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ADN: acide désoxyribonucléique (chIDNA, ADN chloroplastique ; mtDNA, ADN

mitochondrial)
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NO : oxyde nitrique





Nrx : nucleorédoxine

NTR : NADPH thiorédoxine réductase

POl: protéine disulfide isomérase

PHGpx : phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase

Prx : peroxyrédoxine

PSI: photosystème 1

PSII : photosystème 2

RNR: ribonucléotide réductase

ROS: reactive oxygen species (espèces actives de l'oxygène)

RT-PCR: retrotranscription-polymerase chain reaction

Sec: sélénocystéine

SECIS : selenocysteine insertion system (système d'insertion de sélénocystéine)

SOD : superoxyde dismutase

Srx: sulfirédoxine

Trx : thiorédoxine





INTRODUCTION

Une différence majeure entre les organismes aérobies et anaérobies stricts

est la capacité d'utiliser et de tolérer l'oxygène gazeux et ses formes dérivées. Les

organismes photosynthétiques aérobies ont développé un métabolisme basé sur

l'utilisation de l'oxygène au travers de la respiration et de la photosynthèse. Dans

ces deux voies métaboliques, des chaînes de transport d'électrons permettent la

génération d'Oz à partir d'HzO (photosynthèse) ou la réduction d'Oz en HzO

(respiration).

Lors des réactions liées à la photosynthèse ou à la respiration, des

intermédiaires réactionnels de l'oxygène (ROS, Reactive Oxygen Species) sont

souvent générés, ces ROS étant susceptibles d'endommager les macromolécules

constituant les cellules vivantes. La production de ROS en grande quantité est

aussi une conséquence au niveau cellulaire d'un stress environnemental. Les

végétaux, de part leur immobilité, sont particulièrement exposés à ces

changements plus ou moins rapides de leur environnement.

Au niveau cellulaire, les conséquences de cette accumulation de ROS sont

nombreuses: ainsi, l'oxydation des bases de l'ADN, et notamment celle de la

thymine qui est très sensible, pourrait conduire à des mutations qui sont

susceptibles de perturber le fonctionnement cellulaire (8ao et al 1997). Les

membranes cellulaires sont aussi sensibles à l'oxydation à travers des

peroxydations en chaîne au sein des couches lipidiques qui peuvent aboutir à une

perte de l'intégrité membranaire ou à la rigidification des membranes (Stark 2005).

Enfin, les protéines cellulaires peuvent subir différents types d'altération suite à leur

13





réaction avec des ROS. Des dommages peuvent être causés par l'oxydation de

différents acides aminés, et la perturbation des structures tertiaire et quaternaire par

une oxydation excessive et non contrôlée peut aussi causer une perte de l'activité

de la protéine et sa dégradation par la cellule (Davies 2005). Tous ces effets nocifs

sont maintenant connus depuis plusieurs décennies, et sont dus à la présence de

ROS à des concentrations relativement élevées (Halliwell et Gutteridge 1990).

Cependant, l'émergence de nouvelles techniques, ainsi que l'étude plus fine

des relations entre ROS et métabolisme cellulaire, ont conduit à relativiser ce rôle

uniquement délétère des ROS dans les cellules. En effet, les cellules peuvent

utiliser ces ROS pour empêcher le développement d'organismes pathogènes, par

exemple lors de réactions incompatibles entre les végétaux et diverses races de

pathogènes, et il est maintenant admis que ces molécules ont un rôle essentiel de

transduction des signaux à l'intérieur de la cellule, mais aussi entre les cellules d'un

organe, comme par exemple pour le peroxyde d'hydrogène (H202) dans le

mécanisme de fermeture des stomates (Zhang et al 2001). Ainsi, à l'instar de

l'oxygène moléculaire, qui possède un potentiel énergétique aussi grand que son

pouvoir destructeur, les espèces oxygénées réactives ont deux facettes, l'une

découle de leur réactivité importante et les rend nocives pour les cellules, l'autre a

été mise en place par les cellules, qui vont les utiliser comme molécules de

signalisation, tant que leur concentration peut être contrôlée par les systèmes

antioxydants. La molécule d'H202 en particulier est impliquée dans l'induction de la

transcription de nombreux gènes, tels que ceux de la glutathion S-transférase

(GST), ou encore dans l'activation de kinases (Desikan et al 1999), elles-mêmes

impliquées dans la réponse des cellules aux stress extérieurs. Les études de

transcriptomique montrent aussi qu'un très grand nombre de gènes voient leur
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expression stimulée ou réprimée par l'H20 2 (Desikan et al 2001). D'autres études

utilisant des mutants d'Arabidopsis thaliana ont mis en évidence une réponse

rapide et spécifique du transcriptome à l'oxygène singulet (op den Camp et al

2003). Il devient donc possible de déterminer les groupes de gènes qui sont

stimulés ou réprimés spécifiquement selon l'espèce oxygénée utilisée comme

stimulus (Gadjev et al 2006).

Les compartiments cellulaires qui contiennent les chaînes de transfert

d'électrons sont les principales sources mais aussi les principales cibles de ces

ROS. Chez les animaux, les mitochondries sont considérées comme la principale

source de ROS dans la cellule. Chez les végétaux en revanche, le chloroplaste est

le principal lieu de production de ROS, au moins pendant la journée. Pendant les

phases d'obscurité, le rôle de la mitochondrie devient prépondérant. Les lieux de

production des ROS au sein des chaînes de transfert d'électrons sont étudiés

depuis plusieurs décennies et sont encore un sujet d'intenses investigations. Ils

sont détaillés dans le paragraphe ci-dessous.

1Production des ROS

I.A Au niveau du chloroplaste:

Dans cet organite se trouvent les composants d'une chaîne d'électrons qui

va fonctionner dans un environnement riche en oxygène. Ceci induit un risque

important de transfert d'électrons vers l'oxygène moléculaire, aboutissant à la

17
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formation de ROS. Plus particulièrement, cette fuite d'électrons peut tout d'abord se

produire au niveau du photosystème 1(PSI). En cas de surcharge de la chaîne de

transfert d'électrons (ETC), la ferrédoxine (Fd) réduit directement l'oxygène

moléculaire (02) en anion superoxyde (02-) au cours de la réaction de Mehler

(Figure 1). La réduction d'02 peut aussi se produire au niveau des centres Fer­

Soufre (2Fe-2S et 4Fe-4S) du photosystème l, ainsi qu'au niveau du site accepteur

de quinones QB du PSII (Zhang et al 2003). En résumé, la présence de métaux de

transition comme le fer, ou de groupements quinols, va favoriser les fuites

d'électrons de la chaîne de transfert d'électrons photosynthétique vers 1'02. Les

pigments comme la chlorophylle vont aussi pouvoir réduire l'oxygène moléculaire

quand ils se trouvent dans un état excité. L'anion superoxyde produit peut réagir

directement avec les molécules biologiques, ou se dismuter en H20 2spontanément

ou via une superoxyde dismutase à fer ou à cuivre et zinc (FeSOD ou Cu/ZnSOD).

Des réactions de type Fenton entre H202 et des ions métalliques, libres ou

incorporés dans diverses enzymes ou transporteurs, vont également générer des

radicaux hydroxyles ( OH), eux aussi très nocifs (Edreva 2005). La cellule a mis en

place des voies spécifiques pour réguler la concentration en ROS du chloroplaste et

pour maintenir un fonctionnement optimal de la photosynthèse (Mittler 2002). L'une

d'elles est la photoinhibition, spécifique au chloroplaste, qui va empêcher un flux

d'électrons trop important dans la chaîne de transfert en cas de forte illumination.

Ce phénomène se déroule au niveau du photosystème Il, dont l'un des composant

principaux, le protéine D1, va subir des dommages irréversibles en cas d'exposition

prolongée de la plante à une lumière intense. L'inactivation des photosystèmes Il

endommagés, qui vont ensuite être progressivement réassemblés avec des

nouvelles protéines D1 synthétisées de novo, va diminuer l'activité
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photosynthétique. Dans les cas les plus sévères, ou si elle est associée à d'autres

facteurs de stress, cette inhibition de la photosynthèse peut avoir un effet négatif

sur la croissance des végétaux. La chélation du fer libre, notamment par des

protéines comme la ferritine, permet aussi d'éviter la production de radical OH

(Briat et al 1999). En outre, des molécules de faibles poids moléculaires, dont la

principale est l'ascorbate, ainsi que des systèmes enzymatiques, vont assurer la

protection du chloroplaste contre les ROS. Ces systèmes sont détaillés

ultérieurement dans ce manuscrit.

LB Au niveau de la mitochondrie:

La production des ROS au sein de la mitochondrie est détaillée dans l'article

1(Navrot et al 2007a). Elle a lieu principalement au niveau du complexe 1et III de la

chaîne respiratoire. La réduction excessive du pool membranaire d'ubiquinone par

le complexe 1 peut aussi favoriser la réduction d'02 par ces molécules, ainsi que le

fonctionnement rétrograde de la chaîne de transport, c'est-à-dire la réduction du

complexe 1 par les quinones qui entraîne la formation d'anion superoxyde. Les

systèmes antioxydants mitochondriaux, en particulier les sytèmes thiol-dépendants,

sont aussi décrits dans l'article 1.
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Article 1: ROS generation and antioxidant systems in plant mitochondria

Navrot N, Rouhier N, Gelhaye E et Jacquot JP

Physiologia Plantarum, accepté pour publication.

Cet article de synthèse décrit les systèmes qui génèrent les espèces

oxygénées de l'oxygène (ROS) dans les mitochondries végétales. Plus

particulièrement, l'implication de la chaîne respiratoire de transfert d'électrons est

décrite, ainsi que les systèmes spécifiques des végétaux qui permettent la

régulation du transfert d'électrons. Dans une seconde partie, les systèmes qui vont

réguler la concentration et éliminer les ROS dans la matrice mitochondriale sont

détaillés. Il s'agit des systèmes dépendants du glutathion, de l'ascorbate, de l'acide

lipoïque, ainsi que des systèmes enzymatiques. Une analyse plus fine des

systèmes thiorédoxines- et glutarédoxines-dépendants est présentée. Ces

systèmes vont jouer un rôle prépondérant dans la détoxication des ROS dans la

mitochondrie, notamment en réduisant les peroxyrédoxines et glutathion

peroxydases présentes dans ce compartiment. De plus, ces systèmes sont sans

doute impliqués dans la régulation d'enzymes telles que l'alternative oxydase, ou

dans l'incorporation de centres fer-soufre dans les protéines mitochondriales.
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ln living cells, reactive oxygen species (ROS) play a key raie in signaling but
these compounds can also damage macromolecules. As in other compart­
ments, the mitochondrial ROS concentrations need to be tightly controlled.
Plant mitochondria contain several antioxidant systems that are not only able
to scavenge ROS and limit their production but also to repair damages to
macromolecules and possibly to serve as redox sensors. They comprise
ascorbate- and glutathione-dependent pathways as weil as systems based on
thioredoxin (TRX)- and glutaredoxin (GRX)-like molecules. This review
describes the various mitochondrial redox pathways for ROS control in plants
with special emphasis on the poorly studied GRX and TRX systems and
provides perspectives for future research in this area.

Introduction

Land plants 1ike other aerobic photosynthetic organisms,
appeared and evolved in the presence of atmospheric
oxygen and, as a consequence, developed metabolic
pathways that were able to use the great energetic
potential of O 2 and also to limit the deleterious side
effects of this oxidant and its active derived molecules,
known as reactive oxygen species (ROS). These ROS
generated by aerobic metabolism include singlet oxygen
C02), superoxide ions (02 '-) and peroxides, the most
widely distributed being hydrogen peroxide (H20 2). On
the one hand, plants need to control the levels of these
oxidants because of their harmful nature, but on the other
hand, they also use ROS as signaling molecules
especially in response to various stresses or threats to
the plant integrity, as pathogen attacks, or non-optimal
growth conditions. These molecules can thus act as

messengers to trigger protein de/activation, or induce
gene transcription (Desikan et al. 2001). It has been
shown recently that singlet oxygen, superoxide ions and
H20 2 ail induce the transcription of specific sets of genes
in plant cells (Gadjev et al. 2006). This signaling system
also interacts with other pathways, like phosphorylation
cascades by kinases or Ca2 + signaling, and is a part of the
regulation network that connects the cell to its environ­
ment. Thus, plants are not only able to take advantage of
the powerful O 2 molecule for their energy needs, but
they also make use of some of its derivatives for intra­
or intercellular signal transduction pathways. This review
will essentially describe the mechanisms for generation
and control of ROS in plants but will not deal further with
the signaling aspects, which have been extensively
treated in recent reviews (Foyer and Noctor 2003, Laloi
et al. 2004).

Abbreviations - Aco, aconitase; AOX, alternative oxidase; APX, ascorbate peroxidase; ASC, ascorbate; CAT, catalase; DHA,
dehydroascorbate; DHAR, dehydroascorbate reductase; ETC, electron transfer chain; GPX, glutathione peroxidase; GR, glutathione
reductase; GRX, glutaredoxin; GSH, glutathione; GSSH, oxidized glutathione; H20 Z, hydrogen peroxide; MDHAR,
monodehydroascorbate; MnSOD, manganese-containing superoxide dismutase; MSR, methionine sulfoxide reductase; NO,
nitric oxide; NADH, nicotinamide adenine dinucleotide; NTR, NADPH-dependent thioredoxin reductase; PCD, programmed cell
death; PRX, peroxiredoxin; ROS, reactive oxygen species; sax, sulfhydryl oxidase; TRX, thioredoxin; UCP, uncoupling protein.
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ln plant cells, most of the ROS produced originate from

chloroplasts or peroxisomes, but in non-green tissues, or
in the dark, mitochondrial ROS production becomes
predominant although a blue light-induced generation
of ROS has been recorded in animal mitochondria (King
et al. 2004).Moreover, although mitochondria are c1early
not the major site of ROS production in plants, they are
nevertheless a primary target for the ROS-induced
damages because some ROS species diffuse freely
through the cellular compartments (Bartoli et al. 2004,
Dutilleul et al. 2003, Sweetlove et al. 2002). Recent
studies indicate that plant mitochondria are at a cross­

point in the signaling pathways involving ROS, especially
those concerning apoptosis Uones 2000). As the field of
mitochondrial ROS is becoming very large, we will
discuss here briefly the generation of oxidized species in
mitochondria, their negative effect on biological processes
and detail more extensively the various redox-active ROS
regulation systems present in plant mitochondria. Re­
views on related topics have also been published recently
(Foyer and Noctor 2003, Laloi et al. 2004, Millar et al.
2001a, M011er 2001).

Generation and nature of ROS in plant
mitochondria

ln the respiratory process, oxygen becomes reduced to
H20 and different pathways are involved in this reduction
process. Some enzyme systems reduce oxygen via tetra­
valent mechanisms [e.g. cytochrome coxidase, alternative
oxidase (AOX)] but some others reduce it in a stepwise
manner, i.e. oxygen is accepting electrons one by one only.
This leads to the formation of a reactive intermediate
molecule, namely the superoxide anion Oz·-. The major
site of superoxide formation in mitochondria lies in the
electron transfer chain (ETC), especially at the level of
Complex 1 and Complex III. It was shown in animal
mitochondria that the flavine mononucleotide (FMN)­
containing subunit and an iron-sulfur c1uster of the
nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) dehydroge­
nase of Complex 1are the sites of Oz'- generation (Chen
et al. 2005),especially when this complex is glutathiony­
lated after oxidative stress (Taylor et al. 2003). This

complex could amplify ROS production and participate
in the regulation of ROS concentrations in the whole cel 1.
The overreduction of the ubiquinone pool by Complex 1
can also lead to a reverse functioning of the chain, and to
the formation of large amounts of ROS. In Complex III, the
overreduction state of the ubiquinone pool can lead to

a direct electron transfer to molecular oxygen, and to the
formation of superoxide anions (see Fig. 1).

Most of the superoxide ions produced are efficiently
converted to HzOz by a manganese-containing super-

2

oxide dismutase (MnSOD). H2 0 Z can then reactwith iron
or copper ions in the Fenton reaction to generate hydroxyl
radicals OH'. lron-sulfur containing proteins, like aconi­
tase, may also be involved in these reactions, as it releases
Fe2+ upon inactivation of the enzyme by Oz'-, also

leading to Fenton-type reactions (Vasquez-Vivar et al.
2000). Other ROS targets are high-molecular mass
molecules, such as membrane lipids or mitochondrial

DNA, with the formation of lipid or nucleotide peroxides,
especially at the level of thymine (Cullis et al. 1987).
Furthermore, mitochondrial DNA is more sensitive to
oxidative damage than nuclear DNA, in particular
because of the absence of chromatin organization and
lower mitochondrial DNA repair activities (Yakes and
Van Houten 1997).

Adverse environmental conditions generate this kind
of oxidative stress. For example, pathogen attacks of the
plant (Kuzniak and Sklodowska 2004), senescence or
saline stress (Maxwell et al. 2002,Mittova et al. 2004),as
weil as accumulation of the metal ion aluminum
(Yamamoto et al. 2002), initially result in an accumula­
tion of ROS. In turn, these species impair the mitochon­
drial metabolism but they also constitute an intracellular
signal, especially involved in the transcription regulation
in the nucleus.

Besides ROS, the cells also contain reactive nitrogen
species. They are products of the reaction of nitric oxide
(NO) with different biological molecules, and as ROS they
can be harmful to the cell. NO itself is also involved in
metabolic regulation. It was shown to interfere with the
function of Complex III, leading to the production of Oz'­
(Yamasaki et al. 2001). Interestingly, the mitochondrial
respiratory chain from root cells can also be a source of
NO, via nitrite reduction under anoxic conditions (Gupta
et al. 2005).This is probably part of the yet poorly under­
stood role of this molecule and its derivatives in signal
transduction, and will not be developed further here.

Finally, mitochondria play an essential role in the
programmed cell death (PCD) pathway, via cytochrome
c release Uones 2000, Vianello et al. this issue). This
mechanism is similar to the one present in mammal cells
which involves mitochondrial thioredoxin (TRX) (Tanaka
et al. 2002)and possibly AOX (Robson and Vanlerberghe
2002). In the case of heat-shock-induced PCD, it is also
likely that mitochondrial respiration impairment is one

of the earliest events (Vacca et al. 2004). High ROS
production as weil as cytochrome c release from
mitochondria and increased NO production are observed
when a hypersensitive response is triggered by eliciting
compounds (Krause and Durner 2004).

Thus, this organelle is a major sensing component in
the cell, also coordinating the cell response to an oxi­
dative stress from the enhancement of gene transcription

Physiol. Plant. 2006



Outer
membrane

NADH

CP IV ATP
Synthase

Intermembrane space

Inner
membrane

UCP

�I�I�Z�:�~�=�>�( Toxic products
mtDNA, lipids, nucleotides

o ­2

Fig. 1. Origln and effects of reaetlve oxygen species (ROS) produced ln mltochondrla l, Il, III, IV respiratory COI11 lexes. Electron transler alon9 the

respira tory chain are Indlcateu with red arrows. Fe Scenters are yellow urcles Ubiquinol cofaclors ar lIgured in purp!e circles. Thin black arrows Indlcate

l/Ie produc IOn of ROS, orange arrows oxidative damage, gray arrow' molecular conversIOns Proteins in green colar are Involved in protection of

mltochondrla agalns oXldatlve 5 re olccul.S ln blul? colors are senSitive targe s for oxidauvl? damage Ssymbols indlca es hlol·depl?nden regulation.

Aco, aconrtase, sax, sullhydryl oxida e; mtDNA, mitochondn 1DNA; ATp' adenosine triphosphate; UQ, ubiqumone; SH, thlol group

up to PCO (Outilleul et al. 2003, Maxwell et al.

2002)

Analysis of the mitochondrial proteome

The biological systems present in mitochondria share

homologies with the ones found in the cytosol or the
chloroplast, but there are also specificities linked to the

unique properties of plant mitochondria. Large-scale

pmteomic studies have been performed to follow the

evolution of these complex systems, especially under
stress conditions (Cliflon et al. 2005, Lister' et al. 2004).
l\tlany mitochondrial proteins are putative targets of

different peroxides and some of them are found in an

oxidized fortll (Kristensen et al. 2004, Mol 1er and

Kristensen 2006).Oxidation can simply affect the enzyme

Physlol Plan 2006

activity in a reversible way and participate in signaling
pathways, when occurring on cysteines or methionines.

ln the case of other amino acids, the chain breakdown

probabi 1ity and the protease attack susceptibi 1ity are
increased via the presence of carbonyl groups (Kristensen

et al. 2004).This can affect the mitochondr'ial metabol ism

in a significant manner. After treatments leading to
oxidative stress, protein breakdown products can also

be found in mitochondrial extracts. The abundance of

numerous mitochondrial pmteins is also altered after

such treatments. Among the oxidation targets, tr'icarbox­
ylic acid (TCA)-cycie enzymes and Fe-S ciuster contain­

ing enzymes are likely to be affected first in oxidative

stress situations (Heazlewood et al. 2003, Millar et al.

2001b, 2004, 2005, Mol 1er and Christensen 2004,
Sweetlove et al. 2002).
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Mitochondrial energy-dissipating systems

AOXs, as weil as plant uncoupling mitochondrial proteins
(UCP) are two mitochondrial energy-dissipating systems,
encoded by multigenic families in plants, which are
differentially expressed and regulated (Nogueira et al.
2005). These systems allow a fine tuning of the
mitochondrial membrane potential, and can thus
decrease ROS production caused by ETC overreduction
(Borecky et al. 2006, Camacho et al. 2004). As
mammalian UCPs, plant UCPs are involved in thermo­
genesis butthey are rather required to generate a decrease
of the membrane potential because they are upregulated
in the presence of ROS (Considine et al. 2003, Hourton­
Cabassa et al. 2004, Kowaltowski et al. 1998). Their
regulation could also influence the TCA cycle (Smith etaI.
2004). Considering the grawing number of studies and
the diversity of AOXs and UCPs, differential raies in plant
mitochondria could emerge in the future. Specificities of
plant AOX will be discussed in a subsequent paragraph.

Nevertheless, considering the protection of the organ­
elle from ROS, these two praactive systems can play
a significant protective role in mitochondrion-generated
oxidative stress, but they cannot prevent damage because
of ROS diffusion fram the cytosol.

Ascorbate and lipoic acid-dependent
systems

Ascorbate (or vitamin C) is a small antioxidant molecule
that has been extensively studied for decades. Its
antioxidant capacities are reinforced by its very high
concentration in plant cells, usually between 10 and

100 mM (Noctor and Foyer 1998) depending on the
subcellular compartments considered, and even higher,
around 300 mM, under some conditions (Streb et al.
2003). As a consequence, it plays a preponderant raie in
the cell redox poise and metabolic regulations. Although
it is more abundant in the chloroplast, it is present in the
rest of the cell, and particularly in mitochondria. The
ascorbate concentrations in mitochondria are similar to
those found in other cell compartments and it is present
essentially in the reduced form Uimenez et al. 1997). The
mechanism of peroxide detoxication by ascorbate has
been deciphered, and the enzymes needed for its
regeneration have been identified. A couple of years
ago, it was shown that mitochondria possess a complete
ascorbate-glutathione (GSH) pathway, making this
organelle able to regulate its internai H20 2 concentration
(Fig. 2). Mitochondria contain GSH, ascorbate, as weil as
GSH reductase (GR) and dehydraascorbate reductase
(DHAR) in the matrix, and monodehydraascorbate
reductase and ascorbate peraxidase (APX) bound to the
membranes Uimenez et al. 1997, Teixeira et al. 2006).
This pathway is found in both chloraplasts and mito­
chondria, as Chew et al. (2003) showed that in
Arabidopsisthaliana, the ascorbate-GSH cycle enzymes
are dually targeted. As the presence of a specific transport
of the reduced form (ascorbate) into mitochondria has not
been proven, ascorbate is likely to enter mitochondria in
its fully oxidized form (DHA), its transport being
dependent on a gl ucose transporter (Szarka et al. 2004).
Interestingly, the enzyme catalyzing the final step of
ascorbate synthesis (galacto-Iactone dehydrogenase) is
located in the inner membrane of mitochondria (Bartoli
et al. 2000). It uses cytochrome c as an obligate substrate

+-' ucp

+-' AQX

�:�t�)�P�X�~�T�R�X�_�N�T�"�_�~7 �~

Fig. 2. Representation of the different mitochondrial antioxidant pathways and their lever of action. Different systems can be distinguished: electron

transfer chain proactive enzymes (alternative oxidase and uncoupling proteins), nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-independent reactive

oxygen species (ROS) molecules [manganese-containing superoxide dismutase, molecules like lipoic acid, and possibly catalase ((AT)], and NADPH­

dependent pathways. Among these, on the left part of the figure are the glutathione- and ascorbate- (ASe) dependent systems, and on the right side the

thioredoxin-dependent systems. The NADPH-dependent pathways act either by reducing ROS directly or by protecting or regenerating oxidized proteins.

Metabolites are circled. In dotted lines are figured the pathways whose relevance is still under debate or unproven. MDHAR, monodehydroascorbate

reductase.

4 Physiol. Plant. 2006



and is associated with the ETC, which could regulate its
activityvia interaction with Complex 1(Millaretal. 2003).
Thus, ascorbate synthesis is associated with mitochon­
dria. Ascorbate could be synthesized in the intermem­
brane space, and oxidized before being transported into
the mitochondrial matrix, where it enters the ascorbate­
GSH cycle to be reduced. Then, ascorbate is used by APX
to reduce H20 2 to H20, releasing a molecule of DHA.
The latter is reduced to ascorbate via the ascorbate-GSH
cycle, also called the Halliwell-Asada cycle. The re­
generation of ascorbate takes place at the expense of two
molecules of GSH, oxidized into oxidized GSH (GSSG)
(see Fig. 2).

Lipoic acid is a sulfur-containing molecule, which acts
as a coenzyme for some mitochondrial enzymes involved
in pyruvate and glycine metabolism (e.g. pyruvate
dehydrogenase complex, glycine decarboxylase com­
plex). It has been studied extensively and is known to
chelate transition metals, and to reduce HU and O2'­

(Packer et al. 1995). In its reduced form, lipoic acid was
shown to play a role in the cell protection against lipid
peroxidation in animal mitochondria (Lapenna et al.
2003). On the other hand, because ofthis reactivity, some
lipoic acid-dependent enzymes, like glycine decarbox­
ylase, are strongly inhibited by lipid peroxidation
products because these peroxides can easily form an
adduct with lipoic acid (Taylor et al. 2002).

EnzymaticROS-scavengingpathways

SOD and catalase

The mitochondrial matrix contains an MnSOD, which
catalyzes the reduction of O2 '- to H20 2• This enzyme
can provide protection to the soluble matrix enzymes,
especially the ones with metallic cofactors, against
oxidation by the superoxide anions, but the mechanism
of subsequent H20 2 scavenging is still unclear (Rubio
et al. 2001, 2002, 2004). Catalase activity was proposed
to be present in plant mitochondria at a much lower level
compared with animal mitochondria (Peixoto et al.
2004). Still, the presence and role of this enzyme in
mitochondria is a matter of controversy, and some reports
contradict this proposaI. Other redox-dependent systems
described below have been found to regulate H20 2

concentration in this compartment.

GSH-, glutaredoxin- and TRX-dependent
mitochondrial systems

GSH is present in the mitochondrial matrix at concen­
trations up to the millimolar range. This organelle is
thought to be devoid of GSH synthesis pathway, though
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Moran et al. (2000) found a GSH synthetase in nodule
mitochondria. Different transporters assume the function
of maintaining a constant pool of GSH in the compart­
ment by uptake from the cytosol (Chen and Lash 1998). A
specific GSH-dependent mechanism for the protection of
proteins from oxidative damage is known as glutathiony­
lation. The reversible adduction of a molecule of GSH
protects the cysteines from being overoxidized to
sulfenic, sulfinic or sulfonic acid forms, the latter being
an irreversible modification. In general, glutathiolated
proteins are inactive, and this mechanism could also
be a regulation pathway in case of oxidative stress.
This glutathionylation/deglutathionylation is mainly
catalyzed by enzymes such as glutaredoxin (GRX) in
mammalian mitochondria (Beer etaI. 2004). Atthis point,
GRXs have not been formally identified in plant
mitochondria, but several sequences bear a putative
mitochondrial transit peptide and it is thus likely that
these proteins are present in this organelle (Rouhier et al.
2004).

It is now established that plant mitochondria possess
their own complete TRX system, comprising at least one
o-type TRX, and two forms of NADPH-dependent TRX
reductase, NTRA and NTRB (Laloi et al. 2001, Reichheld
et al. 2005). In poplar, one o-type and one h-type (TRX h2)
are probably present in mitochondria (Gelhaye et al.
2004). The two types of mitochondrial NTR were shown
to be able to reduce in vitro both A. thalianaTRX 01 and
poplar TRX h2. These two TRX can interact with
a mitochondrial target, namely AOX (Gelhaye et al.
2004).

GRX- and TRX-dependent targets in mitochondria

The involvement of TRX in apoptosis in animal cells has
generated considerable interest for these systems in plant
mitochondria. Following the discovery of the GRX and
TRX systems in plants, one question arising was the search
and analysis of their respective targets, and their role at
the organellar or cellular level. It was shown notonly that
the mitochondrial TRX system is similar to what is found
in the other compartments of the cell, but also that it
regulates/reduces a specifie set of mitochondrial en­
zymes. This was achieved thanks to emerging techniques
as the cysteine-trap method, using single cysteine TRX
or GRX mutants or by using two-dimensional electro­
phoresis associated to monobromobimane, a thiol­
specific fluorescent probe. The isolated peptides are then
analyzed by mass spectrometry, allowing the identifica­
tion of mitochondrial TRX and GRX targets (Balmer et al.
2004, Rouhier et al. 2005). TRXs interact with, and most
likely regulate numerous mitochondrial enzymes from
different pathways. Among the different targets, it is
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possible to discriminate between enzymes, which require
TRX for their catalysis and regeneration, mostly oxidor­
eductases, and enzymes regulated via TRX (Fig. 2).

ln the first category, TRX-dependent enzymes are
peroxiredoxins (PRXs), ribonucleotide reductase, methi­
onine sulfoxide reductase (MSR) and plant glutathione
peroxidases (GPXs). MSR are present in human mito­
chondria, but until now no such protein homolog was
found in plants, even at the genomic level. PRX are TRX­
dependent peroxidases, which are present in nearly ail
plant cell compartments. In plants, they are commonly
divided into four types, namely type Il PRX, 2-Cys PRX,
1-Cys PRX and PRX Q. Type Il PRXs constitute the largest
subfamily. Depending on the organism and cellular
compartment considered, PRX Il can be reduced either
by GSH alone or by the GRX or the TRX system (Brehelin
et al. 2003, Finkemeier et al. 2005, Rouhier et al. 2001).
ln A. thaliana, for example, PRX Il B, C, D are cytosolic,
PRX Il E is chloroplastic and PRX Il F is the only
mitochondrial isoform (Gama et al. this issue, Horling
et al. 2002). In mammal ian tissues, a 2-Cys PRX is present
in mitochondria (PRX III in human), but this type has not
been reported in plant mitochondria (Miranda-Vizuete
et al. 2000). Apart from the four types of PRX, a fifth type
of TRX-dependent peroxidase has been characterized
more recently. It belongs to the so-called GPX proteins,
which in plants are likely to function with TRX ratherthan
GSH for their activity (Herbette et al. 2002, Jung et al.
2002, Tanaka et al. 2005). From sequence analysis, it
was predicted that plant mitochondria contain at least
one isoform of this enzyme (Rodriguez Milla et al. 2003),
and recently, with a green fluorescence protein fusion
approach, it was observed that a poplar GPX is present in
mitochondria (Navrot et al., unpublished data). For this
protein, a mitochondrial physiological electron donor is
still missing, as it has been shown to be reduced in vitro
by cytosolic or chloroplastic TRX, but not by either
mitochondrial h2 or o-type TRXs (Gelhaye et al. 2004).
Thus, the PRX family and their reducing partners seem to
form a tight network, quite complex in mitochondria as in
other cell compartments parts, and able to control ROS
concentration in different conditions. They are also likely
to play a role in redox sensing and signal transduction (for
review, see Rouhier and Jacquot 2005).

Thanks to the above-mentioned proteomic techniques,
we now have a catalog of proteins that are potentially
regulated by TRX in mitochondria. Thesetargets belong to
a numberof metabolic pathways, includingthe citric acid
cycle, photorespiration, fatty acid metabolism, hormone
involving processes, sulfur or nitrogen metabolism,
transport regulation and protein assembly (Balmer et al.
2004). One of the interesting targets is an anion channel
transporter, linked to permeability transition pore forma-
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tion in PCD. The most studied of the targets is
undoubtedly AOX. Belonging to the ETC, AOX is an
iron-containing protein, which catalyzes the reduction of
O2 to H20, via oxidation of ubiquinol, and without
formation of adenosine triphosphate (also known as
cyanide-resistant respiration). It helps to prevent over­
reduction of the ubiquinol pool, thus decreasing the
production of O2 '- and oxidative stress in mitochondria
in non-optimal conditions (Camacho et al. 2004). This
plant-specific crucial protein is also involved in mito­
chondrial-dependent PCD (Robson and Vanlerberghe
2002). It exists as a dimeric complex, anchored to the
inner membrane of mitochondria. Each subunit possesses
a matrix loop, which bears conserved cysteines. Two
cysteines of the complex can be oxidized in a disulfide
bridge, leading to dimerization and consequent inacti­
vation of the enzyme (Umbach and Siedow 1993).
NADPH-dependent isocitrate dehydrogenase was found
to be able to reduce and activate the enzyme, linking
activation to both the TCA cycle and the matrix redox
state (Gray et al. 2004). Mitochondrial TRX was also
found to be able to reduce the disulfide and activate the
enzyme (Gelhaye et al. 2004). Once reduced, alpha-keto
acids regulate the enzyme activity, acting on the
dimerization-involved cysteine or on a second conserved
one (Rhoads et al. 1998, Umbach et al. 2006). This
strongly indicates that there is a cross talk between redox
regulation in the matrix via TRX, the redox state of the
ETC and the membrane potential.

ln different organisms, but not in plants, mitochondrial
GRX has been shown to be involved in apoptosis, or in
iron-sulfur assembly in proteins. In plant cells, no GRX
has yet been found in this compartment, but it would not
be a surprise to find members of this family with identical
roles. Some plant GRX isoforms are predicted to carry
a mitochondrial signal peptide (Rouhier et al. 2004), and
bya proteomic approach, a protein able to bind cations
and belonging to the large GRX family, was found in A.
thaliana mitochondria (Herald et al. 2003). In addition,
using the cysteine-trap method and a cytosolic poplar
GRX, Rouhier et al. (2005) identified numerous GRX
mitochondrial targets, and some of them, as a GR and
a glycyl transfer RNA synthetase, could be specific targets
of GRX as they do not belong to the mitochondrial TRX
targets previously identified (Balmer et al. 2004). Prob­
ably sequence variations have kept these proteins out of
our sight until now. More generally, GRXs participate in
the glutathionylation and deglutathionylation of proteins,
protecting the redox-sensitive cysteines by GSH adduc­
tion (Starke et al. 2003). They can also help maintain the
redox poise of this compartment by reduction of low­
molecular weight redox molecules, like GSSG, and
dehydroascorbate (Washburn and Wells 1999).
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Heme and iron-sulfur assembly into
mitochondrial proteins

The assembly of iron-sulfur c1usters is essential for the
generation of functional ETCs. It is also required for
enzymes like aconitase to be active. Human mitochon­
drial GRX2 has been shown to contain an iran-sulfur
c1uster, which disappears upon oxidation, thus releasing
the active enzyme (Lillig et al. 2005). This could be
a possibility of regulation forthose enzymes, for example,
in situation of oxidative stress where the c1uster is more
likely to be c1eaved off. Recently, Fe-S-containing GRX
have also been discovered in plants (Feng et al. 2005,
2006). As it is now established that (Salk and Lobreaux
2005), as human or yeast, plant mitochondria contain
their own Fe-S c1uster assembly machinery, an emerging
topic in plant research is the possible involvement of
thiol-dependent systems as GRX and TRX in protein
assembly and maturation. To date, a GRX from yeast has
been shown to participate in this Fe-S assembly
machinery but its role is still not completely deciphered
(Rodriguez-Manzaneque et al. 2002). Studies are in
progress to identify the target prateins of GRX in this
iron-sulfur center assembly. One of these targets could
be a cysteine desulfurase (Nfs1), which is proposed to be
regulated by Grx5 in yeast (Alves et al. 2004). GRX may
also constitute a sink for matrix iron, participating in the
homeostasis of this element, as yeast grx mutants
accumulate iron in the matrix. TRX cou Id be linked to
these processes as weil, as it can interact with AtErv1 p,
a sulfhydryl oxidase supposedly part of the Fe-S assembly
machinery in A. thaliana mitochondria (Levitan et al.
2004). Considering protein maturation, it has also been
shown that TRX is able to reduce a protein involved in
heme assembly and maturation of cytochrome c, namely
CCMH (Meyer et al. 2005).

Concluding remarks

Step by step, our understanding of the physiology of
mitochondria is progressing, thanks to technical improve­
ments and emergence of new experimental designs. This
starts with improved methods for mitochondrial puri­
fication, from different plants, as for the model plant
A. thaliana(Escobar et al. 2006, Keech et al. 2005). New
methods have also emerged in proteomics for medium or
large-scale studies (Kristensen et al. 2004, Kruft et al.
2001, Millar et al. 2005). It appears now that mitochon­
drial homologs of most of the cytosol ic antioxidant
pathways exist (Fig. 2). Thus, ROS concentrations can
be regulated as tightly as in other compartments.

Among these, TRX-dependent systems have been an
intense research field in recent years, and now the

Physiol. Plant. 2006

complete system, NTR, TRX, PRX/GPX, is known to be
present in mitochondria. The characterization of this
system is still in progress, and features like its relation to
ETC or its involvement in PCD look particularly prom­
ising. Mitochondrial GRX or GRX-like proteins are also
under scrutiny, and it is likely that they will soon be
included in our current representations of mitochondrial
antioxidant systems.

Undoubtedly, the putative involvement of GRX in the
assembly of iron-sulfur centers into plant mitochondrial
proteins promises to be an exciting field of research in the
near future. Another area, which looks extremely
promising, will be to test the effect of TRXs or GRXs in
the redox regulation of ion channels. The recent review
of Scholz-Starke et al. (2005) presents several lines of
evidence suggesting that ROS and the reducing systems
have indeed the capacity to control the activity of
transporters in plants. Whether the mitochondrial ion
channels are also subject to this regulation is yet
unknown. The analysis of conserved cysteines in the
ami no acid sequences and the biochemical properties of
these transporters will help answer these questions.
Another interesting approach will be to generate knock­
down mutants of the documented mitochondrial TRXs
and GRXs and evaluate the impact of these mutations on
the redox state of mitochondria.
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Un autre compartiment cellulaire, le peroxysome, est aussi source de ROS.

