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LISTE DES ABREVIATIONS

1-Cys-Srx : sulfirédoxine a une Cys

2-Cys-Prx : peroxyrédoxine a 2 Cys typique

2-Cys-Srx : sulfirédoxine a deux Cys

€ : coefficient d'extinction molaire

A. thaliana : Arabidopsis thaliana

Cp : Cys peroxydatique des 2-Cys-Prx typiques.

Cr : Cys de recyclage des 2-Cys-Prx typiques.

Cys-Gpx : glutathion-peroxydase a Cys catalytique

DO xum : absorbance a "X" nm

DTT : dithiothréitol

E. coli : Escherichia coli

ERA : espece réactive de 1’azote

ERO : espece réactive de I’oxygene

FADH, : flavine adénine dinucléotide (forme réduite)

FPLC : chromatographie liquide moyenne pression

GR : glutathion réductase

Grx : glutarédoxine

GSH : glutathion réduit

GSSG : glutathion oxydé

HPLC : chromatographie liquide haute pression

HsPrx : peroxyrédoxine d’Homo sapiens

HsSrx : sulfirédoxine d’Homo sapiens

IPTG : isopropyl B-D-thiogalactopyranoside

kipp : constante de vitesse de libération de I’ADP

Kobs : constante de vitesse observée

ks : constante de vitesse a 1’état stationnaire

Kssmax : constante de vitesse maximale a 1'état stationnaire

krex : constante de vitesse de réduction par la Trx

Ky : constante de Michaelis

LB : milieu de culture Luria Bertani

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme réduite
NADP : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme oxydée
NOX : NADPH oxydase

NEM : N-¢thylmaléimide

PAGE : électrophorese en gel polyacrylamide

PKapp : pK apparent

PM : poids moléculaire

Prx : peroxyrédoxine

PrxCp—SOH : peroxyrédoxine dont la Cys Cp est oxydée sous forme acide sulfénique
PrxCp—SO,H : peroxyrédoxine dont la Cys Cp est oxydée sous forme acide sulfinique

PrxCp—SO-S—CSrx : complexe formé entre les protéines sulfirédoxine et Prx, liées par une
liaison thiolsulfinate

PrxCp—S—S—CrPrx : Prx oxydée sous forme pont disulfure intermoléculaire

RTK : récepteur a activité Tyr kinase

S. cerevisiae : Saccharomyces cerevisiae

ScSrx : sulfirédoxine de S. cerevisiae



SDS

SOD

SOH

SO,H

SOs;H

S. pombe

Srx

TCA

Tris

Trx

TrxR

Tsal
TsalCp—SOH
Tsal CP—SOZH
TsalCp—S—S—CrTsal

Les abréviations internationales utilisées pour désigner les acides aminés (nomenclature a 3

: sodium dodécyle sulfate

: superoxyde dismutase

: acide sulfénique

: acide sulfinique

: acide sulfonique

: Schizosaccharomyces pombe

: sulfirédoxine

: acide trichloroacétique

: tris(hydroxyméthyl)aminométhane

: thiorédoxine

: thiorédoxine reductase

: 2-Cys-Prx typique majeure de S. cerevisiae

: Tsal dont la Cys Cp est oxydée sous forme acide sulfénique
: Tsal dont la Cys Cp est oxydée sous forme acide sulfinique
: Tsal oxydée sous forme pont disulfure intermoléculaire

lettres ou a une lettre) ne sont pas incluses dans cette liste.
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INTRODUCTION

Préambule

La signalisation cellulaire est un processus caractéris¢ par une série d'événements qui
permettent aux cellules de communiquer ou de répondre a une situation physiologique
particuliére en recevant et en exécutant des messages. La signalisation redox se référe a un
processus dans lequel une concentration physiologique d’espéces réactives de l'oxygeéne
(ERO) ou de l'azote (ERA) modifie des cibles cellulaires d'une maniére réversible, permettant
de déclencher une réponse. La concentration de ces espeéces oxydantes est "physiologique"
dans le sens ou elle doit étre inférieure au niveau auquel les biomolécules subissent des
dommages (1).

En effet, il est actuellement admis que, a des concentrations suffisamment faibles,
certaines ERO peuvent jouer le role de molécules qui communiquent aux cellules ou au
microenvironnement subcellulaire des modifications de conditions redox afin de transmettre
des messages spécifiques (2,3). Le message peut étre transmis directement, comme c’est le
cas chez les micro-organismes, ou indirectement. Dans les cellules de mammiferes, des
exemples montrent que des stimuli extérieurs tels que 1’insuline (4), I’EGF (epidermal growth
factor) (5) ou le TNF-a (tumor necrosis factor) (6,7), sont a I’origine de la production
transitoire de peroxyde d'hydrogene (H,O,) agissant comme un second messager.
L’identification de processus de signalisation qui dépendent des conditions redox locales a
conduit a une redéfinition de la notion du stress oxydant, initialement décrit comme "trouble"
de la balance pro-oxydant vs antioxydant, vers "une perturbation de la signalisation et de
I’homéostasie redox" (8). Au niveau moléculaire, des mécanismes ont ainsi évolué pour
détecter les changements locaux des conditions redox et convertir ces informations en
événements agissant sur des voies de signalisation spécifiques (stimulation ou inhibition).

Ce type de signalisation implique I’existence d’¢léments jouant le rdle de
« commutateur/détecteur redox », réversibles, interagissant avec différents types de protéines
telles que des récepteurs, facteurs de transcription, kinases ou phosphatases. Une famille de
peroxydases a thiol, dite peroxyrédoxine (Prx) joue un rdle central dans la régulation des
effets cellulaires du peroxyde d’hydrogeéne, en tant qu’enzymes de détoxification,
qu’effecteurs de signalisation ou protéines chaperon. Elles possédent en outre une propriété
unique de suroxydation de la Cys catalytique en acide sulfinique, qui constitue un mécanisme
de régulation de leurs fonctions. Ce mécanisme est régulé par une enzyme ATP-dépendante
spécifique, la sulfirédoxine (Srx), possédant une activité sulfinyl réductase unique. La
compréhension détaillée de [I’enzymologie du systeme Peroxyrédoxine/Sulfirédoxine

(Prx/Srx) et de ses connexions avec les systemes cellulaires redox majeurs, thiorédoxine (Trx)
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et glutathion (GSH) apparait primordiale pour identifier les points clés de régulation de ce
systéme, permettant ainsi, de comprendre son impact biologique, notamment dans 'adaptation
a des conditions pathologiques ou au cours des processus de vieillissement.

L’introduction de mon travail de thése se divise en trois parties : dans un premier
temps, je présenterai les différentes ERO, en mettant I’accent sur le peroxyde d’hydrogene. Je
détaillerai également dans cette premiére partie les différentes sources des ERO en illustrant
leurs contributions (ou non) dans la signalisation cellulaire. Dans la deuxiéme partie, je
décrirai les cibles protéiques des ERO, puis quelques exemples de systémes redox impliqués
dans la signalisation cellulaire. Enfin, dans la troisieme partie, je présenterai I’état des
connaissances actuel sur le systeme Prx/Srx.

Suite a cette partie introductive, je présenterai les objectifs de mes travaux de
recherche, ainsi que la stratégie adoptée pour répondre a ces questions.

La partie Résultats & Discussion est divisée en trois volets distincts. Nous avons, dans
la premiére partie, déterminé les données cinétiques des différentes étapes d’oxydation et de
suroxydation de la Cys catalytique d’une classe majeure de peroxyrédoxine de levure, premier
¢lément de régulation du systéme Prx/Srx. Dans le second chapitre, nous avons étudié¢ la
premicre étape du mécanisme catalytique de Srx dans le but d’identifier les facteurs
moléculaires a I’origine de la faible constante catalytique de la Srx. Dans la troisiéme partie,
nous avons entrepris 1’étude du mécanisme de recyclage des Srx par une approche in vitro et
in vivo dont les résultats impliquent le role du systéme GSH/Glutarédoxine (Grx) pour les Srx
a une Cys (Srx de mammiferes et de plantes), et du systéme Trx pour les Srx a deux Cys (Srx
de levures).

Enfin, une Partie « Matériel & Méthodes » est présentée en fin de ce manuscrit.
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I. Les especes reactives de I’oxygene et de I’azote impliquées dans les

voies de signalisation redox
Les ERO et ERA sont actuellement considérées non seulement comme des coproduits
de la respiration aérobie, potentiellement toxiques, mais également comme des médiateurs

essentiels dans la signalisation cellulaire redox.

1. Les espéces réactives de I’oxygene
Les principales ERO produites par les cellules sont : I’anion superoxyde (O,"), HyO»,
le radical hydroxyle (HO") et 'oxygéne singulet ('O») (Figure 1 page 5). Leur réactivité vis-a-
vis des composants cellulaires conduit a la formation d'autres radicaux et d'oxydants, tels que
les peroxydes lipidiques, le peroxynitrite (ONOQO"), 1’acide hypochloreux (HOCI) et d'autres
biomolécules oxydées impliquant des protéines, acides nucléiques et les glucides.
Dans cette partie, j’ai veillé a illustrer les ERO potentiellement candidats a la

signalisation cellulaire redox en se fondant sur leur réactivité, taille, charge et diffusibilité.

|Oxydalion des proleines a centres Fe-S|

i

[+]

{Monoxyde d" azole)
NOo
ONOO- .
{peraxymitrite) {anion

Nitrosation des prme'nes|

Cibles des ERO

Hy

{peroxyde d- roxyle)

Oxydation des proleines a cenires Fe-S : Peroxidation Epidique
Oxydation des metallo-enzyme Myeloperoxidase Oxydation de FADN
Oxydation des proteines a Cys , Met Cxydation des sucres
Cxydation des proléines
HOOI
{acide hypochleureux)

Figure 1 : Origine et effets biologiques des ERO.

H>0, est issu majoritairement de la dismutation de O,", qui est lui-méme issu d’une réduction mono-
électronique de O, catalysée par des enzymes telles que ; les NADPH oxydases, p66™ etc. H,O, en
présence de Fe’* peut entrainer la formation du radical hydroxyle via la réaction de Fenton. La forte
réactivité des ERO renforce leur toxicité tout en diminuant leur potentiel réle de messager secondaire
dans la signalisation cellulaire, comme c’est cas d’OH qui est trés réactif et réagit de fagon non
spécifique avec toutes les biomolécules. H,O, réagit modérément avec les centres [Fe-S]. En
revanche, sa réactivité avec les résidus Cys peut varier de maniere significative en fonction de
l'environnement protéique. (Adaptée de d'Autréaux et, al., 2007 (9)).
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a) Leradical anion superoxyde

L’0;" est le produit de la réduction mono électronique du dioxygeéne. Cette réaction
est catalysée par des enzymes comme par exemple les NADPH oxydases (NOX) ou des
protéines de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 1 page 5) (cf. § 2 page 9).

Dans la cellule, O, évolue par dismutation en H,O, et O,, de fagon spontanée ou
catalysée par les superoxyde dismutases (SOD) (équation 1), avec dans ce cas une constante
de vitesse extrémement élevée (~10° M s, qui est donc limitée par sa vitesse de diffusion
9).

Equation 1 : 0, + 0," + 2 H — H,0, + O,

Il est a signaler que O, peut réagir avec les thiols in vitro, mais avec des constantes
de vitesses faibles (< 10> M's (11)), ce qui signifie que ces réactions ne peuvent se produire
in vivo, face a la réactivité des SOD (12). Ainsi, dans les cellules d’Escherichia coli (E. coli),
la concentration de O,” a 1'état stationnaire est trés faible (~ 10" M) (3), probablement en
raison de sa forte réactivité avec les protéines a centre [Fe-S]' et des réactions de dismutation.
Cependant, le radical O, peut réduire le Fe’" en Fe**, ce qui peut contribuer a la production
de OH' toxique via la réaction de Fenton (cf. § b) page 6)

Malgré sa charge négative, de récentes études ont montré que O, peut diffuser a
travers la membrane via des canaux ioniques (13). En particulier, 'anion superoxyde a été
montré jouer un role de premier plan dans les bactéries comme activateur du facteur de
transcription SoxR (protéine a centre [Fe-S]), et par conséquent, étre impliqué dans
I’induction de plusieurs enzymes antioxidantes (14). De plus, 'action de signalisation de O,”
peut également étre indirecte via la réaction avec 'oxyde nitrique (NO") et de la formation
consécutive du peroxynitrite (équation 2).

Equation 2 : 0," + NO'— ONOO"

b)  Le peroxyde d’hydrogéne
H,0,, communément appelé eau oxygénée, est une petite molécule non chargée, dont
la production provient principalement de la dismutation de O,"~, spontanée ou catalysée par
les SOD. La toxicité de H,O, est essentiellement la conséquence de sa réduction en OH' via la

réaction de Fenton en présence de Fe** (Figure 1 page 5, équation 3).

Equation 3 : Fe’* + H,0, —» Fe'" + OH + OH"

1. Les structures les plus courantes sont composés de [2Fe-2S] et [4Fe-4S]. Les centres fer-soufre sont
généralement coordonnés par des résidus Cys ou His.
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Cependant, H,O, est un oxydant relativement faible (potentiel redox ~ 0,32 V). Il
réagit modérément avec les protéines a centre [Fe-S] (constantes de vitesse de ~ 104 10° M
's™). En revanche, sa réactivité avec les résidus Cys peut varier de maniére significative en
fonction de I’environnement protéique de la Cys, et atteindre des valeurs de 10 a 10’ M™.s™,
notamment dans les Prx (15). Comparé a d'autres ERO, H,O,; est relativement stable (temps
de demi-vie de quelques ms, concentration cellulaire moyenne de I’ordre de 10”7 M). Non
chargé, H,O, peut également traverser les membranes via des aquaporines, permettant a la
molécule de diffuser d'un compartiment a un autre (16,17). H,O, apparait donc comme le
candidat le plus susceptible de jouer un role de second messager dans les processus de
signalisation cellulaire, ses effets biologiques pouvant varier en fonction de sa concentration

intracellulaire locale, allant de la prolifération cellulaire a I’apoptose (Figure 2 page 5) (18).

ROS

0, = O,;” = H,0, = OH" = H,0

Redox potentiel (V) 0.94 0.32 231

Ty (sec) 1078 10 10~

In vivo

Concentration (M) 10-10 10 7] 10"

‘-Cellular effect

f T 1
108 10°¢ 10
Proliferation Growth arrest  Apoptosis

Figure 2 : Réduction du dioxygene et les principales ERO.

L'oxygene existe sous différents états d’oxydation dans la cellule, allant de 0 (O,) a —II (H,0). Les
ERO ont des propriétés différentes, comme leur potentiel redox, leur temps de demi-vie et leur
concentration intracellulaire. Parmi les ERO, H,0, est le moins oxydant et le plus stable. Ses effets
biologiques peuvent varier en fonction de sa concentration intracellulaire locale comme illustré dans
la partie inférieure de la figure. (D’ apres M. Giorgio et al., 2007 (18)).

¢)  Les hydroperoxydes
De méme nature que H,O,, les hydroperoxydes lipidiques pourraient jouer un rdle
dans la signalisation redox en agissant sur des protéines spécifiques. Les enzymes cyclo-
oxygénases (COX) et lipoxygénases (LOX) jouent un rdle important dans la formation
d'hydroperoxydes, qui a leur tour, vont stimuler 1’expression de ces enzymes, conduisant a

une amplification du processus (1,19). Par exemple, une étude récente conduite sur des
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cellules de souris a montré que les hydroperoxydes produits par la LOX-12/15 pouvaient
inactiver les protéine tyrosine phosphatases (PTP) par oxydation de la Cys catalytique, avec
pour conséquence une augmentation de la signalisation de la voie des récepteurs a activité

tyrosine kinase (20).

d)  L'oxygeéne singulet

'0, est une forme électroniquement excitée de l'oxygéne qui peut réagir et modifier
plusieurs résidus acides aminés tels que la Tyr, la Met, I’His, le Trp et la Cys. La forte
réactivité de 'O, et son temps de demi-vie réduit peuvent cependant, limiter son action
comme messager dans la signalisation cellulaire. Néanmoins, chez les plantes, 'O, issu d’un
transfert d’énergie entre les formes photo-excitées de la chlorophylle et I’oxygéne dans les
chloroplastes, constitue une voie de signalisation vers le noyau (21). De plus, les
hydroperoxydes lipidiques résultant de l'action de 'O, sur des lipides insaturés peuvent
¢galement servir de médiateurs dans la signalisation cellulaire dans des cellules de

mammiferes (22).

e)  L'oxyde nitrique

Parmi les espéces réactives de 1’azote, I’oxyde nitrique (NO) occupe une position
centrale. Dans les cellules, NO™ est généré par I'enzyme oxyde nitrique synthase (NOS). Bien
que le mode d’action de NO" en tant que médiateur le mieux décrit implique I’activation de la
guanylate cyclase soluble, qui catalyse la formation du second messager GMPc (guanosine
cyclique-3’-5’-monophosphate), il existe actuellement de plus en plus de preuves que NO
contribue également a la régulation de la fonction des protéines par nitrosation.

En effet, le NO" peut réagir directement avec les thiols des résidus Cys pour donner
I’intermédiaire radical R-S-N-O-H (équation 4), qui a son tour réagit avec l'oxygéne
moléculaire, pour donner O, et un groupement nitrosothiol (RS-NO) (équation 5). O," peut
également réagir avec NO' pour former du peroxynitrite (équation 6) (23). En outre, la
formation de S-nitrosothiols & partir de NO' peut également étre catalysée en présence de

métaux.

Equation 4: R-SH + 'NO — R-S-'N-O-H
Equation 5: R-S-'N-O-H + O, — R-S-N=0 + O," + H'
Equation 6 : 0, + 'NO — ONOO
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En général, de faibles concentrations de NO' favorisent la survie et la prolifération
cellulaire, tandis que des niveaux plus élevés favorisent l'arrét du cycle cellulaire, la

sénescence et 'apoptose (24).

/] H,0;, source d’autres ERO

(1)  Leradical hydroxyle
Le radical hydroxyle (OH") est le plus réactif des ERO et réagit avec toutes les
biomolécules (ADN, proté€ines, lipides, sucres) de fagon non spécifique. Il peut étre généré
dans la cellule par dissociation du peroxynitrite, par coupure homolytique d’H,O,, ou par la
réaction de Fenton en présence de Fe** ou de Cu’ (équation 3). Cependant, son temps de
demi-vie extrémement faible (10™ s) limite son action aux cibles présentes en son site de
production. De fait, ces caractéristiques impliquent que cette molécule ne peut pas jouer le

role de messager secondaire dans la signalisation cellulaire redox.

(2)  L’acide hypochloreux
L’acide hypochloreux (HOCI) est généré par la myéloperoxydase des cellules
polynucléaires neutrophiles, a partir du peroxyde d’hydrogene lors de la réponse

inflammatoire, notamment en réponse a une infection (équation 7).

Equation 7 : H,0, + CI' — HOCI + OH

HOCI est un agent oxydant puissant qui peut réagir avec différentes biomolécules, qui
sont essentiellement les groupements thiols et Thio éthers (tels que les méthionines) et les
protéines a centre [Fe-S]. En particulier, HOCI réagit avec le GSH et l'ascorbate avec des
constantes de vitesse supérieures a 10’ M st et 10°M s respectivement (25). Winterbourn
et coll, ont montré que de faibles doses de HOCI pouvaient induire des cascades de
phosphorylation par la voie des MAP kinases (26), suggérant ainsi un role de messager

cellulaire pour cette molécule.

2. Sources cellulaires des ERO
Dans ce paragraphe, sont décrites les sources majeures de O, et H,O,, dont la

contribution a un événement de signalisation a été proposé.
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a) La membrane cellulaire et subcellulaire

La NADPH oxydase (NOX) a d'abord été identifiée dans des cellules phagocytaires
telles que les neutrophiles et les macrophages, au cours d’un processus qui correspond a une
consommation soudaine et considérable de O, conduisant a la production d’ERO pour
neutraliser les agents pathogeénes. Les NOX sont des enzymes membranaires qui catalysent le
transfert d'un électron a partir du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
(NADPH) a travers la membrane cellulaire via le cofacteur FAD et deux groupements hemes
pour générer O," dans le compartiment externe (27). Aprés dismutation de O,", H,O, est
produit et peut diffuser a travers la membrane vers I’espace interne (Figure 3 page5).
Cependant, la présence de ce type d’enzyme ne se limite pas aux cellules engagées dans la
réponse immunitaire innée, puisque des homologues distincts ont été identifiés dans plusieurs
tissus (28,29), suggérant le role spécifique de cette enzyme dans la signalisation cellulaire
redox. En effet, une wvariété de signaux extracellulaires (EGF, PDGF, Insuline,
lipopolysaccharide...etc.) stimulent la production d’H,O, via l'activation des NOX et
conduisent a une réponse cellulaire spécifique, comme la prolifération, la migration ou la
réponse immunitaire.

L’activité des NOX nécessite une sous-unité catalytique, dont il existe sept iso formes
humaines connues (NOX1-5, DUOX1 et DUOX2). De plus, la formation d’un complexe actif
requiert également l'association avec un ensemble de protéines cytoplasmiques co-activatrices
ou de calcium au niveau du domaine intracellulaire (Figure 3 page 11). La classe des DUOX
possede en plus des NOX1-5, un domaine extracellulaire possédant une activité peroxydase.

Les complexes NOX sont largement distribuées dans plusieurs tissus, et leur
emplacement ne se limite pas a la membrane plasmique, puisqu’on en trouve également dans
des organites intracellulaires tels que le réticulum endoplasmique (ER), le noyau et les
mitochondries, suggérant que cette classe d’enzymes est impliquée dans différentes voies de
signalisation en fonction du type cellulaire et de leur localisation intracellulaire. La spécificité
de la signalisation pourrait aussi €tre associé¢e a la localisation des NOX dans des régions
particuliéres de la membrane via des radeaux lipidiques, permettant la production ciblée
d’H,O, dans des micro-domaines cellulaires (1). La formation d’endosomes suite a la
stimulation d’un complexe NOX par un facteur de croissance ou une cytokine constituerait un
autre mécanisme permettant d’assurer la production ciblée de ROS au sein de

« redoxosomes » (30).
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NOX1 | NOX5

NOX2 DUOX1
NOX3 | DUOX2
NOX4 | ey

Coactivator
proteins

Figure 3 : Formation de l'anion superoxyde par les NADPH oxydases.

La sous-unité catalytique de chacune des deux iso formes des NOXs (NOX 1-4 et NOX5, DUOXI-2)
est caractérisée par un domaine transmembranaire constitué de 7 hélices «, qui portent un site de
fixation pour deux groupements prosthétiques a heme. La partie C-terminale intracellulaire fixe deux
cofacteurs, le FAD et le NADPH. Les électrons issus de [’oxydation du NADPH sont transportés a

travers la membrane jusqu’aux groupements pour former Oy . L’activation de ces enzymes requiert la

fixation de co-activateurs protéiques pour NOX 1-4 et Ca’" pour DUOX 1-2 et NOXS5. L’ion Oy~
formé se dismute en H,O, qui diffuse a travers la membrane vers le cytosol pour réguler [’activité de
protéines cibles impliquées dans la signalisation. (D apres Paulsen et al., 2009 (27)).

b)  La mitochondrie

La chaine mitochondriale de transport des €lectrons (ETC : electron transport chain)
permet le transport des électrons a travers quatre complexes protéiques (I a IV) vers 1'oxygene
moléculaire, permettant ainsi la création d'un gradient de protons a travers la membrane
mitochondriale interne. L'énergie de ce gradient est mise a profit pour produire la source
primaire d'énergie cellulaire, 1I’ATP. Cependant, les ¢électrons peuvent s’échapper
prématurément de I'ETC en amont du complexe IV, aboutissant a la réduction monovalente
de I'oxygéne et la production de O;".

En outre, d'autres complexes enzymatiques pourraient étre impliqués dans la
production de 1’anion superoxyde dans les mitochondries, comme par exemple les complexes
déshydrogénases. En particulier, il a ¢ét¢ montré que le complexe a-kétoglutarate

déshydrogénase catalyse la production de O, dans les mitochondries (31).

11
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Bien que la production non contrdlée par I'ETC ou par les complexes déshydrogénases
soit une source intracellulaire majeure de O," (32), certains des signaux cellulaires peuvent
aussi stimuler la production de O, dans les mitochondries. En particulier, I’enzyme p66°™,
récemment identifiée dans l'espace intermembranaire des mitochondries, agit comme un
régulateur de la mort cellulaire via la formation d’ERO. Cette protéine transfére directement
les électrons a I’oxygéne moléculaire pour donner O,", source d’H,0, (Figure 4 page 12) qui

hc -
6SC

agit en tant que molécule de signalisation et induit I'apoptose (33). La protéine p66™" joue

ainsi le role de déterminant génétique de la durée de vie chez les mammiferes (34).

H,O,
] ——  Cytosol
QRRROCOCCO0000O0C0O00OCEO00OM POOOCC
R
HHHHRRRBRGRRRHRI Rttt B
Intermembrane
SR 0, 0,- —=HO

pGGShC
1
ik

11l Y
Electron transport chain / /

Permeability
transition pore

Figure 4 : p66™™ génére des ERO pro-apoptotiques dans les mitochondries.
En réponse d un stress oxydatif ou & un rayonnement UV, p66°° se transloque dans ’espace

intermembranaire mitochondrial, et génére O, et H,O, Ce dernier, peut diffuser a travers la
membrane mitochondriale externe vers le cytosol ou il peut moduler l'expression de différentes
protéines de 1'arsenal antioxydant. HO, produit par p66™ stimule également l'ouverture de pores
contrélant la perméabilité de la membrane mitochondriale, provoquant par conséquent ['apoptose.
(D’apres Paulsen et al., 2009 (27)).

De fagon analogue, le modulateur 1 des ERO (Romol) est une protéine
mitochondriale pouvant moduler la production des ERO associé¢e au complexe III de ’ETC
(35) et jouer un role dans la mort cellulaire par apoptose sur des cellules humaines (36,37).

Il est important de noter que les mitochondries sont a la fois des producteurs et des

consommateurs d’H,O, contenant un arsenal d’enzymes antioxydantes, incluant des Prx et

12
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des glutathion peroxydases (Gpx) (1). La concentration résultante d’H,O, libérée par les

mitochondries est donc étroitement régulée par la balance production vs élimination.

¢)  Les peroxysomes

Chez les mammiferes, les peroxysomes sont des organites impliqués non seulement
dans le catabolisme cellulaire (38), mais aussi dans des voies de biosynthése. Outre leurs rdles
essentiels notamment dans la - et a-oxydation des acides gras ou le métabolisme des acides
aminés, ces organites ont également un rdle important dans la production des ERO, en
particulier H,O,. En effet, plusieurs enzymes des voies métaboliques peroxysomales génerent
des ERO comme sous-produits, comme les oxydases telles que ’acyl-CoA oxydase, la D-
amino-acide oxydase, la L-a-hydroxy-acide oxydase et la xanthine oxydase. En particulier, la
xanthine oxydoréductase (XOR) convertit ’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide
urique, avec production concomitante d’H,O,, ou O,

D’autre part, les peroxysomes contiennent des enzymes antioxydantes telles que les
catalases, la superoxyde dismutase a centre cuivre-zinc (SOD1), la glutathion S-transférase
microsomale (GST) et une classe de Prx (Prx 5), de sorte que, comme dans les mitochondries,
il existe un équilibre entre la production et I’¢élimination des ERO. Néanmoins, il a été montré
que 20 a 60 % d’H,0O, produit diffuse dans le cytosol, indiquant que ces organites sont
potentiellement des sources importantes de ROS cellulaire. Le lien entre cette source d’ERO
et la signalisation redox a été établi pour la voie du facteur de transcription NF-xB dans des

cellules cos-1 (39).

d)  Leréticulum endoplasmique

Au sein de ce compartiment, la formation des ponts disulfures dans les protéines
nouvellement synthétisées est catalysée par une réaction d’échange de ponts disulfures, par
les enzymes de la famille des protéine-disulfure isomérases (Figure 5 pagel4). A I’issue de ce
processus, ces enzymes doivent €tre ré-oxydées. Plusieurs mécanismes de recyclage ont été
identifiés, impliquant notamment la sulfhydrile oxydase ou thiol oxydase (SOX) EROI, une
flavoprotéine qui utilise 1'oxygéne moléculaire en tant qu’accepteur final d’électrons,
conduisant a la production d’H,O, (40). Une autre famille de SOX, les Quiescin-sulthydryl
oxydase (QSOX) peut catalyser directement l'oxydation des thiols en disulfures avec
production concomitante d’H,O, (Figure 5 page 14).

De fagon intéressante, il a été montré récemment qu’une classe de Prx localisée dans
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le RE (Prx4), pouvait également catalyser la ré-oxydation de la PDI, en présence d’H,O,.

S—S

Figure 5 : Les différentes voies de formation de novo des liaisons ponts disulfures.

OSOX contrairement a Erol et Prx4 (PRDX4), n’oxyde pas la PDI mais oxyde directement leurs
substrats. EROI et QSOX sont des sulfhydriles oxydases qui utilisent la réduction de l'oxygene dans la
formation de liaisons disulfures via un mécanisme d’oxydation du groupement FADH,. La forme
réduite des molécules est indiquée en rouge et la forme oxydée en bleu, a l'exception de la famille PDI
(vert ; réduite, orange, oxydé). Les fleches noires indiquent le flux d'équivalents oxydants, et les
fléches grises le flux de réduction (c.-a-d. des électrons). (Adaptée de Neil et al., 2011 (41)).
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II. Les mécanismes moléculaires d'action du peroxyde d’hydrogene et

leur régulation

1. Cibles proteiques

La plupart des classes de biomolécules sont sensibles a 1’oxydation. Cependant, aux
concentrations compatibles avec un processus de signalisation, les acides aminés soufrés des
protéines, en particulier la Cys, constituent les cibles cellulaires majeures d’H,O,. L’atome de
soufre, comme 1’atome d’oxygéne, est dans la classification périodique des éléments un
chalcogéne, avec la configuration ¢électronique suivante a [’état fondamental :
1s2,2s%2p% 3s* 3p*. La disponibilité de I’orbitale 3d permet une expansion des états
d'oxydation du soufre (42). Au niveau des protéines, le soufre est retrouvé sous forme de thiol
dans les Cys et sous forme de sulfure dans les Met. La polarisabilit¢ de 1’atome de soufre
confére a ces deux acides aminés un pouvoir nucléophile. De plus, le soufre joue un role
crucial dans les métalloprotéines, pour les résidus Cys, en tant que ligand d’ions métalliques
et au niveau des clusters [Fe-S]. La versatilit¢ de la chimie du soufre est ainsi impliquée dans
de nombreux processus biologiques, incluant la catalyse enzymatique et la transduction du

signal.

a) Oxydation des méthionines.

La méthionine peut subir deux degrés d’oxydation (Figure 6 page 16). Le premier état
d’oxydation, forme majoritaire in vivo, est la méthionine sulfoxyde (MetSO, état d’oxydation
0 du soufre) qui est réduite enzymatiquement. Le second état d’oxydation est la méthionine
sulfone (état d’oxydation +II du soufre) qui n’est pas réduite enzymatiquement d’apres les

connaissances actuelles.
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thionine Méthionine sulfoxyde Méthionine sulfone
(-II) 0) (+1I)

Figure 6 : Représentation schématique des différents degrés d'oxydation du soufire des méthionines.

Les résidus Met accessibles au solvant sont oxydés beaucoup plus facilement que ceux
enfouis au sein d’une protéine. L’oxydation des Met en surface ne semble pas avoir un effet
marqué sur la conformation d’une protéine (43), sauf si ce résidu est situé¢ dans un site actif ou
dans une poche de liaison (c’est le cas par exemple de 1’al-antiprotéinase (44)). Par contre,
I’oxydation des Met enfouies au sein de régions hydrophobes des protéines peut engendrer
des changements conformationnels locaux marqués, pouvant aller dans certains cas jusqu’a la
perte de la fonction. Ainsi, I’oxydation de résidus Met est décrite comme €tant impliquée dans
I'étape de reconnaissance des protéines non fonctionnelles a dégrader par le protéasome (45),
dans des mécanismes de modulation de la fonction de certaines protéines comme par exemple
la calmoduline, et comme un mécanisme de détoxication qui piegerait les ERO en protégeant
d’autres résidus situés a I’intérieur de la structure tridimensionnelle (43,46). L’oxydation de
résidus Met pourrait é¢galement jouer un role dans certaines voies de signalisation en réponse
a un exces d’oxydants dans la cellule (47).

Il existe des systémes de réparation des méthionines sulfoxydes, les méthionine
sulfoxyde réductases (Msr) qui sont impliquées dans la résistance au stress oxydant, dans la

réparation des protéines oxydées notamment au cours du vieillissement (48,49).

b)  L'oxydation du groupement thiol des Cys
Le groupement thiol des Cys, dans lequel l'atome de soufre est réduit a son état
d'oxydation le plus faible (-II), est facilement oxydable et peut exister sous de nombreuses
formes d’oxydation (Figure 7 page 17). Ainsi, ces modifications oxydatives, lorsqu’elles sont
réversibles, peuvent constituer un commutateur modulant la fonction de la protéine, un
processus qui s'apparente a la phosphorylation des protéines. En outre, il est a signaler que le

groupement thiol est réactif sous forme thiolate.
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Figure 7 : Modifications redox post-traductionnelles de la Cys.
Le nombre d'oxydation de l'atome du soufre dans chacune des ces formes de Cys est indiqué en chiffre
arabe. (D’apres S. Carroll et al., 2008 (42))

(1)  Le pont disulfure

La forme d'oxydation du groupement thiol la plus commune est le pont disulfure. Les
liaisons disulfures sont relativement stables et sont souvent impliquées dans le maintien de la
structure de nombreuses protéines. On peut citer par exemple, les ponts disulfure formés entre
les chaines lourdes et 1€égeres des anticorps (42). Les ponts disulfure sont issus de la réaction
d’un thiolate avec un thiol oxydé sous forme acide sulfénique (équation 8). De plus, le
processus d’échange thiol/disulfure, réversible (équation 9), est impliqué dans la catalyse
enzymatique, notamment dans le repliement oxydatif des protéines au niveau du RE,
mentionné dans le § I[.1.2.d) page 13 et dans de nombreuses réactions associ¢es a la

signalisation cellulaire redox (cf. § 3 page 25).

Equation 8 : R-S” + R"-SOH — R-SS-R' + OH
Equation 9 : R-SS-R + R"-S — R-SS-R' + R-S

(2)  L’acide sulfénique
La forme acide sulfénique est considérée comme un intermédiaire vers d'autres états
d'oxydation car cette forme est instable et trés réactive, en raison de ses propriétés
nucléophiles et électrophiles. Les acides sulféniques sont formés par la réaction d'un anion

thiolate avec le peroxyde d'hydrogéne (équation 10) ou d'autres oxydants biologiques tels que
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le peroxynitrite ou l'acide hypochloreux (50) (équation 13). Les acides sulféniques peuvent
¢galement résulter de 1'hydrolyse de S-nitrosothiols (équation 11) ou de la condensation d'un

radical thiyle et du radical hydroxyle (équation 12).

Equation 10 : R-S + H,0, — R-SOH + OH
Equation 11 : R-SNO + H,0 — R-SOH + HNO
Equation 12 : R-S" + HO" — R-SOH

Equation 13 : R-S + HOCl — R-SOH + CI

La constante de vitesse d'oxydation de la Cys en acide sulfénique dans les protéines

I en fonction de ’environnement

par le peroxyde d'hydrogéne peut aller de 10 a 10’ M's
moléculaire du groupement thiol (3). Ceci peut conférer une sélectivité d’oxydation de
certaines protéines qui est mise a profit dans les mécanismes de signalisation redox, comme

nous le verrons dans le § 3 page 25.

(3)  Acides sulfinique et sulfonique

En plus de son réle en tant qu’intermédiaire clé dans la formation de ponts disulfures,
un acide sulfénique peut subir des oxydations supplémentaires sous forme d’acide sulfinique
(R-SO,H) et d’acide sulfonique (R-SOs;H), dans lesquels le soufre se trouve a 1’état
d’oxydation +II et +IV, respectivement (Figure 7 page 17). Les études cinétiques montrent
que le pKa de I’acide sulfénique a été¢ estimé entre 6 et 10, et pourrait donc également étre
modulé en fonction de I’environnement protéique (50).

A pH physiologique, I’acide sulfinique est déprotoné (pKa = 2) et peut étre représenté
sous deux formes mésomeres (Figure 8 page 18). La charge partielle positive portée par le
soufre est supérieure dans cette forme (Figure 8 page 18, (b)) par rapport a celle de 1’acide
sulfénique (42). De ce fait, les acides sulfiniques et sulfoniques, a la différence des acides
sulféniques, sont des dérivés d'oxydation plus stables et ne peuvent étre réduits directement
par les thiols. A I’exception d’une classe de Prx, I'oxydation des protéines en acide sulfinique
est considérée comme irréversible dans la cellule, comme c’est le cas dans quelques protéines
telles que la diamine oxydase (DAO), la protéine de la maladie de Parkinson DJ-1 et la SOD1
(42).

& ¢
Ssn T -5y
R™-"0 R™ 0
(a) (b)

Figure 8 : Formes mésomeres du groupement sulfinate.
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Dans le cas particulier d’une classe de Prx appelée 2-Cys-Prx typique, la forme acide
sulfinique est réduite par la Srx, et représente un mécanisme de régulation redox des Prx. La
description du systeme Prx/Srx qui fait 1’objet de ce travail, sera détaillée dans la section III
page 31. Par contre, la forme acide sulfonique n’est pas réduite enzymatiquement d’apres les

connaissances actuelles.

(4)  Le thiolsulfinate
Le thiolsulfinate correspond a une espece disulfure S-monoxyde, qui peut résulter de
la condensation de deux acides sulféniques (équation 14). Le nombre d’oxydation formel des
atomes de soufre formant cette liaison est de +I pour le soufre portant I’oxygene (ou soufre

sulfinyl) et de -I pour le second soufre (ou soufre sulfényl).

