕactivation faible, de sorte que lÕon peut postuler un Žquilibre thermodynamique entre elles. 

La formation de lÕacide sulfŽnique se ferait alors selon lÕun de ces deux mŽcanismes : 1) 

dissociation homolytique de la liaison S-S du sulfurane, induisant une dissociation spontanŽe 

de la liaison S-O opposŽe, puis un rŽarrangement des unitŽs pour former lÕacide sulfŽnique 

avec libŽration de la Met, ou 2) transfert Žlectronique du rŽsidu CysS- vers MetSOH+ 

induisant Žgalement la dissociation de la liaison S-O (Figure 58).  
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Acide sulfŽniqueAcide sulfŽnique  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58 : MŽcanisme proposŽ pour la rŽaction aboutissant ˆ la formation de lÕintermŽdiaire 
acide sulfŽnique (Thiriot et al., rŽsultats non publiŽs). 
Le site actif de la MsrA est reprŽsentŽ de fa•on schŽmatique avec les groupements fonctionnels des 
rŽsidus conservŽs Glu94 et Cys51. Le substrat entre dans le site actif sous une forme fortement 
polarisŽe. Au sein du complexe enzyme/substrat, la Cys catalytique est dŽprotonŽe et la fonction 
sulfoxyde du substrat est protonŽe. Le transfert du proton de la Cys vers le substrat est suggŽrŽ passer 
via le rŽsidu Glu94. Le syst•me CysS-/MetSOH+/Glu- ainsi formŽ peut conduire ˆ une esp•ce 
sulfurane par formation dÕune liaison S-S. DÕun point de vue ŽnergŽtique, ces deux formes sont assez 
proches et prŽsentent une barri•re dÕactivation faible, de sorte que lÕon peut postuler un Žquilibre 
thermodynamique entre elles. La formation de lÕacide sulfŽnique se ferait alors selon lÕun de ces deux 
mŽcanismes : 1) dissociation homolytique de la liaison S-S du sulfurane, induisant une dissociation 
spontanŽe de la liaison S-O opposŽe, puis un rŽarrangement des unitŽs pour former lÕacide sulfŽnique 
avec libŽration de la Met, ou 2) transfert Žlectronique du rŽsidu CysS- vers MetSOH+ induisant 
Žgalement la dissociation de la liaison S-O.  
  

Les MsrA et MsrB constituent un mod•le intŽressant dÕŽvolution convergente 

impliquant un mŽcanisme catalytique identique mais faisant intervenir des rŽsidus 

catalytiques diffŽrents. En effet, un scŽnario de lÕŽtape rŽductase a Žgalement ŽtŽ proposŽ pour 

la MsrB de N. meningitidis (Neiers et al., 2007) (Figure 59). Les rŽsultats montrent que les 

deux classes de Msr partagent : 1) une activation de la Cys catalytique apr•s fixation du 

substrat, 2) un r™le majeur de la forme polarisŽe de la fonction sulfoxyde du substrat dans la 

stabilisation de la forme thiolate de la Cys catalytique, et 3) un transfert de proton de la Cys 

catalytique sur lÕoxyg•ne de la fonction sulfoxyde du substrat. Cependant, les MsrA et MsrB 

prŽsentent Žgalement des diffŽrences au niveau catalyse. Ainsi, les profils de variation de la 

constante de vitesse (kmax) de lÕŽtape rŽductase en fonction du pH sont diffŽrents avec un 

profil en forme de cloche pour les MsrB, reflŽtant la contribution de la Cys catalytique et de 

lÕHis103 en tant que catalyseur acide-base, alors que pour les MsrA le profil est de type 
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monosigmo•dal croissant, reflŽtant seulement la contribution de la Cys catalytique. Cette 

diffŽrence associŽe au fait que la constante de vitesse maximale de lÕŽtape rŽductase des MsrB 

est 16 fois infŽrieure ˆ celle des MsrA, pourrait •tre due ˆ un Žtat de transition de nature 

lŽg•rement diffŽrente, au sein de lÕŽtape rŽductase, entre les deux classes de Msr. Les 

diffŽrences entre les MsrA et MsrB concernent Žgalement la nature du catalyseur acide et des 

autres rŽsidus intervenant dans la stabilisation de la fonction sulfoxyde polarisŽe et de lÕŽtat 

de transition. Ainsi, dans le cas des MsrA, le r™le de catalyseur acide-base doit •tre jouŽ par le 

rŽsidu Glu94, qui nÕest cependant pas titrable ˆ lÕinverse du rŽsidu His103 dans les MsrB. De 

plus, dans le cas de la MsrA, les rŽsidus Tyr82 et Tyr134 interagissent directement avec 

lÕatome dÕoxyg•ne de la fonction sulfoxyde alors que dans les MsrB, ce r™le est assurŽ par les 

rŽsidus Thr26, His100 et Asn119, de fa•on indirecte via une molŽcule dÕeau. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 59 : ReprŽsentation schŽmatique du mŽcanisme catalytique proposŽ pour l'Žtape 
rŽductase de la MsrB de N. meningitidis (Neiers et al., 2007). 
Les cinq groupements fonctionnels des rŽsidus Thr26, His100, His103, Cys117 et Asn119 ainsi que la 
molŽcule dÕeau formant un rŽseau de liaisons H sont reprŽsentŽs. RSOCH3 et RSCH3 reprŽsentent 
respectivement la MetSO et la Met. Le substrat se fixe dans le site actif sous une forme fortement 
polarisŽe. Un Žtat de transition de type sulfurane est formŽ et est stabilisŽ via lÕHis103 et un rŽseau de 
liaison H formŽ entre la molŽcule dÕeau et les rŽsidus His100, Thr26 et Asn119. Le rŽarrangement de 
cet Žtat de transition permet la libŽration dÕune mole de Met ainsi que la formation de lÕintermŽdiaire 
acide sulfŽnique. Le mŽcanisme permettant la formation de cet intermŽdiaire reste ˆ dŽterminer. 
 

 Dans ce contexte, la comparaison des mŽcanismes catalytiques de rŽduction dÕune 

fonction sulfoxyde par les Msr et par les rŽductases ˆ cofacteur molybdoptŽrine guanine 

dinuclŽotide (MGD) comme les DMSO rŽductases, met en Žvidence deux voies de rŽduction 

retenues au cours de lÕŽvolution : dÕune part, le mŽcanisme catalytique des Msr basŽ sur la 

rŽactivitŽ des Cys et la chimie de lÕacide sulfŽnique, et dÕautre part, un mŽcanisme faisant 

intervenir un cofacteur molybd•ne, dans le cas des DMSOR (Figure 60). Pour ces derni•res, 

le sulfoxyde se lie directement au cofacteur molybd•ne, ce qui entra”ne une fragilisation de la 

liaison S-O permettant ainsi la formation de DMS. Bien que diffŽrents, ces deux mŽcanismes 
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de rŽduction dÕune fonction sulfoxyde ont en commun lÕactivation de la fonction sulfoxyde, 

via soit la protonation de lÕoxyg•ne de cette fonction dans le cas des Msr, soit la coordination 

ˆ un atome de molybdenium dans le cas des DMSOR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60 : MŽcanisme chimique dŽtaillŽ de la rŽduction du DMSO catalysŽe par la DMSOR 
(Garton et al., 1997). 
Au cours de ce mŽcanisme catalytique, lÕoxyg•ne de la fonction sulfoxyde du DMSO vient 
directement se fixer au Mo, probablement ˆ la place dÕune molŽcule dÕeau initialement prŽsente. Cette 
coordination ˆ lÕatome de Mo entra”ne la fragilisation de la liaison SO de la fonction sulfoxyde ce qui 
permet la formation de DMS et aboutit ˆ lÕoxydation de la DMSOR sous forme oxydŽe MoVI. La 
DMSOR sera ensuite rŽgŽnŽrŽe gr‰ce au transfert de deux protons et de deux Žlectrons ˆ lÕatome de 
Mo ce qui permet de libŽrer lÕoxyg•ne sous forme dÕune molŽcule dÕeau et la rŽgŽnŽration de la forme 
rŽduite MoIV du mŽtal. 
 

Partie II  : Facteurs structuraux/molŽculaires impliquŽs dans la 

reconnaissance du substrat sulfoxyde  

 

LÕexamen des structures tridimensionnelles des MsrA dÕE. coli, de B. taurus et de M. 

tuberculosis suggŽrait lÕexistence de trois sous-sites essentiels ˆ la fixation sŽlective de la 

Met-S-SO. Les travaux rŽalisŽs au cours de ma th•se ont permis de caractŽriser ces trois sous-

sites : le sous-site hydrophile composŽ des rŽsidus Tyr82, Tyr134 et Glu94 dont les cha”nes 

latŽrales stabilisent la forme polarisŽe du substrat comme indiquŽ dans le paragraphe 

DMSOR MoIV  

DMSOR MoVI mono-oxo 

DMSOR MoIV 
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prŽcŽdent, ne joue aucun r™le dans la reconnaissance du substrat. Le sous-site hydrophobe 

composŽ des acides aminŽs Phe52, Trp53, His186 et Tyr189 joue un r™le majeur dans la 

reconnaissance du substrat via des interactions de van der Waals avec les groupements "Ð

mŽthyle et #-mŽthyl•ne du substrat. Dans ce contexte, les rŽsidus His186 et Tyr189 sont 

impliquŽs indirectement dans la reconnaissance du substrat en permettant un positionnement 

adŽquat du noyau indole du Trp53 gr‰ce dÕune part ˆ une liaison H entre le N!  de lÕHis186 et 

le NH du noyau indole et dÕautre part ˆ une interaction $-$ entre le noyau phŽnyl de la 

Tyr189 et le noyau indole du Trp53. De plus, la distance entre lÕatome de soufre de la 

fonction sulfoxyde, chargŽ positivement dans le complexe Michaelien, et le noyau indole du 

Trp53 est compatible avec une interaction cation/! . Le troisi•me sous-site est impliquŽ dans la 

reconnaissance du substrat mais sa contribution en terme ŽnergŽtique est beaucoup plus faible 

que celle de la poche hydrophobe. Tous ces rŽsultats sont donc en faveur dÕune 

reconnaissance du substrat essentiellement basŽe sur la reconnaissance des groupements "Ð

mŽthyle et #-mŽthyl•ne de la MetSO.  

Il est dÕailleurs intŽressant de noter que des Žtudes similaires rŽalisŽes au laboratoire 

par Fabrice Neiers sur la MsrB de N. meningitidis ont montrŽ que le mode de reconnaissance 

du substrat pour les MsrB est similaire ˆ celui observŽ pour les MsrA, cÕest ˆ dire une 

reconnaissance principalement des groupements "ÐmŽthyle et #-mŽthyl•ne du substrat par une 

poche hydrophobe (Neiers et al., 2007). Dans le cas des MsrB, on retrouve une poche 

hydrophobe, constituŽe en particulier de la cha”ne latŽrale du rŽsidu Trp65, et une poche 

hydrophile, constituŽe des rŽsidus His101 et dÕune molŽcule dÕeau stabilisŽe par trois liaisons 

H avec des rŽsidus invariants. DÕailleurs, la stŽrŽosŽlectivitŽ des deux classes de Msr 

sÕexplique par la symŽtrie des deux sites actifs due ˆ une orientation spatiale inverse de la 

poche hydrophobe et de la poche hydrophile par rapport ˆ la cha”ne latŽrale de la Cys 

catalytique. 

Les Žtudes menŽes avec la protŽine L7/L12, substrat protŽique des Msr, a montrŽ, dans 

le cas de la MsrA, que la reconnaissance nÕŽtait pas amŽliorŽe comparŽe ˆ un substrat 

AcMetSONHMe mimant une MetSO incluse dans un polypeptide. Ceci sugg•re donc que les 

rŽsidus adjacents ˆ la MetSO ne favorisent pas la reconnaissance par la MsrA. Ceci est en 

accord avec le fait que 1) le site actif est localisŽ ˆ la surface de la protŽine et ne semble 

pouvoir accepter que la cha”ne latŽrale du rŽsidu MetSO, et 2) il nÕexiste aucune sŽquence 

signature particuli•re autour de la MetSO dans les protŽines substrat. La reconnaissance entre 

les Msr et leurs substrats est donc tr•s localisŽe ˆ la MetSO ce qui est en accord avec leur r™le 
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de rŽparation de lÕensemble des MetSO retrouvŽes dans des protŽines tr•s diverses et donc 

dans des environnements diffŽrents. Pour •tre rŽduites par les Msr, les MetSO doivent donc 

•tre accessibles, ce qui implique soit que les MetSO soient localisŽes ˆ la surface des 

protŽines, soit que les protŽines soient dŽpliŽes afin de rendre les MetSO accessibles. 

RŽcemment, une constante de dissociation de 70 nM a ŽtŽ dŽterminŽe pour la 

formation du complexe inactif entre la calmoduline oxydŽe et la MsrA bovine, par 

spectroscopie de fluorescence (Xiong et al., 2006). Comment concilier ces rŽsultats, qui 

sugg•rent lÕexistence dÕune forte affinitŽ entre la MsrA et ses substrats protŽiques, et nos 

rŽsultats (constante dÕaffinitŽ apparente de 55 mM avec le substrat AcMetSONHMe) ? Une 

explication possible est que la constante de dissociation mesurŽe entre la MsrA bovine et la 

calmoduline oxydŽe reprŽsente lÕŽquilibre de formation dÕun complexe inactif, qui nÕest pas 

forcŽment reprŽsentatif de lÕŽquilibre de formation du complexe compŽtent pour la catalyse.  

Reste posŽe la question de la meilleure affinitŽ apparente observŽe pour 

lÕAcMetSONHMe, mimant un substrat inclus dans un polypeptide, par rapport ˆ la MetSO. 

Bien que les rŽsultats aient montrŽ que les rŽsidus Tyr197 et Asp129 sont impliquŽs dans des 

interactions avec la cha”ne principale du substrat, ces interactions ne sont pas discriminantes 

en ce qui concerne la meilleure reconnaissance du substrat AcMetSONHMe. De plus, 

lÕexamen de la structure du complexe inactif MsrA C51S/AcMetSONHMe nÕa pas permis 

dÕidentifier dÕinteractions stabilisatrices supplŽmentaires avec le substrat. Dans ce contexte, la 

seule explication est que cette moins bonne reconnaissance de la MetSO libre soit due ˆ un 

effet dŽstabilisateur liŽ ˆ des interactions rŽpulsives via les charges positives et nŽgatives 

portŽes respectivement par les groupements amine et carboxyle de la MetSO. Cependant, les 

structures tridimensionnelles disponibles nÕont pas permis dÕidentifier des facteurs sructuraux 

permettant de conforter cette hypoth•se. Un autre point important concerne lÕabsence dÕeffet 

inhibiteur significatif avec le produit de la rŽaction AcMetNHMe pour des concentrations 

allant jusquÕˆ 400 mM. Ces rŽsultats montrent que les Msr prŽsentent une faible affinitŽ pour 

ce produit bien que les groupements "ÐmŽthyle et #-mŽthyl•ne soient prŽsents. La diffŽrence 

existant entre le substrat et le produit de la rŽaction, est la prŽsence de lÕoxyg•ne sur lÕatome 

de soufre du substrat. Ceci a comme consŽquence que lÕatome de soufre de la fonction 

sulfoxyde porte une charge positive, ou au moins une charge partielle positive, alors que dans 

lÕAcMetNHMe lÕatome de soufre est plut™t chargŽ nŽgativement. Ceci conduit 

vraisemblablement ˆ une rŽpulsion Žlectrostatique entre lÕatome de soufre de lÕAcMetNHMe 

et la Cys catalytique. Il en rŽsultera une vitesse de dissociation du produit plus ŽlevŽe ou une 

vitesse dÕassociation du produit plus lente. 
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RŽcemment, une nouvelle classe de Msr a ŽtŽ dŽcouverte, strictement spŽcifique des 

Met-R-SO, et appelŽe fRMsR (Lin et al., 2007). La structure tridimensionnelle de la fRMsr 

dÕE. coli a ŽtŽ obtenue en complexe avec une molŽcule de MES (Badger et al., 2005) (Figure 

61). Cette structure est similaire ˆ celle observŽe pour des protŽines appartenant ˆ la famille 

des domaines GAF. Ces domaines GAF sont des domaines senseurs gŽnŽralement retrouvŽs 

en tandem avec diffŽrents domaines effecteurs et impliquŽs dans les voies de signalisation des 

nuclŽotides cycliques, dans la transcription ou encore dans la phosphotransduction.  