Ils vont être produits par le métabolisme oxydatif au sein de cet organite, au niveau

de la xanthine oxydase, ou encore lors de la beta-oxydation des acides gras ou de

la photorespiration. Enfin, au niveau de la membrane du peroxysome, des enzymes

du type monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) ou encore un cytochrome de

type b, sont susceptibles de générer des anions superoxydes (dei Rio et al 2006).

1/ Production des RNS - L'oxyde nitrique et ses dérivés

L'oxyde nitrique (NO) et ses rôles biologiques ont été découverts il y a une

vingtaine d'années. Depuis, l'intérêt porté à cette molécule a été croissant, et a

révélé de multiples rôles dans le fonctionnement des cellules et des organismes,

par exemple, à travers la nitrosylation des protéines. Comme l'oxygène, ce gaz peut

aussi réagir avec de nombreuses molécules pour former une variété de composés

chimiques plus ou moins complexes appelées couramment RNS (reactive nitrogen

species). En particulier, la réaction entre l'anion superoxyde O2 - et le NO va aboutir

à la formation de peroxynitrite. Le NO est présent chez tous les organismes vivants,

et semble induire une voie de signalisation universelle. Chez les plantes, deux

enzymes sont capables de synthétiser l'oxyde nitrique : une nitric oxide synthase

mitochondriale, impliquée dans la réponse au stress oxydant a été identifiée chez

Arabidopsis thaliana (Guo et al 2003, Guo et Crawford 2005). La nitrate réductase
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semble aussi posséder une activité annexe lui permettant de produire du NO

(Morot-Gaudry-Talarmain et al 2002), en particulier en réponse à l'acide abcissique

dans les cellules de garde des stomates (Desikan et al 2002).

III Systèmes de réduction des ROS

Les organismes supérieurs ont développé des systèmes pour réguler la

concentration intracellulaire en ROS, afin de protéger le matériel cellulaire mais

aussi pour assurer un ajustement fin de la signalisation cellulaire par les ROS. Cela

a pu se faire en limitant la production et la concentration des formes réactives de

l'oxygène (ROS) hors des chaînes de transport d'électrons, et aussi en restaurant

les molécules ayant réagi avec des ROS. Certaines molécules simples vont avoir

une action directe de détoxication, tandis qu'on trouvera aussi des systèmes

enzymatiques complexes que l'on peut usuellement classer selon leur utilisation de

voies thiol-dépendantes ou non pour leur fonctionnement. Ces systèmes

enzymatiques sont décrits en détail pour notre modèle d'étude le peuplier quand les

données correspondantes sont disponibles. D'autres systèmes prennent en charge

la réparation des molécules endommagées lors d'un stress oxydant. Il s'agit

d'enzymes telles que les méthionine sulfoxyde réductases, qui vont réduire les

méthionines oxydées au sein des protéines afin d'en restaurer l'activité (Boschi­

Muller et al 2005). La restauration de bases de l'ADN hydroperoxydées est réalisée

par des enzymes telles que les Phospholipid Hydroperoxide Glutathion

peroxydases (PHGpx) ou les Glutathion S-transférases (GST) chez les mammifères
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Figure 2. Formes réduites et oxydées du glutathion. Le glutathion oxydé GSSG va

être réduit par la glutathion réductase (GR), aux dépens d'une molécule de NADPH.



(Bao et al 1997) ou encore des phospholipides membranaires. Ces systèmes de

réparation ne sont pas détaillés ici.

III.A les systèmes non-enzymatiques

1- Le glutathion :

Le glutathion est un tripeptide (gamma-Glutamyl-Cystéine-Glycine)

omniprésent dans les cellules (Figure 2). Il est la plus importante forme de thiols

cellulaires, hormis les protéines. Sa concentration à l'intérieur des cellules peut

varier de 0,2 jusqu'à 10 mM. Il est considéré comme un véritable « tampon redox })

qui va influencer l'état d'oxydation de nombreuses autres molécules. Il peut réduire

directement certains composés, et occupe une place prépondérante dans le cycle

de l'ascorbate-glutathion (décrit ultérieurement). Il sert aussi d'élément de base à la

synthèse des phytochélatines, qui sont des polymères de GSH impliqués

notamment dans la séquestration des métaux lourds dans les celules végétales

(Zenk 1996). Enfin, au-delà de ces rôles dans les défenses antioxydantes, le GSH

est aussi impliqué dans la régulation du métabolisme et notamment du

développement cellulaire (Ogawa 2005, Cairns et al 2006). Le glutathion est

présent sous deux formes, l'une réduite et monomérique (GSH), qui est la forme

prépondérante dans les cellules en conditions optimales; l'autre, forme oxydée, est

le dimère GSSG dans lequel deux molécules sont liées par un pont disulfure. La

réduction du GSSG est effectuée par une flavoprotéine spécifique, la glutathion

réductase NADPH-dépendante (GR) avec utilisation d'une molécule de NADPH

pour obtenir deux molécules de GSH. Chez le peuplier, 3 gènes codant pour des
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GR ont été identifiés, et ces séquences pourraient coder pour des isoformes

destinées à différents compartiments cellulaires (Rouhier et al 2006a).

Sous sa forme réduite, le GSH est utilisé comme réducteur par diverses

protéines, que sont les glutarédoxines (Grx), les glutathion-transférases (GST),

dans certains cas les glutathion peroxydases (Gpx), ainsi que certaines

peroxyrédoxines (Prx).

Enfin, le GSH peut être fixé à certaines protéines par glutathionylation. Ce

phénomène consiste en l'adduction réversible d'une molécule de GSH sur une ou

plusieurs cystéines d'une protéine cible, dans un but de protection contre

l'oxydation ou encore de régulation (Cabiscol et Levine 1996). Cette

glutathionylation réversible s'effectue par la réaction d'une molécule de GSSG, ou

peut être catalysée par des enzymes, telles que les Grx (Und et al 1998). Jusque

récemment, peu de protéines végétales glutathionylées étaient connues. C'est le

cas d'une Trx f chloroplastique chez Arabidopsis thaliana (Michelet et al 2005), ou

d'une Trx h2 mitochondriale de peuplier (ce travail, article IV, Gelhaye et al). Les

méthodes dérivées de la protéomique, utilisant du GSH/GSSG marqué, permettent

désormais d'identifier d'autres protéines potentiellement régulées par cette voie,

notamment des enzymes du métabolisme carboné (Ito et al 2003, Dixon et al 2005).

2- L'ascorbate :

L'ascorbate (ou acide ascorbique) est une molécule de faible masse

moléculaire de la famille des lactones (Figure 3), qui est présente dans tous les

compartiments de la cellule végétale, en concentration particulièrement importante

dans le chloroplaste. On le trouve aussi cependant dans le cytoplasme ou la
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NADPH+W

Figure 4. Cycle de l'ascorbate et du glutathion, d'après Noctor (1998). AA : acide

ascorbique; APX : ascorbate peroxydase; DHA : déhydroascorbate ; DHAR :

déhydroascorbate réductase ; GR : glutathion réductase ; GSH/GSSG : glutathion

réduit/oxydé; MDHA : monodéhydroascorbate ; MDHAR : monodéhydroascorbate

réductase.
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Figure 5 : Formules semi-développées de l'alpha-tocophérol sous sa forme réduite et
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mitochondrie. Il joue un rôle de substrat dans l'activité de l'ascorbate peroxydase

(Apx), qui est l'enzyme chloroplastique prépondérante de détoxication du peroxyde

d'hydrogène (H20 2). L'ascorbate se trouve alors oxydé sous forme de

monodéhydroascorbate (MOHA) ou déhydroascorbate (OHA), qui est réduit en une

molécule d'ascorbate grâce à une enzyme, la déhydroascorbate réductase (OHAR),

qui tire son pouvoir réducteur du glutathion (GSH). Le MOHA, quand à lui, subit une

disproportion non-enzymatique qui aboutit à la formation de OHA. Il peut aussi être

pris en charge par une MOHA réductase, qui va le réduire directement en

ascorbate, au prix de l'oxydation d'une molécule de NAOPH. Ce cycle est appelé

cycle de l'ascorbate et du glutathion, ou encore cycle d'Halliwell-Asada-Foyer

(Figure 4). Il est notable que ce cycle constitue un point d'échange de pouvoir

réducteur entre différents types de réducteurs, l'ascorbate qui est thiol-indépendant

et le GSH qui appartient aux systèmes thiols-dépendants.

3- L'alpha-tocophérol :

L'alpha-tocophérol est la forme principale de la vitamine E. C'est un composé

liposoluble formé d'un noyau polaire et d'une chaîne hydrophobe (Figure 5). Il se

trouve exclusivement dans les membranes photosynthétiques chez les

cyanobactéries et dans les chloroplastes des végétaux les plus évolués. Il a un rôle

d'élimination des ROS, et en particulier de l'oxygène singulet 102 et du radical

peroxyl OH. Il peut réagir par un phénomène de résonance, qui va permettre

l'élimination de nombreuses molécules, mais avec une transformation simultanée et

irréversible du tocophérol en forme quinone ou époxyde. Une autre voie de

détoxication implique la réaction chimique du tocophérol avec des radicaux peroxyl
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Figure 6. Schéma simplifié de l'action des tocophérols au niveau des membranes. a :

un radical X réagit avec un phospholipide membranaire, formant un radical alkyl au

niveau de la chaîne hydrophobe du phospholipide. b : la réaction avec l'oxygène va

donner un radical peroxyl. c : déplacement de la chaîne hydrophobe vers la phase

aqueuse. d : l'alkyl réagit avec le tocophérol pour former une molécule de péroxyde

et un radical tocophéroxyl. e : réduction du peroxyde par les systèmes antioxydants

cellulaires, réduction du tocophéroxyl par une molécule d'ascorbate (adapté du site

http://ethesis.helsinki.fi/julkaisut/mat/bioti/vk/blokhina/ch1.html).

�~�O�H
s-s

Acide Iipoïque (LA)

Oxy

�~�.�J�l�O�HJH lH - -

Acide déhydrolipoïque (DHLA)

Figure 7. Formules semi-développées de l'acide lipoïque sous forme réduite et

oxydée.



de lipides, qui va former un peroxyde et une molécule de tocophéroxyl, qui peut

ensuite être réduite en tocophérol par une molécule d'ascorbate (Figure 6). Cette

voie permet la régénération de l'alpha-tocophérol et la formation de peroxydes, qui

vont être pris en charge et réduits par d'autres systèmes de détoxication (Munné­

Bosch 2005). L'alpha-tocophérol va participer à la protection du photosystème Il

contre la photoinhibition et des membranes contre la photooxydation (Havaux et al

2005).

4- L'acide lipoïque :

L'acide lipoïque (LA) est une molécule qui est utilisée comme coenzyme par

de nombreuses enzymes, comme le complexe pyruvate déshydrogénase ou le

complexe glycine décarboxylase. Il est présent sous forme oxydée (acide lipoïque),

ou sous forme réduite (acide dihydrolipoïque (DHLA)) dans les cellules (Figure 7). Il

possède des propriétés antioxydantes, ce qui a stimulé la recherche sur cette

molécule, en particulier en médecine. L'acide lipoïque est notamment capable

d'éliminer les molécules 102 et OH . Il est aussi capable de chélater certains ions

métalliques et donc de prévenir leur action pro-oxydante. Cependant, certaines

études ont aussi montré un rôle pro-oxydant de l'acide lipoïque, certaines enzymes

étant rapidement inhibées en présence de peroxydes, à cause de la réactivité de

leur cofacteur acide lipoïque qui va fixer des peroxydes de lipides en particulier

(Packer et al 1995).

5- Les caroténoïdes :
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Les caroténoïdes, molécules en C40 (tétraterpènes), regroupent de

nombreux pigments dont les carotènes et les xanthophylles, dérivant d'une

molécule commune, le Iycopène. Ces pigments vont jouer un rôle mineur dans

l'absorption de la lumière au niveau des chloroplastes. En revanche, ils vont

dissiper l'énergie excessive absorbée par les molécules de chlorophylle par des

réactions de conversion moléculaire (époxydation/ dé-époxydation), dans les

situations d'éclairement excessif. Ils vont ainsi permettre de réduire le nombre de

molécules d'oxygène singulet produites au niveau des membranes des thylacoïdes,

protégeant de ce fait la chaîne de transport d'électrons photosynthétique.

111.8 les systèmes enzymatiques

1 Thiols-indépendants :

a- Superoxyde dismutases (SaD)

Les superoxyde dismutases sont des enzymes qui vont catalyser la réaction

de dismutation de l'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogène. Elles sont

présentes dans les différents compartiments cellulaires, et permettent d'éviter

l'accumulation d'anion superoxyde, qui diffuse difficilement à travers les

membranes lipidiques. Les cellules végétales contiennent trois types de superoxyde

dismutases, contenant différents métaux dans leur centre actif. Les Fe-SaD se

trouvent dans les chloroplastes, les Cu/Zn-SaD sont cytosoliques et

chloroplastiques, tandis que les Mn-SaD sont limitées à la mitochondrie (Fink et

Scandalios 2001).
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b- Catalases (CAT)

Les catalases sont des enzymes à hème, actives sous forme tétramérique,

localisées principalement dans les peroxysomes. Elles catalysent la réduction

d'H202 en H20, avec une très grande efficacité, et elles sont d'autant plus efficaces

qu'elles ne vont pas utiliser de pouvoir réducteur cellulaire pour leur

fonctionnement, et ne vont donc pas perturber l'équilibre redox intracellulaire. Ainsi,

elles constituent une protection efficace pour la cellule, en éliminant l'H20 2 produit

en grande quantité dans le peroxysome. Ces enzymes forment une famille

multigénique chez les plantes, répondant différentiellement aux conditions de

stress, contrairement à ce qui est observé chez les mammifères, qui ne possèdent

qu'une isoforme (Scandalios 2005).

c- Ascorbate peroxydases (Apx)

Les ascorbate peroxydases sont des peroxydases à hème, de masse

moléculaire d'environ 30 kDa, actives sous forme monomérique ou dimérique

suivant l'isoforme considérée. Elles catalysent la réduction d'H20 2en O2en utilisant

le pouvoir réducteur d'une molécule d'ascorbate. L'ascorbate est oxydé en

monodéhydroascorbate, et est ensuite régénéré par le cycle Halliwell-Asada-Foyer

(cf paragraphe 1I1.A.2). Elles se trouvent sous forme soluble dans le cytosol et le

stroma des chloroplastes, et sous forme liée aux membranes dans le peroxysome

ou au niveau des thylacoïdes. Chez les végétaux supérieurs, les Apx sont codées

par des familles multigéniques, avec 9 isoformes chez l'arabette et 8 chez le riz
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(Texeira et al 2006). L'expression des différents gènes est de plus régulée

spatialement dans la plante, et différentiellement suivant les conditions

environnementales (Mittler et al 2004, Texeira et al 2006). Récemment, il a été

montré que des interactions entre ces enzymes et les systèmes Trx sont possibles,

au moins dans le cytosol (Article V: Gelhaye et al 2007). Ces travaux démontrent

qu'il existe des liens entre les différents systèmes de réduction des ROS, Trx et

Apx. La régulation des ces dernières pourrait donc aussi être liée à l'état redox de

la cellule, via les systèmes thiol-dépendants.

2 Thiol-dépendants :

a- Les systèmes réducteurs

Les systèmes thiol-dépendants vont utiliser le pouvoir réducteur généré au

niveau des chaînes de transports d'électrons ainsi que lors du métabolisme

carboné sous la forme de NAD(P)H (nicotinamide dinucléotide (phosphate». La

concentration en NAD(P)H et le rapport NADPH/NADP ou NADH/NAD sont aussi

utilisés comme des indicateurs de l'état d'oxydo-réduction de chacun des

compartiments cellulaires. Les effecteurs principaux de ces systèmes sont les

thiorédoxines (Trx) et les glutarédoxines (Grx). Les Grx vont utiliser le glutathion

(GSH) comme source de pouvoir réducteur. La régénération du GSH a été évoquée

dans un paragraphe précédent (11IA.1). Les Trx vont quant à elles fonctionner grâce

au pouvoir réducteur fourni par différentes enzymes appelées thiorédoxine

réductases.

55





b- Les thiorédoxine réductases:

Le transfert de pouvoir réducteur vers les systèmes thiorédoxine-dépendants

se fait par l'intermédiaire de protéines différentes suivant les compartiments

cellulaires considérés.

Dans le chloroplaste, ce transfert débute au niveau de la chaîne de transport

d'électrons, qui réduit la ferrédoxine (Fd) au cours de son fonctionnement normal.

Celle-ci va alors transférer séquentiellement deux électrons à la ferrédoxine

thiorédoxine réductase (FTR) sur laquelle un pont disulfure intramoléculaire va être

réduit en dithiol. Ce dithiol va pouvoir à son tour réduire les Trx chloroplastiques. Il

est aussi notable que la Fd va être une source de NADPH dans le chloroplaste, en

transférant son pouvoir réducteur à la Fd NADP oxydoréductase (Schürmann et

Jacquot 2000). Une voie alternative, présente dans le chloroplaste et très similaire

aux systèmes cytosolique et mitochondrial a été identifiée récemment. Cette NTRC

est constituée d'une thiorédoxine réductase NADPH dépendante fusionnée à une

thiorédoxine (Perez-Ruiz et al 2006) (voir III.B.2.c).

Dans le cytoplasme et la matrice mitochondriale, une flavoprotéine, la

NADPH-thiorédoxine réductase (NTR), va réduire les Trx en utilisant le pouvoir

réducteur du NADPH. La présence d'un cofacteur FAD dans la NTR va permettre le

transfert de deux électrons à la fois, ce qui constitue une différence importante par

rapport au fonctionnement de la FTR (Dai et al 1996).

Enfin, pour certaines isoformes de Trx, les glutarédoxines (Grx), qui font

l'objet d'un paragraphe ultérieur (1IIB.2d), peuvent être un donneur d'électrons

spécifique (Gelhaye et al 2003).
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c- Les thiorédoxines (Trx) :

Les thiorédoxines sont des protéines de faible masse moléculaire, 12 kDa

environ, qui ont été découvertes chez les plantes il ya une trentaine d'années. Ces

enzymes sont des oxydoréductases qui possèdent un site actif de séquence

WC(G/P)PC, et une structure tridimensionnelle très conservée et commune à

d'autres protéines. Cette structure, formée de quatre hélices alpha entourant 5

feuillets beta antiparallèles, est appelée « Trx fold » (Eklund et al 1984, Coudevylle

et al 2004). On la retrouve dans des enzymes comme les Grx, les protéines

disulfide isomérases (POl) ou encore les glutathion peroxydases (Gpx) animales

(Ladenstein et al 1979). Les Trx sont capables de réduire des ponts disulfures sur

de très nombreuses protéines et elles sont de ce fait très impliquées dans la

régulation du métabolisme cellulaire. Elles ont depuis été un sujet de recherche

d'intérêt croissant, et aujourd'hui encore elles font l'objet d'études chez tous les

organismes vivants, en particulier dans la recherche médicale. Chez les

mammifères, elles participent à l'activation et l'inactivation de facteurs de

transcription tels que NFKB ou AP-1, et sont impliquées dans de nombreux

mécanismes dont ceux qui contrôlent l'apoptose (Arner et Holmgren 2000). Chez

les végétaux, les Trx régulent de nombreuses enzymes impliquées dans la

photosynthèse, comme par exemple la fructose 1,6 bis-phosphatase (FBPase) ou

encore la malate déshydrogénase (MDH) (Issakidis et al 1996, Jacquot et al 1997).

Elles sont aussi impliqués dans la régulation d'enzymes impliqués dans le

développement de la plante, en particulier au cours de la germination, pour la

mobilisation des réserves notamment (Marx et al 2003, Wong et al 2003).
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Les Trx végétales ont été étudiées extensivement, et l'émergence de

nouvelles techniques et le développement de nombreux projets de séquençage du

génome ont encore amélioré la qualité du travail de caractérisation. Ces progrès ont

permis un recensement exhaustif des gènes codant pour les Trx, notamment chez

Chlamydomonas reinhardtii (Lemaire et Miginiac-Maslow 2004), Arabidopsis

thaliana (Meyer et al 2005), puis chez le peuplier et d'autres végétaux supérieurs.

Les nombreuses isoformes ont été classées en familles et sous-familles selon leur

séquence et celle de leur site actif. Toutes ne sont pas encore caractérisées en

détail, et la question de la redondance de ces multiples isoformes dans le

fonctionnement cellulaire reste encore peu éclaircie. Ces protéines sont ubiquitaires

et jouent un rôle prépondérant dans la régulation de nombreuses voies

métaboliques, dans la photosynthèse ou la germination entre autres. Elles sont

aussi nécessaires au fonctionnement de nombreuses enzymes. Le système

complexe des Trx chez les plantes supérieures est détaillé dans l'article Il (Gelhaye

et al 2005).
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Article Il : The plant thioredoxin system

Eric Gelhaye, Nicolas Rouhier, Nicolas Navrot and Jean-Pierre Jacquot

Cell Mol Life Science (2004) 62: 24-35

Cet article décrit et analyse la famille des thiorédoxines chez les végétaux

supérieurs. Grâce à la disponibilité des séquences du génome d'Arabidopsis

thaliana, une étude globale de cette famille a été possible. Les groupes et sous­

groupes qui la composent sont présentés suivant les différents compartiments

cellulaires: chloroplastes, mitochondrie et cytosol. Les membres des différents

sous-groupes sont aussi analysés chez les autres végétaux supérieures en fonction

des séquences disponibles. Cette étude met en évidence la complexité du système

thiorédoxine chez les plantes supérieures, la présence d'isoformes atypiques, et les

liens entre les thiorédoxines et leurs cibles, ainsi qu'avec les autres systèmes

redox, en particulier le glutathion et les glutarédoxines.
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Abstract. Thioredoxins are smaIl proteins catalyzing
thiol-disu1fideinterchangeandare involved in the regu­
lation of the redoxenvironmentof the cell In plants,the
thioredoxinsystemis particularlycomplexsinceat least
20 thioredoxin isoforms are found in the plant model
Arabidopsis thaliana. Based upon primary sequence
analysisandsubcellular10calization,thioredoxinscanbe

classifiedinto different groupsandsubgroups.Different
pathwaysaIlowing thioredoxinreductionalso coexistin
the plant involving ferredoxin-thioredoxin reductase,
thioredoxinreductasesand the glutathionefglutaredoxin
system. This review discussesthe 1iterature of plant
thioredoxins with emphasison recent findings in the
field.

Key words. Disulfide bridge;redoxregulation;thioredoxins;thiol reduction.

Introduction

Severalfundamentalprocessesmediatingandregulating
enzymeactivitiesareperformedthroughsensorproteins
andtransmittersof redoxsignaIs.Oxidation-reductionof
cysteinyl residuesis a key factor in theseprocesses,al­
lowing the activity modulationof severalenzymes.Cys­
teinyl residuescanundergooxidationto form disulfides
(S-SR), sulfenic acid (S-OH), sulfinic acid (-S02H) or
sulfonic acid (-SO,H).The developmentofproteomicas
weIl asotherapproachesled to the identification, in aIl
kingdoms,of numerouspost-translationaIlyredox-regu­
lated proteins.Apart from low molecularweight com­
poundssuchasglutathioneandascorbicacid,cellularre­
dox controlis mediatedmain1yby two setsof relatedpro­
teins: the thioredoxins and glutaredoxins. The plant
glutaredoxinsystemhasbeenrecently reviewed[l, 2],
and we will focus in this review on currentknowledge
aboutthe thioredoxinsystemin plants.Sinceseveralas­
pectsof this topic havebeenreviewedrecently[3-9], this
review will only deal with most recentadvancesin the
field.

* Correspondingauthor.

Sequencecomparisonsandthioredoxindiversity
in plants

ThioredoxinsaresmaIlproteins(around12 kDa) thatare
presentin aIl organisms.In addition to these'classical'
thioredoxins,numerousproteinsalsoexhibit thioredoxin­
like domainsor multiple thioredoxindomains.Thesepro­
teinsdiffer from theclassicalthioredoxinsandarenot re­
viewedin this article. In plants,the thioredoxinsystemis
particularly developedin comparisonwith otherorgan­
isms. Indeed,in Arabidopsisthaliana at least20 thiore­
doxin geneshavebeenreportedin the whole sequenced
genome[10]. An alignmentof the aminoacidsequences
of differentthioredoxinsfound in A. thaliana is shownin
figure 1. Primary structureanalysisaIlows a classifica­
tion of the reportedisoforms: Trxf, Trxh, Trxm, Trxo,
Trx.xandTrxythioredoxins.Theincreasingnumberofex­
pressedsequencetags(ESTs)found in databasesreveals
that the different thioredoxin groups are presentin aIl
higherplantsstudied(poplar,pinus,tomato,soybeanand
so on) suggestingthat the thioredoxindiversity found in
A. thaliana is representativeof aIl higherplants.Based
on the primary structureanalysis,a phylogenetictree
was constructedusing Clustalw (http://clustalw.genome.
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ad.jp/), encampassingthe variaus thioredoxin isoforms
founJ in A. thaliana (fig. 2) Comparisonswith prakary­
otic and cukaryoticsequencesshow that thioredoxins111,

x, Clnd r are of prokaryotic origin [10. Il]. In contrast,
phyl0genetic analysessuggesta eukaryotic origin for
thiorecloxinsfh and 0 [10,12,13].
ln addition to primary structureanalysis,subcellular10­
callzatianthe different thioredoxinsis an important fac­
tor in unclerstandingthe plant thiaredoxin system.The
chloroplastcantainsthe thiaredoxinsj,Ill, x andy andthe
atypical DSP32. The correspondingamino acid se­
quencespossessan N-terminal extension.Thcse exten­
sionsarc 1ikely to correspondto a putative transit peptide
for targe.ting to the chlaroplast.Ali sequencesare pre­
dicted ta be addressedta the chloraplastwith a very high
scoreby Predotar,iPSORTandTargetP(links availableat
http://www.expasy.ch).The chloroplastic localization of
(, m and x thioredoxins has been canfirmecl by fusion
green fluorescentpratein (GFP) experimentsusing the
A. tha/lana isoforms[14].
The thioredoxins0, at leastAtTrxo 1. have beenrecently
c1emonstratedto be presenttn mitachondria.Theseiso­
forms, which exhibit a -terminal extension,are pre­
dicted ta be adclrcssedta the mitochanclria.This localiza­
tion hasbeenconfinnedby mitochondrialimport experi­
ments[13] and by GfP fusion experirnentsfor AtTrxo 1

[14]. The mitochondtialsystemcould becompleted by at
least one isoform of thiorecloxin h. Based on primary
structure analysis, thiorecloxin h could be c1ividecl in
to three subgroups[15, 16]. Our group has recently
demonstratedthat one poplar isoform (PtTrxh2) belong­
ing to the subgroup2 [17] is associateclwith mitochon­
dria [18].
Besidesthis isoform, the thioredoxinh groupfound in A
tha/lana constitutesa largedisparategroupthat inclucles
somethioredoxin isofomls exhibiting N-terminal exten­
sions. Nevertheless,cell sorting precliction programs
suggestthat theseisoformsareeytosolic. This point is in
disagreementwith previousresultsshowing the purifi­
cation of thioredoxin h from Illitochondria [19, 20] and
endoplasmicreticulum [19]. Furthermore,Trxh1 and
Trxh2 from soybeanbelongingto the samesubgroupas
PtTrx.h2 exhibit a hydrophobie N-terminal extension,
suggesting that they couId be boundto membranes[2 J].
Nuclear localization of thioredox.in h has been also
c1emonstratecl[22]. Finally, recent c1ata demonstrate
that subcellularlocalizationmay not dependonly on the
signal peptidepresence[23. 24], suggesting that subceJ­
lular localization of thioredoxin h needsto be investi­
gated.
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4 E. Gelhayeet al. Theplantthioredoxinsystem

Physicalandmechanisticaspectsof thioredoxin has been reviewed recently [4, 6, 8] and will be not
discussedhere.

Thechloroplasticthioredoxinsystem:
Composition,modeof reductionandtargetenzymes

Figure 3. Different pathwaysof Trx reduction.The chloroplastic
pathwayinvolvesferredoxin-thioredoxinreductase(FTR). In mito­
chondriaandcytoplasm,thioredoxinscouldbe reducedby NADP­
thioredoxinreductase(NTR). Particularthioredoxinscouldalsobe
reducedvia the glutathione(GSH/GSSG)/glutaredoxin(Grx) sys­
tem. GlutathionylationofTrx hasalsobeendemonstrated.

The multiplicity of the different thioredoxin isoforms
found in chloroplasts4m, 21, lx and 2y in A. thaliana
raisesthe questionof thioredoxin specificity and func­
tion. It is weIl documentedthatchloroplasticthioredoxins
areassociatedwith light regulationofcarbonmetabolism
through regulationof the reducing pentosephosphate
pathwayandalsooftheC4 pathway.Underoxidizingcon­
ditions prevailing in the dark, a numberof enzymesare
inactive due to the oxidized state of critical cysteinyl
residues. Following a dark-to-light transition, these
residuesarereducedto thethiol stateby thioredoxinspre­
sentin the chloroplaststroma,leadingin generalto acti­
vation of the biocatalystswith the notableexceptionof
glucose-6-phosphatedehydrogenase,which is inhibited
duringadark-to-lighttransition[33]. Thereducingpower
providedby light is mediatedby the ferredoxinlthiore­
doxin systemcomposedofferredoxin,ferredoxin-thiore­
doxinreductase(FTR)andthioredoxins(fig. 3).Thissys­
tem hasrecentlybeenreviewedandwill not be detailed
here [8, 34, 35]. Only two thioredoxintypeshavebeen
implicatedtogetherwith the ferredoxin/thioredoxinsys­
tem, thioredoxinsf andm. Historically, the Trxms were

SSG

NADPHLight

A thioredoxinis definedboth by its structuraland cat­
alytic characteristics.It is ableto reducedisulfidebonds
(the modelusedis insulin). In addition,thioredoxinsare
verystableproteinscontainingaround110aminoacidsin
their matureform (excludingthe transit peptidesof the
nuclear encodedchlorop1asticand mitochondrial iso­
forms). Themajorfeatureofthioredoxinsis thepresence
oftwo cysteinylresiduesinvolvedin the very conserved
catalyticsite WC[G/P]PC. A few thioredoxinh isoforms
belongingto subgroup3 [10, 16] exhibit anunusualcat­
a1ytic site where the C-terminal cysteine residue is
changedto a serine(CXXS). In classicalcatalytic sites,
bothcysteinylresiduesareinvolvedin thecata1yticactiv­
ities of the enzyme,allowing disulfide bridge reduction
ofthetargetprotein (fig. 3).Theredoxpotentialofthiore­
doxin is alsocritical in governingits activity. The redox
potentialof plant thioredoxinsrangesbetween- 285 and
-350mV [14, 25], with thenotableexceptionofPtTrxh4.
This pop1arisoformbelongsto thioredoxinh subgroup3
[16] andexhibitsa redoxpotentialaround- 200mV [un­
publishedresults],explainingits unusualreductionpath­
way, which invo1ves glutaredoxins (see below). The
aminoacidenvironmentof the cysteinylresiduesis criti­
cal for thioredoxin disulfide reductaseactivity. Protein
disulfide isomerases(PDIs) catalyzethe formation of
disulfide bridgesand also possessa CXXC active site
(CGHC). Eukaryotic PDIs exhibit an Em ranging from
-147to -175 mV [26]. In Dsba,which exhibitsa CGHC
catalytic site andoxidaseactivity, the pKa of the N-ter­
minaI active site cysteineis decreasedin comparisonto
thioredoxin.Stabilizationof the thiolate is dueto an ad­
ditional hydrogenbondwith theactivesitehistidine[27].
Different mutagenesisstudieshave shown that the se­
quencesof the x-x dipeptidesare a determinantof the
redox potential of the thioredoxin superfamily of oxi­
doreductasesandarealso importantin interactions with
targetproteins[28-30]. In particular,severalthioredox­
ins h exhibiting the unusualcatalytic site WCPPChave
beenreported[10]. In A. thaliana, amongfive isoforms
belongingto subgroupl, threeareWCPPC[10]. The re­
doxpotentialoftheseisoformsis similar to theWCGPC
isoforms (around-285 mV) [25]. Nevertheless,yeast
complementationexperimentshaveshownthatmodifica­
tion ofAtTrxh3 activesite(WCPPCto WCGPC)restores
a partial sulfate assimilationphenotype[31]. Further­
more, mutationof the PtTrxh3 active site (WCGPCto
WCPPC) strongly modifies the protein conformation
[32]. AlI thesedatasuggestthat the prolyl residuecould
playarole in theactivesiteconformation,leadingto spe­
cific interactionswith targetproteins.
ThioredoxinsasweIl asthe othermembersof the thiore­
doxinsuperfamilyexhibitsimilarthree-dimensional(3D)
architecture.The description of these 3D structures
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so namedbecausethey were able to activatethe weIl­
characterizedNADP ma1ate dehydrogenase(NADP­
MDH) [7], while Trx/hasbeendemonstratedas a spe­
cific activator of fructose-l�,�6�~�b�i�p�h�o�s�p�h�a�t�a�s�e (FBPase).
Among the different proteintargetsbiochemicallychar­
acterizedso far, many Calvin cycle enzymesare redox
regu1atedvia specific interactionswith Trxl [7]. This
suggestsa specificityof thioredoxin1for photosynthetic
carbonassimilation.
Among the four AtTrxms,AtTrxm1, m2 and m4 have
been shown to efficiently activate NADP-MDH [14].
Furthermore,usingproteomictoo1s,thesethreeisoforms
havebeenfound associatedwith the stroma1sideof the
thy1akoidmembrane[36], evenifthis associationseems
to be very weak [37]. This loca1izationhas also been
shownfor 2-Cysperoxiredoxin[36-38]. Peroxiredoxins
constitutea multigenic family involved notablyin reac­
tive oxygen speciesreduction (ROS) [39]. Among the
nine expressedperoxiredoxinsfound in the A. thaliana
genome,four isoforms are found in chloroplasts,two
dimeric 2-Cys Prx, onetype II Prx andone Prx Q [40].
Neverthe1ess,different chloroplasticthioredoxinsif, m,
x and y) as weIl as one thioredoxin-like cWoroplast
drought-inducedproteinof32 kDa [41] areabletareduce
in vitro 2-Cys AtPrx as weIl as poplar PrxQ [14, 42].
AtTrxx is the mostefficient thioredoxintestedin the re­
ductionof 2-CysPrx, suggestingthat this isoform could
be invo1vedin vivo in peroxidedetoxication[14].
AtTrxm3 exhibits specialsproperties.In in vitro tests,
this isoform is not able either to activateNADH-MDH
and FBPaseor to reduce2-CysPrx [14], andits expres­
sion patterndiffers from the other thioredoxinsm [43],
suggestingthatthis isoformcouldbeinvolvedin specific
functionsin non-greenplastids.
OneTrxy isoformconservedin photosyntheticorganisms
has been characterizedin the green algae Chlamy­
domonasreinhardtii [Il]. CrTrxy is efficientin reduction
of variousPrxs [Il, 42], but is probablynot involved in,
in vivo activationofFBPaseor NADP-MDH [11].
The thioredoxin reduction pathway in ch10roplastsis
probablynot only dependenton the FTR system.Indeed,
A. thaliana genomeanalysishassuggestedthe presence
of a putative NADPH-dependentthioredoxin reductase
(NTR, seebelowandfig. 3) containingalsoathioredoxin
domain in chloroplasts[22, 44]. This protein has been
recently characterizedin rice as a bifunctional enzyme
exhibiting both thioredoxin and NTR activity but not
a NTR/thioredoxinsystem.Nevertheless,the NTR do­
main is unableta reducethe thioredoxinstested,parti­
cu1arly thioredoxins1 and m. Knockout experiments
have suggestedthat this protein is probably involved
in protectingof chloroplastsagainstoxidative damage
[45].
The diversity of chloroplasticthioredoxinisoformsis in
accordancewith the numberof demonstratedorputative

target proteins. Nevertheless,in most casesthe speci­
ficity of theseprotein-thioredoxininteractionsremains
undefined.Recently,thedeve10pmentofproteomicscou­
pIed with the identificationof redox-regu1atedproteins
led to a dramatic increaseof the number of potentia1
thioredoxintargetsin cWoroplasts[46-48].Thepotentia1
thioredoxin-interactingproteinsarelisted in table 1. The
numberofpotentialfunctionscannotbedetailedhereand
remainto be confirmedin severalcases.Apart from its
well-documenteddark-to-lighttransition,thethioredoxin
systemparticipatesin responsesagainstenvironmental
stresses.In most cases,abiotic or biotic stressesare
linked to theproductionof ROS.Thethioredoxinsystem
is involved in ROS detoxicationat leastthroughseveral
peroxiredoxinisoforms[38, 42], glutathioneperoxidases
[49] and peptidemethioninesulfoxide reductases[50,
51].

Themitochondrialthioredoxinsystem:
composition,modeof reductionandta.-getenzymes

The plant mitochondrial thioredoxin systeminvolving
thioredoxin 0 and NTR was recently describedin A.
thaliana [13]. In this system,reducingequivalentsfor
thioredoxinreductionareprovidedby NADPH through
NTR (fig. 3). This systemis ubiquitous,but despitetheir
similarities the NTRs of plants and animaIsare funda­
mentaIly different. In animaIs,NTRs are very homolo­
gousto glutathionereductases[52]. Thesehomodimers
of 55-kDa subunits usually contain a se1enocysteine
residuepresentin a carboxy-termina1active site [53].
In plants, as weIl as in fungi, archeaand bacteria,the
NTR proteinsare found ashomodimersof 35-kDasub­
units without selenocysteineresidues[54, 55]. Chlamy­
domonasreinhardtii exhibitsbothNTR forms [56]. In A.
thaliana, two genesencodingtypica1 NTRs have been
found in the whole sequencedgenomeand called ntrA
andntrB [10]. ntrA producedtwo different messengers:
oneshorter,encodinga cytosolicprotein,andonelonger,
featuring a signal peptide that allows mitochondrial
importation of the protein [13]. This mitochondrial
NTRA hasbeenshownto efficiently reduceAtTrxo1, the
first characterizedplant mitochondrialthioredoxin [13].
Two thioredoxins0 havebeendescribedin A. thaliana,
AtTrxol and AtTrxo2; nevertheless,only AtTrxo1 has
beenshown to be localized in mitochondria,while the
subcellularlocalizationofAtTrxo2 remainsunclear[13].
Thioredoxin 0 genes have been found in other plant
genomes[25]. Besidesthe 0 type of thioredoxins,plant
mitochondria could also contain thioredoxin h. The
poplarthioredoxinh2 (PtTrxh2) [17] wasrecentlyshown
to be associatedwith mitochondriausing both GFP fu­
sion and immunolocalizationexperiments[18]. PtTrxh2
is reducedefficiently in vitro by AtNTRA, suggesting
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Table 1. Potentialtargetof thioredoxinsin thechloroplasts.