Equation 14 : O[A/)HQ.QIH 0]
RE_SR —™ R-S-SR + HO
Les thiolsulfinates sont réactifs vis-a-vis des nucléophiles, en particulier les thiols
(50,51). In vitro, sur des modeles chimiques, I’attaque d’un thiolate se fait de fagon
préférentielle sur le soufre sulfényl de la liaison thiolsulfinate et aboutit a la libération d’un

acide sulfénique et d’une espece disulfure mixte (51,52) (équation 15).

Equation 15 : R-S + H' + R-S(O)S-R' — R-S-S-R' + R-SOH

Par contre, lors de I’hydrolyse du thiolsulfinate, I’attaque de OH ne se fait pas au
niveau du soufre sulfényl, comme le thiolate, mais au niveau du soufre sulfinyl; ceci conduit a
la libération d’un thiol et d’une espéce acide sulfinique (50).

La formation d’un thiolsulfinate en tant qu’intermédiaire enzymatique, suite a la
réaction entre un thiolate et un acide sulfinique activé a été démontrée dans le mécanisme

catalytique de la Srx (53,54) (cf. § 2 page 43 ).

2. Controle cellulaire de la balance redox des thiols
L’¢équilibre cellulaire de la balance redox des thiols est contr6lé par deux systémes
d'oxydo-réduction majeurs, le systtme GSH/Glutarédoxine (Grx) et le systéme Trx (Figure 9
page 20). Ces deux voies utilisent les électrons issus du NADPH (potentiel redox : -315 mV)
pour réduire des protéines cibles.

Des approches génétiques sur des cellules procaryotes (E. coli) (55) et eucaryotes (S.
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cerevisiae) (56) ont montré une redondance fonctionnelle des deux systémes. En effet, une
étude in vivo réalisée par 1’équipe de J. Beckwith (55), montre que E. coli nécessite soit une
Trx fonctionnelle ou le systéme GSH/Grx pour réduire les ponts disulfures qui se forment au
cours de chaque cycle catalytique pour une enzyme essentielle a la survie : la ribonucléotide
réductase. Toute fois, il est a signaler que dans les cellules eucaryotes, le GSH joue également
un role critique dans le métabolisme du fer, un processus essentiel a la survie de la cellule
eucaryote, mais qui n’est pas décrit pour les cellules procaryotes. Dans les cellules de S.
cerevisiae, et a trés faible concentration en GSH, le systéme Trx ne compense pas le systéme

GSH/Grx (57).

NA%DPH NADF’»%\DPH
Trx(SH), GSSG
GrxSG
PSH rx GrxSH
>_< GSH
PSSG «< PSS

Figure 9 : Schéma comparatif des mécanismes réactionnels des systemes Trx et GSH/Grx.

(A) La Trx oxydée (TrxSS) est réduite par la TR en utilisant le NADPH comme source d'équivalents
réducteurs. (B) La GrxSG est réduite par le GSH. Le GSSG est réduit par GR en utilisant le NADPH
comme source d'équivalents réducteurs. PSS : protéine oxydée sous forme pont disulfure, PSH :
protéine réduite (D’ apres Pillay et al., 2009 (58)).

a) Le systéeme Trx : caractéristiques et fonctions.

L’activité thiol-transférase des Trx dépend de la présence de deux Cys vicinales au
sein du motif CXXC localisé entre un brin £ et le début d’une hélice o du repliement typique
des Trx (Figure 10 page 21). La réaction consiste en une substitution nucléophile au cours de
laquelle la Cys N-terminale de ce motif attaque un atome de soufre du pont disulfure cible
pour former un intermédiaire disulfure mixte. Dans une seconde étape, la Cys C-terminale du
motif réduit cet intermédiaire par une attaque nucléophile sur la Cys N-terminale, libérant la
cible réduite et la Trx sous forme oxydée. Le potentiel d'oxydoréduction de la Trx est de

I’ordre de -270 mV a pH 7 (59), ce qui lui permet de réduire efficacement les liaisons
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disulfure d’une grande variété de protéines oxydées sous forme ponts disulfures (55). La Trx
est donc considérée comme une protéine oxydoréductase a large spectre. Dans le systeme Trx,
les électrons sont transférés a partir du NADPH a la Trx réductase (TR) vers la Trx qui
catalyse la réduction de protéines cibles oxydées sous forme pont disulfure. Parmi les
nombreuses enzymes utilisant comme réducteur la Trx figurent : la ribonucléotide réductase,
les Msr, et les Prx.

La TR est une flavoprotéine homodimérique dont la structure est organisée « téte-
béche ». Elle possede un motif CVNVGC situé a l'extrémité N-terminale, qui interagit avec
un motif s€lénoCys/Cys a l'extrémité C-terminale de la seconde sous-unité (Figure 11 page
22) (60). S. cerevisiae posseéde deux isoformes de TR localisées dans le cytosol (TR1) et dans
les mitochondries (TR2). De méme, les Trx, substrats de TR, se retrouvent a la fois dans le
cytosol (Trx1, Trx2) et les mitochondries (Trx2). Les TR de mammiferes, en plus de leur
substrat naturel, peuvent aussi réduire d'autres cibles protéiques possédant un repliement de

type Trx (61).

Figure 10 : Structure tridimensionnelle de la Trx oxydée d’E. coli.
Les atomes de soufre formant un pont disulfure du motif CGPC sont indiqués en jaune. (PDB : Ixoa).
(D apres Jeng et al., 1994 (62)).
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Figure 11 : Schéma du mécanisme catalytique de la Trx réductase (TrxR).
Le NADPH réduit le FAD lié a l'une des deux sous unités de l'enzyme. Les équivalents réducteurs sont
transferées au motif dithiol -CVNVGC- dans le site actif de la méme sous-unité. Ce motif dithiol réduit

le motif sulfure-sélénenyl C-terminal de l'autre sous-unité de 'homodimeére. Le sélénothiol réduit le
pont disulfure de la Trx oxydée. (D apres Lee et al., 2011 (63).

De fagon plus générale, au-dela de leur réle dans le recyclage d’enzymes redox, les
Trx interagissent avec des molécules de signalisation régulées par oxydation, comme par
exemple les facteurs de transcription Yapl chez la levure, ou NF-kB chez les mammiféres, ou
encore des protéines clés de voies de signalisation a activité kinase ou phosphatase (63) (cf. §
3 page 25). Le systétme Trx constitue donc un ¢élément central de régulation et de

communication redox dans la cellule.

b)  Le systeme GSH/Grx : caractéristiques et fonctions

Le systéme GSH/Grx est constitu¢ du NADPH, de la glutathion réductase (GR), la
Grx et de GSH (Figure 9 page 20). Contrairement a la Trx qui est réduite directement par la
TrxR, la Grx quant a elle est réduite par le GSH qui est a son tour réduit par la GR.

Le GSH est un tri-peptide (y-L-glutamyl-L-cystéinylglycine) (Figure 12 page 23), sa
biosynthése chez S. cerevisiae se déroule en deux étapes ATP-dépendantes. La premicre
réaction est catalysée par I’enzyme y-glutamylCys synthétase (GSH1), qui constitue I’étape
limitante de la biosynthése, et la seconde nécessite la glutathion synthétase (GSH?2) (57). Le
GSH existe majoritairement sous forme réduite dans le cytoplasme et intervient dans le

maintien du potentiel redox cellulaire et I’assemblage des centres [Fe-S].
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Figure 12 : Structure chimique du GSH

En effet, Morgan et al., (64) ont montré que dans des cellules de S. cerevisiae le GSH
oxydé (GSSQG) est sélectivement stocké dans des vacuoles. Le rapport ¢élevé en GSH réduit /
GSSG dans le cytoplasme méme dans des conditions de stress oxydatif est maintenu non
seulement par I’action de la GR, mais également par des transporteurs membres de la famille
des ABC ATP-dépendants codées par le gene ycf1, qui sont impliqués dans la séquestration
du GSSG dans ces vacuoles (Figure 13 page 23).

Figure 13 : Régulation de la concentration de GSSG dans le cytoplasme.

Dans le cytosol, un rapport élevé GSH réduit/GSSG est maintenu a la fois par la GR (Glrl) et le
transporteur membranaire YCFI qui joue un role important dans la séquestration vacuolaire du
GSSG. (D’apres Winther et al., 2013 (65).

Dans la levure, le systtme GSH/Grx contient une GR (Glrl) et deux classes de Grx
qui sont des petites protéines a thiol apparentées aux Trx. La Grx1 et Grx2 caractérisées par le
motif dithiol -CPYC- (66), et Grx3, Grx4 et Grx 5 possédant un motif -CGFS- (57). Il existe
en fait, deux mécanismes majeurs de réduction par le systtme GSH/Grx dits « monothiol » et
« dithiol », qui se différencient par la nature du premier attaquant sur la protéine cible oxydée
(GSH vs Grx Figure 14 page 24). Dans le mécanisme monothiol, qui prévaut, la cible
protéique oxydée est réduite par le GSH, ce qui conduit a un intermédiaire glutathionylé, dont

la réduction est catalysée par la Grx.
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Monothiol mechanism Dithiol mechanism
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Figure 14 : Comparaison des mécanismes réactionnels pour les Grx monothiol vs dithiol.

Le mécanisme monothiol se caractérise par un substrat glutathionylé et le mécanisme de dithiol par
un substrat sous forme pont disulfure (coté gauche et droit, respectivement). Une seule Cys est
impliquée dans le mécanisme de monothiol. (D apres Deponte 2013 (67)).

Dans le mécanisme dithiol, les Grx catalysent la réduction de ponts disulfure et sont
probablement capables de remplacer la Trx pour la réduction de certaines cibles comme la
ribonucléotide réductase (RNR), mais leurs substrats spécifique in vivo sont encore peu
¢tudiés (57). Cependant, les Grx sont généralement des réducteurs moins efficaces pour les
ponts disulfures que les Trx (68), ce qui est probablement li¢ a leur potentiel redox (Grx1 : -
233 mV ; Grx3 : -198 mV dans E. coli) (55) plus élevés que celui des Trx.

En plus de son role important dans la réduction des ponts disulfure (67), le systeme
GSH/Grx apparait jouer un réle vital dans la survie de la cellule eucaryote, en raison de son
implication dans le métabolisme du Fer. De facon surprenante, Kumar et al., (69) ont montré
que les souches de levure invalidées en GSHI et cultivées en absence de GSH, ne sont pas
viables a la fois en conditions aérobie et anaérobie, contrairement a E. coli (69). Cette
fonction essentielle exercée par le GSH, non compensée par la voie de la Trx, n'est pas
associée au stress oxydant ou a la synthése de 'ADN (69,70), mais a un défaut d’assemblage

des protéines a centre [Fe-S].
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3. Exemples de systemes redox impliqués dans les voies de la

signalisation cellulaire
Les exemples décrits dans ce paragraphe illustrent qu’en fonction de la complexité des
voies de signalisation, les ERO, et en particulier H,O,, peuvent induire ou moduler la réponse
cellulaire par des effets directs ou indirects sur un facteur de transcription ou un €élément
d’une cascade de transduction. La régulation redox peut donc passer par une activation, une
inhibition, ou encore une régulation de la synthése ou de la dégradation d’un de ces facteurs

protéiques.

a) Le facteur de transcription OxyR : un exemple classique de signalisation
redox

OxyR représente I’archétype de la détection d’H,O; par une protéine spécifique. OxyR
est un facteur de transcription bactérien activé par oxydation en réponse a H,O,. OxyR
controle ainsi directement 1’expression de geénes codant plusieurs enzymes antioxydantes
(I’alkylhydroperoxyde réductase (ahpCF), la GR (GorA) et la Grx1 (grxA)), mais également
des protéines impliquées dans le métabolisme du fer (68—70).

Le mécanisme d’activation d’OxyR passe par I’oxydation de la Cys199 sous forme
acide sulfénique apres réaction avec des concentrations submicromolaires d’H,0O,, avec une
constante de vitesse extrémement élevée (supérieure a 10° M s (71)) comparable aux
peroxydases a thiol, ce qui est compatible avec un événement de signalisation. L’attaque
d’une deuxieme Cys (Cys208) conduit a la formation d’un pont disulfure intramoléculaire
induisant un changement conformationnel au sein du tétramere d’OxyR, avec modification de
son affinité et de sa spécificité pour la région promotrice des genes cibles et de ses contacts
avec I’ARN polymérase (Figure 15 page 26). Le processus est réversible, la liaison disulfure
étant réduite par le couple GSH/GrxA, qui inhibe I’activit¢ d’OxyR (72). La cinétique de
recyclage d’OxyR étant lente par rapport a son activation, ceci permet 1’activation transitoire
de la réponse transcriptionnelle. OxyR pourrait également étre activé par un mécanisme

impliquant la modification de la Cys199 seule, par nitrosylation ou glutathionylation.
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Figure 15 : Modele d'activation du facteur de transcription OxyR par H>O.

OxyR, représenté en bleu, se fixe sur I’ADN sous forme de tétramére. H,O, oxyde OxyR formant un
pont disulfure intramoléculaire et entrainant un changement de conformation de OxyR. Ceci modifie
la spécificite de liaison d’OxyR a I’ADN pour permettre la transcription des genes impliqués dans la
réponse au stress oxydant. OxyR est ensuite réduit par la grxA. (D aprés Dubs et al., 2012 (73)).

b)  Le systeme Gpx3/Orpl-Yapl dans la levure : une peroxydase a thiol en tant
que capteur d’H,0;

Chez S. cerevisiae, le facteur de transcription Yapl joue un role majeur dans
I’expression des génes de la réponse antioxydante, et est activé par oxydation en réponse a
une augmentation de la concentration en H,O, (74). Cependant, a la différence d’OxyR, il
n'agit pas comme capteur direct de peroxyde. En effet, une peroxydase a thiol, Gpx3,
¢galement appelée Orpl (oxidant receptor protein), réagit avec H,O, pour former un acide
sulfénique qui géneére une liaison disulfure intermoléculaire avec le facteur de transcription
Yapl (Figure 16 page 27). Orpl appartient a la classe des 2-Cys-Prx atypiques (cf. § (1) page
33) et posséde un repliement apparenté aux Gpx. En comparaison avec les Gpx « classiques »,
Orpl ne possede pas les éléments structuraux spécifiques de la reconnaissance du GSH.

Le pont disulfure intermoléculaire formé entre Orpl et Yap1 est ensuite échangé en un
pont intramoléculaire Yapl C598-C303, libérant Orpl sous forme réduite. Cette forme
activée de Yapl est capable de pénétrer dans le noyau pour jouer son rdle de facteur de
transcription. En effet, 1’activité¢ de Yapl dépend de sa localisation cellulaire, qui est liée a
son ¢tat d’oxydation. Dans des conditions normales, Yap1 est s€questré dans le cytoplasme en
raison de son export permanent hors du noyau par 1’exportine Crm1. Cependant, en présence
d’H,0,, l’activation de Yapl sous forme oxydée induit un changement de conformation qui
déstabilise son interaction avec Crml en masquant son domaine d’export nucléaire. Ce
mécanisme d’activation requiert également un troisiéme partenaire, la protéine Ybpl. De plus,

deux autres ponts disulfures peuvent se former aprés la liaison C598-C303, et seraient
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impliqués dans le controle du niveau et de la durée d’activation de Yapl. Le systeme Trx est

capable de réduire Yapl oxydée et de mettre fin au signal (74) (Figure 16 page 27).

(A) (B)

+ H,0,, 0 min

+ H,0, , 12 min
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Figure 16 : Redistribution nucléaire et mécanisme d’activation et du facteur de transcription Yapl
par Gpx3/Orpl.

(4) Une souche Ayapl exprimant la GFP-yapl a été traitée par 300 uM d’H,O, pendant le temps
indiqué visualisée par coloration de la GFP. (D aprés Delaunay et al., (75))

(B) Suite a [’oxydation de sa Cys catalytique (Cys36) sous forme acide sulféniques, Gpx3 peut
interagir avec Yapl pour former un pont disulfure intermoléculaire Yapl-Gpx3. Par conséquent, un
échange de pont disulfure se produit suite a [’attaque de la Cys303 de Yapl générant la forme pont
disulfure intramoléculaire Cys303-Cys598 de Yapl qui constitue la premiere étape vers la forme
active de Yapl. L'accumulation nucléaire de cette forme dans le noyau induit l'expression de genes
codant des enzymes anti-oxydantes. (D aprés Paulsen et al., 2009 (76)).

¢) Les protéines kinases et phosphatases : relation entre les processus de
phosphorylation et de signalisation redox

Dans les cellules de mammiferes, de nombreux processus biologiques dépendent de

voies de signalisation activées par des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation.
Parmi les protéines kinases et phosphatases, qui sont les enzymes controlant le commutateur
« phosphorylation », certaines possedent des résidus Cys capables de détecter H,O, et sont
donc sous controle redox (77,78). De fagon générale, il a été décrit que les oxydants agissent
en activant les kinases, ou en inhibant les phosphatases (77,79). Par exemple, c-Ret qui est un
récepteur membranaire a activité tyrosine kinase (RTK) associé¢ a plusieurs types de tumeurs,
est activé par dimérisation suite a la production d’ERO induite par irradiation de la cellule aux
rayons ultraviolets (80). Le mécanisme de dimérisation passe par la formation d'une liaison

pont disulfure entre deux résidus Cys de chaque monomére. Les récepteurs sous forme de
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dimere sont activés par autophosphorylation (81).

L’activation peut également passer par un mécanisme indirect, comme c’est le cas
pour ASK1 (apoptosis signal-regulated kinase 1), une kinase impliquée dans les voies de
signalisation MAPK. Dans ce cas, I’activation d’ASK1 par la Trx constitue un ¢élément de
régulation majeur de I’apoptose. Sous forme réduite, la Trx peut se lier a ASK1 et inhiber son
activité en favorisant son ubiquitination et sa dégradation. Par contre, sous forme oxydée
(pont disulfure), la Trx se dissocie de ASK1, permettant ainsi sa dimérisation et son activation
par autophosphorylation. De plus la Prx1 est également capable d’interagir avec ASK1 avec
des effets similaires (63).

Parallélement a 1’activation des kinases, une attention particuliére a été portée aux
protéines phosphatases qui, a la différence des kinases, sont facilement inactivées par les ERO
(79). En effet, dans le cas des protéines tyrosine phosphatases (PTP), le groupement thiol de
la Cys catalytique est caractérisé par une faible valeur de pKa (78) comme par exemple, le
pKa de la Cys catalytique de la PTP1B de cellule de mammiferes, d’environ 5,4 (82), et existe
donc sous forme thiolate & pH physiologique ce qui augmente sa réactivité vis-a-vis de
I’oxydation. En présence d’H,O,, I’acide sulfénique formé peut réagir avec un groupement
amide ou thiol pour donner respectivement, un sulfénylamide cyclique ou un pont disulfure,
inhibant 1’activité phosphatase (83,84) (Figure 17 page 29). En particulier, des études
cristallographiques sur la PTP1B ont révélé la formation d'une liaison de type sulfénylamide
cyclique formée par attaque nucléophile de I'azote de la chaine principale de la Ser216 sur le
thiolate de la Cys215 préalablement oxydé en d'acide sulfénique (85) (Figure 18 page 29).
Cependant, la réactivité in vitro du groupement thiolate au niveau du site actif de PTP1B avec
H,0, présente une vitesse relativement faible, allant de 9,1 a 42,8 M'ls'l, ce qui met en doute
la signification biologique de ces mécanismes in vivo. Brigelius-Flohe et Flohé (77) ont
proposé¢ un mécanisme par lequel le peroxyde serait d'abord détecté par une peroxydases a
thiol, avec la formation consécutive d'un pont disulfure avec la Cys catalytique de la
phosphatase. Dans I'étape suivante, le GSH cliverait la liaison disulfure, générant une espece
PTP S-glutathionylée. Le mécanisme serait achevé par la réduction du disulfure mixte par la

Grx.
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Figure 17 : Les ERO en tant que modulateurs de [’activité des RTK.

L'activation des RTK par le ligand entraine [’activation des NOX par Rac, qui, a son tour, induit la
production des ERO. Parmi les cibles intracellulaires des ERO sont les PTP, qui sont inactivés par
oxydation leur Cys catalytique. Par conséquent, la phosphorylation des RTK est alors soutenue. Cette
activation est requise pour l'induction de la prolifération cellulaire. La diminution de la concentration
intracellulaive des ERO est accompagnée par [’activation des PTP, ce qui conduit a la
déphosphorylation des RTK et ainsi la fin du signal. (D'aprés Chianrugi et, al., 2003 (79)).
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Figure 18 : Mécanisme chimique de formation de la liaison sulfénylamide de la PTP1B.
(D’apres Salmeen et al., 2003 (85)).

d) NF-kB : le premier facteur de transcription des cellules mammiferes sous
régulation redox

NF-«B, est un facteur de transcription stimulé par une variété de médiateurs, jouant un

role important dans la réponse immunitaire et inflammatoire. Les ERO, et en particulier H,O,,

sont considérés comme des modulateurs de l'activation de NF-«xB induite par d’autres stimuli

comme les cytokines. H,O, exerce son role essentiellement au niveau de la voie classique
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impliquant le complexe IKK, dont dépend la phosphorylation de la protéine inhibitrice IxB
qui stimule sa dégradation par le protéasome, et ainsi favorise la migration de NF-xB du
cytosol vers le noyau (Figure 19 page 30). Cependant les mécanismes redox mis en jeu sont
complexes et restent encore a établir.

De plus, une protéine similaire a la Trx, la protéine 14 apparentée a la Trx (TRP14),
peut moduler la voie de signalisation associée a NF-xB. La cible directe de TRP14 a été
identifiée comme étant la chaine légere de la dynéine 8 (LCS8), qui est maintenue sous forme
réduite par TRP14. Sous cette forme, la LCS8 se lie a 1xkB, empéchant sa phosphorylation et
ainsi sa dégradation. Cependant, la formation d'un pont disulfure intermoléculaire dans la
LC8 (qui peut agir comme un capteur de la signalisation redox), conduit a sa dissociation du
complexe formé avec IxB, qui peut ensuite subir une phosphorylation par le complexe IKK et

conduire a I’activation de NF-«B (86).

TNFa, IL-18 or LPS

\_ L

Figure 19 : Modeéle de la régulation redox de NF-kB par LCS et TRP14.

Dans les cellules non stimulées, LC8 se lie et inhibe IkBo. L'exposition des cellules a des stimuli
(TNF-o, IL-1§ et LPS) induit une activation du complexe IKK et la production d’ERO par l'activation
des NOX. Les ERO oxydent LC8 pour donner la forme pont disulfure intermoléculaire entre les
résidus Cys de chaque sous-unité, ce qui entraine la dissociation de LC8 de IxBa. IxBa libéré est
ensuite phosphorylée par le complexe IKK et dégradé par le protéasome. TRPI14 contribue a
l‘inhibition de NF-xB (hétérodimere p50/p65) qui est médiée par LCS. BHA (un antioxydant
chimique) ou DPI (inhibiteur des NOX) inhibent la phosphorylation IkBa par induction de la
réduction des ERO, ou en inhibant la production des ERO, respectivement. (D’aprés Jeong et, al.,
2009 (86)).
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I11. Lasignalisation cellulaire par les peroxydes : Le couple Prx/Srx

1. Controle cellulaire des peroxydes
I1 existe différentes familles de peroxydases dont les principales sont les catalases, les
Gpx et les Trx peroxydases appelées ¢également les Prx. Les catalases sont caractérisées par la
présence d’un groupement héme, alors que les Gpx et Prx posseédent un résidu catalytique Cys

ou SeCys.

a) Les catalases

Les catalases sont des métalloenzymes a centre hémique, presque exclusivement
localisées dans les peroxysomes des cellules eucaryotes (87). La plupart des catalases existe
sous forme de tétrameres de 60 ou 75 kDa, chaque sous-unité contenant un site actif (héme)
enfoui au sein de la structure mais accessible via des canaux hydrophobes (88). Ces enzymes
catalysent la dismutation de deux molécules d’H,O,, en deux étapes (équations 16, 17). Dans
la premiére étape, I’enzyme réduit une molécule d’H,O, par transfert de deux électrons de
I’héme vers H,O, aboutissant a la formation d’une espéce oxydée de I’hé¢me et d’une
molécule d’eau. Dans la seconde étape, une deuxieéme molécule d’H,0O, est utilisée comme
réducteur pour régénérer 1’enzyme, produisant ainsi de 1’eau et du dioxygene. Ce dernier est
formé par oxydation a deux électrons de la deuxiéme molécule d’H,O, sans rupture de la
liaison O-O (89).

Equation 16 : Catalase Fe™ + H,0, — Catalase Fe"”=0 + H,0O
Equation 17 : Catalase Fe"=0 + H,0, — Catalase Fe™ + 0, + H,0

La réaction, dont Iefficacité catalytique est de 1’ordre de 10" M™'s™, est un processus
extrémement efficace. Les catalases exercent une double fonction, selon la concentration en
H,0,. Si la concentration en H,O, est faible (inférieure a 1 uM), les catalases réalisent une
réaction de peroxydation ou différents substrats, comme 1’éthanol ou 1’acide ascorbique,
peuvent étre oxydés au niveau de la deuxiéme étape (activité catalase peroxydase). Si la
concentration en H,O, devient trop élevée (en situation de stress oxydant), ’enzyme joue
alors son réle de détoxication, ou H,O, est donc a la fois donneur et accepteur des électrons
(90). Les catalases peuvent étre utilisées en compétition avec les Prx pour mesurer les
constantes de vitesse (trés ¢levées) des Prx pour réduire H,O,, comme par exemple la HRP

(horseradish peroxidase) qui a été utilisée pour étudier les paramétres cinétiques des deux 2-
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Cys-Prx typiques de levure Tsal et Tsa2 (91).

b)  Les glutathion peroxydases « classiques » a SeCys
Les glutathion-peroxydases « classiques » (Gpx) ont été décrites initialement chez les
vertébrés, comme des sélénoenzymes, catalysant la réduction des peroxydes (92). Leur
activité catalytique repose sur 1’oxydation d’une sélénoCys catalytique en acide sélénénique
(k=10 M's) (93) (équation 18), qui est ensuite réduit par deux molécules de GSH avec
une constante de vitesse d’environ 10° M's™ (93) (équations 19-20) .

Equation 18 : Gpx—SeH + ROOH — Gpx—SeOH + ROH
Equation 19 : Gpx—SeOH + GSH — Gpx—Se-SG + H>O
Equation 20 : Gpx-Se-SG + GSH — Gpx-SeH + GSSG

La famille des Gpx classiques est caractérisée par un site actif comprenant une tétrade
catalytique formée par la SeCys, une Asn, une Gln et un Trp (Figure 20 (A) page 32). Les
acides aminés Asn, Gln et Trp créent un réseau de liaisons hydrogéne qui favorise la
polarisation nucléophile du résidu SeCys (ionis¢ a pH physiologique), et la polarisation de la
liaison peroxyde, permettant ainsi 1’attaque de l'atome d’oxygene appauvri en électrons du

peroxyde substrat (Figure 20 (B) page 32) (74).
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Figure 20 : Représentation schématique de la tétrade catalytique des Gpx

(4) Les interactions entre les résidus (hautement conservés) de la tétrade et le soufre (ou sélénium)
sont mis en évidence (lignes en pointillés). La numérotation des résidus correspond la Gpx4 humaine
(D’apres Flohé et al., 2011 (94) pdb: 20BI). (B) Par souci de clarté, la SeCys est représentée par

Ste) + H'. Les fleches representent les liaisons qui vont se former. La (Se)Cys s'oxyde en un acide
(selénique)sulfénique, et ROH est ainsi libéré. (D apres Toppo et, al., 2009 (95)).

Parmi les Gpx « classiques » retrouvées chez les mammiferes, la Gpx1, une enzyme

tétramérique, joue un role majeur dans la défense contre le stress induit par H,O,, alors que la
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Gpx4 monomérique est spécifique des hydroperoxydes lipidiques et est impliquée dans des

voies de signalisation redox contrélant, notamment I’apoptose (95).

¢)  Les peroxydases a thiol

Les peroxydases a thiol ou a Cys appartiennent a deux familles d’enzymes
phylogénétiquement ¢€loignées, les Gpx a Cys (CysGpx) et les Prx. Ce sont des
peroxydases non hémiques a Cys catalytique, d’environ 20 kDa, présentes dans tous les
regnes du vivant, qui ont été initialement impliquées dans la protection des cellules contre le
stress oxydant (96,97). Les Prx ont la particularit¢ de réduire a la fois le peroxyde
d’hydrogene, les hydroperoxydes organiques et les peroxynitrites par un mécanisme a deux
étapes : une premiére étape commune a toutes les peroxydases a thiol est ’oxydation de
leur Cys catalytique Cp conduisant a un intermédiaire acide sulfénique analogue a I’acide
sélénénique des Gpx classiques; cette étape est suivie d’une étape de régénération,
impliquant généralement des protéines de type Trx (Figure 21 page 35).

Du point de vue structural, les peroxydases a thiol adoptent un repliement de type Trx,
caractérisé par un feuillet  a 4 brins et 3 hélices a (Figure 10 page 21). La Cys catalytique ou
peroxydatique (Cp) occupe une position analogue a la Cys N-terminale ou la Cys C-terminale
du motif CXXC classique des Trx pour, respectivement, les Cys-Gpx et les Prx.
Généralement, les Cys-Gpx sont des enzymes monomériques, et utilisent un mécanisme
similaire a celui d'une des classes de Prx (cf. § (1) page 33). Par conséquent, outre leur role de
peroxydase, leur sélectivité d’action vis-a-vis d’H,0, (>10° M™'s™) leur permet de jouer le
role de protéines senseur d’H,0O,, capables de détecter de faibles concentrations de cette
espece et de la convertir en signal d’activation de facteurs de transcription, comme c’est le cas
du senseur redox Gpx3/Orp1 de levure mentionnée dans le § b) page 26. En comparaison avec
les Gpx classiques a SeCys, les Cys-Gpx, ne possédent pas les ¢€léments structuraux
spécifiques responsables de 1’oligomérisation et de la reconnaissance du GSH, et sont réduites

par la Trx (98,99).

(1)  Les différentes classes de peroxydases a thiol.
La famille des Prx est divisée en trois classes distinctes en fonction de leur mécanisme
de recyclage. Ces trois classes sont les Prx a deux Cys typiques (2-Cys-Prx typiques)
auxquelles je m’intéresse plus particulierement dans ce manuscrit et qui constituent le substrat

des Srx, les Prx a deux Cys atypiques (2-Cys-Prx atypiques), a laquelle appartiennent les Cys-
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Gpx, et les Prx a une Cys (1-Cys-Prx) (Figure 21 page 35). Apres réaction avec le substrat
peroxyde, I’intermédiaire acide sulfénique PrxCp—SOH formé réagit avec une seconde Cys
dite de recyclage (Cr) pour former un pont disulfure intermoléculaire (2-Cys-Prx typiques) ou
intramoléculaire (2-Cys-Prx atypiques), qui est ensuite réduit par la Trx. Dans le cas des 1-
Cys-Prx, I’intermédiaire acide sulfénique est réduit par un réducteur a thiol « externe » (Trx,
GSH ou acide lipoique).

Les 2-Cys-Prx typiques, dont les propriétés sont décrites dans la suite de ce chapitre,
représentent la classe majoritaire de Prx dans les cellules eucaryotes. Elles sont présentes dans
le cytoplasme et dans les différents compartiments cellulaires, incluant les mitochondries, le
noyau et le réticulum endoplasmique. Ces enzymes sont organisées en homodimeres
structurés « téte-béche », ou la Cys Cp d’un monomére fait face a la Cys de recyclage Cr de la

sous-unité symétrique.

34



INTRODUCTION

(a) typical 2-Cys Prx
2H,0, 2H,0
Cp SH HS- Cr 1 Cp -SOH HS- Cr CpS—-S—Cr
+ 2H,0, —L)
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(b) atypical 2-Cys Prx, CysGpx
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RSSR 2RSH

(c¢) 1-Cys Prx
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+ H,0, H —?

RSSR RSH

Figure 21 : Représentation schématique du mécanisme catalytique des différentes familles de Prx.

(a) 2-Cys-Prx typiques, (b) 2-Cys-Prx atypiques et CysGpx et (c¢) 1-Cys-Prx. Le peroxyde d'hydrogene
ou les hydroperoxydes organiques (ROOH) sont réduits par la Cys Cp, qui est oxydée en acide
sulfenique (Cp-SOH). Les cercles pleins correspondent a l'extrémité N-terminale de chaque protéine.
(D’apres Knoops et, al., 2007 (100)).

(2)  Meécanisme catalytique des 2-Cys-Prx typiques
La premicre étape du mécanisme catalytique des 2-Cys-Prx typiques (et des Prx en
général) (Figure 21 page 35) implique la réduction d’H,O, (ou ROOH) en H,O (ou ROH) via
I’attaque de la Cys Cp, conduisant a la formation d’un intermédiaire acide sulfénique PrxCp—
SOH (101). Selon Hall, ef al., (102,103) la constante de vitesse extrémement élevée (10°-10’
M sy des Prx est liée non seulement a ’activation de la forme thiolate de la Cys Cp par
abaissement de son pK,p,, mais surtout a la stabilisation de I’état de transition pour cette

réaction. Sur la base de structures cristallographiques de Prx obtenues en complexe avec un
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substrat ou analogue de substrat, Hall ez, al., (103) proposent que la réaction se fasse en une
seule étape ou Sy2, ce qui implique 1’alignement des atomes "Sp" et "O" de respectivement, le
groupement attaquant (R-S) et le groupement partant (R-O") (103) (Figure 22 page 36). Le
site actif des Prx est composé de 3 acides aminés conservés en plus de la Cys Cp : Pro, Thr
(ou Ser dans 3% des séquences des Prx) et Arg. Les hypothéses actuelles (102,103)
impliqueraient les chaines latérales Arg et Pro a I’origine de I’activation et du positionnement
de la forme thiolate de la Cys. La Thr et 1’Arg participeraient au positionnement et a la
polarisation de la liaison peroxyde dans le site actif. Enfin, dans ce mécanisme catalytique une
molécule d’eau (B:H) pourrait jouer le role de donneur de proton pour faciliter le départ du

groupement partant (103).

Thr |
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_.OH | H
. H ;
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e NH
N —= ®
/NH" HoN NH
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HoN =7 NH//\Arg
; : Arg

Figure 22 : Schéma du mécanisme catalytique des Prx
Dans les Prx, la premiere étape de réduction des peroxydes implique une attaque nucléophile par la

Cp (Sp ) et la formation de l'acide sulfénique (S—OH). Les acides aminés conservés dans le site actif
(Pro, Thr et Arg) activent et maintiennent la Cp pour attaquer l'atome d'oxygene du substrat. Le
réseau de liaisons hydrogene place le substrat dans une position optimale pour une attaque
nucléophile. Le mécanisme catalytique se fait en une seule étape Sy2 (102). (D’aprés Roos 2001

(104)).

L’intermédiaire acide sulfénique ainsi formé (PrxCp—SOH), est ensuite réduit par
attaque de la Cys de régénération (Cg) situé sur le monomere symétrique au sein du dimere de
Prx. Cette réaction est favorisée grace a I’organisation « téte-béche » du dimere permettant le
rapprochement de ces deux Cys pour donner un intermédiaire pont disulfure intermoléculaire.
Or, dans la forme réduite des 2-Cys-Prx typiques, les deux Cys Cp et Cg se trouvent a une
distance d’environ 14 A, ce qui implique un dépliement partiel de I’hélice a portant la Cys Cp
ainsi que des mouvements de I’extrémité C-terminale portant la Cys Cr pour permettre la
formation du pont disulfure et assurer son accessibilité pour la réduction par la Trx (105)

(Figure 23 page 37) (105) . Dans le cas de 2-Cys-Prx typiques eucaryotes et chez certaines

36



INTRODUCTION

cyanobactéries, I’intermédiaire PrxCp—SOH peut également subir une suroxydation par une

seconde molécule d’H,0,, un mécanisme qui est décrit en détails dans le paragraphe suivant.

Figure 23 : Structure du site actif d 'une 2-Cys-Prx typique réduite et sous forme de pont disulfure

La boucle et le premier tour d'hélice du motif structural boucle-hélice sont représentés en turquoise, le
reste de la structure de ce monomere étant en gris. La structure de [’autre monomere est représentée
en vert. L'Arg, la Cp et la Cy sont représentées selon le modéle boule-bdton, avec les atomes de soufre
colorés en jaune, les carbones en noirs et les azotes en bleus. (D'aprés Wood et al., 2003 (105)).

(3)  Suroxydation des 2-Cys-Prx typiques
Des ¢tudes in vivo ont montré que 1’activité peroxydase des 2-Cys-Prx typiques peut
étre inhibée par suroxydation de la Cys Cp sous forme acide sulfinique (PrxCp—SO,H) (Figure
24 page 37) en réponse a une exposition a H,O, exogéne ou induit par traitement au TNF-a
sur des cellules de mammiféres (106). La formation d’une espéce acide sulfonique PrxCp—
SO;H a également été décrite sur des cellules de levure, bien que les concentrations de

peroxyde nécessaires soient tres €levées par rapport a une situation biologique (107).
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Figure 24 : Représentation schématique du mécanisme catalytique des 2-Cys-Prx typiques.
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Ce phénomene de suroxydation sous forme acide sulfinique est spécifique aux 2-Cys-
Prx typiques d’eucaryotes et de certaines cyanobactéries (108), a 1’opposé¢ des enzymes
bactériennes qui sont résistantes puisqu’elles nécessitent des concentrations en H,O, cent fois
supérieures pour étre suroxydées (105). La susceptibilité vis-a-vis de la suroxydation de la Cp
est expliquée par la présence de deux éléments structuraux existant spécifiquement dans les
enzymes eucaryotes et de cyanobactéries. Le premier ¢lément est un tétrapeptide GGLG situé
dans I’environnement de la Cp, le deuxiéme élément est une hélice supplémentaire, contenant
une Tyr et une Phe conservées, située a I’extrémité C-terminale de la protéine. Cette hélice est
positionnée ¢également dans 1’environnement de la Cp. La présence de ces deux éléments
structuraux stabilise I’hélice a2 portant la Cys Cp, ce qui limiterait la vitesse du réarrangement
conformationnel requis pour la formation du pont disulfure, et augmenterait la susceptibilité
de la Cp—SOH a I’oxydation par une seconde molécule d’H,O,, par compétition avec 1’étape
de formation du pont disulfure Cp-Cg (105) (Figure 25 page 39). Ce modele proposé en 2003
par Wood et al., a été confirmé par la résistance a la suroxydation de 2-Cys-Prx typiques de
levure dans lesquelles ont été¢ mutés ou tronqués ces deux ¢léments (109). Cependant, aucune
mesure directe des différentes étapes de ce mécanisme, en particulier de la réaction de
suroxydation, du changement conformationnel et de la formation du pont disulfure n’était
publiée lorsque j’ai débuté ma these. Cette partie fait 1’objet d’un de mes volets de travaux de

recherche (cf. Résultats & Discussion § I page 61).
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Figure 25 : Comparaison de la structure du site actif de 2-Cys-Prx sensibles et résistantes a la
suroxydation.