Bien que rien ne soit connu concernant son mŽcanisme catalytique et ses spŽcificitŽs 

structurales, lÕexamen de la structure tridimensionnelle de la fRMsr dÕE. coli et des 

alignements de sŽquences de diffŽrentes fRMsr putatives prŽsentes dans les banques de 

donnŽes permet dÕavancer certaines hypoth•ses. Ainsi trois Cys sont prŽsentes dans le site 

actif, dont deux sont conservŽes dans toutes les sŽquences de fRMsr. Ceci sugg•re lÕexistence 

dÕun mŽcanisme catalytique similaire ˆ celui dŽmontrŽ pour les Msr dÕores et dŽjˆ 

caractŽrisŽes. DÕautre part, cette enzyme reconna”t spŽcifiquement les Met-R-SO libres, les 

Met-R-SO incorporŽes dans un peptide et le DMSO nÕŽtant pas rŽduits. Ces rŽsultats 

sugg•rent lÕexistence dÕune reconnaissance spŽcifique des groupements carboxylate et amine 

protonŽ de la Met-R-SO, cÕest-ˆ -dire un mode de reconnaissance du substrat diffŽrent de celui 

des MsrA et MsrB. Le site actif des fRMsr est enfoui, ce qui pourrait expliquer la spŽcificitŽ 

de reconnaissance de ces enzymes pour un substrat MetSO libre. Le site actif de la fRMsr 

contient un rŽsidu Trp conservŽ ainsi que de nombreux rŽsidus acides conservŽs. Cependant, 

la structure tridimensionnelle disponible ne permet pas de prŽvoir comment les groupements 

"-mŽthyle, sulfoxyde, %-carboxylate et %-amine de la MetSO sont stabilisŽs dans le site actif. 

LÕŽtude de cette fRMsr, qui vient dÕ•tre engagŽe dans le groupe, permettra de caractŽriser les 

facteurs structuraux et molŽculaires impliquŽs dans la spŽcificitŽ de substrat et dans la 

catalyse de cette nouvelle Msr. 
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Figure 61 : ReprŽsentation de la structure tridimensionnelle de la fRMsr dÕE. coli. 
(A) Structure tridimensionnelle de la fRMsr dÕE. coli. Les structures secondaires en hŽlice % sont 
reprŽsentŽes en rouge, les brins & en bleu. Les trois Cys conservŽes du site actif sont reprŽsentŽes. 
(B) Vue du site actif de la fRMsr dÕE. coli ̂  lÕintŽrieur duquel une molŽcule de MES est prŽsente. Les 
rŽsidus conservŽs du site actifs Trp62, Tyr66, Cys84, Ile87, Val93, Cys94, Ile116, Cys118, Glu125, 
Asp141 et Asp143 sont reprŽsentŽs. La molŽcule de MES est reprŽsentŽe en jaune. Cette figure a ŽtŽ 
rŽalisŽe avec le logiciel Pymol ˆ partir du fichier PDB 1VHM. 
 

Partie III  : RŽgŽnŽration de lÕactivitŽ rŽductase  

 

 Les Žtudes cinŽtiques rŽalisŽes prŽcŽdemment ont montrŽ que pour la MsrA comme 

pour la MsrB la vitesse de formation du pont disulfure est rapide et limitŽe par la vitesse de 

formation de lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004). Il est 

donc impossible dÕatteindre expŽrimentalement la vitesse de cette Žtape et de lÕŽtudier.  

 Pour que lÕintermŽdiaire pont disulfure puisse se former, il est nŽcessaire que 1) la Cys 

de rŽgŽnŽration se rapproche de la Cys catalytique, 2) la Cys de rŽgŽnŽration soit sous forme 

dŽprotonŽe, et 3) lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique soit protonŽ pour permettre le dŽpart de la 

molŽcule dÕeau.  

 LÕexamen de la structure tridimensionnelle de la MsrA de N. meningitidis sous forme 

rŽduite (Ranaivoson et al., 2008) montre que la Cys198 nÕest pas en position pour rŽaliser une 

attaque nuclŽophile sur lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique, la distance entre les deux SH Žtant de 

8 • et la cha”ne latŽrale de la Cys198 Žtant orientŽe ˆ lÕopposŽ du site actif. Le 

positionnement de la Cys198 est dŽpendant du rŽsidu Tyr197 qui, dans les formes rŽduites et 

en complexe avec le substrat, est en interaction via une liaison H avec le rŽsidu Asp129. Pour 
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quÕil y ait formation du pont disulfure, il est donc nŽcessaire dans un premier temps quÕil y ait 

rupture de cette liaison H pour que la cha”ne latŽrale de la Cys198 puisse se rŽorienter vers le 

site actif. 

 Au cours de cette Žtape, la Cys de rŽgŽnŽration doit •tre sous forme dŽprotonŽe pour 

permettre lÕattaque nuclŽophile sur lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique. Cette rŽaction Žtant 

intramolŽculaire, il est possible que lÕintervention dÕun catalyseur ne soit pas nŽcessaire pour 

quÕelle soit efficace, une rŽaction intramolŽculaire Žtant beaucoup plus favorable quÕune 

rŽaction intermolŽculaire. DÕautre part, lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique doit •tre protonŽ pour 

permettre la formation de lÕintermŽdiaire pont disulfure avec le dŽpart dÕune molŽcule dÕeau. 

LÕexamen de la structure tridimensionnelle de la MsrA de N. meningitidis oxydŽe sous forme 

acide sulfŽnique montre la prŽsence dÕune molŽcule dÕeau entre la fonction acide sulfŽnique et 

le carboxyle du Glu94 (Figure 62).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62 : ReprŽsentation du site actif de la MsrA C198S de N. meningitidis oxydŽe sous forme 
acide sulfŽnique (dÕapr•s Ranaivoson et al., 2008). 
Les cha”nes latŽrales des rŽsidus conservŽs Phe52, Trp53, Tyr82, Glu94, Asp129, Tyr134, Tyr197 
ainsi que la Cys51 sous forme acide sulfŽnique sont reprŽsentŽs. Les molŽcules dÕeau sont 
reprŽsentŽes en rouge. Les liaisons H sont reprŽsentŽes par des traits pointillŽs jaunes. 
 

 Des Žtudes prŽcŽdentes rŽalisŽes au laboratoire par le Dr. Mathias Antoine sur des 

variants C198S et E94A/C198S de la MsrA avec un substrat marquŽ ˆ lÕO18 ont montrŽ que le 

Glu94 peut catalyser lÕattaque dÕune molŽcule dÕeau sur lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique, 

probablement via la protonation de la fonction sulfŽnique pour favoriser le dŽpart de la 

molŽcule dÕeau. LÕensemble de ces rŽsultats permettent de proposer le mŽcanisme suivant 
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pour la formation du pont disulfure intramolŽculaire et le dŽpart de la molŽcule dÕeau : attaque 

de la Cys198 sous forme dŽprotonŽe sur lÕintermŽdiaire acide sulfŽnique et dŽpart de la 

molŽcule dÕeau catalysŽe par le Glu94 (Figure 63). Dans ce mŽcanisme, la Cys198 doit •tre 

dŽprotonŽe et le Glu94 doit •tre protonŽ. Reste donc posŽe la question de la provenance de ce 

proton sachant quÕˆ la fin de lÕŽtape rŽductase, le Glu94 se retrouve sous forme dŽprotonŽe. Il 

est tentant de proposer que le proton vienne de la Cys198, probablement via un relais de 

molŽcules dÕeau. 

 

 

 

 

 

Figure 63 : SchŽma de la rŽaction proposŽe pour la formation de lÕintermŽdiaire pont disulfure. 
 
 LÕexamen des structures de la MsrA de N. meningitidis sous forme acide sulfŽnique et 

sous forme oxydŽe pont disulfure obtenues par radiocristallographie (Ranaivoson et al., 2008) 

et des structures des formes rŽduite et oxydŽe sous forme pont disulfure 51/198 de la MsrA 

dÕE. coli obtenues par RMN (Coudevylle et al., 2006) montre lÕexistence dÕun changement 

conformationnel qui est concomitant ou consŽcutif ˆ la formation du pont disulfure. En effet, 

aucun changement de structure nÕest observŽ entre les formes rŽduites, en complexe avec le 

substrat ou sous forme acide sulfŽnique, obtenue par diffusion de DMSO dans un cristal de 

MsrA. Par contre dans la forme oxydŽe pont disulfure, un basculement du segment 121-132, 

et donc la rupture de la liaison H prŽexistante entre lÕAsp129 et la Tyr197, est observŽ (Figure 

64). Celui-ci entra”ne une modification importante de la surface molŽculaire, qui devient plus 

hydrophobe, et du site actif qui devient plus accessible. Une hypoth•se est que ce basculement 

permettrait la reconnaissance spŽcifique entre la MsrA oxydŽe et la Trx rŽduite, et donc la 

rŽduction du pont disulfure. Reste posŽe la question des facteurs structuraux et molŽculaires 

qui engendrent ce changement conformationnel. 
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Figure 64 : Superposition des structures de la MsrA de N. meningitidis sous forme rŽduite et 
oxydŽe (dÕapr•s Ranaivoson et al., 2007). 
La structure de la forme rŽduite est reprŽsentŽe en bleu et la structure de la forme oxydŽe est 
reprŽsentŽe en jaune. Le positionnement du segment 121-132 dans la forme oxydŽe est reprŽsentŽ en 
rouge. Les rŽsidus Cys51, Cys198, Asp129 et Tyr197 du site actif sont reprŽsentŽs. La liaison H entre 
lÕAsp129 et la Tyr197 prŽsente dans la forme rŽduite est reprŽsentŽe par un trait rouge pointillŽ. 
 

Partie IV  : Facteurs structuraux/molŽculaires impliquŽs dans lÕinteraction 

entre MsrA et Trx.  

 

 La Trx est une protŽine ubiquitaire, capable de rŽduire de nombreuses cibles 

protŽiques possŽdant des structures tr•s variŽes, dont les Msr. Peu dÕinformations sont 

disponibles concernant les facteurs structuraux et molŽculaires impliquŽs dans la 

reconnaissance entre la Trx et ses cibles, et aucune sŽquence signature nÕexiste. Les rŽsultats 

cinŽtiques obtenus ont permis de montrer quÕil existait une reconnaissance spŽcifique entre les 

Msrox et la TrxrŽd. NŽanmoins, la faible affinitŽ entre les deux partenaires nÕa pas permis de 

dŽterminer les param•tres thermodynamiques et cinŽtiques de lÕassociation entre les deux 

partenaires par des techniques biophysiques telles que la microcalorimŽtrie (ITC) ou la 

rŽsonnance plasmonique de surface (A. Gand, rŽsultats non publiŽs). La seule fa•on de 

pouvoir identifier les facteurs structuraux et molŽculaires impliquŽs dans la reconnaissance 

spŽcifique entre les Msr et la Trx est donc de rŽsoudre la structure dÕun complexe covalent 

entre ces deux partenaires. Un prŽalable ˆ lÕŽtude dÕun tel complexe Žtait dÕidentifier la Cys 

des Msr impliquŽe dans le pont disulfure intermolŽculaire avec la Cys32 de la Trx.  

 Des Žtudes rŽalisŽes au laboratoire par  le Dr. Mathias Antoine avaient permis 

dÕidentifier clairement par deux approches diffŽrentes la Cys198 comme Žtant la Cys 

impliquŽe dans la formation du pont disulfure intermolŽculaire avec la Trx. La premi•re 

approche est basŽe sur des crit•res cinŽtiques indirects en suivant la cinŽtique de formation du 
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pont disulfure intermolŽculaire entre la MsrA et la Trx ˆ partir de variants de Msr ne 

possŽdant plus quÕune Cys activŽe par du DTNB (adduit Msr-TNB) et du variant Trx C35S 

qui ne poss•de plus que la Cys32 catalytique. Ceci a permis de montrer quÕil existait une 

diffŽrence de rŽactivitŽ des deux adduits Msr-TNB vis-ˆ -vis de la Trx, lÕadduit MsrC198-

TNB (k2 = 3.105 M-1.s-1) Žtant 104 fois plus rŽactif que lÕadduit MsrC51-TNB (k2 = 21 M-1.s-1) 

vis-ˆ -vis de la Trx C35S (Figure 65). La seconde approche a permis dÕidentifier directement 

le pont disulfure intermolŽculaire formŽ entre la Cys198 de la MsrA et la Cys32 de la Trx par 

analyse par spectromŽtrie de masse du complexe covalent formŽ entre la MsrAox et la Trx 

C35S, en collaboration avec le groupe du Dr. A. Van Dorsselaer ˆ Strasbourg. Pour cela, 

apr•s purification par filtration sur gel, le complexe covalent a ŽtŽ analysŽ par ESI-MS apr•s 

protŽolyse par AspN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 65 : ReprŽsentation schŽmatique de la rŽaction de formation dÕun complexe covalent 
entre la Trx C35S et les variants monocystŽiniques des Msr activŽes par le DTNB (A) et 
cinŽtique de formation des complexes covalents MsrA/Trx C35S apr•s activation de la MsrA par 
le DTNB (B). 
(A) LÕunique Cys dÕun variant monocystŽinique de Msr est activŽe par ajout de DTNB. Ceci entra”ne 
la formation dÕun adduit Cys-TNB. La Trx C35S va rŽagir avec la Cys activŽe ce qui permet dÕune 
part le relargage dÕune mole de TNB- et dÕautre part la formation dÕun complexe covalent Msr/Trx 
C35S. La cinŽtique de formation du complexe covalent est suivie gr‰ce ˆ la libŽration de TNB-.   
(B) CinŽtique de formation du complexe MsrA C51S/Trx C35S (courbe rouge) et du complexe MsrA 
C198S/Trx C35S (courbe bleue). Les rŽsultats expŽrimentaux ont ŽtŽ ajustŽs sur lÕŽquation kobs = kobs 

max S / Ktrx+S (avec Ktrx constante apparente dÕaffinitŽ). Les param•tres obtenus ˆ partir de cet 
ajustement sont les suivants : kobs max = 510 ± 48 et (2,1 ± 0,8). 10-2 s-1 et 1,7 ± 0,2 et 1 ± 0,1 mM 
respectivement pour les complexes MsrA C51S/Trx C35S et MsrA C198S/Trx C35S, ce qui 
correspond ˆ des constantes cinŽtiques de pseudo deuxi•me-ordre k2 de 3.105 et 21 M-1.s-1. 
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Pour la MsrB, les rŽsultats obtenus au laboratoire par le Dr. Alexandre Olry par les 

m•mes approches ont montrŽ quÕil nÕexistait aucune diffŽrence de rŽactivitŽ vis-ˆ -vis de la 

Trx C35S entre les adduits MsrBC63-TNB (k2 = 13,5 M-1.s-1) et MsrBC117-TNB (k2 = 9,4 M-

1.s-1), les deux Žtant faiblement rŽactifs. Une hypoth•se est que la prŽsence de TNB fixŽ sur 

une Cys de la MsrB diminue lÕaccessibilitŽ pour la Trx ou/et perturbe le positionnement vis-ˆ -

vis de la Cys32 de la Trx. DÕautre part, les Žtudes par spectromŽtrie de masse du complexe 

covalent formŽ entre la MsrBox et la Trx C35S, apr•s purification du complexe par gel 

filtration, avait permis dÕidentifier un complexe avec un pont disulfure intermolŽculaire entre 

la Cys117 catalytique de la MsrB et la Cys32 de la Trx (MsrBC117-TrxC32).  

LÕanalyse des esp•ces formŽes apr•s rŽaction entre la MsrBox et la Trx C35S sur un 

gel SDS-PAGE montre que peu de complexe MsrB-Trx est formŽ (environ 20% alors que 

pour la MsrA environ 90% de complexe MsrA/TrxC35S est formŽ) et que de nombreuses 

esp•ces de plus haut poids molŽculaire sont gŽnŽrŽes issues probablement de rŽactions 

secondaires. Ainsi, la faible quantitŽ de complexe MsrB-Trx purifiŽ par filtration sur gel et 

analysŽ par spectromŽtrie de masse ne permet pas dÕexclure lÕexistence de lÕautre complexe. 

CÕest pourquoi, jÕai mis en place une autre technique de purification du complexe 

MsrB/TrxC35S par Žlectrophor•se SDS-PAGE. Le complexe a ŽtŽ digŽrŽ ˆ la trypsine dans le 

gel et les peptides gŽnŽrŽs ont ŽtŽ extraits et analysŽs par spectromŽtrie de masse LC-MS. Les 

rŽsultats obtenus dans ces conditions montrent que les deux complexes MsrBC63-Trx et 

MsrBC117-Trx sont formŽs, dans des proportions non dŽterminables par cette approche 

(RŽsultats non montrŽs).  