References References

Carbonassimilation Photorespiration
Transketolase [47] Glyceratekinase
Triosephosphateisomerase [47]
Ribulose-P-3-epimerase [47] Translation
Carbonicanhydrase [47] RB60
Sedoheptulose-l,7-biphosphatase [78] ElongationfactorTu
Phosphoribulokinase [79] Elongationfactor g
Glyceraldehyde-3P-dehydrogenase [80] Ribonucleoprotein
Rubiscoactivase [81] 30SribosomalproteinSI
Rubiscosmall subunit [47] RibosomalproteinS6(PrpS6)
Fructose-l,6-biphosphatase [82]

DNA replication/transcription
Metabolism ATP-dependentDNA helicase
Glutamatesynthase
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate [83, 84] Plastiddivision

7-phosphatesynthase FtsZprotein
NADP-malatedehydrogenase [85]
Acetyl-CoA carboxylase [86] Proteindegradation
CFI ATPase [87] ATP dependent clpprotease
Glucose-6P-dehydrogenase [88] Magnesiumchelatase
Cysteinesynthase [47]
ADP-glucosepyrophosphorylase [89] Vitamin biosynthesis
Cyclophilin [90] Thiaminbiosynthesisprotein
Phosphoglyceratedehydrogenase [47] Thiazolebiosyntheticenzyme
Cysteinesynthase [47]
6-phosphogluconatedehydrogenase [47] Stresscoupledreactions
Enolase [91] PeroxiredoxinQ
l3-amylase [47] 2-CysPeroxiredoxin

Glutathioneperoxidase
Photosystem Methioninesulfoxidereductase
LHcn proteinkinase [92]

[93]

[94]
[47]
[47]
[47]
[47]
[47]

[47]

[47]

[47]
[47]

[47]
[47]

[46]
[95]
[96]
[16]

thatthis isoformcouldalsobereducedin vivo. Thesedata
confirm previousstudiesdemonstratingthe presenceof
Trxh in mitochondria[19]. The presenceof at leasttwo
distinct thioredoxinsin mitochondriaraisesthe question
of the specificityof eachtype. Recentproteomicsexper­
imentshavedetectednumerouspotentialthioredoxintar­
gets in mitochondria involved in several fundamental
processes[57]. Indeed,up to 50potentialTrx-linked pro­
teinsarepotentiaIlyinvolvedin 12processes:photorespi­
ration, citric acidcycle, lipid metabolism,electrontrans­
port, ATP synthesis,membranetransport, translation,
proteinfolding, nitrogenmetabolism,suIfur metabolism,
hormone synthesis and stress-relatedreactions. Bio­
chemicalexperimentsnow needto be performedto de­
termine the possiblespecificity of eachmitochondrial
thioredoxin type towardsthesetargets.In addition, Pt­
Trxh2 asweIl asAtTrxo1havebeenshownto activateal­
ternativeoxidase(AOX) [18]. AOX couplestheoxidation
of ubiquinol to the completereductionof oxygento wa­
ter.Thispathwaydoesnotcontributeto ATP synthesisbut
candampenthe mitochondrialgenerationof ROS.AOX
activity is submittedto post-translationalregulationin­
volving the reductionof an intersubunitdisulfide bridge
andallowingAOX activationby a-ketoacids(for review,

see[58]). This disulfide bridge reductioncould be per­
formedby thioredoxins.AOX couldplaya l'ole in thereg­
ulation of the programmedceIl death[59]. In addition,
mitochondrial thioredoxins could play anotherrole in
apoptosis regulation, modulating porin conformation
[57). Themitochondrialredoxstateandalsoprobablythe
mitochondrialthioredoxinsystemplay akey role in plant
redoxhomeostasisandparticularlyin stressresistancein­
duction[59].

The thioredoxinh families andcytososolic
thioredoxins

Basedon primary structureanalysis,thioredoxinsh con­
stitutea largedisparategroupwhich canbedividedin the
threedifferent subgroups[6, 10, 16], caIledsubgroupsl,
II andIII [9].
Theclassificationofthioredoxinsh needsto beimproved
by consideringboththeirsubcellularlocalizationandtheir
participationin distinct reductionpathways.We alsopro­
posea moredetailedclassification,presentedbelow.
The subgroupl comprisesthioredoxins,which are be­
lieved to be cytosolic. An analysis of 41 subgroup l
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Figure4. Phylogenetictreeof severalthioredoxinsh belongingto
the subgroup1. This treewasdrawnusingClustalW.Threeclusters
namedlA, lB andIC canbe distinguishedaccordingto their pri­
mary sequence.In clusterslB and IC, residue101 is shown.The
codesusedarethe foIIowing: Ah: Arachnishypogaea(CD038084);
Atl: A. thaliana (At3g51030);At3: A. thaliana (At5g42980);At4:
A. thaliana(At!gl 9730);At5:A. thaliana(Atlg45145);Bnl: Bras­
sica napus(U59379);Bn2: Brassicanapus(U59380);Brl: Bras­
sicarapa (AB10434);Ca: Capsicumannuum(AY496104);Cp: Cit­
rusparadisi(AY27I308); Gal: Gossypiumarboreum(BQ408049);
Ga2: Gossypium arboreum (TC25963); Gml: Glycine max
(AI4612l9); Gm2: Glycinemax(BI699372)Hal: Helianthusan­
nus (TC12357); Ha2: Helianthus amuIs (TCI2867); Hb: Hevea
brasiliensis (CB377001); HvI: Hordeum vulgare (AY245454);
Hv2: HOJ'deum vulgare (AY245455); lbl: Ipomoea batatas
(AY344230); Ib2: Ipomoeabatatas(BJ56I302);Le: Lycopersicon
esculentum(TCII6392); Mtl: Medicago truncatula (TC85696);
Mt2: Medicago truncatula (TC87208); Lsl: Lactuca sativa
(TC9289); Ls2: Lactuca sativa (BQ873424); Nt!: Nieotiana
tabacum(X58527);Nt2: Nieotianatabacum(ZI1803);Osl: Ofyza
sativa (Q42443); Os2: Oryza sativa (Q9FRT3); Pg: Peppermint
glandular (AW255457); Pp: Prunus persica (AF323593); Psi:
Pisumsativum(AYI70650); Ps2:Pisumsativum(ABI0990); Ptl:
Populustrieocharpacv. Trichobel (AF483625);Pt3: Populustric­
oeharpa cv. Trichobel (BU822062); Rc: Ricinus eommunis
(Z70677);Sb: Sorghumbieolor (TC87208);Sr: Steviarebaudiana
(BG525644);St: Solanumtuberosum(BMIllOlO); TaI: Thtieum
aestivum(CD886902);Ta2: Triticum aestivum(CD892602);Ta3:
Triticum aestivum(BJ210524);Vvl: Vitis vinifera (CF2l6136);
Vv2: Vitis vinifèra (CB3480Il).

thioredoxinsh showsthattheseproteinscanbeclassified
into threedifferentclusters,whichwe havenamedlA, lB
andIC (fig. 4). A. thaliana thioredoxinsh3, h4 andh5 as
weIl as brassicasequencesare relatedto cerealthiore­
doxins in clusterlB andIC, whereasAtTrxhl is present
in clusterlA. A classificationhasbeenrecentlyproposed
basedontheresidueatposition101 [15, 61].Thisresidue
couldbepresenton theproteinsurfacefrom ca. 12 A of
the active site [61]. AtTrxh3 andAtTrxh5 clusterin IC
with thioredoxinsexhibiting a hydrophobieresidue in
thisposition(A, l or M). In contrast,AtTrxh4is relatedto

thioredoxinsharbouringachargedorhydrophilic residue
(R, K orN) in clusterIB. This 101 residueis alsoinvolved
in a structuralmotif [RIO,KDD] critical for transferfrom
compallioncells to �s�i�e�v�e�~�t�u�b�e elements[62, 63]. lndeed,
thioredoxinsh have beenfound abundantlyin phloem
sievetubesfrom severalplants[62, 64, 66]. Nevertheless,
AtTrxh5exhibitsa [AIO,KDE] motifandhasalsobeenre­
portedto be expressedin vasculartissues[65]. Besides
this C-terminalmotif, theN-terminalsequenceMAAEE
alsoseemsto berequiredfor transferthroughplasmodes­
mata[63].
RecentstudieshaveshownthatA. thaliana thioredoxins
h differ by their cell type andspecificity of expression
[65, 67]. Amongthe thioredoxinsh subgroup1, Attrxhl
andAttrxh4 expressionsare corre1atedwith the cell cy­
cle,suggestingarole in redoxcontrolofcell proliferation
[68]. In contrast,AtTrxh5 seemsto be specificaUyin­
volvedin responseofpathogensandto oxidativestresses
[67]. In cereals,thioredoxinsh arefound throughoutthe
plantbutaremoreabundantin matureseeds[64]. During
seedmaturation,TaTrxhA hasbeendetectedin the nu­
cleusof aleuroneand scutellumcells, this localization
correspondingto oxidative conditions in thesetissues
[22].
Thesecondsubgroupofthioredoxinsh enclosesproteins
harbouringN-terminalextensions.Primaryanalysisof28
sequencesshowthatthesethioredoxinscanbedividedin
differentclusters,onecorrespondingto cerealsequences
calledlIA, onecontainingthemitochondrialPtTrxh2,At­
Trxh7 andAtTrxh8(seeabove)namedlIB andonecon­
taining thioredoxinsrelatedto AtTrxh2 namedIlC (fig.
5). Concemingproteinsof clusterlIB, the different re­
portedsequenceshavebeensubmittedto the prediction
program (http://hypothesiscreater.net/iPSORT/), show­
ing that these isoforms could also possessa signal
peptide. Nevertheless,AtTrxh7, which belongsto this
cluster, is not currentlypredictedto be associatedwith
mitochondria,which doesnot excludea possiblemito­
chondrial localization. Despite this obvious exception,
c1usterlIB may includemitochondrialthioredoxinsh.
ClusterIlC alsoconstitutesahomogeneousgroupwhich
exhibits a N-terminal extension.In soybean,a thiore­
doxin belongingto this subgrouphasbeenshownto be
anchoredto theplasmamembrane[21]. Very few studies
havebeenperformedon thesethioredoxins,preventing
anyconclusionaboutthe significanceofthis N-terminal
extension. Complementationexperimentshave shown
thatAtTrxh2aUowsyeastTrx mutantsto grow on sulfate
[70]. Furthermore,Attrxh2 geneexpressionis correlated
to the ceU cycle, exhibiting a peakof expressionin 02
phase[68].
Thethird subgroupofthioredoxinsh comprisestheatyp­
ical thioredoxinsCXXS andthioredoxinsexhibiting the
usualcatalytic site WCOPC(fig. 6). The CXXS thiore­
doxinscannotbeconsideredastrue thioredoxinsandare
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Figure5. Phylogenetictreeofdifferentthioredoxinsh belongingto
subgroupII. This tree was drawn using ClustalW Threeclusters
namedlIA, lIB andIIC canbedistinguishedaccordingto theirpri­
marysequence.Thecodesusedarethe following: At2: Arabidopsis
thaliana (At5g39950); At7: Arabidopsis thaliana (Atlg59730);
At8: Arabidopsis thaliana (Atlg69880); Cp2: Citrus paradisi
(CF837405);Br3: Brassicarapa (AF352030);Ga3: Gossypiumar­
boreum (BG440056) Gm3: Glycine max (AW620807); Gm4:
Glycinemax(BMI88930);Ha3:HelianthusamUis(TC13569);Ib3:
Ipomoeabatatas(AY344228);Hv3: HOI-deumvulgare(BI960260);
Le2: Lycopersiconesculentum(TCI35169); Ls3: Lactuca sativa
(TC955l); Mc: Mesemblyanthemumcrystallinum (BE033809);
Mt3: Medicago truncatula (AW560796);Mt4: Medicagotruncat­
ula (AW686237); Os3: Oryza sativa (AK062383); Os4: Olyza
sativa (CB681257); Pa: Prunus anneniaca (CB818939); Ps3:
Pisumsativum(AYI70651); Pt2: Populustricochmpacv. Trichobel
(AF483266);Pt5: PopulustricochmpaCl, Trichobel (BU869308);
Rc: Rosachinensis(BI978567);Sb2:SOIghumbicolor (TC76743);
Ta4: Triticum aestivum (CD894811); Vv3: Vitis vinifera
(CF513794); Vv4: Vitis vinifera (TC25464); Zm: Zea mays
(AYI04013).

morelikely relatedto the monothiolglutaredoxinsuper­
family [1]. Indeed,the absenceof the secondcysteinyl
residuein thecatalyticsiteprevents'true'thioredoxinac­
tivity. In vitro experimentsperformedwith PtCXXS3
haveconfirmedthis hypothesis[16]. Nevertheless,these
atypicalthioredoxingeneshaveintronsat thesameposi­
tions at the otherthioredoxinsh [10]. In fact, the main
featureofthethird subgroupis possibleinteractionswith
the glutaredoxin/glutathionesystem.Indeed,in contrast
with the otherthioredoxinsh (belongingto subgroups1
andII), theseproteinsarenot reducedby NTRs [15, 16].
PtCXXS3 is active in a glutathione:HEDtranshydroge­
naseassay,suggestingglutaredoxin-likeactivity [1]. Fur­
thermore,PtTrxh4,which possessesa classicalWCGPC
active site, exhibits true thioredoxin activity but is re­
ducedby glutaredoxins.An amino acid comparisonof

Figure6. Phylogenetictreeofdifferentthioredoxinsh belongingto
the subgroupIII. Two c1ustersnamedIIIA and IIIB can be distin­
guishedaccordingto theirprimarysequence.ClusterIIlA enclosed
thethioredoxinsharbouringthe usualactivesiteWCGPC,whereas
the membersof c1usterIIlB exhibit a CXXS catalytic site. The
codes used are the fol\owing: At9: Arabidopsis thaliana
(At3g0871O);Gm5: Glycinemax(CA799351);Hb: Hordeumbul­
bosum (AFI59385); Hv4: Hordeum vulgare (AF435815); Lp:
Lolium perenne(159387); Ls4: Lactuca sativa (TC9851); Mc2:
Mesembryanthemumcrystallinum(CA838461);Os5:Oryzasativa
(AF435817); Pc: Phalaris coerulescens(AFI59388);Pt4: Populus
tricocharpa cv. Trichobel (BU835000); Sb3: SOIghum bicolor
(TC72759); Sc: Secalecereale (AF159386); Ta5: Triticulll aes­
tivum (AF438359); Vv5: Vitis vinifera (CB004453); Zm2: Zea
mays(AF435816);AtCXXSl: Arabidopsisthaliana (Atlg 11530);
BpCXXS: Betulapendula(CD278293);CsCXXS: Citrus sinensis
(BQ623126); HbCXXS: Hevea brasiliensis (AF133127);
PtCXXS1: Populus tricocharpa cv. Trichobel (CA823821);
PtCXXS3: Populus tricochmpa cv. TJ"ichobel (BU874060);
VvCXXS: Vitis vinifèra (CF204852).TheatypicalAtCXXS2 clus­
ters separately. Databasesanalysis did not reveal any plant
AtCXXS2 orthologues.Consequently,AtCXXS2 hasbeenomitted
in theconstructionof this phylogenetictree.

different PtTrxh4-relatedthioredoxinsshowsthata third
cysteinyl is conservedin the N-terminalpart of the pro­
tein (fig. 7). Mutagenesisexperimentshave shownthat
this third residueis probablyinvolved in protein reduc­
tion by glutaredoxin [E. Gelhayeet al., unpublished].
PtTrxh4exhibitsanEm valuearound- 200mV atpH 7 [E.
Gelhayeet al., unpublished],a value quite elevatedover
theonereportedfor otherthioredoxins[18, 25], but ade­
quateto allow reductionby glutaredoxins[1]. This sub­
group also constitutesa direct interconnectionbetween
the two majorsystemsinvolvedin cellularredoxregula­
tion.
The numberof potential targetsof thioredoxinsh has
considerablyincreasedwith the developmentof pro­
teomics [71-75]. Nevertheless,the as yet undefined
specificity of interactionsbetweenthioredoxinsandtar­
getproteinspreventsfirm conclusionsat this point.
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Sc
TaS
Hv4
Hb
Lp
Os5
Zm2
Pt4
Vv5
Ls4
Gm5
Mc2
At9

MGIG---KGR-SlVEEKLDFKGGNVHVlTTKEDWDQKlEEANKDGKIVVANFSAS
MGG: G- ·KD SIVEEKLDFKGGNVHVITTKEDWDQKIEEANKOOKIVVANLSA
MG -·K -GVVEEKLDFK GNVHVITTKEDWDQKIEEANKDGKlVV FSA
MG G--· DR-SlVEDKLDF GGNVHVlTTKEDWDQKVAEANKDGKlVVANFSA
MG G- - KDR - SIVEDKLDFK 'NVHVITTKEDWDQKVAEANKDGKIVVANFSA
MGG G--K IRHIEEDKLDFKGGNVHVITSKEDWDRKIEEANKDGKIVVANFSA
MG --KVR-RDDEEKLDFKGGNVHIITSNEGWDQKlAEi RDGKTVVANFSA
MG DKY RDA �N�D�E�L�H�V�E�F�A�G�G�N�V�H�L�I�T�T�K�E�S�~�V�D�Q�K�L�S�E�A�S�R�D�G�K�I�V�L FSA
MG FMKHHNDDDDSDHNAAFAS tfVHL �T�T�K�~�v�E�E�K�L�A�E�A�S�K�D�G�K�l�V�l�A�N�F�S�A

MGl FSSTHNDGDESDHNAEFAG NVTLVSSKDA'DQKLSEAKKDHKlVIANFSA
MGS SKN RDNDSDHNVDFAAGNVKLITTKEAWDQYLEEARROGKIVIANFS
MG AKS DRDNDSDQHVEFAAGNVALlTTKEAWDQKLEEAKKDGKIVIANFSA
MGS SK K D-DDSVHNVEFSGGNVHLITTKESWDDKLAEADRDGK VV FSA

VVAPVYAGHSKTYP
VIAPVYAEHSKTYP
VI APVYAEMSK'l'YP
VIAPVYAEHSKTYP
VIAPVYAEMSKTYP

• RVIAPIYAEMSK'l'YP
• RVIAPVYA MSKTYP
• RQIAPFYN LSEKYP

IAPFY ELSEAHP
IAPYYIELSEKHP
IAPYYCELSEKYT
IAPYYCEMSEKYT

• KIVAPF-IELSEKHS

Sc QLMFLTIDVDDLMDFsSTWDlRATPTFFFLKNGQQIDKLVGANKPELEKKVQALGDGs----------------
1'aS �Q�L�M�F�L�T�I�D�V�D�D�L�M�D�F�S�S�T�~�J�D�l�R�A�T�P�T�F�F�F�L�K�N�G�Q�Q�I�E�K�L�V�G�A�N�K�P�E�L�E�K�K�V�Q�A�L�G�D�G�S�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-

Hv4 �Q�L�~�W�L�T�I�D�V�D�D�L�M�D�F STV1DlRATPTFFFLKNGQQIDKLVGANKPEL KKVQALGDGS----------------
Hb QLMFLTIDVDDLMDFG.TWDlRATPTFFFLKNGQQIDKLVGANKPELEKKVQAL 005----------------
Lp QLMFLTIDVDDLMDFSSTiVDIRATPTFFFLKNGQLIDKLVG RPELEKKVQAIGDGS----------------
s5 QLMFLTIDVDDLMDFSSSWDlRAKPTFFFIKNEKQVDKLVGANKPELEKKV ALADGS----------------

Zm2 �Q�L�M�F�L�T�I�D�~�~�D�L�M�D�F�S�S�S�W�D�l�R�A�T�P�T�F�F�F�L�K�N�G�Q�Q�I�D�K�L�V�G�A�N�K�P�E�L�E�K�K�V�L�A�A�A�D�A�S�T�S�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-

Pt4 SLLFLLVDVDELSDLSTSWElKATPTFFFLRDGKQLEKLVGANKPELQKKITAIVDSLPPS K----·-------
Vv5 SLMFLTVDVDELSEFSSSWDIKATPTFFFLRDGQQVDKLVGANKPELQKKITAILDSMTQCNK-----------
Ls4 SLMFLSVDVDELTDF TQWDIKATPTFFFLRN EQFDKLVGANKPELLKKINAIVDSEPPRRAV----------
Gm5 SMMFLVVDVDELTDFSTSWDlKATPTFFFLKDGQQLDKLVGANKPELQKKIVAINDSLPEYKQ----------
Mc2 SMMFLLVDVDELTDFSTSW lKATP'l'FFFLKOOQQLDKLVGANKPELEKKLVAIADSVPQISSDLFLFMFVDAT

t 9 SLMFLLVDVDELSDFSSSWDlKATPTFFFLKNGQQlGKLVGANKPELQKKVTSIIDSVPESPQRP-- - - - - -._-

Fi"urc 7. Amino aeid sequencecomparisonorthioredoxinsbelongingto the cJusterli lA. The alignmentwas perrortlJedwith ClustalW.
The 'odeslIseJare identical to thoseu:cd in figure 6. Catalylic sitesand the third conservedcysteineme in white on black.

Conclusion and perspectives

The thioredoxinsy:tem is particularlycomplex in higher
plants. involving nllrnerous �i�s�o�f�o�r�m�~ presenlin ail plant
compartments.The chloroplastsystemis the besl doeu­
mented; nevertheless,the function of each isoform re­
mains unc1car.The developll1cntof proteomicstools led
to the identificalion of numerouspotential thiorec!oxin­
reglilated proteins; biochemical stuclies are needed to
eonfirm theseinteractions The plant lllitoehonclriai sys­
tem was di COy red only very rl;c ntly, ancl other thiore­
doxinsmayalsobe presentin this organelle.Mitoehondr­
lai thioredoxins seem to be involved ln fundamental
processcsin particular in apoptosis regulation; again
theseinteractionshaveto be eonfirmed.
ln the field ofredox regulation.it is obviolls that the dif­
ferent systemsare direetly connectee!.1ndeed, human
thioredoxin activity is Illodulated by glutathionyJation
[76], and yeast GrxS may be reducedby Trx [77]. In
plants, PtTrxh4 is directly redueed by Grx, and
PtC'XXS3 exhibits a gllltaredoxin-like aetivily. Further­
more, it was reeently establishedthat PtTrxh2 redox
potential is lllodlilated by glutathionylation (fig 3)
[18]. These interconnections between major redox
reglilating systems are probably physiologically im­
portant.The stlldy of these relationshipswill cel1ainJy

lead to a better underslandingof plant cclI redox regu­
lation.
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A côté de ces Trx stricto sensu, Il existe aussi des Trx atypiques, qui vont

contenir un ou plusieurs motifs Trx fonctionnels à l'intérieur d'une séquence plus

langue. C'est le cas de la protéine CDSP32 identifiée chez Arabidopsis tha/iana, qui

possède un motif Trx CxxC dans sa partie C-terminale et qui possède une activité

Trx au sein du chloroplaste (Broin et al 2000, Broin et Rey 2003, Rey et al 2005).

C'est le cas aussi de la NTRC d'A. tha/iana, qui contient un module thiorédoxine

réductase couplé à un module thiorédoxine, et qui est capable de réduire

efficacement une Prx 2-Cys en présence de NADPH (Moon et al 2006). Cette

enzyme semble nécessaire au fonctionnement du chloroplaste, la délétion du gène

correspondant induisant d'importantes perturbations du métabolisme, en particulier

en conditions de stress (Perez-Ruiz et al 2006). Une autre enzyme appelée

nucléorédoxine (Nrx) contient trois modules Trx, dont deux possèdent des sites

actifs de séquence CPPC, et est présente chez les végétaux supérieurs. Elle est

localisée dans le noyau, où elle pourrait réguler des facteurs de transcription

(Laughner et al 1998). On peut noter que chez certains organismes, appartenant le

plus fréquemment au monde bactérien, on retrouve aussi des motifs Trx dans des

protéines de fusion naturelles, comme dans la protéine PilB de Neisseria

meningitidis, dont le module MSR utilise le pouvoir réducteur fourni par le module

Trx (Ranaivoson et al 2006). Les investigations pour comprendre le fonctionnement

des protéines multi-modulaires et les mécanismes biochimiques sous-jacents sont

un champ d'investigation récent et prometteur (Rouhier et al 2006b).

Chez le peuplier, notre modèle d'étude, il existe 5 gènes codant pour des

isoformes de Trx cytosoliques, appelée Trx h1.1 et h1.2, h3, h4.1 et h4.2. La

mitochondrie abrite elle aussi des isoformes spécifiques telles que la Trx h2, mise
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en évidence récemment et interagissant notamment avec l'alternative oxydase

(Article IV: Gelhaye et al 2004). Une Trx de type 0 a aussi été mise en évidence au

niveau génomique mais n'est pas encore caractérisée chez le peuplier. Chez

Arabidopsis thaliana, la Trx 01 est mitochondriale, alors que la Trx 02 ne possède

pas d'extension N-terminale. La Trx h5 quand à elle, possède un peptide signal et

semble être secrétée, comme cela a été montré pour la protéine homologue chez le

tabac (Juarez-Diaz et al 2005). Au niveau chloroplastique, on trouve dans le

génome du peuplier au moins 7 gènes codant pour des Trx de type m, un pour une

Trx de type f, une pour une Trx de type x, et 2 pour des Trx y. De plus, trois gènes

codant pour des protéines Trx-like au site actif CXXS sont présents dans le génome

du peuplier, de même que d'autres gènes de Trx-like, homologues à celles

d'Arabidopsis thaliana (Meyer et al 2005, Gelhaye, données non publiées). Les

fonctions de ces Trx-like ne sont pas connues. La détermination du rôle

physiologique de toutes ces isoformes est une question majeure des recherches

actuelles chez les végétaux supérieurs, où le nombre d'isoformes est

particulièrement élevé. Cette problématique se pose aussi pour la famille des

glutarédoxines.

d- Les glutarédoxines (Grx) :

Les glutarédoxines appartiennent à la même famille d'oxydoréductases que

les Trx. Ce sont aussi généralement des protéines de faible masse moléculaire, de

10 à 15 kDa, largement présentes chez tous les organismes. Le travail de

recensement et d'inventaire réalisé chez les végétaux dont le génome est connu, ie.

l'arabette, le peuplier, et le riz, indique que ces Grx forment des familles
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multigéniques contenant de très nombreuses isoformes (Lemaire 2004, Rouhier et

al 2004b, Rouhier et al 2006a). Chez les plantes supérieures, ces protéines se

répartissent en trois groupes, suivant la séquence de leur site actif. Le groupe le

plus important sur le plan du nombre d'isoformes est composé de protéines

possédant un site actif de type CCx(C/S/G). On trouve aussi des Grx de type

Cxx(C/S). Enfin, il existe des Grx possédant une cystéine conservée au niveau du

site actif, de type CGFS. Les Grx utilisent le pouvoir réducteur du GSH pour réduire

directement le déhydroascorbate (DHA) par exemple, mais aussi pour réduire de

multiples protéines cibles telles qu'une Trx h4 (Gelhaye et al 2003) ou des Prx de

type Il (Rouhier et al 2001) chez les plantes supérieures. Les Grx sont aussi

impliquées dans la glutathionylation de certaines protéines. Pour accomplir ces

réactions de glutathionylation, seule une des cystéines des Grx est nécessaire.

Récemment, il a été montré qu'une Trx f d'Arabidopsis thaliana était régulée par ce

processus, le GSH se fixant à une cystéine située hors du site actif (Michelet et al

2005). Enfin, comme pour les Trx, des protéines contenant des modules Grx ont été

mises en évidence par des analyses de séquences, mais leur fonction n'est pas

toujours déterminée (Rouhier et al 2004b). Une exception notable est la

caractérisation des fusions Prx-Grx présentes chez certaines bactéries telles que

Haemophilus influenzae ou Neisseria meningitidis (Pauwels et al 2003, Rouhier et

Jacquot, 2003). A l'instar des thiorédoxines, l'identification et l'étude des protéines

multimodulaires avec un domaine glutarédoxine est un champ d'investigation en

développement, notamment pour l'étude des relations structure-fonction chez ces

enzymes (Rouhier et al 2006b).

D'autres propriétés remarquables ont été mises à jour par l'étude extensive

des Grx de peuplier, avec notamment la présence d'un centre Fer-Soufre (Fe-S)

sen UHP NANCY 1.
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Figure 8. Schéma de principales voies de réduction des Trx dans les cellules

végétales. Les réductases sont figurées en jaune. Le système dépendant de la

lumière est localisé uniquement dans le chloroplaste. Le transfert d'électrons et

protons s'effectue depuis le I\IADPH ou la Fd jusqu'aux différentes protéines cibles

oxydées (d'après Gelhaye et al 2005).



chez l'une d'entre elles, dont le rôle reste inconnu (Feng et al 2006). Ce résultat est

particulièrement intéressant puisqu'il a déjà été montré in vitro que certaines Grx de

levure et d'Escherichia coli participent à l'incorporation de centres Fer-Soufre (FeS)

dans les protéines (Achebach et al 2004, Molina-Navarro et al 2006).

Un schéma récapitulatif des systèmes réducteurs Trx et Grx-dépendants est

présenté en figure 8.

e- Les glutarédoxines-like

En plus de l'identification de modules Trx ou Grx dans d'autres protéines,

l'analyse des séquences génomiques permet de mettre à jour des gènes

apparentés codant pour des protéines possédant un ou plusieurs motifs conservés

de type CxxC. C'est le cas d'une classe de protéines encore non caractérisées et

dénommées Grx-like. L'annotation automatique du génome du peuplier et d'autres

génomes avait initialement classé ces protéines comme des Grx-like à cause d'une

faible homologie de séquences, mais l'analyse détaillée des séquences et les

connaissances sur les Grx ont permis par la suite de les dissocier de celles-ci. Elles

ont pour principale caractéristique de posséder 4 motifs CxxC, regroupés sous la

forme de deux séquences CXXCX7CXXC situées dans la partie C-terminale des

protéines. Elles ont été regroupées en une famille distincte des Grx et leur

caractérisation est en cours. L'analyse in silico de cette famille de protéines est

l'objet de l'article III (Navrot et al 2007b).
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Article III : Identification of a new family of plant proteins loosely related to

glutaredoxins with four CxxC motives

Nicolas Navrot, Eric Gelhaye, Jean-Pierre Jacquot and Nicolas Rouhier

Photosynthesis Research (2006) 89: 71-79

Cet article décrit une nouvelle famille de protéines, mises en évidence lors de

travaux d'annotation du génome du peuplier. Ces protéines ont été appelées Grx­

like du fait d'une faible homologie avec les Grx déjà connues. Elles sont aussi

décrites comme riches en cystéine, ceci à cause de la présence de quatre motifs

CxxC strictement conservés dans la région C-terminale. Les protéines contenant

ces motifs sont regroupées au sein d'une famille multigénique qui n'existe

quasiment que chez les plantes supérieures, seules quelques isoformes étant

retrouvées chez les mammifères et les arthropodes. Trois sous-groupes ont été

distingués selon la taille des protéines et la conservation et l'organisation des

séquences adjacentes aux motifs CxxC. Ces protéines, de fonctions inconnues,

pourraient appartenir aux systèmes oxydoréducteurs thiols-dépendants, et

semblent être capables de fixer un ou plusieurs atomes de fer dans leur structure.

L'expression des gènes codant ces protéines a été analysée, grâce aux banques

d'EST, aux microarrays d'Arabidopsis thaliana disponibles en ligne et à des études

de RT PCR semi-quantitatives.

85





PhotasynthRes
DOl 1O.1007/s11120-006-9083-7

Identificationof a newfamily of plant proteinslooselyrelatedto
glutaredoxinswith four CxxC motives

NicolasNavrot . Eric Gelhaye. Jean-PierreJacquot·
NicolasRouhier

Received:12 June2006/Accepted:6 July 2006
© SpringerScience+BusinessMedia BV. 2006

Abstract The annotation of the recently released
Populustrichocarpa genome, has allowed us to
characterizeextensively the multigenic families of
the redoxin proteins. Proteins with two cysteines
separatedby two amino acids (CxxC motif) are
often involved in redox reactionsby promoting the
formation, reduction or isomerization of disulfide
bondsor by binding prostheticgroupsor metals.We
report here the presenceof a new protein family in
higher plants, constituted of 19 membersin Popu­
lus trichocarpa, 15 in Arabidopsisthaliana and 17 in
Oryzasativa. These proteins are almost specific to
higher plants, with only two homologous genes
found in mammals and arthropoda but none in
other kingdoms.While theseproteins were predicted
as glutaredoxin-like proteins (GRL) in the auto­
matic annotationprocedure,they do not share the
major conservedfeatures of glutaredoxinsbut in­
stead they display four conservedCxxC motives. A
classification of these proteins, based on sequence
similarity, gene structure and predicted cellular
localization is proposed. The expression of these
geneswas also investigatedby analyzing EST data­
basesand Arabidopsismicroarray results.
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Abbreviations
GRL Glutaredoxin-likeprotein
GRX Glutaredoxin
AU Arbitrary unit

Introduction

Although one of the less abundantamino acids, cys­
teine is presentin the catalytic site of many enzymes
and frequently employedfor redox functions, being
involved in the binding of sorne cofactorsand pros­
thetic groupsor in thiol-disulfide exchanges.In addi­
tion to the well-known CxxC motif, two cysteinyl
residuesseparatedby two aminoacids,recentanalyses
usingnew developingtools and softwareshaveidenti­
fied similar roles for CxxS or CxxT motives(Fomenko
andGladyshev2003,2004;Ginalski et al. 2004). In the
caseof thiol-disulfide oxidoreductases,thesemotives
arefrequentlyfound upstreamof an a-helix (Fomenko
and Gladyshev2003; Coudevylleet al. 2005).Another
important point is the natureof the two amino acids
included in thesemotives.They were shown in many
enzymesto be crucial to maintain low pKa valuesof
the N-terminal cysteine but also to influence their
redoxpotential(Grauschopfet al. 1995; Chiverset al.
1997;Moutevelisand Warwicker2004). In addition to
thiol disulfide oxidoreductases,the CxxC motif is also
presentin many thioredoxinor glutaredoxin-interact­
ing proteins,in zinc-finger proteins,like transcription
factors (Takatsuji 1998), as weIl as in many metal­
containing proteins involved in electron transfer
(ferredoxin,cytochromes,scaffoldproteins,CCmHfor
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cytochromeassembly)(Meyer2001;Meyeret al. 2005)
or in sorneeukaryoticor prokaryoticrepairingsystems
(methioninesulfoxide reductasesB) (Vieira Dos San­
tos et al. 2005; Ranaivosonet al. 2006),just to namea
few.

The sequencingof land plant genomes,coupledto
microarraytechnology,has permittedto identify new
genefamilies and to study their expression,but func­
tional annotationof proteinsequencesis anothercur­
rent challenge.We report here the analysisof a new
family of proteins that we discoveredin silico during
the annotation process of the Populustrichocarpa
genome,releasedby the US Departmentof Energy
Joint Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/
Poptrl). Indeed,during the inventory and annotation
of glutaredoxin(Grx) genes(Rouhieret al. 2006),we
identified severaladditionalgenes,computer-taggedas
glutaredoxin-likeproteins (GRL) or as cysteine-rich
glutaredoxins,due to a low homologyto classicalGrx.
The motif enablingto classify them as GRL concerns
few amino acids essentiallypresentin the C-terminal
partof theprotein,but not the activesite motif CxxC/S.
After retrieving the geneand protein sequences,fur­
ther investigationsrather suggestthat theseproteins
constitutean independentclassof proteinsthat could
be putative redox dependentenzymesbasedon the

PhotosynthRes

presenceof repeatedCxxC motives, somehowanalo­
gous to the nucleoredoxinor to the protein disulfide
isomerasefamily. In order ta obtain a more general
view concerningthe distributionof this proteinfamily,
homologousgeneswere searchedin the various se­
quencedgenomes.A complete classification of the
plant proteins is proposedbased on sequenceand
phylogeneticanalyses.

Analysisof the GRL family in Populustrichocarpa

Using the sequencesautomatically annotated and
additionalblastsearches,the entiregenefamily coding
these related proteins is reported in P. trichocarpa.
The main characteristicwe looked for was the con­
servationof specifie patternsin the C-terminal part
that seemto be characteristicof this type of protein.
We identified the GRL family as proteins constituted
of eight strictly conservedcysteines,arrangedin two
CXXCX7CXXC clusters. Based on this motif, we have
identified 19 putative GRL genesin the poplar gen­
orne, which are listed in Table 1. Basedon the high
homologiesthatseveralcoupleproteinsdisplayboth in
amino acid sequenceand length, it is likely that seven
of these sequenceshave been duplicated, indicating
that thereare in fact only 12 original sequences.As a

Table 1 Characteristicsof the different glutaredoxin-likeproteins(GRL) from Populustrichocarpa genome

Name Genemodel Localization TP length Size ESTs At homolog Os homolog Number
(AA) of exons

GRLla estExCGenewise1_vI. Chloroplastic 54 266 4 At5g13810 1
C_LG_I7084

GRLlb estExt_fgenesh4_pg. Chloroplastic 54 259 4 At5g13810 1
CLG_III1668

GRL2a eugene3.00011881 Chloroplastic 52 253 6 At5g58530 1
GRL2b gwl.IX.2948.1 Chloroplastic 247 0 At5g58530 1
GRL3a eugene3.00031141 Cytosolic 364 4 Atlg64500 OsOlg13480 1
GRL3b gwl.I.8540.1 Cytosolic 362 1 At1g64500 Os01g13480 2
GRL4a eugene3.00061459 Cytosolic 407 3 At5g03870 Os04g33680 1
GRL4b gw1.xVI.2517.1 Cytosolic 412 0 At5g03870 Os04g33680 1
GRL5 estExt_fgeneshLpm_vI. Secreted 25 112 7 At5g15802 Os03g30092 2

C1550005
GRL6a eugene3.00080131 Cytosolic 401 3 At5g01420 Os07g06600 1
GRL6b gwI.X.3332.1 Cytosolic 379 0 At5g01420 Os07g06600 1
GRL7a grai13.0030002601 Secreted 24 290 2 At5g06470 1
GRL7b gwl.xVI.2146.1 Secreted 24 290 1 At5g06470 1
GRL8 gwl.I.5479.1 Chloroplastic 73 341 0 At4g10630 Os02g01200 1
GRL9a gwI.XVI.1350.1 Cytosolic 412 4 At3g57070 Os03g24030 1
GRL9b gwI.VI.1079.1 Cytosolic 413 4 At3g57070 Os03g24030 1
GRLlO gwl.XVII.I039.1 Mitochondrial 25 383 2 At3g28850 Os03g07470 2
GRLlI EstExtjgenesh4_pg. Chloroplastic 20 162 7 At3g44020 Os01g70460.2 4

C_LG_IX0141
GRLl2 Grail3.0041009401 Secreted 17 118 11 Atlg22630 Os05g01530 4

Genemodelsand numberof exonswere found in the US Departmentof EnergyJoint Genomedatabase(http://www.jgi.doe.gov).
LocalizationandtransitpeptidelengthwerepredictedusingTargetPsoftware(http://www.cbs.dtu.dk/serviceslTargetP).For GRL2b,
the transitpeptidelengthwasomitted,sincesoftwarepredictionis probablynot significant(5 aminoacidslength).Arabidopsisandrice
homologswere found in the respectiveTIGR genomicdatabases(http://www.tigr.org)
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Fig.] Sequencealignment of type J poplar glularedoxin-like
proleins (GRLs).The alignmentwas perfol-med using ClustalW.
Close genes which are assumed la be duplicated are nol
indicaled in this alignmenl. The main conservedregions are in
boxes 1-4. 1denticaJ amino acids are figured on black back-

consequence5 sequences(GRL 5, 8, 10 Il and 12)
have not beenduplicatedin P. trichocarpa. The GRL
arnino acid sequenceshave been analyzcd for the
presenceof putative N-terminal signal peptides and
their characteristicsaresummarizedin Table 1. We do
not show here a completesequencealignrnent of the
whole poplar GRL family becausethe sequencesof
GRL5, 11 and 12 are very divergent outside the cys­
teine clustersand, in addition, they are shorter.These
sequenceshave thus been orniued in the poplar
sequencecomparison shown in Fig. 1, but separate
sequencecomparisons are shown with their plant
homoJogsin Fig. 2. Likewise, only 7 of the 14 genes
derived from putativeduplicationsare included in this
sequencecornparison.