(4, B) 2-Cys-Prx sensibles et (C, D) 2-Cys-Prx résistantes a la suroxydation dans les formes réduites
(parties a gauche) et localement dépliées (parties a droite). Les 2-Cys-Prx sensibles, contrairement
aux non sensibles a la suroxydation, contiennent une hélice o. C-terminale contenant un motif de deux
résidus conservés, Tyr et Phe, qui stabilisent la conformation réduite, et ralentiraient la réaction de
recyclage, favorisant la suroxydation par réaction avec une seconde molécule de peroxyde. (4) PrxIl
humaine (PDB:1QMYV), (B) PrxI humaine (pdb: 1002), (C) AhpC C46S de Salmonella typhimurium
(StAhpC) et (C) StAhpC,, (pdb : 1IKYG) (D aprés Wood et al., 2003 (97)).

d)  Les 2-Cys-Prx typiques : des enzymes régulées par I’état redox de leur Cys
catalytique

L’existence d’un tel mécanisme de suroxydation chez une classe spécifique de Prx et

la découverte de la Srx capable de réguler (110) a conduit a soulever la question du role

physiologique de ce phénomene dans la régulation cellulaire redox et a proposer I’hypothese

selon laquelle les 2-Cys-Prx typiques pourraient posséder plusieurs types d’activités en
fonction de leur état redox.

En paralléle, une corrélation a été établie entre l'activité peroxydase des 2-Cys-Prx

typiques et leur état d’oligomérisation (Figure 26 page 41). En effet, sous forme réduite les
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diméres de 2-Cys-Prx typiques s’associent majoritairement sous forme de décaméres?, en
équilibre avec une faible proportion de diméres. Au cours du cycle catalytique, la formation
du pont disulfure Cp-Cr déplace 1'équilibre vers la forme dimérique (111). Ce déplacement est
da a la déstabilisation des interfaces dimere-dimere au sein du décamere, induite par la
réorganisation conformationnelle associée a la formation du pont disulfure.

En outre, des études suggerent que ces enzymes pourraient acquérir la fonction de
protéines chaperons (112). En effet, a des concentrations élevées en H,O,, la suroxydation de
la Cys Cp conduirait a un changement de fonction résultant de la perte de 'activité peroxydase
et d’un gain de l'activité de type chaperon, associ¢ a la stabilisation de la forme décamérique,
et a un déplacement de I'équilibre vers la formation d’empilements de décameres formant des
especes de haut poids moléculaire HMW (high-molecular-weight) (103,107,113). In vitro,
cette activité¢ de chaperon a ét¢ démontrée en tant que holdase, i.e. une activité permettant de
protéger de I’agrégation des protéines modeles dénaturées par la chaleur ou des agents
chimiques. In vivo, le mécanisme d’action des 2-Cys-Prx typiques en tant que chaperon reste
a établir.

La suroxydation des 2-Cys-Prx typiques est donc une modification post-
traductionnelle qui permettrait le basculement entre différentes activités, mais pourrait
¢galement contrdler la transmission du signal redox porté par H,O, en inactivant la fonction
peroxydase des 2-Cys-Prx typiques. En effet, Wood, et al, (97) ont proposé une théorie
originale dite du « floodgate », selon laquelle les 2-Cys-Prx typiques agiraient en tant que
«vannes » : en conditions basales, la concentration en H,0, est maintenue a de faibles
niveaux, notamment grace a leur activité peroxydase. Suite a un stress aux peroxydes ou a la
stimulation des NOX, l'inactivation des 2-Cys-Prx typiques par suroxydation permettrait a
H,0; de s’accumuler localement, d’atteindre ses cibles et de jouer ainsi son role de messager

redox dans la transduction du signal (114).

Décameéres : constitués de cing diméres disposés dans une structure en forme d'anneau avec une
symétrie d'ordre cing.
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Figure 26 : Structures quaternaires des 2-Cys-Prx typiques.

(A) Structure d’un diméere oxydé sous forme pont disulfure d’une 2-Cys-Prx typique humaine HBP23
(pdb : 10Q2). Les Cys Cp et Cg de chaque sous-unité sont indiquées. (B) décamere de 2-Cys-Prx
typiques humaine (PDB : 1QMV). (C) Modélisation de [’empilement de décameres en structure
d’ordre supérieur (115). Ce décamére a un diamétre intérieur de ~ 60 A. Les hélices o de différents
décameres sont indiquées en cyan, et les feuillets f en brin, décrivant une organisation hélicoidale.
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De plus, de récentes études (116) ont montré que le cycle redox des Prx pourrait étre
associ¢ au maintien des rythmes circadiens. Ces rythmes sont omniprésents dans tous les
regnes du vivant, et sont a 1’origine de la coordination de nombreux aspects du comportement,
de la physiologie et du métabolisme, comme par exemple les cycles veille/sommeil chez les
mammiferes, ou la croissance et la photosynthése dans les végétaux. Dans ces études,
’oscillation des 2-Cys-Prx typiques entre les états suroxydé et réduit/disulfure a été observée
comme biomarqueur rythmique circadien, de facon indépendante de la transcription. Cette
découverte pourrait avoir d’importantes conséquences pour la compréhension de pathologies
dans lesquelles le rythme circadien est perturbé, comme le cancer, le diabéte ou les maladies
neurodégénératives (117).

Enfin, les 2-Cys-Prx typiques sont également associées au vieillissement réplicatif
chez la levure. Récemment, Molin ef al., (118) ont montré que la forme suroxydée de Tsal (2-
Cys-Prx typique majeure de S. cerevisiae) s’accumulait au cours du vieillissement de la
levure. De plus, ils ont montré que les genes 7SAI et SRXI étaient nécessaires pour
I’allongement de vie réplicative induit par la restriction calorique, et qu'une copie
supplémentaire du géne SRX/ prolongeait la durée de vie réplicative d'une maniere Tsal
dépendante (Figure 27 page 42). A priori, cette fonction portée par le géne 7SA4 1 pourrait étre
associée soit aux propriétés de la Prx en tant qu’antioxydant, soit a ses propriétés de chaperon.
En effet, McMurray et Gottschling (2004) (119) avaient proposé¢ que l'accumulation de
protéines oxydées, endommagées ou agrégées dans les cellules vieillissantes pourrait conduire
a la perte de fonction de produits de génes nécessaires pour le maintien de l'intégrité du

génome.

Figure 27 : Les genes TSAI et SRXI affectent le vieillissement réplicatif de la levure.

(A) La durée de vie des souches BY4742 (type sauvage) et Atsal dans un milieu riche YPD. La durée
de vie moyenne pour chaque souche est indiquée entre parentheéses. (B) effet d'une copie
supplémentaire génomique intégrée du géne SRX1 sur la durée de vie des cellules. (C) Effet d'une
copie supplémentaire genomique intégrée du gene SRXI sur la durée de vie des cellules dépourvues
de tsal.
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2. Les Srx : des enzymes a activité sulfinyl réductase

Comme nous I’avons vu précédemment, la Cys catalytique des 2-Cys-Prx typiques
peut étre sélectivement oxydée sous forme d’acide sulfinique. Jusqu’en 2003, cet état
d’oxydation était considéré comme irréversible in vivo. Des études de marquage métabolique
au >°S sur des cellules de mammiféres ont montré que lors d’un stress induit par H,O,, la Prx1
(2-Cys-Prx typique) était suroxydée sous forme d’acide sulfinique, et qu’au cours du temps, il
y avait régénération de Prx1 par réduction de I’acide sulfinique et non par synthése de novo de
nouvelles Prx1 (Figure 28 page 43) (120).

Des ¢études complémentaires sur plusieurs Prx ont montré que la réduction de I’acide
sulfinique était plus rapide sur les 2-Cys-Prx typiques cytoplasmiques que sur leur homologue
mitochondriale, alors que pour les 1-Cys-Prx il n’y avait pas de réduction de cette forme

d’oxydation (121,122).

Figure 28 : Réversibilité de l'oxydation sous forme acide sulfinique de Prx1 in vivo.

Les cellules de mammiféres, dont les protéines sont marquées au S au niveau des Met, sont soumises
a un stress par H,O, (100 uM) pendant 10 minutes, puis incubées de 0 a 8 heures dans un milieu salin
(DMEM) supplémenté par le cycloheximide (inhibiteur de la traduction des protéines). Les protéines
cellulaires sont ensuite séparées par électrophorese bidimensionnelle (2D-PAGE) puis analysées par
autoradiographie (A) ou par Western Blot (B) avec des anticorps anti-Prxl. Sur la figure est
représentée la région du gel ou est localisée la PrxI sous forme réduite (Re) et oxydée (Ox). (D apres
Woo et al., 2003 (120)).

L’activité sulfinyl réductase des Srx a été par la suite mise en évidence par 1’équipe du
Dr. Toledano (110) chez S. cerevisiae. Son expression, induite par H,O, et la sensibilité des
levures vis-a-vis d’H,O, lorsque le géne SRX/ est invalidé ont permis d’associer Srx au
métabolisme cellulaire d’H,0O, (88). L’analyse d’extraits cellulaires a montré qu’une fraction
de la population de Srx serait liée covalemment avec d’autres protéines. Ces partenaires ont
¢été identifiés aprés copurification avec Srx, et se sont avérés étre les deux 2-Cys-Prx typiques
les plus abondantes de la levure, Tsal et Ahpl, ce qui suggérait que ces enzymes avaient des

fonctions associées. Des études in vivo ont montré que les levures sauvages pouvaient réduire
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les 2-Cys-Prx typiques suroxydées apres exposition des cellules a H,O,, alors que des levures
n’exprimant plus Srx (Asrx/) ne permettaient plus la réduction des PrxCp—SO,H (Figure 29 A
page 44). De plus, la complémentation par I’expression de Srx recombinante dans des levures
Asrx1 traitées par H,O, montre une restauration de la réduction de 1’acide sulfinique par Srx,
suggérant une activité sulfinyl réductase (Figure 29 B page 44).

Chez les mammiferes, Srx est exprimée dans le cerveau, le colon, le foie, la rate et la
moelle épini¢re (123) alors que chez les végétaux Srx, comme les 2-Cys-Prx typiques, est

essentiellement localisée dans les chloroplastes (124).

Figure 29 : Réduction in vivo de Tsal oxydée sous forme acide sulfinique par Srx1

Analyse par électrophorese 2D-PAGE des formes réduites (SH) et oxydées (SO,) de Tsal, marquée au
S au niveau des Met ; dans (A) des levures sauvages ou Asrx] exposées a H>O, durant les périodes
mentionnées, ou dans (B) des levures Asrx1 exprimant un vecteur controle, Srx sauvage ou SrxC84S
apres exposition des cellules a H,O, durant 30 minutes a 30 °C. (D apreés Biteau et al., 2003 (110)).

a) Structure de la Srx isolée et en interaction avec la 2-Cys-Prx typique
suroxydée

La détermination de la structure de Srx de mammiferes par cristallographie aux rayons

X (125) et par RMN (126) a permis de montrer que Srx posseéde un nouveau type de
repliement protéique. Srx est structurée en un feuillet f composé¢ de cinq brins S
antiparalleles, et de trois hélices o (Figure 30 page 45). L'hélice a2 et la séquence qui la
précede contiennent la signature des Srx, F(81/96)-G/S- G-C-H-R(86/101) (selon la
numérotation de S. cerevisiae/H. sapiens), qui contient la Cys(84/99) catalytique. Cette Cys
est située a I’extrémité N-terminale de 1'hélice a2 et est proche de I'Arg(20/51) (~ 3,5 A) qui
est située dans la boucle reliant le brin 2 a I'hélice al. Ces observations suggerent que le

pKapp de la Cys catalytique pourrait étre abaissé grace au dip6le induit par I'hélice a et par les
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interactions stabilisatrices entre la Cys et I'Arg. Ceci est en accord avec la valeur de pK,p,, de
7,3 mesurée pour la Srx humaine (HsSrx) (123), et également la Srx S. cerevisiae (ScSrx)
(88).

Srx est une enzyme ATP-dépendante (110), dont le mécanisme catalytique passe par la
phosphorylation de 1'acide sulfinique de la Prx, grace au transfert du phosphate y de I'ATP.
Ceci implique une reconnaissance de I'ATP par la Srx ou au niveau du complexe protéique

Prx/Srx.

Figure 30 : Structure tridimensionnelle de la HsSrx

Les hélices o sont colorées en violet, les régions non structurées en gris et les brins f en bleu. La
figure présente la structure de Srx humaine (HsSrx) en complexe avec un groupement phosphate.
L’Arg51, la Cys99, I’'His100, I’Argl01 et une molécule de phosphate (PO,) sont présentés sous forme
de bdtons. Les couleurs des atomes sont les suivants, vert: carbone, bleu : azote, rouge : oxygene,

orange : soufre et magenta : phosphate. (D aprés Jonsson et al., 2005 (125)).

La structure cristalline HsSrx/ATP/Mg*"/HsPrx1 a été obtenue avec les variants
HsSrxC99A et HsPrxIC52Asp (suivant la numérotation chez Homo sapiens) dans le but de
mimer le groupement sulfinate de la 2-Cys-Prx typique suroxydée (127) (Figure 31 page 46).
En outre, pour renforcer la stabilisation de I’interaction Srx/Prx deux mutations ont été
¢également introduites (Asn43 de la Srx et la Lys185 de la PrxI) pour générer une liaison pont
disulfure au niveau de I’interaction C-ter de Prx avec la Srx. Dans cette étude, pour stabiliser
la forme dimérique de Prx, les auteurs ont également introduit une charge négative (C83E) au
niveau de I’interaction entre deux dimeres de Prx. Cette structure montre qu’un des deux
oxygenes de 1’Asp52 de Prx est situé¢ a proximité du groupement phosphate y de I’ATP,
contrairement a la Cys catalytique de Srx (ici Ala99), compte tenu de sa distance de 4 A et de
son orientation par rapport au groupement phosphate y. Ceci suggere que la fonction acide

sulfinique pourrait attaquer directement le groupement phosphate y de I’ATP. Dans le
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deuxiéme chapitre des résultats et discussion nous apportons des preuves cinétiques détaillant
ce mécanisme catalytique.

En outre, la structure cristalline obtenue par I’equipe de Lowther (127) (Figure 32
page 47) montre, que, en plus de I’interface de reconnaissance au niveau des sites actifs, qu’il
existe une interface « arriere », impliquant I’extrémité N-ter de la seconde sous-unité de la Prx
qui se rabat sur la Srx pour probablement stabiliser ce complexe. Ainsi, plusieurs résidus de
Srx et Prx issus de ces deux interfaces pourraient étre impliqués dans le mécanisme
enzymatique. L’¢étude de la formation du complexe Prx/Srx et de son interaction avec ’ATP

fait I’objet d’un volet de mon travail de recherche.

Gly96 Gly95

Figure 31 : Structure de l'interface d’interaction Srx/Prx en présence d’ATP et Mg”".

La numérotation des acides aminés suit celle de la Srx de humaine (cyan), et Prx humaine (vert). La
Cys catalytique (Cys99) de la Srx est remplacée par une Ala. La Cys Cp (Cys52) de la Prx est
remplacée par I'Asp. Les molécules d'eau sont indiquées en boules rouges, Mg’ en gris, I’ATP est

présenté sous forme de bdtons. Les liaisons hydrogenes sont indiquées en pointillés. (D apreés Jonsson
etal., 2009 (127)).
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Backside
interface

Figure 32 : Structure du complexe quaternaire Prx/ATP/Mg”*/Srx

(4), (B) deux représentations de la structure globale du complexe Prx/ATP/Mg’"/Srx. Les deux
monomeéres du dimere Prxl sont représentés en vert foncé et clair, et les deux monomeres de Srx en
cyan et bleu. Une molécule d'ATP et un ion Mg’" dans chaque site actif sont également représentés.
(C) Structure de ['interface « arriére » Prx/Srx montrant les résidus conservés de la Prx (modéle
stick) interagissant avec la Srx (surface cyan). (D apres Jonsson et al., 2009 (127)).

b)  Mécanisme catalytique de la Sulfirédoxine

Des ¢études in vitro de la réduction de TsalCp—SO; de levure par ScSrx ont montré
que la réaction nécessite la présence d’ATP, de Mg”" (ou Mn?"), ainsi qu’un systéme de
réduction a thiol comme le DTT ou le systeme Trx (Figure 33 page 48) (110,128). La Srx
contient une Cys invariante dans différents organismes eucaryotes, comme le montre
I’alignement de séquences (Figure 34 page 50), située en position 84 chez S. cerevisiae. Son
remplacement par une Ala abolit 1’activité¢ sulfinyl réductase, alors que la substitution des
autres Cys non conservées par une Ser (C106S) (C48S) n’abolit pas la réduction des 2-Cys-
Prx typiques oxydées, in vivo. Le fait que ScSrxC84S ne présente pas d’activité sulfinyl
réductase in vitro, suggérait une fonction essentielle de ce résidu dans la catalyse.

Le mécanisme catalytique de la réduction des PrxCp—SO,H par Srx est ATP et Mg™-
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dépendant, et comprend trois étapes (Figure 35 page 51).

Figure 33 : Réduction in vitro de Tsal oxydée sous forme acide sulfinique par ScSrx

Analyse par Western Blot avec des anticorps anti-Tsal de la réaction contenant : la ScSrx purifiée,
Tsal suroxydée, 1 mM d’ATP, 1 mM de Mgz+ et 0,5 mM de DTT, incubée 15 min a 30°C. Les formes
réduites et oxydées de Tsal sont séparées par alkylation différentielle des thiols libres avec [’acide 4-
acétamido-4’-maléimidylstilbene-2,2 -disulfonique (AMS) induisant une augmentation de la masse de
500 Da par Cys alkylée.( D’ apres Biteau et al., 2003 (110)).

(1)  Etape  d’activation  du  substrat @  activité

phosphotransférase de Srx
La réduction de la fonction acide sulfinique nécessite une activation chimique
préalable a I’étape réductase. Dans le cas de la PrxCp—SO;,H, notre équipe a montré que le
sulfinate est activé par transfert direct (129) du groupement y-phosphate de I’ATP, conduisant
a la formation d’un intermédiaire anhydride phosphoryle sulfinique. Cette étude (129) a
¢galement permis de montrer que la vitesse globale de réduction du substrat PrxCp—SO,H est
limitée par la premiere étape du mécanisme, c'est-a-dire I’étape de transfert de phosphate,
avec une constante de vitesse de formation de ’ADP kapp de 1’ordre de 1-2 min’! ¢galea la
constante catalytique de la réaction a 1’état stationnaire (Figure 35 page 51). Cette constante
de vitesse est faible comparée a celle mesurée pour d’autres enzymes ATP-dépendantes qui
sont généralement supérieures a 10 s™ (130). Ce qui souléve la question i) de la nature du
processus limitant au sein de cette étape, et ii) des facteurs moléculaires qui controlent sa

vitesse (cf. Résultats & Discussion § b) page 79).

(2)  Etape réductase
L’activité réductase de la Srx a été¢ caractérisée pour la ScSrx (53) dans notre
laboratoire par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie en phase inverse,
combinée a I’étude cinétique de la formation des intermédiaires réactionnels. Ces études ont
permis de mettre en évidence I’existence d’un intermédiaire catalytique covalent (postulée par

Biteau et al., (110) et mise en doute par Jeong et al., (131)), de type thiolsulfinate Prx-Cp—
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SO-S—Cs4-Srx résultant de I’attaque de la Cys84 de ScSrx sur la fonction acide sulfinique

activée. Ce mécanisme a été également confirmé sur I’enzyme humaine (54).

(3)  Etape de recyclage de ScSrx

La formation d’un intermédiaire covalent Prx/Srx implique le recyclage de I’enzyme
sous forme réduite. Dans le cas de la ScSrx, une étude menée au laboratoire a permis de
montrer que la ScSrx possede une Cys de recyclage (la Cys48), qui apres attaque sur le soufre
sulfénique de I’intermédiaire thiolsulfinate, est responsable de la libération du produit de la
réaction, la Prx sous forme acide sulfénique PrxCp—SOH, et de la ScSrx oxydée sous forme
pont disulfure intramoléculaire (Figure 35 page 51). L’activité sulfinyl réductase de la ScSrx
est ensuite regénérée par un échange de ponts disulfure trés efficace avec la Trx (~5.10° M's”
h, ou la Cys catalytique de la Trx attaquerait la Cys48 de la ScSrx (128). Par analogie aux 2-
Cys-Prx typiques, la ScSrx a été qualifiée de Srx a 2 Cys (2-Cys-Srx).

Cependant, le mécanisme de recyclage des Srx a une Cys, comme par exemple celles
de mammiféres et de plantes, doit étre nécessairement différent de celui décrit ci-dessus,
puisque la Cys48 n’est pas conservée dans ces organismes (Figure 34 page 50). En particulier,
ceci implique ’intervention d’un réducteur cellulaire « externe ». L’étude de la nature de ce
réducteur et du mécanisme de recyclage des Srx a une Cys a fait I’objet d’un volet de mes

travaux de recherche.
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Figure 34 : Alignement des séquences de Srx de différents organismes
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Figure 35 : Schéma du mécanisme catalytique des 2-Cys-Srx et 1-Cys-Srx
RSH : Cys48 dans ScSrx.

¢)  Role physiologique des Srx au niveau cellulaire

(1) Role dans la régulation de [’activité des 2-Cys-Prx

typiques.
Le premier role identifié de Srx est son activité enzymatique de réduction des 2-Cys-
Prx typiques suroxydées sous forme acide sulfinique. Nous avons vu que les 2-Cys-Prx
typiques peuvent jouer plusieurs réles au sein des cellules (cf. § d) page 39), comme
peroxydase, comme détecteur d’H,O, et protéines chaperons. Ces différentes fonctions sont

modulées selon 1’état d’oxydation de la Cys C,. Par son activité sulfinyl réductase, Srx est

donc potentiellement impliquée dans la régulation de ces différentes fonctions, avec un
impact potentiel dans le vieillissement, le maintien du rythme circadien et les maladies
associées. Par exemple le systeéme Prx/Srx a été impliqué dans le développement du cancer du
poumon (132).

A T’appui de cette hypothese, une recherche de séquences protéiques homologues a
celle de ScSrx, dans des banques de données (Figure 34 page 50), révele la présence de Srx
uniquement chez certains organismes eucaryotes, ainsi que chez quelques cyanobactéries,
avec une identité de séquence d’environ 30 %. Il est intéressant de signaler qu’il existe une
coévolution entre la présence de Srx et les 2-Cys-Prx typiques qui sont sensibles a la

suroxydation (108).
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(2)  Role dans la déglutathionylation des protéines

Au cours d'un stress causé par les ERO, de nombreuses protéines sont modifiées au
niveau de leur Cys par la formation d'un pont disulfure mixte avec le GSH. Ce phénomeéne est
qualifi¢ de S-glutathionylation. Ces modifications post-traductionnelles pourraient jouer un
role protecteur ou régulateur de la fonction protéique dans des mécanismes de signalisation
redox (133). Ces modifications sont réversibles, la déglutathionylation de ces protéines étant
catalysée principalement par la Grx (cf. § b) page 22).

Des ¢tudes récentes ont montré que Srx peut aussi jouer un rdle dans la
déglutathionylation des protéines (134). En effet, lors d'un stress oxydant causé par 'oxyde
nitrique, le taux de protéines glutathionylées dans des cellules humaines de rein (HEK293)
exprimant Srx est fortement diminué¢ par rapport aux cellules ne l'exprimant pas. Cette
observation n’est vraie que dans le cas ou la Cys essentielle de Srx n’est pas substituée.
L'actine et la phosphatase PTP-1B sont des protéines glutathionylées lors de ce stress. Ces
études in vitro montrent que Srx, possédant sa Cys essentielle, est capable de déglutathionyler
ces deux protéines, restaurant l'activité phosphatase aux PTP-1B et la ca capacité¢ de
polymérisation de l'actine (134). L'incubation de Srx avec ces deux protéines pendant le
traitement de glutathionylation montre une faible modification des protéines par rapport au
traitement sans Srx. Srx protégerait donc les protéines de la glutathionylation au cours d'un
stress oxydant, permettant aux protéines de rester actives (134).

En outre, Park er al, (135) ont déterminé in vitro le role de Srx dans la
déglutathionylation d’une 2-Cys-Prx (PrxI). Pour évaluer la pertinence biologique de ces
observations, les auteurs ont montré que PrxI est glutathionylée dans des cellules HeLa A549
a faible concentration d’H,O,. En outre, le taux de PrxI glutathionylée a été sensiblement
¢levé dans des cellules transfectées par des ARN interférents ciblant les ARN messagers de
Srx. A l'inverse, dans les cellules surexprimant Srx, le taux de PrxI glutathionylée a été
diminué. Cependant, le taux de glutathionylation de la PrxV n'a pas été affecté par la variation
du niveau d'expression Srx qui est vraisemblablement li¢ a spécifité de Srx pour la PrxI
contrairement a la PrxV.

De plus, Bowers et al., (136) ont déterminé une forte affinité de la Srx pour la protéine
S100A4 (S100 binding protein A4) glutathionylée (Kp ~ 5 nM). De ce fait, Srx forme un

complexe avec S100A4 glutathionylée et affecte son interaction avec NMIIA (non-muscle
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myosin ITA)®, modulant ainsi, la migration et I'adhésion cellulaire.

(3)  Activité nucléase

Récemment, Yong hun e, al., (137) ont proposé que Srx pourrait posséder une activité
nucléase. Sur la base d’une forte homologie de séquence entre Srx et ParB qui est une
nucléase, la Srx de d’Arabidopsis thaliana (AtSrx) a été testée pour une éventuelle activité
nucléase. Dans cette étude, les auteurs ont constaté que AzSrx tout comme une nucléase, peut
utiliser un substrat simple brin et double brin (ADN). L'activité nucléase est activée par des
cations divalents. Cependant, la mutation de la Cys catalytique dans le site actif (A4¢Srx-
C72S), n’a pas de conséquence sur ’activité réductase de A¢Srx, ce qui suggere que la Cys

catalytique n’est pas impliquée dans le mécanisme catalytique de la fonction nucléase.

d)  Les sestrines n’ont pas d’activité sulfinyl reductase.

L’activité sulfinyl réductase des sestrines a été¢ proposée en 2004 par Budanov ef al.,
(138) chez I’homme, apres une étude in vitro de I’activité de la protéine, en présence de 2-
Cys-Prx typiques suroxydées, de MgCl,, d’ATP et de DTT. Les sestrines produites par le
gene Hi95, sont impliquées dans la défense des cellules humaines contre les ERO, et
possédent un domaine apparenté aux protéines bactériennes AhpC responsables de la
réduction des 2-Cys-Prx typiques. Sur la base de ces expériences, Budanov et, al., ont proposé
que la sestrine Hi95 permettrait la réduction de la forme acide sulfinique régénérant Prx1 sous
forme réduite. Cependant, cette activité a été ensuite remise en cause. En effet, I’étude menée
par Woo et al. (139) montre que la surexpression de Hi95, dans des cellules HeLLa ou A549,
ne permet pas la réduction de Prx suroxydées. Ces résultats sont en accord avec des études
menées au laboratoire par le Dr. Xavier Roussel sur la sestrine humaine. L’activité observée
par Budanov et al., pourrait provenir d’une contamination de la protéine Hi95 par

copurification avec Srx.

3 NMIIA : élément central dans les mécanismes de la régulation de l'adhésion cellulaire, la
migration et I'architecture des microfilaments.
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Mon projet de thése avait pour objet I’é¢tude des mécanismes moléculaires de
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régulation du systeme 2-Cys-Prx/Srx, et s’inscrit dans la problématique plus générale de la
signalisation cellulaire redox thiol-dépendante. /n vivo, cette régulation implique plusieurs
cycles catalytiques interdépendants (Figure 36 page 57) : le cycle peroxydatique de la Prx, le
cycle de suroxydation de la Prx, le cycle de la Srx et leurs connexions avec les systemes redox
Trx/glutathion. La compréhension de la coordination de ces cycles requiert donc une
connaissance précise des cinétiques réactionnelles de ces deux enzymes.

R..._ (3).?

Srx

CelsH m HS(C (2) ) Srx
@ m

(CrisH HS(Cy rISH

Cp)sozl-l HE{Cr
p)S-S({Cg b
d b )su HO,S(Cp)
Cr)S-8[Cp

Figure 36 : Les cycles enzymatiques interdépendants du systeme 2-Cys-Prx et Srx et les points de
régulation étudiés (1, 2, 3).

Mon travail de thése s’est articulé autour de trois axes :

(1) L’¢étude du mécanisme moléculaire de suroxydation d’une 2-Cys-Prx, qui constitue le
premier point de régulation du systéme Prx/Srx : @ mon arrivée au laboratoire, aucune donnée
cinétique détaillée du cycle enzymatique des 2-Cys-Prx n’était disponible. L’objectif était de
caractériser les deux étapes du cycle catalytique de la 2-Cys-Prx typique majeure de S.
cerevisiae dont la compétition contrdle la sensibilité a la suroxydation, par une stratégie
combinant cinétiques rapides, systéme enzymatique couplé et modélisation cinétique.

(2) L’analyse des facteurs moléculaires responsables de la faible constante catalytique de
la Srx au niveau de la premiére étape de son mécanisme enzymatique, ce qui doit étre corrélé
a son rdle biologique et constitue un second €lément de régulation. Dans un premier temps, la
question de la nature du processus limitant la vitesse de cette premicre étape a été abordée,
puis le mécanisme de formation du complexe Michaelien Prx/Srx/ATP/Mg*" a été caractérisé
par une technique d’anisotropie de fluorescence.

3) L’¢tude de la nature du réducteur et du mécanisme de recyclage des 1-Cys-Srx, qui
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différe de celui des 2-Cys-Srx de levure qui sont réduites par la Trx. Compte tenu des
concentrations cellulaires ¢élevées de glutathion, 1’objectif était d’évaluer le role de ce dernier
en tant que réducteur physiologique des 1-Cys-Srx, par une stratégie combinant études in vivo
et cinétiques enzymatiques in vitro. Cet aspect constitue un point de connexion du couple

Prx/Srx avec les systémes cellulaires redox majeurs, Trx et glutathion.

Pour aborder ces différentes questions, j’ai utilis¢ différentes approches de cinétiques
classiques et rapides, de modé¢lisation cinétique, mais également d’anisotropie de
fluorescence, de génétique de la levure, et de techniques spécifiques en biochimie redox des

protéines, résumées dans la Figure 37 page 58.

[ Etude du systéme 2-Cys-Prx/Srx

Etude in vitro Etude in vivo

Modelisation

7 ' N\ ' N
Production, Cinétiques Anisotropie de des données
purification et enzymatiques fluorescence cinétiques et a S. cerevisiae
conservation des des l'équilibre DUZAIOIEIONG
protéines 2-Cys-Prx et (dynafit modéle
recombinantes Srx 4.0...)
. /A y/
Cinetiques redox,

a I'état pré-stationnaire a I'état stationnaire e?leggﬂo(%ii;?gs 1(61:2 s
(intensité de fluorescence, (systémes enzymatiques rotéines par lvse
HPLC phase inverse, gels couplés Trx/TrxR/NADPH, a cig e. bloca % de}s] Cvs

SDS-PAGE...) GSH/Grx/GR/NADPH....) ’ £ 5

immunodétection...)

Figure 37 : Stratégie d’étude du systeme 2-Cys-Prx/Srx
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I. Etude cinétique du mécanisme de suroxydation d’une 2-Cys-Prx

typique

Comme nous 1’avons abordé en détails dans le chapitre "Introduction”, les 2-Cys-Prx
typiques présentent la particularit¢ d’étre régulées selon 1’état d’oxydation de leur Cys
catalytique, en particulier par un surprenant mécanisme de suroxydation par leur propre
substrat H,O, (cf. § (3) page 37). Ce phénomene constitue donc le premier ¢lément de
régulation du systéme 2-Cys-Prx/Srx.

Le mécanisme catalytique des 2-Cys-Prx typiques (Figure 38 page 62) implique, 1) la
réduction de H,O, en H,O via I’attaque de la Cys Cp, conduisant a la formation d’un
intermédiaire acide sulfénique PrxCp—SOH (101), du point de vue cinétique, cette étape est
caractérisée par une constante de vitesse de second ordre* ksom; 11) I'intermédiaire PrxCp—
SOH est attaqué par la Cys Cr de la seconde sous unité du dimere, pour donner un
intermédiaire pont disulfure intermoléculaire PrxCp—S—S—CrPrx; cette étape est caractérisée
par une constante de vitesse de premier ordre kg ; iii) cette forme oxydée est ensuite réduite
par la Trx, avec une constante de vitesse krx (de premier ordre lorsqu’elle est mesurée en
concentrations saturantes en Trx). Cependant, la forme PrxCp—SOH peut également réagir une
seconde fois avec une molécule de H,O, pour donner une forme acide sulfinique PrxCp—

SO,H, avec une constante de vitesse de second ordre définie par kgo;.

* L’ordre d’une réaction chimique indique I’influence d’un réactif dans la cinétique de la
réaction. Ainsi, i) une réaction est de premier ordre pour un réactif (A), si la vitesse globale est
proportionnelle a la valeur de la concentration de ce réactif (A), (v=k [4]"), ii) une réaction de second
ordre pour deux réactifs (A, B), traduit que la vitesse globale dépend des concentrations de (A) et (B)

(v="k [A]'[B]").
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Figure 38 : Schéma du mécanisme et des constantes de vitesse du cycle catalytique des 2-Cys-Prx
typiques

Selon I’hypothése proposée par I’équipe de L. Poole (105), c’est au niveau de
I’intermédiaire PrxCp—SOH que se joue la compétition entre les étapes de réduction sous
forme disulfure ou d’oxydation sous forme acide sulfinique, qui détermine globalement la
cinétique de suroxydation des 2-Cys-Prx typiques.

Lorsque j’ai débuté ma thése, aucune donnée cinétique concernant les deux étapes en
compétition n’était disponible. Afin de mieux comprendre le mécanisme de régulation des 2-
Cys-Prx typiques par suroxydation, nous avons entrepris une étude visant a caractériser les
parameétres cinétiques correspondant a ces deux étapes au cours du cycle catalytique de ces
enzymes, en utilisant pour modele la 2-Cys-Prx typique majeure de S. cerevisiae (Tsal) que

j’ai produite et purifiée au laboratoire (cf. Matériel & Méthodes § 2 page 131).

1. Stratégie expérimentale
Selon le modele cinétique présenté ci-dessus, quatre étapes contribuent au cycle
catalytique des 2-Cys-Prx typiques. Parmi ces étapes, seule la valeur de kson avait été
déterminée pour Tsal par une méthode par compétition avec la peroxydase de raifort HRP
(91). Afin de pouvoir observer ces différentes étapes, nous avons utilis€é une approche

combinant :

62



RESULTATS & DISCUSSION

™ ’¢étude cinétique de la réaction en conditions de cycle unique, i.e. en absence de
réducteur Trx. Ceci permet de bloquer la réaction a I’étape de formation de 1’intermédiaire
PrxCp—S—S—CrPrx. Etant donné que plusieurs groupes avaient reporté que le phénomeéne de
suroxydation n’était observable qu’en conditions de cycle multiple (105,123) (en présence de
réducteur), nous avons donc formulé I’hypothése que I’étape de suroxydation n’était pas
significative dans les conditions de cycle unique. Par conséquent, dans cette expérience,
seules les étapes correspondant a ksoy et kss contribueront au message observé qui est basé sur
le signal de fluorescence intrinséque de la protéine. Cette ¢tude permettra de déterminer £ss.

™ ]’¢tude cinétique de la réaction en conditions de cycles multiples, i.e. en présence de
son réducteur Trx et de son systéme de recyclage, la TrxR couplée au NADPH. Ce dernier
fournit un message spectroscopique permettant de suivre la cinétique réactionnelle. Dans ces
conditions, toutes les étapes du cycle catalytique participent potentiellement a la réaction, en
particulier le processus de suroxydation. Afin de prendre en compte la contribution
individuelle de chacune de ces étapes, les cinétiques seront analysées selon le modele présenté
dans la Figure 38 (page 62), en utilisant un programme d’analyse globale prenant en compte

chacune des constantes de vitesse individuelles, afin de déterminer ksop.

2. Détermination de la constante de vitesse de formation du pont

disulfure

La cinétique des deux étapes conduisant a la formation de I’intermédiaire PrxCp—S—S—
CrPrx de la Tsal (ou TsalCp—S—S—CgrTsal) a ¢été analysée en utilisant une technique de
cinétique rapide fondée sur I’extinction de I’intensité de fluorescence intrinséque de la protéine.
En effet, Tsal contient trois résidus Trp, dont le signal de fluorescence est affecté selon 1’état
d’oxydation de la Cys Cp dans le site actif (Figure 39 page 64). Spécifiquement, la Tsal Cp—S—
S—CrTsal émet un message de fluorescence environ 50 % plus faible que la forme Tsal Cp—SH

(Figure 40 page 64).