 Deux hypoth•ses peuvent expliquer ces rŽsultats : 1) soit la Cys32 de la Trx peut 

former un pont disulfure intermolŽculaire aussi bien avec la Cys63 quÕavec la Cys117, ce qui 

semble peut probable compte tenu du fait que la rŽaction dÕŽchange de pont disulfure est 

rapide et doit faire intervenir la formation dÕun complexe MsrBox/TrxrŽd dans lequel la Cys32 

de la Trx doit •tre correctement positionnŽe pour attaquer une seule des deux Cys ; 2) soit la 

formation observŽe des deux ponts disulfures est liŽe ˆ lÕutilisation dÕun mutant 

monocystŽinique de la Trx qui conduit ˆ lÕaccumulation dÕun complexe MsrB/Trx instable en 

Žquilibre avec les formes libres. La rŽaction de formation du complexe Žtant faite sur des 

temps longs (de lÕordre de la dizaine de minutes), largement supŽrieurs au temps nŽcessaire ˆ 

la rŽduction de la Msrox par la TrxrŽd, il est possible quÕelle soit soumise ˆ un contr™le 

thermodynamique plut™t quÕˆ un contr™le cinŽtique. Ainsi, m•me si un seul complexe est 

favorisŽ cinŽtiquement, lÕautre pourrait se former de fa•on artŽfactuelle dans les conditions 

utilisŽes. Il serait donc intŽressant de pouvoir Žtudier la formation du complexe entre la 
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MsrBox et la Trx C35S sur des temps plus courts et de quantifier la quantitŽ de complexe 

MsrBC63-TrxC32 et MsrBC117-TrxC32 formŽ afin de voir si un des deux complexe est 

privilŽgiŽ. Pour cela, le complexe formŽ en solution ˆ diffŽrent temps va •tre analysŽ par 

spectromŽtrie de masse (LC-MS/MS) et la quantitŽ de chaque complexe formŽ va •tre 

mesurŽe. Ces expŽriences sont actuellement en cours.  

 Comment expliquer quÕil y ait moins de complexe formŽ entre la Trx C35S et la MsrB 

quÕentre la Trx C35S et la MsrA ? Une explication serait lÕexistence dÕun changement 

conformationnel associŽ ˆ la formation du complexe MsrA/Trx C35S, qui nÕexisterait pas 

pour les MsrB. LÕirrŽversibilitŽ de cette Žtape de changement conformationnel, dans les 

conditions utilisŽes, permettrait de dŽplacer lÕŽquilibre vers la formation du complexe. Cette 

hypoth•se est confortŽe par lÕanalyse des donnŽes structurales qui montre 1) lÕexistence dÕun 

changement conformationnel important entre la MsrA de N. meningitidis sous forme rŽduite 

et oxydŽe, caractŽrisŽ notamment par un rapprochement des deux rŽsidus Cys dans la forme 

oxydŽe (distance de 8 •  dans la forme rŽduite), et 2) lÕabsence de changement 

conformationnel important entre la MsrB de N. meningitidis sous forme rŽduite et oxydŽe (la 

distance entre les deux Cys Žtant de 2,75 •  dans la forme rŽduite, Kaufmann et al., rŽsultats 

non publiŽs). Il est donc possible que lÕaccumulation du complexe MsrA/Trx soit due au 

changement conformationnel observŽ entre la forme oxydŽe et la forme rŽduite qui entra”ne 

lÕŽloignement des Cys51 et Cys198 et emp•che ainsi la rŽaction inverse de se faire, cÕest-ˆ -

dire la formation de MsrAox et de Trx C35S. Au contraire, la faible distance entre les Cys63 et 

Cys117 de la MsrB de N. meningitidis et le fait quÕaucun changement conformationnel 

nÕintervienne entre la forme oxydŽe et la forme complexŽe avec le substrat pourrait permettre 

ˆ la rŽaction inverse de se faire, cÕest-ˆ -dire la formation de MsrBox et de Trx C35S. 

LÕŽquilibre entre ces deux rŽactions serait tel que seulement 20% de complexe MsrB/Trx 

C35S serait formŽ. Cette hypoth•se est confortŽe par le fait que 1) dans le cas de la MsrA de 

B. subtilis qui poss•de une Cys de rŽgŽnŽration en position 54, donc proche de la Cys 51 

catalytique, peu de complexe MsrA/Trx C35S est formŽ, et 2) lÕintroduction par gŽnie 

gŽnŽtique dÕune Cys en position 54 dans un variant de la MsrA de N. meningitidis ne 

possŽdant plus la Cys de rŽgŽnŽration en position 198, conduit ˆ la formation de seulement 

20% de complexe (Dr. Mathias Antoine, rŽsultats non publiŽs).  

 Bien que peu de donnŽes existent concernant les interactions entre la Trx et ses cibles, 

des Žtudes de cristallographie et de RMN de complexes covalents formŽs entre la Trx et deux 

de ses cibles, ArsC et la PAPS rŽductase, ont montrŽ que cette reconnaissance impliquait 

essentiellement des interactions de type hydrophobe (Chartron et al., 2007, Li  et al., 2007). 
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Les Žtudes menŽes par RMN sur la MsrA dÕE. coli et par RX sur la MsrA de N. meningitidis 

montrent toutes les deux lÕexistence dÕun basculement du segment 121-132 dans la forme 

pont disulfure de la MsrA. Ce basculement dŽcouvre une surface hydrophobe proche du site 

actif qui, ainsi exposŽe, pourrait permettre lÕŽtablissement dÕinteractions hydrophobes et la 

formation du complexe avec la TrxrŽd lors de lÕŽtape de rŽgŽnŽration de lÕactivitŽ rŽductase 

(Figure 66). La nature du pont disulfure intermolŽculaire ayant ŽtŽ dŽterminŽe pour la MsrA 

de N. meningitidis, impliquant la Cys de rŽgŽnŽration, la dŽtermination par 

radiocristallographie ou par RMN de la structure tridimensionnelle dÕun complexe covalent 

entre la MsrA C51S et la Trx C35S va pouvoir •tre entreprise afin de caractŽriser les zones 

spŽcifiques dÕinteraction, m•me si le mod•le MsrA de N. meningitidis nÕest peut-•tre pas le 

meilleur mod•le. En effet, la Cys198 se trouvant dans lÕextrŽmitŽ C-terminale peu structurŽe, 

il est possible que le positionnement relatif entre les deux partenaires dans le complexe 

covalent MsrA C51S / Trx C35S ne soit pas reprŽsentatif de celui formŽ lors de lÕŽchange de 

pont disulfure entre la MsrAox et la TrxrŽd. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 66 : ReprŽsentation des surfaces molŽculaires de la MsrA dÕE. coli sous forme rŽduite et 
oxydŽe ˆ lÕŽtat pont disulfure Cys51-Cys198 (dÕapr•s Coudevylle et al., 2006).  
La surface molŽculaire est colorŽe en fonction de lÕhydrophobie des cha”nes latŽrales la composant. A) 
Surface de la MsrA rŽduite. B) Surface de la MsrA oxydŽe ˆ lÕŽtat pont disulfure C51-C198. 
 

Partie V : Les disulfure oxydorŽductases pŽriplasmiques de N. meningitidis 

 

 Comme dŽcrit dans la partie RŽsultats, afin de pouvoir identifier les facteurs 

structuraux et molŽculaires impliquŽs dans la sŽlectivitŽ de cibles du domaine N-ter de PilB et 

des DsbE, il Žtait nŽcessaire dÕidentifier et de caractŽriser au prŽalable la DsbE de N. 

meningitidis impliquŽe dans la maturation des cytochromes c. 
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 Deux des trois DsbE putatives de N. meningitidis ont ŽtŽ surproduites sous forme 

soluble chez E. coli et purifiŽes ˆ homogŽnŽitŽ. Leur caractŽrisation biochimique et 

enzymatique, bien quÕelle ne soit que prŽliminaire, montre que 1) la DsbE1 prŽsente une 

sŽquence plus proche de celle de la CcmG dÕE. coli que la DsbE2, 2) les signatures CXXC 

des DsbE1 et DsbE2 correspondent ˆ un centre disulfure redox avec un potentiel redox 

respectivement de Ð0,230 et Ð0,237 V, proche de celui des Trx, 3) les Cys catalytiques de la 

DsbE1 et DsbE2 ne sont pas activŽes dans les formes libres, 4) la protŽine nDsbD de N. 

meningitidis est capable de recycler la DsbE1 et la DsbE2, 5) la DsbE1 ne rŽduit pas 

lÕapocytochrome cÕ oxydŽ de N. meningitidis produit sous forme soluble, et 6) la DsbE1 est 

capable de complŽmenter partiellement une souche de B. pertussis dŽficiente en DsbE.  

 Les DsbE1 et DsbE2 sont donc bien des disulfure oxydorŽductases avec un caract•re 

rŽducteur comparable ˆ celui de la Trx. De plus, les pKapp des deux Cys des DsbE1 et DsbE2 

prŽsentent des valeurs ŽlevŽes dans les formes libres. Ces rŽsultats sont comparables ˆ ceux 

prŽcŽdemment obtenus sur la protŽine ResA de B. subtilis ainsi que sur la protŽine CcmH dÕE. 

coli (Lewin et al., 2006 ; Stirnimann et al., 2006, Di Matteo et al., 2007). De plus, dans le cas 

du domaine C-terminal de la protŽine DsbD, la Cys catalytique poss•de Žgalement un pKa 

ŽlevŽ de 9,3. Au contraire, dans la Trx 1 dÕE. coli, les pKa des deux Cys ont des valeurs 

diffŽrentes lÕune de lÕautre, la Cys catalytique ayant un pKa compris entre 6,7 et 7,5 et la Cys 

de rŽgŽnŽration un pKa plus ŽlevŽ compris entre 8,5 et 9 (Chivers et al., 1997). Ainsi, bien 

que prŽliminaires, les rŽsultats montrent que les DsbE1 et DsbE2 prŽsentent toutes les deux 

des propriŽtŽs comparables ˆ celles des DsbE dŽcrites. Cependant, les DsbE1 et DsbE2 

rŽduisent lÕinsuline (rŽsultats non montrŽs) alors quÕil a ŽtŽ montrŽ que les protŽines CcmG 

dÕE. coli, CycY de B. japonicum et AtCcmH sont ne rŽduisent pas lÕinsuline (Fabianek et al., 

1997, Meyer et al., 2005). 

 Reste posŽe la question du r™le in vivo des DsbE1 et DsbE2, et notamment de leur 

capacitŽ ˆ intervenir dans la rŽduction des Cys des apocytochromes c nŽcessaire ˆ 

lÕattachement covalent de lÕh•me. Les tests rŽalisŽs en utilisant de lÕapocytochrome cÕ oxydŽ 

de N. meningitidis, produit sous forme apo soluble dans le cytoplasme dÕE. coli et purifiŽ ˆ 

homogŽnŽitŽ, montrent que la DsbE1 ne le rŽduit pas. Ces rŽsultats sugg•rent que soit la 

DsbE1 ne joue pas ce r™le, soit le mod•le utilisŽ in vitro nÕest pas adaptŽ, ou soit que la DsbE 

dans le syst•me II nÕinteragit pas directement sur lÕapocytochrome c in vivo. La DsbE1 Žtant 

capable de rŽduire la cystine, il est probable que dans lÕapocytochrome cÕ le pont disulfure ne 

soit pas accessible ˆ la DsbE1. Se posent alors plusieurs questions : est-ce que la structuration 

tridimensionnelle de lÕapocytochrome cÕ purifiŽ est identique ˆ celle retrouvŽe in vivo ? Est-ce 
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spŽcifique ˆ lÕapocytochrome cÕ ou aurait-on le m•me rŽsultat avec un autre apocytochrome 

c ? En effet, lÕapocytochrome cÕ purifiŽ est structurŽ alors que dÕautres Žtudes montrent que 

les apocytochrome c sont peu ou pas structurŽs (Fisher et al., 1972 ; Daltrop et al., 2002). Le 

cytochrome cÕ de N. meningitidis a ŽtŽ choisi pour cette Žtude car il appartient ˆ la famille des 

cytochromes c et est impliquŽ dans la rŽsistance de ces bactŽries pathog•nes vis-ˆ -vis du NO 

produit par les macrophages de lÕh™te (Stevanin et al., 2005)  

 Aucune Žtude dŽcrivant la rŽduction dÕun apocytochrome c oxydŽ sous forme pont 

disulfure par une Ç DsbE-like È nÕa ŽtŽ dŽcrite dans la littŽrature. Cependant, des Žtudes 

prŽcŽdentes ont montrŽ que 1) lÕŽlŽment important et suffisant pour lÕinteraction entre ces 

deux partenaires est la prŽsence de lÕHis du motif conservŽ CXXCH des cytochromes de type 

c (Braun et al., 2004 ; Allen et al., 2005), et 2) la protŽine ResA est capable de rŽduire un 

peptide mimant un cytochrome c550 sous forme oxydŽe (Colbert et al., 2006). Il sera donc 

intŽressant de tester la rŽduction par la DsbE1 1) dÕun peptide oxydŽ correspondant au site de 

fixation de lÕh•me, et 2) dÕun autre apocytochrome c comme par exemple lÕapocytochrome 

c550 de B. japonicum. DÕautre part, il faudra mettre au point une mŽthode permettant de 

suivre lÕoxydation ou la rŽduction de la DsbE2. En effet, les rŽsultats montrent que la 

diffŽrence de fluorescence existant entre les formes rŽduites et oxydŽes de la DsbE2 ne 

permet pas de suivre la rŽduction de la DsbE2 par la nDsbD. LÕintroduction dÕun rŽsidu Trp 

supplŽmentaire par gŽnie gŽnŽtique pourrait peut •tre permettre dÕobtenir une diffŽrence 

dÕintensitŽ de fluorescence entre les deux formes suffisante pour pouvoir suivre la rŽaction. 

 En parall•le, le r™le de ces DsbE devra •tre testŽ directement in vivo chez N. 

meningitidis par dŽlŽtion des g•nes correspondants. Cependant, N. meningitidis ne possŽdant 

quÕune seule cytochrome oxydase, la dŽlŽtion du g•ne codant la DsbE devrait donc •tre lŽtale. 

Des expŽriences prŽliminaires de dŽlŽtion du g•ne dsbE1 chez N. meningitidis semblent 

effectivement indiquer que ce phŽnotype est lŽtale (rŽsultats non montrŽs).  

En ce qui concerne les mŽcanismes de rŽduction dÕun apocytochrome c oxydŽ dans le 

syst•me de maturation des cytochromes c de type II, les seules donnŽes connues le sont sur la 

base dÕŽtudes in vivo par dŽlŽtion de g•ne ainsi que par lÕŽtude de la protŽine ResA de B. 

subtilis. Des questions restent posŽes et notamment : est-ce que cette rŽduction nŽcessite 

lÕintervention dÕun autre partenaire  ou la formation dÕun complexe avec le syst•me dÕexport 

de lÕh•me ? JusquÕici, les seules donnŽes disponibles dans la littŽrature concernent le syst•me 

I. Dans le syst•me I, la protŽine DsbE a ŽtŽ montrŽe •tre essentielle ˆ la maturation des 

cytochromes c par des Žtudes par dŽlŽtion de g•ne et lÕhypoth•se de son r™le dans la rŽduction 

de lÕapocytochrome oxydŽ en prŽsence de CcmH a ŽtŽ Žmise. Or, des Žtudes rŽcentes 
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sugg•rent que cÕest plut™t CcmH qui rŽduirait directement lÕapocytochrome c. La protŽine 

CcmG pourrait alors jouer un r™le dans la rŽduction de la protŽine CcmH. Ainsi, il a ŽtŽ 

montrŽ que la protŽine CcmH de P. aeruginosa Žtait capable dÕinteragir avec un peptide 

correspondant ˆ la sŽquence de fixation de lÕh•me de lÕapocytochrome c551 de P. aeruginosa 

(Di Matteo et al., 2007). Il a Žgalement ŽtŽ montrŽ que la protŽine AtCcmH, qui est une 

protŽine homologue ˆ CcmH chez A. thaliana est capable de rŽduire un peptide mimant le site 

de fixation de lÕh•me dÕun cytochrome c dÕA. thaliana (Meyer et al., 2005). Aucune 

interaction directe entre CcmG et un apocytochrome c, ni aucune rŽduction dÕun peptide 

correspondant ˆ la sŽquence de fixation de lÕh•me dÕun apocytochrome c par la protŽine 

CcmG nÕont ŽtŽ jusquÕici mises en Žvidence. Pourtant chez les organismes qui poss•dent un 

syst•me de maturation des cytochromes c de type II, aucune protŽine homologue ˆ CcmH 

nÕest retrouvŽe et il a ŽtŽ montrŽ que la protŽine ResA de B. subtilis Žtait capable de rŽduire 

directement un peptide mimŽtique du site de fixation de lÕh•me dÕun cytochrome c550 

(Colbert et al., 2006). Dans ce syst•me, il semblerait donc que ce soit bien les DsbE qui 

rŽduisent directement lÕapocytochrome c.  