AIl the GRL proteins,exceptGR 5,11 and 12, form
a subgroupthat we call hcre type l GRLs (upperpartof
Fig. 3). Overall, the genescoding for type 1 GRLs are
generallyconstitutedof a single exon, except for iso­
forms 3b and 10, whosegenesare encodedby two ex­
ons. Wc hypotl1esize that following the duplication
event from GRL3, an intron has been acquired in
GEUb but not in GRUa.The lengthof theseproteins
rangesfrom 247 to 413 amino acids, including an N­
terminal putative signal peptide for sorne isoforms.
According to software predictions,6 isoforms are pre­
dicted to be chloroplastic(GRL la, lb, 2a, 2b, 8), 2 to
be secreted(GRL 7a, 7b) and 1 to be mitochondrial
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ground, simiJarity is figured on grey background.PredictedN­
terminal signal peptides are on grey background. The nine
conservedcysteinesare in white font on red backgroundand are
numberedaccordingta P1GRL la sequence

(GRL 10). The other isoforms are predicted to be
devoid of signal peptide and thus to locate in the
cytosol. The pOOl' conservationin both bomology and
length in the N-terminal part of these proteins is
striking, suggesting that these parts may not be
essential to the protein function, but could glve
specificities to the different isoforms (Fig.]). The
only four regions shared witl10ut any gap and with
substantial homology among the whole family are
boxed in Fig. 1. In box 1, an interestingEeatureis the
presenceof a first conservedsingle cysteine (Cys 138
in GRLla). The eight other conservedcysteinesare
arrangedin two clustersin the C-terrninal boxes3 and
4, respectively,with the sequenceCXXCX7CXXC. The
number of amino acids between the two clusters
varies from 14 to 18 amino acids for most of the
sequences,but in GRL8 and la, the spacerregion is
25 and 31 amino acid-long, respectively.In the seven
amino acids between the two CxxC groups, the se­
quencessharesorne homology. ln the first cluster, an
arginine and a phenylalanineat positions226-227are
strictly conserved.Two other residues,a glycine and a
lysine, are also conservedat positions235 and 238. ln
the secondcJuster, the sequenceNENGL starting at
position 254 is strictly conserved in poplar, and
strongly conservedin other organisms(see Fig. 4). A
proline in position 262, adjacentto the first cysteineof
the last CXXC motif, is conserved.
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Fig. 2 Sequencealignmellts of type II and ]JI glutaredoxin-like
proteins (GRLs) from higher plants. The alignment was
performed using C1ustalW The GRL characteristicc1ustered
cysteinesare displayeclon red background,identical residueson
black background. and similarity on grey background. Gene
models for Popu/usIrichocarpa GRLs are lisled jn Table 1. (A)
Poplar GRL 5 homologs: AtGRL 5. ArabidopsisIha/iana.
At5g15802: OsGRL 5, Oryza saliva. Os03g30092;Ha: He/iall­
l!lus aIlIlUUS, AJ828571; Ls: Lacluca saliva, DW084724; Ptr:
Popu/usIremu/a x Iremu/oides.DT489588: Mt: Medicago lrun­
calu/a, BE123933: Br: Brassicarapa, CX271064; Bn: Bras-

sica napus,CD811743. Consensussignal peptide is underlined.
(B) Poplar GRL 11 homologs: AtGRL 11. ArahidopsisIha/i­
ana, At3g44020; Md: Ma/us domeslica; Vv: Vilis vini/era: Le:
Lycopersiconescu/enlum; Nt: Nicoliana labacum,EB429795:
Ha: He/ial1lhusanl1ttllS, DY925373: OsGRL 11, Oryzasaliva,
Osülg7ü460.(C) Poplar GRL12 homologs: AtORL 12. Arabid­
opsis Iha/iano, ALlg2263ü; Md: Ma/us domeslica,EBISül27; Bn:
Brassica/1apus,CD82ü121: SI: So/anulI1 lltberosul71, CV498905;
Pg: Panoxginseng,DV553436; OsGRL 12, Oryza sali­
va. Os05g0153ü
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Type 1

Fig. 3 PhylogenelicIree including the glutaredoxin-likeprotein
(GRL) sequences[rom Pop/lI/I.\ Irichocarpn, Arahidoflsis Ihali­
ana and Oryza saliva. The tree was built using C1ustalW and
visualized using TreeView. Gene models numbers Eor poplar
GRL (Pla 10 P12)are listed in Tnble 1. Olher accessionnumbers
are as [ollows: Al, AISg13810; A2, AtSgS8530;A3, Atlg64500:
1\4. I\ISg03870: AS. Ar5g15802.1; A6, A15g01420; A7.
At5g06470;A8a. Allg32760: A8b. At4g10630;A9a, At3gS7070:
A9b. AI2g41330; AIOa, A13g288S0; AlOb. At5g39865;
Al], At3g4402U; A12, AI]g22630.1; 03,OsOlg13480: 04.

The secondtype of G RL is representedby a single
isoform.. namely GRL 5. This isoform is shorter Lhan
the type 1 proteins with 112 amino acids length. It is
encodedby a Lwo- exon gene,and the corresponding
protein is predictedto be secreted.

A third type includes isoforms GRL 11 and 12,
which are also very different from the main GRL
subgroup.Although coding Eor shorter proteins than
thoseoE type l, both genesarecomposcdof four exons.
GRL 11 is constitutedof 162 amino acids and is pre­
dicted to be targetedto chloroplast,while GRL 12 (118
amino acids) is probablysecreted.The matureproteins
devoid of N-terminal extensionsare constitutedof 142
and 101 amino acids, respectively.Sequencesof the
type Il and III are isolatedsubgroups,identified in the
sectionlocated in the lower part oE Fig. 3.

91

TypesIl and III

Os04g33680; 05, Os03g30U92: 06a,Os07g066üO;
06b,Os03g446S0; 08.0s02g01200: 09a.Os03g24030:09b.
Os07 46570; 0 JO, Os03g07470; 011. OsOlg70460:
012.0s05g01530:On. Os02g51370:0]4, Os06g12]90: 015.
Os05g39450; 016. OsO]g61350; 017. Os04g54860: 018,
Os05g28530.The correspondingprotein sequencesare given as
supplementalmaterial. ln green are the predictedchloroplastic
isoforms. in red the secretedones, in purple the mitochondrial
ones,and in wl,ile Ihe cytosolic ones. In blue are figured the Iwo
subgroupsof ri ce-specifieGRL proteins

Homologsin other plants

As the genomesof two other model plants, Arabid­
opsis thaliana and Oryza saliva are avaiJable,we also
performed an in-depth search for GRLs in these
organisms using TIGR and MIPS databases (http://
www.tigr.org) (Arabidopsis Genome Initiative 2000;
International Rice Genome Sequencing Project
2005). A total of 15 and 17 homologousgeneswere
found, respectively, in the Arabidopsis and rice
genomes. ln these genomes, the gene structure is
similar to P. trichocarpa as ail the genes encoding
type 1 GRLs are constitutedof a single exon, while
the GRL 5, 11 and 12 genescontain 2, 4 and 4 ex­
ons, respectively. The on1y obvious exceptions,
mentionedearlier, concernedGRL 3b and 10, which
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Fig. 4 Amino acid sequencecomparison o( glutaredoxin-like
protein (GRL) trol11 c1irferent kingdoms. The alignmenl was
performed using ClustalW, The GRL characlerislic cJustered
cysleinesare displayedon red background,idenlical residueson
black background, and funclionai homology on grey back­
ground. enbank accession number, are as follows: human

contain two exons in P. trichocarpa, but only one in
Arahidopsisor rice, We did nol find LR homologs
111 lhe unicellular pbotosynthelie organism Ch/a­
mydomonasreinhardtii.

We built a phyJogcnetic lree using the GRL se­
quences from Popu/us, Arahidopsis, and Oryza
(Fig. 3). ln general,proteinswhich group into specifie
branchesare homologousand posscssthe same pre­
dicled subcclluJarlocalizalion than the poplarproteins,

cverlhcless,the distribulion of the sequencesin lhe
various groups also dependson the organism consid­
ered as the sequencesof 0- sativa are generallymore
divergent, and lhey do not always group with poplar
and ArabidopsÎs sequences. ln addition, O. sativa
possessesa specific set of additional GRLs compared
with the two other organisms,these sequenceswere
called OsGRL 13-18 (Fig, 3). On the conlrary, no
homolog of poplar GRL 1, 2 and 7 was found 111

0- sativa,
For the specific isoforms of lype II and III GRL

(GRL S, 11 and 12). we found homologs in several
higher plants (Fig. 2), The sequencesare generally
highly eonservedin the C-terminal part, in the neigh­
bourhood of the CxxC c1uslers. Nevertheless,some
distinctionscan be made.For the GRL 5 proteins,the

�~ Springer

HsGRL 1: XM_941109, HsGRL 2: XP_945052, mouse
MmGRLl XM_485620, MmGRL 2: NP_OO1028598,drosophila
DmGRL l' P_731045, OmGRL 2: P_726866. poplar
PtrcGRL la: estExl_Genewisel_vl.C_LG_170S4

pUlative secretionsignal sequenceis highly conserved,
whereasthe spacerregion betweenlhe XXCX7CXXC
is poorly conserved(Fig. 2A). On the conlrary, the
N-lerminal parls of GRL 11 and 12 are nol conserved,
whereasthe e-terminal regions are ( ig. 2B, C). Il is
nOliceabJethal poplar and Arabidopsis GRL 12 are
predietedlo be secreted,while al! othersequencesused
in the alignmentwould ratherbe rouled to plastids.Al!
GRL 11 sequencesare predicled to be chloroplastic

Homologsin non-plantorganisms

Il seemsthal these proleins are aJso present in few
other organisms, as we also found lwo isoforms
belonging to the type l GRL 111 mammals
(Homo sapiensand Mus muscu/us)and in arthropoda
(Drosophila me/anogaster),ln Fig, 4, six isoformsfrom
the organisms mentioned earlier are aligned with
poplar GRL la. Although they belong to differenl
kingdoms (i.e. mammals,arthropodsand plants) and
the length of some isoforms is very differenl (the
Drosophila sequencesare considerably longer), al!
these proteins share the eighl elustered C-terminal
cysteines.Apan from these8 cysteines,some residues
are also strictly conserved among these various
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organisms.Thus, il would nol be surprising10 find 111

furlher sludies thal these residues are invoJved ID

prolcin activity or foJding. Neverlheless, the ninth
cyslcine, correspondingto CysJ38 in poplar type 1
GRLs,which wasconservedin planls, is replacedby an
arginine in lWO mammaliansequences(GRL 2 from
JJomosapiensand Mus muscuLus).IL is also noliceable
lhaL excepl for poplar GRL la, the length of the
spaccr region betwecn lhe two cysleine clusters is
conserved.Finally, no protein equivalentto the shorter
paplarGRLs (GRL 5,11 or 12), was found by blasting
the different organismdatabasesavailable.

Expressionstudies

For A. thaLiana genes,il is now possible,using micro­
arraydataand usefulsoftwaressuchas Genevestigator,
to follow the expression pallern of a specifie gene
family in differcnl plant organsor 111 plantssubmitted
lo various environmental condilions (Zimmermann
el al. 2004). We show herean expressionprofile for the
different Arabidopsis GRL in the differenl plant
organs(Fig. 5). The A. thaliana GRL (AtGRL) genes
seemla be differenlially expressedin severalparts of
lhe plant. A1GRL 1 is slrongly expressedin ail tissues
analyzcd. AlG RL 11 and 12 are expressedin differ­
entialcd green lissues,i.e. not in calli or rools. On the
contrary,AtGRL 10a is expressedmostly in calJi, roots

3000

2000

and cell suspensions.Whcn looking more carefulJyat
these profiles, some genes are also very specifically
expressedin particular organsand lissues.For exam­
pie, AtGRL 1, 2 and 10a are stronglyexpressed(8079,
6192 and 12649 AU, respectively)in pollen (a subdi­
vision of inflorescence)and AtGRL 3 (4088 A ) is
very specifie ta cauline leaves(a subdivisionof rosette)
(data not shown).Theseinformations have ta be con­
firmed experimentallyto becomereally physiologically
relevant, but they can be helpful ta underslandthe
specificity or redundancy between these genes. For
example,AtGRL 1 is strongly expressedin ail plant
partsand even more in pollen, unlike AtGRL 2 which
has low levels of expressionin aIl plant partsbUl in lhe
pollen.

ln a secondstep,we tried ta evaluatethe influence
of growth conditions on the ArabidopsisGRLs tran­
script level using lhe ResponseViewer tool of Gene­
vestigator software. The different GRL transcripl
levels available were analyzedindividually. AtGRL 1
and AlGRL 2 do nol show parlicular induction or
repression,with stress la control ratios between0.37
and 2.76. On the contrary, AtGRL 3 transcriplion
seemsstrongly influenced by the growlh conditions.

or example,il is repressed(ratio of 0.01-0.04)when
the plant is in contactwith palhogenicagentsBS Myzus
or Agrobacterium.Different light qUBlities and Bnoxia
BIsa induce a slrong expressionof this gene, with a

DAI
.A2
DA3
DA4
DABa
DA9a.'
.A1QA
.AII
OAl2

000

o

Fig. 5 Expressionof the glularedoxin-like protein (GRL) gene
family in differenl Arabidopsis Ihaliana organsor tissues.Gene·
vestigator GeneAllas profiling was perfonned for the available
genes based on the ATHI chips (Affymetrix) available in Ihe
database.Sometranscript levels are missingdue to an absenceof
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specifie probe on these chips. Data are expressedin arbitrary
unit correspondingto the expressionvalues and standardelTors
accordingto thesoftwaresettings.AI, AtSg1381D:A2. AtSgS8S3D;
A3, AIIg64SDD; A4, At5g0387D:A8a, Atlg3276D; A9a, A13gS7D7ü:
A9b. At2g4133D:AlDa. At3g288S0:Ali, At3g44020:A12, Atlg2263ü

�~ Springer



ratio between5 and13 in the first situationanda ratio
of 8 in the second.AtGRL 4, AtGRL 8a are too
weakly expressedto provide significant conclusions.
AtGRL 9a and 9b are regulatedin variousconditions
(ratio: 0.31-4.71) including pathogen infection, but
their expressionlevel is quite low (below500 AU). The
transcription of AtGRL 10a is slightly repressedin
variouslight conditions,with a ratio down to 0.31,but
more interestingly the expression of this gene is
strongly induced (ratio of 17) by treatment with
cycloheximide,an inhibitor of protein synthesis.Con­
sidering the shorter GRL isoforms, AtGRL 11 is
poody expressedand moderatelyregulatedin stress
conditions (ratio: 0.09-2.02). Finally, AtGRL 12 is
likely to be regulatedin variousconditions,in partic­
ular it could be represseduponpathogeninfection, for
example by Agrobacterium(ratio of 0.05). As a con­
clusion, evenif experimentaldataare still required,it
is likely that the GRL genesare not equally repre­
sentedat the transcriptlevel and that their transcrip­
tion can be regulatedaccording to the plant growth
conditions.Thus,GRL proteinscould potentiallyplay
a role in the plant developmentand in its responseto
changingconditions.

Condudingremarks

Software analysespresentedthe family of proteins
describedhereas GRL, which is a quite teasingname,
but in thiscaserathermisleading.Thisgenomicsequence
analysisindicatesthattheGRLfamily is quitelarge,asit
is constitutedof threesubgroupswith atleast12different
isoformsin poplar.Comparedto rice proteins,which are
slightly divergent,poplarandArabidopsisGRL families
aremorecloselyrelated, basedon thephylogenetictree
and percentageidentities,this being in agreementwith
thecloserrelationshipof thetwo dicotyledonousspecies.
This typeof proteinis likely to bewidespreadin theplant
kingdom, with large GRL families in Arabidopsisand
rice genomes(seesequencesin Figs. 2, 3). In addition,
EST sequencescorrespondingto these proteins are
widely presentin the databasesand thus mostof these
genesare presumablyexpressedin plant cells. Never­
theless,their role is still unknown,and their character­
ization just started.An in silico analysisof expression
data indicatesthat sorneof theseproteinscould be in­
volved in the responseto pathogeninfection or to
changinglight conditions.Fromsequenceanalysis,a role
of theseproteinsin redoxprocessesis possiblebasedon
the presenceof repeatedCxxC motives. Nevertheless,
thearrangementof theconservedcysteinesalsopresents

�~ Springer
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a low sequencehomology with Dnal chaperonesand
may be also a signatureof zinc-finger domain. It is
especiallytrue for isoforms 5, 11 and 12, which share
conservedresidueswith sorne Dnal family members.
They contain, respectively,1, 3 and 2 Dnal zinc-finger
patternsin their sequence,i.e. amino acidsCxxCxGxG
(Miernyk 2001). On the other hand, their sequences
differ considerablywhenotherDnal characteristicsare
considered, andespeciallytheydo not possesstheHPD
peptidesignature.Another putative function of these
clustersmay be to bind an iron-sulfur cluster,as is the
casefor sorneplant and mammalsglutaredoxins(Lillig
et al. 2005;Fenget al. 2006;Rouhieret al. unpublished
results)or other metalssuchas the zinc ions boundto
methioninesulfoxide reductaseB using two CxxC mo­
tives (Kumaret al. 2002).
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3 Les protéines cibles des systèmes thio/-dépendants

Depuis leur découverte, il a été démontré que les Trx régulent ou servent de

donneur de pouvoir réducteur à de nombreuses enzymes, incluant certaines

protéines spécifiques du métabolisme végétal. Parmi les protéines particulièrement

bien caractérisées figurent la ribonucléotide réductase (RNR), la fructose-bis­

phosphatase (FBPase), la malate déshydrogénase à NADP (NADP-MDH) ou

encore plus récemment les méthionine sulfoxyde réductases (MSR) et les

péroxyrédoxines (Prx). Les thiorédoxines interagissent aussi avec des facteurs de

transcription induisant la transcription de gènes impliqués dans les systèmes

antioxydants, tels que le gène codant une MSR de type A chez la levure (Hanbauer

et Moscovitz 2006). Les détails moléculaires de l'une de ces interactions Trx-facteur

de transcription sont bien connus pour le système NF kappa B-Trx (Qin et al 1995).

L'inventaire des protéines interagissant avec les systèmes Trx ou Grx est

devenu un sujet d'intenses recherches depuis quelques années, avec l'émergence

de techniques permettant un traitement de masse des protéines, couplé à une

identification relativement aisée. Ces techniques reposent notamment sur

l'utilisation de mutants monocystéiniques, qui permettent de retenir des protéines

potentiellement capables d'être réduites par les Trx (Balmer et al 2003). Un

marquage des protéines par des marqueurs spécifiques des thiols est aussi

couramment utilisé, en association avec une électrophorèse bidimensionnelle

(Wong et al 2002). Enfin, des techniques utilisant du GSH radiomarqué ou biotinylé

permettent d'identifier les protéines glutathionylées, qui sont des cibles potentielles

des Grx (Ito et al 2003). Ces différentes techniques donnent des listes imposantes
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de protéines, dont une petite partie était déjà connue. Des cibles spécifiques de

certains organites comme le chloroplaste ou la mitochondrie (Balmer et al 2003,

Balmer et al 2004, Millar et al 2005) ou de certains stades de développement,

comme la germination (Wong et al 2003, 2004, Maeda et al 2004) ont été

identifiées. D'autres travaux se sont intéressés à l'identification des protéines cibles

de l'oxydation dans les cellules (M0l1er et Kristensen 2004). Ainsi, parmi ces cibles

potentielles s'ouvrent de nouvelles pistes de recherche, avec des protéines non

identifiées auparavant. C'est le cas par exemple de certaines kinases, comme les

nucléoside diphosphate kinases (NOK), qui sont en cours d'étude au laboratoire. Si

la régulation de ces enzymes de manière redox était avérée, elle constituerait un

nouveau lien, en plus des interactions ROS-MAP kinases, entre les voies de

régulation redox et celles des phosphorylations. Les cibles identifiées doivent

ensuite faire l'objet d'analyses plus spécifiques, qui visent à confirmer la possibilité

et la nature de ces interactions, par analyse biochimique, par co­

immunoprécipitation, par complémentation fonctionnelle dans la levure, ou encore

par des systèmes « double-hybride)} dans la levure (Vignols et al 2005). On entre

alors dans une phase d'études post-protéomiques, qui vont chercher à établir la

réalité et les caractéristiques de l'interaction enzyme-cible (Verdoucq et al 1999).

Les interactions entre différents groupes de peroxydases thiol-dépendantes et leurs

réducteurs ont été particulièrement étudiées ces dernières années. Parmi ces

peroxydases, on peut distinguer deux familles de protéines divergentes au niveau

de leur structure primaire, d'une part les peroxyrédoxines (Prx), et d'autre part les

glutathion peroxydases (Gpx).

a- Les peroxyrédoxines (Prx)
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Les peroxyrédoxines sont des peroxydases non-hémiques de faible masse

moléculaire, généralement autour de 20 kDa. Elles sont présentes chez la plupart

des organismes, et chez les plantes, il en existe de nombreuses isoformes. Par

exemple, il existe 10 gènes codant pour des Prx chez Arabidopsis thaliana, 9 chez

le peuplier et 9 chez le riz (Dietz et al 2006, Rouhier et Jacquot 2005, Rouhier,

données non publiées). Chez les plantes, elles sont groupées en 4 types, suivant

leur séquence primaire et la position des cystéines conservées. Les Prx à une

cystéine conservée (Prx 1-Cys) sont les seules à posséder une seule cystéine

conservée. Les Prx des autres classes ont deux cystéines conservées. Parmi elles,

on trouve les Prx 2-Cys, les Prx de type Il et les Prx Q. Les différentes classes de

Prx ont des mécanismes réactionnels spécifiques mais partant d'une étape

commune, dans laquelle le substrat va réagir avec la cystéine conservée N­

terminale, appelée cystéine catalytique ou peroxidasique, pour former un acide

sulfénique, qui sera par la suite régénéré en thiol.

Les Prx à une cystéine conservée, ou Prx 1-Cys sont les moins bien

caractérisées biochimiquement pour le moment. Elles sont principalement

localisées dans le noyau des cellules, mais leur mécanisme de régénération n'a pas

encore été démontrée expérimentalement. On suppose que l'acide sulfénique

formé lors de la catalyse est directement attaqué par un composé ou une protéine

possédant au moins un groupement thiol (GSH, Grx, Trx). L'influence de la

glutathionylation de la cystéine catalytique sur la structure oligomérique d'une Prx Il

de peuplier, qui pourrait appartenir aux Prx 1-Cys, a par ailleurs été récemment

démontrée (Noguera et al 2006).
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Les Prx 2-Cys dites à 2 cystéines « classiques », fonctionnent sous forme

d'homodimères. La cystéine C-terminale d'un monomère va réagir avec l'acide

sulfénique du monomère associé pour former dans ce cas un pont disulfure

intermoléculaire (Konig et al 2003). Deux isoformes de cette catégorie sont

présentes dans les chloroplastes chez l'arabette et le peuplier.

Les Prx de type Il sont les plus représentées en terme de gènes chez les

plantes supérieures. Chez l'arabette, il en existe 6 isoformes, nommées Prx Il A à

F, mais l'une d'entre elle (Prx liA) ne semble pas exprimée. Certaines Prx de type Il

sont réduites à la fois par des Trx et des Grx, c'est le cas de la Prx liB de peuplier

(Rouhier et al 2001, 2002), alors que la Prx liB d'A. thaliana ne semble réduite que

par des Grx (Brehelin et al 2003). D'autres, les Prx IIF de peuplier et d'Arabidopsis

thaliana, semblent pouvoir en plus accepter directement le GSH comme réducteur

(Gama et al sous presse, Finkemeier et al 2005). Toutefois, ces études ne testent

généralement pas toutes les isoformes existantes et il est par conséquent très

difficile d'aboutir à des conclusions fermes. La régénération de ces enzymes

s'effectue vraisemblablement directement par réaction du groupement sulfényl (­

SOH) soit avec les Trx, soit avec le glutathion, soit avec les Grx, sans passer par la

formation d'un pont disulfure intramoléculaire. En effet, bien que très conservée,

une deuxième cystéine située 25 acides aminés après la cystéine peroxidasique est

absente chez certains organismes, ou n'intervient pas dans le mécanisme

catalytique (Seo et al 2000). De plus, le remplacement de cette cystéine par une

sérine dans une Prx végétale n'abolit pas complètement l'activité de la protéine

(Rouhier et al 2002). Enfin, la distance observée entre les cystéines de la Prx liB de

peuplier, bien que résolue sous forme réduite, n'est pas en faveur d'une réaction

possible entre les cystéines (même si des réarrangements structuraux sont
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Figure 9: Schéma du mécanisme de réduction de la Prx superoxydée sous forme

acide sulfinique en acide sulfénique par la sulfirédoxine (d'après Jeong et al 2006).

La Srx ayant fixé un groupement phosphoryl va le transférer à la Prx pour former un

ester phosphoryl sulfinique (1). Cet ester est ensuite converti en monoxyde disulfide

par réaction avec un thiol en solution, qui va libérer un groupement phosphate (2). La

réaction de ce monoxyde avec un second thiol en solution va aboutir à la formation

d'un dithiol oxydé et de la Prx sous forme acide sulfénique (3), qui sera réduite

ultérieurement par les voies thiol-dépendantes classiques.



évidemment possibles dans une forme oxydée). De ce point de vue, ces protéines

devraient appartenir aux Prx à 1 cystéine conservée.

Enfin, il existe une forme atypique de Prx à deux cystéines, la Prx Q, qui est

chloroplastique. Elle est attachée aux thylacoïdes et semble jouer un rôle dans la

protection des photosystèmes (Lamkemeyer et al 2006). Pour leur mécanisme

réactionnel, les Prx Q sont actives sous forme de monomères, et la seconde

cystéine conservée va réagir avec la fonction SOH formé au niveau de la cystéine

catalytique, générant un pont disulfure intramoléculaire, qui sera ensuite réduit

spécifiquement par les Trx, mais pas le glutathion ou les glutarédoxines (Collin et al

2004, Rouhier et al 2004a).

De manière générale, les Trx, Grx ainsi que les protéines CDSP32 et

cyclophilines peuvent réduire les ponts disulfures au sein des Prx, avec des affinités

variables suivant les isoformes, donnant parfois une indication sur le donneur le

plus probablement impliqué in vivo (Collin et al 2003).

Des études portant sur les Prx 2-Cys humaines ont montré que l'oxydation

de Prx par une concentration élevée de peroxydes aboutit à l'inactivation de

l'enzyme due à la formation d'un acide sulfinique au niveau de la cystéine

catalytique de l'enzyme (Rabilloud et al 2002, Yang et al 2002). Cette inactivation

fut d'abord considérée comme irréversible mais récemment de nouvelles enzymes

ATP-dépendante, la sulfirédoxine (Srx) et la sestrine, ont été mises en évidence

chez la levure, chez les mammifères ou encore dans les chloroplastes des plantes.

Elle sont capables de réduire l'acide sulfinique des Prx en acide sulfénique, qui

serait réduit par la suite via les Trx ou le GSH (Biteau et al 2003, Budanov et al

2004, Liu et al 2006). Le mécanisme de cette réaction a été décrit plus récemment

pour l'isoforme humaine de la Srx (Jonsson et al 2005, Jeong et al 2006). Il est
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Figure 10: Schéma des principaux états d'oxydation de la cystéine. Les enzymes

impliquées sont encadrées. Trx : thiorédoxine, Grx : glutarédoxine, Srx :

sulfirédoxine. GS : groupement glutathionyle, GSH : glutathion.



détaillé dans la figure 9. En cas d'oxydation encore plus importante, la cystéine

passe sous forme d'acide sulfonique, cette dernière réaction étant irréversible

(Figure 10). Un rôle important des Prx pourrait être la régulation de la concentration

en ROS dans la cellule, tant qu'elles restent sous forme catalytiquement active.

Lorsque les concentrations en oxydants augmentent, les Prx seraient

réversiblement inactivées, d'autres systèmes prenant alors éventuellement le relais.

C'est cette sensibilité à l'oxydation qui permettrait aux Prx de jouer un rôle dans la

transduction des signaux. Wood et al (2003) suggèrent que les Prx joueraient un

rôle d'élimination des ROS jusqu'à une certaine concentration seuil, au-delà de

laquelle elles seraient inactivées par suroxydation, permettant aux ROS d'activer

différentes voies de réponses cellulaires, notamment via des facteurs de

transcription. Cette théorie du « floodgate }} est renforcée par la possibilité de

réduction des acides sulfiniques formés sur les Prx in vivo, et donc la réactivation

de celles-ci une fois un épisode de stress oxydatif aigü terminé (Georgiou et Masip

2003). Toutefois des questions demeurent concernant cette régulation, et chez

Schizosaccharomyces pombe, ce système semble aussi être impliqué dans la

régulation de la transcription de certains gènes en réponse à de faibles

concentrations en H20 2 via la régulation de la protéine APi (Vivancos et al 2005).

b- Les glutathion peroxydases (Gpx)

Les Gpx chez les mammifères

Les glutathion peroxydases (Gpx) constituent la principale voie de

détoxification des ROS chez les animaux (Maiorino et al 1990, 1991). Il en existe au
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moins six isoformes, et quatre d'entre elles possèdent une sélénocystéine (Sec)

dans leur site actif (Brigelius-Flohe 1999). Cet acide aminé atypique est identique à

la cystéine mais il possède un atome de sélénium à la place d'un atome de soufre

dans la chaîne latérale. Il est incorporé dans les protéines grâce à un codon UGA,

combiné à une machinerie spécifique d'incorporation. Celle-ci est composée d'une

séquence nucléotidique spécifique, nommée séquence d'insertion de la

sélénocystéine (SECIS) qui va former une structure de type tige-boucle à proximité

de la séquence codante sur l'ARNm correspondant à la protéine. Des protéines

spécifiques vont ensuite reconnaître cette structure et incorporer la Sec au niveau

du codon UGA (Low and Berry 1996). Cette machinerie a été mise en évidence

chez les animaux, chez certains procaryotes ainsi que chez Chlamydomonas

reinhardtii (Novoselov et al 2002). Pour le moment, aucune machinerie ni

sélénoprotéines ne sont connues chez les végétaux supérieurs. La sélénocystéine

a une très forte électronégativité et un pKa plus bas (5,2) que celui de la cystéine

(8). La présence de cet acide aminé atypique va conférer aux Gpx à sélénium une

plus grande efficacité catalytique pour la réduction des peroxydes. Ces enzymes

ont fait l'objet d'intenses recherches dans le domaine médical ces vingt dernières

années, et leur importance est cruciale en tant qu'antioxydants mais aussi en tant

que catalyseurs de l'agrégation de protéines riches en cystéine au cours de la

formation de la capsule mitochondriale des spermatozoïdes (Maiorino et al 2005).

Ces enzymes ont aussi permis de mettre en évidence et d'évaluer la nécessité de

l'apport en sélénium pour les animaux (Arthur 2000). Parmi les Gpx animales à

sélénocystéine, les Gpx1 à 3 sont tétramériques, tandis que la Gpx4, aussi

nommée Phospholipid Hydroperoxyde Gpx (PHGpx) est monomérique. Cette

dernière enzyme a un rôle d'élimination des peroxydes, et notamment des
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peroxydes de phospholipides au niveau des membranes (Thomas et al 1990). Il est

à noter qu'en plus de l'activité GSH-dépendante, il a été montré que la Gpx3

humaine peut fonctionner en utilisant le pouvoir réducteur des systèmes Grx et Trx

(Bj6rnstedt et al 1994). Néanmoins, cette activité a fait l'objet d'assez peu d'études.

La Gpx5, dépourvue de sélénocystéine, est localisée dans l'épididyme et les

spermatozoïdes de mammifères (Drevet 2006). C'est une enzyme dimérique, qui

possède une activité de réduction de l'H202 et joue un rôle important dans la

protection de ces tissus en conditions de stress oxydant (Vernet et al 1996, 1999).

D'autres protéines Gpx-like, ne contenant pas de sélénocystéine, ont aussi été

identifiées, dans l'oeil de boeuf (Singh et Shichi 1998) ou encore dans le système

olfactif de mammifères (Dear et al 1991 ).

Les recherches sur les Gpx, notamment en médecine, ont aussi permis

d'identifier ces protéines chez de nombreux microorganismes, pathogènes ou non,

et de caractériser leur fonctionnement enzymatique, avec pour objectif d'évaluer

leur potentiel en tant que cibles thérapeutiques. Une isoforme de Gpx, similaire à la

PHGpx humaine, a ainsi été caractérisée chez le pathogène Schistosoma mansoni,

qui contient une sélénocystéine dans son site actif (Maiorino et al 1996). Par contre,

chez Plasmodium falciparum, une protéine homologue à la PHGpx humaine

contient une cystéine à la place de la sélénocystéine typique, et montre une activité

de réduction de certains hydroperoxydes qui est Trx-dépendante (Sztajer et al

2001 ).

Les Gpx de bactéries et champignons
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" existe encore peu d'études portant sur les homologues des Gpx de

mammifères chez les bactéries, ou chez les champignons, levure exceptée. Des

recherches dans les génomes et les bases de données EST montrent que de

nombreux genres bactériens, comme Escherichia coli possédent une Gpx, qui

contient trois cystéines conservées en général, et deux chez certains genres

(Yersinia, Xanthomonas par exemple). Les propriétés de ces enzymes et leur rôle

sont encore peu connus. Chez les champignons, il existe aussi une Gpx, deux chez

certaines espèces comme Cryptococcus neoformans (Missall et al 2005). Là aussi,

très peu de travaux sur ces enzymes ot été publiés. Seules les Gpx de levure, au

nombre de trois, ont été extensivement étudiées. Les Gpx bactériennes et

fongiques sont plus proches de celles de la levure que des Gpx de mammifères.

Les Gpx de levure

Dans la levure, trois isoformes de Gpx ont été découvertes, et leurs

séquences se rapprochent de celle de la PHGpx humaine (Inoue et al 1999, Avery

et Avery 2001). Ces enzymes sont toutes des formes dépourvues de

sélénocystéine, qui est remplacée par une cystéine conservée dans le site actif.

L'expression des isoformes Gpx1 et Gpx2 est induite par un stress oxydant alors

que Gpx3 est constitutivement et fortement exprimée. De plus, l'expression de

Gpx2 est sous le contrôle du facteur de transcription Yap1 (Inoue et al 1999). Plus

récemment, il a été montré que la Gpx2 de levure possède une activité de réduction

de peroxydes importante lorsqu'elle utilise la Trx comme donneur d'électrons. En

revanche, contrairement à ce qui est observé chez les Gpx animales à

sélénocystéine, cette activité est très faible lorsque le GSH est utilisé (Tanaka et al
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2005). Ceci a amené à reconsidérer ces protéines à cystéine, et à les ranger avec

les Prx parmi les peroxydases Trx-dépendantes. Delaunay et al (2002) ont par

ailleurs montré que Gpx3 participe à la transduction du signal en cas de stress

oxydant. Sous forme oxydée, Gpx3 va induire la formation d'un pont disulfure

intramoléculaire dans le facteur de transcription Yap1, le rendant actif et capable de

s'accumuler dans le noyau de la cellule où il va induire l'expression de certains

gènes.

Les Gpx d'organismes photosynthétiques

Unicellulaires

Les Gpx sont aussi présentes chez les organismes photosynthétiques, des

cyanobactéries jusqu'aux plantes supérieures. Chez le protiste photosynthétique

Euglena graciUs, une Gpx, dépourvue de sélénium, a été mise en évidence

(Overbaugh et al 1985). Chez la cyanobactérie Synechocystis PCC 6803, deux Gpx

ont été isolées. Elles ne contiennent pas de sélénocystéine, et réduisent différents

types de peroxydes dont des peroxydes de phospholipides. Ces enzymes ne sont

pas capables d'utiliser le GSH comme réducteur mais, de manière surprenante,

elles sont efficacement réduites par le NADPH (Gaber et al 2001). Il a aussi été

montré que la transcription des gènes codant pour ces deux Gpx est induite en

conditions de stress, comme une forte lumière ou une salinité élevée (Gaber et al

2004). Chez l'algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii, une isoforme de Gpx

a été isolée, et il a été montré que cette protéine est une isoforme contenant une

sélénocystéine dans son site actif (Shigeoka et al 1991, Fu et al 2002). La présence
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d'isoformes à cystéine est aussi vraisemblable, comme cela a été montré chez

l'espèce halotolérante Chlamydomonas W80 (Takeda et al 2003), et confirmé par

l'analyse du génome de C. reinhardtii (http://genome.jgi­

psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html). " semble cependant que l'existence de

sélénoprotéines chez les organismes photosynthétiques se limite à ces seules

algues vertes.