63



RESULTATS & DISCUSSION

Monomere 1

Y190

W160

Figure 39 : Représentation du site actif d'une 2-Cys-Prx typique au sein de ['unité dimérique.

Les deux sous-unités sont représentées en vert et violet. Les résidus Cys sont identifiés par l'atome de
soufre en jaune. Les résidus Trp sont symbolisés en rose pour le squelette carboné et en bleu pour
l'azote.
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Figure 40

Spectres d’émission de fluorescence de la Tsal Co—SH et de Tsal Cp—S—S—CrTsal.

Les mesures sont effectuées sur un fluorimétre Flx (SAFAS®) dans du tampon TK a une concentration
en Tsal Cp—SH ou Tsal Cp—S—S—CrTsal de 2 uM en monomere. La longueur d’onde d’excitation est
de 295 nm afin d’exciter sélectivement les résidus Trp et le photomultiplicateur est réglé a 650 V.

64



RESULTATS & DISCUSSION

L’avancement de la réaction de réduction de H,O; par la Tsal en 1’absence de réducteur
a ¢été suivie a I’aide d’un appareil de cinétique rapide Applied photophysics type SX18MV-R
(Leatherhead®, UK) (stopped flow). Cet appareil permet de mélanger rapidement volume a
volume deux solutions initialement contenues dans deux seringues, et de suivre I’émission de
fluorescence du mélange en fonction du temps avec un temps mort tres faible de 1’ordre de 1
ms. Dans cette expérience, la premicre seringue contient H,O, (de 0 a 200 uM) dans du tampon
Tris-HCI 50 mM, KCI 100 mM, pH 7 (tampon TK), la deuxiéme seringue contient Tsal (10 ou
20 puM), dans le méme tampon. La température est maintenue a 30°C. La longueur d’onde
d’excitation est fixée a 295 nm afin d’exciter sélectivement les résidus Trp et un filtre permet de
mesurer 1’émission de fluorescence aux longueurs d’ondes supérieures a 320 nm, correspondant
au spectre d’émission de la protéine. Ces mesures ont été effectuées en conditions de cycle
unique (ou état pré-stationnaire), en I’absence du réducteur Trx.

Dans ces conditions, les cinétiques observées sont décroissantes, ce qui refléte
I’oxydation de la protéine sous forme disulfure, comme attendu. Aprés déduction du tracé
obtenu en I’absence de H,O, (Figure 41 page 66), les cinétiques résultantes sont caractérisées
par une phase rapide décrite par un signal monoexponentiel décroissant, et analysées selon la
formule (1), avec A correspondant a I’amplitude du signal, k. a la constante de vitesse de la

phase exponentielle et C a une constante.

—Kobs t
Formule]:y=A(1—e >+C

65



RESULTATS & DISCUSSION

I LT o T

Tsal 5 pM, 10 H,0, pM
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Figure 41 : Cinétiques typiques d’évolution du message de fluorescence de la Tsal en absence et en
presence de H,O; (10 uM)

Le suivi de I’avancement de la réaction est réalisé a 30°C dans du tampon TK. La longueur d’onde
d’excitation est fixée a 295 nm, et [’émission de fluorescence est collectée au travers d’un filtre de
seuil égal a 320 nm a PM = 380 Volts. Le mélange réactionnel est composé de Tsal (5 ou 10 uM
finale) et H;O; (0 et 10 uM).

Afin de pouvoir attribuer le signal observé a 1’étape de réduction de H,O, (kson) ou a
I’étape de formation du pont disulfure (kss), j’ai évalué 1’effet de la concentration en enzyme et
en substrat sur la cinétique réactionnelle. La variation de la concentration Tsal induit une
variation proportionnelle de I’amplitude des cinétiques, alors que la valeur de ks ne varie pas
significativement (~ 15 s™) (Figure 41 page 66). Ceci indique un mécanisme de premier ordre
par rapport a I’enzyme. D’autre part, les vitesses mesurées pour différentes concentrations de

H,0, sont rassemblées dans le tableau 1 page 67.
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Amplitude
[Tsal]ﬁnale [HZOZ]ﬁnale ., L. kobs
(unités arbitraires)
10 uM 0,13 1357
20 uM 0,14 1357
25 uM 0,14 145!
5 uM ;
50 uM 0,12 14s
75 uM 0,14 1657
100 uM 0,14 1557

Tableau 1 : Etude cinétique de la réaction catalysée par la Tsal en conditions de cycle catalytique
unique.

La valeur de I’amplitude de la cinétique est indépendante de la concentration en H,O,,
en accord avec une cinétique de premier ordre par rapport a Tsal. En outre, la constante de
vitesse mesurée est également indépendante de la concentration en H,O,, indiquant que le
substrat n’intervient pas directement dans le signal observé. Par conséquent, la phase
exponentielle enregistrée peut étre attribuée a 1’étape de formation du pont disulfure et la

constante kops a kss, €gale a 14 £+ 1 s"'dans ces conditions.

3. Etude de la constante de vitesse de suroxydation

Dans le but d’accéder a 1’étape de suroxydation et a sa constante de vitesse, la cinétique
de la réaction a ét¢ étudiée en conditions de cycles multiples, a 1’état stationnaire, c’est a dire en
présence du réducteur Trx. En effet, I'impact de I’étape de suroxydation est plus sensible
lorsque 1’enzyme effectue un grand nombre de cycles catalytiques, ce qui augmente la
fréquence de passage de I’enzyme sous la forme PrxCp—SOH et la probabilité de 1’événement
de suroxydation (Figure 38 page 62).

Or, dans ces conditions, en présence de Tsal et Trx, les deux protéines contribuent au
signal de fluorescence, ce qui rend difficile I'utilisation de ce signal pour le suivi de la réaction.
Nous nous sommes donc tournés vers le systeme couplé Trx/TrxR/NADPH, qui permet de
suivre [’avancement de la réaction en suivant la consommation du NADPH par
spectrophotométrie d’absorption a 340 nm (Figure 42 page 68). De plus ce systeme couplé

permet de maintenir constante la concentration en Trx réduite.

67



RESULTATS & DISCUSSION

2Hy0;

s 7 N i

(Crrs-5-Cp

)

SH
SH

TR

g

Dminuion DOy,

Figure 42 : Schéma du systéeme couplé Trx/TrxR/NADPH, utilisé pour suivre [’avancement de la
réaction de réduction de H,O, par Tsal (état stationnaire).

Dans ces expériences, les conditions expérimentales ont été choisies de telle sorte que
I’étape de réduction de Tsal Cp—S—S—CgrTsal ne soit pas limitante : d’une part la concentration
en Trx est maintenue a une valeur saturante de 50 uM, d’autre part la concentration en TrxR a
été optimisée afin que le systeme couplé TrxR/NADPH ne soit jamais limitant par rapport a
I’étape de réduction de Tsal Cp—S—S—CgrTsal.

Dans ces conditions pour la Tsal, la valeur de la constante de vitesse de la réaction a
|’état stationnaire est de 2 s'. Sachant que la constante de vitesse ksoy de formation de 1’espece
TsalCp—SOH est de ’ordre de 2.2 10’ M's™ (91), nous pouvons estimer que k- sera toujours
inférieure a la constante de vitesse de 1’étape peroxydatique (par exemple, a 100 uM en H,0O,,
ksor X [HyO,] =2.2 10° s'l) et a I’étape de formation du pont disulfure menant a Tsal Cp—S—S—
CrTsal (kss de 14 s'l). Avec une constante de vitesse kg, de 2 s'l, I’étape de réduction par la
Trx représente donc 1’étape limitante du mécanisme catalytique global de la Tsal.

"Comment alors avoir accés a la constante de vitesse de suroxydation ksoy ? ". Les
cinétiques réactionnelles présentées Figure 43 page 70 montrent que pour des concentrations en
H,0, supérieures a 100 uM, I’allure de la courbe d’évolution de la concentration en NADP
produit n’est plus linéaire, ce qui indique une diminution de la vitesse de la réaction, et traduit
une diminution de I’activité de I’enzyme. Cet effet résulte de la suroxydation d’une fraction de
Tsal dont I’activité peroxydase est alors nulle.

En vue d’extraire la constante de vitesse de suroxydation ksp; a partir de ces cinétiques,
nous avons analysé ces données expérimentales a 1’état stationnaire avec le logiciel DynaFit 4.0

(140). Le principal avantage de ce logiciel est qu'il permet d’ajuster directement les données
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expérimentales selon un modele biochimique décrit par des équations symboliques qui sont
caractérisées par des constantes cinétiques individuelles (par exemple : E + S <==> ES -->E +
kcat[E]ox[S]o

P) au lieu d’un modele mathématique (par exemple: UV = ([S]o+Kn)

uy=A<1—

—Kobs t
e ) + C). En effet, pour déterminer des constantes microscopiques (constantes de vitesse)

ou macroscopiques (constantes d’affinité), 1'évolution de la concentration des différentes
especes est calculée par intégration numérique simultanée des équations différentielles
correspondant aux étapes du mécanisme et des €quations de conservation de la masse. Il n'est
donc pas nécessaire de dériver les équations mathématiques complexes qui décrivent un
mécanisme enzymatique a plusieurs étapes. L'intérét supplémentaire de Dynafit est la possibilité
d'ajuster simultanément plusieurs jeux de données enregistrés a différentes concentrations en
substrat, ce qui permet de déterminer globalement plusieurs paramétres de fagcon robuste.

Du point de vue pratique, il suffit de spécifier dans un fichier texte « script » (Figure 44
page 71) : 1) le mécanisme catalytique (‘‘mechanism’’), qui comprend dans notre étude 4 étapes
: ’étape peroxydatique caractérisée par la constante de vitesse ksop (k1), I’étape de suroxydation
de I'intermédiaire PrxCp—SOH par H,O, caractérisée par une constante de vitesse kso2 (k2),
I’étape de formation de PrxCp—S—S—CrPrx caractérisée par la constante de vitesse kgs (k3) et
I’étape de réduction de I’espéce PrxCp—S—S—CrPrx par la Trx (k4). Les paramétres de ce
modele (k/=2.2 10" M's™ 91), k3=14 s" -ce travail-, k4=2 s -ce travail-) et le coefficient
d’extinction molaire du NADPH qui détermine I’amplitude du  signal d’absorbance
(“‘response’’) sont des valeurs connues et fixes. Le paramétre k, (ksop) est ajusté aux données
expérimentales, comme 1’indique le « ? » situé¢ a droite du parametre inconnu (Figure 44 page
71). De plus, le logiciel permet de prendre en compte les erreurs expérimentales de
concentration en ajustant la concentration en enzyme et en H,O,, dans la limite spécifiée entre
parentheses, ce qui est important dans le cas de I'ajustement simultané de cinétiques mesurées
indépendamment.

Dans ces conditions, I’ajustement des données expérimentales représenté Figure 43 page
70 montre que malgré de légeres déviations, les tracés théoriques révelent un bon degré de
cohérence avec les courbes expérimentales, ce qui indique que le modele proposé permet de
décrire la cinétique enzymatique de facon assez fidele. Cette analyse a permis de déterminer une
constante de vitesse ko, = 270 = 70 M5! pour la Tsal lorsque les parameétres kgs et k7 sont

fixées a 14 s et2s™, respectivement.
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1:(H,0;: 75 uM)
21 (H207 : 100 uM)
2 (H,0; : 200 uM)
4 : (H20; : 300 uM)
5 : (H,0, : 400 pM)
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Figure 43 : Cinétiques réactionnelles de réduction de H,O, par Tsal en présence du systéme Trx.

La réaction est suivie par la consommation du NADPH couplé au systeme Trx/TrxR mesurée par
spectrophotométrie a 340 nm. Les mesures sont réalisées a 25°C dans du tampon TK. L ajout de Tsal
(0.3 uM) déclenche la réaction. Les concentrations sont fixes pour la Trx (50 uM), la TrxR (0,5 uM),
le NADPH (200 uM), la concentration de H,0, variant de 75 uM a 400 uM. Les cinétiques
expérimentales ainsi que leurs courbes de régression non linéaire obtenues apres ajustement par le
logiciel DynaFit 4.0 sont de méme couleur. Pour des raisons de présentation et d’analyse, la
production de NADP est représentée au lieu de la disparition de NADPH. Les mesures sont effectuées
sur un fluorimetre Fix (SAFAS®).
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[task]
data = progress
task = fit

Définition du mécanisme
[mechanism] catalytique et des constantes de
Prx + H,0, ----> PrxSOH ki vitesse
PrxSOH + H,0, -——-> PrxSO0,H 4
PrxSOH ----> PrxCp-S-S-CiPrx : k3
PrxCp-S-S-CzPrx ----> Prx + NADP - ka
[constants] Valeurs des constantes de vitesse
kl =22 ; pM-1.s-1 des différentes étapes du
k2 = 0.0003 ?? mécanisme (en s™)
k3 = 14
k4 = 2
[responses] Coefficient d’extinction molaire du
NADP = 0.0062 ; pM-1.cm-1 NAPDH d’absorbance mesuré
[concentrations] Prise en compte des erreurs
Prx = 0.3 ? expérimentales mesurées
[data] Localisation et définition des
directory ./SuroxydationTsa/data fichiers données

extension t~xt

file 1075 | concentration H,0, = 75 | offset auto ?
file 110100 | concentration H,0, 100 | offset auto
file 110200 | concentration H,0, = 200 | offset auto
file 110300 | concentration H,0, = 300 | offset auto
file 10400 | concentration H,0, = 400 | offset auto

RS ECVEES BEN]

[output]

directory ./SuroxydationTsa/output Localisation et définition des

fichiers résultats

[settings]

{Output}

BlackBackground = n Conditions de présentation des

résultats

XAxisLabel = temps, sec
YAxisLabel = signal, D0340nm

[end]

Figure 44 : Script utilisé sous le logiciel Dynafit 4.0
Les données expéerimentales obtenues a [’état stationnaire ont été analysées par le logiciel Dynafit 4.0
pour estimer la vitesse de suroxydation kso, de la Tsal.
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4, Discussion et perspectives

Le travail décrit dans ce chapitre constitue une premicre étape dans la mise au point
d’une méthode permettant I’étude mécanistique du processus de suroxydation, fondée sur une
approche cinétique. En combinant deux types d’expériences permettant de suivre la réaction
en conditions de cycles catalytiques multiples (a I’état stationnaire) ou de cycle unique (a
I’état pré-stationnaire), nous avons pu déterminer la constante de vitesse des deux étapes du
mécanisme catalytique en compétition, qui déterminent la sensibilit¢ de la Tsal a la
suroxydation. Ainsi, a une concentration en H,O, de 100 uM (trés élevée par rapport aux
conditions physiologiques), la constante de vitesse de 1’étape de suroxydation sera de 300 x
100 10° = 0.03 s, ce qui est faible par rapport a la constante de vitesse de formation de
I’espéce TsalCp—S—S—CrTsal de 14 s. Ceci justifie I"hypothése formulée ci-dessus (§ 1.
page 60), postulant que 1’étape de suroxydation n’est pas significative en conditions de cycle
unique, et explique pourquoi I’accumulation de PrxCp—SO,H n’est en général observée qu’en
condition de cycles multiples, en présence de réducteur. Malgré ce contraste des constantes de
vitesse kss et ksoz, kss est suffisamment faible pour rendre la Tsal sensible a la suroxydation
en conditions de cycles catalytiques multiples.

Cette méme méthode a été appliquée au laboratoire par Antoine Bersweiler a la
CysGpx, Gpx3/Orpl (une 2-Cys-Prx atypique). Dans ce cas la constante de vitesse de la
premiere étape de réduction de H,O, (kson), s’est avérée étre 70 fois plus lente que 1’étape
correspondante de Tsal, et devenir ainsi limitante par rapport a 1’étape de formation du pont
disulfure qui suit, quelle que soit la concentration en H,O,. Par conséquent, en conditions de
cycle unique, seule peut étre observée la premiere étape de la réaction. Dans ce cas, la valeur de
kss a pu étre néanmoins estimée 4 au moins 400 s, soit une valeur nettement supérieure a celle
de Tsal. Ce résultat est cohérent avec le fait que cette 2-Cys-Prx atypique ne soit pas sensible a
la suroxydation, excepté en présence de concentrations trés élevées en H>O, (supérieures a 500
uM) et permet de valider notre stratégie d’étude du mécanisme de suroxydation des Prx par
cette approche cinétique. Cette différence avec Tsal trouve probablement son origine au niveau
structural en raison de la forte mobilité de la région de Gpx3 qui porte la Cys Cr (résidus 69 a
86) (141). En effet cette région n’est pas résolue dans la structure obtenue par cristallographie
aux rayons X, alors que la flexibilité¢ de la région correspondante dans Tsal est restreinte (cf.
Introduction § (3) page 37) (105). Cette observation souléve la question des processus physico-
chimiques que recouvre la constante de vitesse kgs : en effet, cette étape pourrait impliquer au

moins deux événements, avec une étape de changement conformationnel responsable du
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rapprochement les Cys Cp et Cg, ce que suggere la comparaison Tsal/Gpx3, et une étape
chimique de formation du pont disulfure (voir ci-dessous).

En parallele, une étude du processus de suroxydation des 2-Cys-Prx humaines (Prx2 et
Prx3) a ét¢ récemment publiée par 1’équipe de Winterbourn (142) par une approche
différente : les proportions relatives des especes PrxCp—SO,H et PrxCp—S—S—CgrPrx formées
apres incubation avec une concentration variable de H,O, ont été analysées par spectrométrie
de masse en absence de réducteur puis en compétition avec la catalase a une concentration de
H,0, fixe (Figure 45 page 73). De facon indirecte, en modélisant les résultats expérimentaux
avec le méme modele que celui que nous avons utilisé (Figure 38 page 62), cette étude a
permis d’estimer une constante de vitesse de suroxydation kso, d’environ 12 000 M~ s’
similaire pour Prx2 et Prx3 et une constante de vitesse kss de I’ordre de 2 s pour la Prx2 et
20 s™' pour la Prx3. La Prx3 étant plus résistante a la suroxydation que la Prx2, ceci est en
cohérence avec I’hypothése que la sensibilité a la suroxydation dépend de la valeur de Ass.
Toutefois, cette méthode ne permet pas de mesurer directement des constantes de vitesse. De
plus elle ne peut s’appliquer qu’a des Prx suffisamment sensibles pour se suroxyder
partiellement en 1’absence de réducteur, ce qui n’est pas le cas de la Tsal. D’autre part, dans
une étude similaire, I’équipe de T. Lowther (143) a reporté une constante de vitesse de

suroxydation de Prx2 différente de I’ordre de 1000 M s™".
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Figure 45 : Exemples d’analyse de kso; pour la Prx2 humaine par H,O.

(4) incubation de Prx2 humaine en présence de concentrations variables en H,O, et (B) par
compétition avec la catalase. La Prx2 humaine réduite (5 uM) a été traitée avec la concentration
indiquée de H,O,, puis les protéines ont été réduites par le DTT et alkyle avec du NEM avant analyse
par LC-MS. Le ratio de PrxCp-SO,H/ PrxCp-S-S—-CrPrx est représenté en fonction de la
concentration en H,O, ou de catalase. En (B), les lignes pleines représentent le meilleur ajustement
des données expérimentales, ce qui correspond a k=14 000 M s ', k; = 2 s '; les lignes pointillées
ou sous forme de tirets représentent les ajustements calculés avec des valeurs de k; et k;
respectivement, deux fois supérieurs ou inférieurs (142).
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Nos résultats, confrontés a ceux obtenus sur d’autres Prx, soulévent Iles

questions suivantes :

Dans le modele cinétique que nous avons utilisé, ainsi que d’autres auteurs (Figure
38 page 62), quel(s) processus représente(nt) la constante kgs? Si le signal de
fluorescence que nous avons observé (Figure 41 page 66) inclut nécessairement la
formation de la liaison disulfure Tsal Cp—S—S—CgrTsal, il est probable que, suite a
la réorganisation conformationnelle requise pour rapprocher les deux Cys, des
modifications dans I’environnement des résidus Trp contribuent a la variation de
fluorescence observée (Figure 41 page 66). Le mécanisme catalytique pourrait
ainsi inclure une étape supplémentaire, comme 1’avait déja proposé Wood et al.,
(144). La constante de vitesse kss pourrait donc correspondre a 1’un et/ou 1’autre de
ces processus (Figure 46 page 75).

La réactivit¢ de I’intermédiaire PrxCp—SOH est-elle modulée au cours du cycle
catalytique ? En effet, les changements conformationnels mis en jeu lors de la
formation de I’intermédiaire PrxCp—S—S—CgrPrx concernent a la fois la Cys Cp et la
Cys Cr. Il est probable que cet intermédiaire ne présente pas la méme sensibilité a
la suroxydation au sein du site actif et aprés le changement conformationnel
(Figure 25 page 39). C’est également ce que suggere le modele de Wood (Figure
46 page 75). Si effectivement ’étape de suroxydation se produit majoritairement
avant le changement conformationnel, on peut se demander pourquoi les valeurs
de k5o, déterminées sur différentes 2 Cys-Prx typiques différent de plusieurs ordres

de magnitude, alors que le site actif de ces enzymes est trés conserve.
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Figure 46 : Représentation schématique des conformations du site actif lors du cycle réactionnel d'une
2-Cys-Prx typique.

Les conformations de type « réduite » de l'enzyme sont représentées a gauche avec I’hélice o C-Ter
(boule bleue) et les formes de type oxydée pont disulfure sont représentées a droite du schéma. Les
lignes bleues continues et en pointillés représentent les structures qui doivent subir des changements
conformationnels au cours de la catalyse. La Cys Cp est représentée par le groupement thiol porté par
I'hélice a au centre du site actif, la Cys Cy est représentée par le groupement thiol porté par la
structure bleue de droite. (D'aprés Wood et al., 2003 (144)).

Pour aborder ces questions, nous nous appuierons sur la méthode que j’ai développée
dans ce travail, qui permet de déterminer directement les valeurs de constantes de vitesse en
compétition. Un modele cinétique incluant une ou plusieurs étapes supplémentaires de
changements conformationnels sera testé vis-a-vis des données expérimentales déja obtenues.
De plus de récents résultats de cinétique rapide obtenus sur une échelle de temps plus courte
ont révélé qu’au moins deux phases supplémentaires treés rapides peuvent étre observées au
cours du cycle de la Tsal, qui pourraient correspondre aux étapes précédant la formation du
pont disulfure. Couplées a des expériences de dichroisme circulaire qui apporteront un
¢clairage complémentaire sur les changements conformationnels mis en jeu, ces données

devraient nous permettre, en affinant le modele cinétique, d’apporter des ¢léments de réponse.
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Cette approche permettra également d’évaluer finement le réle des motifs structuraux qui
contribuent a rendre les 2 Cys-Prx typiques sensibles a la suroxydation, comme nous I’avons
déja évoqué (cf. Introduction § (3) page 37), au travers de I’étude de I'impact de mutations

dans ces régions sur chacune des étapes du mécanisme catalytique.
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Il. Etude de la premiére étape du cycle catalytique de la Srx

La catalyse de la réduction d’un acide sulfinique implique 1’activation de ce
groupement chimiquement stable avant 1’étape réductase. Dans le cas de la réaction catalysée
par la Srx, la premiere étape du mécanisme catalytique est I’activation de la fonction acide
sulfinique du substrat PrxCp—SO,H par transfert du groupement y-phosphate de I’ATP,
conduisant a la formation d’un intermédiaire anhydride phosphoryle sulfinique.

Les études initiales de 1’activité de Srx de mammiféres avaient conduit a la mesure de
constantes catalytiques faibles de 1’ordre de 0.2 4 0.5 min™' (123,131). Lorsque ’étude de la
ScSrx a débuté au laboratoire, une valeur de 1.8-2 min” a été mesurée. Ce faible niveau
d’activité enzymatique, inattendu, est probablement corrélé au role biologique de Srx dans la
régulation cellulaire redox, au travers de la coordination des cycles Prx et Srx, et pourrait
constituer un point de controle du flux et du niveau de suroxydation des 2-Cys-Prx. Il était
donc important d’identifier les mécanismes et facteurs moléculaires a 1’origine de cette faible
constante catalytique, et en premier lieu, la nature de 1’étape cinétiquement limitante du cycle
catalytique.

Ces questions ont ét¢ abordées initialement par X. Roussel au cours de sa thése, par la
mise au point d’un test d’activité enzymatique couplé, permettant de mesurer la vitesse de
formation des produits spécifiques a chacune des deux premicres étapes de la réaction : I’ADP
pour I’étape de transfert de phosphate, et le phosphate pour 1’étape réductase conduisant a la
formation de D’intermédiaire thiolsulfinate (cf. Figure 1 publication n°1 page 84). La
comparaison des constantes de vitesse de la réaction par ces deux méthodes a permis de
montrer qu’elles étaient égales a la constante catalytique, soit proches de 2 min™. Par
conséquent, le processus limitant la vitesse de la réaction catalysée par ScSrx devait étre
associ¢ a la premiere étape phosphotransférase.

L’¢étude approfondie de cette premicre étape a fait 1’objet d’un volet de mon travail de
thése au cours duquel je me suis attachée d’une part, a identifier la nature de 1’événement
cinétiquement limitant au sein de cette premicre étape, et d’autre part a caractériser le
mécanisme de formation du complexe Michaelien Prx/Srx/ATP qui préside a 1’étape

chimique du transfert de phosphate.

77



RESULTATS & DISCUSSION

1. Identification du processus limitant de I’étape phosphotransférase

a) Contexte de I’étude

Ce travail fait suite a celui initié par le Dr. X. Roussel et fait 1’objet de la publication
n°l : The rate-limiting step of sulfiredoxin is associated with the transfer of the y-phosphate
of ATP to the sulfinic acid of overoxidized typical 2-Cys peroxiredoxins, publi¢ dans FEBS
Letters. Dans cette publication sont inclus a la fois les résultats que j’ai obtenus concernant
I’identification du processus limitant de la ScSrx, mais également ceux obtenus par X.
Roussel sur le mécanisme catalytique de cette étape, résumés ci-dessous. Concernant le role
de la Cys catalytique de la Srx dans D’étape de transfert de phosphate, deux études
contradictoires avaient été publiées (131,145). Une premiere étude du mécanisme des Srx de
mammiferes, avait conduit Jeong et al., (131) a proposer que le transfert du y-phosphate de
I’ATP sur l’acide sulfinique ne serait pas direct, mais passerait par une étape de
phosphorylation de la Cys catalytique de la Srx, conduisant a un intermédiaire phospho-
cystéine de la Srx. Or, Jonsson et al., (145) ont apporté, au contraire, des arguments en faveur
d’un transfert direct du groupement y-phosphate de I’ATP sur la fonction acide sulfinique de
la Prx. Pour tester ces deux hypothéses contradictoires, X. Roussel avait entrepris 1’étude de
cette étape sur la ScSrx, avec pour objectif d’identifier le role de la Cys catalytique dans cette
¢tape. Les résultats obtenus ont permis d’exclure un role de la catalytique de ScSrx dans le
mécanisme de formation de I’intermédiaire anhydride phosphoryl sulfinique (cf. Figure 1
publication n°l). Pour ce faire, X. Roussel a évalu¢ I'impact de la mutation de la Cys
catalytique de ScSrx (Cys84) sur les cinétiques de libération d’ADP et de phosphate en
absence de réducteur. Les résultats ont montré que pour la ScSrx sauvage et C84A il y a
libération d’ADP a des constantes de vitesse significativement supérieures au bruit de fond
(cf. Figure 2 publication n°l). De plus, la constante de vitesse de libération du phosphate
mesurée en parallele pour le variant C84A est similaire a celle de I’ADP, impliquant que le
phosphate libéré ne peut provenir que de 1’hydrolyse d’une espéce phosphorylée de PrxCp—
SO,H. Ces résultats ont permis de montrer que le transfert du groupement y-phosphate de

I’ATP sur la PrxCp—SO,H se fait de maniére directe.
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b)  Résumé des travaux

Dans I’objectif d’identifier les déterminants moléculaires a ’origine de la faible
constante catalytique de Srx, une fois le mécanisme de I’étape phosphotransférase établi, se
posait la question de la nature du processus cinétiquement limitant. A priori, ce processus
pouvait étre associé a) a la reconnaissance entre Srx et son substrat PrxCp-SO,H, et ses co-
substrats ATP et Mg”", b) a I’étape chimique de transfert de phosphate, c) a I’étape de
dissociation de I’ADP, ou d) a tout changement conformationnel associé.

Dans le but de déterminer si cette étape était lice a 1’étape de la catalyse chimique de
transfert de phosphate, j’ai analysé la cinétique de cette premicre étape pour le couple Tsal/
ScSrx, en utilisant des analogues des co-substrats ATP et Mg>", a savoir le y-thio-ATP et le
Mn®". La vitesse de la réaction est mesurée par le systéme couplé Trx/TrxR/NADPH qui
permet de suivre la formation de I’espéce TsalCp—S—S—CgrTsal (produit de la réaction
catalysée par ScSrx) au cours du cycle catalytique a 1’état stationnaire. Au cours du cycle
catalytique, 1’espéce ScSrx oxydée sous forme d’un pont disulfure intramoléculaire est
¢galement libérée et réduite trés efficacement par la Trx, d’ou la possibilité de déterminer les
parametres cinétiques de 1’étape limitante de la réaction via le systéme couplé en suivant la
consommation du NADPH par spectrophotométrie a 340 nm (cf. Matériel & méthodes. Figure
59 page 141). Comparée a la valeur déterminée pour I’ATP, la constante de vitesse a
saturation mesurée pour le y-thio-ATP est diminuée d’un facteur 2 (cf. Tableau 1 publication
n°l). La structure chimique de cet analogue étant modifiée uniquement au niveau du
groupement p-phosphate transféré (Figure 47 page 79), ceci suggere que 1’étape limitante de
la réaction catalysée par ScSrx pourrait étre associée au processus de la catalyse chimique de

transfert de phosphate.

Figure 47 : Structure chimique de [’analogue du co-substrat ATP ; le y-thio-ATP
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Dans un second temps, afin de confirmer cette hypothese, j’ai étudié la variation de la
vitesse de 1’étape limitante en fonction du pH, qui permet de révéler les groupements
ionisables de la ScSrx, éventuellement de la Tsal et/ou de ’ATP impliqués dans la catalyse.
En raison de la possibilité d’un effet du pH sur le systéme couplé Trx/TrxR/NADPH qui le
rendrait limitant, j’ai utilisé le signal d’extinction du message de fluorescence de la Tsal, qui
est sensible a son état d’oxydation, pour suivre la vitesse de la réaction (Figure 48 page 80).
En effet, ScSrx ne posséde pas de résidu Trp, et ne fluoresce quasiment pas apres excitation a
295 nm, ce qui nous a amenés a utiliser le signal d’extinction de fluorescence de la Tsal pour
déterminer la vitesse de réduction de la TsalCp—SO,H par ScSrx en fonction du pH. Les
mesures ont été effectuées en I’absence de réducteur (Trx ou DTT), donc a I’état pré-
stationnaire, dans le but d’accumuler I’espeéce oxydée Tsal Cp—S—S—CrTsal et d’éviter de «

polluer » le signal de fluorescence par un bruit de fond supplémentaire.
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Figure 48 : Spectres d’émission de fluorescence de la Tsal Co—SO,H et Tsal Cp—S—S—CgTsal.

Les mesures sont effectuées sur un fluorimétre Fix (SAFAS®) dans du tampon TK a une concentration
en Tsal Cp—SO,H et Tsal Cp—S—S—CrTsal de 2 uM en monomere. La longueur d’onde d’excitation est
de 295 nm afin d’exciter sélectivement les résidus Trp. Le photomultiplicateur est réglé a 650 V.

L’analyse de la constante de vitesse de la premicre étape en fonction du pH révele un
profil en cloche caractérisé¢ par deux pK,pp. Le pKayp de 6,2 correspond probablement au
groupement y-phosphate, une hypothese confirmée par le décalage de la valeur de ce pK,p, de

-0,5 lorsque I’ATP est substitué par son analogue, le y-thio-ATP. Cette interprétation est
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confirmée par un effet similaire de la substitution du Mg”" par le Mn?". Pris dans leur
ensemble, ces résultats confirment que I’étape limitante de la réaction est associée au
processus de la catalyse chimique de transfert de phosphate et indiquent que le pK,,, de 6,2
peut étre attribué au groupement y-phosphate de I’ATP, excluant ainsi I’hypothése associant
cette ionisation au groupement sulfinate du substrat dont le pKa en solution est de 1,9.

Le second pK,p, de 7,5 observé correspond a un groupement ionisable qui doit étre
protoné pour que la réaction soit efficace. Ayant attribué¢ le groupement y—phosphate de
I’ATP, ce pK,pp correspond probablement a un résidu ionisable appartenant soit a la ScSrx,
soit a la Tsal, situé dans I’environnement du site actif au sein du complexe quaternaire

TsalCp—SOzH/Scer/ATP/Mg%. J’ai abordé¢ 1’¢tude de ce complexe dans la section suivante.

¢)  Publication n°l
L’ensemble de ce travail a abouti a la rédaction d’un article intitulé "The rate-limiting
step of sulfiredoxin is associated with the transfer of the y-phosphate of ATP to the sulfinic

acid of overoxidized typical 2-Cys peroxiredoxins"
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The rate-limiting step of sulfiredoxin is associated with the
transfer of the y-phosphate of ATP to the sulfinic acid of

overoxidized typical 2-Cys peroxiredoxins

Xavier Roussel, Samia Boukhenouna, Sophie Rahuel-Clermont and Guy Branlant.
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The eukaryotic sulfiredoxin (Srx) catalyzes the reduction of overoxidized typical 2-Cys peroxiredox-
ins PrxS0, via ATP/Mg?*-dependent phosphorylation of the sulfinic acid group, followed by forma-
tion of a PrxSO-SSrx thiolsulfinate intermediate. Using real-time Kkinetics of wild-type and C84A
Srxs, and pH-rate profiles with ATP/Mg?* analogues, we show that the rate-limiting step of the reac-
tion is associated with the chemical process of transfer of the y-phosphate of ATP to the sulfinic acid,
in contrast to that described by Jonsson et al. [7]. Two pK,pps of 6.2 and 7.5 were extracted from the

bell-shaped pH-rate profile, corresponding to the y-phosphate of ATP, and to an acid-base catalyst,
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1. Introduction

Peroxiredoxins belong to the Cys peroxidase family that reduces
hydroperoxides including hydrogen peroxide (H,0,) and peroxyni-
trite. Members of the typical eukaryotic two-Cys subfamily contain
two essential cysteines. The first, termed the peroxidatic cysteine
(2-Cys-Prx catalytic Cys (Cp), i.e., Cys48 in the case of the Saccharo-
myces cerevisiae typical two-cysteine peroxiredoxin (2-Cys-Prx)
Tsal and referred to as native S. cerevisiae His-tagged peroxiredox-
in Tsal (Prx) in the following text), reduces hydrogen peroxide and
alkyl hydroperoxide to water and alcohol, and is oxidized to a sul-
fenic acid (SOH). The second, the resolving cysteine (2-Cys-Prx
regeneration Cys (Cg), i.e., Cys171) of the other Prx subunit within
the homodimer attacks the sulfenic acid intermediate to form a
disulfide [1-4]. This disulfide bond is reduced by thioredoxin
(Trx). The peroxidatic cysteine is sensitive to overoxidation by

Abbreviations: 2-Cys-Prx, typical two-cysteine peroxiredoxin; Cp, 2-Cys-Prx
catalytic Cys; Cg, 2-Cys-Prx regeneration Cys; LDH, lactate dehydrogenase; ™ Guo,
7-methylguanosine; NTR, E. coli NADPH thioredoxin reductase; PEP, phosphoenol-
pyruvate; PK, pyruvate kinase; PNP, E. coli His-tagged purine nucleoside phosphor-
ylase; Prx, PrxSO,, native and overoxidized S. cerevisiae His-tagged peroxiredoxin
Tsal: Srx. sulfiredoxin: Trx. thioredoxin

H,0, to sulfinic acid (SOOH) [4]. This overoxidation, which inacti-
vates the enzyme, is reversed by the enzyme sulfiredoxin (Srx)
which reduces the sulfinic acid back to the sulfenic acid state [5].
Such a reversible peroxide-sensitive switch has been demonstrated
to regulate the action of certain transcription factors targeting anti-
oxidant genes in Schizosaccharomyces pombe [6].

Recently, it was shown that reduction of overoxidized 2-Cys-Prx
(referred to as overoxidized S. cerevisiae His-tagged peroxiredoxin
Tsal (PrxS0;) in the following text) by Srx involved a covalent
intermediate linked by a thiolsulfinate bond between the essential
cysteine of Srx (referred to as the catalytic cysteine and numbered
84 in the S. cerevisiae Srx and 99 in the human enzyme) and the Cp
of Prx [7,8]. Formation of the thiolsulfinate species requires the
activation of the sulfinic acid group of PrxSO, by transfer of the
v-phosphate of ATP in the presence of Mg?*, leading to a phos-
phoryl sulfinyl anhydride intermediate (Fig. 1). Reduction of the
PrxSO-SSrx thiolsulfinate intermediate is completed by Trx via
the formation of an intra-disulfide oxidized Srx intermediate in
the case of S. cerevisiae Srx [9].