Bien que prŽliminaires, les rŽsultats montrent clairement que 1) la DsbE1 est rŽduite 

efficacement par le domaine nDsbD, aussi efficacement que la protŽine CcmG dÕE. coli par la 

nDsbD dÕE. coli (3.105 M-1.s-1) (Stirnimann et al., 2005), et 2) la DsbE1 est capable de 

complŽmenter, certes partiellement, une souche de B. pertussis dŽficiente en DsbE. Ces 

rŽsultats, qui demandent ˆ •tre confortŽs, sugg•rent que la DsbE1 de N. meningitidis est bien 

la DsbE impliquŽe dans le syst•me de maturation des cytochromes c. Quel est alors le r™le des 

DsbE2 et DsbE3 ? En effet, trois protŽines homologues ˆ CcmG sont retrouvŽes dans le 

gŽnome de N. meningitidis. Or jusquÕˆ prŽsent, tous les organismes ŽtudiŽs ne poss•dent 

quÕune seule protŽine de type DsbE impliquŽe dans la maturation des cytochromes c. Parmi 

les trois DsbE putatives, une seule doit donc •tre impliquŽe dans la maturation des 

cytochromes c. Reste ˆ savoir quel est le r™le des deux autres protŽines. Chez B. japonicum, 

deux protŽines homologues ˆ CcmG ont ŽtŽ dŽcrites : la protŽine CycY et la protŽine TlpA. Il 

a ŽtŽ montrŽ que CycY Žtait impliquŽe dans la maturation des cytochromes c alors que TlpA 

Žtait impliquŽe dans la maturation des cytochromes aa3 (Capitani et al., 2001). Il se pourrait 

donc que parmi les trois DsbE, lÕune puisse jouer un r™le similaire ˆ celui de la protŽine TlpA.  

Une question importante qui reste posŽe concerne la nature des dŽterminants 

molŽculaires ou structuraux impliquŽs dans la reconnaissance spŽcifique entre les Ç DsbE-

like È et leurs partenaires. Ainsi, au moins trois Ç DsbE-like È pourraient •tre prŽsentes dans 

le pŽriplasme de N. meningitidis : le domaine N-ter de PilB, la DsbE1 et la DsbE2. Toutes les 
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trois sont rŽduites par le domaine nDsbD, par contre elles rŽduisent ˆ priori des cibles 

diffŽrentes (domaines Msr de PilB pour le N-ter, apocytochrome oxydŽ pour DsbE1 ou 

DsbE2). Ceci implique quÕil doit exister des facteurs molŽculaires et structuraux permettant 

des reconnaissances sŽlectives, bien que les strutures 3D soient tr•s proches. Ainsi, le 

domaine N-ter de la protŽine PilB de N. meningitidis poss•de un repliement de type DsbE, 

mais avec une insertion supplŽmentaire. Cette insertion est une boucle situŽe au niveau de 

lÕinsertion centrale du repliement DsbE (rŽsidus 99 ˆ 102) et qui est constituŽe des rŽsidus 

FLHEKK (Figure 67).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 67 : Structures tridimensionnelles du domaine N-ter de PilB de N. meningitidis (A) et de 
ResA de B. subtilis (B). 
Le repliement de type Trx est reprŽsentŽ en bleu, lÕextension N-terminale en vert et lÕinsertion centrale 
en rouge. La boucle FLHE supplŽmentaire du domaine N-ter est indiquŽe par une fl•che. Les figures 
ont ŽtŽ rŽalisŽes ˆ lÕaide du logiciel PyMol ˆ partir des fichiers PDB 1SU9 pour la protŽine ResA de B. 
subtilis et 2FYU pour le domaine N-ter de la protŽine PilB de N. meningitidis.  

 

Cette boucle pourrait •tre responsable de la spŽcificitŽ de reconnaissance du domaine 

N-ter vis-ˆ -vis des Msr. Les donnŽes structurales obtenues par la rŽsolution des structures 

tridimensionnelles des DsbE1 et DsbE2, ainsi que de complexes covalents avec la nDsbD, 

devraient permettre dÕexpliquer au niveau molŽculaire ces diffŽrences de sŽlectivitŽ de cibles. 
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111eoreticalcomputationshavebeencaniedout ta illvestigatethe reactiollmechanisillof the sulfoxidereduction
by thials in solution.TItis reactioll is a suitablemodelfor enzymaticprocessesinvolving methioninesulfoxide
reductases(Msrs). Recent investigationson the Msr mechanismhave clearly shawn that a sulfenic acid
intennediateis fonnedon the catalyticcysteineof the activesite concomitantlyta the methionineproduct.In
contrast,expellmentalstudiesfor the reactionof a numberof thiols andsulfoxidesin solutiondid not observe
sulfenicacid fonnation.Only, a disulfide wasidentified asthe final productof the process.The presentstudy
has beencanledout at the MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p)//B3LYP/6-311G(d,p)level of theory. The solvent
effect in DMSO hasbeenincorporatedusing a discrete-continuummodel. TIle calculationsprovidea basic
mechanisticframework that allows discussionon the apparentdiscrepancyexisting betweenexpetlmental
datain solutionand in the enzymes.TIley showthat, in the early stepsof the processin solution,a sulfurane
intennediateis fonned the rateof which is limiting. Then, a proton transferfrom a secondthiolmoleculeta
the sulfuraneleads ta the fonnation of eithera sulfenic acid or a disulfide though the latter is much more
stablethan the fonner. If a sulfenic acid is fonned in solution,il shouldreact with a thiolmoleculemaking
its experimentaldetectiondifficult or evenunfeasible.

Introduction SCHEME 1
CacalyticcySleine

TIle reductionreactionof sulfoxidesby thiols is of consider­
able biochemical illlerest becauseit can be viewed as the
simplestmodelfor enzymaticreactionsinvolving themethionine
sulfoxide reductases(Msr).l-17 Msrs are repair enzymesthat
reduce free or protein-boundmethionine sulfoxide (MetSO)
oxidizedby reactiveoxygenor nitrogenspecies.TIle enzymatic
reactionmechanismhasrecentlybeeninvestigated.TIle overall
reactionis depictedin Scheme1.4.17 TIle catalyticcysteinereacls
with MetSOto yield a sulfelùcacid intennediatewhichhasbeen
evidencedby chemicaland spectroscopiemethods.4.l! At this
stage,the reducedsubstrateis released.Then, the enzymatic
reactionproceedsthroughfonnationof an intra-disulfidebond
upon the attackof the recycling cysteineto the sulfenic acid
intennediate.Finally, the oxidizedform of Msrs is recycledby
thioredoxin.In someMsrs, like MsrA in E. coli, a third cysteine
couldbeinvolved in dIe recyclingprocess.17 In ail Msrs sludied
sofar, dIe limiting stepis associatedto dIe drioredoxin-recyc1ing
process,whereasdIe rateof fonnationof theinrra disulfidebond
is goveruedby that of the sulfenic acid iutermediate.17

TIle reductionof sulfoxidesby thiols is alsoimerestingfrom
dIe point of view of syntheticchemistry.It hasattractedattention

:1: To ",·homcOlRspondenceshouldhe addressed.E-mail: Manud.Ruiz@
cbf.uhp-nancy.fr(M.R.): Guy.Branlant@maem.uhp-nancy.fr(G.B,).Phone
+33383684378(M.R): +33 383684304(G.B.). Fax: +33383684371
(M.R); +33 383684307(G,B,).
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sincemanydecadesbecauseof high yields, mild experimental
conditions,the easeof purificationandthe useof the sulfoxide
(namely,dimethyl sulfoxide, DMSO) also as the solvent.21- 28

Both acids and bases,in particularaliphatic amines,catalyze
the reaction.24.26 Catalytic effects by halogen-hydrogenha­
lides,26metals,2\l-31andalumina32 havealsobeeninvestigated.
Early kinetic studiesby Wa11ace22 and Wallace and Mahon23

indicatedthat the activationenergycorrelatedwith the pKaof
the thio!. Moreover,while the reactionwasfound to be overall
secondorder,in the excessof oneof the reagenls,pseudo-first­
orderkineticswasobserved.On thebasisof thesefindings, the
amhorsproposeda reaction mechanismthat involves initial
fonnationof a thiol-sulfoxideadductof sulfuranetypefo11owed
by reactionof this illlermediate with a secondthiol molecule
accordingto eqs }- 2.
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Figure L Schematicrepresentationof the chemicalspeciesinvoived in stepwisere<lctionsof methanethioland DMSO <Incl optimizedstmctures
al the 83LYP/6-311G** ievel (re<lctants,intenllediates, transitionsm,ctures)andapproximateMP2/6-311+G(3d2f,2df,2p)energiesin DMSO solutioll.
M indudesthe e1ectrost<lticfree energyof soiv<ltion in the die1ectriccontinuuIll and is given re1ati\-eto complex 1. Vaiuesare in angstrOillSand
kcallmoi.

Figure 2. Schematic represent<ltionof the chemical species in­
volved in the concertedreactionof methanethioland DM 50 10 yie1d
asulfenicacidandoptimizedstmclUresat the B3LYP/6-311G** leve1
(reactants.imenllediales,transitionstmctures)andapproximateMP21
6-311+G(3d2f,2df,2p)energiesin DMSO solution. !lE inc1udesthe
e1ectrostaticfceeenergyof solvationin thedie1ectriccontinuumand is
given re1atiw to complex 1 Valuesare in angstrOlllSandkcal!mo1.

The predictedenergiesclearly suggestthat formation of the
sulfenic acid at this reactionstepis very unlikely, the energies
of TSI - 4 or TS2-4 being quite high (bath TSs exhibit similar
energies).Rather,the sulfuraneintermediateshouldbe formed
in a stepwiseprocess1-2-3Ihat involvesanactivationenergy
of 20.4 kcalJmol in the firsl step and a fast recombinationof
the ions in 2 to fonn the adduct3.

Sincepolar speciesare present,one may expectthe solvent
to play a cmcial role in the process. Indeed, long-range
electroslaticinteractionsarefundamentalto stabilizedIe ion pair.
Moreover,the analysisof theresultsshowsdlat hydrogenbonds
with the discreteDMSO moleculearevery important100. This
canbe illustratedby looking at the geometriesof inrermediates
2, 3, and 4 in Figure 1. Stmcture2 shows that the hydrogen
bond distancebetweenthe transferredproton and the oxygen
atom of the solvating DMSO is very short (1.385 A) in
agreementwith thework by Fu et a1,54Hydrogen-bonddistances
in 3 and4 are larger(1.622and 1.677A, respectively)but still
correspondto strong interactions.

Hydrogenbondsin transitionstmcturesare also noticeable.
TSI-2 merils some specific comments. As shown, proton
transferhasalreadytakenplacein this transitionslmcture.IRC
calculationsconfirm that the reaction coordinate at the TS
basicallycorresponds10 a rearrangementof the DMSO solvent
molecule that is necessaryto stabilize the chargeseparation.
AnotherinterestingresultconcemsdIe reaction1-3.A TS may
be 10catedin gas phase,whereasin solution, computations
systematicallylead 10 TSl-2 and show that, to a large extenl,
this is due to interactionswith the explicit solvent DMSO
molecule.

Propertiesof the SulfuraneReactionIntermediate.We
describeheresomepropertiesof the sulfuranemoleculeCHJS­
S(CH3)2-0H,which is presentin complex3. For the sakeof
comparison,we have carried out further ca1culationsfor the
sulfuranespeciesin gasphase.Resultsin solution correspond
to the discrete-continuummodel.

Sulfuranes55- 76 are intennediatesin various oxidation­
reductionreactionsof sulfur compounds.28,55,56,68They beara

4
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�~�i
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-----'.
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-5, Il

H 0

b
l'S,

I.\E-O.O

the stepwiseprocess,an ion pair should initially be fonned
through proton transfer from the thiol to DMSO. In our
computations,the reactantsaredescribedby a hydrogen-bonded
complexinvolving methanethiolandtwo DMSO molecules.We
thenexploretheporentialenergysurfaceof dIecomplexlooking
for stationarypoints. Stepwiseprocessesleading to either the
sulfuraneor the sulfenicacid havebeenobtainedandareshown
in Figure 1. A concertedprocessleading to sulfenic acid has
also beenidentified and is representedin Figure 2. However,
any transition stmcturefor a direct formation of a sulfurane
intennediate3 from 1 couldbe located.Figures1 and2 include
someoptimizedgeometricalparametersasweil asthe predicted
values for relative energies.Note that various confoffilations
for the ion pair 2 havebeenobtainedlying in a narrowenergy
range.For simplicity, we do not describethem in detail.
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reactionand the formation of the sulfurane9. 11Ie stmctureof
9 is similar TO Thatof 3 andsimply differs from it by a hydroxyll
thiolate groupexchange.Experimenrally,it is kno....,rn that if a
sulfuranehasan alkoxy ligand, iT canheexchangedreadilywith
the alkoxy group of an a1cohop7,6tOur results indicate That
such a rapid exchangecan also Talee placebetween-OH and

-SR ligands in the presenceof thiols. Sulfurane 9 should
undergofurther processessimilar to thoseof sulfurane3, and
thereforeit is not expected10 he a final produciof The reaction.

In anotherreactionmechanism(middle reactionin Figure4),
complex6 leads10 fonnationof a sulfenic acid 10, a thiol 11,
and a thioeTher12 by crossingThe transition sTmclureTS(r-to.
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SCHEME 4

where TSAo;s and TS'_2 representthe transition structuresfor
the assistedproton-relay(Scheme4) and nonassisted(Figure
1) mechanisms,respectively.The expressionis rigorousin the
gasphaseprovidedthe moleculesare assumedto he separated
at infinity in the reactantstateand can he consideredto he a
reasonablygoodapproximationfor theprocessin solution.Our
computationslead to a free energybarrierdecreaseof bl'!.G =
-1.7 kcal/mol. A comparableeffect may he expectedif water
moleculesor otherchemicalspecieshearingbifunctional groups
are presentin the reactionmedium.

We shaHnot descriheherethe detailsof the subsequentsteps
for the assistedreductionreaction.In principle,onecouldexpect
the foonedions to recombineandform asulfuraneintennediate,
as in the nonassistedprocessabove. Our calculationsshow
sulfuraneformation from the ions in Scheme4 to be a feasible
reactionthoughit requiresa largeractivationfree energythan
sulfuranefoonation from the ions Ül 2. In the latter structure,
the explicit solvent DMSO molecule provides a sigllificant
stabilizationeffect. Suchan interactionis absentin the system
shown in Scheme4 whereit is replacedby the interactionof
the ions with anextrathiol molecule.Thus,an increasein thiol
concentrationmay lead to a changeof the reduction process
kineticsdueto two main factors: (1) decreaseof the activation
entropy associatedto the proton relay mechanismsand (2)
modificationof the solute-solventintermolecularinteractions.
Obtainingquantitativeresults for a given [DMSO]/[methane­
thiol] ratio would needtaking into accountthe interactionswith
the solvent ina more rigorousway althoughdue to increasing
systemcomplexitysucha study might alsorequireto combine
quantummechanicalcalculationswith statistical simulations.

Conclusions

whether the aurhors tried to identify a sulfenic acid or not.
Hence,the calculationsagree withexperimemaldatain predict­
ing 13 asthemajor reactionproductbut pointsout to a possible
formation of a secondaryproduct 10.

ProtonRelayMechanism,BifunctionalCatalysis.TIle rate­
dererminingstep in the sulfoxide reductionreaction involves
the ionizationof the systemthrough a proton transferprocess
from the thiol to the sulfoxide. TIus processmay substantiaHy
he favored by proton relay mechanismsand bifunctional
catalysis.A typical processis illustrated in Scheme4, where
we assumethat two methanethiolmoleculesare involved in
DMSO protonation.The structuresof the complexand of the
proton-transferTS have heenoptimized.TIle compuredactiva­
tion energyis 19.6 kcal/mol that may he comparedwith the
correspondingvalue for the nonassistedprocessin Figure l,
20.4 kcal/mol. Computationof the activation free energy in
solution is not straightforwardfor the samereasonsas those
presentedabove for the nonassistedionization mechanism.
However,onemayobtaina roughevaluationof thebifunctional
catalytic etfect by compuringthe quantity

The calculations carried out in this work confirm the
experimentalresult that the reductionof sulfoxidesby thiols in

TS] 2 TSs,
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our theoreticalsrucly suggeststhat theseintenllediatescould he
fonned in the process,they should rapidly react making their
experimentaldetectionin solutiondifficult or evenunfeasible.