Plantes supérieures

A partir des informations disponibles, notamment la présence d'activité

glutathion peroxydase dans des tissus végétaux (Drotar et al 1985), et au vu de

l'importance des Gpx chez les mammifères, des équipes de chercheurs en biologie

végétale ont recherché des homologues de ces protéines chez les plantes

supérieures. Dès 1992, Criqui et al mettaient en évidence un gène homologue aux

Gpx animales et son expression dans des protoplastes ainsi que différents organes

de tabac. D'autres gènes homologues de l'isoforme PHGpx humaine furent par la

suite mis en évidence chez différentes plantes, comme chez le riz (Li et al 2000,

Kang et al 2003). En 1995, une Gpx végétale, nommée Cit-SAP (Citrus Salt

Associated Protein) a été purifiée pour la première fois à partir de cultures de

cellules de Citrus sinensis tolérantes au stress salin, et son activité de réduction des

peroxydes démontrée in vitro (Beeor-Tzahar et al 1995). Cette activité était d'autant

plus délicate à mettre en évidence qu'il était déjà connu que certaines glutathion-S­

transférases (GST) de plantes peuvent aussi montrer une activité de ce type

(Bartling et al 1993). La faible activité GSH-dépendante de cette Gpx végétale,

expliquée alors par la présence d'une cystéine classique dans le site actif, laissait
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planer un doute sur l'implication de cette famille de protéines dans l'élimination des

peroxydes in vivo (Eshdat et al 1997). Les résultats des études au niveau de la

transcription des gènes de Gpx végétales ont montré que l'expression de ces gènes

est induite par de nombreux types de stress différents, notamment stress salin chez

Citrus sinensis (Beeor-Tzahar et al 1995), stress mécanique au niveau des tiges de

tomate (Depège et al 1998), stress oxydant chez l'orge (Churin et al 1999), stress

métallique chez Arabidopsis thaliana (Sugimoto et Sakamoto 1997), stress biotique

chez le tournesol (Roeckel-Drevet et al 1998). L'influence de la lumière, des

kinases, ainsi que de substances de type hormone (acide jasmonique, acide

abcissique), ou encore l'interaction avec un pathogène (Magnaporthe grisae) jouent

sur le taux de transcrits d'une Gpx de riz (Agrawal et al 2002). Des influences

semblables (kinases, hormones), ainsi que d'autres dues à l'infection par un

champignon pathogène (Plasmopara) ou à l'oxyde nitrique ont aussi été mises en

évidence chez le tournesol (Herbette et al 2003). Ainsi, l'expression de ces gènes

de Gpx végétales est induite en conditions de stress et ces protéines ont

certainement un rôle dans la défense cellulaire contre le stress oxydant (Rodriguez­

Mi/la et al 2003). Il a été montré que la surexpression de gènes de Gpx dans la

levure ou dans des cellules de tabac augmente leur tolérance au stress oxydant

causé par différents agents (Chen et al 2004, Yoshimura et al 2004).

Grâce à la production de protéines recombinantes, d'autres études ont

consisté à tester in vitro l'efficacité de nombreux réducteurs sur ces protéines.

Herbette et al (2002) ont montré que deux Gpx de tomate et de tournesol pouvaient

réduire des peroxydes de nature variée en utilisant le GSH, mais aussi la Trx d'E.

coli, cette activité Trx-dépendante étant d'ailleurs plus importante que l'activité

GSH-dépendante. Jung et al (2002) ont caractérisé une enzyme de type Gpx chez
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Figure 11. Mécanisme réactionnel de la Gpx humaine, d'après Prabhakar et al

(2005). Lors de la réaction (1), le peroxyde ROOH est réduit en alcool correspondant

ROH, avec formation d'un acide sélénénique au niveau de la cystéine catalytique de

la Gpx. La protéine va ensuite fixer une molécule de glutathion réduit GSH, pour

former un sélénosulfide (2). dans l'étape (3), une deuxième molécule de GSH va

attaquer le sélénosulfide pour régénérer la Gpx sous forme réduite et active.

Globalement, deux molécules de GSH sont consommées et deux molécules d'eau

produites par cycle de l'enzyme.



le chou, et ont montré que son activité était strictement dépendante de la Trx d'E.

coli in vitro, et faisait vraisemblablement intervenir les 3 cystéines conservées

présentes chez les Gpx végétales. Ainsi, le mécanisme biochimique de la réduction

des peroxydes par les Gpx végétales serait différent de celui des Gpx animales

(Figure 11), déjà connu et récemment réexaminé en détail (Prabakhar et al 2005).

Cela a été montré indirectement lors du remplacement dans une Gpx de Citrus

sinensis de la cystéine conservée chez les plantes par la sélénocystéine typique

des Gpx animales. Cette substitution a induit une augmentation de l'activité

enzymatique, mais elle reste très inférieure à l'activité des enzymes animales

(Hazebrouck et al 2000).

La croissance exponentielle du nombre de séquences nucléotidiques

disponibles, sous la forme d'ESTs d'abord, puis de génomes complets, a donné de

nouveaux moyens d'analyse des gènes présents chez les plantes, aboutissant,

comme pour de nombreuses autres enzymes (Trx, Grx, Apx), à la découverte de

familles multigéniques. Ainsi, chez Arabidopsis thaliana, une famille de sept gènes

a été mise en évidence par des recherches in silico (Rodriguez-Milla et al 2003). Un

huitième gène a ensuite été ajouté à cet inventaire (Rouhier & Jacquot 2005).

L'expression de ces différents gènes est variable selon l'isoforme considérée, et

selon l'organe ou le tissu végétal. Cette expression est également influencée par

les conditions environnementales, ou l'action d'hormones (Rodriguez-Milla et al

2003, cette étude).

L'analyse des séquences protéiques par des logiciels de prédiction indique

que les Gpx végétales sont susceptibles d'être présentes dans différents

compartiments cellulaires (Herbette et al 2004). Une Gpx de tomate est localisée
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dans le cytoplasme ainsi qu'au niveau de la paroi. Des études d'import dans des

organites isolés ont depuis confirmé la présence de Gpx dans les chloroplastes de

pois (Mullineaux et al 1998). De même, l'expression dans des cellules de tabac de

fusion Gpx-GFP ont mis en évidence une localisation d'enzymes de peuplier dans

les mitochondries et chloroplastes (cette étude).

IV Mon travail de recherche

Mon travail de thèse s'inscrit dans la thématique de l'étude des systèmes

antioxydants redox-dépendants chez le peuplier, qui est développée au sein du

laboratoire. En particulier, le groupe s'est efforcé depuis plusieurs années d'étudier

le système thiorédoxine chez le peuplier, à travers l'étude biochimique et

physiologique des Trx et de leur cibles. Le développement des programmes de

séquençages d'EST puis du génome de peuplier a encore élargi ce champ

d'investigations. Par exemple, de nouvelles isoformes, comme les Trx h4 et h5, ou

encore de nouvelles cibles identifiées comme potentiellement intéressantes, telles

que les nucléoside diphosphate kinases, ou encore les métallothionéines, ont pu

être obtenues et au moins en partie caractérisées durant ma thèse. Des résultats,

préliminaires ou partiels ont été obtenu pour certaines enzymes, mais ne sont pas

détaillés dans ce manuscrit.

Le plus grande part de mon travail, a été consacrée à la caractérisation de la

famille des Gpx chez le peuplier, en lien avec les autres composants des systèmes

de détoxication redox cellulaire: Trx, Grx et Prx. L'implication des Gpx dans les

mécanismes de défense cellulaire contre le stress oxydant dans les cellules
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végétales semble très probable. Cependant, si les données sur l'expression des

gènes sont nombreuses et abondent dans ce sens, les études portant sur

l'expression et l'activité des protéines sont rares. Nous avons donc axé l'étude de

ces enzymes sur la caractérisation de leur propriétés biochimiques et l'étude de leur

expression, comparée à celle des autres membres de la famille des Prx.
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RESULTATS

Le travail présenté dans ce manuscrit concerne tout d'abord l'étude des

thiorédoxines de peuplier. Ces travaux ont donné lieu à deux articles publiés et un

article en préparation présentés ici, dans lesquels les investigations portent sur les

interactions entre Trx et cibles.

Le premier d'entre eux, l'article IV : Gelhaye E et al. (2004) A specific form of

thioredoxin h occurs in plant mitochondria and regulates the alternative oxidase,

décrit la caractérisation d'une isoforme de Trx mitochondriale de peuplier, la Trx h2.

Les interactions entre le système Trx et l'ascorbate peroxydase ont aussi été

étudiées, et font l'objet de l'article V : Gelhave E et al (2006), Ascorbate

peroxidase-thioredoxin interaction. Il apparaît que le système Trx peut entraîner une

inactivation de l'Apx, et il semble donc que les deux systèmes puissent interagir,

notamment lors d'un stress oxydant.

Une isoforme particulière de Trx, la Trx h4, a fait l'objet d'études biochimiques,

qui sont présentées ici sous la forme d'un article en préparation (Article VI : Gelhave

E (en préparation) Catalvtic Mechanism of a Glutaredoxin-dependent Thioredoxin

from Poplar), et d'études structurales qui sont en cours au laboratoire de

cristallographie LCM38 de Nancy.

Nous avons aussi entrepris la caractérisation d'une isoforme de Trx h, la Trx

h5, qui pourrait être secrétée par la cellule végétale, compte tenu de la présence

d'une séquence d'adressage pour les voies de sécrétion et de l'homologie avec une

Trx de type h secrétée in vitro chez le tabac (Juarez-Diaz et al 2005). La forme

recombinante mature de cette protéine a été produite dans E. coli sans son

extension N-terminale. Elle possède une activité classique de thiorédoxine, mais





semble aussi posséder une activité peroxydase, en réduisant notamment l'H20 2. Elle

est un donneur d'électrons pour différentes Gpx de peuplier, dont une isoforme aussi

potentiellement secrétée. Des études de localisation de cette protéine, par fusion de

la séquence d'adressage avec une protéine fluorescente (GFP) ont été entreprises.

La deuxième partie, et la plus importante part de mon travail, a été de

caractériser une famille de protéines cibles des Trx, les glutathion peroxydases

(Gpx), chez le peuplier. Au commencement de ma thèse, ces enzymes étaient

encore peu caractérisées et leurs relations avec les autres systèmes redox­

dépendants (Trx, Grx) faisaient l'objet d'un nombre très limité d'études.

Le travail de recensement des gènes codant pour ces protéines, leur clonage,

expression et purification, sont inclus dans l'article VII: Navrot N et al (2006) Plant

glutathione peroxidases are functional peroxiredoxins distributed in several

subcellular compartments and regulated during biotic and abiotic stresses. Des

études biochimiques, concernant les caractéristiques et le mécanisme réactionnel de

ces enzymes, ainsi que des études d'expression dans des conditions

environnementales variées ont permis d'évaluer et de discuter les capacités et les

rôles potentiels de ces Gpx dans la réponse et l'adaptation de la plante à son

environnement. Nous avons ainsi pu établir que ces Gpx possèdent une activité Trx­

dépendante et peuvent être regroupées dans la famille des Prx végétales.

La structure de la Gpx5 de peuplier sous forme oxydée et réduite a aussi été

résolue, en collaboration avec le laboratoire de cristallographie LCM3B de Nancy et

fait l'objet d'un article en préparation (Koh et al, en préparation). Ce travail a permis

d'établir que la Gpx5 de peuplier existe sous forme de dimère non-covalent, stabilisé

par des interactions hydrophobes. Le mécanisme catalytique proposé suite aux





études biochimiques et de mutagénèse réalisée sur la Gpx3.2 est aussi en accord

avec la présence dans la structure de la forme oxydée de l'enzyme d'un pont

disulfure entre les cystéines homologues aux Cys1 07 et Cys155 de la Gpx3.2.





Résultats

Article IV : A specifie form of thioredoxin h occurs in plant mitochondria

and regulates the alternative oxidase.

Gelhaye E, Rouhier N, Gerard J, Jolivet Y, Gualberto J, Navrot N, Ohlsson PI,

Wingsle G, Hirasawa M, Knaff DB, Wang H, Dizengremel P, Meyer Y, Jacquot

JP.

Proc Natl Acad Sci USA. 2004 Oct 5;101(40):14545-50. Epub 2004 Sep 22.

Cet article décrit une nouvelle isoforme de Trx mitochondriale chez le peuplier.

En plus des Trx de type 0, une Trx de type h, la Trx h2, est importée dans la

mitochondrie chez le peuplier. Sa localisation a été démontrée par des études

d'expression (Western blot), ainsi que par microscopie, à l'aide d'une fusion entre la

séquence d'adressage de Trxh2 et la GFP, une protéine fluorescente. Cette Trx h2

est capable de réduire l'alternative oxydase (Aox), une enzyme mitochondriale, pour

la rendre active. Elle n'est cependant pas capable de réduire efficacement une

glutathion peroxydase mitochondriale (Gpx3) de peuplier. La Trx 0 d'A. thaliana n'est

pas capable non plus de réduire la Gpx3. Cette étude met en évidence une Trx de

type h mitochondriale qui peut être glutathionylée et décrit son interaction avec

différentes protéines cibles de ce compartiment. La présence de cette isoforme de

Trx dans la mitochondrie renforce l'idée d'un réseau complexe de protéines redox-

dépendantes dans la mitochondrie végétale.
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The plant mitochondrial thioredoxin (Trx) system has been de­
scribedascontainingan NADPH-dependentTrx reductaseandTrx
o. In additionto themitochondrialisoform,Trx 0, plantsareknown
to containseveralchloroplasticTrx isoformsand the cytosolicTrx
h isoforms.We report herethe presencein plant mitochondriaof
a Trx isoform (PtTrxh2) belongingto theTrx h group.Westernblot
analyseswith mitochondrial proteins isolated from both poplar
andGFPfusion constructsindicatethatPtTrxh2 is targetedto plant
mitochondria.The recombinantprotein, PtTrxh2, hasbeenshown
to be reduced efficiently by the mitochondrial Trx reductase
AtNTRA. PtTrxhl is also able to reduce alternativeoxidase ho­
modimersand to allow its activation by pyruvate. In contrast,
neitherPtTrxhl nor AtTrx01 exhibits activity with severalpoplar
glutathioneperoxidasesand especiallya putative mitochondrial
isoform.lncubationof PtTrxh2wrth glutathionedisulfide ledto the
formation of glutathionylatedTrx, identified by massspectrome­
try. The formation of a glutathioneadduct increasesthe redox
potentialof PtTrxhl from -290 to -225 mV. In additionto Trx 0,

this studyshowsthatTrx h could alsobe presentin mitochondria.
This previously unrecognizedcomplexity is not unexpected,con­
sidering the multiple redox-regulatedprocessesfound in plant
mitochondria.

poplar 1 glutathione peroxidase 1 glutathionylation 1 redox potential

Thioredoxins (Trxs) are small proteins involved in cellular
redox rcgulatioll. These ubiquitous proteins. which are

prCSèllt in ail organismsfrom prokaryotesto eukaryotes,display
a particularly large div rsity in photosynthericorganisms(1,2).
For example,at Jeast21 genesencodingTrxs havebeendetected
in the fully scquencedgenomeof Arabidopsis Ihaliana (3). In
plants,severalTrxs arefound: the chloroplastic�T�r�x�s�j�~ ni ,x,y, and
CDSP32, the mitochondriaJ Trxs 0, and the Trxs ft, which
previously have been thought to be presentexclusively in the
cytosol. The chloroplasticTrxs, which are nuclear-encoded,are
reclucedby ferredoxin in a reactioncatalyzedbya heterodimeric
ferredoxin-Trx reductase(2). Recently,a mitochondrialsystem
involving a NADPH-Trx reductase(NTR), NTRA, ane! al least
one l'l'X 0 has been detectedin A. lizaliana (4).

The membersof the thire! l'l'X group,called Trxs h, possessal
least one specific characteristicHlat allows their identification;
the presenceof a conservedTrp residue(W l6 in poplarTrx hI)
that producesa uniquecharacteristicshoule!erat 290 nm in the
UV-region absorbancespectrum(5). Basedon primary struc­
ture analysis,Trxs Il coule! be classified into threesubgroups(3,
6). Membersof subgroupsl and II are reducee!by NTR, whereas
membersof subgroupru are depene!enton the glutathione/
glutaredoxinsystem(7). In ae!dition, ail mel1lbersof the second
group contain N-terminal extensions(3). l'Ile significance of
these extensionsrCl1lains unclear, given that prediction pro-

grams,such as TARGETP (www.cbs.dtu.dkhervices/TargetP)or
PSORT(http;//psort.ims.u-tokyo.ac.jp),suggeslthata majorityof
theseproteinsshould be cytosolie (3).

A poplar l'l'X, called PtTrxh2, belonging to subgroupII, waS
characterizedrecently (8). The recombinantprotein has becn
producedin Escflerichia coli. In this C[lSè, the N-lerminal èxten­
sion 'las cleavcdin the E coli cells, with the fir.t 19 amino acids
missing,suggestingthe presenceof a putativecleavagesite in the
N-terminaJextensionof the protein.

We report herethat PtTrxh2 is associatedwith l1litochondria.
The redox properliesof PlTrxh2were invesligatedby examining
its interaction with (wo potential mitochondrial rx targcls,
alternativeoxidase(AOX) andglutathioneperoxidasc(Gpx). In
addition, we report that this 'l'l'X e!isplays a potcntial sile for
glutathionylationand that formation of the glutathioneadduct
alters its redox potential.

MateriaIsand Methods
GFP Experiments.For in l'il'O intracellularlocalization. the cDNA
sequencesof the putative transit peptideand the first putative
O'-helix of PtTrxh2 were cloncd betwccn the NcoI and Bal7lHI
sites o[ plasmid p :K-GFP3A, which allows the expressiono[
protein-enhanced-Gl'Pfusions under the control of a 35S
promotcr.The following oligonucleotideswere usecl to oblain a
chimeric proteincontainingthe l'irst 65 amino acidsof PtTrxh2
connectedto GFP: forward oJigonucleotide.S'-C CCCArc­
CCTAATTTTGATCACTCCAATGGA-3'; reverse oligonu­
clcotide, 5' -CCCCGGATCCGCCGTGAATTCAAT' C-]'.
The resultanl plasrnid was transfected in tobacco leaves by
bombare!ment,and imageswere obtainedwith a ZeissLSM5l0
confocal microscope.The pCK-mRFP plasmid, which harbors
the DsREDI gene(C1ontech),which codesfor the l'cd fluores­
cent protein fused to the mitochondrial yeast COXIV prcse­
quence,wasuseclasamitochondriaJmarker.It wascotransfected
with the testedconstruction

MitochondriaPurification.Mitochondria,isolatedfrom 13-day-oJe!
soybean(Glycine max) cotyledons,were purified as describedin
ref. 9. For poplar (Populus tremula X Populus alba, clon...:
717-1-B4, Institut National de la Recl1erclleAgronomiqueOr­
léans,Olivet Cedex, rance),growing leavcs[1'0111 6-month-old
cultings were used. The leaves (60 g) were washedwith eùlcl
e!istillcd water, cut, ancl placee! in 300 ml of extractionmecliurll
(30 mM Mops buffer. pH 7.4/0.4 M mannitol/l% (wt/vol)

Abbreviations: AOX, alternative oXldase; Gpx, glutathlone peroxldase; GSSG, oxidlzecl
glutathione; Trx, thloredoxln; NTR. NADPH-Trx reductas·.
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Trx Activity. The reductiono[ Trx by NADPH and the recombi­
nant A. tholiol/o NTRA or -13 '.l'as followed at 412 nm by using
5,5'-dithiobis(2-nitrobenwicacid) as a substrate(4).

Expression and Purification of the Recombinant Proteins. For Pt·
Trxh2 production.E. coli sll'ain I3L2l(DE3) '.l'aseotransformed
with the helper plasmid pSBET and the recombinantplasmid
(13). Production and purification of the recombinantprotein
were performedas describedin ref. 8.

The procedures for the expression and purification of
AtNTRA, AtNTRB, AtTrxol, PtTrx/zl, PtTrxh3, and PtPrxQ
are describedin rcfs. 4 and 14-17.

Cloning of Processed PtTrxh2. Becausethe full-lengtll recombinant
protein is proccssedin E. coli (8), the ORFo[ poplarTrxh2. in
which the nucleotidesequenceeneodingthe first 1<) amino acicls
'.l'as dektcd, '.l'as eloned by PCR, by using the previously
describedplaslllid p �~�T�-�p�o�p�T�r�x�h�-�2�L (8) as a tcmplate,into thc
expressionplasmicl pET-3d between the two restriction sitcs
Ncol and BamHI with the following oligonucleotides:rorward,
5'·CCCCCATCCCTAATTTTGATCACTCC ATGGA-3';
reVL:rse, S'-CCCC CGATCCTTATATCATCCCATGCTTC­
TCAAT-3'. In this construction,the recombinantproteinstarts
with the sequenceMAN <OH.

Results

Mitochondrial localization of PtTrxh2. Two sets of expcriments
aimed at investigating the subcellular localization of PtTrxh2
were undertaken.First, a transientexpressionexperimentwas
carried out by llsing a cl1illleric protein obtained by fusing the
putativetransitpeptideof PtTrxh2 to GFP.After bombarcllllent
of tobacco lea[ cpiclermis, lhe protein- ,FP fusion was found
only in mitochondria(Fig. lA)

The mitochondrial localjzation '.l'as further dcmonstl·atedby
using specjfic antibodies together with Illitochondria puritied
l'rom poplar leaves(Fig. lB) The quality of the mitochondrial

Gelhayeel al.

Gpx Activity. The Gpx activily '.l'as measuredby folJowing H202
reduction.The reactionmeclium had the following composition:
50 mM TriS'HCI, plI 80/500 ,uM DTT/500 ,uM 1120 2 with
varyingamountsof PtTrxsandPtGpxs. Arter 1min of incubation
at amhient tempcralure, the reaction '.l'as startecl hy adding
H202. I-"or each time point, 50 ,ul o[ the reaction mixture '.l'as
added 10 950 ,ul or FOX2 reagent�a�~ c1escribedin ref. 17. The
absorbanceat 560 nm '.l'as read :lIter (1 1-h incubation

'.l'as measuredwith a Clark-type 02-electrode(Rank Brothers,
Cambridge,U.K.). Purifiedsoybeanmitochonclriawereoxidizcd
with 10 mM diamide,washed,ancl frozen, allowing �m�e�l�1�1�b�r�a�n�c�~

to breakdown. The mitochondriathen were suspendedin 1 ml
of reactionmediumcontaining0.3 M SUCrose, :) mM KH 2P04,

10 mM N-[tris(hyclroxymcthyl)methyl]-2-aminoethanesulfonic
acid (pH 70), 10 mM aCI,2 mM MgS04, and 0.1% (wt/vol)
BS/\ at 25°e. PtTrxh2(500 ,uM) '.l'as recluccdin 30 mM Tris'I{ 1
(pH 8)/1 mM DT \ buffer by using the NADPfl/ t TRB
systemdescribedin ref. 8. Subsequentadditionswere madeas
describedin Resulfs.

Redox Potential Determination. Titration 01Trx h2 redoxpotential
'.l'as determinedby using the monobromobimanemcthod de­
scribedin ref. 19. PtTrxh2 redox potentia[ also \Vas determinecl
by using atNTRB-catalyzed poising by direct reduction by

AD? 1 / ADPH (20). PtTrxh2 and GSSG-treatedPtTrxh2
(10-4011 )weremixedwithI08,uM OP] [in500,u1.Thcn,
85 nM AtNTRB '.l'as added, and the ADPr-I nxidized �w�a�~

determined at :\40 nm against an identical blank witl10ut
NADPH. To c1Cl<::rmine the reclox potential,the experilllent '.l'as
continuedby adding 1 mM NADP' to reversethe equilibrium
of the reactiLJn.The concentratiunof the ADP' stocksolution
'.l'ascheckeclby readingthe A at 260 nm, assumingthal E; = 15._
mM -I·cm-I. From the cquilibrium concenlration. redoxpoten­
tials '.l'cre calculatedby using the Nernst equation(20).

Electrospray MS. A Micromass Q-Tor Uilima (Waters) hybrid
landem massspectrometerwas used [or the acquisitionof the
eleclrospray ionization mass spectra. This instrument �i�~

equipped \Vith a nanoflow-electrospraysource. The �s�a�m�p�l�e�~

were infused into the mass speetrometerby using nanoiiow
capillaries(ProxeonBiosyslems,Odense.Denmark).The necdlc
voltagewas"" 1,800V, and thecollision energy'.l'as 10 eV for thL:
MS analyses.Samplesfor flow injection analyseswere diluted
1:20 with a solution o[ 50:50acetonitriieand 0.1% formic acie!.
Data analysis'.l'as accomplishedwith a MassLynx data system
and TRANSfORM deconvolutionsoftwaresupplied by the man­
ufacturer(Waters).

Glutathionylation Experiments. The reaclion mixture (50 ,ul) con­
taining 30 mM Tris'HO (pl 18), 1 mM OTT, and50 ,ugof paplar
Trx Iz l, h2, or Iz 3 (concentrationo[ =80 ,uM) \Vas incubated10
min before adcling 5 mM oxidiz'd glutathione (GSSG). The
excessof GSSG '.l'as removed by extensivedialysis (1/25,000),
and the resultantglutathionylateclprotein '.l'asconcentratedby
ul trafi Itration.

w.pnas.org/cgi/doi/l0.1073/pnas.04052821 0114546 1

Western Blot Analysis. PolycJonalantibodies(IgGs) againstpaplar
PtTrxh2 and poplar chloroplaslic methioninesulfoxide reduc­
tase A were raised in rabbils and pllrified rrom the serum by
affinity chromatographyinvolving covalently linking proteinsto
Sepharosecolumns by using a techniquesimilar to the one
describedfor type JI peroxiredoxinin ref. 11. Antibodiesagainst
glycine c1eavagesystem subunils P and T were gifts from J.
Bourguignon (Centre Nationalede la RechercheScientifique,
Grenoblc,France)(l2).

Protein extraction from leaves,stems,and roots '.l'as carried
out as describedin ref. 11. Wt:stern blots were performed by
usingpolyvinylidenèdifluoride membranes(Millipore) and the
Immun-StarGoat Anti·Rabbit Detection kit (Bio-Rad).

BSA/3 mM cyslcine/4 mM DTT/1.25 mM EGTA/2.5 mM
MgCJ2/OAo/r (wt/vol) polyvinylpyrrolidone/OA% (wt/vol) phe­
nollchloroform/polyvinylpolypyrrolidoneJ. After two roundsof
homogenizationat a low speedfor 2swith a Waring blender,the
homogellatewas rapidly filtered throughtwo layersof Miracloth
(100 ,um). The leaf fragmentsretainedby the net were homog­
enizedagain (three times for 2 s) with 200 ml of the c;xtraction
mediumand !ïltered as describedabove.The two �f�j�J�t�r�a�k�~ were
pooledandsuhjectedto differential centrifugationsasdescribed
in ref. 9. Mitochondria were resuspendedin washing mcdiun
[OA mM mannitol/lO mM Mops buffer, pH 7.2/0.5% I3::;A
(wt/vol)1 and puritïedasdescribedin ref. 10. Mitochondriawere
washedtwice in 30 ml of washingmedium devoid of BS/\. The
final pellet, suspendedto "" 1.5 ,ug of protein per ,ul of washing
medium,was storedat -80°e.

AOX Reduction and Activity. The reduction of soybeanAOX by
Pt rxJ12 '.l'as performed as follows. PtTrxh2 '.l'as reduced by
incubationwith 10 mM .oTT for 30 min and then c1ialyzed to
remove .oTT. The absenceof detectable.oTT in the protein
preparation'.l'as checkedby using 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic
acld). Purified frozen/thaweclsoybcan mitochonclria samples
containing2.5,5, or lO,ug of total proteinwere incubatedfor 30
min with 150,uMPtTrxh2or 40 mM .olT beforebeingsubjectecl
to nonreductiveSDS/PAGE.AOX immunodetectionalso '.l'as
performedby usingmonoclonalantibodiesla gencrousgift from
T E Eilhon (University of Nebraska,Lincoln) to YJ.I raised
againstthe Sauromofllln gulfofwn AOX (18).

To test the AOX activity, mitochondrialoxygenconsumption
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Résultats

PtTrxh2 �~

P subunit
T subunit

Fig. 1. Mitochondriallocalization of PtTrxh2. (A) M.tochondriallocalization of the PtTrxh2 fused to enhanced GFP in N. tabacum stomata. (Image 1) Image
of stom ta trom Nicotiana ben hamiana under visible ligh . Only the lower guard cell was transfected. (Image 2) �A�u�t�o�f�l�u�o�r�~�c�,�l�~�n�c�e of chlorophyll (blue) and
fluorescence of the mitochondrial marker (red). (Image ) Fluorescence of the fusion protein (green). (Image 4) Merged image,. (B) Immunodetl?ction of PtTrxh2
(Left), melhionine sulfoxide reduetase A (Center), and glycine decarboxylase complex subunits P and T (RighI) in poplar purified mitochondria.
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pl' 'parationwas checkedby using antibodiesrecognizinghoth
chloroplastic and C)'losolic methionine sulfoxide reduclases
( .R., unpublished data) ln this case, no �~�i�g�n�a�J could be
deleckdby using thc mitochondrial prcparation(Fig, lB Cen­
1er), whereasa strongsignal could be deleckd in whole poplar
leafcxtracts(dala nol shown),The PtTrxJz2�~�i�g�n�a�l intensily (Fig.
lB Leif) wa similar 10 lhat oblaincd by using anlibodicsraised
againslglycinc �d�~�c�a�r�b�o�x�y�l�a�s�' complex subunil, (Fig. lB RighI)
usedas mitochondrial markcrs.

PtTrKh2 Belongs to a Specifie Subgroup of TrKS h. Trx h have been
classifïed inlo lhrec dirfcrent sllbgroups based on primary
structureanalysisP). SubgroupII incluc\\; Trxs exhibiling an
N-terminal eXlension (6). A phylog nic trce ha, been con­
si rucled by using variou' Trxs h belongingla suhgraupIl (Fig.
2). TheseTrxs could be furtherdiv ided into threesubclasses:one
group containin proleins related 10 AlTrxh2 calJednA: one
groupconlainingproleinsfrom cereals,which cluslerseparalely
(!lB); and a lhird group (IIC) thal conlain protc:ins reJaledto
AlTrxh8 and alsu incll.ldc:s PtTrxJ12. Prediction af sl.Ibcellular
localilalian of each prolcin was performedby using a combi­
nation of Iwo �p�r�o�g�r�a�m�~�, TAfWETP and IPSOKI. Wilh lhe excep­
[ion of AlTrxh7, PtTrxh2-relaledmcmb rs ail are predicted10

poscssa peptidesignal. ln conlrast,AITrxJl2-rclaledsequences
are mainly predicted 10 be cylosolic. However, il should be
poinled out that soybeanTrxs, which have heen shown 10 be
anchored10 plasmamembranes(21), arc pl'edicled 10 be chlo­
roplastieproleinsby lheseprograms.Theseanalysessuggesllhat
milochondrial Trxs Il could constilule a quile homogeneous
sllbclassin l'l'X h subgroupII.

Expression of PtTrKh2. The expressionof PtTrxh2 in plant organs
wasinvesligaledby recordingthe numberof -STscodingfor lhis
prolein amongail of the poplar ESn presentin lhe GenBank
dalabase.Araund80 ESTsarepresentof a lotal21Odelecledfor
the whole Trx h group. For comparison,onl)' six ESTsencoding
Trx 0 have been found in the database.The Pllrxll2 gene lhus
appear'10 be transcribedat high levels in leaves�(�=�6�9�~�h�i�l�S�) and
allow levelsin raots(5 hits) andpetioles(5 hits). Trx h2 also\Vas
i'ollowed al lhe protein Icvcl in l'oots, stems,and leaves.The
prolein is presenlin similar cJeleclableamountsin ail partsof the
plant (dala not shown),

Gelhaye et al

atNTRA and atNTRB. The presenceof NADPH Trx reduclasc:in A,
lhaliana milochondria is demonslraledin ref, 4. The aClivily of
PtTrxJz2has been monilored in lhe presenceof both cytosoJic
(AlNTRB) andmilochondrial (AI TRA) ADPH TrxA. llwli-

Fig.2. Phylogenetic tree of various Trxs h belonging 10 the subgroup II. The
ClUSTAlW software was used to generate the phylogenetic tree of the following
Trxs (GenBank accession numbers in parentheses): At2, A. thaliana Trxh2
(558123); At7, A. thaliana Trxh7 (AAD39316); At8, A. thaliana Trxh8
(AAG52561); Bv, Beta vulgaris (BQ4891 03); Br, Brassica rapa (AF352030); Cs,
Citrus sinensis (CF837405); Ca, Capsicum annuum (CA523711); Ga, Gossypium
arboretum (BG440056); Gm l, G max (AW620807); Gm2, G. max (BM188930);
Ha, Helianthus annus (TC13569); Hv, Hordeum vulgare (BI960260); lb, Ipo­
moea batatas (AY344228); Mc, Mesembryanthemum crystallinum (BE033809);
Mtl, Medicago truncatula (AW560796); Mt2, M truncatula (AW686237); Ls1,
Lactucca sativa (BU008396); Ls2, L. sativa (TC9551); Ly, Lycopersicon esculen­
tum (BG126499); Pr, Prunus armeniaca (CB818939); Os1; Oryza sativa
(AK062383); Os2, O. sativa (CB681257); Ps, Pisum salivum (AY17065l); Pt2,
Populus trichocarpa Trxh2 (AF483266); Pt5, P. trichocarpa Trxh5 (BU869308);
Rc, Rosa chinensis (BI978567); 5b, 50rghum bico/or (AW747151); Ts, Triticum
aestivum (CD914485); Vv, Vilis vinifera (CF513794); Zm. Zea mays (AY104013).
The subcellular prediction (C, cytosol; M, mitochondria; P, piast id) was per­
formed by using IPSORT(http://hypothesiscreator .nel/iP50RT).
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Glutathionylation of PtTrxh2. To investigatethe susceptibilityof
PtTrxh2 to glutathionylation.the prolt:'in was reclucedby TT,
incubalèd with exl'CSS GSSG, and an;Jlyzed by quaurupole
time-of-flight. ReduceclrecombinantPlTrxh2 hild the expected
Illoiecular rnass of 14,056.1:\75 Da. QuadrupoJetime-of-flight
analysisof PtTrxh2that h:Jdbeentreatedwith GSSGshowedtllc
formiltion of a peakwith a massof ]4,361.125Da, compatible
witll the addition of one glutathione moleculc (305."- Da). A
represenlativeanalysisof untreatcdPtTrxl12 and GSSG-treated
PtTrxh2is shownin Fig. 6. Whenthe GSSG-treatedPtTrxh2was
rereduceuby using 10 mM DTT, a peakal 14,059wasobtained
(data not shown), as expeetcu for reduetive dCilvage of the
adducl.PtTrxh1 and PtTrxh3,two otherpoplar -rxs h, alsowere
testeel.Jn both cases,no glutéllhione addition was detectcdon
theseTrxs in thcsc cxperimentalcondillons.

To investigatethe effectof glutalhionylationon the enzymalic
aclivity of Pt rxh2, the time coursesof reelLlction and rcoxida-

(data not shown).The mitochondrialAtTrxul was also unable to
reducethe different isoformsof PlGpx (délta not shown).

lime course (min)

300

Fig. 5. Gpx aC1ivity. The reduction of Hi02 by popl r Gpx 3 (P1Gpx3) was
ml'asured by following the disappearance of 500).LM H20, with 500 /lM on
or 20 ).LM of different Trx isoforms and 2 fLM Gpx3 in a typical fl'rrous
oxidation-xylenol orange (FOX) assay.• , minus Trx; _, 20 fLM P1Trxh2; À. 20
fLM P1Trxhl; x, 20 fLM PtT.xh3.

G Ihayl' et al.

Fig. 4. AOX activation. NAOH oxidation by mitochondria isolated from
soybean cotyledons. (A) Purified mitochondria in respiration medium. (B-O)

Purified soybean mitochondria \Nere incubated for JO min with 10 mM dia­
mide and washed two times, and the oxygen lIptake was measured in sucrase..
depleted respiration medium. Where indicated, the following additions were
made to the oxygen electrode cham ber: 35 fLM NTR reduced P1Trxh2 (B).
P1Trxh2 (875 /lM) was previously redllced du ring 15 min in the presence of
atNTRB (12.5 fLM) and NAOPH (25 mM). As control, either4 mM OTI(e) oronly
NAOPH/NTR (0) was added. Numbers on the traces represent nmol 02 per min
per mg of protein.

105.0

150 �~�M PtTrxh2

2.5105.0

40 mM on

2.5105.0

Native

2.5

Gpx Aetivity. Despitetheir classification,plant Gpxs use Trxs for
peroxicle reduction(23). The ability of PtTrxh2 to redueepoplar
�G�p�x�~ in vitro has been investigated.A representativeexperiment
involving the putative mitochondrial PtGpx3 is shown in Fig. 5.
Surprisingly,PtTrxh2 remainedcompletelyinactive in this te t, in
contrastto the cytosolicPtTrxh1 and PtTrxh3.Similar resultswere
ohlainedwith the other testedGpx isoforms.PtGpxl and PtGpx5

14548 1 www.p nas.org/cgl/doi/l0.1073/pnas.0405282101

ana reductases(data not shown). The observedactivily when
usin \5'-c1ithiobis(2-nitrobenzoicacid) as an electronacceptor
was �~�i�m�i�l�a�r regardlcssof which NTR was used,suggestingthat
PtTrxh2 could be reclucedby NTR in mitochonclria.

In éldditional cxperiments,SDS/PAG performed without
reductantaddition showed lhat PtTrxh2 is prc·.ent mainly élS
homodimers,which could be reducedby DTT (datanot shown).
The thiol contentof the prepmationwasdeterminedby usingthe
5,5'-c1ithiobis(2-nitrobenzoicacid) method,As expected,�J�l�C�:�~�a�r�l�y

threethiols arc titraled t'Ol' the reduccdprotcin and nearlyno SH
group (0.01 SH pero protein) is presentin the oxidized protcin,
suggestingthat Cys-29 is involved in a disulfide bridge, possibly
iinking two monomerstogether.

AOX Reduction. AOX, a pOlential mitochondrialTrx taroet,has
been shown to be redox-regulated(22). Western blot cxperi­
mentsallowing thc uctcctinnof oxidizeuAOX dimersa weil as
reduccd AOX monoOle,' were performed by using PtTrxll2­
treatedor untredtedsO'l'Jeanmitochondria(Fig. 3). As a control,
similar experimeots\Vere carriedout by usingDTT as reductanl.
A significant reduction of inactive dimers to monomers by
PtTrxlt2 was observed,suggestingthat Trx could regulateAOX
dimerizationand possibly its aetivity in mitochondria.