Intriguingly, the catalytic rate constant of the Srx-catalyzed reac-
tion was found to be low with a turnover of less than 2 min~! [8,10],
that is limited by a step occurring before or associated with the for-
mation of the thiolsulfinate [8]. This low rate is consistent with a
role of Srx in regulation of H,0,-dependent signaling processes
since it would enable hydrogen peroxide to convey its cellular mes-
sage [11]. This raises the question of the nature of the rate-limiting

0014-5793/$36.00 © 2011 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.febslet.2011.01.012
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5Cas 0 Scn:S' Pi 0 recorded for each set of conditions. For wild-type S3x with CI71A

Pﬁrsw S P'°P'5'°’“°s" } PCP‘S'S"’*“S AxS),, the rate constant kg, was obtained by fitting blank-
ATP  ADP corrected absorbance traces against g (1), in which ¢ represents

Fig. 1. Cadytic mechanism of the farmation of the thiolsulfinate intermediate of
SX.P. RAx; S 9x.

process that leads to the thidsulfinale species. Based on rapid
quench/mass spectrometry/ 0 exchange coupled technique, a ki-
netic scheme was put forward for the human Sx, in which arapid
formation of the sulfinyl phosphoryl intermediae is followed by a
rate-limiting attack of 9x catalytic Oys (rate constant 1.4 min*1)
togvethethiolsulfinat eintermediate, in competition with hydroly-
sis (rate constant 0.35 min 1 [71). Thus, if the proposed scheme is
right, the anhydride intermediate would accumulate.

To get insight into the molecular/mechanistic features responsi-
ble for these unexpected slow kinetics, we used both red-time
enzymatic coupled systems to determine the rates of ADP and
phosphate release for wild-type, (84S and (B4A 9xs from S cere-
vidae, and pH-profile analysis of the rate of the Sx—catayzed reac-
tion. Taken together, our data support: (i) an overall rate-limiting
step for the wild-type enzyme associated with the chemicd pro-
cess of the ATRP-dependent activation of the Prx sulfinic acid that
implies a non-accumulation of the sulfinyl phosphoryl anhydride
intermediate. Thus, as socn as the anhydride forms, either it reacts
effidently with the catalytic Oys84 of 9x or hydrolyzes when the
OysB4 is substituted by an Ala residue, and; (ii) arae of formation
of the phosphorylated Prx intermediate that depends on two pKy
of 62 and 7.5. The first pKg,, coresponds to the G-phosphate of
ATP and the second to an acid-base catalyst which would be in-
volved in the ADP release.

2. Materials and methods
21. Malerials

Triswas obtained from VWR, K{, and Mg, from Merck, NADH
and C-SATP from Roche, and ATP, 7-methylguanosine ('“7Guo),
phosphoend pyruvate (FEP), lactate dehydrogenase from rabbit
muscle (LDH)} and pyruvae Kinase from rabbit muscle (A< from
Sgma-Aldrich.

Recombinant purine nucleoside phosphorylase from Escherichia
coli (ANP), N-teminally Hisgtagged fusion of S oerevidae
2-ys-Ax Tsal (refared to as Ax) and S oaevidas 9x were pre-
pared following the experimental procedures described previously
[8]. Cxidation of Oys Ge into the sulfinic acid state for both wild-
type and C171A RAxs to form Px90,, and determination of the
steady-state rate of the Sx-catalyzed reaction using the E cdli
Trx/NADPH thioredoxin reductase (NTR) system with NADPH,
were performed as described previously [3].

22 1 DHPRNADH-ooupled assay

The kinetics of ADP release were followed under singe tum-
over conditions by the decrease of the absorbance at 340 nm due
to the oxidation of NADH by the RCLDH/NADH system in the
presence of FEP, measured a 30 "Con an S(18MV-R stopped-flow
apparatus (Applied PhotoPhysics) fitted for absorbance measure-
ments. One syringe contained 1 mM ATE, 3mM Mg, 1 mM
PER, and 4001 M NADH in buffer TK (50 mM Tris-Hd, 100 mM
KQ, pH 7) and the other contained 801 M C171A PrxS0y, 20 Wml
A<, 60 Wfml LDH, and 101 M Sx (final concentrations after mix-
ing). For each condition, a blank time ocourse was recorded in the
absence of 9x and the data were deducted from the corresponding
data obtained in the presence of Sx_. An average of three runs was

the end point and a, the amplitude of the signa. For other condi-
tions, the rate constant k. was deduced by linear regression.

y Yhastad b e olb

The Kkinetic assay was validaled under steady-state conditions
using wild-type and C171A Px80; (which behaves similarly) in
the presence of Trx as reducing agent [8].

2.3. ANP-ocoupled assay

The Kinetics of H rdease were followed under singe tum-over
conditions as described previoudly [3]. Briefly, the decrease of the
emission fluorescence intensity associa ed with the phosphorolysis
of ""Guanosine ("™ Guo) catalyzed by ANPwas recorded at 30 °Con
an SX18MV-R stopped-flow apparat us fitted for fluorescence mea-
surements, with the excitalion wavelength st at 305 nm, and the
emitted light collected above 455 nm using a cutoff filter. One syr-
inge contained 1 mM ATP, 1 mM MgQ,, 3001 M ™ Guo, and 51 M
PNP in buffer TK, and the other contained 801 M CI71A RAxSD,,
20l M NP, and 101 M 9x (final concentrations after mixing)-
For each condition, a blank time course was recorded in the ab-
sence of Sx and the data were deducted from the coresponding
ddata obtained in the presence of 9x. For wildtype Sx with
CI71A Rx8Dy, the rate constant Kas was obtained by fitting fluo-
rescence traces againg Eq. (1). For other conditions, the rate con-
stant ko Was obtained by linear regression. For (B4A Qx, the
rate constant kg,s coresponded to the initial rate constant. The
fluorescence signal was calibraed independently against R
concentration.

24 pH dependence of the rate-limiting step of the Sx—catalyzed
reaction

The pH-profile of the rate-limiting step of the reaction was
determined by following the decrease of intrinsic tryptophan fluo-
rescence intensity of the wildtype Rrx substrate upon transition-
ing from the SO, form to the disulfide form. As shown previously
for the S cerevidae wild-type enzyme in the absence of added
reductant [8], the reaction proceeds until the oxidized disulfide
form of Rx is formed, whose intrinsic fluorescence signal is
quenched by approximately 80%compared to the xS0, substrate.
The decrease of the emission fluorescence intensity was recorded
at 30 "Con an SX18MV-Rstopped-flow apparatus fitted for fluores-
cence measurements, with excitation wavelength st a 295 nm,
and emitted light collected above 320 nm using a cutoff filter.
One syringe contained 1 mM ATP, 1 mM MgQ,, and 401 M BAxS0,,
and the other contained 51 M Sx (final concentrations after mix-
ing). BEach measurement was caried out in 25mM tricine,
100 mM imidazole, and 75 mM acetate buffer a an constant ionic
strength of 0.1 M over a pH range of 59 [12]. The ionic strength
was verified by condudtimetry and adjusted to 0.1 M when neces-
sary using KQ, after calibration against KO solutions.

For each condition, a blank time course was recorded in the ab-
sence of Sx and the data were deducted from the coresponding
daaobtaned in the presence of 9x_ The rate constant ky, was ob-
tained by fitting the fluorescence traces againgt Eq. (1)- The pH pro-
file of the deduced rale constants was then fitted to EKq. (2), in
which pK,; and pK; represent the measured apparent pK values,
Kobs max the maximum rate constant and K. mac the rate constant
at high pH

1/ Kbsmax

y Y %mﬂ
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3. Reaults
3.1. Characterization of the ratelimiting step

To identify which step(s) in the reaction catalyzed by the Sx
from S cerevidae contributes to the rate of formation of the thiol-
sulfinate intermediate, the LDH/RYNADH coupled assay was used
to monitor the quantity of ADPreleased in the first step. In this as-
say, phosphorylation of ADP by FAKin the presence of FEP leads to
production of pyruvate, which is then reduced by LDH with the
consumption of NADH. Thus, the rate of ADP formaion which
can be monitored indirectly via the decrease in absorbance of
NADH was determined under single tum-over conditions — that
is, in the presence of an dghtfold excess of C171A xS0, relative
to wild-type 9x, and in the absence of reductant.

A control reaction lacking wild-type Sx produced a slow linear
signd with rate lower than 0.05 min—! which was subtracted from

a 005 ]

-0.00 - )
o 0.05 4 ity
<
o™
@
2 -0.10 -
©
£
o
8 -0.15 4
<

= Wild-type srx
-0.20 { ——— C84S SrX
C84A SrX
—025 Ly T ¥ T g T L T L 1
0 100 200 300 400 500

05 W&M“WWWULH
0.04+

0.03 1

0.02

0.014

-0.00 1

Fluorescence units

-0.014

-0.02 4

L T T T T T X T ¥ 1
0 100 200 300 400 500
Time (s)

Fig. 2. Snde turnover kinetics of the reaction catd yzed by Sx with C171A RxS0s.
Reactions of 801 M C171A ArxS0: with 101 M wild-type (black), CB4S (grey) and
CB4A (light grey) Sxsin the presence of 1 MM ATRMgQ » were carried cut in buffer
TKat 30 °C (a) The reaction was menitored by ADPrdease by the LDH/RJYNADH
coupled assay (see Section 2.2). (b) Thereaction was manitored by the ANPcoupled
assay (see Section 2.3). The progress curves are carrected from datacdlected in the
abgence of IX.

traces collected under the same conditionsin the presence of wild-
type Sx_ The best fit to the resulting progress curves was ocbtained
with a monoexponential process, yielding a first order rate con-
dgtant of 2.8+05min ' which was independent of wild-type Srx
concentration (Ag. 2a). This rale constant is close to the rate of
A release determined under singe tumover conditions
{(1.8+02 min ") and to the steady-state rate constant of the reac-
tion measured either by the NADRHVTRX/NTR coupled assay
(19+02 min*1) [8] or by following the rate of H release by the
PNP-coupled assay (1.7 +02 min~"} in the presence of exoess of
Trx [8]. The amplitude of the exponential process was proportiona
to the concentration of wild-type Sx.

32. Rates of rdease of ADP and phosphate by (B4A and (B4S3xs

The rates of release of ADP and phosphae by (B4A and (B4S
9xs were determined during reaction with C171A RxS; in the
absence of reductant. As described previously, the release of ADP
was monitored by the LDH/RSGNADH coupled assay while that of
phosphate was followed by the FNIP coupled assay. For (B4A 9x,
the time course of ADP release was linear, yielding a rate constant
of 0.6 min~" (Fg 2a). We observed a decrease in the rate of phos-
phale release with time, which resulted in a non-linear time
course. Such a behavior remains to be explained. The rate constant
for phosphate produdion in this case was deduced from the initial
slope of the curve (Ag 2b), giving a value of 0.7 min~ !, which is
similar to that of ADP rdease. The same experiment with (84S

min

obs’

Fig. 3. Representative pH dependence of the rate-limiting step of the Sx-catalyzed
reaction. Reaction of 40 | M wild-type ArxS3, end 5| Mwild-type Sx was fdlowved
a 30 °Cby the atenuation of the intrinsic tryptophan fluarescence of RxS0; (see
Section 2.4) in the presence of 1 MM ATE, 1 mM MgQ; (&), 1 mM ATR-c-Sand 1 mM
MgQ: (b) or 1 mM ATP, 1 mM Mnd: (c). Each measurement was carried aut in
25 mM tricine, 100 mM imidazde, and 75 mM acetate buffer at a constant ionic
strength of 0.1 M. Apparent pk; and plke vaues of 62+02 and 7.5+£02 (a);
55+0.1and 8002 (b); and 5.5+0.1 and 7.8 £ 0.2 (c) were deduced from the best
fit (solid line) of the experimenta paints (d ) against K. (2). Results are expressed
as the average of two independent determinations (x3D).

85



RESULTATS & DISCUSSION

X. Roussel et al./FEBS Letters 585 (2011) 574-578 577

Table 1
Kinetic parameters of wild-type Srx for the co substrates ATP and Mg?*, and for the co
substrate analogs y-thio-ATP and Mn?".

ATP v-S-ATP MgCl, MnCl,
Ky (LM) 125+ 50 130+30 250 + 60 230+70
Kobs max (min~!) 1.83+0.18 0.96 £ 0.04 1.82+0.13 1.75£0.15

The Michaelis constants were determined from activity measurement performed
using the Trx/NTR coupled assay in TK buffer pH 7 at 30 °C by following the con-
sumption of NADPH at 340 nm. Reaction of 50 M PrxSO,, 200 pM NADPH, 50 pM
Trx, 0.5 uM NTR, and 1 mM MgCl, or 1 mM ATP with variable concentrations of the
indicated co substrate, were initiated by adding 10 uM Srx.

Srx yielded an essentially linear time course of ADP release with a
rate constant of 0.1 min~! (Fig. 2a), but no phosphate production
was seen (Fig. 2b). A control experiment was carried out under
the same conditions using reduced Prx instead of the overoxidized
substrate and C84A Srx to evaluate the rate of background ADP and
phosphate production. A rate constant of 0.05 min~! was measured
for ADP release while release of free phosphate was not observed.
Thus, the phosphate which is released in the presence of C84A Srx
and the substrate PrxSO, can only derive from hydrolysis of the
sulfinyl phosphoryl anhydride species formed on the overoxidized
substrate. Indeed, an alternative origin for the phosphate via an
ATPase activity of C84A Srx is unlikely, given that the background
rate of release of ADP is only 0.05 min~!, and background produc-
tion of phosphate is undetectable for this mutated Srx.

3.3. pH dependence of the rate-limiting step of the Srx-catalyzed
reaction

We did not determine the pH-rate profiles using the PNP- or
LDH/PK/NADH-coupled assays due to a potential dependence of
the assays themselves on pH. Instead, we used as a kinetic probe
the attenuation of intrinsic tryptophan fluorescence of wild-type
Prx upon formation of the oxidized disulfide species PrxCpS-SCgPrx,
which is rapid and follows the rate of release of the reaction prod-
uct PrxSOH [8], whose rate is itself limited by that of the activation
of the Prx sulfinic acid. The experiments were carried out under
sub-saturating concentrations of PrxSO, (2 x Ky) to obtain a suffi-
cient signal to noise ratio, the signal being proportional to the Srx
concentration, relative to the intrinsic fluorescence of the PrxSO,.
As shown in Fig. 3a, the rate of reaction exhibits a bell-shaped
dependence on pH, which indicates that at least two groups are re-
quired to be in the proper ionization state for maximal catalytic
activity at pH 7. One of these groups, characterized by a pKpp of
6.2+ 0.2, must be deprotonated, whereas the other with a pKj;,
of 7.5+ 0.2, must be protonated. When y-S-ATP, whose Ky, value
is similar to that of ATP (Table 1), was used instead of ATP, the first
pKapp value shifted from 6.2 to 5.5, while the second was deter-
mined to be of 8.0+0.2 (Fig. 3b). Moreover, a twofold decrease
in the Kkons max Was observed (Table 1). Using Mn?* instead of
Mg?* led (i) the first pK,p,, value to shift from 6.2 to 5.5, and the
second from 7.5 to 7.8; and (ii) to similar Kops max (Fig. 3c) and
Ky values for Mn?" and Mg?* (Table 1). In principle, these two
PKapps can correspond to ionizable groups on amino acids of Prx
or Srx within the quaternary Srx/Prx/ATP/Mg>* complex or to the
v-phosphate of ATP. Because the concentration of PrxSO, is not
fully saturating, the k.5 vs. pH curve could also include a PrxSO,
kobs/Km contribution.

4. Discussion

In the present study, the rates of release of phosphate and ADP
by wild-type Srxs from S. cerevisiae have been determined under
single turnover conditions. In the case of wild-type Srx with
C171A PrxS0,, the rate of ADP release is similar to that of

phosphate release, both determined under single turnover condi-
tions (2.8 vs. 1.8 min~') [8]. As a thiolsulfinate intermediate
between Prx and wild-type Srx was shown previously to be formed
at arate of 1.7 min~! under steady-state conditions [8], this finding
supports an overall rate-limiting step for the wild type that
includes all steps up to the release of ADP and thus before the
formation of the thiolsulfinate intermediate.

In a previous study, a stoichiometry of one mole of phosphate
released per mole of wild-type Srx was observed upon formation
of the thiolsulfinate intermediate in the absence of added reduc-
tant [8]. Combined with the above result, this demonstrates that
hydrolysis of the sulfinyl phosphate does not occur, nor is detect-
able under the experimental conditions used. This finding implies
that each sulfinyl phosphate anhydride Prx intermediate which is
formed proceeds to the thiolsulfinate PrxSO-SSrx species at a much
higher intrinsic rate than the 1.4 min~! reported [7] and does not
accumulate. The reason why the Prx intermediate does not hydro-
lyze but forms a thiolsulfinate Prx/Srx intermediate is the higher
chemical reactivity of the Srx Cys84 (whose pK,p, is 7.4% as also
shown for the human Srx [10]) towards the sulfinyl phosphate
anhydride intermediate, relative to a non-activated water mole-
cule, a reactivity which is further favored by an entropic effect
due to the relative positioning of the anhydride intermediate and
Cys84 within the Prx/Srx complex.

To get deeper into the mechanism of phosphate transfer from
ATP to the sulfinate group of PrxSO,, we performed a kinetic anal-
ysis of ADP release rates using C84A and €84S mutants of Srx. As
deduced from Fig. 2, the rates of release of ADP and phosphate with
C84A Srx are in the same range and significantly higher (0.6-
0.7min~') than the background. Therefore, formation of a
phosphoryl-Cys intermediate on the Cys84 of wild-type Srx can
be excluded, in contrast to that suggested by Jeong et al. [13]. It is
also in accord with structural data obtained on the human enzyme
[14]. The fact that both rates are similar and the time course, in
particular of ADP release, is linear indicates no accumulation of
the sulfinyl phosphoryl anhydride intermediate. Therefore, the
‘intrinsic’ rate of hydrolysis of this intermediate is likely signifi-
cantly higher than 0.6 min~'. Given the difference of pK, between
sulfinic and acetic acid (1.9 vs. 4.3, respectively), this result is consis-
tent with the rate of hydrolysis of a phosphoryl carboxylic anhy-
dride like acetyl phosphate, (0.004 and 0.01 min~! at pH 7.7 in the
absence and presence of 100 mM of Mg?*, respectively [15]). Due
to the regeneration of the substrate PrxSO,, a futile cycle occurs that
consumes ATP with linear, steady state kinetics, and an amplitude
that is only limited by ATP and Mg?* concentration, contrary to
the wild-type mechanism that corresponds to single-turnover
kinetics, with amplitude limited by the concentration of Srx.

The decrease in the rates of ADP and phosphate release for C84A
Srx relative to wild type when using C171A PrxS0O, as a substrate
could be caused by a change in the environment near the y-phos-
phate of ATP due to the substitution of Cys by Ala. In the case of
(84S Srx, the rate of release of ADP is 0.1 min~', which is only two-
fold higher than the background rate, and 28- and 6-fold lower
than the rate observed with wild-type and C84A Srxs, respectively.
These data suggested that, for as yet undetermined structural rea-
sons which is likely related to the high flexibility of the active site
of Srx, the quaternary PrxSO,/ATP/Mg2*/C84S Srx complex is not
competent to transfer the y-phosphate of ATP to PrxSO,. The
fact that no phosphate release was observed supports this
interpretation.

The pH dependence of the rate of formation of the sulfinyl phos-
phoryl anhydride shows a bell-shaped profile from which two
PKapps 0of 6.2 and 7.5 were extracted. Based on the above demon-
stration that phosphate transfer does not depend on Cys84, the
first ionization of pK,pp, 6.2 may be attributed to either the sulfinate
group of PrxS0,, or to the y-phosphate group of ATP. Attribution of
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the ionization to the y-phosphate was established from the obser-
vation that the first pKp, decreased when ATP-y-S and Mn** were
used instead of ATP [16,17] and Mg?* [18], respectively. Taken
together, the data clearly demonstrate: (i) a rate-limiting step
associated with the chemical process leading to the transfer of the
v-phosphate from ATP to the sulfinic acid; and (ii) the y-phosphate
of ATP as the group with a pK,p;, 0f 6.2, and thus excludes the sulfinic
acid whose pK,pp, in solution is ~2 [19].

The nature of the second pKj,, remains to be determined. The
difficulty with this measurement stems partly from the overall
low rate of turnover of Srx, which precludes kinetic comparison
of the effects of different mutations introduced into the active site.
The transfer of the y-phosphate involves the release of ADP which
is likely to be assisted by an acid catalyst. A candidate residue de-
duced from the inspection of the crystal structure of human Srx in
complex with ATP-Mg?* is His100 [14], which corresponds to
His85 in the S. cerevisiae Srx. Indeed, substitution of this His by
Asn either in the S. cerevisiae? or human [13] enzymes leads to a
complete loss of activity, with a k., value approximately equal to
that of background (e.g., a 20-fold decrease at least).

From a chemical point of view, the rate of the phosphotransfer-
ase activity was expected to be rapid. Indeed, a sulfinic acid has a
PKapp Of ~2 and is a better nucleophile than a carboxylate group
[19]. However, the measured kops max Value is low (2 min~'). The
structural/molecular factors which would be responsible for this
low Kkobs max Value remains to be elucidated. Nevertheless, the rate
of formation of the sulfinyl phosphoryl anhydride intermediate,
although low, is sufficient to repair the overoxidized Prx as shown
by in vivo experiments [5,10]. This fact could explain why no addi-
tional evolutionary pressure has occurred to force the sulfinic acid
to reveal its ‘intrinsic’ chemical reactivity.
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2. Caractérisation du mécanisme de formation du complexe

Michaelien
Ayant établi que la réaction catalysée par la Srx est cinétiquement controlée par le
processus de transfert de phosphate, se posait alors la question de la nature des facteurs
moléculaires responsables de la faible constante de vitesse de cette étape. Du point de vue de
la chimie réactionnelle, cette étape devrait étre rapide, en raison du caractere nucléophile de la
fonction acide sulfinique (pKa 1,9 (146)). En outre, le transfert de phosphate implique le
départ de I’ADP, qui doit probablement étre assisté par une catalyse acide impliquant un
résidu du site actif. L’inspection de la structure d’un complexe de la HsSrxC99A et la
HsPrxC52D avec I’ATP suggéere que I’His85 de la ScSrx (His100 dans la HsSrx) (Figure 49
page 88) pourrait jouer ce role et que son ionisation pourrait correspondre au pKi,, de 7,5
observé dans le profil cinétique en fonction du pH pour cette étape (§ précédent). De plus, le
résidu His85 pourrait participer a la stabilisation de I’état de transition formé au cours de la
réaction de transfert (Figure 50 page 89). Les enzymes catalysant des réactions de transfert de
phosphate comme les GTPase (du type Ras) ou les kinases passent par un état de transition de
géométrie bipyramide trigonale au cours duquel le groupement transféré adopte une
géométrie plane (Figure 50 page 89). La charge négative qui se développe sur cet état de
transition pourrait étre également stabilisée par le résidu invariant Arg86 de la ScSrx (Argl01

dans la HsSrx) (Figure 49 page 88).

Figure 49 : Position et nature des résidus participant au site actif au sein du complexe
Prx/ATP/Mg”" /Srx

La numeérotation des acides aminés suit celle de ScSrx suivie de la lettre S (vert) et Tsal suivie de la
lettre P (jaune). La Cys catalytique (Cys84 de ScSrx) de Srx est remplacée par une Ala. La Cys Cp de
Prx est remplacée par ’Asp. La molécule de Mg’" est indiquées en boule verte, I’ATP est présenté
sous forme de bdtons. (Code pdb : 3HY2).
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Figure 50 : Schéma hypothétique de [’état de transition de la réaction de transfert du y-phosphate de
[’ATP sur le groupement sulfinate de la PrxCp—SO,H.

Ainsi, une hypothése permettant d’expliquer la faible valeur de la constante
catalytique serait que le complexe quaternaire PrxCp—SO,H/Srx/ATP/Mg®" serait
catalytiquement peu efficace, en raison d’un positionnement suboptimal du phosphate y de
I’ATP par rapport a 1’acide sulfinique et/ou d’une faible stabilisation de ce complexe au
niveau de 1’état de transition. Dans ce contexte, nous avons entrepris :

- la recherche de composés analogues de phosphate pouvant mimer la structure de

I’état de transition au niveau de ce complexe

- 1’étude du mode de formation de ce complexe et de sa stabilité.

a)  Recherche de composés analogues de phosphate mimant l’état de transition
Dans le but d’étudier un complexe analogue de 1’état de transition (Figure 51 page 89),
nous avons analysé les propriétés d’inhibition de la ScSrx par le fluorure d’aluminium (AlF3),
un composant chimique utilisé classiquement pour étudier les enzymes a fonction phosphate
transférase comme les kinases ou GTPases (147). Ce compos¢ mime la géométrie plane du

groupement y-phosphate de I’ATP au cours des réactions de transfert (Figure 51 page 89).

Figure 51 : La structure géométrique plane du fluorure d’aluminium est proche de celle du
groupement y-phosphate de I’ATP au niveau d’un état de transition de type bipyramide trigonale.

L’utilisation de ce composé nécessite des précautions liées a son instabilité, ce qui
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requiert de le préparer en présence d’une concentration ¢€levée de fluorure de sodium
(NaF) (source de fluorure) et de chlorure d'aluminium (AICls) (source d’ion AI*") qui est ajouté
en dernier. Pour analyser ’effet inhibiteur de AlF; sur la réaction catalysée par la ScSrx, j’ai
mesuré la variation de la constante de vitesse (kqps) €n fonction de la concentration de AICI; et

NaF, dans une gamme allant de 2 a 10 mM. Les résultats sont résumés dans tableau suivant :

AICl; (mM) NaF (mM) Kobs (Min™)
0 0 1.23 (contrdle positif)
2 50 1.28
4 50 1.18
6 50 1.37
8 50 1.1
10 50 1.3

Tableau 2 : Tests de [’activité sulfinyl réductase de ScSrx en présence de AlF;.

Le mélange réactionnel comporte : ScSrx (50 uM), TsaCr—SO,H (50 uM), ATP (1 mM), MgCl, (1
mM) et des concentrations variables en AICI; et NaF. Les tests d’activité de ScSrx ont été effectués a
pH 7 et a 30 °C, en utilisant le systeme couplé Trx/TrxR/NADPH.

Les variations non significatives de la constante de vitesse (kqs) révelent que ce
composé (AlF3) ne posséde probablement pas de propriétés inhibitrices pour 1’activité sulfinyl
réductase de la ScSrx dans ces conditions expérimentales. Cependant, 1’effet conjoint de I’ADP
et de I’AlICI3/NaF n’a pas pu étre évalué en raison de 1’inhibition observée par I’ADP seul. De
meéme, des essais ont été effectués avec le vanadate, un composé qui peut adopter une structure
pentacovalente proche de celle du groupement y-phosphate de I’ATP (148). Ces tentatives se

sont révélées également infructueuses.

b)  Etude de la formation des complexes Prx/Srx/cosubstrat par anisotropie de
fluorescence
Bien qu’un composé mimant I’état de transition de la réaction de transfert de phosphate
n’ait pu étre identifié, 1’étude d’un complexe quaternaire de type Michaelien PrxCp—
SO,H/ATP/Mg™/Srx pourrait apporter des informations sur les facteurs moléculaires
contribuant a la stabilité et au positionnement relatifs des groupement sulfinate, y-phosphate de
I’ATP et résidus d’acides aminés du site actif.

Dans le but d’étudier le mode de formation de ce complexe et d’étudier la contribution
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de résidus des deux partenaires Srx et Prx a sa stabilité, nous avons adopté une stratégie
permettant d’observer la formation des complexes Prx/Srx/cosubstrat en utilisant un analogue
fluorescent de I’ATP suivi par anisotropie de fluorescence. Cette méthode permet d’étudier les
complexes binaires, ternaires ou quaternaires entre les partenaires de la réaction, grace a une
sonde participant directement au site actif. De plus, il est a signaler qu’en raison de la faible
vitesse de la réaction catalysée par Srx, I’étude cinétique de I’'impact de certaines mutations du
site actif de Srx a révélé une diminution de la constante de vitesse qui devient alors non
mesurable. L’anisotropie de fluorescence représentait donc une alternative pour étudier la
formation et la stabilité du complexe PrxCp—SO,H /ATP/Mg”"/Srx et analyser le role des

résidus composant le site actif.

(1)  Principe de la méthode

L’utilisation de 1’anisotropie de fluorescence pour I’étude de complexes non-covalents
repose sur le fait que la polarisation du signal de fluorescence émis par un fluorophore excité
par une source de lumiere polarisée differe selon que ce fluorophore existe a 1’état libre ou 1i¢
sous forme de complexe. L'anisotropie mesure [’intensit¢ relative de [’émission de
fluorescence dans les directions parallele et perpendiculaire a celles de la source d’excitation.
Elle permet de suivre la dépolarisation de fluorescence d’un échantillon, qui peut étre causée
par plusieurs phénomenes (mouvement brownien, vibration de torsion, transfert d'énergie ...),
mais dont la principale cause est la rotation par diffusion des fluorophores. En effet, la
direction de 1'émission de fluorescence dépend de la liberté de rotation du fluorophore dans le
milieu. Une molécule de petite taille tourne rapidement et émet de la lumiére fortement
dépolarisée, par conséquent, l'anisotropie sera faible. Par contre si ce ligand fluorescent est
fixé sur une grosse molécule, il tournera moins rapidement et la lumicre sera faiblement
dépolarisée. Le taux de polarisation et l'anisotropie seront élevés. L’exploitation de cette
différence d’anisotropie permet de déterminer la constante de dissociation du complexe (K,)
lors d’expériences de titration.

Dans cette étude, afin de pouvoir étudier la formation des complexes entre la Srx et son
substrat suroxyd¢, nous avons utilis¢ un analogue d’ATP fluorescent et non hydrolysable
comme sonde, a savoir le mant-ADP, qui porte le groupement fluorescent N-méthyl-
anthraniloyl sur les 2°/3’-OH du ribose (Figure 52 page 92). Comme le montre la structure du
complexe Prx/Srx (Figure 49 page 88), I’architecture du site actif au sein de ce complexe peut

accommoder un analogue de I’ATP modifi¢ aux positions 2°/3” du ribose, qui pointent vers le
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existe sous deux éta
fluorescence du mant-ADP n’étant pas significativement affectée par la liaison a 1’'une ou
I’autre des protéines, le signal d’anisotropie mesuré correspond a la contribution de chacun des
deux états en fonction de leur concentration :

Formule (2) : A = [x¢|Ar + [xp]4p

Avec [xf]et Ay correspondant a la concentration et a I’anisotropie du ligand libre,

respectivement, [x;] et A;, correspondant a la concentration et a I’anisotropie du ligand lié.
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Figure 53 : Suivi de la formation des complexes binaires ScSrx/mant-ADP vs Tsal Cr—SO,H/ mant-
ADP par anisotropie de fluorescence.

L’anisotropie de fluorescence a été mesurée a l’aide d’un appareil spectrofluorimétre SAFAS Xenius
XC. La longueur d’onde d’excitation est fixée a 355 nm, et [’émission de fluorescence est collectée a
448 nm. Le mélange réactionnel est composé de 0,5 uM mant-ADP et de concentrations variables de
ScSrx ou TsaCp—SO,H Les données expérimentales (points noirs) ont été analysées selon un modéle
hyperbolique simple (ligne continue). La température est fixée a 25°C.

Les données expérimentales obtenues pour la titration du mant-ADP avec chacune des
deux protéines (Figure 53 page 93) sont décrites de fagon adéquate par un modele simple

hyperbolique et ont été ajustées selon la formule (3) :

. — Ab. P
Formule (3) : Y = XiP

Avec P correspondant a la concentration en protéine ajoutée et Ky a la constante de
dissociation du mant-ADP.

Dans le cas de la TsaCp—SO,H, la titration n’atteignant pas la saturation méme a
concentration élevée (> 100 uM) suggere qu’elle ne fixe pas le ligand de fagon spécifique
(Figure 53 page 93). Ces titrations permettent néanmoins une éstimation de la constante
d’affinité Kq: > 300 uM et 56 + 6 uM et pour, respectivement, la TsaCp—SO,H et ScSrx. La
formation de ces complexes binaires traduit donc une affinité relativement faible de fixation du

mant-ADP par ScSrx.
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(3)  Etude du mode d’assemblage du complexe de type

Michaelien
Dans le but d’étudier en détail I’interaction entre les composants du complexe de type
Michaelien, nous avons analysé I’interaction entre le mant-ADP et les deux protéines TsalCp—
SO,H et ScSrx ajoutées ensemble (en steechiométrie 1:1), par la méme approche. Dans ce cas,
I’intensité totale de fluorescence du ligand sous forme liée est significativement plus élevée
que sous sa forme libre, ce qui nécessite un traitement préalable des données pour extraire la

fraction de ligand sous forme liée :

Formule (4) Fb = A_ﬁf
(Ab—4) (g_f)+ A—Af

Avec A : valeur d’anisotropie mesurée, Af: valeur d’anisotropie du mant-ADP a I’état
libre et Ab : valeur d’anisotropie du mant-ADP a 1I’état lié, Qb et Qf, intensité de fluorescence
du mant-ADP, respectivement, sous forme liée et sous forme libre.

Les données expérimentales représentées en noir (Figure 54 page 95) montrent
I’importance de la correction apportée, la courbe de titration corrigée étant significativement
décalée par rapport a la titration brute. De plus, la courbe de titration corrigée ne suit pas un
tracé hyperbolique : aux faibles concentrations en protéine, nous pouvons identifier une phase
« d’accélération » de la formation du complexe, mise en évidence par la représentation
logarithmique (Figure 54 page 95). L’analyse de ces expériences ne pouvait donc pas se faire

par un modele hyperbolique simple.
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Figure 54 : Etude de la formation du complexe TsalCp-SO>H/mant-ADP/ScSrx par anisotropie de
fluorescence.

L’anisotropie de fluorescence a été mesurée dans les conditions suivantes : la longueur d’onde
d’excitation est fixée a 355 nm, et [’émission de fluorescence est collectée a 448 nm. Le mélange
réactionnel est composé de 0.5 uM de mant-ADP, et de concentrations variables en ScSrx et TsaCp—
SO,H dont les concentrations varient conjointement avec un ratio fixe 1:1. Les mesures
expérimentales sont représentées en noir (axe gauche), les données corrigées sont représentées blanc
(axe droit) puis sont ajustées (tracé rouge) selon un modeéle de préassemblage protéique entre ScSrx et
Tsal Cp—SO,H Ce modéle est présenté dans la figure Figure 55 page 95. Les deux figures représentent
la méme expérience, avec en abscisse un axe linéaire ou logarithmique.

En effet, la titration étant conduite en présence de 3 partenaires au moins, 1’analyse
doit prendre en compte plusieurs équilibres potentiels : ligand/TsaCp-SO,H, ligand/ScSrx,
TsaCp-SO,H/ ScSrx et ligand/[TsaCp-SO,H : ScSrx]. Pour modéliser ce systéeme complexe,
nous avons utilisé a nouveau le logiciel Dynafit 4.0 (140) (cf. § 3 page 67). De plus, pour
simplifier I’analyse, nous avons pris comme hypothése que la contribution des équilibres
ligand/TsaCp-SO,H et ligand/ScSrx était négligeable, compte-tenu des valeurs relativement
¢levées des constantes de dissociation déterminées ci-dessus. Le modele utilisé est schématisé

dans la figure suivante :

@ . @O -

Fluorophore

Figure 55 : Modeéle d’assemblage du complexe de type Michaelien Tsal Cp—SO,H/mant-ADP/ScSrx

L’ajustement des données montre que ce modele décrit fidelement les points
expérimentaux (Figure 54 page 95, tracé rouge) et suggere la formation d’un pré-complexe
protéique ScSrx/TsalCp—SO,H, qui se traduit par la phase « d’accélération », sur lequel vient

se fixer le mant-ADP. Les constantes d’affinité déduites sont Ky ¢sesivrsarcr—som = 13 £ 3 pM
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pour I’interaction ScSrx/Tsal Cp—SO2H et Ky gmant-app) = 9 £ 1 uM pour la fixation du ligand au
complexe protéique. Cette derniere valeur indique une affinité au moins 5 fois plus élevée du
mant-ADP pour le complexe protéique Srx/Tsal Cp—SO,H par rapport aux protéines seules, ce
qui justifie notre hypothése initiale de ne pas tenir compte des équilibres binaires. De plus, a
titre de controle, nous avons vérifié I’effet compétiteur de I’ATP sur cette titration, qui confirme
que le ligand fluorescent se fixe de fagon spécifique dans le site actif du complexe formé par les
deux protéines.

En utilisant la méthode mise au point, nous avons pu analyser la formation du complexe

dans les conditions suivantes :

Ksesrx/rsalcp-sozn (HM) Kiigana (UM)
TsalCp—SO,H/ScSrx/mant-ADP 13+£3 9+1
Tsal Cp—SO,H/ScSrx/mant-ADP/Mg”™ (2 mM) 80+ 10 4+1
Tsal réduite/ScSrx/mant-ADP 54+ 15 2,9+0,5
TsalCp—SO,H/ScSrx/mant-ATP 20+ 7 13+£2
TsalCp—SO,H/ScSrx/mant-AMP-PNP 7+£2 59+£3

Tableau 3 : Bilan des constantes de dissociation des interactions TsalCpy—SO,H/ScSrx et [Tsal Cp—
SO,H/ScSrx] /analogues co-substrat de I’ATP, déterminées dans les mémes conditions décrites dans la
Figure 54 page 95.

La présence de Mg2+, et la substitution de TsalCp—SO,H par la Tsal sous forme
réduite, ont un effet légérement favorable sur 1’affinit¢ du mant-ADP, mais déstabilisent
significativement I’interaction TsalCp—SO,H/ScSrx. Le mant-ATP (Figure 56 (A) page 97)
interagit avec le complexe TsalCp—SO,H/ScSrx avec la méme affinit¢ que le mant-ADP
contrairement au mant-AMP-PNP (Figure 56 (B) page 97) dont I’affinité pour le complexe est
5 a 6 fois plus faible.
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Figure 56 : Structure chimique du mant-ATP et mant-AMP-PNP
(A) mant-ATP : 2°/3’-O-(N-Méthyl-anthraniloyl)-adenosine-5 -triphosphate
(B) mant-AMP-PNP (2°/3-O-(N-Methyl-anthraniloyl)-adenosine-5-[ (B,y)-imido] triphosphate.