Comparisonwith ExperimentalData in Solution.Kinetic
studiesby \Vallace and Mahon23 proposedthe reactionmech­
anism summarizedin eqs 1 and 2. TIle authors deduceda
negligible value for k-2 and obtainedk2 » k,. Qualitatively,
our calculations are in very good agreementwith these
experimentalfindings. \Ve showhoweverthat the foonationof
the inteonediate3 (eq 1) acruallyinvolvestwo steps,ionization,
which is rate-deteonining,and ion recombination,which is a
fast reaction.

Experimentaldatafor methanethiolwasnot reported,but as
notedin the Introduction,resultsfor u-toluenethiolshouldhe a
good approximation. TIle measuredpseudo-first-orderrare
constant,k', at 100oC with DMSO being the reagentin excess
was 4.0310-5 çl.23 Since the reactionwas shownto he first
order in DMSO concentration,the true kinetic constant k
correspondingto the second-orderreactionis derived from k'
= k ·[DMSO]. Taking [DMSO) asthe concentrationof thepure
liquid ([DMSO] = 14.1 mol L-') and using transition stare
theory, the experimentalfree energyof activationis estimared
to he 31.4kcal/mol for u-toluenethiol,which is in satisfactory
agreementwith our compuredvalue29.6kcallmol for methane­
thiol consideringthe different approximationsmade.Nore also
that these values correspondto different temperatures.An
estimationof the free energyof activationat 100 oC gives30.5
kcal/mol (assumingthe samedielectricconstantandempirical
correctionTO free energythat the one usedabove).

Let us now considerthe productsof the reaction.Our study
predictsthe fomlation of sulfellic acid 10 and disulfide 13 in
competingreactions.The disulfide is the most stablespecies,
and if theonodynamiccontrol would apply, only this species
shouldhe observed.However,the sulfenic acid is substantially
morestablethan6 andbackwardreactionappearsto heunlikely.
In the experimentalwork of \Vallace and Mahon,23the only
reported product was the disulfide although it is not clear

2

1
�~

Schematicreactioncoordinate

Figure 6. Free-energyprofile for the reduction of DMSO by
methanethiolin DMSO solution. The x-axis representsa schematic
reaction path combining severa! coordinatesfor individual steps.
ApproximateMP2/6-311+G(3d2f,2df,2p)rdativeenergies(in italics,
in kcal/mol) using optimizedslmclUresal the B3LYP/6-311G** leve1
and eq 3. The hydrogen-bondedstmcture5 (ll..G = 23.i kcalJmol) is
Ilot inc1udedfor simplicily. Ii lies between3 and155-6.
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gOllorrhoeaehasbeensolved [13-17]. Doth Msrs character­
ized to date presenta similar three·stepcatalytic mecha­
nism (Fig. 1) [18,19]. The first step, called the reductase
step, leadsto the fonnation of a sulfenic acid on the cata­
lytic Cys with the concomitant releaseof Met. Then, an
intra-disulfide bond is formed, via the attack of a second
Cys (calied the recycling Cys) on the sulfenicacid interme­
diate and the concomitant releaseof a water molecllle.
Finally, the dislllfide bond is reduced by thioredoxin
(Trx) in the last step.For bothclassesof MSTS, the rate-lim­
iting step is associatedwith the Trx-recycling process,
whereasthe rate of formation of the intra-dislllfide bond
is governedby that of fonnation of the slllfenic acid inter­
mediate,the rate of which is fast [20-22].

ln the present review, recent chemical, structural and
enzymaticdata relatedto MsrA and MsrD catalyticmech­
anism, in particlllar of the reductasestep and sllbstrate
speciflcities towards MetSO and Trx or Trx-like proteins
are presentedand discussedin tennsof evolution.

Chcmical mcc!mllism or thc suJroxidcrcductioll U)' thiols

To disCllSS and interpret the reductasemechanismof
Msrs, which hasbeenrecentlycharacterized,a brier review
of what is known on the electronicstructureof the sulfox­
ide function and on the chemicalmechanismof reduction
of sulfoxides by thiols has to be introduced.

The electronic structure of the sulfoxide function has
been subject to extensivestudies. The S-O bond is not a
p-n double·bond.Indeed, in addition to the cr bond, a n
bondcan be formed throughthe interactionof an unshared
electronpair l'rom oxygenand the vacantsulfur d orbitaIs,
resulting in a p-d double-bond.Moreover, the S-O bond
distancesdeduced l'rom X-ray structures,the values of
the IR stretching frequenciesand of the dipole moment
of the S-O bond determined on chemical models, and
theoreticalchemical studieson sulfoxide models support
a S-O bond with a highly polarizeddouble·bondcharacter

Fig. l. The three-stepmechanismof Msrs(adaptedfrom [12D. In step1, a
Michaeliscomplex is formed œtweenMsr and MetSO (step lA), which
precedesthe nucleophilic :lII:lck of Cys-X on the sulfur :llOm of the
sulfoxide function of MetSO leading to the formation of a sulfenic acid
intermediateon Cys-X with a concomitantreleaseof 1mot of Met permol
of enzyme(stepIH). In stepIl, nucleophilicattackof Cys-Y on the sulfur
atom of the sulfenicacid leadsto formation of a Cys-X/Cys-y disulfide
bondanda releaseofa watermolecule.In stepIII, return of the activesite
to a fully reduœdstateproœedst"ia reductionof the Msr disulfide bond by
roouce<l Trx. RSOCH] and RSCH] representMetSO and Met, respec­
tively. For N. meningilii/is MsrA, Cys-X = C51 and Cys-y = C198, for
N. meningilii/is Msrl:l, Cys-X = CI17 and Cys-y = (63.

[23-27]. In that context,it is importantto note that average
S-O bond distances,deducedl'rom X-ray studies,increase
l'rom 1.492Â for a free sulfoxide to 1.513Â for an H-bond­
ing sulfoxide and 1.587Â for a protonatedsulfoxide [28].
Altogether,thesedatasupportthe S-O bond asa polarized
single cr bond with its strength dependingmainly on its
electrostaticenvironmentand, at least a partially positive
and negativechargeon the Sand0 atoms,respectively.

The chemicalreductionof sulfoxidesby thiols wasstud­
ied 40 yearsago [29,30]. The reaction productswere char­
acterized as disulfides and sulfides. The mechanismwas
shown to proceedthrough the rate-detenniningformation
of an unstablesulfoxide-thiol adduct of sulfurane type,
which is rapidly consumedby reactionwith anothermole·
cule of thiol (Fig. 2). From kinetic studies,it was also pro­
posedthat the reaction proceedsthrough the protonation
of the sulfoxide via generalacid/basecatalysis.No sulfenic
acid intermediate was observed under the experimental
conditions used in contrastto what was observedin MSTS
in which the recyclingCys wassubstitutedby a Ser residue
[12,18,19,22]. Recently, quantum chemistry calculations
have howevershown the possibleimplication of a sulfenic
acid in thechemicalreactionin solution [31]. They showed
that first, a slllruraneintennediateis formed whose rate is
limiting in the overail reduction process.Then, a proton
transferl'rom a secondthiol moleculeto the sulfuraneleads
to the formation of either a sullenic acid or a disulfide
though the latter is much more stable than the former in
solution. Therelore,the fonnation of a sullenic acid inter­
mediate was probably not reported in the experimental
chemicalstudy becauseof its fast decayinto a dislllfide spe­
cies due to the presenceof thiols.

Catal)'sisor thc rcdllctascstcp or Msrs

The rate of the reductasestep of both Msrs has been
shown to be fast [20,21]. This implies the presenceof an
acid catalyst to increasethe electrophiliccharacterof the
sulfur atom of the sulfoxide substratein order to facilitate
the nucleophilicattack of the thiolate of the catalytic Cys
and the lormation of a sulfurane type transition state.
Examinationof the available 3D structuresof MsrA and
MsrD showsthat the geometriesof the active sites are dif­
ferent and that, except for the catalytic Cys residue, the
invariant amino acids present are dilTerent (Fig. 3)
[17,32]. However, inspectionof the crystallographicstruc-

Fig. 2. The reductionof a sulfoxidefunctionby thiols(adaptoofrom [30]).
An unstablesulfoxide-thiot adductof sulfurane type is propose<! to he
formed. The sulfurane is rapidly consumedby reaction with another
moleculeof thiol. From kinetic studies,it was establishalthat the rate­
determiningstepis associatootothe formation of the sulfurane,andthat
the reactionis subjectto generalacid/basecatalysis.
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MsrA, and (4) the nature of the other invariant amino
acidsthat stabilizethe polarizcd form of the sulfoxide �f�u�n�c�~

tion and the transitionstate,which areTyr-82 andTyr-1J4
for MsrA andThr-26. His-I 00 andAsn-119for MsrD (via a
water molecule,seeFig. 3).

From anevolutionarypoint of view, it is also interesting
to compareMsrA and MsrD to other sulfoxide reductases
in terms of mechanismand catalysis. Indeed,a molylxle­
num oxotransferdsenamed dimethylsulfoxide reductase
(DMSOR) exists,which catalyzesthe reductionof DMSO.
Structural and spectroscopicstudies have suggestedthat
the oxygen atom of the substratebinds directly to the
molylxlenum of reduced(Mo IV

) enzymeleadingto a weak­
eningof the 5-0 bond essentialfor the oxygenatom �t�r�a�n�s�~

fer to the molybdcnum [35-38]. Altogether, these results
bring to light two waysof reductionof sulfoxidesheId �d�u�r�~

ing the cvolution. The first one is basedon thiol reactivity
coupled with the sulfenic acid chemistry ancl is used by
Msrs. The secondone is used by molybdenum-containing
enzymeslike DMSOR ancl is basedon the redoxproperties
of molybdenum.Anyway, both mechanismsof reduction
have in common the activation of the sulfoxide function
either via the protonationof the oxygen,or nia its coordi­
nation to a molybdcnumatom. In both cases,the sulfoxide
function of the boundsubstrateis stronglypolanzed.filcil­
itating the transferof the oxygenatomand the reductionof
the sliifoxide fLlnction.

However, further investigationson Msrs remain to be
done to explain in particularhow the sulfenicacid interme­
diate is formed from a sulfuranetransition state.The the-

oretical study of the DMSO reduction by thiols and the
geometryof Msr activesitessupporta sulfuraneintermedi­
ateof trigonal bipyramidalgeometry,with the sllifur of the
thiol and the OH group in apical position and the two
methyl groups and the lone pair in equatorial position
[31]. However. such a geometryis not compatiblewith a
direct shirt of the OH group to the sulfur atom of the thiol.
ln this context,it is importantto note that preliminarydata
suggest that the oxygen of the sulfenic aid intemlediate
comesfrom the sulfoxide fllnction (Antoine et al. llnpub­
lishecl results). Another question concemsthe reductase
mechanismand catalysis of �s�e�l�e�n�o�~�M�s�r�s�. Indeed, seleno­
protein forms of MsrA and MsrD have been recentlychar­
acterized[39--41]. Ali theseseleno-Msrsare at least as efTi­
cient catalyst (as measuredby the kŒJKM ratio) LInder
�s�t�e�a�d�y�~�s�t�a�t�e conditions as the Cys-containingMsrs, but
nothingis knownconcerningthecatalyticefficiencyof their
rcductasestep. For instance.it is not known if the �r�e�d�u�c�~

tasestepis alsodependentof an acid/basecatalyst?Taking
into accountthe fact that a selenoCyshasa low l'Ka vaille
and is chemically more reactive than a Cys, one can
hypothesizethat substitutingselenoCysfor Cys will favor
the rate of the reductionof the sulfoxide function. in par­
ticular of the nllcleophilic attackon the sllifoxide function.

Substratespecificity

Despite the distinct �t�h�r�e�e�~�d�i�m�e�n�s�i�o�n�a�l structures of
MsrA and MsrD, both active sites can be represcntedas
an open basin casily accessibleto the sulfoxide substrate.
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memberto showenzymaticactivity. Although speculative,
the binding and reductionof free Met-/?-SOby the IRMsr
GAF domainmay function as a key elementin cell signal­
ing in responseto oxidativestressand nutrients.Additional
structuraland enzymaticstudiesare necessaryto evaluate
the binding mode of substrateand to determinethe role
of the active site residuesduring catalysis.It is clear, how·
ever,that part of the structuralorigins for the selectivityof
IRMsr for free Met-/?-SOagainstprotein-boundMetSO,is
due to the natureof the active site.

Regenerationor the retluctascacth'ity or Msrs

Kinetic studieson the catalyticmechanismof the MsrA
and MsrD l'rom N. lJIenillgilidi.s haveshownthat the rateof
thesulfenicacid intermediateformation is fast (790S-I and
85 S-I for MsrA and MsrD, respectively)and is rate-deter­
mining in the process leading to formation of the Msr
disulfide bond. Furthermore,the overall rate-limiting step
is associatedwith the Trx-recyclingprocess,which behaves
as an apparent irreversible process [20,21]. Finally, the
rates of formation of oxidized Trx l'rom oxidized Msr
and reducedTrx, determinedundersingle turn-overcondi­
tions, were 50 S-I and 5 S-l for MsrA and MsrD, respec·
tively. These values are 15- and 5-fold higher than kCal

valuesdetenninedunder steady·stateconditions for MsrA
(3.4s-1) and MsrD (1.1 S-I), respectively.Thesedata sup­
port a rate·limiting stepthat takesplaceafter the two-elec­
tron chemicalexchangeand is associatedwith the releaseof
oxidized Trx. Altogether, these results suggesta similar
generalschemefor the Trx-recycling processof disullide
oxidized MsrA and MsrD involving first the formation of
a productiveoxidized Msr/reducedTrx complex, followed
by the electron-transferchemicalstep leadingto the accu­
mulation of the reducedMsr/oxidized Trx complex whose
dissociationis rate-limiting.

K'

l
,,.

- �T�r�x�o�~ .':::;: MsrA,ed + �T�r�x�o�~

Therefore, it is probable that productive interactions
and thereby specific structural recognitionsexist between
oxidized Msrs and reducedTrx, which are likely a prere­
quisite for the oxido-reductionprocessto be efficient. This
can probably be extendedto ail cytoplasmicMsrs.

The PilD protein of the Nei.s.seriagenuscomprisesthree
domains.Two fonns havebeenrecently reportedto bepro­
ducedin vivo [49]. One form, containingthe threedomains
is secretedl'rom the bacterialcytoplasmto the outer mem­
brane. The secondform, which is cytoplasmic,only con­
tains the central and the C-terminal domains. The
secretedfonn was shown to be involved in survivalunder
oxidativeconditions.While the central and the C·tenninal
domainsdisplay MsrA and MsrD activities, respectively,
the N-tenninaldomainexhibits a disulfide reductaseactiv­
ity that is able to recycle the Msr domains[50]. ln particu-

lar, the N. lJIenillgilidi.s MsrD activity is shown to be
recycledwith a catalyticefficiency similar to that observed
with Trx 1 l'rom E. coli. Recently, the crystal structureof
the N-terminal domain has been determined and has
revealedadditional featureswith respectto the canonical
Trx-fold [51]. The N-terminaldomain fold is rathersimilar
to the DsbE subclassfamily involved in cytochromec mat­
uration process.However, a major dilTerenceis the pres­
enceof a unique 99FLHEIÜS loop absentin ail Trx/DsbE
proteins of known structure, which is stabilized within
the structure by hydrogen bonds and coversone edgeof
the active site. This structural feature of the N-terminal
domainof PilD couId be important in defining its Trx-recy·
cling selectivity comparedto Trx1. An alternative role of
the 99FLHEIÜ2 100pwould be to promoteselectiveinterac­
tions in the NeÙ.seriaperiplasmwith the recycling partner
of the oxidized form of PilD that is likely the N-terminal
domainof DsbD [52]. Moreover,the fact that the N-termi­
nal domaindisplaysa DsbE-like fold raisesthe questionof
its possible involvement in the cytochromec maturation
pathway.

ln the X-ray structuressolved so far, the active site of
Msrs is always occupied by a molecule that is covalently
or non-covalentlybound to the catalytic Cys. In ail these
structures,the distance and orientation of the catalytic
and recyclingCysarevariable.For instance,while the recy·
cling Cys is in position to form a disulfide bond in the
MsrD l'rom N. gonorrhoeae,it is not the casein the MsrA
l'rom E. coli or Bo.s lalll"ll.s and probably not in the MsrD
l'rom XanlhOlJlona.s CtllJlpe.slri.s [13,14,17,22]. ThesedilTer­
encesrely on the position of the recycling Cys, which has
allowed the identification of dilTerent sub-classesof MsrA
and MsrD [12], and argue for significant confonnational
changesof Msrs upon intra-disulfide bond formation. This
was recently confinned by the detenninationof the three­
dimensional structureof oxidized disulfide form of E. coli
and N. lJIeningilidi.s MsrA [32,53], which showa significant
conformationalchangethat would be a prerequisitefor the
formation of the intra-disulfidebond and for the Trx-recy·
cling processefficiency. In thesestructures,the activesite is
more exposed to the solvent than in reduced form. A
hydrophobicpatchis alsopresenton the molecularsurface.
This solvent-exposedhydrophobicsurfaceof the oxidized
form likely playsa role in Trx interactionduring the reduc·
tion step. Indeed,severalstudieshaveshown that the Trx
active site exhibits large solvent-exposedhydrophobicsur­
face [54,55], such a surfaceplaying a key role during the
interactionwith other partners.