To confirm this hypothesis, the activity of AOX also was
monitoredin the presenceor �a�b�~�e�n�c�e of NTR-reducedPtTrxh2
by using purified soybeanmitochondria(Fig. 4). Purified mito­
chondrja presenteda high phosphorylativeefficiency and a
cyanide resistanceestimatedal 30% of the state-3 rate when

DH was uscdassubstrate(Fig. 4A). The cyanicle-insensitive
respirationwas l'ully il1hibited by propylgalate,a specifie inhib­
itor of AOX. To study lhe effecl of PtTrxh2,mitochondriawere
oxidized by using diamide (3 mM), and oxygen uptake was
recorded élfter il 2-min incubation in the electrode medium
devoid of sucrose. Under these conditions, the subsequent
addition or pyruvate poorly stimulated the cyanide-insensitive
respirntion(Fig. 48), eonfirmingthat the AOX protein needsto
be reduced to be aClivated by this eHector. The addition of

TR-reducedPtTrxh2 enhancedthe recorded AOX activity
(Fig. 48). A similar effect was obtained\Vith DTT (Fig. 4C).
Moreover,the additionor tlle recluctantsystemoCTrxs,depleted
of Trxh2, poorly modified the oxygen uptake(Fig. 40). Similar
experimentsperformedwith AtTrxol and the cytosolicPtTrxh1
indicilted thal theseisoformsalso could activateAOX (elatanot
shown).

Fig. 3. AOX reduction. Purified and frozen/thawed soybean mitochondria
(2.5, S, and 10 fLg of proteins) \Nere mixed with reduced 150 fLM P1Trxh2 or 40
mM OTI and incubated for 30 min before being sllbjected to 50S/PAGE. AOX
dimers and monomers were immunodetected.
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poplarTrxh (PtTrxh2)helongingto thissubgroupis associatedwith
mitochondria.This mitochondriallocalizationis in agreementwith
previousevidencefor the presenceof Trxs ane! particularlyTrxs Jz
in plant mitochonclria (26, 27). This mitochondrial localizationof
PtTrxh2 raisesthe possibility of suhcellularorganellelocalization
for other Trxs h with N-terminal extensions.The phylogenictree
presentedin thi, stue!y raises the pos:)ibility that mitochondrial
Trxhs could constitutea distinct subdiv;:;ionof the Trxh subgroup
II. However, the physioJogical,ignificanceof the N-terminal ex­
tensionsfound in other proteins of this subgroupremainsto he
elucidated.

The mitochondrial localization of PtTrxh2 �i�n�c�r�e�a�~�c�s the com­
pJexily of the Trx systemin this organelle,beeauseit l'las recently
shownthatTrx 0 andNTRA arealso localiœdin mitochondria(4).
ln poplar,ESTdatabaseanalysisindicatedthe presenceof at kast
one mitochondrialTrx 0 (7). The presenceof at kast two distinct
isoformsofTrx in mitochondriaraisesthequestionof thespeeilïcity
and also the. function of theseTrxs in this organelle,bath isoforms
being reduced by NTR. EST datahase analysis suggestedthat
PtTrxh2 may be expn:sscdln a significanlly larger extcn[ than
PtTrxo, sugge,tinga major rok for lhis isoforlll in poplar.

The functions of Trx in planl mitoehondria remain larg Iy
unknown. Nevertheless,recent data collected by using pro­
lcomic approaehessuggcslthe presenceof at Icast50 polenlial
Trx-linked proteinsinvolved in different fundamentalprocesses
(28). Among the,e potential targets,Gpx has been identified.
Interestingly, PtTrxh2 and atTrxol are not able to serve as
electron donors for different isoformsof poplar Gpx. whereas
these Gpxs ,HC recluced by either PtTrxh1 or PtTrxh3, two
putativecytosolieisol'orms.Amongthe tcstedPtGpxs,PtGpx3is
predictedto be largeledta mitochondriaand could be �e�l�a�s�~�i�f�i�e�d

as partof a miloehondrialGpx subgroupincluding AtGJ1x6(29).
The mitochondrial potato homolog of AtGpx6 has bCl'n found
lo he a potential largel of Trx (28). Becausetlle f;," value of
PlTrxh2 is Cluile similar to lhosc of other Tm, (24) and lhal
PtTrxh2 is able to interael with nonmitochondrialproteins (d
17), il is likely that ',lruclural tC:<llures, rather than thermody­
namie factors, are re::;pun,ibJelur the absenceof interactions
between PtTrxh2 and PIGpXS. The details of this Trx/target
interactionspecifieity lhus reguirc further investigation.Taken
togelher. thesedata suggestIhat additionalTrxs could cxist in
mitoehondriaand that the Trx systemof this org<lI1eJlc may be
ascomplexas lhal found in chloroplasts.Il is also possiblethat
other unidenlified reduclantsIllay be prc;;cnt in mitoehondria.

Anolher pOlential targel of mitochondrial Trxs is AüX.
Besidesthe cytochromec palhway,planl mitochondriahavean
alternative respiratory palhway involving the homodimcrie
AOX. AOX plays a mIe in deereasinglhe formation of miru­
chondrial reactiveoxygenspecies(30-32).A redox regulalionof
AOX has been idenlified. When the subunitsare linked by a
disulfide bond. the enzymeis inactive (22). In conlrasl,when the
disulficle is reduced,monomerscould he activated by u-keto
acids (33, 34). The ree!uctive activation of AOX dimer. by
PtTrxh2 and AtTrxo 1 dèscrihedin this studysuggestslhat Trxs
could play a major l'ole in the activatiun of AOX and also in
reactiveoxygenspeeicsdetoxificarion.

Anoliler characteristieof PtTrxJr2is its ability to beglutathio­
nylaled.This property may be unique for PtTrx!r2, becausetwo
other poplar Trxs, PtTrxhl and PtTrxh3, are not glutathiony­
lated. Data on glutathionylationprocessesin plantsare scarce.
ln contrast, this phenomenonis weil known in mammalian
systems.For instance,glUlathionylationof humanTrx hasbeen
shawnto reduceits enzymaticactivity (35). ln this study,we have
shown that glutathionylation significantly alters the PtTrxh2
redox potential, suggestingthal gIutathioneaclduct eould a[so
modulateits enzymaticaetivity. The physiologicalsignificanœof
this posttrans[ationalmodification of PtTrxh2 remains to be
elueidatedand deservesfurther investigation.
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Fig. 7. Determination of redox potentiat of PtTrxh2 and glutathionytated
PtTrxh2. Reduction of disutfides in 26.6 p.M PtTrxh2 �(�~�) and 26 p.M GSSG­
treated PtTrxh2 (.) was started by the addition of 85-nm Trx reductase B from
A. thaliana. When the reaetion was s1opped. NADP" was added to a final
concentration of 1.0 mM. The formation of NADPH was followed from the
increase at 340 nm.

tion of disulfides in GSSG-treatedPtTrxh2 and PtTrxh2 in the
presenceof 85 nM AtNTRB arecomparedin Fig. 7. For PtTrxh2,
the amountof oxidized NADPH e!eterminedin the tirst part of
the curvesindicatesthat the threecysteinesare reduced(= 1.5
oxidized NADPH per protein). In contrast, the amount of
oxidized NADPH correspondsto only one disulfide bridge in
GSSG-treatee!PtTrxh2 (=1 oxidized NADPH per protein).
From equilibrium constants,redox potentialsof -287 :!: 15 mV
for PtTrxh2and --225 =- 15 mV for GSSG-treatedPtTrxh2l'lere
calculatedby L\sing a valueof -320 mV for the coupleNADP ,
NADPH al pH 7.0 and 2U°C. The oxidation-reductionmidpoint
potential (Fm) of PITrxh2 also l'las measuredby using tlle
monobromobimanetitration metllod. Thc Em value is approxi­
mately- 292 mV =10 mVat pH 7.0,avaluesimilar to tllat found
with the NTR method ane! for otherTrxs h (24. 25).

Fig. 6. Glutathionylation of PtTrxh2. The deconvoluted speetra of native
PtTrxh2 (A) and PtTrxh2 incubated with 5 mM GSSG (8) are shown.

.. .....

Discussion
In poplar,asweil as in otherplants,tlle Trx h groupcanbedivided
into threedistinct subgroups.The main characteristicof subgroup
11 memben,is the presenceof an aminoacid N-terminalextension.

cvertheh.:ss,it hadbeentllought that theseisoformsl'lere localized
in the cytosol (2,3). In this study.l'le demonstratethat at leastone
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Article V : Ascorbate peroxidase-thioredoxin interaction.

Eric Gelhaye, Nicolas Navrot, Isabel K. Macdonald, Nicolas Rouhier, Emma

Lloyd Raven, Jean-Pierre Jacquot

Photosynthesis Research, accepté.

Cet article décrit la mise en évidence d'interactions entre les systèmes thiol­

dépendants et les peroxydases dépendantes de l'ascorbate chez les végétaux

supérieurs. Nous avons montré que l'ascorbate peroxydase de pois est capable

d'oxyder le GSH ou encore une Trx de peuplier. La réaction avec ces composés

contenant des thiols va aboutir à la consommation d'02 couplée à une production

d'H20 2 et à l'inactivation de la peroxydase. Cette inactivation n'est pas uniquement

due à j'action d'H20 2 mais aussi à j'action de radicaux formés par l'oxydation des

groupements thiols du GSH, de la Trx ou encore du DTT. Il est donc possible qu'Apx

et Trx (ou GSH) puissent interagir in vivo, particulièrement en cas de stress oxydant,

quand le substrat réduit de l'Apx, l'ascorbate, pourrait être présent en quantité plus

faible, et en présence d'H20 2. Cette interaction entre des protéines présentes dans le

cytosol, pourrait aussi avoir lieu dans d'autres compartiments (le chloroplaste

notamment), mais sa signification et son rôle physiologique restent à déterminer.
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Abstract Proteomicsdata have suggestedascorbate
peroxidase(APX) to be a potentialthioredoxin-inter­
acting protein. Using recombinantenzymes,we ob­
served that incubation of pea cytosolic APX with
reducedpoplar thioredoxinsh drastically inactivated
the peroxidase.A similar inactivation is induced by
reducedglutathione and dithiothreitol, whereasdia­
mide andoxidizedglutathionehaveno effect. Oxygen
consumptionmeasurements,modificationsof theAPX
visible spectrumand protectionby hydrogenperoxide
scavengingenzymessuggestthat APX oxidizes thiols
leadingto the generationof thiyl radicals.Theseradi­
cals can in turn reactwith thiyl anionsto producethe
disulfide radical anions, which are responsible for
oxygen reduction and subsequenthydrogenperoxide
production.The APX inactivationis not duesolely to
hydrogenperoxidesincefluorimetry indicatesthat the
environmentof the APX tryptophanresiduesis dra­
maticallymodifiedonly in thepresenceof thiol groups.
The physiological implications of this interactionare
discussed.

Keywords Thioredoxins'Ascorbateperoxidase.
Glutathione. Inactivation'Thiyl radical
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Introduction

The regulation of the cellular redox state is crucial
for plant developmentand adaptation to environ­
mental stimuli. Several redox metabolitesare invo­
lved in this regulation.Among them, ascorbateplays
a major role, particularly as a substratefor ascorbate
peroxidase(APX), an enzyme converting hydrogen
peroxideto water. APX has beenidentified in many
higher plants and constitutesa family of isoenzymes
distributed in different subcellular compartments
(Shigeokaet al. 2002). In Arabidopsisthaliana, three
APX isozymesare presentin chloroplasts:a thyla­
koid-bound APX, a lumenal APX, and a stromal
APX, the latter having been recently shown to be
targetedboth to the stromaand mitochondria(Chew
et al. 2003). The cytosol containsone cytosolic APX
(APX1), and an additional APX (APX2) that is
inducible essentially under extreme light or heat
stress conditions (Karpinski et al. 1999; Panchuk
et al. 2002). APXs contribute together with other
enzymesto the control of hydrogen peroxide con­
centration,a signaling molecule involved in the reg­
ulation of key biological processes, such as
programmedcell death, abiotic stress responseand
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pathogendefense (Gechev and Hille 2005; Schutz­
endubel and Polle 2002; Overmyer et al. 2003).
CytosolicAPXl hasbeenshownto play a key roIe in
protectingchloroplastsagainstoxidative stressduring
photosynthesis,suggestinga cross-compartmentpro­
tection mediated by this enzyme (DavIetova et al.
2005).

Ascorbateperoxidasewhich belongsto the class l
heme peroxidaseshas been extensivelystudied as a
peroxidasemodel and the 3D structureof the APX­
ascorbate compIex has been solved (Sharp et al.
2003a).APX, as otherperoxidases,is able to catalyze
theoxidationof non-physiological,aromaticsubstrates,
at ratescomparableto thoserecordedwith ascorbate
(Sharp et al. 2003b). Furthermore, thiol-containing
compoundssuchasglutathionehavebeenfound to be
good substratesfor horseradishperoxidase(Bumer
and Obinger 1997) and lactoperoxidase(Guo et al.
2004).

Besides ascorbate,thiol-dependingpathways,and
especiallythioredoxins,also play a major role in the
cellular redox control (Gelhayeet al. 2005; Buchanan
and Balmer 2005). Thioredoxins are small ubiqui­
tous disulfide oxidoreductaseswith two redox active
cysteinesin the catalytic site. The developmentof
proteomic tools has led to identify severalputative
thioredoxin-interactingproteins (Balmer et al. 2003;
2004; Wong et al. 2004; Yamazaki et al. 2004).
Among these,cytosolicascorbateperoxidasehasbeen
postulatedto interactwith thioredoxinsh (Marchand
et al. 2004; Yamazaki et al. 2004). Thioredoxins h
constitute a subfamily of thioredoxins, essentially
located in the cytosol (Meyer et al. 2002; Gelhaye
et al. 2004a);however,at least one isoform has been
found in mitochondria(Gelhayeet al. 2004b).Thior­
edoxinsh are usually reducedby a flavoproteincalled
NADPH Thioredoxin Reductase(NTR), which has
also been found both in the cytosol and in mito­
chondria(Florencioet al. 1988;Laloi et al. 2001).The
putative interaction between ascorbate peroxidase
and thioredoxin could be very important in the
understandingof the global cellular responseto oxi­
dative stress.Indeed,APX is known to play a major
role in the regulation of the cellular redox state
(Davletovaet al. 2005) and the relationshipbetween
this enzymeand the thioredoxin systemremainslar­
gely unknown.

The aim of this study was to investigatepotential
interactions between thioredoxins and APX. Using
recombinantproteins of cytosolic origin, we demon­
stratethat thethioredoxinsystem(NTR/Trx) aswell as
glutathione are oxidized by pea cytosolic APX, this
processleadingto an inactivationof the peroxidase.

�~ Springer
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Materialsandmethods

Enzymes

APX was expressedand purified according to pub­
lished procedures(Metcalfe et al. 2004). Poplarthior­
edoxin hl(PtTrxhl), thioredoxin h2 (PtTrxh2), type
II peroxiredoxin (PtPrxII) and methione sulfoxide
reductaseA (PtMsrA) have been preparedas desc­
ribed previously (Behm and Jacquot2000; Gelhaye
et al. 2002;Gelhayeet al. 2003). NADPH-thioredoxin
reductaseB (NTR) from A. thaliana hasbeenisolated
as describedin Jacquotet al. (1994).

Time dependenceof inactivation

The inactivationof APX by the NADPH-Thioredoxin
system(NTS) wasfollowed by incubatingAPX (2 ,aM)
with NADPH (2.2 mM), NTR (9.75 ,aM) andPtTrxhl
(10.5 or 100 ,aM) in 50 mM phosphatebuffer, pH 7.0.
The reactionwas initiated by the additionof APX. At
the appropriatetimes10 /lI aliquotswereremovedand
their enzymatic activities were determined in the
ascorbateperoxidaseassay(500 /lM ascorbate,100 /lM
HzOz in 50 mM phosphatebuffer, pH 7.0).

The assaysdetermining the influence of different
compoundson APX activity havebeenperformedas
follows. APX (6.6 /lM) was incubatedwith the tested
compoundduring 30 min and 5 /lI aliquots were re­
movedandtheir residualactivity wasdeterminedusing
the ascorbateassay(500 /lM ascorbate,100 /lM HzOz
in 50 mM phosphatebuffer, pH 7). The relative
activity of APX control (without addition)wasdefined
as 100.

Kinetic parametershave been determined using
APX (13 ,aM) pre-incubatedduring20 min with NTSl
(PtTrxhl 100 /lM) as describedabove. The resulting
mixture has beendialyzed over-night against50 mM
phosphatebuffer, pH 7.0 in orderto removeNADPH
and activity measuredusing 28 nM of APX. As a
control, APX has beensubmittedto the sametreat­
mentbut without NTR addition.

APX activity assay

APX activity was determined in assayscontaining
100 /lM hydrogen peroxide and either ascorbateor
guaiacol (a substrateof APX) in 50 mM phosphate
buffer,pH7.0.Forascorbate,theactivitywasfollowedas
thedecreasein A Z90 dueto theconsumptionof ascorbate
(EZ90 = 2800M-1 cm-1). The activity with guaiacol
wasdeterminedat470nm(E470= 26600M-1 cm-1).The
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reactions were initiated with hydrogen peroxide
(100 .uM).

Altematively, HzOz disappearancewas followed
directly. The reaction mixture (500 .ul) contained
50 mM phosphatebuffer pH 7.0, 500.uM ascorbate,
30 nM APX. Thereactionwasstartedby adding1 mM
HzOz. After the given incubation times, 2.5 .ul was
mixed with 1000.u1 of FOXl (ferrous oxidation in
xylenol orange) reagent (Wolff et al. 1994). The
absorbancewas thenreadat 560 nm after 1-h incuba­
tion.

DTNB reduction

The reduction of thioredoxin by NADPH and
recombinant NTR from A. thaliana was followed
at 412 nm using 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoicacid)
(DTNB) as a substrate(Jacquotet al. 1994).

Oxygenconsumptionassay

Oxygenconsumptionmeasurementsweremadewith a
Clark-typeoxygenelectrodefilled with 1 ml of 50 mM
phosphatebuffer. The reagentswere added in the
following order: first, 50 mM phosphatebuffer (pH
7.0) containing either GSH (1 or 10 mM) or NTSl
[NADPH (2.2 mM), PtTrxhl (35 .uM) and NTR
(0.8.uM)], then after 5 min base-line measurement,
reactions were initiated with 9.5.uM of APX. AlI
experimentsweredoneat room temperature.

Fluorescencemeasurements

activity due to inactivationby NTSl (NADPHINTRI
PtTrxhl) was followed over time, with ascorbateas a
substrate.APX inactivationrequiresreducedNTR and
is enhanced in presence of thioredoxin (Fig. 1).
Control experiments,where NADPH or NTR were
omitteddid not induceanyinactivation,confirmingthe
needfor reducedthiol compounds.The NTS1-treated
APX exhibitedmuch lower catalytic rateswith either
ascorbateor guaiacol than untreatedAPX (Fig. 2).
Steady-stateoxidation of guaiacol by APX obeys
Michaelis-Menten kinetics (Lad et al. 2002). The
NTSl incubationof APX leadsto a strongdecreaseof
kcat from 1410 to 350 min-l, whereasno significant
changes in Km values were observed (around
10 ± 4 mM). Steadystate oxidation of ascorbateby
APX did not obeyMichaelis-Mentenkineticsandthe
datawerefitted to the Hill equation(Lad et al. 2002),
leading to a kcat value of 9400± 1600�m�i�n�~�l for the
untreated enzyme. Nevertheless,after NTSl treat­
ment, the obtaineddatacould be fitted to Michaelis­
Menten equation, the kcat value being dramatically
decreased(kcat = 2200 ± 374 min-1).

The NTS1-inactivationof APX was also confirmed
when measuring HzOz disappearanceinstead of
ascorbateoxidation(Fig. 3), showingthat theobserved
inactivationdoesnot result from a competitivereduc­
tion of HzOz by NTS1. We haveobservedmanytimes
in separateexperiments,that theNTS systemis unable
to reduceHzOz by itself.

After incubation with APX, the NTSl system
remainedfully active when testedin the DTNB assay
suggestingthat NTR and Trx are not irreversibly
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Apx (9.5 .uM) in 50 mM Tris buffer pH 7.0wasexcited
at 280 nm and emissionspectrawere recordedwith a
Caryec1ipsefluorescencespectrophotometer(Varian).
Similar experimentswere also performedby adding
GSH (10 mM) or HzOz (10 mM), emission spectra
being recordedafter 10 min.

Inactivationof APX by the thioredoxinsystem
0.01

405 10 15 20 25 30 35
Incubation time (min)

Fig. 1 Inactivation of APX by NADPH Thioredoxin System.
Apx (2 /lM) hasbeenincubatedwith; .,NADPH (2.2 mM); 11III,
NADPH and NTR (9.75 /lM); Â, NADPH, NTR and PtTrxhl
(10.5 /lM) and; 4D, NADPH, NTR and PtTrxhl (100 /lM) in
phosphatebuffer 50 mM, pH 7. Aliquots were assayedat the
specified time for residual activity with ascorbate(ascorbate
500 /lM andHzOz 100 /lM)

In order to test the effect of reducedcompounds(e.g.
thioredoxinor glutathione)on APX, we havedevised
an experimentalsetup that inc1udestwo consecutive
phases.The APX is first preincubatedwith the desired
compoundin an Eppendorftubefor a given time, and
then an aliquot of APX is used for determiningits
activity in a spectrophotomoter.The decreasein
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APX-inactivationand peroxidases

APX hasbeenpreincubatedduring 30 min with vari­
ous compounds and its relative residual activity
determinedusing ascorbateas substrate(Fig. 4). A
strong inhibition of APX activity was observedusing
glutathione (1 mM) or DIT (1 mM). PtTrxh2 is a
mitochondrialthioredoxin,which differs from PtTrxhl
by at least the catalytic site, WCGPC and WCPPC,
respectively.The observedAPX inactivationis similar
with both thioredoxinsandrequiresreducedforms of
the testedcompounds.In aIl cases,the APX-inactiva­
tion is preventedin the presenceof ascorbate(1 mM)
or guaiacol(9 mM).

Effectsof variousthiol compoundson APX

Nitrites, which havebeenshownto be electrondonars
for heme peroxidases(Guo et al. 2004) are able to
preventat least partially APX inactivation by NTSl
(Fig. 5).

Two other proteinscontainingthiols in their cata­
lytic site have been tested, PtMsrA (Gelhaye et al.
2003) and PtPrxII (Rouhier et al. 2001). PtMsrA is a
methioninesulfoxide reductase,whereasPtPrxII is a
type II peroxiredoxin catalyzing the reduction of
hydrogenperoxide.Both proteinsrequire thioredoxin
as a reductant. The APX inactivation by NTSl is

inactivatedduring the interactionwith APX (datanot
shown).
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Fig. 2 Steady-stateactivity of NTS inactivated APX. Apx
(13.3 {lM) was incubatedwith 100 {lM PtTrxh1,6.5 {lM NTR et
0.4 mM NADPH during 30 min, dialyzed in order to remove
NADPH andthe activity of the treatedsample(II1II) was assayed
in comparisonwith a control (.) incubated100{lM PtTrxh1,
6.5 {lM NTR and also dialyzed. The activity has been tested
using 30 nM of APX with 100 {lM HzOz varying the ascorbate
(A) or guaiacol(B) concentrations
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Fig. 3 Hydrogen peroxidedisappearancein presenceof NTS­
inactivatedAPX. Apx (13.3 {lM) was incubatedwith 100 {lM
PtTrxh1, 6.5 {lM NTR et 0.4 mM NADPH during 30 min,
dialyzed in order to remove NADPH and the activity of the
(.) treatedsamplewasassayedin comparisonwith a control (II1II)
incubated100{lM PtTrxh1,6.5 {lM NTR andalsodialyzed.The
activity hasbeentestedusing 30 nM of APX, 1 mM HzOz and
600 {lM ascorbate

III

Fig. 4 Effect of variousthiol compoundson APX activity. Apx
(6.6 {lM) has been incubated during 30 min in presenceof
various compounds.NTSl: NADPH 180 {lM, PtTrxhl 35 {lM,
NTR 0.8 {lM; NTS2: NADPH 180{lM, PtTrxh2 35 {lM, NTR
0.8 {lM. An aliquot (5 Ill) has been assayedfor activity in
presenceof 600 {lM ascorbateand 100 {lM HzOz, the control
(100%) exhibiting an activity of 53 mUI

�~ Springer



Résultats
PhotosynthRes

10
....... 90
�~ 80
�~'S; 70
�~ 60
.v 50
�~ 40
c( 30

20
10
o

Fig. 5 APX inactivationandperoxidase.Apx (6.6 /lM) hasbeen
incubatedduring 30 nlln in presenceof NTSl: NADPH 180 /lM,
PtTrxhl 35 /lM, NTR 0.8 /lM; with or without catalase(67, 134
and670 /lglml), PtMsrA (2 /lM), PtPrxII (2 /lM), sodiumnitrites
(1 mM). An aliquot (5 J-ll) has been assayedfor activity in
presenceof 600 /lM ascorbateand100 /lM H20 2

enhancedin presenceof PtMsrA, while thepresenceof
PtPrxII prevents,at leastpartially, APX inactivation.
In complementaryexperiments,the effect of various
concentrationsof catalasehasbeentestedshowingthat
this enzymecanalsopreventto sorneextenttheNTS1­
inducedAPX inactivation.Takentogether,thesedata
suggestthat APX-inactivationprocesscould be linked
to hydrogenperoxideformation.

Oxygenconsumption

The formation of hydrogenperoxideis consistentwith
a reactionof thiols with APX generatinghighly reac­
tive thiyl radical intermediateswhich can react with
oxygento producthydrogenperoxideaccordingto the
following reactionswith glutathioneas example(Guo
et al. 2004):

240
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Fig. 6 OxygenconsumptionduringAPX inactivation.APX (14,
5 /lM) hasbeenincubated:l1li, alone as control; ., with 1 mM
GSH; ., with 10 mM GSH in 50 mM phosphatebuffer, pH 7.0

activity. Oxygenconsumptionwas greatly accelerated
whenthe GSH concentrationwasincreasedto 10 mM.
A weak oxygen consumptionwas also detectedIII

presenceof APX andNTSl (datanot shown).

Effect of thiols on the spectrumof APX

When GSH (1 mM) was added to APX, the APX
spectrumwas strongly modified in the Soret region
with a maximal absorptionpeak at a wavelengthof
414 nm (410 nm for the untreated APX) (Fig. 7).
Furthermore,thespectrumwasalsoalteredin the500­
700nm region.Thesemodificationsaresimilar to those
obtainedin presenceof NTSl (datanot shown), sug­
gestingthatAPX wasableto oxidizesulfhydryl groups.

Effect of thiols on Trp fluorescence

The fluorescenceemissionspectrumof APX (excita­
tion at 280 nm) was dramatically modified in the
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Fig. 7 Effects of glutathioneon spectralchangesin APX. The
reactionwas startedby adding 1 mM GSH to 6 /lM APX and
spectrahavebeenrecordedimmediately(dottedline) and after
30 min of incubation (solid line). The graph in the inset
correspondsto the visible part of spectra

Oxygen consumptionexperimentshave also been
performed(Fig. 6). Oxygenconsumptionis detectedin
presenceof APX (14.5 ,uM) and GSH 1 mM, whereas
APX alone does not exhibit oxygen consumption

Gssâi"+02 ---+ GSSG+ 0;

147 �~ Springer



PhotosynthRes

Discussion

decreaseof ascorbateoxidation.All thesedatasuggest
that this residue is located close to the ascorbate­
binding site confirmed crystallographically (Sharp
et al. 2003a)with the binding of aromaticsubstrates
such as guaiacoloccurring at a different site (Mand­
elmanet al. 1998;Lad et al. 2002;Sharpet al. 2004).

In this study, we show that thioredoxinsas well as
reducedglutathioneareable to inactivateAPX in well
definedconditions.Takentogetherthe obtaineddata
suggestthat APX is able to oxidize thiol compounds
leadingto the formation of thiyl radicals.Concerning
thioredoxins,the presenceof two cysteinyl residuesat
the catalytic site leadsto the formation of a disulfide
bridge as shown previously (Goldman et al. 1995).
Similar mechanismscould also be proposedfor NTR.
This processis in agreementwith the fact that theNTS
enzymaticcapacityis not loweredafterincubationwith
APX. Similarly, reducedglutathionecouldbeoxidized
by APX as shown previously for other peroxidases
(Guo et al. 2004). It is well known that the highly
reactivethiyl radical intermediatescanreactwith thiyl
anionsto producethe disulfide radicalanion,which is
responsible for oxygen reduction and consequent
hydrogen peroxide production (Guo et al. 2004).
Detectionof oxygenconsumptionin presenceof thiols
is consistentwith this hypothesiswhereasAPX exhibits
no catalase-likeactivity (this work, Hiner et al. 2001).
Anotherpieceof evidencesupportingthis hypothesisis
that catalaseand peroxiredoxinpreventat least par­
tially the inactivation.Finally, the modification of the
APX UV/visible spectrum in presenceof thiols is
consistentwith the oxidation of sulfhydryl groups,
leadingto thiyl radical formation andfinally hydrogen
peroxide generation. In this context, ascorbateand
guaiacol can prevent APX inactivation probably
reactingboth with APX as substratesand with thiyl
radicalsto preventhydrogenperoxideformation. Ni­
trites, as electron donars, are also able to partially
protectAPX againstinactivationallowing a reduction
of APX (Guo et al. 2004).

Inactivation of cytosolic APX has been shown in
presenceof hydrogenperoxide as sole substrate.In
theseconditions,the formationof a proteinradicalhas
beendetected(Hiner et al. 2000; Hiner et al. 2001).
By analogy with anotherperoxidase(Ccp), it hasbeen
suggestedthat a tryptophanresiduecould be involved
(Trpl71), the electrontransferfrom the hemeleading
to the formation of a Trp radical. Nevertheless,the
inactivation of APX in presenceof thiols cannot be
explainedonly by the generationof hydrogenperox­
ide. The Trp fluorescence is indeed dramatically
modified in thiol-inactivatedAPX, whereasno change
has been detected in H20z- treated APX (Fig. 8).
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presenceof 10 mM GSH, suggestingthat the Trp
environment is altered during interaction between
GSH and APX. Interestingly, addition of hydrogen
peroxide (10 mM) had no effect on Trp fluorescence
(Fig. 8). A similar increasein fluorescenceemission
was observedwhen APX was previouslytreatedwith
hydrogen peroxide (10 mM) befare GSH addition
(datanot shown).
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Fig. 8 Effects of glutathione on Trp fluorescence elTIlSSlOn
spectra.Apx (9.5 pM) in 30 mM Tris-HCl, pH 7.0, was exited
at 280 nID (A), andin presenceof either(l1li) 10 mM GSHor (.)
10 mM H20 2• As control, (4D) 10 mM GSHin 30 mM Tris-HCl,
pH 7.0 was alsoused

CytosolicAPX hasbeenfound asa potentialtargetof
both thioredoxin (Yamazaki et al. 2004; Marchand
et al. 2004) and glutaredoxin (Rouhier et al. 2005).
Theseresults from three different laboratorieshave
beenobtainedusing two different approaches.In the
first case,affinity columnsusingmonocysteinicmutants
of either thioredoxinor glutaredoxinhavebeenused,
allowing the formation of stablemixed disulfides be­
tween the potential targets and the mutants. The
trappedtargetswerethenelutedwith DTT (Yamazaki
et al. 2004; Rouhieret al. 2005) and characterized.In
the secondcase,APX has beendetectedafter direct
reductionof the targetsby enzymaticallyreducedTrx
followed by labelling of unmaskedthiols (Marchand
et al. 2004).

Alignment of primary sequencesof plant cytosolic
APX showsthe presenceof only one conservedcys­
teine, Cys32. The role of this cysteine in the APX
catalytic mechanism has been extensively studied
(Mandelmanet al. 1998; Lad et al. 2002). Although
Cys32is locatedin thevicinity of the ascorbatebinding
site, modification of this residuewith Ellman reagent
does not affect oxidation of aromatic substratesas
guaiacol.In addition, the C32Smutantexhibits similar
activity with guaiacolbut, in contrast,thereis adramatic
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The observedinactivation of APX in presenceof
sulfhydryl componentsis probably not due simply to
an alteration of APX Cys32. Indeed, in the tested
conditions,incubationof APX with sulfhydryl groups
alteredbothguaiacolandascorbateoxidationwhereas
Cys32 is only involved in the ascorbatebinding site
(Mandelmanet al. 1998; Lad et al. 2002; Sharpet al.
2003a,b, 2004).

Takentogether,thesedata suggestthat thiyl radi­
cals induce large changesin APX (particularly in the
vicinity of Trp residues)leadingto the inactivationof
the enzyme. The exact location of these changesis
not defined and remainsto be determined.Further­
more, it is not clear if thesechangesare reversibleor
not. We suggest that the thioredoxin-dependent
APX inactivation leads to the exposureof a buried
cysteine (probably the conservedCys32) explaining
the fact that APX was found as a potential thiore­
doxin target, again this hypothesis needs to be
confirmed.

The obtained results raise interesting questions
about the physiological significance of this possible
interactionbetweenAPX and thiols. Clearly, APX is
able to oxidize exposedprotein cysteineresiduesas
shownfor thioredoxinandPtMsrA aswell as reduced
glutathione.From a physiologicalpoint of view, this
phenomenoncould occur when the ascorbatepool
decreasesand in presenceof hydrogenperoxide. In
theseconditions,APX could play a role in thiol oxi­
dationgeneratingthiyl radical,which finally could lead
to glutathionylation. This hypothesis needs further
experimentsto be confirmed.

This study highlights unexpectedinteractionsbe­
tween ascorbateperoxidaseand thioredoxin that can
result in a reductant-linked inactivation of APX.
Thesereactionsillustrate that the delicate interplay
between the various cellular reducing systems can
result in unwantedconsequences.In this study, for
convenience,we haveusedrecombinantproteinsthat
are normally targeted to the cytosol. Given the
functional homology betweencytosolic APX and its
chloroplast counterparts,and also between thiore­
doxins of the various compartments,we expect that
the APX-thioredoxin interaction could also take
place in other compartmentsthan the cytosol, and
notably in the chloroplasts.Given the importanceof
APX in the protection of chloroplastsagainst reac­
tive oxygen species,this leads to suggestthat there
should be sorne type of mechanismsthat could pre­
vent this negativeeffect. One possibility that imme­
diately cornesto mind is that a temporalltopological
segregationof thesesystemsshould be able to pre­
vent the putative damagelinked to this reaction.
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Résultats

Article VI : Catalytic Mechanism of a Glutaredoxin-dependent Thioredoxin

from Poplar.

Eric Gelhaye, Nicolas Rouhier, Masakazu Hirasawa, Nicolas Navrot, David

B. Knaff, Gunnar Wingsle and Jean-Pierre Jacquot

En préparation.

Cet article décrit la caractérisation d'une isoforme particulière de Trx chez le

peuplier. Cette isoforme n'est pas réduite par la voie classique de la NADPH­

thiorédoxine réductase, mais elle obtient son pouvoir réducteur des Grx. La Trx h4

présente la particularité de comporter une cystéine conservée en position N­

terminale, supplémentaire à celles du site actif. L'étude biochimique des mutants

cystéiniques de cette protéine a permis de proposer un mécanisme catalytique pour

cette enzyme: l'attaque nucléophile se fait sur la cystéine catalytique typique des Trx

(Cys 58). Un pont disulfure se forme ensuite entre Cys58 et Cys61. Ce pont disulfure

est alors converti en un pont disulfure entre Cys61 et Cys4, qui est ensuite réduit par

la Grx en présence de G8H et GR. La Trx h4 de peuplier est de plus capable de

réduire une M8R de type A de peuplier, mais pas les différentes isoformes de Gpx

testées. Il s'agit de la première étude montrant la réduction spécifique d'une Trx par

une Grx. La glutathionylation de cette Trx est aussi discutée.
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RunningTitle: Glutaredoxin-dependentthioredoxin

Surnrnary

A poplarthioredoxinof theh type(PtTrxh4)hasrecentlybeenshownto acceptelectronsfrom

reduced glutaredoxin (Grx). Unlike other thioredoxins h characterized so far,

NADPH:thioredoxinreductaseis not ableto catalyzereductionof PtTrxh4. PtTrxh4 contains

threecysteines,onelocalizedin aN-tenninalextension(Cys-4)andtwo (Cys-58andCys-61)

in the usualthioredoxinactive site (WCGPC).Mutants in which eachcysteinewas replaced

byaserinewereconstructedto investigatethemechanismof theGrx-dependentreductionand

the properties of the mutants suggestthat aIl three cysteinesare involved in catalysis.

Mutation of Cys-58 demonstratesthat it is responsiblefor the initial nucleophilic attack

during the catalyticcycle. The observationthat the C4Smutantis inactivein presenceof Grx

but fully activewhendithiothreitol is usedas reductantsuggeststhat Cys-4is requiredfor the

interactionof PtTrxh4 with Grx. Thiol titrations and redoxpotentialdeterminationsshowed

that two intramoleculardisulfidebridgesinvolving Cys-58canbe fonned, linking it to either

Cys-61 or Cys-4. Overall the results support a three-stepreactionmechanism:1) Cys-58

attacksthe sulfur atomof a targetprotein, 2) the heterodisulfideis thenreducedvia a double

displacementmechanisminvolving formation of a disulfide bondbetweenCys-58 and Cys­

61, followed by fonnation of a disulfide bond betweenCys-4 and Cys-58,which liberates

Cys-61, and 3) the disulfide bridge betweenCys-4 and Cys-58 is then reducedeither by a

bicysteinic glutaredoxin or through a monothiol pathway involving a monocysteinic

glutaredoxin.
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Introduction

Thioredoxinsare small molecularweight proteinsfound in all organismsfrom prokaryotesto

highereukaryotes.They are involved in many cellular processes,dealingprimarily with cell

redox regulation.In plants,numerousisoformshavebeenreported.For example,at least20

genescodingfor thioredoxinsarepresentin the completelysequencedgenomeofArabidopsis

thaliana (1). The thioredoxinsJ, m, x andy are presentin chloroplasts(2, 3), whereasthe

thioredoxins 0 are localized in mitochondria (4). The thioredoxins h constitute a large

disparategroup including cytosolicandmitochondrialthioredoxins(1, 5, 6, 7). Thioredoxins

h havebeendivided in threedistinct subgroupsin a classificationbasedon protein primary

structureandpositionof the introns (1). Membersof the first andsecondgroupsarereduced

by NADPH in a reaction catalyzedby NADPH-Thioredoxin Reductase(NTR). NTR is a

homodimericflavoprotein, with eachsubunit containingone NADPH-binding domain and

one flavin adeninedinucleotide(FAD)-binding molecule.Membersof the first and second

thioredoxinsh subgroupscontaina conservedWC(G/P]PCcatalytic site. The first cysteineis

the one involved in the nucleophilic attack on disulfide bridge presentin target proteins,

leadingto the formationof a disulfidebridgebetweenthe targetproteinandthioredoxin.This

intermoleculardisulfide is then reducedby the secondcysteine, leading to the releaseof

reducedtargetprotein andoxidizedthioredoxin.