3. Discussion et Perspectives

Les travaux décrits dans ce chapitre visaient a analyser I’enzymologie de la premicre
¢tape du mécanisme de Srx, qui constitue I’étape cinétiquement limitante de la réaction, et par
conséquent un point de régulation du systéme 2-Cys-Prx/Srx.

Du point de vue du mécanisme catalytique, nous avons établi que la vitesse de cette
¢tape était contrdlée par le processus de transfert du y-phosphate de I’ATP au groupement
sulfinate de la 2-Cys-Prx typique suroxydée. Au niveau moléculaire, ce résultat signifie que
les facteurs structuraux qui participent au positionnement relatif des éléments du site actif ou
a la stabilisation de 1’état de transition de cet événement chimique seraient a ’origine de la
faible vitesse de cette étape. Or, les analogues d’état de transition testés, spécifiques des
réactions de transfert de phosphate, n’ont révélé aucun effet inhibiteur significatif sur la
réaction catalysée par Srx dans les conditions expérimentales décrites ci-dessus.

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ce résultat surprenant. Dans une premicre
hypothése, 1’état de transition passant par une géométrie plane du y-phosphate pourrait étre
peu stabilisé, conséquence de I’architecture du site actif et d’un positionnement non optimal
du phosphate y de I’ATP par rapport a 1’acide sulfinique. Dans ce cas, un effet inhibiteur
pourrait se révéler en synergie avec I’ADP, ce que nous n’avons pas pu tester en raison d’un
effet inhibiteur de I’ADP seul. Cette hypothése pourrait contribuer a expliquer la faible
constante catalytique de Srx. Une hypothése plus spéculative serait que 1’état de transition
pourrait étre plus proche de 1’¢état final de la réaction, I’intermédiaire anhydride phosphoryle

sulfinique, une espéce réactive et probablement de haute énergie, et pourrait correspondre a
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une structure de géométrie non plane, qui ne serait pas ou peu susceptible a 1’inhibition par
AlF;. L’utilisation de méthodes de simulation et de dynamique moléculaire pourrait apporter
un éclairage sur ces questions, bien que le complexe Prx/Srx/ATP/Mg®" représente un
systéme difficile a modéliser.

En I’absence d’information directe concernant 1’état de transition, ou I’intermédiaire
anhydride phosphoryle sulfinique qui n’est pas isolable, nous avons initi¢ 1’étude des
complexes de type Michaelien par une méthode utilisant I’anisotropie de fluorescence
d’analogues de I’ATP. Cette approche a permis de révéler le mode d’assemblage de ce
complexe, le cosubstrat ATP se liant sur le complexe Prx/Srx préformé. Elle permet
d’apporter a la fois une information sur 1’affinité du couple Prx/Srx et I’affinit¢ du cosubstrat
sur le complexe Prx/Srx. La comparaison des constantes de dissociation mesurées pour
différents analogues avec le complexe TsalCp-SO,H/ScSrx montre que, si le groupement y-
phosphate de I’ATP contribue peu a la force de I’interaction, la nature de la liaison pontant le
[- et le y-phosphate est importante. En effet, la substitution de 1’oxygene de la liaison (f,y)-
phosphoanhydride par un groupement NH ((B,y)-imido) (Figure 56 (B) page 97) affaiblit
significativement 1’interaction, ce qui suggere que l’atome d’oxygene correspondant dans
I’ATP pourrait interagir avec un résidu du site actif comme 1’His85. Dans ce cas, la présence
d’un proton sur le groupement NH pourrait empécher ’interaction avec 1’His85 sous sa forme
protonée (Figure 50 page 89).

La méthode d’anisotropie mise au point apporte également un éclairage sur
I’interaction Prx/Srx qui précéde la formation du complexe Michaelien. Les constantes
d’affinité mesurées pour I’interaction de la TsalCp-SO,H avec la ScSrx sont de 1’ordre de ~10
uM, ce qui est cohérent avec les résultats publiés sur les protéines humaines (149) et avec les
résultats obtenus par d’autres méthodes (thermophorese, spectrométrie de masse en conditions
natives). De facon intéressante, I’affinité de la Tsal réduite pour ScSrx est significativement
plus faible que celle de I’enzyme suroxydée, ce qui suggere 1’existence d’interactions polaires
ou ¢lectrostatiques entre le groupement sulfinate et certains résidus chargés positivement du
site actif de ScSrx. Cette hypothese est confirmée par 1’effet défavorable de la présence de
Mg2+ sur ’affinité de la TsalCp-SO,H pour la ScSrx, le Mngr pouvant entrer en compétition
avec ces interactions ¢lectrostatiques. Cette différence d’affinité pourrait permettre, in vivo, de
favoriser l’interaction de Srx avec son substrat suroxydé¢, méme en présence de fortes
concentrations en Prx réduite, et d’éviter la séquestration de Srx sous forme de complexes

inactifs. Une fois le complexe enzyme/substrat formé, les cosubstrats ATP et Mg*" pourraient

98



RESULTATS & DISCUSSION

se lier pour former un complexe catalytiquement compétent.

La contribution des résidus participant aux interfaces d’interaction entre les deux
protéines pourra, grace a cette approche, étre étudiée au niveau de I’interaction Prx/Srx et de
la liaison de I’ATP en présence ou non de magnésium. Ces résidus appartiennent a 1’interface
composant le site actif, notamment la Lys30, I’Arg89, et I’His85 de la ScSrx, et la Lys90 de la
Tsal (Figure 49 page 88), mais la contribution d’acides aminés de I’interface « arriére »
pourra également étre évaluée (Figure 32 page 47). Des résultats préliminaires ont confirmé
I’importance de la nature de la chaine latérale présente aux positions 85 et 86 de la ScSrx, en

accord avec ’effet de la mutation de ces résidus sur I’activité enzymatique (131).
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I11.  Etude du mécanisme de recyclage des Srx

1. Présentation de la stratégie expérimentale et principaux résultats

La compréhension des mécanismes de régulation du systeme 2-Cys-Prx/Srx implique
la caractérisation du mécanisme de regénération de la Srx. En effet, le piégeage de Srx sous
forme covalente thiolsulfinate au cours du cycle catalytique requiert une étape ultérieure
permettant le recyclage de la Srx réduite et la libération de la Prx sous forme acide sulfénique
(Figure 35 page 51). Cette étape fait intervenir un couplage avec un réducteur redox « externe
». Les études menées par notre équipe ont permis de montrer, in vitro, que le mécanisme de
recyclage de ’activité de la ScSrx serait couplé avec le systéme Trx, avec formation d’un pont
disulfure intramoléculaire entre la Cys catalytique et une Cys de recyclage (Cys48), qui est
réduit efficacement par la Trx par un mécanisme d’échange de ponts disulfure (128) (cf.
Introduction § (3) page 49). Chez les mammiferes et les plantes (1-Cys-Srx), ’absence de la
Cys de recyclage implique un mécanisme de recyclage différent, puisque I’'intermédiaire Srx
oxydé sous forme pont disulfure ne peut plus se former (figure 1 A publication n°2). Le
mécanisme de 1’étape réductase étant identique pour les Srx de mammiféres et de levure
(145), ceci implique que I’intermédiaire thiolsulfinate doit étre réduit directement par un
réducteur externe. Aucune caractérisation de la nature du réducteur n’a été décrite sur des
cellules mammiferes in vivo. La levure, dont la génétique est bien maitrisée, est ici utilisée en
combinaison avec une approche enzymatique in vitro pour évaluer le role du GSH et de la Trx
in vivo.

La réduction de I’intermédiaire thiolsulfinate étant trés lente en présence de Trx, nous
avons exploré ’hypothése du role du GSH, un réducteur a thiol majeur au niveau cellulaire,
dans le mécanisme de recyclage des 1-Cys-Srx. Nous avons donc choisi d’utiliser un mutant
de ScSrx ne possédant pas de Cys de recyclage, le mutant SeSrx“** (ScSrxC48A-C106V),
comme modéle de 1-Cys-Srx. Compte tenu de la faible vitesse (0,2 min™) de réduction de
I’intermédiaire thiolsulfinate par la Trx in vitro obtenue en utilisant ce modele, il était
raisonnable d’émettre I’hypothése qu’un autre réducteur comme le GSH pouvait étre impliqué
dans ce mécanisme.

Pour étudier in vitro le r6le du GSH dans le recyclage des 1-Cys-Srx, j’ai utilisé une
approche fondée sur des études cinétiques a 1’état pré-stationnaire et a 1’¢tat stationnaire en
utilisant des systémes enzymatiques couplés. Dans un premier temps, nous avons montré que
contrairement au systéme de recyclage Trx, le GSH est capable de réduire de fagon non-

limitante la ScSrx C48S au cours de son cycle catalytique a I'état stationnaire, en présence de
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Grx et de GR. Nous avons ensuite travaillé en conditions de cycle unique pour étudier la
réduction directe de I'espeéce thiolsulfinate par le GSH en combinant des méthodes de
cinétique rapide, d'analyse sur gel SDS-PAGE et d'analyse chromatographique couplée a la
spectrométrie de masse. Ceci nous a permis de montrer (Figure 61 page 143)

1) que la molécule de GSH réduit l'intermédiaire thiolsulfinate avec une vitesse non-
limitante par rapport a la vitesse de formation de cette espeéce, qui reste 1'étape limitante de la
réaction globale;

2) que, de fagon inattendue, la spécificit¢ de cette réaction est assurée par un
évenement de reconnaissance du GSH au sein du complexe thiolsulfinate;

3) que cette réaction conduit a la formation de ScSrx glutathionylée, avec une vitesse
compatible avec la catalyse, qui est ensuite prise en charge par la Grx. L'espeéce ScSrx
glutathionylée joue donc le rdle d'intermédiaire catalytique.

Pour étudier in vivo I’implication du GSH dans le mécanisme de recyclage des 1-Cys-
Srx, nous avons utilisé une souche de S. cerevisiae Asrx1Agshl (GSHI correspond au geéne de
la y-glutamyl cystéine synthétase qui contrdle la biosynthése du GSH). L’effet de la déplétion
en GSH a été comparé pour la souche Asrx1Agshl transformée par un plasmide permettant
I’expression de la ScSrx (ScSrxyr ou ScSrxC48S) sous forme de fusion avec deux étiquettes
HA, sous le controle du promoteur endogene du géne SRX1 (110). Cette protéine de fusion est
fonctionnelle puisque son expression dans des souches Asrx1 permet de rétablir le phénotype
de résistance au peroxyde (110). Nos résultats montrent qu’aprés exposition a une forte
concentration en H,O, induisant la suroxydation des 2-Cys-Prx typiques cellulaires, la
cinétique de réduction des complexes protéiques de ScSrx dans ces cellules confirme que la
réduction de I’intermédiaire thiolsulfinate est assurée par le GSH dans ce mod¢le, et serait

donc en faveur du role du GSH comme réducteur physiologique des 1-Cys-Srx.

Parall¢lement, le role de la Trx comme réducteur de la ScSrx sauvage a été étudié in
vivo en utilisant une souche de S. cerevisiae déficiente pour I’expression des deux Trx
cytoplasmiques Asrx1AtrxIAtrx2. Aprés un stress a H,O, de cette souche transformée par le
plasmide permettant 1’expression de la ScSrxpr, la déficience du systéme Trx est
accompagnée par un défaut de réduction de I’espeéce ScSrx oxydée sous forme pont disulfure.
Ainsi, ces travaux confirment in vivo le role de réducteur physiologique de la Trx pour les 2-

Cys-Srx.
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2. Publication n°® 2
L’ensemble de ce travail a abouti a la rédaction d’un article intitulé « Evidence that
glutathione efficiently recycles 1-Cys Sulfiredoxin in vivo », qui est en cours de révision dans

le journal Antioxidants & Redox Signaling.

Publication n° 2

Evidence that glutathione efficiently recycles 1-Cys Sulfiredoxin
in vivo

Samia Boukhenouna, Hortense Mazon, Guy Branlant, Christophe Jacob, Michel B. Toledano

and Sophie Rahuel-Clermont
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Evidence That Glutathione and the Glutathione System
Efficiently Recycle 1-Cys Sulfiredoxin In Vivo

Samia Boukhenouna, Hortense Mazon, Guy Branlant! Christophe Jacob, Michel B. Toledano?
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Abstract

Aims: Typical 2-Cys-peroxiredoxins (2-Cys Prxs) are Cys peroxidases that undergo inactivation by hyperox-
idation of the catalytic Cys, a modification reversed by ATP-dependent reduction by sulfiredoxin (Srx). Such an
attribute is thought to provide regulation of 2-Cys Prxs functions. The initial steps of the Srx catalytic
mechanism lead to a Prx/Srx thiolsulfinate intermediate that must be reduced to regenerate Srx. In Sacchar-
omyces cerevisiae Srx, the thiolsulfinate is resolved by an extra Cys (Cys48) that is absent in mammalian, plant,
and cyanobacteria Srxs (1-Cys Srxs). We have addressed the mechanism of reduction of 1-Cys Srxs using
S. cerevisiae Srx mutants lacking Cys48 as a model. Results: We have tested the recycling of Srx by glutathione
(GSH) by a combination of in vitro steady-state and single-turnover kinetic analyses, using enzymatic coupled
assays, Prx fluorescence, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, and reverse-phase chro-
matography coupled to mass spectrometry. We demonstrate that GSH reacts directly with the thiolsulfinate
intermediate, by following saturation kinetics with an apparent dissociation constant of 34 uM, while producing
S-glutathionylated Srx as a catalytic intermediate which is efficiently reduced by the glutaredoxin/glutathion
reductase system. Total cellular depletion of GSH impacted the recycling of Srx, confirming in vivo that GSH is
the physiologic reducer of 1-Cys Srx. Innovation: Our study suggests that GSH binds to the thiolsulfinate
complex, thus allowing nonrate-limiting reduction. Such a structural recognition of GSH enables an efficient
catalytic reduction, even at very low GSH cellular levels. Conclusion: This study provides both in vitro and
in vivo evidence of the role of GSH as the primary reducer of 1-Cys Srxs. Antioxid. Redox Signal. 00, 000-000.

Introduction
Innovation

Typical 2-Cys peroxiredoxins (Prx) are thiol peroxi-
dases regulated by a sulfinic redox switch reverted by the
sulfiredoxin (Srx). Unlike yeast Srx, which is recycled by
thioredoxin, a mutant of yeast Srx lacking the resolving
cysteine residue operates via a distinct mechanism and is
efficiently reduced by glutathione both in vivo and in vitro.
This supports glutathione as the in vivo reducer of the
1-Cys Srx existing in mammals, plants, and cyanobacteria.
Improved understanding of the crosstalk between Prx/Srx
and the main cellular redox systems should contribute to
elucidating the role of the Prx/Srx couple in antioxidant
resistance, cell signaling, and aging.

M ECHANISMS OF H,O,-dependent signaling generally rely
on thiol chemistry and involve specific protein sensors
such as peroxiredoxins (19). Typical 2-Cys-peroxiredoxins
(Prxs) constitute an important class of thiol peroxidases that are
structured as obligate head-to-tail dimers, with each mono-
mer carrying two Cys residues that are named peroxidatic
(Cp) and resolving (Cg) Cys. Their peroxidatic cycle involves
areaction of Cp with H,O,, which leads to the formation of a
reactive sulfenic Cp—SOH intermediate (6). The fast kinetics
of this reaction, in the 10°-10" M~ 's~! range, explain the
high H,0,-reducing efficiency of these enzymes as peroxi-
dases and their unique ability to detect very low levels of
H>0, (4, 7, 10, 26, 39). The nascent sulfenic acid then con-
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densates with the Cy of the symmetrical subunit to form an
intermolecular disulfide, which is then reduced by thior-
edoxin (Trx), thus completing the cycle (41). Typical 2-Cys
peroxiredoxins carry the unique ability to exit the catalytic
cycle by H,O,-mediated hyperoxidation of Cys Cp—SOH to
the sulfinic acid form (Prx—SO,), thereby becoming inactive.
Hence, the Cp—SOH sulfenic acid is poised to condense with
Ck to a disulfide or to react with H,O, to form a sulfinic acid
(32, 40). Hyperoxidation is reversed by ATP-dependent re-
duction by sulfiredoxin (Srx) (1). The physiological signifi-
cance of the inactivation of Prxs by hyperoxidation is not
intuitive. The observation that this attribute and the presence
of an Srx gene are both exclusive to eukaryotes, with some
exception in cyanobacteria, has led to a suggestion that it
might entail a regulation of Prx functions (2, 31, 40, 41). The
so-called “‘floodgate model” was hence proposed, which
posits that during H,O, signaling, Prx must be inactivated for
allowing the oxidant to reach its regulatory targets unham-
pered (40). This model is now supported by the feedback
regulation of corticosterone biosynthesis in the mouse adre-
nal cortex by an H,O, signaling pathway involving Prx3 and
Srx (18). Hyperoxidation also stabilizes Prx into decameric
and higher-order oligomeric forms that are capable of pre-
venting aggregation of heat-denatured model substrates (12,
37). In yeast, the major cytosolic Prx Tsal accumulates in the
hyperoxidized form during replicative aging, and elevating
Srx activity counteracts this hyperoxidation and extends
lifespan (23). Prx hyperoxidation has also been shown to
undergo circadian oscillations, a phenomenon conserved
across kingdoms (28, 29).

Srx catalyzes the ATP-dependent reduction of Prx—SO, to
Prx—SOH by a unique enzymatic chemistry (Fig. 1A). Studies
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both on the human enzyme from the Lowther’s group and on
the S. cerevisiae enzyme from our group support a mecha-
nism by which the sulfinic moiety of the Prx—SO, substrate is
first activated by slow, rate-limiting formation of an anhy-
dride bond with the y-phosphate of ATP (35), leading to a
phosphoryl sulfinic intermediate (oxidation state of Prx
Cp+1I) (15, 35). The sulfinyl sulfur (S =O) is then reduced by
attack by the Srx catalytic Cys (Cys84 for S. cerevisiae),
resulting in a thiolsulfinate intermediate Prx—SO-S-Srx
(oxidation state of Prx Cp +1) (16, 34). For the S. cerevisiae
Srx, the cycle is completed by (i) the attack of the thiolsul-
finate by a second Srx Cys residue at position 48, leading to
formation of an oxidized form of Srx with an intramolecular
disulfide Cys48—Cys84 as catalytic intermediate, and (ii) the
reduction of this intermediate by Trx (36) (Fig. 1A). This
mechanism has been described in vitro but has not yet been
verified in vivo.

The resolving Srx Cys48 is located in an extra sequence that
is lacking in mammalian and plant Srxs (1), which indicates that
the latter, or *““1-Cys Srx’’ utilizes a mechanism for the reduc-
tion of the thiolsulfinate that is different from the one proposed
for the yeast enzyme, or 2-Cys Srx (Fig. 1A). Specifically, the
nature of the thiol-reducing system and the chemical details
of this mechanism are unknown. Initial experiments using
S. cerevisiae Srx C48A mutant indicated that the rate of for-
mation of the thiolsulfinate intermediate is unaffected, but that
recycling by Trx becomes slow and rate limiting for the overall
reaction (36). A reasonable alternative reducer for 1-Cys Srx is
glutathione (GSH), given its thiol-reduction property and its
high cellular concentration (i.e., 1-10 mM).

We have investigated the recycling mechanism of 1-Cys
Srx, using S. cerevisiae Srx mutants lacking the resolving
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Cys48 as a model. Since the kinetics of reduction will
eventually determine whether GSH can act as 1-Cys Srx re-
ducing system, we performed a kinetic analysis in the pres-
ence of a large range of GSH concentrations. These analyses
were performed under steady-state and single-turnover con-
ditions to get insight into the rate of the individual steps of the
process. To establish the recycling mechanism, the products
resulting from GSH attack were characterized by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE), reverse-phase chromatography, and mass spec-
trometry. Finally, we have monitored the recycling of wild-
type and C48S Srxs in S. cerevisiae strains lacking either the
Trx or GSH pathways. Our study supports the conclusion that
GSH is the reducing system for 1-Cys Srx, and confirms the
role of Trx as the reducing system for 2-Cys Srx.

Results

GSH is not rate limiting when coupled with Grx
for reduction of Srx®®* in steady-state conditions

S. cerevisiae Srx has a catalytic Cys (Cys84), a resolving
Cys (Cys48) and Cysl106 that has no known function. To
investigate the reduction mechanism of 1-Cys Srxs, we used
an Srx mutant retaining only Cys84 (Srx“®*) in which both
Cys48 and Cys106 were substituted to Ala. Substitution of
Cys106 was necessary to avoid the formation of unwanted
side products in vitro (34). These two substitutions did not
affect the rate of thiolsulfinate formation, which thus allowed
the study of the subsequent steps of the Srx catalytic mech-
anism (36). The kinetics of the Srx“®* reaction were com-
pared in the steady state under multiple enzymatic cycle
conditions, using Trx/NTR (Trx, NADPH Trx reductase, and
excess NADPH), GSH/GR (GSH, glutathione reductase, and
excess NADPH), or GSH/Grx/GR (GSH, glutaredoxin,
glutathione reductase, and excess NADPH)(Supplementary
Fig. S1; Supplementary Data are available online at www
Jliebertpub.com/ars) as recycling systems. We previously
reported that Trx can efficiently reduce the Srx Cys48—Cys84
disulfide in vitro, and that in the presence of the Trx/NTR
system, reaction of wild-type Srx is only limited by the ATP-
dependent activation of the Prx—SO, substrate at a rate con-
stant of 1-2min~" at pH 7 (36). In contrast, recycling of
Srx“® by the Trx/NTR system appeared to be rate limiting
with a rate constant of 0.11 and 0.06 min~"', for 50 and
100 uM Trx, respectively (not shown). In the presence of the
GSH/Grx/GR system, however, the observed steady-state
rate constant increased with the GSH concentration till a
plateau value of 1.2-1.4min~"' for concentrations >2 mM
(Fig. 2), indicating that under these conditions, the recycling
process of Srx“®* is not rate limiting with regard to the ATP-
dependent step. In the presence of only GSH and GR, the
kinetics of the reaction were much slower and linearly de-
pendent on the GSH concentration, indicating that Grx is
required for an efficient recycling of Srx®®* by the GSH/GR
coupled system. These results were obtained with a Prx
mutant lacking the resolving Cys171 (Fig. 2). Similar results
were obtained with wild-type Prx (Supplementary Fig. S2),
which indicates that Prx Cysl71 is not involved in the
Srx-recycling process. Furthermore, to validate the use of
S. cerevisiae Srx“®* for the study of 1-Cys-Srx recycling, we
performed an experiment similar to the one shown in Figure 2
using recombinant Srx and Prx1 from mouse. The data in-
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dicate that mouse Srx shows similar kinetics to S. cerevisiae
Srx“® (Supplementary Fig. $3 and Supplementary Materials
and Methods): Under steady-state conditions, recycling of
mouse Srx by the GSH/GR coupled assay is rate limiting
(maximum rate constant of 0.1 min~"), while in the presence
of Grx, the observed rate constant increases with GSH con-
centration till 0.8 min~ . This latter value is similar to the rate
constant measured for the first step of the reaction (0.9 min ™~ 1
data not shown), which corresponds to the formation of the
thiolsulfinate species measured under single-turnover con-
ditions. This shows that, as with S. cerevisiae Srx*, the
recycling process by the GSH/Grx/GR coupled assay is not
rate limiting.

GSH reduces the Prx—SO-S-Srx thiolsulfinate
intermediate by saturation kinetics

We next explored the kinetics of the recycling of Srx®* by
GSH under single-turnover conditions, in the absence of the
GSH/GR coupled system to limit the reaction till the step of
thiolsulfinate reduction by GSH (Fig. 1A). We monitored by
SDS-PAGE the formation of the reaction products after ATP
addition. We previously showed by LC-MS that the thiol-
sulfinate species is the major species among Prx-Srx com-
plexes that form by incubating equal concentrations of
C171A Prx-SO, and Srx“®* ATP and Mg2+ in the absence
of added reducer, till 1 min (34) (Supplementary Fig. S6). In
the absence of GSH (Fig. 3A, left panel), formation of two
electrophoretic bands was observed in addition to monomeric
Srx and Prx, which correspond to the thiolsulfinate interme-
diate and to a disulfide-linked Srx dimer that forms due to the
reactivity of extra monomeric Srx“®* with the thiolsulfinate,
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although this reaction is slow, as similarly shown for the
recycling reaction with Trx (see previous section). In the
presence of 5 mM GSH, formation of the disulfide-linked Srx
dimer was prevented, and the accumulation of the Prx-Srx
species was significantly dampened, which supports the no-

tion that GSH reacts directly with the thiolsulfinate inter-
mediate at a rate at least as fast as formation of the
thiolsulfinate (Fig. 3A, right panel). As shown next (next
section), this attack releases Prx—SOH and Prx—SSG that can
react with Srx“®* to give Prx—S—S—Srx, with both reactions
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being favored by specific complex formation between Prx
and Srx. This implies that in this experiment, the Prx-Srx
band contains a fraction of disulfide species in addition to the
thiolsulfinate.

To obtain quantitative data on the kinetics of reduction by
GSH, we studied the reaction kinetics of Srx“®* in the pres-
ence of increasing GSH concentrations. Here, we used wild-
type Prx, which allowed monitoring reduction of the sulfinic
acid through the decrease of Prx intrinsic tryptophan fluo-
rescence caused by formation of the Cp-Cy disulfide bond
(35). If, indeed, one assumes that the GSH attack on the Prx—
SO-S-Srx is on the sulfenyl sulfur atom (the—S—of the Srx
catalytic Cys) (17, 27), the reaction should release the Prx—
SOH species, followed by the rapid condensation of the latter
with the Cg residue into a disulfide-linked Prx homodimer
(see next) (Fig. 1A, B). We first verified that the disulfide-
linked Prx homodimer is not reduced by GSH on the time
scale of the Srx-catalyzed reaction (data not shown). As
shown in Figure 3B, decreasing fluorescence time courses
were obtained in the presence of GSH, thus attesting the
formation of the disulfide-linked Prx dimer. Since the phos-
photransfer step is slow and determines the rate of all sub-
sequent steps, this multistep mechanism could be modeled as
a simple first-order process: Time courses were best de-
scribed by first-order, single exponential kinetics character-
ized by (i) a rate constant kop that slightly increased with the
concentration of GSH, reaching a plateau of 1.4min~" for
concentrations > 150 uM (Fig. 3C), and unexpectedly (ii)
signal amplitudes that followed a hyperbolic dependence on
the GSH concentration, with a characteristic apparent Kgsy
constant of 34+7 uM (Fig. 3D). This result suggests that
GSH binds to the thiolsulfinate complex.

Kinetic competency of the glutathionylated
Srx intermediate product

If as earlier assumed that GSH selectively reduces the
thiolsulfinate species by an attack on the Srx sulfenyl sulfur
of the thiolsulfinate bond (Fig. 1A), a glutathionylated Srx
species should be released as a catalytic intermediate. We
thus sought this intermediate among the products formed
during the reduction of C171A Prx-SO, by Srx“®*, under
single-turnover conditions, that is, in the presence of GSH
and the absence of GR. Chromatographic analysis of the re-
action mixture before initiation of the reaction identified Srx
(peak b) and Prx-SO, (peak e) (Fig. 4A, B and Table 1).
On ATP addition, three additional peaks appeared, one cor-
responding to the previously identified Prx/Srx complexes
(peak ¢) (34), and the other two with masses compatible with
glutathionylated Srx“®* (Srx—S—SG, peak a, Table 1) and
glutathionylated Prx (Prx—S—SG, peak d, Table 1). The latter
should form on a reaction between the released Prx—SOH and
GSH (Fig. 1C), and its presence, thus, indicates that GSH,
indeed, reacts on the Srx sulfenyl sulfur within the thiolsul-
finate intermediate (Fig. 1A). An oxidized form of glu-
tathionylated Prx (Prx—S—-SG +16 Da) (estimated by mass
spectrometry as amounting to less than 30% of peak d) was
also present, which could have formed as a result of either the
attack of GSH on the Prx sulfinyl sulfur (Fig. 1A) leading to
Prx—SO-SG or the oxidation of the glutathionylated Prx
species during the analysis. Addition of DTT reduced glu-
tathionylated Srx“®* back to reduced Srx“®* (not shown),
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FIG. 4. Glutathionylated Srx“®* is a catalytic inter-
mediate. The reaction was conducted as in Figure 3A and
quenched by acidification before analysis by reverse-phase
chromatography. (A) Chromatograms were obtained before
and at 155, 30s, 60s, 120s, and 200 s after ATP addition, in
the presence of 1 mM GSH. Masses of the products eluted in
each peak are in Table 1. (B) A zoom of the peaks a and b
shown in (A). (Cg Evolution of the area of peak a (S-glu-
tathionylated Srx“®*) plotted as a function of time for GSH
0.1mM (squares), 1 mM (circles), and 10mM (triangles)
and analyzed using a first-order mono-exponential kinetic
model (solid line shown for GSH 1 mM).
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TABLE 1. THEORETICAL AND OBSERVED MASS
OF THE SPECIES OBSERVED IN REVERSE-PHASE
CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF SRX ° -CATALYZED
REACTION IN THE PRESENCE OF GLUTATHIONE
Species®
Peak Observed mass®, Da (theoretical mass, Da)
a 13963.7 Srx—S-SG (13964.0)
b 13658.5 Srx reduced (13658.7)
c 37261.5 (~50%) Prx—SO-S-Srx (37262.5)
37246.4 (~50%) Prx—S—-S-Srx (37246.5)
d 23895.3 (>70%) Prx—-S-SG (23895.1)
23911.8 (<30%) Prx-S-SG+0 (23911.1)
e 23621.8 Prx-S0O, (23621.8)

“The estimated amount of each species found under peaks ¢ and d
is 1nd1cated in parentheses.

°Species observed in the chromatograph1c analysis from Figure 4
using C171A Prx—SO, substrate and Srx“®

thus conﬁrm1n§ that peak a corresponds to a mixed disulfide
between Srx“®* Cys84 and GSH.

We next established the kinetics of evolution of peak a area
(glutathionylated Srx) obtained in the presence of 1 mM GSH
(Fig. 4A, B) and compared them with those obtained in the
presence of 0.1 and 10 mM GSH (Fig. 4C). As in Figure 3B,
this multistep mechanism could be modeled as a simple first-
order process because the phosphotransfer step is very slow
and determines the rate of all subsequent steps. The observed
kinetics were very similar and could be described by a single
exponential process characterized by comparable rate con-
stants of 22+0.4min~! (0.1mM GSH), 1.9+0.4 min~"
(1mM GSH), and 3.6+ 1.0min"" (10mM GSH).

These data indicate that glutathionylated Srx“®* is pro-
duced at a rate compatible with the rate of thiolsulfinate
formation, as expected for a catalytic intermediate. A similar
result was obtained using wild-type Prx—SO, as substrate
(data not shown).

84

Determination of the rate constant for the attack
of the thiolsulfinate by GSH

Since the first step of the Srx catalytic mechanism is rate
limiting for the overall reaction with a slow rate constant of
1-2min~ 1, the intrinsic rate of reaction of GSH on the
thiolsulfinate intermediate cannot be measured by following
the overall reaction. To probe this step individually, we first
accumulated the thiolsulfinate intermediate by incubating
C171A Prx—-SO, and Srx“** for 1 min in the presence of ATP,
and then monitored the disappearance of this intermediate on
addition of 5 mM GSH by SDS-PAGE (Figs. 5A and 3A). At
this concentration, GSH is saturating for binding to the
thiolsulfinate complex, as shown in Figure 3D, thus allowing
to observe the breakdown of the thiolsulfinate/GSH complex,
which can be modeled as a simple first-order process. Den-
sitometric quantification of the thiolsulfinate intermediate
over time allowed modeling the kinetics of thiolsulfinate
reduction by GSH as a single exponential law, characterized
by a rate constant of 7+ 1 min~' at 5mM GSH (Fig. 5B).
Secondary formation of Prx—S—S—Srx product explains why
the band does not completely disappear on the SDS-PAGE.
In similar experiments, we monitored glutathionylated Srx by
reverse-phase chromatography, which confirmed that a lower
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limit for the intrinsic rate of GSH reduction of thiolsulfinate
was of the same order of magnitude for 200 uM and 1 mM
GSH (data not shown).

In vivo recycling of 1-Cys and 2-Cys Srxs

We next sought to evaluate the role of GSH in Srx re-
cycling in vivo. For this purpose, we inspected in yeast cells
exposed to H,O, the redox interaction between Srx and its
Prx substrate Tsal, taken as a token of in vivo Srx catalytic
cycling (Fig. 6). We used a strain lacking both SRX] and
GSHI (AsrxAgshl) and carrying a one-copy plasmid ex-
pressing either HA-tagged Srx (HA-Srx) or HA-C48S Srx.
Deletion of GSHI, which encodes y-glutamylcysteine syn-
thase, the rate-limiting step enzyme of the GSH biosynthesis
pathway, allows to control cellular GSH levels by growth in
the absence (GSH depletion) or presence of defined GSH
amounts (20). Cells were first exposed to 100 uM H,0,
during 30 min to induce Srx expression, and then challenged
with 500 uM H,0, to cause full Prx sulfinylation (1). In the
absence of GSH depletion (100 uM of GSH added to
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FIG. 6. In vivo analysis of the role of the Trx and GSH pathways in Srx redox status. (A) AgshlAsrxl strain
expressing pRS316-HA2-Srx (left panel) or pRS316-HA2-SrxC48S (right panel), grown to an ODgggnm of 0.4 in selective
minimal medium (SD URA™) supplemented with GSH (100 uM), were treated for 30 min with 100 uM H,0, to induce
SRX1. After 30 min, cells were treated with 500 uM H,0, to hyperoxidize Prx and lysed using the TCA-protocol after 5, 15,
30, 45, 60, and 120 min. Normalized total protein extracts were immunoblotted with the anti-HA monoclonal antibody after
nonreducing 15% SDS-PAGE. The last lane is the same as after 30 min of treatment except that precipitated protein pellet
was dissolved in the presence of 10% f-mercaptoethanol (f-ME). (B) AgshlAsrxI strains expressing pRS316-HA2-Srx (left
panel) or pRS316-HA2-Srx C48S (right panel) grown in selective minimal medium (SD URA™) lacking GSH for 10
divisions were analyzed in the same conditions as in (A). NSB: indicates a protein reacting nonspecifically with the
antibody. (C) Asrx1 (left panel) or Asrx1AtrxI Atrx2 strain (right panel) expressing pRS316-HA2-Srx were grown, and total
proteins extracts were immunoblotted against the anti-HA monoclonal antibody in the same conditions as in (A).

cultures), three Srx-containing bands were observed with
both wild-type and C48S Srx, one at 15kDa, which repre-
sents monomeric Srx, and the other two at 40 and 60 kDa,
which represent redox-linked Srx-Tsal complexes of differ-
ent stoichiometry, as indicated by their f-mercaptoethanol
(B-ME) sensitivity (Fig. 6A), and by their total absence in
lysates of an HA-Srx-expressing Atsal strain (1). Based on
the Srx catalytic mechanism, we propose that the 40-kDa
band is the Prx—SO-S—Srx thiolsulfinate intermediate, and
the 60 kDa band is Srx attached by a thiolsulfinate bond to a
disulfide-linked Prx dimer. The latter complex is a reaction
intermediate in which one of the Cp of a Prx dimer is still
attached by a thiolsulfinate to Srx, while the other has
just been released on thiolsulfinate reduction in the form of
Cp—SOH, and condenses into a disulfide with the Cg of the
other subunit of the Prx dimer (Fig. 7). It should be noted that
compared with the 40 and 60 kDa bands formed by the wild-
type enzyme, which both appeared at 5 min after H,O, ex-
posure and started to disappear after 60, and 30 min, re-

spectively, those formed with Srx C48S only started to
disappear after 60 min, as a result of slower recycling. GSH
depletion slowed down reduction of wild-type enzyme as the
result of the global redox imbalance of the strain, but pre-
vented formation of the C48S Srx 60 kDa band, indicating
that in this case the Srx-catalyzed reaction was aborted after
formation of the 40 kDa thiolsulfinate by defective reduction
of the latter. To further demonstrate the role of GSH in 1-Cys-
Srx recycling, the extracts expressing Srx C48S were blotted
against anti-Prx-SO,,; antibody under reducing conditions
to monitor Prx-SO, reduction. The results (Supplementary
Fig. S7) show that for Srx C48S under conditions of GSH
depletion, the reduction of PrxSO; is significantly delayed, as
it starts at 60 min after H,O, treatment, while in the presence
of GSH, reduction begins after S5min and reaches near
completion by 120 min.