Moreover, the Trx-recycling processis specificof disul­
fide oxidized Msrs. Indeed, the sulfenic acid intennediate
formed on the catalytic Cys can not be reduced by Trx
[12]. Sequencecomparisonsof putative MsrDs show that
the catalytic Cys is almost conservedwhereasabout 25%
of the MsrDs have no putative recycling Cys. Thesemon­
ocysteinic MsrDs have been shown to display reductase
activity ([40] and Neiers F. et al., unpublished results).
These results argue for the generalityof the sulfenicacid
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mechanism,but, at the same time, raise the question of
how the activity of these Msrs is recycled ill vivo. Indeed,
difTerent reductants(i.e. glutaredoxin, thionein or seleno­
compouncls)were shown to be able to regeneratemonocy­
steinic MsrD ill vitro [56-59], but no eviclenœ has been
shown for their ill vivo implication yet.

Concllllling reltl:lrk.'i' :nlll open questions

During the past few years,the enzymologyof Msrs has
proviclecl important insights into the chemical mechanism
of sulfoxicle recluction by thiols. This reaction implies the
formation of a sulfenic acicl intermecliateby a substrate­
assisteclaciclic catalysismechanism.Incleecl, for both clas­
ses of Msrs the substratebincls to the active site with its
sulfoxide function largely polarized, and participatesvia
the-partial-positivechargeborne by the sulfur atom of
the sulfoxide to the stabilizationof the catalyticCys. How­
ever, several questions remain to be addressed.First, as
alreadypointed out, the proton on the sulfoxide function
likely comes l'rom the catalytic Cys via Glu-94 and His-
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I MatŽriel biologique et milieux de culture 

 

I.1 Souches bactŽriennes 

 

- E. coli DH5!  : supE44, ! lacU169 (" 80 lacZ! M15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 

relA1. Cette souche est utilisŽe pour lÕobtention dÕADN plasmidique. 

 

- E. coli BE002 : MG1655 msrA :: spec" , msrB :: ! 3kan. Cette souche est utilisŽe pour la 

production du type sauvage et des variants des MsrA de N. meningitidis et dÕE. coli. 

 

- E. coli BL21 (DE3) : F-, ompT, hsdSB (rB
- mB

-) gal, dcm. Cette souche qui contient lÕORF 

codant lÕARN polymŽrase T7 sous le contr™le du promoteur lac est utilisŽe pour la production 

de lÕapocytochrome cÕ et de la protŽine L7/L12.  

 

- E. coli EC29 : MC1061 (hsdR araD139 ! (araABC-leu) 7679 galU galK ! (lac) " X74 rpsL 

thi) ! ccmG. Cette souche nous a ŽtŽ fournie par le Dr L. Thšny-Meyer (Institut fŸr 

mikrobiologie, ZŸrich, Suisse) et est utilisŽe pour rŽaliser les tests de complŽmentation 

fonctionnelle. 

 

- E. coli S17-1: RP4-2-Tc::Mu aph::Tn7 recA [SmR]. Cette souche est utilisŽe pour les 

expŽriences de conjugaison de la souche B. pertussis BC39. 

 

- B. pertussis BC39 : dŽrivŽe de la souche TohamaIII, souche avirulente isolŽe dÕun patient 

portant les rŽsistances ˆ la streptomycine et ˆ lÕacide nalidixique. Cette souche nous a ŽtŽ 

fournies par le Pr. Robert G. Kranz (Biology Department, St Louis, United states). 

 

- B. pertussis RK102 : BC39 ! ccsX. Cette souche nous a ŽtŽ fournie par le Pr. Robert G. 

Kranz (Biology Department, St Louis, United States). Cette souche est utilisŽe pour les tests 

de complŽmentation fonctionnelle.  

Toutes ces souches sont conservŽes en glycŽrol 15% ˆ -80¡C. 
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I.2 Vecteurs plasmidiques 

 

- pSKPILBMsrA : Phagemide recombinant pBluescript II SK (+) portant la sŽquence codante 

de la MsrA de N. meningitidis sous le contr™le du promoteur lac (Olry et al., 2002). Ce 

vecteur porte le g•ne de rŽsistance ˆ lÕampicilline et est utilisŽ pour la production de MsrA 

sauvage ainsi que des diffŽrents variants de MsrA. 

 

- pETDsbE1t : Phagemide recombinant pET-20b portant la sŽquence codante de la DsbE1t de 

N. meningitidis sous le contr™le du promoteur lac. Ce vecteur porte le g•ne de rŽsistance ˆ la 

kanamycine et est utilisŽ pour la production de la DsbE1t. 

 

- pETDsbE2t : Phagemide recombinant pET-20b portant la sŽquence codante de la DsbE2t de 

N. meningitidis sous le contr™le du promoteur lac. Ce vecteur porte le g•ne de rŽsistance ˆ la 

kanamycine et est utilisŽ pour la production de la DsbE2t. 

 

- pETapocÕ : Phagemide recombinant pET-20b portant la sŽquence codante du cytochrome cÕ 

de N. meningitidis, tronquŽ de sa sŽquence dÕexport au pŽriplasme, sous le contr™le du 

promoteur lac. Ce vecteur porte le g•ne de rŽsistance ˆ la kanamycine et est utilisŽ pour la 

production de lÕapocytochrome cÕ dans le cytoplasme. 

 

- pET-28b L7/L12 : Phagemide recombinant pET-28b portant la sŽquence codante de la 

protŽine L7/L12 dÕE. coli sous le contr™le du promoteur lac permettant lÕexpression des 

protŽines avec un Tag His du c™tŽ N-terminal. Ce vecteur porte un g•ne de rŽsistance ˆ la 

kanamycine et est utilisŽ pour la production de L7/L12. 

 

- pEC210 CcmG : Vecteur pACYC184 dans lequel a ŽtŽ clonŽ la sŽquence codant la protŽine 

CcmG dÕE. coli (Fabianek et al., 1998). Ce vecteur est utilisŽ pour rŽaliser la 

complŽmentation de souche dÕE. coli dŽlŽtŽes du g•ne ccmG. 

 

- pRJ3290 : Vecteur pISC2 dans lequel a ŽtŽ clonŽ le g•ne cycA-His6 de B. japonicum (codant 

le cytochrome c550) (Ahuja et Thšny-Meyer, 2003). Ce vecteur est rŽsistant ˆ lÕampicilline et 

inductible ˆ lÕarabinose et est utilisŽ pour rŽaliser la complŽmentation de souche dÕE. coli 

dŽlŽtŽes du g•ne ccmG. 
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- pFUS2 : dŽrive du pQE30 (Qiagen, France). CÕest un plasmide suicide utilisŽ pour 

lÕinactivation de g•nes par recombinaison homologue et la gŽnŽration de fusion 

transcriptionnelle entre les g•nes interrompus et le g•ne lacZ (Antoine et al., 2000). Ce 

vecteur porte un g•ne de rŽsistance ˆ la gentamycine.  

 

I.3 Milieux de culture bactŽrienne 

 

I.3.1 Milieu riche LB 

 

Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (5 g/L). Le pH est 

ajustŽ ˆ 7,5 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavŽ pendant 20 min ˆ 1 bar. Pour les 

milieux gŽlosŽs, de lÕagar est ajoutŽ ˆ raison de 17 g/L de milieu de culture avant stŽrilisation. 

Les milieux sont autoclavŽs 20 min ˆ 120 ¡C. Afin de sŽlectionner les clones recombinants, 

lÕantibiotique appropriŽ est ajoutŽ apr•s stŽrilisation. Ce milieu est utilisŽ pour la rŽalisation 

des minipreparations dÕADN plasmidique ainsi que pour la production des diffŽrentes 

protŽines. 

 

  I.3.2 Milieu riche SOC 

 

Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (5 g/L), KCl (2,5 

mM), MgCl2 (10 mM), MgSO4 (10 mM), glucose (20 mM). Ce milieu est utilisŽ pour la 

transformation des bactŽries compŽtentes. 

 

 I.3.3 Milieu Bordet-Gengou 

 

Composition : Peptone (10 g/L), extrait de viande (10 g/L), sang de mouton dŽfibrillŽ 

(100 mL/L), acide nicotinique (1 mg/L), amidon (10 g/L), cefalexine (40 mg/L), charbon (4 

g/L), NaCl (5 g/L), Agar (12 g/L). Le pH est ajustŽ ˆ 7,4. Ce milieu est utilisŽ pour cultiver 

les souches de B. pertussis. 

 

I.3.4 Milieu minimum pour culture en anaŽrobie et en prŽsence de nitrites 

 

 Composition : KH2PO4 (10,5 g/L), K2HPO4 (4,5 g/L), (NH4)2SO4 (1 g/L), nitrites (2 

g/L), citrate de sodium (0,5 g/L), glycŽrol (4 g/L), milieu LB (100 mL/L), fumarate (6,4 g/L), 
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solution contenant des traces de mŽtaux (FeCl3 (4 g/L), CaCl2 (1 g/L), MgCl2 (82 g/L), 

MnCl2 (10 g/L), 2 mL dÕHCl concentrŽ apr•s avoir dissout tous les sels dans 1L dÕH2O (2 

mL/L), molybdate (0,01 mmol/L)). 

Ce milieu est utilisŽ pour les tests de maturation des cytochromes c chez E. coli.  

 

II Techniques de gŽnie gŽnŽtique 

 

II.1 PrŽparation de lÕADN plasmidique 

 

II.1.1 La miniprŽparation 

 

La miniprŽparation d'ADN est utilisŽe pour la prŽparation rapide d'une faible quantitŽ 

d'ADN dans un but analytique, ˆ partir de 5 ml de culture. Le protocole passe par la lyse 

alcaline des cellules gr‰ce ˆ une solution de NaOH 0,2 N, SDS 1%. Le mŽlange est ensuite 

neutralisŽ par une solution dÕacŽtate de potassium/acide acŽtique, puis centrifugŽ. LÕADN 

plasmidique contenu dans le surnageant est alors directement prŽcipitŽ par ajout dÕŽthanol ˆ 

90%. Le culot ainsi obtenu est ensuite lavŽ ˆ lÕŽthanol ˆ 70% puis sŽchŽ, repris en tampon 

Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0, et finalement traitŽ 1H ˆ 37¡C par la ribonuclŽase A 

(1 #g/ml). 

 

II.1.2 PrŽparation et transformation des bactŽries compŽtentes 

 

Cette mŽthode est utilisŽe pour transformer les souches dÕE. coli DH5! , BE002, 

BL21(DE3), EC29 et S17-1. Une culture bactŽrienne est rŽalisŽe en milieu SOB (milieu SOC 

sans glucose) ˆ une tempŽrature comprise entre 35 et 37¡C, sous forte agitation. Cette derni•re 

est arr•tŽe en phase exponentielle de croissance lorsque la DO600nm atteint 0,3-0,5. Elle est 

centrifugŽe et le culot est repris dans une solution de TB froid (PIPES 10 mM, CaCl2 15 mM, 

KCl 250 mM, MnCl2 55 mM, pH 6,7). Apr•s une incubation de 30 min dans la glace et une 

nouvelle centrifugation, le culot est repris dans 1/10•me du volume initial de solution TB, en 

prŽsence de dimŽthyle sulfoxyde (7% final) et incubŽe 2H dans la glace. Des fractions 

aliquotes sont rapidement congelŽes par immersion dans de lÕazote liquide et stockŽes ˆ -80¡C 

(Inoue et al., 1990). 

La mŽthode classique de transformation des bactŽries compŽtentes est utilisŽe 

(Sambrook et al., 1989). La transformation est rŽalisŽe en mŽlangeant 1 ng de plasmide et 50 
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µl de bactŽries compŽtentes. Apr•s incubation dans la glace pendant 30 min, le mŽlange est 

soumis ˆ un choc thermique de 45 secondes ˆ 42¡C puis les cellules sont rŽgŽnŽrŽes 1H ˆ 

37¡C en milieu LB avant dÕ•tre ŽtalŽes sur bo”te LB avec lÕantibiotique de rŽsistance 

appropriŽ au plasmide utilisŽ et incubŽes une nuit ˆ 37¡C. 

 

II.2 Mutagen•se du matŽriel plasmidique 

 

La mutagen•se dirigŽe a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ lÕaide du Kit ÇQuickChange Site-Directed 

Mutagenesis KitÈ commercialisŽ par Stratagene. La mŽthode utilise lÕADN polymŽrase 

thermostable Pfu pour rŽpliquer les deux brins du plasmide avec une grande fidŽlitŽ et sans 

dŽplacer les oligodŽsoxyribonuclŽotides de mutagen•se. 

Elle nŽcessite aussi un plasmide double brin superenroulŽ et deux 

oligodŽsoxyribonuclŽotides de mutagen•se portant chacun la mutation ˆ introduire. Les 

oligodŽsoxyribonuclŽotides, chacun complŽmentaire dÕun des deux brins du plasmide, vont 

servir dÕamorces 3ÕOH pour la synth•se de lÕADN par lÕADN polymŽrase, conduisant ˆ un 

plasmide mutŽ aux extrŽmitŽs non religuŽes.  

Le produit de la rŽaction de PCR est ensuite traitŽ avec lÕendonuclŽase Dpn I 

(sŽquence cible 5Õ-Gm6ATC-3Õ), spŽcifique de lÕADN mŽthylŽ et hŽmimŽthylŽ, afin de 

digŽrer lÕADN parental et ainsi sŽlectionner lÕADN nŽosynthŽtisŽ contenant la mutation. En 

effet, lÕADN isolŽ de la plupart des souches dÕE. coli est dam mŽthylŽ et donc susceptible 

dÕ•tre digŽrŽ par DpnI. Une fraction du mŽlange de digestion, contenant lÕADN double brin 

mutŽ, circulaire et coupŽ, est utilisŽe pour transformer des bactŽries DH5# compŽtentes qui 

vont religuer les extrŽmitŽs du plasmide mutŽ et lÕamplifier. Apr•s transformation de 50 #L 

de cellules DH5! compŽtentes par 1 ˆ 5 #L de mŽlange de PCR, les cellules sont cultivŽes 

pendant une nuit sur milieu solide sŽlectif. 

 

II.3 Clonage des ORF 

 

 La technique de PCR permet de rŽaliser lÕamplification dÕun fragment dÕADN 

gŽnomique compris entre deux oligodŽsoxyribonuclŽotides, dont les sŽquences sont 

complŽmentaires aux bordures du fragment dÕADN ˆ amplifier et permet Žgalement de crŽer 

les sites de restriction NdeI et SacI. LÕADN polymŽrase utilisŽe pour la rŽaction est la Pfu. La 

prŽsence et la taille de lÕADN amplifiŽ sont vŽrifiŽes par dŽp™t sur gel dÕagarose 1%. Cet 

ADN est ensuite extrait du gel gr‰ce au kit NucleoSpin (Macherey-Nagel). Cette extraction 
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est basŽe sur lÕutilisation de colonnes Žchangeuses dÕanions, lÕADN Žtant chargŽ 

nŽgativement. Les vecteurs et les inserts sont ensuite digŽrŽs pendant 1h30 ˆ 37¡C par les 

enzymes de restriction NdeI et SacI ˆ raison de 3 unitŽs par µg dÕADN. La formation des 

liaisons phosphodiesters entre les extrŽmitŽs de lÕinsert et du vecteur est catalysŽe par lÕADN 

ligase du bactŽriophage T4. La ligation se fait en prŽsence dÕun exc•s dÕinsert de 3 fois par 

rapport au vecteur linŽarisŽ. Les mŽlanges de ligation sont placŽs dans un bain ˆ 16¡C pendant 

au moins 4H.  