It is only recentlythatmembersof plant thioredoxinh subgroup3 havebeendetected.Poplar

is among the plants in which this type of thioredoxin has beendetected(8, 9). A poplar

thioredoxin, PtTrxh4, containsthe usual catalytic site WCGPC but differs from previously

characterizedthioredoxins h in the reduction pathway used. Indeed, this isoform is not

reducedin vitro by NTR but by glutaredoxins(8). This uniquefeatureraisedseveralquestions

about the mechanismsof reactionsinvolving PtTrxh4. For example,as most characterized
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Trxs havea redoxmidpointpotentialof ca -290 mV while Grxs aremoreelectropositive(ca­

200mV), questionsaboutthe therrnodynamicfavorability of reductionof a Trx-like molecule

by Grx naturallyarise.

The uniquepropertiesof PtTrxh4 are analyzedin this paperand it is demonstratedthat, in

contrastto other thioredoxins,three cysteinesrather than two are involved in the catalytic

mechanism.Two of these cysteines are present in the usual thioredoxin catalytic site

(WCsSGPC61),whereasthe third is localized in the N-terrninal extension (Cys-4). The

existenceof alternativedisulfide bridgesinsidethe protein hasalsobeendemonstrated.From

these data and kinetic experiments,a catalytic mechanismhas been proposedfor this

thioredoxinisoforrn.
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Experimentalprocedures

CloningandmutationsofPtTrxh4

The proceduresfor cDNA isolation and its subsequentcloning are describedin (8). The

PtTrxh4 mutants C4S, C58S, and C61S were generatedby PCR using the cloning and

mutagenic oligonucleotides shown below (NcoI and BamH1 sites are underlined and

mutagenicbasesarein bold): PtTrxh4direct, 5'- CCCCCCATGGGACTTTGCTTGGAT-3';

andPtTrxh4reverse,5' CCCCGGATCCTCATTTGTCACTAGGGGGCAA3'; PtTrxh4C4S

direct, 5'-CCCCCCATGGGACTTAGCTTGGATAAGCAT-3'; PtTrxh4C58S direct, 5'-

TTCAGTGCAACATGGAGTGGTCCTTGTAGACAG-3'; PtTrxh4C58S reverse, 5'-

CTGTCTACAAGGACCACTCCATGTTGCACTGAA-3'; PtTrxh4C61S direct, 5'-

ACATGGTGTGGTCCTAGTAGACAGATTGCACCG-3'; PtTrxh4C61S reverse, 5'-

CGGTGCAATCTGTCTACTAGGACCACACCATGT-3'.

The mutatedPCRproductsthat containedthe restriction sites were in tum cloned into the

expressionplasmidpET-3d, yielding the constructionspET PtTrxh4C4S,pET PtTrxh4C58S

and pET PtTrxh4C61S.The mutationsof the recombinantplasmidswere verified by DNA

sequencmg.

Expressionandpurification ofthe recombinantproteins

AlI proceduresfor the expressionand purification of Arabidopsis thaliana NADPH Trx

reductaseB, poplar PrxQ, and Grx (WT and mutants)are describedelsewhere(10, 11, 12,

13). For the expressionof PtTrxh4, the recombinantplasmids were used to transforrn

Escherichiacoli strainBL21(DE3), which was also co-transforrnedwith the plasmidhelper

pSBETasdescribedin (14). AlI purificationstepsaresimilar to thatonedescribedin (8).
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Thiol ContentTitration

The thiol contentof eachprotein preparationwas measuredusing the DTNB procedureas

describedin (12).

Glutathionylationexperiments

The reactionmixture (50 /lL) containing30 mM Tris-Hel, pH 8.0, 1 mM DTT and 50 /lg

poplar thioredoxin (concentrationca 80 /lM) was incubatedfor 10 minutesbeforeadding5

mM oxidizedglutathione.

ElectrosprayMassSpectrometry

A Micromass Q-Tof Ultima (Waters Micromass MS Technologies)hybrid tandem mass

spectrometerwas usedfor the acquisitionof the electrosprayionization(ESI) massspectra.

This instrumentis equippedwith a nanoflow electrospraysource,The sampleswere infused

into the massspectrometerusing nanoflow capillaries(ProxeonBiosystems,Denmark).The

needlevoltage was 1800 V, and the collision energy was 10 eV for the MS analyses.

Samples for flow injection analyses were diluted 1:20 with a solution of 50:50

acetonitrile:0.1% forrnic acid. Dataanalysiswas accomplishedwith a MassLynxdatasystem

andTransformdeconvolutionsoftwaresuppliedby the manufacturer(WatersMicromassMS

Technologies).

Redoxpotentialdetermination.

Oxidation-reductiontitrationswerecarriedout asdescribedpreviouslyusingthe fluorescence

of the monobromobimane(mBBr)-modifiedforrn of the reducedprotein to monitor the extent

of theprotein'sreduction(15, 16). Ambientpotentials(Eh) wereestablishedusingmixturesof
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oxidizedglutathione(GSSG)andreducedglutathione(GSH) andthe PtTRXh4sampleswere

incubatedat thesedefinedEh valuesfor 2 hoursto allow redoxequilibriumto be attained,Ern

valuewas shownto be independentof andthe total [GSSGplus GSH] concentrationpresent

in the redox equilibrationbuffer over the rangefrom 2 to 5 mM. The oxidation-reduction

midpoint potential(Ern) was ca1culatedby fitting the datato the NernstEquationfor a two­

electronprocessasdescribedpreviously(17).

PrxQ activity measurement

The reduction of HzOz by poplar PrxQ in the presence of PtTrxh4 was followed

spectrophotometrically,using a Cary 50 spectrophotometer,by monitoring the decreasein

absorbancearising from the oxidation of NADPH in a coupledenzymeassaysystem.The

reaction mixture (500 IlL) contained30 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 200 /lM

NADPH, 1 mM GSH, 0.5 lU glutathionereductase,6 /lM Grx, 16 /lM PtTrxh4 WT and

mutants,500 /lM HzOzand2 /lM PtPrxQ.

Alternatively, HzOz disappearencewas followed directly. The reaction mixture (100 IlL)

contained30 mM Tris HCI pH 7.0, 500 /lM DTT, 4 /lM PtPrxQ and 36 /lM PtTrxh4. The

reactionwasstartedby adding500 /lM HzOz. After given incubationtimes,5 IlL weremixed

with 495 IlL ofFOXI (ferrousoxidationin xylenol orange)reagent(18). Theabsorbancewas

thenreadat 560nm afterone-hourincubation.

159 7



Results

PtTrxh4 belongsto the third subgroupof thioredoxin h and exhibits the usual thioredoxin

WCGPCcatalytic site. Apart from cysteinyl residuesfound in the catalytic site, membersof

this subgroupexhibit one other conservedcysteine(Fig. 1). This residueis found in a N­

terminal extension,anotherfeatureof the third subgroupmembers.Sequenceanalysisusing

several localization prediction programssuggestthat the N-terminus extensiondoes not

correspondto a signal peptide and that this protein is probably cytosolic. In order to

investigatethe putativerole of the three conservedcysteinesin the catalytic mechanismof

PtTrxh4, site-directed mutagenesishas been used in order to produce the following

recombinantproteinsin E.coli: PtTrxh4C4S,PtTrxh4C58SandPtTrxh4C61S.

Thiol contentdetermination

The thiol contentof all protein preparationswas estimatedusing the DTNB method. AlI

titrationswereperformedon enzymesthat were free from reductantandafter the additionof

SDS (see "Experimentalprocedures").Consequently,all thiols are titrated regardlessof

whetheror not they were accessiblein the nativeprotein.A summaryof thesedatais shown

in Table 1. Near1y three thiolsper protein are titrated for the reducedWT protein, and

approximatelyone SR group is presentin samplesof the WT protein in the absenceof an

addedreductant.Under reducingconditions,the thiol contentsof the C4S, C58S and C6lS

mutantswereaIl closeto 2SR/molin goodagreementwith the expectedtheoreticalvalues.In

the absenceof an addedreductant,C61S is fully oxidizedwhile C4S andC58Smutantsare

only partially oxidized(i.e., thiol contentvalueslower than1 SR/molweremeasured).
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SDS-PAGEanalysis

SDS-PAGE wasperformedeitherin presenceor in absenceof reductant(Fig. 2). In absence

of DTT, WT and C6lS dimerswere detectedbut monomerswere the most abundantforms

observedfor both proteins.Gnly the monomerwas observedfor the C4S mutant,suggesting

that an intramoleculardisulfide bridge is formedbetweenCys-58andCys-61. In the caseof

the C58Smutant,oligomeric forms of the proteinwerepresentin high abundance,suggesting

the presenceof intermoleculardisulfide bridgesinvolving Cys-4and/orCys-6l. The fact that

both cysteineswere fully oxidized in the C6lS mutant protein (Table 1) suggeststhat an

intramoleculardisulfide bridgebetweenCys-4 and Cys-58could be alsopresentin the wild­

type protein. The dimer formation observedwith the C6lS mutant suggeststhat Cys-58

and/orCys-4couldbe alsoinvolvedin intermoleculardisulfidebridges.

Redoxpotentialdetermination

The redox titrationsof wild-type PtTrxh4 andof its threeC/S variants,havebeencarriedout

at pH 7.0. Eachresult representsthe averageof at leasttwo determinationsand the average

deviationssuggestthat the experimentaluncertaintyin Em is between5 and 10 mV. Fig. 3A

showsthe resultsof a redox titration of PtTrxh4 WT over the potential rangefrom -50 to

-250 mV. The datagive a good fit to the curve expectedfor a single two-electronprocess

with an Em value of -165 ± 10 rnV. The results obtained for the redox titration of

PtTrxh4C6lS give a goodfit to the curve expectedfor a single two-electronprocesswith an

Em valueof -178 ± 10 mV (datanot shown).Datafrom redoxtitrationsof PtTrxh4C4S(Fig.

3B) andPtTrxh4C58S(datanot shown)couldnotbe fitted to theNernstEquationfor a single

two-electronprocessbut did give good fits for the sum of the Nernst Equation for two

separatetwo-electron processes.In the case of PtTrxh4C4S,the Em values for the two
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eomponentsare-140± 10 mV and-200 ± 10 mV andfor PtTrxh4C58StheEm valuesof the

two eomponentsare-130± 10 mV and-180mV.

Glutathionylation

To investigatethe suseeptibilityof PtTrxh4 to glutathionylation,the protein was reducedby

DTT, ineubatedwith large exeessGSSG, and analyzedby quadrupoletime-of-flight mass

spectrometry.It showedthe formation of a low-amplitudepeakwith a massof 15,761.00Da

in additionto the peakcorrespondingto the oxidizedrecombinantPtTrxh4 (15,455.125Da).

This additionalpeakis compatiblewith the additionof oneglutathionemolecule(305.5Da).

A representativeanalysisof GSSG-treatedPtTrxh4 is shown in Fig. 4. When the GSSG­

treatedPtTrxh4wasre-reducedwith 10 mM DTT, a singlepeakat 15,459was obtained(data

not shown) as expected for reduetive c1eavage of the adduet. The susceptibility of

PtTrxh4C4S,PtTrxh4C58Sand PtTrxh4C61Sto glutathionylationwas also tested.In these

conditions, a large-amplitude additional peak (around 90 % of the total preparation)

correspondingto a glutathioneadductwas detectedwith PtTrxh4C58S.PtTrxh4C6lSwas

glutathionylatedto a lesserextent(around35 % of the total preparation),while PtTrxh4C4S

showedno detectableglutathionylation(datanot shown).

PrxQ activity

The activity of the preparedrecombinantproteinswas testedusinga non-physiologieal PrxQ­

basedsysteminvolving PtPrxQ,GSH, and PtGrx (8). The activity was followed measuring

the NADPH oxidationat 340 nm. Both the C4S andC58Smutantsaretotally inactive in this

systemwhereasthe mutant C6lS retainssorneof the activity exhibitedby the WT protein

(Fig. 5). Taking into accountthe data reportedfrom previously characterizedthioredoxins,

Cys-58 is probably the catalytic residue.As sequencehomology comparisonssuggestthat
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Cys58 and Cys61 are the active-siteresidues(with Cys 58 making the initial nudeophilic

attack characteristicof thioredoxins), it is not surprising that converting either of these

cysteineresiduesto serineresultsin 10ssof activity. The most interestingfeatureof PtTrxh4,

basedon the observedtota110ssof activity for the C4Smutant,is that threecysteinesseemto

be involved in catalytic mechanism.The interactionsbetweenTrxs and PrxQ were also

investigatedmeasuringH202 disappearancein presenceof DTT (Fig. 6). Again, the mutant

C58S is totally inactive in this system,consistentwith the hypothesisthat Cys-58 is the

catalytic cysteine.The C61S mutantexhibitedan activity very muchlower thanthat detected

with the wi1d type protein, showingthe importanceof Cys-61 in targetproteinreductionby

PtTrxh4. In contrastto the results obtainedwhen Grx was usedas the reductant,the C4S

mutantis fully activewhenDTT is thedonor.

Interactionwith PtGrx

The interactionbetweenPtTrxh4andsevera1PtGrx mutantshavebeeninvestigatedusingthe

PrxQ system(Fig. 7). The C27Smutant, in which the catalytic cysteinehasbeenchangedto

serine, is not active. In this system,mutations of residuessurroundingthe Grx catalytic

cysteines(Y52A andY55F) alteredthe reductionefficiencyof Grx (Rouhieret al., 2002)and

thusthe PtTrxh4reductionby thesemutants.In contrast,the C30Smutantwasalwaysableto

reducePtTrxh4, indicating that monocysteinicGrx's are able to interact with this kind of

thioredoxin.

Interactionwith NTR

It was previouslyshownthat AtNTRB is not able to cata1yzethe reductionof WT PtTrxh4

using NADPH (8). We have now extendedthis observationby demonstrating(data not
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shown) that none of the three PtTrxh4 mutantsgeneratedin this study, i.e. C4S, C58S and

C61S,arealsonot reducedby NADPH in thepresenceof AtNTRB.
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Discussion

The thioredoxinPtTrxh4 describedhereis the only characterizedthioredoxinthat is reduced

by glutaredoxins.In contrast,aIl the otherthioredoxinscharacterizedto datehavebeenshown

to acceptelectronseitherfrom NTR or FTR (6). It wasthusofinterestto examinethereasons

for the unique properties of this thioredoxin. Three conservedcysteines are present in

PtTrxh4, two found in the usual thioredoxinactive site (WCGPC) and one localizedin the

first part of the protein (Cys-4). Theresultspresentedhereclearly indicatethat Cys-58is the

catalytic cysteine. The replacementof Cys-4 by serine leads to a fully active protein in

presenceof DTT. Thereplacementof Cys-61by serinedoesreducethe catalyticefficiencyof

the enzymeby approximately75%, regardlessof which reductionsystemis used (Grx or

DTT). However,the C61Sprotein doesretaina significantportionof the activity exhibitedby

the WT protein,behaviourthat is strikingly different from that of the C58Smutant,which is

completelyinactive.

Thiol titrations of the C4S and C61S mutants indicate that two intramoleculardisulfide

bridges involving Cys-58 could be presentin PtTrxh4 (Cys-4/Cys-58and Cys-58/Cys-61).

Thereplacementof Cys-58by a serineled to anoligomerizationof the resultingproteinunder

non-reducingconditions showing the presenceof intermoleculardisulfide bridge involving

Cys-4 and/or Cys-61. Taken together, these results suggestthat at least three different

disulfide bridgescould exist in PtTrxh4WT.Oxidation-reductiontitrations of both the C4S

and C58S mutantsof PtTrxh4 revealedthe presenceof two two-electroncomponents.In

contrast,only one two-electroncomponentwas detectedin the WT protein and its C6lS

variant. The two-electronnatureof theseredoxcouples,the Eh range overwhich they titrate

andfact that the experimentsrely on a thiol-specific reagent,mBBr, to monitor the courseof

the titrations leavelittle doubtthat the componentsbeingtitratedaredithiol/disulfide couples.

It is not yet possibleto provide a unique assignmentof eachEm componentin thesetwo-
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componenttitrationsbecauseof the multiplicity ofpossibledisulfidesthatexist. For example,

given the observationthat WT PtTrxh4 andits C/S variantscanform disulfide-linkeddimers

and oligomersmakesit possiblethat one componentin a two-componenttitration may arise

from anintramoleculardisulfide andthe otherfrom an intermoleculardisulfide. The presence

of glutathionein the redox equilibrationbuffers (necessitatedby the Eh rangeoverwhich the

protein disulfides become reduced) further complicates the situation and leads to the

possibility that sorne of the redox-active componentsdetectedin the titrations involve

glutathionylatedforms of theprotein.As only a singleredoxcoupleis detectedin titrationsof

the Cys-6l mutant,then eitherthe magnitudeof mBBr fluorescencechangesassociatedwith

titration of a glutathionylatedderivative are too small to detect (consistentwith the low

amplitudeof glutathionylationobservedfor this mutant in massspectrometryassays)or the

Em valuesof the glutathionylatedand unmodifiedprotein are too close to eachother to be

resolved.The low level of glutathionylationobservedfor theC6lSmayarisefrom a reduction

of oxidized glutathione by the catalytic Cys-58, followed by a partial reduction of this

disulfidebridgeby Cys-4in thepresenceof oxidizedglutathione.

The C58Smutantof PtTrxh4 to glutathionylationoccursto a muchgreaterextentthan is the

casefor the C6lS variant. This may well be due to the fact that the absenceof Cys-58, the

strongestnuc1eophilein the protein, allows the glutathionylatedadductformed at Cys-6l to

accumulatebecausethere is no nucleophilepresentto cleavethe adduct.In the caseof the

C4S mutant,no glutathioneadductcould be observed.It is possiblethat any mixed disulfide

formedbetweenglutathioneandeitheractive-sitecysteinemight beunstablein this mutant(7,

19, 20), as was shownpreviouslyusing a syntheticpeptidecontainingthe C(GIP]PC motif

(19).

The apparentEm valueof -165 mV measuredfor WT PtTrxh4at pH 7.0 in single-component

redox titrations may representan over-simplified picture of the situation and may in fact
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reflect the presenceof more than one disulfide bridge with the Em values of different

componentsbeing too close to one another to be resolved as separatecomponents

(simulationssuggestthat the Em values would have to differ). Setting asidethesepossible

complicationsandassumingthat the componentwith an Em valueof -165 mV at pH 7.0 seen

in titrations of WT PtTrxh4 canbe attributedeitherentirely or in largepart to the active-site

disulfide, it is obviousthat this valueis muchmorepositivethanEm valuesin the -280 mV to

-310 mV rangeobservedfor otherthioredoxinsfrom oxygenicphotosyntheticorganismsthat

have been characterizedto date (6, 7, 21). However an Em value of -165 mV is fully

compatible with a thermodynamically favourable complete reduction of PrTrxh4 by

glutaredoxins(22).

The mutantC4S is fully active in presenceof DTT but remainsinactive in presenceof GSH

aloneor in presenceof GSH/Grx. Thesedatademonstratethat Grx is not able to reducethe

disulfide bridge present betweenCys-58 and Cys-61. However, it is not c1earwhetherthis

absenceof reduction of this mutated PrTrxh4 by Grx arises becausethe reduction is

thermodynamicallyunfavourableor becauseof sorne kinetic (rather than thermodynamic)

barrier. In contrast,the observationthat C61S remainspartially active in presenceof Grx

suggeststhatreducedGrx is ableto reducethe disulfidebridgelinking Cys-58andCys-4.

A schemefor the reactionof reducedPtTrxh4with an oxidizedtargetprotein(e.g.,PrxQ) is

shown in Fig. 8. As is the case for other thioredoxins, catalysis proceedsthrough the

formation of a heterodimerbetweenthe targetprotein and PtTrxh4 involving the catalytic

Cys-58.The heterodisulfideis then cleavedby Cys-61, leadingto the releaseof the reduced

target protein and the formation of a disulfide bridge betweenCys-58 and Cys-61. This

disulfide bondis thencleavedby Cys-4leadingto the formationof a disulfide betweenCys-4

and Cys-58. The reducedform of the protein can then be regeneratedin a reactionwith

reducedGrx. The fact that both a WT Grx and a GrxC30S mutant are active in PtTrxh4
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reductionclearly demonstratesthat monocysteinicglutaredoxinsare able to reducePtTrxh4.

In this mechanism,the thiolateof Grx initiatesa nucleophilicattackon the thioredoxinmixed

disulfide. A new disulfide betweenGrx andonethioredoxincysteineis formed, which could

thenbe reducedby GSH or anothermonocysteinicGrx leadingto the releaseof the reduced

Trx (12).

The catalytic mechanismproposedfor PtTrxh4 is relatedto the oneproposedpreviouslyfor

methionine sulfoxide reductaseA, a mechanismthat involves three cysteines and the

formation of two successiveintramoleculardisulfide bridges during catalysis before the

regenerationof the enzymeby thioredoxins.(23). This kind of mechanismrequiresthat the

threecysteinesare spatiallycloseenoughin orderto allow the disulfide formations.PtTrxh4

exhibitsaN-terminalextensioncontainingCys-4that is not presentin otherthioredoxinsh (1,

3, 6). While it is possibleto speculatethat this extensionallows the interactionof Cys-4with

the catalyticCys-58(thereis certainlyno currentevidencethatarguesagainstthis possibility),

a three-dimensional structureofPtTrxh4is neededto confirm this hypothesis.

Orthologs of PtTrxh4 are also presentin different plants. Basedon amino acid sequence

comparisons,it seemsquite reasonableto assumethat theseproteinsshould,like PtTrxh4,be

able to useGrx as an electrondonor. This assumptionis consistentwith the report that the

Phalaris cerelescensortholog is not reduced by NTR (9). It has been shown that

ribonuc1eotidereductasecannotuse monocysteinicGrx as donor whereasother reactions

catalyzedby Grx requireeitherbicysteinicor monocysteinicGrxs (22). Clearly,bothversions

are able to promotethe activity of PtTrxh4. Interestingly,therearemanynaturallyoccurring

monocysteinicGrx in plants.It will be of high interestto comparethe relativeefficienciesof

the correspondingproteinsfor PtTrxh4catalysis.

The physiologicalrole of this particularkind of glutaredoxin-reduciblethioredoxinsremains

to be elucidated(the interactionofPtTrxh4with the chloroplasticPrxQ usedin this studyis a
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non-physiologicalreaction).Although PtTrxh4 is unableto reduceseveralisoforrnsof poplar

glutathioneperoxidases(N. Navrot, unpublished),it is able to reducea cytosolicmethionine

sulfoxidereductaseA anda Prx II from poplar(8). In looking for otherpossibletargets,it will

be necessaryto keepin mind the fact that the Em valueof PtTrxh4 is approximately130mV

more positive than that of most thioredoxinsand thus therrnodynamicconsiderationswill

limit thenumberof proteindisulfidesthatPtTrxh4is capableof reducing.

Another characteristicof PtTrxh4 is its ability to be glutathionylated.This property is not

unique to PtTrxh4, as human thioredoxin (19) and at least one other poplar thioredoxin,

PtTrxh2 have been shown to be glutathionylated. In the case of poplar Trxh2,

glutathionylationproducesa significantshift in the Em valueof theprotein(7). In the caseof

PtTrxh4, glutathionylationcould be a way to protect the enzymeagainstoxidative damage

(23). However,it is not yet clearif theproteinforrns glutathioneadductsin vivo.

PtTrxh4is the first exampleof a thioredoxinreducedby glutaredoxin.This observationforces

one to considerthe possibility that a direct interconnectionbetweenthesetwo major redox

regulatingsystemsmay weIl be physiologically important.Furtherinvestigationsareneeded

to understandthephysiologicalrole of this uniquethioredoxinandto exploreits possiblerole

asanimportantlink betweendifferentpoolsof regulatoryreductants.
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Fig. 1. Multiple alignment of related sequencesto poplar Trxh4. This compansonwas

realized using CLUSTALW software. Accessionnumbersof the sequencesaligned with

PtTrxh4 are as follows: At9: Arabidopsis thaliana (At3g08710); Gm: Glycine max

(CA799351);Hb: Hordeum bulbosum(AF159385); Hv: Hordeum vulgare (AF4358l5);

Lp: Lotium perenne(159387); Ls: Lactucasativa (TC985l) ; Mc: Mesembryanthemum

crystallinum (CA83846l); Os: Oryza sativa (AF4358l7); Pc: Phalaris coerulescens

(AF159388); Pt: Populustricocharpa(BU867450); Sb: SorghumRicolor (TC72759); Sc :

Secale cereale (AF159386); Ta: Triticum aestivum (AF438359); Vv: Vitis vinifera

(CB004453); Zm: Zea mays (AF4358l6). The asteriskcorrespondsto strict identity, the

colon correspondsto functional homology, and the period correspondsto structural

homology.

Fig. 2. Analysisofpurified recombinantproteinsby SDS-PAGE.14%SDS-PAGEunderboth

reducingand nonreducingconditionsshowingPtTrxh4WT,PtTrxh4C4S,PtTrxh4C58Sand

PtTrxh4C6lS.

Fig. 3. Oxidation-reductiontitrationsof wild-type PtTrxh4(A) andits C4S variantat pH 7.0

(B). Both proteinsat a concentrationof 68 Ilg/ml weretitratedin 100mM MOPSbuffer (pH

7.0) at a total glutathioneconcentrationof2 mM with aredoxequilibrationtime of2h.

Fig. 4. Glutathionylationof PtTrxh4.Thedeconvolutedspectrumof PtTrxh4incubatedwith 5

mM GSSGare shown. Two peaksare detectedcorrespondingto: A, oxidized protein; B,

glutathionylatedprotein.
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Fig. 5. Activity of PtPrxQin presenceof PtGrx andPtTrxh4. PtPrxQ(2 /lM) was incubated

with eitherPtTrxh4WTor the differentmutants(16 /lM) in presenceof the GSH/Grxsystem

(200 /lM NADPH, 1 mM GSH, 0.5 lU glutathionereductase,6 /lM PtGrx, 500 /lM H20 2).

NADPH oxidationwasmeasuredat 340nm asabsorbancechangepermin.

Fig. 6. Activity ofPtPrxQin presenceofDTT andPtTrxh4.ThereductionofH20 2 by PtPrxQ

(5 /lM) wasmeasuredby fol1owing the disappearanceof 500 /lM H20 2 using 1 mM DTT in

presenceofeitherPtTrxh4WTor thedifferentmutants(30 /lM).

Fig. 7. Activity of PtPrxQin presenceof PtTrxh4andvariouscatalyticsitemutantsof PtGrx.

PtPrxQ (2 /lM) was incubatedwith PtTrxh4WT(16/lM) and PtGrx (6 /lM) in presenceof

200 /lM NADPH, 1 mM GSH, 0.5 lU glutathionereductaseand 500 /lM H20 2. NADPH

oxidationwasmeasuredat 340nm asabsorbancechangepermin.

Fig. 8. Proposedmechanismfor Grx-dependentPtTrxh4catalysis
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Table 1. Thiol contentof PtTrxh4underoxiding or reducingconditions.Thiols were titrated

using the reduction of DTNB as describedunder "Experimental procedures."Data are

expressedin mol SH/molenzyme.The S.D. is typically ± 0.2 SHI mol SH.

PtTrxh4WT

PtTrxh4C4S

PtTrxh4C58S

PtTrxh4C61S

Native conditions

0.75

0.93

0.64

0.05
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Reducingconditions

2.88

1.64

1.93

1.55
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Article VII : Plant glutathione peroxidases are functional peroxiredoxins

distributed in several subcellular compartments and regulated during biotic

and abiotic stresses

Nicolas Navrot, Valérie Collin, José Gualberto, Eric Gelhaye, Masakazu

Hirasawa, Pascal Rey, David B. Knaff, Emmanuelle Issakidis, Jean-Pierre

Jacquot, Nicolas Rouhier

Plant Physiology (2006), 142: 1364-1379

Cet article décrit la caractérisation de la famille des glutathion peroxydases

(Gpx) chez le peuplier. Six gènes codant pour des Gpx ont été répertoriés dans le

génome. Puisque deux des gènes sont très proches, cinq gènes ont été clonées en

vue d'exprimer les protéines dans un système recombinant et des études

biochimiques ont été réalisées sur quatre d'entre elles (une protéine s'est révélée

insoluble et inactive). Ces protéines sont capables de réduire différents types de

peroxydes, avec des efficacités variables selon les isoformes testées et en utilisant le

pouvoir réducteur des thiorédoxines. Ainsi, parmi les Trx chloroplastiques, les Gpxs

chloroplastiques (Gpx1 et 3) ne sont réduites que par les Trx y. En revanche, aucune

activité n'est détectée quand le glutathion et/ou les glutarédoxines sont utilisés

comme donneur de pouvoir réducteur. Ces Gpx végétales qui ont une activité de

type thiorédoxine peroxydase sont fonctionnellement proches des peroxyrédoxines.

La production de mutants cystéiniques de la Gpx3 de peuplier a par ailleurs permis

de déterminer l'implication de deux cystéines, en position 107 et 155, dans les

mécanismes de réduction des peroxydes et de régénération par les Trx. L'expression

des différentes gènes a été analysée par RT-PCR, et l'abondance des protéines par





Résultats

western blotting. Il apparaît que l'expression des gènes de Gpx de peuplier est

variable selon l'organe testé, et que certaines isoformes de Gpx d'Arabidopsis

fhaliana sont induites par un stress, notamment par la présence de métaux lourds.

Certaines protéines possèdent des extensions en position N-terminale, ce qui laisse

penser que ces protéines sont présentes dans les différents compartiments

cellulaires. La localisation de Gpx1 (chloroplaste) et Gpx3 (chloroplaste et

mitochondrie) a été confirmée expérimentalement par fusion avec une protéine

fluorescente (GFP).
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PlantGlutathionePeroxidasesAre Functional
PeroxiredoxinsDistributedin SeveralSubcellular
Compartmentsand Regulatedduring Biotic and
Abiotic Stressesl[W]

erationand cellular ROS levelsboth increasegreatly
whenplantsare subjectedto environmentalor biotic
stresses.Plantshavedevelopedseveralnonenzymatic
and enzymaticsystemsto protect againstoxidative
damagecausedby theseROS. Carotenoids,tocoph­
erols,glutathione(GSH), and ascorbateare the major
nonenzymaticantioxidant compounds(Noctor and
Foyer, 1998). Enzymaticsystemsinclude superoxide
dismutases,catalases,ascorbateperoxidases,andper­
oxiredoxins(Prxs),alsonamedthioredoxin (Trx) per­
oxidases.

Usually,plantPrxsareclassifiedasbelongingto one
of four subgroups,called2-CysPrx, 1-CysPrx, type II
Prx, and Prx Q. They were initially identified by se­
quenceanalysis(i.e. on the numberand position of
conservedCys) andon the catalyticmechanismused
for peroxide reduction (Rouhier and Jacquot,2002).
AlI Prxsdisplaya conservedcatalyticCys, locatedin
the N-terminal portion of the protein, which is first

otosyn­
n species

. :J,1ch as superoxide
�"�:�~�o�g�e�n peroxide
�î�~�t�u�l�e�s�, including
Ratesof ROS gen-

In plant cell
thesis or resp
(ROS) pro
radicals, .
(H20 2),

nuclei'
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We provide herean exhaustiveoverview of t px) family of poplar (Populus trichocarpa).
Although theseproteinswere initially define......... se only reducedthioredoxin (Trx) for their
regenerationand do not reactwith GSH or glt( classof peroxiredoxins.The two chloroplastic
Gpxsdisplaya markedselectivitytoward their él .... sively specifiefor Trxs of the y type for their re-
duction.In contrast,poplarGpxsaremuchlesssped ar Ù Ir electron-acceptingsubstrates,reducinghydrogen
peroxideand more complexhydroperoxidesequallyw directedmutagenesisindieatesthat the catalytic mechanism
andthe Trx-mediatedrecyclingprocepsinvolve only two c Cys]-107andCys-155)of the threeconservedCys,whieh
form a disulfide bridgewith an �o�x�i�d�é�f�~�~�!�'�l�~�- ox midpointpo of -295 mV. The reduction/formationof this disulfide is
detectedbothby a shift on sodiumdY

•.• lfate-polyacrylamlégel electrophoresisor by measuringthe intrinsic trypto-
phanfluorescenceof the protein.Thesi identified codingfor Gpxsareexpressedin variouspoplarorgans,andtwo of
themarelocalizedin the chloroplast,w . lÇ'!calizing in mitochondria,suggestinga broaddistributionof Gpxsin plant
cells. The abundanceof sorneGpxs . ifie â,ii.l bjectedto environmentalconstraints,generaUyincreasingduring
fungal infection, waterdeficit, an tress,a sing during photooxidativestress,showingthat Gpx proteinsare
involved in the responseto both conditions.
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transformedinto a sulfenicacid afterperoxidereduc­
tion. Themaindifferencebetweenthevariousgroups
of plantPrxs is the mechanismof regenerationof the
reducedenzyme.For the 2-CysPrx class,the sulfenic
acid is reducedvia the formationof an intermolecular
disulfide bridge using a resolvingCys found on an­
othersubunit,whereasfor the Prx Q class,the resolv­
ing Cys is locatedon the samesubunitand forms an
intramoleculardisulfidebridge(RouhierandJacquot,
2002).In mostcases,thesedisulfidesarethenreduced
via the Trx system. For the two other classes,the
sulfenicacid is likely to bereducedwithout formation
of a disulfide bond,as there is no other strictly con­
servedCys involvedin catalysis.Onemajordifference
betweenthesetwo classesof plantPrxs is that type II
Prxsarereducedby the glutaredoxin(Grx) or the Trx
systemor both (Rouhieret al., 2001; Brehelin et al.,
2003;Finkemeieret al., 2005),whereasthe 1-CysPrxs
seemto be reducedonly by the Trx system(Pedrajas
et al., 2000).

Recentstudieshave shown that sorne plant and
yeast(Saccharomycescerevisiae)GSHperoxidases(Gpx)
canreduceperoxides,muchmoreefficiently or some­
timesexclusively,by usingthe Trx systemratherthan
GSH as a reductant(Herbetteet al., 2002;Jung"""'+7">;>,
2002; Tanakaet al., 2005). In the unicellular
Plasmodiumfalciparum, a Gpx-like protein, �-�~�"�'�7�;�c�'�J�-�­
latedto plantGpxs,hasalsobeenshownto bêspëcific
for Trx as a reductant(Sztajeret al., 2001).
classificationbasedonbiochemicalfeaturerathe
on phylogeneticlinkage, the plant Gpxs C011Sti[tu1:é
fifth groupof Prxs (RouhierandJacquot,2005).

Most of the Gpxs found in �a�n�i�m�<�l�~�.�,�~�e�I�l�~�. are weIl­
characterizedselenium-containing�e�n�;�z�;�~�~�~�~�;�B�e�c�a�u�s�e
of the high reactivity of the active �s�t�t�~�j�~�~�l�~�n�o�-�C�y�s�,
enzymesof this family are amongthe mOst Gfficient
antioxidantsystemsin animal �c�e�l�l�s�\�(�~�g�i�o�r�i�n�o�~�~�(�Ç�(�I�.�~
1990).Oneof these�s�e�l�e�n�i�u�m�-�c�o�n�~�<�:�1�,�i�:�p�:�i�n�g enzymesl'lêls{
alsobeenfound in a unicellular �1�]�~�p�t�p�~�.�V�' �'�ç�o�r�g�a�~ .
nism, the green alga �C�h�l�a�m�~�ç�J�9�.�m�o�.�1�J�s�~�~�n�~�f�f�i�" (·i. (Fu
et al., 2002; Novoselovet �a�l�,�~�Q�0�2�)�.�I�n�>�h�i�9�h�e�J�:�1�]�l�f�m�t�s�,

the Gpx-like �p�r�o�t�~�~�~ �i�d�e�n�t�t�~�i�~�~�.�s�o far �P�8�~�~�~�~�~�a Cys
instead of a �s�e�l�e�n�q�+�C�~�~ �a�t�:�t�~�~�~�r�t�.�a�c�t�i�v�e�s�i�t�e�. Sorne
studiesshowi:p:9,that�p�m�B�:�p�:�t�,�9�p�x�s�~�J�:�~�f�a�r less reactive
than their.. . al counteF1]ÇlJ:ts�h�a�"�'�m�t�!�i�:�l�.�~�t�r�i�b�u�t�e�d the
lower actiy' f plant �G�p�x�s�t�~�t�~�~ lower reactivity of
CyscomRJJJ:,E,tosel ys �(�E�s�n�Ç�l�i�:�l�.�~�~�t al.,1997).How-
ever, �r�e�p�l�à�t�é�e�~�~�.�t�1�t�. e active-siteCys with seleno­
Cys did not sigb1(ft>..,>. tly increasethe GSH-dependent
peroxidaseactivity.\pfi:l..fitrus Gpx (Hazebroucket al.,
2000). Thus, at leastil}>s9;rnecases,other differences
betweenanimaland�p�l�â�n�t�~�'�9�z�y�m�e�s existandproduce
different biochemicalpropèrties.Avery et al. (2004)
haveshownsornegapsin theaminoacid sequencesof
yeastGpxscomparedto mammalianGpxs,raisingthe
possibility of sorneimportantbiochemicaldifferences
betweenthese two types of Gpxs. It should also be
notedthat yeastandplant Gpxs may play a l'ole dis­
tinct from thatof their animalcounter,partsandcould
be part of an alternative pathway that scavenges

2

peroxides, especially phospholipid hydroperoxides
(Eshdatet al., 1997).