We also evaluated the role of the Trx system in 2-Cys
Srx recycling in vivo by a similar approach, using a
AsrxAtrx1Atrx2 strain. In this case, the Cys48 Srx residue
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resolves the Prx—SO-S-Srx thiolsulfinate with formation
of an Srx intramolecular Cys48—Cys84 disulfide. In wild-type
cells, monomeric Srx was present as a single band throughout
the H,O, time-course analysis (Fig. 6A, C). However, in
AsrxAtrx1Atrx2 cells, an extra HA-immunoreactive band
that migrated slightly faster than monomeric Srx was pres-
ent, which corresponds to the Cys48—Cys84 intramolecular
disulfide intermediate of Srx previously identified in vitro
(36). This species appeared at 15 min after H,O, exposure,
increased in intensity till 1 h, and then disappeared (Fig. 6C,
right panel). These in vivo data thus confirm the prominent
role of Trx in Srx recycling previously shown in vitro. They
also indicate that in the absence of cytosolic Trxs, recycling
still occurs, albeit inefficiently, by the probable engagement
of GSH. The latter assumption is supported by in vitro data
of the kinetics of the reduction of Cys48—Cys84 disulfide
Srx by the GSH/Grx/GR coupled system, which, although
much less efficient than the Trx/NTR system, appeared
not to be rate limiting relative to the Srx sulfinyl reductase
kinetics (36).
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Discussion
Catalytic mechanism of 1-Cys-Srx recycling in vitro

Reduction of the Prx sulfinic acid by Srx leads to the for-
mation of a thiolsulfinate as a reaction intermediate for both
the S. cerevisiae and mammalian enzymes (16, 34). In the
S. cerevisiae Srx, the thiolsulfinate is resolved by a second
Cys residue. However, in mammals, plants, and cyano-
bacteria, the resolving Cys residue is absent, which suggests
that the thiolsulfinate intermediate is reduced by an external
thiol molecule. A comparison of the steady-state kinetics of
Srx“® with the Trx or GSH systems (Supplementary Fig. S1)
showed that only the latter is able to recycle Srx“** at a rate
that reaches a nonlimiting value with regard to the formation
of the thiolsulfinate intermediate. Furthermore, our data in-
dicated that GSH efficiently reduces the thiolsulfinate inter-
mediate only when Grx is present. Since neither Trx nor Grx
(not shown) can efficiently recycle Srx“®*, due likely to steric
constraints on access to the Prx—SO-S-Srx thiolsulfinate
bond (Fig. 8), GSH must operate as the direct reducer of the
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thiolsulfinate. Accordingly, the kinetics of the GSH-dependent
reaction measured under single-turnover conditions showed
that even at concentrations as low as 150 M, GSH reacts with
the thiolsulfinate intermediate at a rate that is only limited by
thiolsulfinate formation process (Fig. 3C). Therefore, as soon
as it is formed, the thiolsulfinate is attacked by GSH and does
not accumulate (Figs. 3 and 4).

Mass analysis of the reaction products formed on reduction
of the thiolsulfinate by GSH revealed that the major species
released is S-glutathionylated Srx“®*. In line with the selec-
tivity of thiol attack on thiolsulfinates (17, 27), this result
supports the notion that GSH preferentially reacts with the
Prx—SO-S-Srx intermediate on the sulfenyl sulfur of Srx©34,
releasing S-glutathionylated Srx“* and Prx—SOH as prod-
ucts (Fig. 1A). For wild-type Prx, a disulfide-linked dimer
rapidly forms, as attested by the decrease in Prx fluorescence
during the reaction (Fig. 1B). For C171A Prx, the reactive
sulfenic species reacts with an additional GSH to form a Prx—
S-SG intermediate, which is the predominant species ob-
served in mass analysis of peak d (Figs. 1C and 4). Reactivity
of this species with Srx“** likely explains the formation of the
Prx—S—-S-Srx disulfide found under peak c (30), along with
the thiolsulfinate intermediate. Importantly, kinetic moni-
toring of Srx—S—SG release by reverse-phase chromatogra-
phy establishes the role of S-glutathionylated Srx as a
catalytic intermediate.

The steady-state kinetics presented in Figure 2 show that in
the absence of Grx, the recycling process is rate limiting for
the overall Srx reaction. This strongly suggests that the re-
duction of SrxS—-SG by a second GSH molecule is slow and
largely rate limiting (Supplementary Fig. S1). Such results
are consistent with previous studies performed on mamma-
lian or plant Srx using GSH alone as reducer and explain the
low Srx activity reported (11, 13). By contrast, the process is
catalyzed by Grx, which will efficiently deglutathionylate
SrxS-SG. In the presence of Grx, for GSH below 1 mM, after
the glutathionyl exchange from Srx“®* to Grx, the rate-lim-
iting process would likely be associated with reduction of
glutathionylated Grx by a second GSH molecule, assuming
that Grx follows a monothiol mechanism (9). For GSH
concentration superior to 1 mM, the Srx®* catalysis assumes
the rate-limiting process, explaining why the steady-state rate
reaches a plateau of 1.2 min~".

Determinants of the efficiency of Srx°®* recycling
by GSH

The kinetics of the Srx“®*-catalyzed reaction monitored in
single turnover using GSH as a reducer revealed unexpected
features: While the rate constant of the reaction was only
barely influenced by the GSH concentration and remained
close to the value of thiolsulfinate formation (1.4 min~ 1), the
amplitude of the signal followed a saturation profile. This
suggests that a process of binding of the GSH molecule on the
thiolsulfinate complex occurs before reduction and controls
the reaction for GSH concentrations below ~250 uM. At
saturating GSH concentrations, since the Prx—SO, substrate
was used in excess in this experiment, the amplitude of the
reaction reached a limit corresponding to the Srx“®* con-
centration. With a deduced apparent binding constant of
34 uM, this means that GSH saturation is reached for con-
centrations largely submillimolar and suggests that in vivo,
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for 1-Cys Srxs, the rate of thiolsulfinate reduction will not
depend on GSH, unless its concentration drops drastically
down to micromolar concentrations. This is consistent with
the observation that the intrinsic rate of GSH attack on the
thiolsulfinate was not increased at 5mM of GSH compared
with 200 uM.

The fact that GSH could bind to the thiolsulfinate complex
raises the question as to whether the reaction is catalyzed
within the active site, through GSH deprotonation, thiolate
alignment relative to the thiolsulfinate bond, or stabilization
of the transition state. The second-order rate constant for
GSH attack on the thiolsulfinate intermediate (ratio of in-
trinsic rate of attack to the apparent binding constant) is 3.4
10* M~'s™' for GSH at pH 7, which corresponds to 2.8 10°
M~ 's™! for the GS™ thiolate (which is the reactive form of
GSH), considering an apparent pKa of 8.9 (21) for GSH thiol
group. This latter value is similar to the one measured at 4.7
10> M~'s™! for the reduction of a chemical thiolsulfinate
model by Cys thiolate (27), suggesting that the thiol apparent
pKa of GSH is either not or only weakly altered within the
active site. The efficiency of Prx—SO-S—Srx reduction by
GSH would thus mainly rely on (i) the intrinsic reactivity of
the thiolsulfinate bond with thiolate; (ii) the high GSH local
concentration imparted by a specific recognition mode, al-
lowing efficient reduction of the thiolsulfinate at physiolog-
ical GSH concentrations; and potentially (iii) an optimized
orientation of the thiolate relative to the thiolsulfinate bond.

From a structural standpoint, the thiolsulfinate complex
likely participates in the recognition of GSH via both the
flanking Prx and Srx moieties. To test this hypothesis, we
looked for potential access paths for GSH within the crystal
structure of the human disulfide-linked Prx1/Srx complex
(pdb access 2RII) (14), a good model for the 1-Cys Srx
thiolsulfinate complex, using the program CAVER (33) (Fig.
8). The identified potential tunnels suggest that GSH binding
probably occurs at the interface between Srx and one Prx
monomer or dimer. This observation is reminiscent of the
studies that have reported the existence of a deglutathiony-
lation activity for Srx, and which suggested specific inter-
actions between Srx and glutathionylated Prx, protein
tyrosine phosphatase 1B, and actin (8, 30). In addition, the
interaction between Srx and the protein S100A4, which plays
a key role in regulating nonmuscle myosin IIA activity, is
strongly enhanced when S100A4 is glutathionylated (3). Fi-
nally, the observed interaction between GSH and the S.
cerevisiae Prx/Srx complex (this work) suggests that this
feature appeared early in evolution.

Srx catalytic cycle in vivo

In vitro kinetic data provided evidence for the existence of
distinct recycling pathways for 2-Cys vs. 1-Cys Srx ((36) and
this work). We first confirmed in vivo the mechanism pro-
posed for the S. cerevisiae 2-Cys Srx in vitro, which was
suggested to proceed through an intramolecular disulfide Srx
form that is efficiently reduced by Trx (Fig. 6C). We also
compared the Srx redox species formed in vivo by 2-Cys
(wild-type) and 1-Cys (C48S) Srx, which revealed the for-
mation of two catalytic complexes (Fig. 6), both of which
contain Srx and Prx moieties. We propose that the complex
that migrates at 60 kDa corresponds to an Srx-Prx, complex
and represents a hallmark for the reduction process of the
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thiolsulfinate intermediate occurring within the dimeric Prx
unit (Fig. 7). For 2-Cys Srx, this intramolecular process is fast
and does not depend on an external reducer (36). For 1-Cys
Srx, this complex was also present in wild-type cells, but was
almost totally absent in cells totally depleted of GSH (Agshl
grown for 10 divisions without GSH supplementation) (Fig.
6), which indicates that (i) it is formed as a result of GSH
reduction of 1-Cys Srx-Prx thiolsulfinate intermediate; (ii)
Trx is not able to efficiently reduce this intermediate, in ac-
cordance with in vitro kinetic data. The presence of the
60kDa band in cells that were not totally depleted of GSH
[Agsh1 grown for 7 divisions without GSH supplementation,
total cellular concentration of about 100 uM GSH (20)] (not
shown) further indicates that low amounts of GSH are suf-
ficient for the recycling of 1-Cys Srx in vivo, which is also in
full agreement with the kinetic studies. Our study thus
highlights the pertinence to combine both in vivo and in vitro
kinetic characterization of the processes involved in redox
signaling pathways.

Conclusion

Here, we have addressed the question of which of the two
thiol-redox control pathways assists Srx sulfinyl reductase
activity. In S. cerevisiae, which carries a 2-Cys enzyme, this
function is primarily devoted to Trx, which is consistent with
a previous work (22, 36). We have also shown that GSH can
compensate for the lack of Trx, albeit inefficiently. For other
organisms possessing 1-Cys Srx, our study provides evidence
that GSH acts as the reducer of the Prx/Srx thiolsulfinate
intermediate in vivo. The catalytic efficiency of reduction of
this intermediate is secured even in case of GSH depletion by
a mechanism of binding of GSH to the Prx/Srx complex.

Materials and Methods
Materials

KCl, MgCl,, EDTA, ATP, trichloroacetic acid (TCA), and
acetonitrile were purchased from Merck. Dithiothreitol
(DTT) and Tris were from Euromedex. NADPH was ob-
tained from Roche. Glutathione (GSH), N-ethylmaleimide
(NEM), and glutathione reductase (GR) were from Sigma-
Aldrich. Trifluoroacetic acid (TFA) and H,O, were obtained
from Acros Organics. SDS was obtained from AppliChem
GmbH. Monoclonal anti-HA antibody and ammonium ace-
tate were obtained from Sigma-Aldrich.

Preparation of recombinant proteins

Recombinant thioredoxinl (Trx), NADPH Trx reductase
(NTR) from Escherichia coli, wild-type and C171A Tsal
(Prx) and wild-type and C48A-C106A Srxs (Srx“**) from
S. cerevisiae were prepared following the experimental pro-
cedures previously described (34). Recombinant glutar-
edoxinl (Grx) from E. coli was obtained by cloning the grx/
open reading frame amplified by PCR using the high-fidelity
DNA polymerase pfit (Thermo Scientific), into the pET20b +
vector (Novagen), between the Ndel and Sacl restriction
sites (sequence of oligonucleotides not shown). Grx was
produced in E. coli and purified following the same experi-
mental procedures as previously described for Trx (24, 25).
Preparation of hyperoxidized Prx—SO, was performed as
previously described for both wild-type and C171A Prx (34).
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Yeast strains and growth conditions

The S. cerevisiae strains used are derived from YPHO98.
The isogenic derivative AsrxI of strain yAD1-1C (MATa,
ura3-52, lys2-801°""°", ade2-101°"", trp1-Al, leu2-A1, and
his3-A200) was described (13). The AsrxIAtrxlAtrx2 strain
was made by replacing the coding region of SRX/, TRX1, and
TRX2 ORFs by HIS3, TRPI, and KAN. Y252 Agshl was
described (38). The isogenic strain AgshlAsrx] was obtained
by replacing SRX1 ORF by KAN. Cells carrying the pRS316-
HA,-Srx (wild-type or C48S) plasmid (1) were grown at
30°C in minimal medium SD (0.67% yeast nitrogen base
without amino acids, 2% glucose) complemented with ade-
nine, amino acids, and GSH as appropriate. For experiments
in GSH-depleted cells, Agshl cultures were grown for ten
divisions in SD medium lacking GSH.

SDS-PAGE analyses

Kinetic analysis of the species formed during the Srx-
catalyzed reaction was followed by incubating C171A Prx—
SO, and Srx“®* (30 uM each), 1 mM ATP, and 1 mM MgCl,
in buffer TK (50 mM Tris-HCl, 100 mM KCI, pH 7, close to
physiological pH), in the presence of absence of 5 mM GSH
as indicated. The reaction was stopped by TCA (20%); pre-
cipitated proteins were washed in acetone, air dried, and
dissolved in 100 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, and 1%
SDS containing 50 mM NEM at 30°C for 1 h. Proteins were
loaded onto 15% nonreducing SDS-PAGE gel, followed by
Coomassie Blue staining. Species quantification was done by
densitometry (ImagelJ).

Redox Western blots

For in vivo Srx redox-state analysis, we first added H,O,
(100 uM) to an early-log-phase culture (ODgpg nm=0.4) to
induce SRX/. After 30 min, cells were treated with 500 uM
H,0, to hyperoxidize Prx. We collected cells corresponding
to 5 ODggp of culture at the indicated time. Lysates were
prepared by the TCA lysis protocol (5). Precipitated pro-
teins were solubilized in buffer containing Tris-HCI pH 8
(100mM), SDS (1%), EDTA (1 mM), and NEM (50 mM)
at 30°C for lh (cysteine-trapping method). Extracts were
analyzed by nonreducing 15% SDS-PAGE. Srx was im-
munodetected with anti-HA monoclonal antibody.

Steady-state kinetics

The reduction of Prx—SO, by Srx“®* was measured in the
steady state by using the following enzymatic coupled assays:
Trx/NTR (variable Trx, 0.5 uM NTR, and 200 uM NADPH),
GSH/GR (Variable GSH, 0.5 uM GR, and 200 uM NADPH),
and GSH/Grx/GR (variable GSH, 50 uM Grx, 0.5 uM GR,
and 200 uM NADPH) (Supplementary Fig. S1). The assay
contained 50 uM of C171A Prx-SO, in excess to Srx“**
(10 uM), 1 mM MgCl, and was started by the addition of
1 mM ATP. Initial rate measurements were carried out at
30°C in buffer TK on a UV mc2 spectrophotometer (Safas)
by following the decrease of the absorbance at 340 nm due to
the oxidation of NADPH. We confirmed that the recycling
system was not in itself rate limiting, as doubling of the GR
concentration produced no change in the measured rate. A
blank measurement recorded in the absence of Srx“®* was
systematically deduced from the assay to account for the
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nonspecific oxidation of NTR or GR. The observed steady-
state rate constant k was calculated as the ratio between the
rate measured and Srx concentration (Supplementary Fig.
S4). A stoichiometry of 2 mol of NADPH per mol of C171A
Prx—SO, was used in rate calculations to account for the
oxidation of 2 mol GSH in reduction of the glutathionylated
Srx product and of the Prx sulfenic intermediate. When wild-
type Prx—SO, was used in the Trx/NTR assay, a stoichiom-
etry of 2 mol of NADPH per mol of Prx—SO, was used in rate
calculations to account for the oxidation of 1 mol Trx in
Srx“®* recycling, and of 1mol Trx per mol Prx—-SO, in Prx
own catalytic cycle.

Stopped-flow kinetics

Recycling of Srx“®* by GSH was followed on a stopped-
flow apparatus by monitoring the quenching of fluorescence
intensity of wild-type Prx on going from the oxidized Prx—
SO, to the disulfide form (Fig. 1) (35). The decrease of the
emission fluorescence intensity was recorded at 30°C on an
SX18MV-R stopped-flow apparatus fitted for fluorescence
measurements, with excitation wavelength set at 295 nm, and
emitted light collected above 320 nm using a cutoff filter. One
syringe contained oxidized Prx—SO, (40 uM), ATP (1 mM),
MgCl, (1 mM), and GSH at variable concentrations as indi-
cated, in buffer TK. The other syringe contained the Srx“®*
(5 uM) in buffer TK (final concentrations after mixing).
Equal volumes of each syringe were rapidly mixed to start the
reaction. An average of at least three runs was recorded for
each concentration of GSH. For each condition, the data were
corrected from the corresponding blank time course recorded
in the absence of reducer. Rate constants ks, were obtained
by fitting fluorescence traces against a single exponential
model by nonlinear regression analysis. The amplitude of the
monoexponential process was proportional to the Srx con-
centration, which is limiting relative to the substrate and
cofactors (Supplementary Fig. S5).

Reversed-phase chromatography

To monitor the formation of products of the reaction in the
presence of GSH, reaction mixtures containing 30 M Srx“*,
30 uM C171A Prx-SO,, 1 mM ATP, and 1 mM MgCl, were
incubated in the presence of 0.1, 1, and 10mM GSH in TK
buffer at 30°C. Aliquots were quenched by using TFA 0.1%
(final concentration) and were loaded onto a Vydac 208TP52
(C8) column, 2.1 X250 mm, 5 um (PerkinElmer Life Sciences),
equilibrated in H,O plus 0.1% TFA, coupled to the AKTA
explorer system (Amersham Biosciences). Proteins were eluted
from the column using a linear gradient from 30% to 80% of B
(0.1%TFA in acetonitrile), at a flow rate of 1 ml.min~ ! Frac-
tions eluted were collected and stored at —20°C until mass
spectrometry (MS) analysis. For the reduction of the glu-
tathionylated Srx®>* product, the sample was lyophilized, re-
dissolved in 50 mM AcNH, pH 6.8, in the presence of 10 mM
DTT (30 min, RT). Before MS analysis, the sample was diluted
twice in ACN/H,O/formic acid (50/50/1).

Mass spectrometry

Electrospray ionization mass spectrometry measurements
were performed on a MicrOTOF-Q instrument (Bruker Dal-
tonics). Samples were directly injected with a syringe pump in
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the mass spectrometer at a flow rate of 6 ul/min. The nebuli-
zation gas pressure was 0.4 bar, drying gas flow was 4 L/min,
source temperature was 190°C, and the capillary and end plate
voltage was set to 4500V and 500 V, respectively. The ac-
quisition range was 500-3000 m/z. For the measurements, an
external calibration standard was used (Tuning Mix solution).
Collected data were processed via Bruker Data Analysis
software (version 4.0). Deconvoluted mass spectra were
prepared using the Maximum Entropy Charge Deconvolution
module.
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Abbreviations Used

1-Cys Srx = Srx possessing only one Cys as catalytic
residue and no resolving Cys
Cp, Cr =Prx peroxidatic and resolving cysteines
Cp—SOH = Prx peroxidatic cysteine oxidized
as a sulfenic acid
GR = glutathione reductase
Grx = glutaredoxin
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GSH, GSSG =reduced and oxidized glutathione
HA-Srx = N-terminus tagged S. cerevisiae Srx
kobs = Observed presteady-state rate constant
kss = steady-state rate constant
LC-MS = mass spectrometry coupled to
liquid chromatography
NTR =NADPH thioredoxin reductase
Prx = typical 2-cysteine peroxiredoxin
Prx—SO, =hyperoxidized Prx with Cys Cp oxidized
as a sulfinic acid
Prx—SOH = Prx oxidized with peroxidatic Cys
Cp oxidized as a sulfenic acid
Prx—SO-S—Srx = catalytic thiolsulfinate intermediate
of the reduction of Prx—SO, by Srx
Prx—S—-SG = Prx glutathionylated on the peroxidatic
cysteine Cp
Prx—S—S-Srx = disulfide complex linking Prx and
Srx catalytic cysteines
SDS-PAGE = sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis
Srx = Sulfiredoxin
Srx¥ =§. cerevisiae C48A-C106A Srx
Srx—S-SG = Srx glutathionylated on the catalytic
cysteine
Trx = thioredoxin
Tsal =major cytosolic typical 2-cysteine
peroxiredoxin in S. cerevisiae
f-ME = f§ mercaptoethanol
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Supplementary Data

Supplementary Materials and Methods
Production and purification of mouse Srx and Prx1

Recombinant M. musculus Srx was obtained by cloning a
synthetic ORF coding mouse Srx optimized for expression in
Escherichia coli (GeneArt; Life Technologies, Carlsbad,
CA) into a modified pGEX-6P-1 plasmid (GE Healthcare
Bio-Sciences, Piscataway, NJ), enabling production of an N-
terminal 6xHis/GST fusion protein. Recombinant His-tagged
mouse Prx1 was obtained by cloning a synthetic ORF coding
mouse Prx1 optimized for expression in E. coli (GeneArt;
Life Technologies) into the pET28b(+) plasmid (source)
between the Ndel and Sacl sites. The C41(DE3) [F~ ompT
hsdSg (rg~ mp ™) gal dem (DE3)] E. coli strain was used for
production of mouse Srx and Prx1.

GSH GSSG
>
NADP NADPH

SUPPLEMENTARY FIG. S1.

For protein purification, cells were harvested by centrifuga-
tion, resuspended in a minimal volume of buffer (50 mM po-
tassium phosphate buffer, 50 mM imidazole, 0.5 M KCl, pH7)
and sonicated. The fusion His tagged proteins contained in the
soluble fraction were purified on an Ni-Sepharose column that
was connected to an AKTA FPLC system (GE Healthcare Bio-
Sciences), and eluted by a 0.5 M imidazole step. For mouse
Srx, the HT-GST tag was cleaved by the PreScission protease
(GE Healthcare Bio-Sciences) overnight at 4°C, before final
purification by gel filtration on a superdex 75 column. Both
purified proteins were stored at —20°C, in the presence of 15%
glycerol and 10 mM DTT. Molecular concentrations were de-
termined spectrophotometrically, using theoretical extinction
coefficients at 280 nm of 13,400 M~ '.cm ™! for mouse Srx and
20,065 M~ '-cm~! for mouse Prxl1. ¢

GSSG GSH
%
NADPH NADP

Schematic principle of the GSH/GR (left) and GSH/Grx/GR (right) coupled assays.

The oxidized target is reduced by a molecule of GSH, which results in formation of a glutathionylated protein (P). The
glutathionyl moiety is then transferred to a second GSH molecule either directly (left) or via Grx (right). The oxidized
glutathione GSSG produced is reduced to GSH by GR coupled to NADPH oxidation. GR: glutathione reductase.
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Le basculement entre les différentes fonctions redox des 2-Cys-Prx typiques est un
mécanisme finement régulé auquel participent plusieurs cycles enzymatiques interdépendants.
Les différents points de régulation étudiés au cours de ce travail permettent de préciser au
niveau cinétique la contribution de plusieurs étapes clés dans ce mécanisme (Figure 57 page
122).

Au niveau du cycle catalytique des 2-Cys-Prx typiques (point (1)), la sensibilité a la
suroxydation pourrait étre controlée par une réorganisation conformationnelle déterminant la
vitesse de formation de I’espéce PrxCp—S—S—CgrPrx. Au niveau du cycle catalytique de Srx, la
constante catalytique est déterminée par la premiere étape du cycle catalytique et est associée
au processus chimique de transfert de phosphate (point (2), fleche grise). Enfin, contrairement
a la ScSrx qui est recyclée par le systeme Trx, le mécanisme de recyclage des 1-Cys-Srx
existant chez les plantes ou les mammifeéres implique le GSH comme réducteur cellulaire,
dont la spécificité est assurée par un événement de reconnaissance au sein du complexe
Prx/Srx (point (3)).

Ce dernier point souléve la question de I’intégration du systéme 2-Cys-Prx/Srx dans
les voies cellulaires redox. En ce qui concerne le mécanisme de recyclage de ScSrx, les études
cinétiques (128) et in vivo (ce travail) ont démontré le role de la Trx, un résultat cohérent avec
le role primordial du systéeme Trx dans le métabolisme de H,O, chez S. cerevisiae (150). Ce
mécanisme assure une étape de régénération de ScSrx tres efficace et contribue a la résistance
de cet organisme unicellulaire aux stress environnementaux. Cependant, en cas de stress
oxydant séveére conduisant a 1’oxydation de la majorité de la Trx cellulaire, nous avons
montré également in vivo que le GSH pouvait compenser 1’absence de Trx et réduire la forme
oxydée de la ScSrx. Cette observation est en accord avec le fait que, in vitro, le systeéme
GSH/Grx est capable de réduire la ScSrx oxydée, avec cependant une constante catalytique 20
fois inférieure a celle du systéme Trx. Chez les organismes possédant une 1-Cys-Srx,
I’efficacité de la régénération de la Srx par le GSH est assurée par la réactivité chimique
intrinséque de la liaison thiolsulfinate vis-a-vis des thiols, et par la reconnaissance du
glutathion dans le site actif de I’espece Prx Cp—SO—S—CgSrx.

D’autres ¢léments de régulation sont également susceptibles de moduler les flux des
différentes espéces redox dans ce systéme : les concentrations de chaque partenaire, Prx et
Srx, du peroxyde d’hydrogeéne, des systemes réducteurs Trx et GSH. Ces concentrations
doivent étre définies dans I’espace, en termes de concentrations locales dans la cellule, ou

dans un compartiment cellulaire, et dans le temps, I’expression de Srx étant inductible, par
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exemple. D’autres facteurs protéiques pourraient également interagir avec Prx ou Srx et
moduler leurs propriétés enzymatiques. Ces différents éléments pourraient étre pris en compte
dans un modele cinétique global, qui permettrait de simuler et comprendre leur impact sur
I’évolution de 1’état redox des 2-Cys-Prx typiques, donc de leurs propriétés. Ce type
d’approche nécessite de connaitre les constantes cinétiques réelles des différentes étapes

enzymatiques, et en particulier les étapes de régulation, ce qui a fait ’objet de ce travail.

(A)

Cp)SH HSCCRJ (Co)SOH  HS{Cg) \ o HS
G R
(1)
‘L‘ cos-sic,_ IGURAASTY |sgaaToNis

(P - \dcplm M ) K 12mint
QHS S(Cp @ SH HDZS[C

(CrF

(Cg)SH

2-Cys-Srx
(R-SH = Cys438)

1-Cys-Srx
(R-SH = GSH)

Figure 57 : Bilan des cycles enzymatiques interdépendants du systeme 2-Cys-Prx et Srx et les points
de régulation étudiés.

(A) Les fleches grises représentent les étapes cinétiquement limitantes dans les cycles catalytiques de
2-Cys-Prx et Srx. Dans un souci de clarté, seul un monomere de 2-Cys-Prx est représenté dans le
mécanisme catalysé par la Srx. (B) shéma du mécanisme de recyclage des 1-Cys-Srx vs 2-Cys-Srx
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Enfin, 1’état oligomérique des 2-Cys-Prx typiques, qui est modulée en fonction de leur
état redox, apporte un élément de complexité supplémentaire a ce réseau de régulations. Au
cours du cycle catalytique, une 2-Cys-Prx typique existe sous forme de décameére, son
oxydation sous forme PrxCp—S—S—CgrPrx conduit a la stabilisation d’une forme dimérique. Par
contre la suroxydation de la Cys Cp stabilise la forme décamérique, voire des formes
d’empilement du décamere (HMW) auxquelles a été associée la fonction chaperon (cf.
Introduction § d) page 39). La dynamique d’association/dissociation entre ces différents états
pourrait par elle-méme constituer des étapes et points de régulation supplémentaires dans le
systeme décrit Figure 57 page 122. D’autre part, ceci implique que la Srx interagit avec une
structure décamérique ou avec un empilement de décameres. La méthode d’anisotropie de
fluorescence ne permet pas d’avoir acceés a des informations sur I’interaction de plusieurs
molécules de Srx par décamere. Par contre, par spectrométrie de masse en conditions natives
en collaboration avec le Dr. S. Cianferani (Strasbourg) et le Dr. H. Mazon (notre équipe),
nous avons montré que dix molécules de Srx peuvent interagir avec le décamére de Prx. Au
niveau d’une structure HMW, la Srx ne pourra probablement interagir que sur les faces
« externes » de I’empilement, n’ayant alors acceés qu’a cinq sous-unités de Prx suroxydée
(Figure 26 page 41). Cependant, la réduction du groupement sulfinate sur une sous-unité de la
Prx sera suivie de changements conformationnels dans le site actif de ’enzyme et au niveau
de son extrémité C-terminale, conduisant a une déstabilisation de [D’interface
décamere/décamere et dimere/dimére (115). Ainsi, la réduction de tout ou partie des sous-
unités accessibles pourrait induire la déstabilisation et la dissociation de I’empilement de
décameres, permettant ainsi 1’accés des autres sous-unités a la réduction par Srx. Dans ces
processus, la dynamique conformationnelle de I’extrémité C-terminale des 2-Cys-Prx joue un
role central, étant impliquée dans 1’activité peroxydase, la sensibilité a la suroxydation,
I’interaction avec Srx, mais également potentiellement avec les substrats protéiques pour

lesquels elle joue le réle de chaperon (115).
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I. Matériel

1.

Les souches bactériennes d’E coli

Nom de la souche

Utilisation

E. coli DH5a

supE44, AlacU169 (¢80 lacZM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96,
thi-1, relAl. Cette souche est utilisée pour la préparation de ’ADN

plasmidique.

E. coli C41 (DE3)

Souche dérivée de la souche BL21 (DE3) : F dem ompT hsdSg (13- mg-
) gal A (DE3) et deux mutations non caractérisées (Miroux et Walker,
1996). Cette souche est utilisée pour la surexpression des protéines
recombinantes (Tsal, Srx, Trxl, Grxl). Elle contient une copie
chromosomique de la séquence codant I’ARN polymérase du
bactériophage T7 placée sous le contrdle du promoteur lacUVS5

inductible par ’'IPTG.

Les souches de la levure S. cerevisiae

Nom de la souche

Utilisation

yADI-1C MATa, ura3-52, lys2-801°™, ade2-101°", trp1-Al, leu2-
Al, his3-A200

Asrx1 yADI1-1C, srxl::KanMX

AgshlAsrxl yADI1-1C, srxI::KanMX, gshl::LEU2.

AsrxIAtrxIAtrx1 yADI-1C, srx1::HIS3, trx1::TRPI et trx2::KanMX
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3. Plasmides pour transformation des bactéries

Nom du plasmide

Utilisation

pET20b-Srx>

Plasmide portant la séquence nucléotidique synthétique codant la
ScSrx, optimisée pour I’expression dans E. coli, sous le controle
du promoteur T7. Ce vecteur porte le géne de résistance a

I’ampicilline.

pET20b-SrxC48S-C106V

pET20b-SrxX portant les mutations C48S et C106V.

pET28b-HT-Tsal

Plasmide portant la séquence nucléotidique de la Tsal sauvage
sous forme de fusion N-ter avec une séquence codant une
étiquette 6xHis, sous contrdle du promoteur T7. Ce vecteur porte

le géne de résistance a la kanamycine.

pET28b-HT-TsalC171A

pET28b-HT-Tsal portant la mutation C171A.

pET20b-Tsal

pET20b portant la séquence nucléotidique de la Tsal sauvage.

pET20b-TsalC171A

pET20b-Tsal portant la mutation C171A.

pET20b-Trx1

pET20b portant la séquence nucléotidique de la Trx1 de E. Coli

pET20b-Grx1

pET20b portant la séquence nucléotidique de la Grx1 de E. Coli

4. Plasmides pour transformation des levures

Nom du plasmide

Utilisation

pRS316-SRXI-HA,

Plasmide portant la séquence nucléotidique codant ScSrx sous
le contréle du promoteur endogene de SRX/ (inductible par
H,0,), sous forme de fusion en C-ter avec une séquence codant
deux étiquettes HA (séquence YPYDVPDYA). Le plasmide
pRS316 porte le géne URA3 permettant de complémenter

I’auxotrophie de la souche pour 'uracile.

pRS316-SRX1-C48S-HA,

pRS316— SRXI-HA, portant la mutation C48S

pUG6

Ce vecteur contient le géne de KanMX Tn903 qui confére une
résistance a l'antibiotique G418 sulfate (ou généticine®). Ce
plasmide a été utilisé comme matrice pour la PCR pour créer la

cassette de délétion du gene SRX].
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5. Les anticorps

Les anticorps suivants ont été employés pour les analyses par Western-blot :

- anti-HA : anticorps monoclonal produit chez la souris (Sigma). Utilis€ a une

dilution de 1/10000°™.

6. Cultures des bactéries
Les milieux ci dessous sont autoclavés 20 min a 120 °C sous une pression de 1 bar.

Pour les milieux solides, de 1’agar est additionné a raison de 20 g/L avant le passage a
I’autoclave.

Les antibiotiques sont ajoutés apres 1’étape de stérilisation, & une concentration finale de 200
mg/L pour ampicilline et 50 mg/L pour la kanamycine.

- Milieu riche LB (Luria Bertani) : Tryptone 20 g/l, extrait de levure 5 g/1, NaCl 5 g/l, pH
7,5 ajusté par NaOH. Ce milieu est utilis€ pour les précultures des différentes protéines
recombinantes et la production de Tsal, Trx1 et Grx1.

- Milieu GRAFFINITY : Milieu LB, glucose (0,5 %), Hepes (20 mM), lactose (0,6 %). Ce

milieu est utilisé pour la production de ScSrx (ScSrxwr et ScSrxC48A-C106V ou Srx“%).

7. Cultures de levures
Les milieux ci dessous sont autoclavés 20 min a 120 °C sous une pression de 1 bar.

- YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) liquide : Extrait de levure (10g/1);
bactopeptone (20 g/l) ; glucose (20 g/l). Ce milieu est utilisé pour préparer les cellules
aux différentes transformations.

- YDP solide : YPD liquide avec ajout d’agar (20 g/1) dans le milieu avant stérilisation.
Ce milieu est utilisé pour préparer les cellules aux différentes transformations.

- SD URA' liquide : SD (Yeast Minimal Media ou Synthetic Defined) 0.67 % (p/v) de
« yeast nitrogen base », 2 % de glucose, ce milieu (SD) étant sans uracile (40 mg/l
d’adénine, 60 mg/1 leucine, 40 mg/I tryptophane, 20 mg/l méthionine, 30 mg/l lysine et
20 mg/l histidine). Ce milieu permet la sélection des cellules possédant le plasmide
pRS316-SRX1-HA; (ou pRS316-SRX1-C48S-HA)).

- SD URA solide : SD URA" liquide avec ajout d’agar (20 g/l) dans le milieu avant
stérilisation. Ce milieu permet la sélection des cellules possédant le plasmide pRS316—

SRXI1-HA; (ou pRS316—-SRX1-C48S-HA,) apres transformation.
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SD URA  solide + GSH : Lorsque le milieu SD URA" fondu est a une température de

60 °C, le GSH (100 uM) est ajouté. Ce milieu est utilisé lors de la transformation des

cellules AgshlAsrx1.
8. Les tampons et solutions d’usage courant
Tampon Composition

Tampon Start

Na,HPO4 20 mM, NaCl 1 M, pH 7,5.

Tampon TE

Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8.2.

Tampon TE, KCL

Tris-HC1 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8.2, KCL 1 M.

Tampon TK

Tris-HCI 50 mM, KC1 100 mM, pH 7.

Tampon MES

MES 100 mM, pH 6,1.

Tampon MES, SA

MES 100 mM, pH 6,1, Sulfate d’ammonium 1 M.

Tampon MES, KCl

MES 100 mM, pH 6,1, KCI 1 M.

Tampon de

migration SDS-PAGE

Glycine 14,25 g/L; Tris 3 g/L; SDS 1 g/L.

Bleu de dépot pour gel
SDS-PAGE

Tris-HC1 80 mM pH 6,8 ; SDS 3 %, glycérol 10 % ; Bleu de
bromophénol 0,1% (100 mM de DTT est ajoutée dans des

conditions réductrices).

Bleu natif pour dépdt sur

gel d’agarose

EDTA 5 mM ; SDS 0,4 % ; glycérol 5 % ; bleu de bromophénol
0,2 %.

Solution de coloration

pour gel SDS-PAGE

Ethanol 5 % ; acide acétique 7,5 %.

Solution de coloration au

bleu colloidal

Bleu de Coomassie G 250 0,1 % ; sulfate d’ammonium 10 % ;

acide orthophosphorique 1,6% ; éthanol 20 %.

Solution de décoloration

pour gel SDS-PAGE

Ethanol 50 % ; acide acétique 10 %.

Tampon PBS (10X)

Na,HPO4 100 mM; KH,PO4 18 mM pH 7,3; NaCl 1.4 M; KCI
27 mM.

Tampon de transfert

3,02 g/L Tris, 14,5 g/L Glycine, 200 mL d’¢éthanol, 10 mL SDS
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(10 %).

1. Méthodes

1. Mutageneése dirigée par PCR

Au cours de ma thése, I’approche de mutagenése dirigée par PCR a ¢été utilisée en
employant I’ADN polymérase Pfu® (Fermentas). La réaction est réalisée dans un volume total
de 50 pL, en présence de 0,02 unité d’enzyme Pfii”™ dans son tampon, de 0,2 uM de chaque
dNTP (Fermentas), de 250 ng de plasmide recombinant et de 40 nM de chaque amorce
complémentaire apportant les s€quences mutée. La température et la durée de chaque étape
réactionnelle sont ajustées en fonction du Tm des amorces et de la taille du plasmide. Apres
30 cycles réactionnels, 10 pL de mélange réactionnel sont traités par 1’endonucléase Dpnl
(Fermentas) dans les conditions recommandées par le fournisseur. Apres transformation des
cellules E. coli DH5a super-compétentes et sélection des clones recombinants sur milieu

s¢lectif, les plasmides sont amplifiés par mini-préparation et analysés par séquencgage.