La prŽsence de lÕinsert est vŽrifiŽe par PCR sur colonies en utilisant cette fois-ci la 

Dynazyme.  

 

II.4 Construction dÕune chim•re dsbE N. meningitidis-BP0387 B. pertussis 

 

Chez B. pertussis, le g•ne BP0386 codant la protŽine CcsX semble se trouver en opŽron 

avec les g•nes BP0389, BP0388 et BP0387, nous avons donc rŽalisŽ une chim•re dsbE 

N. meningitidis-BP0387. Cette chim•re est ensuite clonŽe dans le plasmide suicide intŽgratif 

pFUS2. Ce plasmide est utilisŽ pour transformer des cellules S17-1 dÕE. coli permettant la 

transformation du pFUS2 dans la souche RK102 par une technique de conjugaison, le 

plasmide va sÕintŽgrer dans sa totalitŽ ˆ lÕintŽrieur du gŽnome de B. pertussis par 

recombinaison homologue (Figure 68).  
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Figure 68 : SchŽma de la stratŽgie de complŽmentation de B. pertussis. 
(A) ReprŽsentation schŽmatique de la rŽgion du gŽnome de B. pertussis contenant le g•ne ccsX. Le 
g•ne BP086, reprŽsentŽ en rouge correspond au g•ne ccsX.  
(B) Carte du plasmide intŽgratif pFUS2.  
(C) ReprŽsentation schŽmatique de la stratŽgie de complŽmentation utilisŽe.  
 

III  Production et purification des diffŽrentes protŽines 

 

III.1 Production des protŽines recombinantes 

 

Les MsrA de N. meningitidis, sauvage et les diffŽrents variants gŽnŽrŽs, sont produits 

dans la souche d'E. coli BE002 transformŽe par le plasmide recombinant pSKPILBMsrA 

portant lÕORF de la protŽine ˆ produire. Typiquement, quatre litres de LB sont ensemencŽs au 

1/50•me ˆ partir dÕune prŽculture dÕune nuit en milieu LB. Les cultures sont ensuite incubŽes 

pendant 24 heures ˆ 37¡C  en milieu LB sous agitation avec comme antibiotique de rŽsistance 

lÕampicilline (200 mg/l), la spectinomycine (25 mg/l) et la kanamycine (50 mg/l). 

Les cultures des cellules dÕE. coli BL21(DE3), transformŽes avec les vecteurs 

plasmidiques pETDsbE1t, pETDsbE2t, pETapocÕ et pET28bL7/L12, permettant 

respectivement la surproduction des DsbE1t, DsbE2t et du cytochrome cÕ de N. meningitidis 

A 

Plasmide intŽgratif  

B C 
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et de la protŽine L7/L12 dÕE. coli sont ensemencŽes au 1/50•me ˆ partir dÕune prŽculture dÕune 

nuit en milieu LB et incubŽes ˆ 37¡C. LÕantibiotique de rŽsistance est la kanamicyne (200 

mg/ml). A une DO600nm comprise entre 0,6 et 0,8, lÕinduction de la synth•se de lÕARN 

polymŽrase T7 est initiŽe par ajout de 1 mM dÕIPTG et conduit ˆ lÕinduction de la synth•se en 

grande quantitŽ dÕARN messager correspondant ˆ la protŽine recombinante. La culture est 

arr•tŽe de 6 ˆ 18H apr•s induction et apr•s 3H pour le cytochrome cÕ de N. meningitidis. 

Les cellules rŽcoltŽes par centrifugation ˆ 3000 g, sont lavŽes dans du tampon A 

(Saccharose 25%, EDTA 5 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 7,5) puis centrifugŽes et les culots 

cellulaires sont stockŽs ˆ -20¡C. 

 

 III.2 DŽsintŽgration des cellules 

 

Le culot cellulaire issu d'un litre de culture est repris dans 20 ml de tampon de 

purification puis les cellules sont dŽsintŽgrŽes ˆ une tempŽrature de 4¡C ˆ lÕaide dÕun 

sonicateur ou dÕun dŽsintŽgrateur de cellules (Constant Cell Disruption Systems, 

Constantsystems). Les dŽbris cellulaires sont ensuite ŽliminŽs par centrifugation ˆ 12000 g 

durant 45 min. 

 

III.3 Purification  

 

III.3.1 Purification de la MsrA et de la DsbE1t 

 

 III.3.1.1 PrŽcipitation fractionnŽe au sulfate dÕammonium 

 

Le surnageant de sonication est amenŽ respectivement ˆ 50% et 70% de saturation en 

(NH4)2SO4 pour la MsrA et la DsbE1t, et prŽcipitŽ 2H sous lŽg•re agitation ˆ 4¡C. A cette 

concentration en (NH4)2SO4, ces deux protŽines sont prŽcipitŽes, elles sont rŽcupŽrŽes dans le 

culot apr•s centrifugation pendant 45 min ˆ 12000 g. 

 

III.3.1.2 Filtration sur gel 

 

Le culot est repris dans un volume minimum de tampon TE (Tris-HCl 50 mM, EDTA 

2mM, pH 8,0) puis dŽposŽ 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. 
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LÕŽlution se fait gr‰ce au tampon TE et est suivie par la mesure de la DO280nm. L'analyse des 

fractions est effectuŽe par lecture de la DO280/260nm et par Žlectrophor•se sur gel de 

polyacrylamide dŽnaturant (SDS-PAGE, 12,5%). Les fractions contenant la protŽine sont 

ensuite rassemblŽes. 

Cette Žtape permet dÕŽliminer la majeure partie des protŽines contaminantes prŽsentes 

dans le culot de prŽcipitation et une grande quantitŽ dÕacides nuclŽiques. 

 

III.3.1.3 Chromatographie dÕŽchange dÕanions 

 

La solution protŽique issue de la filtration sur gel est filtrŽe puis injectŽe sur une 

colonne Žchangeuse dÕanions Q-SŽpharose (agarose 6% sur laquelle sont greffŽs des 

groupements trimŽthylammonium, Amersham Biosciences) prŽalablement ŽquilibrŽe avec le 

tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 et couplŽe ˆ un syst•me FPLC (Amersham 

Biosciences). LÕŽlution se fait par un gradient linŽaire croissant de KCl de 0 ˆ 200 mM pour 

les MsrA et de 0 ˆ 1 M pour la DsbE1t sous un dŽbit de 5 ml/min. Les MsrA de 

N. meningitidis sont ŽluŽes ˆ environ 50 mM de KCl et la DsbE1t nÕest pas retenue sur la 

colonne.  

Cette Žtape permet dÕŽliminer des contaminants protŽiques et surtout beaucoup 

dÕacides nuclŽiques. 

 

III.3.1.4 Concentration et conservation des protŽines 

 

Les solutions enzymatiques pures sont finalement concentrŽes par ultra-filtration sous 

pression dÕazote ˆ lÕaide dÕune membrane Amicon YM10 jusqu'ˆ une concentration de lÕordre 

de 20-25 DO/mL. Les protŽines sont ensuite prŽcipitŽes en prŽsence de (NH4)2SO4 (50% de 

saturation) et de DTT (50 mM) puis conservŽes ˆ Ð20¡C. La concentration en enzyme dÕune 

solution est calculŽe ˆ partir de la DO mesurŽe ˆ 280 nm en utilisant les coefficients 

dÕextinction molaire thŽoriques dŽterminŽs par la mŽthode de Gill et Von Hippel (Gill et Von 

Hippel, 1989): MsrA de N. meningitidis $ = 26200 cm-1.M-1, DsbE1t N. meningitidis $ = 

14770 cm-1.M-1, DsbE2t N. meningitidis $ = 29700 cm-1.M-1, apocytochrome cÕ N. 

meningitidis $ = 8500 cm-1.M-1. La protŽine L7/L12 ne possŽdant pas de Trp, sa concentration 

est dŽterminŽe par dosage selon la mŽthode de Bradford. 
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III.3.2 Purification de la DsbE2t 

 

Le protocole utilisŽ est sensiblement le m•me que celui utilisŽ pour la DsbE1t, sauf 

que le tampon utilisŽ est un tampon TE, pH 8,5. La prŽcipitation se fait ˆ 65% en sulfate 

dÕammonium. La gel filtration se fait en tampon TE pH 8,5, 150 mM de KCl afin de rŽduire 

les interactions non spŽcifiques et lÕŽchantillon est diluŽ deux fois avant injection sur Q-

sŽpharose afin de diminuer la concentration en sels. Tout comme la DsbE1t, la DsbE2t ne se 

fixe pas sur Q-sŽpharose, la protŽine est donc rŽcupŽrŽe, concentrŽe et conservŽe ˆ -20¡C 

apr•s prŽcipitation au sulfate dÕammonium ˆ 65%. 

 

III.3.3 Purification de lÕapocytochrome cÕ 

 

Le protocole de purification est sensiblement le m•me que celui utilisŽ pour les autres 

protŽines. Dans ce cas, le tampon utilisŽ est un tampon TE pH 8,5, et la protŽine est prŽcipitŽe 

au sulfate dÕammonium ˆ 60%. La protŽine est ensuite dŽposŽe sur colonne gel-filtration 

toujours dans le m•me tampon. Les fractions contenant la protŽine sont rŽcupŽrŽes et injectŽes 

sur Q-sŽpharose. Comme pour les protŽines DsbE1t et DsbE2t, lÕapocytochrome cÕ ne se fixe 

pas sur la colonne. Apr•s cette Žtape, la protŽine nÕest pas encore pure. Une Žtape 

supplŽmentaire de chromatographie hydrophobe est donc rŽalisŽe. Les fractions issues de la 

chromatographie Žchangeuse dÕanions et contenant la protŽine sont amenŽes ˆ une 

concentration finale de 1 M en sulfate dÕammonium. Cette solution est injectŽe sur une 

colonne Phenyl Sepharose (agarose 6% comprenant des groupements phŽnyls, Amersham 

Biosciences) ŽquilibrŽe en tampon TE pH 8,5, (NH4)2SO4 1 M et couplŽe au syst•me FPLC. 

LÕenzyme est ŽluŽe par un gradient linŽaire dŽcroissant de 1 ˆ 0 M en (NH4)2SO4. La protŽine 

est rŽcupŽrŽe, concentrŽe et conservŽe ˆ -20¡C apr•s prŽcipitation au sulfate dÕammonium ˆ 

60%. 

 

III.3.4 Purification de la protŽine L7/L12 

 

   III.3.4.1 Chromatographie dÕaffinitŽ sur complexe Ni2+ (IMAC) 

 

 La protŽine est retenue sur la rŽsine gr‰ce ˆ des interactions spŽcifiques entre les ions 

Ni2+ fixŽs prŽalablement ˆ la rŽsine et la sŽquence His-Tag fusionnŽe du c™tŽ N-terminal. Ces 

interactions sont dues aux propriŽtŽs des His dont le noyau imidazole poss•de un doublet 
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dÕŽlectrons libres (ˆ pH>pKa), portŽ par un atome dÕazote, pouvant former des complexes 

avec les ions mŽtalliques divalents comme le Cu2+ ou le Ni2+. Les ions Ni2+ sont fixŽs ˆ la 

rŽsine qui poss•de des groupements iodoacŽtamides, chŽlateurs dÕions.  

Le surnageant obtenu apr•s dŽsintŽgration des cellules est filtrŽ et injectŽ sur la 

colonne Ni Sepharose HP (5 mL, Amersham Biosciences) couplŽe au syst•me FPLC 

(Pharmacia), prŽalablement ŽquilibrŽe avec le tampon start (Na2HPO4 20 mM, NaCl 1 M, pH 

7,5) en prŽsence de 50 mM dÕimidazole. La prŽsence dÕimidazole d•s le dŽbut de la 

chromatographie a pour but dÕŽliminer la fixation non spŽcifique des protŽines cellulaires, 

tout en assurant la fixation de la totalitŽ de L7/L12. La protŽine est ŽluŽe gr‰ce au tampon 

dÕŽlution (tampon start, 1 M imidazole), lÕimidazole entre en compŽtition avec les cha”nes 

latŽrales des His de lÕŽtiquette His de la protŽine. LÕŽlution est obtenue gr‰ce ˆ un palier 

dÕimidazole ˆ une concentration de 500 mM, et est suivie par la mesure de la DO280nm.  

 

   III.3.4.2 Concentration et conservation des protŽines 

 

 Les fractions contenant L7/L12 pure sont rassemblŽes et concentrŽes par ultrafiltration 

sur membrane Amicon YM10 (limite dÕexclusion 10 kDa). La protŽine L7/L12 est dialysŽe 

contre du tampon Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 afin dÕŽliminer lÕimidazole. La protŽine 

est enfin prŽcipitŽe ˆ 70% de sulfate dÕammonium et conservŽe ˆ -20¡C. 

 

III.4 Contr™le de la puretŽ et de la masse des protŽines purifiŽes 

 

III.4.1 Electrophor•se sur gel (SDS-PAGE) en conditions dŽnaturantes 

 

LÕŽlectrophor•se en conditions dŽnaturantes permet de suivre lÕŽvolution du degrŽ de 

puretŽ de lÕenzyme au cours de chaque Žtape de purification. Les protŽines sont rŽvŽlŽes par 

coloration au bleu de Coomassie R-250. 

 

III.4.2 DŽtermination de la masse molŽculaire par spectromŽtrie de masse 

Žlectrospray en conditions dŽnaturantes 

 

La technique de spectromŽtrie de masse nŽcessitant un Žchantillon dŽbarrassŽ de toute 

trace de sels, 500 #g de protŽines sont dessalŽs sur une colonne de filtration sur gel (HiPrep 

26/10 Desalting, Amersham Biosciences) couplŽe au syst•me FPLC, ou sur une colonne de 
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filtration sur gel PD-10 (BioRad). L'Žlution est rŽalisŽe par un tampon bicarbonate 

dÕammonium 50 mM pH 7,6 fra”chement prŽparŽ. La fraction la plus concentrŽe est rŽcupŽrŽe 

puis lyophilisŽe. 

Les masses molŽculaires des protŽines recombinantes ont ŽtŽ dŽterminŽes au 

laboratoire de SpectromŽtrie de Masse Bio-organique de Strasbourg dirigŽ par le Dr A. Van 

Dorsselaer. L'appareil utilisŽ est un spectrom•tre VG-Bio Q triple quadripole (Micromass). 

 

IV  PrŽparation des substrats sulfoxydes 

 

La synth•se du substrat doublement protŽgŽ Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe est dŽcrite 

prŽcisŽment dans la publication Olry et al., 2004. 

Le produit brut de synth•se est ensuite purifiŽ au laboratoire. Une Žtape de 

chromatographie dÕŽchange de cations sur une colonne SP-SŽpharose couplŽe ˆ un syst•me 

FPLC (Amerscham) a permis de se dŽbarrasser du pyridinium, lÕAcMetSONHMe et 

AcMetNHMe nÕŽtant pas retenus sur la colonne. La colonne est prŽalablement ŽquilibrŽe ˆ 

pH 4,0. Apr•s la sortie des composŽs non retenus, les contaminants fixŽs sur la colonne sont 

ŽluŽs par un gradient rapide en KCl, pH 4,0, de 0 ˆ 100 %. Le produit AcMetSONHMe a 

ensuite ŽtŽ isolŽ par HPLC en phase inverse prŽparative ˆ lÕaide dÕune colonne DeltaPak C18 

(Waters) couplŽe ˆ une cha”ne HPLC (Waters), comme dŽcrit dans Olry et al., 2004. 

 

V Techniques dÕŽtude enzymatique pour la MsrA de N. meningitidis 

 

Toutes nos Žtudes ont ŽtŽ effectuŽes avec des prŽparations enzymatiques rŽduites 

prŽalablement 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 procŽdure 

permet d'obtenir des enzymes ˆ lÕŽtat rŽduit et sans trace de DTT. 