2. Production et purification des enzymes étudiées
Les souches, plasmides, milieux et tampons utilisés dans les techniques décrites ci-

dessous sont indiqués dans la section Matériel page 127.

a)  Production et purification des Tsal recombinantes portant une étiquette His
La Tsal portant une étiquette His (Tsalyr ou TsalC171A) est produite dans la souche
C41(DE3), transformée par le vecteur plasmidique pET28b-HT-Tsal (WT ou C171A), dans
du milieu LB supplémenté en kanamycine (50 mg/l). Les cultures sont ensemencées a une
densité cellulaire de 0.1 DO goonm puis incubées a 37 °C sous agitation. L expression de cette
protéine est induite par ajout d’IPTG (1 mM) a une DO ¢ponm cellulaire d’environ 0.6 au bout
de 3 a 4 heures. Ces cultures sont ensuite incubées pendant 16 heures dans les mémes

conditions. Les cellules sont récoltées par centrifugation a 3500 g.
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(1)  Culture et extraction
Apres suspension du culot de cellules dans le tampon Start en présence de Benzonase
(20 U/mL) et de MgSO4 (2 mM), le mélange est passé dans un désintégrateur de cellules sous
une pression de 1350 bar (Constant Cell Disruption Systems), a 4 °C, puis centrifugé a 20000
g a 4 °C pendant 40 min. Le surnageant (extrait cellulaire soluble) correspond a I’extrait brut

débarrassé des débris cellulaires insolubles.

(2)  Chromatographie d’affinité sur complexe Ni** (IMAC)

La protéine est retenue sur la résine grace a des interactions spécifiques entre les ions
Ni*", fixés préalablement a la résine, et 1’étiquette His fusionnée du c6té N-ter de la Tsal. Ces
interactions sont dues aux propriétés des histidines dont le noyau imidazole posséde un
doublet d’¢lectrons libres porté par un atome d’azote (a pH 8), pouvant former des complexes
avec les ions métalliques divalents comme le Ni*'. Les ions Ni*" utilisés pour cette
purification, sont fixés a la résine qui possede des groupements iminodiacétate, chélateur de
ces ions.

L’extrait cellulaire soluble, filtré sur une membrane d’acétate de cellulose 0,45 pm, est
injecté sur une colonne de résine Ni Sepharose HP (25 ml, Amersham Biosciences) couplée
au systtme FPLC AKTA™ Avant (GE Healthcare™), préalablement équilibrée avec le
tampon TE, et en présence de 50 mM d’imidazole. La présence d’imidazole lors de la charge
a pour but d’éliminer la fixation non spécifique de protéines cellulaires, tout en assurant la
fixation de la totalité de la protéine Tsal.

L’imidazole contenu dans le tampon d’¢lution entre en compétition avec les chaines
latérales des histidines de I’étiquette His de la Tsal. L’¢lution est obtenue grace a un palier

d’imidazole a une concentration de 500 mM, et est suivie par la mesure de la DOygy.

(3)  Concentration et conservation
Les fractions contenant la Tsal pure, identifiées par électrophorése en conditions
dénaturantes de type SDS-PAGE, sont rassemblées et concentrées par ultrafiltration sur
membrane Amicon YMI10 (limite d’exclusion de 10 kDa). La protéine Tsal est dialysée
contre le tampon TK en présence de DTT (20 mM), et additionné de 5% de glycérol. Enfin la
protéine est conservée a -20°C apres ajustement a 15 % en glycérol. La concentration molaire
est déterminée spectrophotométriquement a 280 nm (coefficient d’extinction molaire €550,y =

27500 M".cm™).
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b)  Production et purification des Tsal recombinantes ne portant pas d’étiquette

His.

Les protéine Tsalwr et TsalC171A ont été utilisé principalement pour les éxperiences
d’anisotropie de fluorescence (voir ci dessous). Et ce, pour eviter toute fixation non specifique

de I’analogue de I’ATP par la Tsal portant une etiquette His.

(1)  Culture et extraction
La protéine Tsal (Tsalyr ou TsalC171A) est produite dans la souche E. coli
C41(DE3), transformée par le vecteur plasmidique pET20b-Tsal (WT ou C171A). Les
cultures sont réalisées, dans du milieu LB supplémenté en ampicilline (50 mg/1). Les cultures
sont ensemencées a une densité cellulaire de 0.1 DOgponm puis incubées a 37 °C sous agitation.
L’expression de Tsal est induite par ajout d’IPTG (1 mM) a une DOggonm cellulaire d’environ
0.6 au bout de 3 a 4 heures. Ces cultures sont ensuite incubées pendant 16 heures dans les

mémes conditions. Les cellules sont récoltées par centrifugation a 3500 g.

(2)  Chromatographie d’interactions hydrophobes

Le surnageant (extrait cellulaire soluble) correspond a I’extrait brut débarrassé des
débris cellulaires insolubles contenant Tsal est ajustées a 1 M de SA et 20 mM de DTT, puis
injecté sur une colonne d’interaction hydrophobe de type phényl-Sépharose HP (volume de 75
mL, Amersham Biosciences”) couplée au systéme FPLC AKTA™ Avant (GE Healthcare®),
préalablement équilibrée dans le tampon TE additionné de SA (1 M). Les protéines, détectées
par la mesure de la DO,gonm, sont €¢luées par un gradient linéaire en SA de 1 M a 0 M en 4
volumes colonne. Cette étape permet de séparer Tsal des contaminants protéiques et des

contaminants nucléiques en fonction de leur degré d’hydrophobie de surface.

(3)  Chromatographie échangeuse d’anions
La solution protéique contenant Tsal issue de I’étape précédente est injectée sur une
colonne échangeuse d’anion Q-Sépharose (résine d’agarose 6 % sur laquelle sont greffés des
groupements trimethylammonium) préalablement équilibrée avec du tampon TE et couplé au
systtme FPLC AKTA™ Avant (GE Healthcare®™). L’¢lution est réalisée par un gradient
croissant de KCl de 0 a 1 M et elle est suivie par la mesure d’absorbance a 280 nm. La Tsal

est éluée a une concentration de 300 mM de KCl.
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Cette étape permet d’¢éliminer les derniers contaminants protéiques et les fragments d’acides

nucléiques encore présents.

(4)  Concentration et conservation
Les fractions contenant la Tsal purifiée sont rassemblées, concentrées selon le méme

protocole décrit en (3) page 132.

¢)  Production et purification des protéines recombinantes ScSrx.

(1)  Culture et extraction

La protéine recombinante ScSrx (ScSrxpr ou ScSrxC48A-C106V également appelée
ScSrx“*) est produite dans la souche C41 (DE3) transformée par le plasmide pET20b-Srx%
(WT ou portant la mutation C48A-C106V, respectivement), dans du milieu GRAFFINITY
supplémenté en ampicilline (20 mg/L).

Dans un premier temps, les cultures sont ensemencées a une densité cellulaire de 0,1
DOgoonm dans du LB supplémenté en glucose 0,5 % et en ampicilline (20 mg/l), puis incubées
a 37 °C sous agitation (180 rpm) jusqu’a une DOgoonm comprise entre 1,2 et 1,5. Les cultures
sont ensuite diluées deux fois par ajout de LB supplémenté en lactose 0,6%, Hepes 20 mM
(milieu GRAFFINITY), et IPTG 1 mM, et sont incubées a 20°C sous agitation pendant 18
heures.

Les conditions d’extraction des protéines solubles sont les mémes que celles décrites
dans le § (1) page 132, en utilisant le tampon MES en présence de DTT (10 mM) et 0.1%
Triton X-100.

(2)  Précipitation au sulfate d’ammonium
Apres extraction, I’extrait cellulaire est dilué a une DOjgonm de 50 puis est amené a
55% de saturation en SA et incubé 2 a 3 heures a 4 °C sous agitation douce. La protéine

SeSrxwr ou DMy €5t TéCupérée dans le culot aprés 30 min de centrifugation a 12000 g.

(3)  Chromatographie échangeuse de cations
Le culot de précipitation repris dans le tampon MES est injecté, apres filtration sur une

membrane d’acétate de cellulose (0,45 um), sur une colonne échangeuse de cations de type
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SP-Sépharose HP de 75 ml (résine portant des groupements sulfopropyl), Amersham
Biosciences), couplée au systtme FPLC AKTA™ Avant (GE Healthcare™), préalablement
équilibrée avec le méme tampon (MES). La protéine ScSrx est éluée par un gradient linéaire
en KCl de 0 a 1 M en 3 volumes colonne. Cette étape permet de séparer ScSrx d’une grande
partie des contaminants protéiques et nucléiques grace a son caractére basique (pl théorique
de 9,2). Les fractions contenant ScSrx, identifiées par ¢électrophorése en conditions

dénaturantes de type SDS-PAGE sont rassemblées.

(4)  Chromatographie d’interactions hydrophobes

Les fractions contenant ScSrx issues de la chromatographie échangeuse de cations sont
ajustées a 1 M de SA, puis injectées sur colonne d’interactions hydrophobe de type phényl-
Sépharose HP de 75 ml, Amersham Biosciences, couplée au systéme FPLC AKTA™ Avant
(GE Healthcare®™), préalablement équilibrée dans le tampon MES additionné de SA (1 M).
Les protéines suivies par la mesure de la DOsgonm, sont €luées par deux gradients linéaires en
SA, le premier de 1 a 0,5 M en 1,5 volumes colonne, et le deuxieme de 0,5 a 0 M en 4,5
volumes colonne. Cette étape permet de séparer ScSrx des contaminants protéiques en

fonction de leur degré d’hydrophobie de surface.

(5)  Concentration et conservation
Les fractions contenant ScSrx sont concentrées par ultrafiltration sur membrane
Amicon YM10 (limite d’exclusion de 10 kDa). La Srx est conservée sous forme précipitée a -
20°C en présence de DTT (20 mM) et de SA (70% de saturation). La concentration molaire

est déterminée spectrophotométriquement & 280 nm (€559 ., = 7280 M™'.cm™).

d)  Production et purification de la TrxI d’E. coli

(1)  Culture et extraction

Le méme protocole est utilisé que celui décrit dans le § (1) page 133.
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(2)  Précipitation au sulfate d’ammonium
Apres extraction, 1’extrait cellulaire est dilué¢ a une DOsgonm de 50 puis est amené a
55% de saturation en SA et incubé 2 a 3 heures a 4 °C sous agitation douce. La protéine Trx1

est récupérée dans le culot apres 30 min de centrifugation a 12000 g.

(3)  Filtration sur gel (ACA54)
Le culot de précipitation, repris dans le tampon TE, est déposé¢ apres ajout de DTT (20
mM) sur une colonne de filtration sur gel de type ACAS54 de 2 L (Ultrogel AcA54, domaine
de fractionnement de 5000 & 70000 Da, Pall™), couplée 4 une pompe Frac920, préalablement
équilibrée avec le méme tampon (TE). Cette étape permet de séparer la protéine Trx1 ayant
une masse moléculaire de 11.7 kDa d’une grande partie des contaminants protéiques. Les
fractions contenant Trx1, identifiées par ¢électrophorése en condition dénaturante de type

SDS-PAGE sont rassemblées.

(4)  Chromatographie échangeuse d’anions
Le méme protocole est utilis¢é que dans le § (3) page 133. La Trx1 est ¢luée a une

concentration de 320 mM de KCI.

(5)  Concentration et conservation
Les fractions contenant Trx1 sont concentrées par ultrafiltration sur membrane
Amicon YMIO (limite d’exclusion de 10 kDa). La Trxl est conservée a -20°C. La
concentration molaire est déterminée spectrophotométriquement a 280 nm (€,49 ,,, = 14500 M

l.cm'l).

e)  Production et purification de la Grx1 d’E. coli.

Le méme protocole décrit dans le § d) page 135.

136



MATERIEL & METHODES

3. Caractérisation biochimique des protéines

a) Analyse des protéines recombinantes par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE).

Cette technique permet de suivre I’évolution du degré de pureté de I’enzyme au cours

de la purification, ainsi que d’analyser les complexes protéiques produits au cours de la

réaction de ScSrx“*

en absence vs présence de réducteur (cf. § (3) page 145). Apres
concentration des protéines par migration dans un gel a 5 % en polyacrylamide, celles-ci sont
séparées suivant leur taille dans un gel a 12,5 % en polyacrylamide. Les protéines sont

colorées spécifiquement par le bleu de Coomassie R-250 (151).

b)  Détermination des coefficients d’extinction molaire des protéines
recombinantes.

Le coefficient d’extinction molaire a 280 nm a été¢ déterminé a 1’aide des méthodes de

Lewis (152) et de Gill et von Hippel (153). La méthode de Lewis repose sur le calcul de la

concentration en protéine par une relation empirique :

DO 280 - 10 (2,5xLog D0 320 nm - 1,5 * Log DO 350 nm)
nm

C=
5540 x nombre de Trp par monomere + 1480 x nombre de Tyr par monomere

La méthode de Gill et von Hippel est fondée sur la mesure des densités optiques a 280
nm pour la protéine en conditions native et dénaturante (en présence de chlorure de
guanidinium). Le calcul de la concentration en condition dénaturantes repose sur la valeur
théorique du coefficient d’extinction molaire a 280 nm (& genat = 1280 x nombre Tyr + 5690 x

nombre Trp).

¢) Dosage des groupements thiols libres par le 5,5-dithiobis (2-nitro) benzoate
(DTNB).

Le contenu en thiols libres des protéines purifiées est déterminé par réaction avec le

DTNB (0,3 mM) en suivant I’apparition du thionitrobenzoate libéré a 412 nm (& 4120m = 13600

M™'.cm™) (Figure 58 page 138). La concentration en protéine (7,35 puM) est choisie pour
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donner un signal de 0,1 DO 412,m par thiol libre. En conditions dénaturantes (SDS 2% final, en
présence d’urée 8 M), ’expérience permet de doser la totalité des cystéines réduites. Le

tampon utilisé est TE (pH 8).

NO, NO,
o
R s o
~ s RS
(e}
o
R-s + s—s . e *
(0] NO,
o
HO 5
NO, i
Groupement thiolate DTNB Thionitrobenzoate (absorbe a 412 nm)

Figure 58 : Réaction de dosage des groupements thiols avec le DTNB.

d)  Détermination de la masse moléculaire des protéines par spectrométrie de
masse

La technique de spectrométrie de masse nécessitant un échantillon exempt de toute

trace de sels, les protéines sont dessalées par chromatographie en phase inverse sur une
colonne de type C8 (Vydac 208TP52, 2,1 x 250 mm, 5 um ; PerkinElmer Life Sciences)
couplée au systtme HPLC AKTA explorer (Amersham Biosciences). Les protéines éluées
sont ensuite lyophilisées puis solubilisées dans 1’acétate d’ammonium (50 mM), pH 6.8, en
absence ou en présence de DTT (10 mM), pour étre analysées par spectrométrie de masse.
Les masses moléculaires des protéines ont ét¢ aimablement déterminées par le Dr Hortense
Mazon au laboratoire "service commun de chromatographie et spectrométrie de masse de
I’Universit¢ de Lorraine". L’appareil utilisé est un spectrometre MicrOTOF-Q (Bruker

Daltonics).

4, Caractérisation enzymatique

a) Oxydation de la cystéine catalytique d’une 2-Cys Prx sous forme acide
sulfinique

La forme de TsalCp—SO,H, substrat de ScSrx, est obtenue en présence de H,O, et

d’un réducteur permettant de placer I’enzyme en conditions de cycle multiple. La protéine

Tsal est incubée a 30 °C en présence de 5 mM de H,O, et de 100 mM de DTT, pendant 10
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minutes, un second puis un troisiéme ajout de 5 mM de H,O, chacun suivi d’une incubation
de 10 minutes a 30 °C permettent d’atteindre un degré d’oxydation de la Cys C, en acide
sulfinique supérieur a 95 %. Le mélange réactionnel est dessalé par filtration sur gel sur une
colonne Econo-Pac 10DG (Bio-Rad) pour éliminer le DTT et H,O, en exces. La
concentration molaire est déterminée spectrophotométriquement a 280 nm (& g4, = 27500 M”

1
.cm’).
b)  Détermination des paramétres cinétiques a lI’état stationnaire

(1) Test d’activité de la ScSrxwr via le systeme couplé
Trx1/TrxR/NADPH.

Les tests d’activité sont effectués dans le tampon TK a 30 °C en utilisant la Trx1 et la
TrxR d’E. coli produites et purifiées au laboratoire. La disparition du NADPH est suivie par
la diminution de la DO340nm au cours du temps a 1’aide d’un spectrophotométre d’absorption
UV mc2 (Safas, Monaco). Le mélange réactionnel comporte : Tsal-Cp—SO,H (50 uM), ATP
(1 mM), MgCl, (1 mM), Trx (50 uM), Trx réductase (0.5 uM), NADPH (200 uM), 1'ajout de
Srxpr déclenchant la réaction. Une mesure a blanc est enregistrée systématiquement avant
I’ajout de Srxyr et est déduite de la mesure finale. La Trx jouant le role de réducteur dans
les cycles catalytiques de la ScSrxyr et de la Tsalyr (Figure 59 page 141), deux moles de
NADPH sont consommées par mole de Tsal Cp—SO,H réduite, soit un coefficient d’extinction
molaire a 340 nm résultant de 2 x 6200 M .cm™ ou 12400 M .cm™.

Les paramétres cinétiques de la ScSrxyr pour les cosubstrats Mg2+ ou Mn>" et ATP ou
le y-thio-ATP sont déterminés en utilisant le systeme couplé¢ Trx/TrxR/NADPH, en faisant
varier la concentration de MgCl,, MnCl,, ATP ou 7y-thio-ATP, respectivement, dans une
gamme allant de 0,5 a 10 Ky, la concentration des autres substrats restant fixe. La variation de
la constante de vitesse mesurée ks est analysée a 1’aide du logiciel Sigma plot 6.0, par

régression non linéaire contre I’équation de Michaelis-Menten (ci dessous):

. = k max [S]
obs = (KM + [S])

Avec [S] correspondant a la concentration du substrat variable, k,,,. : la constante de

vitesse maximum de la réaction dans ces conditions et Ky la constante de Michaelis.
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(2)  Test dactivité de la ScSrx™* via le systéme couplé

Trx1/TrxR/NADPH
Les mémes conditions détaillées dans le § (1) page 139 ont été utilisées, en substituant
la SeSrxwr par SeSrx“ pour déclencher la réaction. La Trx1 jouant le réle de réducteur de
Tsal Cp—SO-S—CSrx et Tsal Cp—S—S—CrTsal (Tsal notée Prx dans la Figure 60 page Figure
60), deux moles de NADPH sont consommeées par mole de Tsal Cp—SO,H, soit un coefficient

d’extinction molaire a 340 nm résultant de 12400 M .ecm™.

(3)  Test d’activité de la ScSrx®* via le systéme couplé

GSH/Grx1/GR/NADPH
Les tests d’activité sont effectués dans le tampon TK a 30 °C en utilisant la Grx1 d’E.
coli, en présence de GSH et la glutathion réductase. La disparition du NADPH est suivie par
la diminution de la DO340nm au cours du temps. Le mélange réactionnel comporte : TsalCp—
SO,H (50 uM), ATP (1 mM), MgCl, (1 mM), Grx1 (50 uM), GSH (concentrations variables),
glutathion réductase (0.5 uM), NADPH (200 pM), l'ajout de ScSrx“* déclenchant la réaction.

€89 ot est déduite

Une mesure a blanc est enregistrée systématiquement avant 1’ajout de ScSrx
de la mesure finale. ~ Une steechiométrie de 2 moles de NADPH par mole de Tsal Cp—SO,H
a été utilisée dans les calculs des constantes de vitesse pour tenir compte de 'oxydation de 2
moles NADPH dans la réduction du produit ScSrx“** glutathionylée et de la Prx (Figure 61

page 143), soit un coefficient d’extinction molaire 4 340 nm résultant de 12400 M™'.cm™.
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Figure 59 : Schéma représentatif du systeme couplé Trx1/TrxR/NADPH correspondant a un cycle catalytique de ScSrxyren présence de son substrat Tsal Cp—
SO,H
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Figure 60 : Schéma représentatif du systéme couplé Trx1/TrxR/NADPH correspondant a un cycle catalytique de ScSrx“* en présence de son substrat Tsal Cp—
SO,H

142



ADP, Pi
I I:::lBSHG V |cp15 -0- s(caq\lvsrxq

(CrISH

HS(CB4)_
| S

MATERIEL & METHODES

Diminution DO 3500m
NADP NADPH

S
GSH (G, GSS;( G
p—

(CeEOH

GS -sicsd) HS(CM)\; ‘“_”*;
= | erJ Srx
(CrISH -

b

thB stCRlb CrEH  HS(Cr)
0 S(CP ;z )

[CR]5" >—¥ (G > S(CP
GSH GSSG @:su

=

NADP NADPH
Diminution DO 344nm

9

Figure 61 : Schéma représentatif du systéme couplé GSH/Grx/GR/NADPH correspondant @ un cycle catalytique de ScSrx™** en présence de son substrat

Tsal C—SO>H
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¢)  Détermination des paramétres cinétiques a l’état pré-stationnaire

(1)  Etude cinétique de la réaction catalysée par la ScSrxyr,
en fonction du pH
Cette technique est fondée sur la variation d’intensité d’émission de fluorescence de
Tsalyr, en fonction de son état d’oxydation (Figure 48 page 80). Les mesures ont été
effectuées a 1’aide d’un appareil de cinétique rapide Applied Photophysics SX18MV-R
(Leatherhead, UK) (stopped-flow). La premiere seringue contient ScSrxyr 10 uM dans un
tampon (tricine 25 mM, imidazole 100 mM, acide acétique 75 mM) dont la force ionique est
ajusté¢ a 0.1 M avec KCl, de pH variable (de 4.5 a 9.2). La deuxi¢me seringue contient la
TsalCp—SO,H 80 uM, ATP ou p-thio-ATP 2 mM, MgCl, ou MnCl, 2 mM, dans le méme
tampon. La température est maintenue a 30 °C. La longueur d’onde d’excitation est fixée a
295 nm et un filtre permet de mesurer I’émission de fluorescence intrinséque de la Tsal aux
longueurs d’onde supérieures a 320 nm. Les données expérimentales obtenues sont ajustées
par régression non linéaire contre une équation décrivant une phase exponentielle
décroissante suivie d’une phase lin€éaire afin de déterminer les constantes de vitesse
correspondantes (équation ci dessous) :
y = Ae kbt + Bt+C
avec A : amplitude de la phase exponentielle, B : la pente correspondant au bruit de fond

non spécifique (B < 0), C: une constante et k,, : la constante de vitesse de la phase

exponentielle.
La variation de k,»; en fonction du pH est ajustée par régression non linéaire contre

1I’équation ci dessous :

_ K obs max Y k obs max
y 1410 PKappi-pH,i 19 PpH-pKapp2 1+ 10 PH-pKapp2

Avec pKgppl and pKgpp2 correspondants aux valeurs de pKa apparents mesurée, k.
représente la constante de vitesse maximum de la réaction dans ces conditions et y &, la

constante de vitesse a pH élevé.
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(2)  Etude cinétique de la réaction catalysée par la ScSrx™*,
en présence du GSH

Le recyclage de ScSrx“*

par GSH a été suivi a ’aide d’un appareil de cinétique a I’aide d’un
appareil de cinétique rapide stopped-flow. Une seringue contient TsalCp—SO,H (80 puM),
I'ATP (2 mM), MgCl, (2 mM) et du glutathion a des concentrations variables, comme
indiqué, dans un tampon TK. L'autre seringue contenant

SeSrx“ (10 pM) dans le tampon TK. Les données expérimentales obtenues sont ajustées par
régression non linéaire contre une équation décrivant une phase exponentielle décroissante

suivie d’'une phase linéaire afin de déterminer les constantes de vitesse correspondantes

(équation II).

(3)  Etude cinétique de la réaction catalysée par la ScSrx**

sur gel SDS-PAGE

L'analyse cinétique des espéces formées pendant la réaction catalysée par ScSrx“** a
été suivie en incubant TsalCp—SO,H C171A (30 pM), SeSrx“* (30 uM), ATP (1 mM) et de
MgCl, (1 mM) dans un tampon TK, en absence vs présence de GSH (5 mM), comme indiqué.
La réaction a été arrétée par acidification suite a I’ajout de TCA (20 %), les protéines
précipitées sont alors lavées a trois reprises dans l'acétone, séchées a l'air (speedVac) et
dissoutes dans un tampon 100 mM de Tris-HCI, pH 8, EDTA 10 mM, SDS 1% et N-
¢thylmaléimide 50 mM a 30 ° C pendant 1 h et a I’abri de la lumicre. Les protéines sont
ensuite séparées sur un gel SDS-PAGE 15% non réducteur, suivi d'une coloration au bleu de

Coomassie. La quantification des especes présentes a été réalisée par densitométrie a I’aide du

logiciel Imagel.

(4)  Etude cinétique de la réaction catalysée par la ScSrx“**

par chromatographie en phase inverse C8
Le suivi de I’évolution des especes protéiques en présence de GSH, a été également
réalisé par chromatographie en phase inverse. Les mélanges réactionnels contenant ScSrx“**
(30 uM), TsalCp—SO,H C171A (30 uM), ATP (1 mM) et de MgCl, (1 mM) ont été incubés
en présence de 0,1 , 1 et 10 mM de GSH dans un tampon TK a 30 °C. La réaction a été arrétée
a différents temps comme indiqué par acidification a l'aide du TFA (0,1% concentration

finale). Les aliquots issus ont été chargés sur une colonne Vydac 208TP52 (C8), 2,1 x 250
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mm, 5 um (PerkinElmer Life Sciences), préalablement équilibrée dans H,O, 0,1% de TFA,
couplée au systtme AKTA explorer (Amersham Biosciences). Les protéines ont été éluées en
utilisant un gradient linéaire de 30 a 80 % de B (TFA 0,1% dans de I'acétonitrile), a un débit
de 1 mL/min. Les fractions recueillies ont été stockées a -20 °C puis analysées par
spectrométrie de masse. Le calcul de I’aire de surface des pics a permis de suivre 1’évolution

des especes en fonction du temps.

d)  Etude de la stabilité des complexes type Michaelien par anisotropie de
Sfluorescence
L’anisotropie de fluorescence représente ’outil adapté pour étudier la stabilité de
complexes quaternaires de type Michaelien (TsalCp—SO,H/ATP/Mg®"/Srx). Dans ces
expériences, un analogue d’ATP fluorescent et non hydrolysable (mant-ADP et mant-AMP-
PNP) (Figure 52 page 92, Figure 56 page 97) a été utilis¢€ comme sonde pour caractériser la
formation du complexe. Le principe de I’anisotropie de fluorescence repose sur la vitesse de
rotation du fluorophore. Cette vitesse dépend de la taille de la sonde fluorescente (libre ou
engagée dans un complexe), celle ci "tourne" moins vite en solution lorsqu’elle est impliquée
dans un complexe macromoléculaire qu’a I’état libre. L’exploitation de cette différence
d’anisotropie a permis de déterminer la constante de dissociation du complexe (Ky). La titration
est réalisée par dilution en cascade de TsalCp—SO,H et ScSrx ajoutées ensemble
(stecechiométrie 1 :1). Les mesures ont été réalisées a 1’aide d’un appareil Spectrofluorimetre
SAFAS Xenius XC, hexe 355 nm; Ay 448 nm.
L’appareil determine 1’anisotropie des échantillons excités par une source polarisée

verticalement selon la relation :

_ Ivv — G.lvu
T Iw+2G.Ive

Avec : Ivv: intensité de fluorescence enregistrée avec une polarisation verticale pour
I’excitation et I’émission ; Ivu : intensit¢ de fluorescence enregistrée avec une polarisation
horizontale pour 1’émission. Le facteur G de I’appareil représente le ratio de la sensibilité¢ du
détecteur pour la lumicre polarisée verticalement et horizontalement et est calculée a chaque

mesure.
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5. Techniques de manipulation des levures

a)  Transformation de cellules compétentes de levures

La préparation de cellules de levure compétentes et leur transformation est réalisée a
partir de 10 mL de cellules cultivées a 30 °C, en phase exponentielle de croissance. A une
absorbance (Agoonm) d’environ 0,4 a 0,6 unités, les cellules sont lavées dans 1 mL d’eau
stérile, avant d’étre reprises dans 1 mL tampon TE-LiAc (Acétate de lithium 0,1 M ; Tris 10
mM EDTA 1 mM, pH 7,5). Le culot cellulaire est ensuite repris dans un volume de 100 uL de
TE-LiAc et la suspension cellulaire est incubée 30 min a 30 °C. La transformation est réalisée
par I’ajout de 0,5 a 1 pg d’ADN (plasmide pRS316-SRX1-HA, ou pRS316—-SRX1-C48S-
HA)), de 45 ng d’ADN de sperme de saumon dénaturé (10 min a 100 °C) et de 300 uL de
tampon TE-PEG (PEG 4000 40 % ; TE-LiAc). A I’issue de cette étape, les cellules sont
incubées pendant 1 h a 30 °C, puis ensuite pendant 15 min a 42 °C, avant d’étre lavées dans 1
mL d’eau stérile, puis étalées sur milieu sélectif solide (SD URA") et incubées a 30 °C
pendant 1 a 3 jours.
Avant chaque expérience, les souches Agshl Asrxl et Agshl sont cultivées dans un milieu de
préculture contenant une concentration en GSH suffisante (100 pM) pour assurer une
croissance similaire a celle d’une souche non invalidée pour le géne GSHI. Ces cellules
¢galement sont supplémentées en GSH (100 uM) pendant la phase de régénération pendant la
transformation avant d’étre étalées sur un milieu sélectif solide supplémenté par le GSH (100

uM) (SD URA’, + GSH) a 30 °C pendant 3 a 5 jours.

b)  Modification génétique des souches de levure

Au cours de ce travail, certaines des souches de levure (Agshl, Asrxl,
AsrxIAtrx1Atrx2) ont été préparées dans le laboratoire du Dr. Michel Toledano (laboratoire
LSOC équipe stress oxydants et cancer -CEA Saclay). La souche Asrx/Agshl a été préparée
au laboratoire. Pour ce faire, les levures ont ét¢ transformées avec environ 1 pg d’ADNdb
linéaire obtenus par PCR et permettant la modification d’un locus spécifique par
recombinaison homologue. Ce fragment d’ADN est obtenu a partir du plasmide pUG6
(aimablement fourni par le Dr. Christophe Jacob), porteur de la cassette KanMX permettant la
résistance a la généticine. Pour cela, des oligonuclotides avec amorces complémentaires du

geéne SRXI (en 5°) (40 nt) et des extrémités de la séquence kanMX (en 3’) (20 nt) ont été
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utilisés (Figure 62 page 149). Aprés amplification utilisant comme matrice le plasmide pUG®6,
les fragments obtenus sont purifiés et dosés par mesure d’absorbance a 260 nm. Ce produit de
PCR (fragment chimeére) purifié a été ensuite utilisé pour transformer des cellules Agshl. A
I’issue de la transformation, les cellules sont incubées 24 h a 30 °C, sur milieu YPD puis
répliquées, a I’aide d’un velours, sur le milieu sélectif YPD + généticine. L’invalidation dans
les clones positifs obtenus a été par la suite confirmée par PCR sur I’ADN génomique a 1’aide

d’amorces extérieures au cadre ouvert de lecture de SRX1I.
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(1) Préparation du fragment chimérique
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Figure 62 : Schéma de l'invalidation du géne SRX1
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¢)  Analyse des extraits cellulaires

(1)  Extraction des protéines par lyse a pH acide

La protéine Srx1 étant indétectable en conditions standard de croissance (Biteau et al.,
2003), les cellules en début de phase exponentielle de croissance (0.3 a 0.4 DO ¢y nm /mL)
sont traitées avec 100 uM d’H,0O, pendant 15 min afin d’induire I’expression de SRX1. Les
cultures sont ensuite exposées a 500 uM d’ H,O, pendant les temps indiqués. Le traitement
est arrété par ajout dans le milieu d’acide trichloracétique (TCA) (20 % final). Les cellules
sont lavées dans le TCA 20 %, puis congelées dans un bain d’azote liquide. La lyse est
effectuée dans 400 uL. de TCA 20 %, a 1’aide de billes de verre (taille 425-600 pum). Les
¢chantillons sont alternativement vortexés pendant une minute et refroidis dans la glace. Cette
¢tape est répétée cinq fois. Le lysat est ensuite récupéré, les billes de verre sont lavées avec
200 puL de TCA 5 % et les produits de lavage sont ajoutés au lysat. Les extraits sont ensuite
centrifugés 10 minutes a 20 000g. Le culot, contenant les protéines précipitées, est ensuite
lavé 3 fois a I’acétone puis séché sous vide. Les protéines sont alors resolubilisées dans 100
pL de tampon Tris 100 mM pH 8, SDS 1 %, EDTA 1 mM, N-ethylmaléimide (NEM) 50 mM

sous agitation a 30°C pendant 30 min a 1’abri de la lumicre.

(2)  Analyse des formes oxydées des protéines par western

blot redox
Les échantillons protéiques sont dosés par la méthode de Bradford, et une quantité de
10 pg environ est déposée dans chaque puits. Les protéines sont dénaturées par ajout d’une
solution tampon de Laémmli [SDS (2 %), Tris-HCI1 pH 8.7 (62.5 mM), glycérol (10 %), bleu
de bromophénol (0.01 %)], avec ou sans ajout de DTT 10 mM. Les échantillons sont incubés
5 minutes a 95°C, puis déposés sur gel SDS PAGE (acrylamide : bis acrylamide; 30 : 0.4).
Apres séparation par ¢€lectrophorese, les protéines sont transférées sur membrane de
nitrocellulose. L’immuno-détection est réalisée au moyen d’un anticorps spécifique et d’une

réaction de chimio-luminescence (ECL- Plus, Amersham-Pharmacia).
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Enzymologie des étapes clés de régulation du systeme Peroxyrédoxine / Sulfirédoxine dans le
contexte de la signalisation cellulaire redox.

Les peroxyrédoxines (Prx) sont des peroxydases a thiol, ubiquitaires, qui jouent un réle central dans
la physiologie du peroxyde d’hydrogeéne. Une famille de Prx dite "2-Cys-Prx typique" posseéde une propriété
unique de suroxydation de la Cys catalytique sous forme acide sulfinique, qui constitue un mécanisme de
régulation des fonctions des 2-Cys-Prx typiques en tant que peroxydase, capteur de peroxyde ou protéine
chaperon. La réduction des 2-Cys-Prx typiques suroxydées est catalysée par la Sulfirédoxine (Srx), une
sulfinyl réductase ATP-dépendante dont la constante catalytique est de I’ordre de 1-2 min™', une valeur
faible qui doit étre corrélée au role de Srx dans la régulation redox. L’objectif de ce travail était d’analyser
I’enzymologie de la régulation du systéme Prx/Srx au niveau, du processus de suroxydation des 2-Cys-Prx
typiques, de I’étape limitante de la Srx, et de son recyclage par les systémes redox cellulaires.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les deux étapes du cycle catalytique de la 2-Cys-Prx
typique majeure de S. cerevisiae Tsal, dont la compétition contrdle la sensibilité a la suroxydation, par une
stratégie combinant cinétiques rapides, systéme enzymatique couplé et modélisation cinétique. Ces travaux
suggerent que cette compétition est contrdlée par une réorganisation conformationnelle au cours du cycle
catalytique de la Tsal. Dans un second temps, 1’étude de la premiére étape du mécanisme catalytique de Srx,
qui consiste en I’activation ATP-dépendante du groupement acide sulfinique de la 2 Cys-Prx a permis, 1) de
montrer que 1’étape limitante de la réaction catalysée par Srx était associée au processus chimique de
transfert de phosphate, et ii) de proposer un modéle d’assemblage du complexe Michaelien Prx/Srx/ATP
formé lors de ce processus. Enfin, par une approche combinant cinétiques enzymatiques in vitro et génétique
de la levure in vivo, nous avons établi que le mécanisme de recyclage des Srx a 1 Cys existant chez les
plantes ou les mammiferes implique le role du glutathion comme réducteur cellulaire, contrairement a la Srx
de S. cerevisiae qui est recyclée par le systeéme thiorédoxine. De facon inattendue, la spécificité du
glutathion dans ce mécanisme est assurée par un événement de reconnaissance au sein du complexe Prx/Srx.

Mots clés : Sulfirédoxine, Peroxyrédoxine, acides sulfinique, régulation redox, glutathion.

Enzymology of the key steps regulating Peroxiredoxin / Sulfiredoxin system in the context of
redox cell signaling.

The peroxiredoxins (Prx) are ubiquitous thiol peroxidases, which play a central role in the
physiology of hydrogen peroxide. A subclass of Prx called "typical 2-Cys-Prx" has a unique property to
hyperoxidize the catalytic Cys into the sulfinic acid form, which acts as a regulation mechanism of their
functions, as peroxidase, peroxide sensor or protein chaperone. The reduction of the overoxidized form is
catalyzed by sulfiredoxin (Srx), an ATP-dependent sulfinyl reductase whose catalytic constant is about 1-2
min™, a low value that must be correlated to the role of Srx in redox regulation. The aim of this study was to
analyze the enzymology of the regulation of the Prx/Srx system at three diffrents points of control: the
hyper-oxidation process of typical 2-Cys-Prx, the rate-limiting step of the Srx mechanism and the recycling
step of Srx by the cellular thiol redox systems.

We have first characterized the competition mechanism between the two steps of the catalytic
mechanism of the major typical 2-Cys-Prx of S. cerevisiae, Tsal, through a strategy combining rapid
kinetics, coupled enzyme system and kinetic modelling analysis. This work suggests that the sensitivity to
hyper-oxidation is controlled by a conformational reorganization during the catalytic cycle of Tsal. Next,
the study of the first step of Srx catalytic mechanism, which involves the ATP-dependent activation of the
sulfinic acid form of typical 2-Cys Prx 1) has shown that the rate-limiting step is associated with the
chemical phosphate transfer process, and ii) provided an assembly model of the Michaelien complex
Prx/Srx/ATP, formed during this process. Finally, through the combination of in vitro enzyme kinetics and
in vivo yeast genetic tools, we established that the recycling mechanism of one Cys Srx, existing in plants or
mammals, involves the glutathione (GSH) as reducer in cells, contrary to the Srx from §. cerevisiae, which
is recycled by the Thioredoxin system. Unexpectedly, our study suggests that GSH binds the thiolsulfinate
complex, confirming the role of GSH as the primary reducing system of 1-Cys-Srx.

Key words : Sulfiredoxin, Peroxiredoxin, sulfinic acid, redox regulation, glutathion.
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