Toutes les expŽriences faisant intervenir de la MetSO ont ŽtŽ rŽalisŽes avec de la D,L-

Met-R,S-SO. Le terme MetSO fait donc rŽfŽrence ˆ ce mŽlange des 4 diastŽrŽoisom•res. La 

majoritŽ des Žtudes enzymatiques ont ŽtŽ rŽalisŽes avec le substrat Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe, 

les Msr prŽsentant une meilleure affinitŽ vis-ˆ -vis de ce substrat. LÕŽtude de la rŽduction de la 

protŽine L7/L12 a nŽcessitŽ la mise au point dÕun protocole dÕoxydation des 3 Met de cette 

protŽine. LÕoxydation se fait en prŽsence de 50% dÕacide acŽtique et 0,1% dÕH2O2 durant 2H 

ˆ tempŽrature ambiante. La protŽine est ensuite dialysŽe en tampon Tris 50 mM, EDTA 
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2 mM, pH 8,0. LÕoxydation des 3 Met de la protŽine L7/L12 a ŽtŽ vŽrifiŽe par spectromŽtrie 

de masse en collaboration avec le groupe du Dr. A. Van Dorsselaer ˆ Strasbourg.  

La concentration en enzyme dÕune solution est calculŽe ˆ partir de la DO mesurŽe ˆ 

280 nm en utilisant les coefficients dÕextinction molaire thŽoriques dŽterminŽs par la mŽthode 

de Gill et Von Hippel (Gill et Von Hippel, 1989): MsrA de N. meningitidis $ = 26200 cm-1.M-

1.  

 

V.1 Dosage des groupements thiols libres par le 5, 5Õ-dinitrobis (2-nitro) benzoate 

(DTNB) 

 

Le contenu en thiols libres de lÕŽchantillon protŽique est dŽterminŽ apr•s incubation ou 

non avec de la MetSO (100 mM, 10 min) et en absence de rŽducteur, en utilisant le DTNB 

dans des conditions non dŽnaturantes (Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0). Le suivi de 

lÕapparition du thionitrobenzoate libŽrŽ (TNB-) est mesurŽ ˆ 412 nm. Les mesures sont 

effectuŽes ˆ deux concentrations en enzyme (7,35 et 14,7 #M correspondant respectivement ˆ 

un $DO412nm/SH libre de 0,1 et 0,2) en prŽsence de 300 #M de DTNB. La quantitŽ de TNB- 

formŽ est calculŽe en utilisant un coefficient dÕextinction molaire de 13600 cm-1.M-1 ˆ 412 

nm.  

 

V.2 RŽcapitulatif des procŽdures dŽcrites dans les publications et manuscrits 

 

Les procŽdures expŽrimentales suivantes sont explicitŽes en dŽtail dans les 

publications Antoine et al., 2006 et Gand et al., 2007 : 

- DŽtermination des param•tres cinŽtiques KM et kcat en prŽsence du syst•me rŽducteur 

Trx/Trx rŽductase/NADPH ˆ l'Žtat stationnaire 

- Spectroscopie de fluorescence des formes rŽduites et oxydŽes de la MsrA de N. 

meningitidis. 

- Mesure de la vitesse de formation du pont disulfure ˆ lÕŽtat prŽ-stationnaire par 

spectroscopie de fluorescence rŽsolue en temps. 

- CinŽtique dÕapparition de lÕAc-L-Met-NHMe par mŽlange rapide rŽsolu en temps. 

- Vitesse de modification des Cys51 et 198 par le 2PDS en fonction du pH. 

- Etude de la vitesse de lÕŽtape rŽductase en fonction du pH. 
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VI  CaractŽrisation biochimique des DsbE1t et DsbE2t 

 

Pour ces deux protŽines, le m•me protocole que celui dŽcrit pour les Msr est utilisŽ 

pour le dosage des groupements thiols libres par le 5,5Õ-dithiobis (2-nitro) benzoate (DTNB), 

pour les spectres de fluorescence des formes rŽduites et oxydŽes des DsbEt ainsi que pour 

dŽterminer la vitesse de modification des deux Cys des DsbEt par le 2PDS en fonction du pH. 

 

VI.1 DŽtermination du potentiel rŽdox des DsbE1t et DsbE2t ˆ lÕŽquilibre avec les 

formes GSH/GSSG 

 

 Le changement dÕintensitŽ de fluorescence (longueur dÕexcitation 284nm) est mesurŽ ˆ 

la longueur dÕonde maximale dÕŽmission (320 nm) gr‰ce ˆ un fluorim•tre Flx Safas. Les 

expŽriences sont rŽalisŽes dans un tampon KPi 100 mM, pH 7,0, 2 mM EDTA dŽgazŽ et 

purgŽ ˆ lÕHe2. Les formes oxydŽes de la DsbE1t et de la DsbE2t (1 #M) sont incubŽes ˆ 30 ¡C 

en prŽsence de GSSG (0,1 mM) et de concentrations variables en glutathion rŽduit (GSH) (0-

180 mM) durant 20 H avant de rŽaliser les spectres dÕŽmission de fluorescence. Les 

concentrations ˆ lÕŽquilibre de GSH et de GSSG sont calculŽes suivant les Žquations 1, 2 et 3.  

 

[GSH] = [GSH]0 Ð 2R[DsbEt]0 (Equation 1) 
 

[GSSG] = [GSSG]0 + R[DsbEt]0 (Equation 2) 
 

R = (F Ð Fox)/(FrŽd Ð Fox) (Equation 3) 
 

[GSH]0 et [GSSG]0 reprŽsentent respectivement les concentrations initiales en GSH et GSSG, 

R est la quantitŽ relative de protŽine sous forme rŽduite ˆ lÕŽquilibre, [DsbEt]0 est la 

concentration initiale en DsbEt sous forme oxydŽe, F reprŽsente lÕintensitŽ de fluorescence et 

Fox et FrŽd les intensitŽs de fluorescence des protŽines sous forme totalement oxydŽe ou 

totalement rŽduite. La constante dÕŽquilibre KŽq est estimŽe gr‰ce ˆ lÕŽquation 4 par une 

analyse des rŽsultats par une rŽgression non-linŽaire. 

 

R = ([GSH]2/[GSSG])/(KŽq + [GSH]2/[GSSG] (Equation 4) 

 

A partir de la constante dÕŽquilibre, et en utilisant le potentiel standard du (EÕ0 GSH/GSSG = 

-0,240 V), le potentiel rŽdox EÕ0 est calculŽ gr‰ce ˆ lÕŽquation de Nernst (Equation 5).  
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EÕ0 = EÕ0GSH/GSSG Ð (RT/nF)ln KŽq (Equation 5) 

 

F reprŽsente la constante de Faraday (23040,612 cal.mol-1.V-1), n est le nombre dÕŽlectrons 

transfŽrŽs (ici n = 2) et RT est le produit entre la constante des gaz parfaits (1,987 cal.K-1.mol-

1) et la tempŽrature absolue. 

   
 VI.2 Spectres de dichro•sme circulaire 

 

Les spectres de dichro•sme circulaire ont ŽtŽ enregistrŽs en utilisant un dichrographe 

CD6 Jobin Yvon, avec une vitesse de mesure de 2 nm/s. Les cuves en quartz utilisŽes 

prŽsentent un trajet optique de 1 mm. Les Žchantillons contiennent 12,5 µM de protŽine en 

tampon Tris 10 mM, pH 8,0. La mesure du spectre dichro•que du tampon est rŽalisŽ en dŽbut 

dÕexpŽrience et les valeurs obtenues sont ensuite soustraites des donnŽes recueillies pour les 

Žchantillons. Deux spectres sont effectuŽs pour chaque mesure et sont moyennŽs pour 

augmenter le rapport signal/bruit. 

 

VII Etude du mŽcanisme des DsbE 

 

 VII.1 Test de rŽduction de lÕapocytochrome cÕ oxydŽ et de la cystine 

 

LÕoxydation de lÕapocytochrome cÕ se fait avec un exc•s de 2PDS (100 #M 

dÕapocytochrome cÕ pour 300 #M de 2PDS) en tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 

8,0. LÕexc•s de 2PDS ainsi que la dithiopyridine formŽe sont ŽliminŽs par passage sur 

colonne de dessalage EconoPac 10 DG (Biorad).  

 La rŽduction de lÕapocytochrome cÕ oxydŽ par les DsbE est suivie gr‰ce ˆ une 

technique basŽe sur la diffŽrence dÕamplitude dÕŽmission de fluorescence entre les DsbE sous 

forme rŽduite et oxydŽe. Ces mesures sont rŽalisŽes ˆ lÕaide dÕun appareil de cinŽtique rapide 

Applied Photophysics SX18MV-R (Leatherhead, UK) (Stopped-flow) ainsi quÕˆ lÕaide dÕun 

fluorim•tre Flx (SAFAS). Dans tous les cas, la concentration en DsbE est de 10 #M et la 

concentration en apocytochrome cÕ oxydŽ varie de 50 ˆ 200 #M et la concentration en cystine 

varie de 100 ˆ 500 #M. Les mesures se font en tampon Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 ˆ 

25¡C. La longueur dÕonde dÕexcitation est fixŽe ˆ 284 nm et un filtre permet de ne mesurer 

que lÕŽmission de fluorescence que lÕŽmission de fluorescence de longueur dÕonde supŽrieure 
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ˆ 320 nm sur lÕappareil de cinŽtique rapide et lÕŽmission de fluorescence est mesurŽe ˆ 340 

nm sur le fluorim•tre.  

Les traces expŽrimentales obtenues sont ajustŽes ˆ lÕŽquation dÕune exponentielle afin 

de dŽterminer les constantes de vitesse correspondantes.  

 

 VII.2 Test de rŽduction des DsbE oxydŽes par la protŽine nDsbD 

 

LÕoxydation des DsbE se fait par ajout dÕun exc•s de DTNB (100 #M de DsbE pour 

300 #M de DTNB) en tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0, pendant 20 min ˆ 

tempŽrature ambiante. LÕexc•s de DTNB ainsi que TNB- formŽ est Žliminer par passage sur 

colonne de dessalage EconoPac 10DG (Biorad).  

La rŽduction des DsbE est suivie gr‰ce ˆ une technique basŽe sur la diffŽrence 

dÕamplitude dÕŽmission de fluorescence entre les DsbE sous forme rŽduite et oxydŽe. Ces 

mesures sont rŽalisŽes ˆ lÕaide dÕun appareil de cinŽtique rapide Applied Photophysics 

SX18MV-R (Leatherhead, UK) (Stopped-flow). La concentration en DsbE est de 10 #M et la 

concentration en nDsbD varie de 50 ˆ 400 #M. Les mesures sont rŽalisŽes en tampon Tris-

HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 ˆ 25¡C. La longueur dÕonde dÕexcitation est fixŽe ˆ 284 

nm et un filtre permet de ne mesurer que lÕŽmission de fluorescence que lÕŽmission de 

fluorescence de longueur dÕonde supŽrieure ˆ 320 nm.  

Les traces expŽrimentales obtenues sont ajustŽes sur une Žquation ˆ une exponentielle afin de 

dŽterminer les constantes de vitesse correspondantes.  

Pour la DsbE2t, une technique supplŽmentaire a ŽtŽ utilisŽe : la DsbE2t oxydŽe (50 

#M) est incubŽe avec la protŽine nDsbD rŽduite (150 #M) en tampon Tris 50 mM, EDTA 2 

mM, pH 8,0 durant 10 min ˆ tempŽrature ambiante. Les deux protŽines sont ensuite sŽparŽes 

par chromatographie Žchangeuse dÕanions, et les groupements thiols libres sont titrŽs au 

DTNB. 

 

VIII Tests de complŽmentation fonctionnelle bactŽrienne 

 

VIII.1  ComplŽmentation chez E. coli 

 

 Pour cette Žtude, la souche dÕE. coli EC29 dŽlŽtŽe du g•ne codant la CcmG est 

utilisŽe. Cette souche a ŽtŽ transformŽe par les plasmides pRJ3290, contenant lÕORF codant 

pour le cytochrome c550 de B. japonicum, et pEC210, contenant les ORF codant pour la 
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CcmG dÕE. coli ou une des trois DsbE putative de N. meningitidis. Ces cellules sont cultivŽes 

en milieu minimum contenant des nitrites (voir paragraphe I.3.4, page 153) et en anaŽrobiose. 

Lorsque la DO600nm atteint 0,1 DO, les cultures sont induites avec 0,2% dÕarabinose, ce qui 

permet la transcription de lÕORF portŽe par le plasmide pRJ3290. Les cultures sont ensuite 

incubŽes durant 24 H ˆ 37¡C puis centrifugŽes ˆ 4000 g pendant 20 min. 

 

  VIII.1.1 Fractionnement subcellulaire 

 

 Ce fractionnement subcellulaire est rŽalisŽ afin de ne rŽcupŽrer que la fraction 

pŽriplasmique. Les culots cellulaires sont dans un premier temps lavŽs avec du tampon Tris-

HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, puis repris dans 5 mL de tampon SET (Sucrose 0,5 M, 

Tris-HCl 200 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3). Ensuite, 15 mg de lysozyme sont ajoutŽs et le tout 

est incubŽ pendant 30 min ˆ 37¡C. La fraction pŽriplasmique est rŽcupŽrŽe apr•s 

centrifugation ˆ 9000 g pendant 30 min.  

 

  VIII.1.2 Technique de coloration de lÕh•me 

 

 La concentration de protŽine pŽriplasmique est dŽterminŽe par un dosage avec le 

rŽactif de Bradford. 20 µg de protŽines sont dŽposŽs sur un gel SDS-PAGE ˆ 15%. Apr•s 

migration, le gel est incubŽ pendant 10 min dans une solution de TCA 10% puis lavŽ 

abondamment ˆ lÕeau. La coloration de lÕh•me se fait gr‰ce au rŽactif o-dianisidine : 20 mg 

dÕo-dianisidine sont dissous dans du mŽthanol auxquels sont ajoutŽs 20 mL de tampon 

trisodium citrate 50 mM, pH 4,4. Le tout est incubŽ durant 20 min dans le noir. La rŽvŽlation 

se fait par lÕajout de 0,7% dÕH2O2 pendant 1 H.  

 

 VIII.2 ComplŽmentation chez B. pertussis 

 

 Pour cette Žtude, la souche RK102 de B. pertussis, dŽlŽtŽe du g•ne codant la CcsX est 

utilisŽe. Les souches de B. pertussis sont cultivŽes sur des bo”tes Bordet-Gengou au sang. 

Pour rŽaliser les tests de complŽmentation chez B. pertussis, nous avons utilisŽ une approche 

basŽe sur la recombinaison homologue. Pour permettre la recombinaison homologue, il est 

nŽcessaire de rŽaliser une construction chimŽrique en fusionnant au g•ne codant la DsbE de 

N. meningitidis une partie de lÕADN gŽnomique de B. pertussis (paragraphe II.4 page 155). 

Cette construction chimŽrique est clonŽe dans le plasmide intŽgratif pFUS2. Les cellules S17-
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1 dÕE. coli sont transformŽes par ce plasmide (Figure 69). Ces cellules sont utilisŽes pour 

rŽaliser lÕŽtape de conjugaison avec les cellules RK102 de B. pertussis. La conjugaison se fait 

sur milieu Bordet-Gengou au sang contenant 10 mM de MgCl2 sans antibiotique. La moitiŽ 

dÕune nappe de B. pertussis est prŽlevŽe ˆ lÕaide dÕune šse stŽrile et ŽtalŽe sur la bo”te Bordet-

Gengou, 10 mM MgCl2 dans un cercle de 3-4 cm de diam•tre afin de former un Ç patch È. 

Environ 10 colonies de cellules S17-1 sont mŽlangŽes au Ç patch È de B. pertussis (respecter 

les proportions dÕenviron trois fois plus de cellules rŽceptrices que de cellules acceptrices). 

Apr•s environ 5 H dÕincubation, 1/3 du Ç patch È est prŽlevŽ et ŽtalŽ sur milieu Bordet-

Gengou contenant de la gentamycine (15 #g/mL), pour sŽlectionner le plasmide pFUS2, et de 

lÕacide nalidixique (50 #g/mL) permettant dÕŽliminer les cellules S17-1 dÕE. coli et de ne 

sŽlectionner que les cellules RK102 de B. pertussis. Les colonies apparues sont ŽtalŽes sur 

milieu Bordet-Gengou contenant de la gentamycine (15 #g/mL) et de lÕacide nalidixique (50 

#g/mL) et lÕinsertion du plasmide dans le gŽnome de B. pertussis est vŽrifiŽe par PCR ˆ lÕaide 

dÕun couple dÕamorce (pFUS2/DsbE). 

Figure 69 : ReprŽsentation schŽmatique du protocole de conjugaison entre les cellules dÕE. coli 
et des cellules de B. pertussis.  
 

 LÕactivitŽ oxydase est testŽe gr‰ce au rŽactif TMPD sur des colonies striŽes sur une 

membrane de nitrocellulose. Cette membrane est ensuite trempŽe dans une solution de TMPD 

1% pendant environ 1 min. Si une coloration bleue appara”t, alors le test oxydase est positif.  
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