Thelevelof GpxmRNA from variousorganismsis af­
fectedby stressconditions(Criqui etal., 1992;Holland
et al., 1994; Sugimoto and Sakamoto,1997; Depege
et al., 1998;Roeckel-Drevetet al., 1998;Li et al., 2000;
Agrawalet al., 2002;RodriguezMilla etal., 2003;Kang
et al., 2004). Other studies�h�a�Y�B�;�f�,�8�~�1�8�\�V�e�d changesin
Gpx activity in stress�c�o�n�d�i�t�i�Q�.�t�1�$�(�A�r�ê�l�~�i�:�p�:�ç�l andPrasad,
2005;Kuzniak andSklodow. �2�0�0�§�;�;�!�.�!�\�.�l�i�~�t al., 2006;
GajewskaandSklodowska,�2�0�>�~�t�h�e�s�e�J�s�t�-�l�,�l�d�i�e�s�, the
Gpxexpressionor �a�c�t�i�v�i�~�Y�t�i�~�i�g�e�n�e�r 'Yll _.' latedin
responseta stress. ver, .... .. �i�:�t�J�:�~�;�>�:�,�>�, tions to
this �p�a�t�t�e�r�l�}�"�E�~�.�?�r exathe.expressionof two
Gpx �i�s�o�f�o�r�1�1�1�,�~�J�i�n�c�r�e�a .. .,.(l-[0rdeumvulgare)
under osmotic �.�p�~ eth ....7lJltritl1ducedstress,a
third Gpx �i�s�o�~�o�r�I�l�l�. ....•...... �P�H�3�)�m�\�i�~�m�~�9�w�n�-�r�e�g�u�l�a�t�e�d un­
der these�C�0�t�l�1�~�~�t�i�,�0�n�C�i�I�T�f�~�~�J�:�i�n�e�t�a�l�.�, 1999).Thesepro­
teinsmay �t�h�u�s�~�(�)�.�i�'�1�e �d�i�f�f�e�t�>�~�f�f�i�T�h�t�"�f�u�n�c�t�i�o�n�s in plantceIls,
with 0.t1Jpr moireisoforms;functioningin a signal
transduqtiQl:'1 . ,while other isoforms serveas
�e�n�z�y�~�e�s iitvi:l.talyzing modification of po-
ten" m u �s�t�r�~�s�s�"�T�e�l�a�t�e�d chemical agents. A
si 1'01& for a Gpx has alreadybeen
d which possessesthree plant-

functions as a redox sensor
geneactivationby regulatingthe

�,�"�'�~�j�.�J�.�'�,�"�V�H factor (Delaunayet al., 2002).
tation of the first releaseof the poplar

. hocarpa)genomeindicatesthe presenceof
te Gpx genes.To understandwhy so many

�j�l�i�?�(�·�-�d�E�~�p�E�~�n�c�i�e�r�l�t peroxidasesare presentin plant cell
pmrtnlerlts,we first focusedour attentionon the

of Gpx proteins toward different electron
aonOirs and substrates.AlI of Them use Trx but not
GSH as a donor,but most importantly, a specific in­
teractionwas found betweenchloroplasticGpxs and
y-type Trxs. No specificity was observedwith regard
to substrates.Moreover,we have demonstratedthat
only two of the threeconservedCys presentin plant
Gpxs participate in the catalytic cycle and in Trx­
mediatedregeneration.Thesubcellularlocalizationof
two Gpx isoformswascharacterizedby greenfluores­
centprotein (GFP) fusions in two distinct subcellular
compartments,and the geneexpressionand protein
abundancewereanalyzedin variousplanttissuesand
stressconditions.The amountof sorneGpxs is mod­
ified uponpathogeninfectionandin responseto water
deficit andphotooxidativeandmetalstresses,reveal­
ing their participationin stressresponses.

RESULTS

Sequenceand GenomeAnalysis

Five different isoformsof Gpx, termedPtrcGpx1 to
5 (for poplaI' Gpx) were initially identified in the dif­
ferentpoplaI' expressedsequencetag (EST) databases
available.With the recentreleaseof thefirst versionof
the poplaI' genomesequenceby the Departmentof

Plant Physiol. Vol. 142, 2006



PaplarGlutathionePeroxidase-LikeProteins

ElectronDonor Specificity

As it wasdemonstratedearlierthatTrx wasa better
electrondonor thanGSH for sorneGpx-like proteins,
we have testeddifferent electrondonor systems,i.e.
the Trx andGrx systemsor GSH alone.We havefirst
measuredtheGpx activity usingaspectrophotometric
testcoupledto NADPH oxidation.

Except for PtrcGpx2,which was completely inac­
tive, aIl theproteins(PtrcGpxl,PtrcGpx3.2,PtrcGpx4,
and PtrcGpxS) catalyzedH20 2 reduction at similar
rates using poplar Trx hl as the electron donor,
NADPH, and recombinant Arabidopsis type B
NADPH-thioredoxinreductase(datanotshown;Table
II). In contrast, no activity was found when using
either GSH alone or in combinationwith different
poplar Grxs belongingto the samesubgroup,either
dithiol Grx with a classicalCxxC activesite (Grx Cl,
C2,C3, andC4) or a monothiolchloroplasticGrx (Grx
512),which possessesa CxxS activesite (seeRouhier
et al., 2006for thenomenclature;datanot shown).

BecauseaIl recombinantproteins,with the excep­
tion of PtrcGpx2,were equaIly active in transferring

3

chondrialor plastidicone;andPtrcGpx2andPtrcGpxS,
a peptidepresumablydirecting the proteinsinto the
secretorypathways,whereasPtrcGpx4andPtrcGpx3.1
shouldbe localizedin the cytosol.

We then built a phylogenetictree using most of
theplantGpx sequencespresentin thedatabaseswith
an emphasison the eight and five Gpxs identified in
Arabidopsisand Oryza sati'SJ respectively
(Fig. 2). Although the t structed using
sequencesdevoid of N-te sions,five sub-
groupsof Gpx, which are ond to the
predictedintracellul t.J canbe de­
fined. ThismeansyTsomeamino
acid si uressp Up. It alsoap-
pearst me s two membersof
thesamegrou dopsishastwo pu-
tativechI .. ic Gpxs,explaining
the highe plant. In contrast,the
subgroup icted secretedproteinsis
not fa. d

cloned�f�i�v�~ of thesix Gpxsequences,minus
al extensions,in the pET-3 d plasmid
expressionin Escherichiacoli. Because
imilarity between PtrcGpx3.1 and

e haveonly expressedthe matureform
x3.2, which wasthemostabundantin terrns
nd also the first identified. The sizesof the

mature'formsthatwe haveexpressedrangefrom 164
to 171 aminoacids.AlI the proteins,exceptPtrcGpx2,
.. re soluble. After purification to homogeneity,the

eldsrangedfrom Smg for PtrcGpx2(after resolubi­
lization from inclusion bodies) to about 100 mg of
protein/Lculturefor the otherisoforms.

191Plant Physial. Vol. 142, 2006

Energy (DOE) Joint GenomeInstitute (JGI), a sixth
isoform,very similar to PtrcGpx3,was identified, and
these two isoforms were named PtrcGpx3.1 and
PtrcGpx3.2.The only obviousdifferencebetweenthe
two sequencesis thepresenceof anN-terminalexten­
sion in PtrcGpx3.2,otherwisethey are 90% identical
and displaya 99% functional homologyin their pre­
dictedmatureform. Theproteinsequencesof aIl poplar
Gpxs identified areshownin Figure1 andcompared
with Gpxs from yeastandhuman.The percentageof
strict identity rangesfrom 62% to 90%amongaIl pop­
lar Gpxsandfrom 20%to 48%versusyeastandmam­
malianGpxs.Thelengthsof theproteinsvaryfrom 168
to 238 amino acids, dependingon the presenceof
N-terminalextensionsin sorneisoforms.

From this amino acid sequencecomparison,it ap­
pears that poplar Gpxs are more closely related to
yeastGpxs than to humanGpxs. Indeed, three Cys
(residuesgenerallyassumedto be essentialfor Gpx
catalysis)arenot only strictly conservedin aIl poplar
Gpxsbut alsoin aIl higherplantandyeastsequences
(Fig. 1; datanot shown). This is in clear contrastto
animalGpxs,which displayeithertwo conservedCys
residuesor in sorneisoformsa Cys anda seleno-Cys.
The differencein the numberof conservedCys ld
resultin differentreactivitiesfor plantand
comparedto mammalianenzymes.Theclo
homologto plantandyeastGpxsis Gpx4..
as phospholipidhydroperoxideGpx. 50
arehighly conservedin aIl thesesequences,e
in theneighborhoodof thetwo first conservedCy
respectiveconsensussequencesareVASx[C/U]G ail'
FPCNQF,with U being the symbql for seleno-Cys).
Thethreeresidues,Gly, GIn, and edwith as-
terisksin Figure1, which areinvol e catalytic
mechanismof themammalianseleno:." J;abhakar
et al., 200S),arealsoconserved.
quences.However,no inform
the role of theseresiduesin p

Anotherinterestingfea
genomerelease,is that tl;t
conservedin p r. AIl··
almostthesa gjh,
sequencesy . ,s �g�r�e�q�,�t�l�~�t�~
in thefir, bec ..
sequen sorneisofo
Anot rence e �s�l�i�~�\�i�~�w�a�l�l�e�r sizeof exon6
for Ptrc otides�i�n�S�1�:�~�a�:�d of 33 in the other
Gpxseque ing in aPtrcGpxlsequenceshort-
ened by one acid in the C terminus). This
organization is in Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana),wheretheêi'genesalsocontainsix exons.
In Arabidopsis,the �l�a�s�F�~�x�o�n is also shorterfor sorne
genes, in particular for the homologs of PtrcGpxl
(RodriguezMilla et al., 2003;datanot shown).

Sorne characteristicsof poplar Gpxs are summa­
rized in Table1. Theconsensussubcellularpredictions
obtainedwith different software (Predotar,TargetP,
Mitoprot, andPsort)areasfollows: PtrcGpxlcarriesa
putativeplastidic transitpeptide;PtrcGpx3.2,a mito-
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PtrcGpxl
ptrcGpx4
PtrcGpx3.1
ptrcGpx3.2
ptrcGpx5
PtrcGpx2
ScGpx2
ScGpx3
SCGpxl
HsGpx4
HsGpx7
HsGpxl
HsGpx2
HsGpx3
HsGpx6
HsGpx5

MASLPFSCSSVPGLKlHPNPTKMASfVTSlKSSLGPSKSAFLQRGFSLQSPNLPGFASKARSFGV
MG

MLTSRSRI LSQKYLNFASLSASFLLSKQSSfNSKQTLLPSLHNSPVSLYSQSIKAGVSRRLLGSVRFNHS
Ml P SHL L L L H L L L SAS LAS S MA

MLAFYTMHfTNSl SLVFLGFAI LALYSYPSLLPSR

MSLGRLCRLLKPALLCGALAAPGLAGTMCAS
MV A A T VA A A WL L L WA

MCAARL

MARLLQASCLLSLLLAGfVSQSRGQEKSKM
MFQQFQASCLVLFFLVGFAQQTLKPQNRKV
MTTQLRVVHLLPLLLAcFVQTSPKQEKMKM

ptrcGpxl
PtrcGpX4
ptrcGpx3.1
ptrcGpx3.2
ptrcGpx5
PtrcGpx2
ScGpx2
ScGpx3
SCGpxl
HsGpx4
HSGpx7
HSGpxl
HsGpx2
HsGpx3
HsGpx6
HSGpx5

PtrcGpxl
PtrcGpx4
PtrcGpx3.1
ptrcGpx3.2
PtrcGpx5
ptrcGpx2
ScGpx2
ScGpx3
ScGpxl
HsGpx4
HsGpx7
HsGpxl
HsGpX2
HsGpx3
HsGpx6
HsGpx5

FARAATEKS
SSPSVPEKSI
MASQSS
MASQSSPQS
TQTSKNPES
KMAEESPKSI

MTTS
MSE
MQE

RDDWRcARS
AACAQQEQ
AAAAAAAQ

MAFlAKS
DCHGGI SGTI
DCNKGVTGTI
DCHKDE KGTI

*

FT VKDl NG'
FTVKDNRG'
FTVKDARE·
FTVKDAKG­
fTlKDAKE'
FTVKDl HG­
LEcKDKKG·
LAPVDKKG·
fSPlDENG­
fSAKDIDG·
fKAVNl RG·
fSARPlAG
lSAlSLDG·
YGALTI DG
YGALTlNG

EAI AlN

KQ
QNF
VEF
VI;F
T

Q
TE
A

NK
KEf AG-- ....
I;SFARRT·---­
LNSlKYVRPG
LNSLKYVRPG
lPTLKYVRPG
LLGLKYVCPGS
LPGLKYVRPG

PSTAP
P NA A P

KNAAPI
NNAAPl
ENA S P
K NT AP
S NA OS

GNEDP
QKQDP
DDAHP
T GA HP
A GA HP
QNEHP
EKEQK
I;KEQK
E KE QK

E KY KT
KNYKDK
DKYRD
AKYKD
E KY K

EKYKN
KKYQDK
KRYKDE

,.,>tiF v'iittv E KY KS H
R Y A E C

(AiI,9cl QI!lkc!R 0 L G P H

RL GP
RFPRR·
ELAPF

�c�i�~�P�"�'�l�;�i�i�"�c�E�L KNF
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RQAALGVKRK
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4

dU1lI>,'l;'ljyellue alignmentof Gpxs from poplar, yeast,and human.PoplarGpx genemodelsfrom DOE JGI
Populus trichocarpa database (http://genome.jgi·psf.orgiPoptr1/Poptr1.home.htmIJ:PtrcGpx1, graiI3.0013048601;
PtrcGpx2,estExCGenewise1_v1.C_LG_V110868; PtrcGpx3.1,estExcGenewise1_v1.C_LG_18960;PtrcGpx3.2,fgenesh4_kg.C_
LGJII000037;PtrcGpx4,estExUgenesh4_kg.C_LGjIV0026;PtrcGpx5,eugene3.00010913.Accessionnumbersof yeastand
human Gpx: ScGpx1, P36014; ScGpx2, P38143;ScGpx3, NP012303; HsGpx1, P07203; HsGpx2, AAH05277; HsGpx3,
P22352; HsGpx4, NP_002076; HsGpx5, NP_001500; HsGpx6, NP_874360.Strictly conservedamino acids are on black
background,functionallyconservedaminoacidsareongraybackground.Arrows showthethreeconservedCys in positions107,
136, and 155 (PtrcGpx1 numbering).Asterisksshowthreeresiduesinvolved in the catalyticmechanismin humanselenoenzyme.
U indicatesseleno-Cysin humanenzymes.
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Table 1. Characteristicsofpoplar Gpxs
The molecularmassesof the recombinantmatureproteinsare indicated.The massesof the full-Iength proteins including signal peptideare in

parentheses.Poplargenemodelswerefound in the DOE JGI poplarvl.0 database.Arabidopsishomologsare namedaccordingto RodriguezMilla
etal. (2004),exceptfor AtGpx8, which wasnot describedin this paper.O. sativahomologswerefound usingthe Institutefor GenomicResearchO.
sativa genomeannotationdatabase(http://www.tigr.orgltdb/e2kl/osal/index.shtml).The localization predictionsare the consensusfrom results
obtained with Predotar (http://genoplante-info.infobiogen.fr/predotar/predotar.html),TargetP (http://www.cbs.dtu.dklservices/TargetPI).Mitoprot
(http://ihg.gsf.de/ihglmitoprot.html),andWoLF Psort(http://wolfpsort.seq.cbrc.jpl)software.Ptrc, Poplar.

LOCOs04g46960
LOCOs02g44500
LOCOs04g46960
LOCOs02g44500
LOCOs03g24380

LOCOsllg18170

(At2g48150),
AtGPX5
(At3g63ü80)

AtGPX8
(Atl g63460)

Predicted
TP Length

Predicted
localization

LlL'ùIJII.J .."-, with thereducedy-typeTrxs leadingto an
de<:rei3.Seof theH20 2 contentwith bothGpxs(Fig.

ii>.;>,};'U,i:ll:i:l not shown).The other isoformstesteddid not
supportGpxactivity. ThecytosolicpoplarTrx hl, present
at sameconcentrationas the chloroplasticTrxs, was
approximatelyaseffectiveasthey-typeTrxs in support­
ing H20 2 reduction catalyzed by either PtrcGpxl or
PtrcGpx3.2.Despitethesimilar reactivityof thecytoplas­
mic Trx hl, thefact thatthetwo y-typeTrxspresentin the
poplargenomecolocalizewith PtrcGpxlandPtrcGpx3.2
in chIoroplastssuggeststhat the two Trx y may weIl
constitutein vivo reductantsfor thesetwo Gpxs.

PeroxideSpecificity

The substratespecificity of PtrcGpx3.2was tested
understeady-stateconditionsusing Trx hl as reduc­
tant and different types of peroxides,ranging from
H20 2 to more complexmolecules,suchas tert-butyl
hydroperoxide (tBOOH) or cumenehydroperoxide
(COOH), as electronacceptors.The Km valuesfor the
differentsubstratesandthe catalyticefficienciesof the
enzymesaresummarizedin TableIl. Althoughslightly
different (Km rangingfrom 239 /-LM to 1.41 mM), theKm
valuesfor thethreesubstratesareaIl of thesameorder
of magnitudein the millimolar range.In termsof ca­
talytic efficiency(kca/ �~�)�, PtrcGpx3.2is slightlymoreef­
ficientin reducingCOOH(5.3 X 104 M- 1S-l) compared
to H20 2 (20 X 103 M- 1 S-l) and to tBOOH (6.4 X
103 M-1 S-l).

Length Molecular EST
(Amino Mass No.
Acids)

GeneModelProtein

0
PtrcGpxl grai13.0013048601 164 18,250 48 Chloroplastic 71

(232) (25)59)

PtrcGpx2 estExCGenewise1 170 18,842 10 Secreted
vl .CLG_VII0868 (203) (22,850)

PtrcGpx3.1 estExt_Genewise1 168 18,691 23 Cytosolic
vl.CLG_18960

PtrcGpx3.2 fgenesh4_kg.CLG_ 168 18,550 85
111000037 (238) (26,306)

PtrcGpx4 estExCfgenesh4_ 171 18,950 17
kg.CLGjIV0026

PtrcGpx5 eugene3.00010913 169
(203)

electronsfrom reducedTrx to H20 2, only one
PtrcGpx3.2,wasselectedfor moredetailedstudy.

As PtrcGpx3.l,thecytosoliciso. rm, is very similar
in sequenceto PtrcGpx3.2,we tes .tro various
cytosolic Trxs of the h type in an t to find a
potentialphysiologicalelectrondon rotein,
usingNADPH oxidationcoupled
reductionof Trx to monitorac .
h tested (Trx hl, h3, and h
donors for PtrcGpx3.2 i
valuesbeingaround10
shown that T' h2,
PtrcGpx3.2in ..... oc1}c:)ll
donor (Ge et �a�l�,�i�~�i�~
a preferr hopê'
nor fo .. 0 chlorô
PtrcG col tric
assays e to the y basedon moni-
toring NA tion, becausechloroplasticTrxs
are reduced ht-dependentsysteminvolving
ferredoxin and foxin Trx reductase.As chIoro­
plasticTrxs are�n�o�t�~�~�~�d by NTR, the reducingca­
pacity of Arabidopsiscl1loroplasticTrxs wastestedin
the presenceof 500 /-LM dithiothreitol (DTT), a reagent
that will reducetheseTrxs but doesnot supportthe
peroxidaseactivity of Gpxsduringthe relativelyshort
time usedfor the assay.Of aIl the chloroplasticTrxs
tested,only the two Arabidopsisy-type Trxs (Trx yI
and Trx y2) were able to reduceGpx to a significant
extent.Similar resu1tswereobtainedfor PtrcGpxland
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catalytic mechanism,as it is the casefor sorneMet
sulfoxidereductases,thestoichiometryof the reaction
is 2 (BoschiMuller et al., 2005). In this case,the third
Cys (or the secondresolving Cys) reducesthe first
disulfide bridge formed betweenthe peroxidaticCys
andthe first resolvingCys, leadingto a new intramo-
lecularbridge.Then,theperoxidatic wouldbefree
and able to attack another of peroxide,
leadingto a consumptionof per mole
of reducedenzyme.

Cytosolic

Catalytic Mechanism

To undersfandthe
peroxideredITdigJ:l,an .. .... �r�~�m�~�~�p�e�n�d�e�n�t regen­
eration, �s�i�t�e�-�d�i�r�e�c�t�~�~�i�1�'�l�'�l�u�t�a�g�e�l�J�~�~�i�~�:�~�a�s usedto gener­
ate four �v�a�r�i�~�:�t�:�l�t�s of:xmtJ'SGpX$.4i (PtrcGpx3.2CI07S,
C136S,C155,0 36/155.SJ:ÏBwhichCysresidueswere
replaced Se �a�c�t�i�v�i�~�i�o�f the mutatedproteins
was of the Trx system.As ex-
pected, utantis totally inactive.While
�P�t�r�c�G�~�1�J�.�e double mutant PtrcGpx3.2

Figure 2. Phylogenetictree of plant Gpxs. The gene models usedfor fô reduce peroxides in single-
poplar Gpxs are indicated in Figure 1. The other accession eri111.1en:ts(i.e. prereducedsamplesof these
(full-Iength cDNAs or E5Ts) are as follows. Arabidopsis: cân:.t·edluc:eanequalamountof peroxide),
At2g25080; AtGpx2, At2g31570; AtGpx3, At2g43350; inactivewith theTrx-reducingsys-
At2g48150; AtGpx5, At3g63080; AtGpx6, At4g11 ,.",:.,' .1. . b
At4g31870; AtGpx8, Atlg63460. O. sativa: OsGpxl peroxidesustrateused.This in-
OsGpx2, CB666847; OsGpx3, CF306402; OsGpx4, is probablynot ableto directly reduce
OsGpx5, AAX96834. Helianthus annuus: Hal, �4�;�;�,�~�r �'�~�\�i�~�;�:�!�E�i�i�!�;�"�~�_�/�~�~�~�~�~�~�i�(�~�,�a�c�i�d formed on Cys-107. In contrast,
CAA75009. L. esculentum:Lel, 81209257;Le2, A1898013. displaysalmostidenticalenzymatic
napus: AF411209.Ca, Cieer arietinum, CAD31839; Hv, H. vulgare, to PtrcGpx3.2(TableII). Theonly difference
8J448530;Mc, Momordica charantia, Nt, N. tabacum, modification of the Km value for peroxides
CK286614; 5t, 50lanum tuberosum, vinifera, in a decreasedcatalytic efficiency. These
CB978870;Za, Zantedeschiaaethiopica, mays, indicateunequivocallythat Cys-l07 and Cys-
81319059.Only the predictedmature sequences for tree 155 are required for Trx regeneration,whereasCys-
building. 136, albeit strictly conservedand found in a very

conservedmotif, doesnot havea catalyticrole.

We thenexaminedthe �s�t�o�i�c�h�i�?�r�r�l�~�~�m�~�:�~�f�i�t�h�è�W�~�<�Î�~�t�i�o�n
catalyzedbyGpxs,by�m�i�x�i�n�R�~�o�w�n�c�o�r�i�c�e�l�1�t�r�~�t�~�?�D�S of
reducedenzyme"Y\itr �v�a�r�i�9�:�H�i�~�.�1�<�.�n�0�w�n �c�O�l�J�~�m�;�l�1�~�p�.�H�o�n�s
of tBOOH in the �a�b�§�É�m�S�t�o�f�r�e�~�~�s�t�f�n�t�s�. Aftercomple­
tion of the �n�~�l�:�l�~�~�~�p�n�, �t�h�~�1�"�~�1�'�I�'�l�a�i�n�i�D�8�i�~�~�r�o�x�i�d�e content
was �m�e�a�s�u�~�.�~�~�1�.�1�s�i�n�g �t�h�e�.�f�(�,�l�~�m�9�~�S �o�x�i�~�~�t�i�f�i�?�n of xylenol
orange �(�F�~�~�)�:�C�2�o�l�o�r�i�m�~�t�r�i�c �m�~�~�?�d�. AUthe enzymes
tested�(�P�t�l�:�'�S�~�~�?�C�l�, �3�.�2�(�~�<�;�t�5�) �c�a�n�t�~�~�~�5�e 1mol substrate
permole �e�n�z�~ �'�~�~�~�a�t�i�n�g thatGpxsuseonly oneor
two Cysbut cel" )'inot three.

It is known th �t�'�:�f�~�~�<�~�l�1�z�y�m�e�s that usesulfenicacid
chemistry for their 'cp.ti'.).lysis, the stoichiometry de­
pendson the numberôf'82Ys involved. When one or
two Cysareinvolved,thesl6ichiometryof thereaction
is 1 mol of enzymeoxidized per mol of peroxidere­
duced(BoschiMuller et al., 2000).In onecase,the first
peroxidaticCys attacksthe substrateandis converted
to a sulfenic acid, with the reactionstoppingat this
point.More commonly,a secondresolvingCysattacks
the sulfenic acid, leading to the formation of a di­
sulfide bridge. When a third Cys is involved in the

6

Table Il. 5teady-statekinetic parametersof PtrcGpx3.2and
PtrcGpx3.2Cl365

Values for the different peroxideswere obtained using Trx hl as
electron donor. A total of 200 nM of enzymewas used in the tests.
PtrcGpxCl 075, C1555,andC136/1555mutantsare inactivewith the
Trx system.

Km kcat kc,IKm

mM S-7 (M- 7 S-I) X Id
H20 2 PtrcGpx3.2 0.545 11 20

PtrcGpx3.2C1365 1.388 13 12
tBOOH PtrcGpx3.2 1.41 9.08 6.4

PtrcGpx3.2C1365 4.66 12 2.6
COOH PtrcGpx3.2 0.239 13 53

PtrcGpx3.2C1365 0.454 16 35
Km

/LM
tBOOH Trx hl 12

Trx h3 13
Trx h5 10.3
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Figure 4. Effects of redox conditionson PtrcGpx3.2.A, The proteins
were either oxidized with 30 mM H20 2 (Ianes 1, 3, 5, 7, and 9) or
reducedwith 30 mM OTT (Ianes2, 4, 6, 8, and 10) and separatedon
14%SOS-PAGE.Lanes1 and2, Gpx3.2; lanes3 and4, Gpx3.2Cl 075;
lanes5 and6, Gpx3.2C1365; lanes7 and8, Gpx3.2C1555;and lanes
9 and 10, Gpx3.2 C1365/1555.A total of 1 /Lg of protein was loaded
per lane. B, Fluorescenceemissionspectrumof PtrcGpx3.2in different
redox conditions. Excitation was set at 290 nm. Ali spectrawere
recordedfor 4 /LM PtrcGpx3.2concentrationin 30 mM Tris, pH 8, 1 mM
EOTA at room temperature.Untreatedsamplespectrumis figured in
continuousline, spectrumfor sampletreatedfor 10 min with 250 /LM
OTT is figured in discontinuousline, andsampie treatedwith OTT then
incubatedfor 1 min with 250 /LM H20 2 is figured in dotted line. Maxi­
mum emissionpeaksare indicated.

afterpurification(thenumberof detectabIethioI groups
is generallycloseto zero),adding250J-tM DTTchanged
the emission fluorescencespectrumof the protein,
with a decreaseof approximately3-foId in the fluo­
rescenceintensityanda shift of themaximumof fluo­
rescenceemissionfrom 350to 316nm. Theadditionof
250J-tM peroxidein thecuvettecompletelyrestoredthe
initial spectrum,�s�u�g�g�e�s�t�i�n�9�.�~�~�l�l�a�n�g�e�s of Trp envi-
ronmentandthusof �f�l�u�o�r�e�.�~�ç�"�l�:�i�n �~�s�s�i�o�n arelinked
to changesin oxidation AmQtlthe cysteinic-
mutatedproteins, only 2;i1.'$6S showed
similar differences opertiesof
the oxidized and er mutated
proteins trcGp C155S, and
PtrcGp . 136S are this property
(datanots SD5-PAGE,where
it dized and reduced

100

80

l
..... 60c
Q).....c
0 40u
N

0
N

:c 20

0
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Time (s)

Redoxand OligomerizationStates

Figure3. Time-course-dependentH20 2 reductionby PtrcGpxl in the
presenceof chloroplasticTrxs. Activity of PtrcGpxl was testedusing
different chloroplasticArabidopsisTrxs by following H20 2 consump­
tion in functionof time. Reactionscontain2 /LM PtrcGpxl,500/LM OTT,
400 /LM H20 2, and 10 /LM of the differentArabidopsisTrx. From top to
bottom:control withoutadditionofTrx (0), Trx m3 (. , dottedline), Trx
ml (.), Trx m4 (<), dottedline), Trx m2 (<»),Trx fI (III), Trx f2 (0), Trx x
(x), poplarTrx h1(e), Trx y2 (A), andTrx yI (,6).

We examinedthe behavior of �P�t�r�c�G�p�x�3�~�~�m�l
various Cys/Servariantsduring �d�e�n�a�t�l�l�~

rylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)
ferent conditions.Under reducingconditions
DTT), aH the proteinsmigratedat their expecte .
lecularmasses,around19 kD (Fig. 4A, lanes2, 4, 6,
and10).Underoxidizingconditiotls 30J:llM HP2)' the
migration of PtrcGpx3.2,as weIl " .CI07S and
C136Svariants,is shifted to a lowé . ent molec-
ular mass(around13 kD), whereast ,ation of
C155S and C136S/155Smutat .rotei t
altered(Fig. 4A, lanes1,3,5,7 ). The c
themigrationprofile underox' ns
the proteinsin which Cys:- utated
suggeststhatanintramoI..;nvolv-
ing Cys-155 c be fo Lformed
betweenCys-l d C the ca he C136S
mutantan weef1.L ys-155in the case
of the C utant; 'fies the overall
struct e pr2teins to alter the mi-
gratio or'gelec esis.It shouldalso
be poili covaIen er, invoIving Cys-
107 of tw , canbe observedfor the double
mutantunde ucing conditionsbut not under
reducingconditi hasbeenpreviouslyobserved
for mutatedprotein ........••.... hich onIy the catalytic Cys
remains (Rouhier et al.; 2004). These results were
confirmedby foHowing changesin intrinsic Trp fluo­
rescenceemissionof theproteinsin reducedoroxidized
conditions(Fig. 4B). OnIy one Trp found in position
196in theWNF motif andconservedamongorganisms
is presentin PtrcGpx3.2.Thebehaviorof PtrcGpx3.2is
shownin Figure4B asanexample,butaH Gpxsbehave
similarly. While the protein is in the oxidized form
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Expressionof Prx in PlantOrgansand
in StressConditions
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Figure5. Redoxtitration of PtrcGpx3.2.Thetitration wascarriedoutas
describedin "MaterialsandMethods"usinga total Dn concentration
of 2 mM in the redox buffer andwith a redoxequilibrationtime of 2 h.

states,the mutationof Cys-155preventsmodification
of Trp fluorescenceand thus of the formation of the
disulfide bond. No changeof fluorescencewas ob-
servedfor PtrcGpx3.2C107S,while a shift, attributed We first performedan in silico analysisbasedon
to the formation of a Cys-136-Cys-155disulfidebond, ESTs found in the OOE JGI databaseand found 191
was visible on SOS-PAGE.Altogether, these results ESTscodingfor poplarGpxs(Table1). Thedifferentiso-
indicatethat Trp fluorescenceis modified only when forms arenot equally representedamongtheseESTs;
the peroxidaticCys (Cys-107) and the resolvingCys PtrcGpx3.2seemsto be themostfrequentlyexpressed
(Cys-155)are involved in the formation of a disulfide gene,with 85 corresponding. (i'(:!'<9:pproximately
bond. 45%). We also found 48 ES........ �r�1�'�?�~�~�8�G�p�x�1�, 10 for

Gel-filtration experimentsperformedwith reduced PtrcGpx2, 23 for �P�t�r�c�G�p�x�3�.�1�,�~�7�f�~�m�P�t�r�~�~�p�x�4�, and
or untreatedPtrcGpx3.2showedthat it consistently eightfor PtrcGpx5.�T�h�e�~�0�]�"�~�~�u�l�t�~�.�~�~�:�r�e c0lJ3.BÎpedwith
eluteswith anapparentmolecularmassof 38 kO, cor- a semiquantitative�r�e�Y�~�J�:�$�E�I�i�t�.�r�a�n�s�c�r�i�p�t�i�;�~�l�}�>�:�~�I�$�~�)�~�P�C�R ap-
respondingto a homodimer(datanot shown).As the proach.As �g�e�n�.�~�$�u�b�e�l�o�.�(�l 'Prxfamily, we
proteinmigratesasa monomer(around19 kO) under have tra n patternof all
bothreducingandnonreducingconditionsduringde- Gpxs th .. ing in poplarin
naturing SOS-PAGE,the dimer observedduring gel seven (roots, eaves,expanded
filtration cannotinvolve an intermoleculardisulfide leaves, For most
and must be stabilized by noncovalentforces (e.g. genes,we specifichybridi:ling
electrostaticor hydrophobicinteractions). areas. unableto distin-

Redox titrations of PtrcGpx3.2using redox equili- guish (i.e. Prx QI and
brationbufferscomposedeitherof definedmixturesof Q2 or In two cases,we used
oxidized and reducedOTT or of definedmixtures of no. to amplify both transcripts
GSH plus oxidized GSH (GSSG) are most readily or Prx A and B), but we were
interpretedin termsof a singledisulfide/dithiol �~�"�'�"�"�M�'�'�'�'�"�.�. one primer to specificallyamplify
couplepermonomer,with a midpoint �r�e�d�o�x�~�~�~�~�!�f�'�i�i�'�i�w�J�l�i�:�~�~�I�;�~�l�t�~�a�n�d 2-Cys Prx A). From the differ-
(E

m
) value of 295 ± 10 mV at pH 7.0 (Fig. two amplifications,the expression

titrations(datanot shown)over a more canbededuced.Forexample,asthe
than that shown in Figure 5 (i.e. Eh r.x.. only expressedin expandedleaves,we
from -250mV to -80mV), in which defined .. �>�.�~�~�t�e from the 2-Cys Prx A and B expression
of GSH plus GSSGwere usedas redox profile thàt 2-Cys Prx B is expressedin fruits, stems,
buffers,demonstratedthatnoadditionalmorepositive and stamens and possibly in expanded
dithiol/disulfide coupleis present As AlI the genesexhibit different expressionpat-
Cys-136is not involved in catalysis is but thereis at leastonegeneexpressedin eaeh
not presentas a disulfide-linked one organtested(Fig. 6A). Thesedata,coupledwith the in
can eoncludethat the value observed to silico analysis,are indicative of a broaddistribution
an intramoleculardisulfide bridge and expressionof Prxs in plants,at leastat the tran-
Cys-155. scriptlevel.Nevertheless,themultiplicity of Prx genes

canbeexplainedby somespecificity in the expression
pattern.Forexample,outa totalof 17genes,only three
(codingfor PtrcGpx2,PtrcGpx3.1,andPtrcPrxIlE) are
expressedatdetectablelevelsin rootsunderthegrowth
conditions used. One gene (PtrcPrx IlE) encodesa
plastidicprotein,another(PtrcGpx3.1)appearsto en­
codeacytosolicGpx,andthethird (PtrcGpx2)appears
to encodea secretedGpx. In contrast,aIl thegenesare
expressedin expandedleaves.Giventhespecificityof
the two chloroplasticGpxs (PtrcGpx1or PtrcGpx3.2)
for a Trx of they typeasanelectrondonor,it wasalso
of interestto examinetheexpressionpatternsof these
two poplarTrxs. Both Trx yI andy2 werefound to be
expressedin aIl tissuestested, and thus their role
cannotsimplyberestrictedto servingasspecifiereduc­
tantsfor plastidialGpxs.

To geta deeperview of theexpressionof Gpx genes,
we usedboth microarraydata availableusing Gene­
�v�e�~�t�i�g�a�t�o�r and the results presentedby Rodriguez
MI1la et al. (2003) to follow the expressionpatternof
thedifferentArabidopsisGpxgenesin thewholeplant
(Fig. 6B; Zimmermannet aL, 2004). Based on the
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Figure 7. Gpx expressionin poplar and Arabidopsisorgans.A, Spec­
ificity of PtrcGpx3.2antibodies.A total of 30 ng of eachrecombinant
poplarGpx (PtrcGpxl to 5) wasused.B, Distributionof Gpx expression
in differentpoplarorgans.L, Leaf; S, stem;R, root; and P, petiole(30 /-Lg
of total proteinsloaded).C, Distribution of Gpx expressionin different
Arabidopsisorgans.YL, Young leaf; EL, expandedleaf; SL, senescent
leaf; FI, f1ower; S, stem;and R, root (30 /-Lg of total proteinsloaded).

leaves,stems,and flowers). The main differencebe­
tween the two sourcesconcernsthe expressionof
AtGpx6, whieh wasfound to be low in a11 organsex­
ceptdry seedsbynorthernblot, while mieroarraydata
indieatesa strongexpressionin aIl organs.

Using an antibodyraisedagainstpurified recombi­
nantPtrcGpx3.2,we first checkedits specifieityagainst
therecombinantproteins.It r with a11 five recom-
binant proteins (which . a11 migrate at
slightly different positioGE)but only
faintly with PtrcGpxl and ongly with
PtrcGpx2,3.2, and1 . dy is thus
specifiefor Gpxas xth protein,
PtrcGpx whie rcGpx3.2but
doesno . rimi .soforms.Wecould,
however, �t�~�~�~�J�l�t�i isoformswith two
slightly differenw:.•. " s in poplarprotein
extracts.T .ghe assbandseemsspe-
cifie to ro fi bec, , signaIsobtainedwith the
extraç fr '·theoth ganstestedhavea similar

correspondto a single isoform
for thereasonsexplainedabove

·.dopsis 7C),two bandsof differentsizes
�I�l�'�1�E�~�O or moredifferent isoformshavebeen

�i�n�~�i�,�l�'�J�1�.�o�s�t a11 organs,exceptroots. The pro­
ermolecularmassis mosteasilydetected
flowers, while in contrastthe protein(s)

molecularmassis presentin stemsandraots
lesserextent in leavesand flowers. Using

prc)telTISextractedfrom purified leafchloroplasts,only
lower bandwasdetected(datanot shown).Given
fact that AtGpx7 is weakly expressedat the tran­

'scriptionallevel,only the othertwo predictedchloro­
proteins(i.e. AtGpxl andAtGpx6) arelikely to

detectable.Thus,we concludethat the lower band
consistspredominantlyof AtGpxl and/or AtGpx6.
Theupperbandis likely to arisefrom the presenceof
AtGpx2,asit is nota chloroplasticproteinandbecause
AtGpx3, AtGpx4,AtGpx5,andAtGpx8 alsoseemto be
weaklyexpressedat thetranscriptionallevel.We next

,
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results ), AtGpxsl to 7
areexpexceptAtGpx2,
which sed in dry seeds.
AtGpx4 less ex ed genes,as they
wereonly y RT-peRandfew or noE5Tsare
found for the s (RodriguezMilla et aL, 2003).
Using Genevesfweobservedthat AtGpxl,
AtGpx2, and AtGpespectivelyhomologous to
PtrcGpxl,PtrcGpx2,aridPtrcGpx3.2,werehighly ex­
pressedin a11 organsor tissuesanalyzed(i.e. in young,
expanded,and senescentleaves,as we11 as in stems,
roots, and flowers), while AtGpx3, AtGpx5, AtGpx7,
andAtGpx8, andespecia11yAtGpx4, generallyshowa
low expressionlevel in theseorgans.Nevertheless,as
expectedfor a chloroplastieprotein,AtGpxl is prefer­
entiallyexpressedin greentissues(youngandexpanded

Figure6. Prxtranscriptexpressionprofiles.A,
Trx y transcripts.RT·PCRreactionswere peri
from variouspoplarorgans(Ro, Root;YI, young1

fruit; St, stem;Pe,petiole;andS, stamen),loaded
stainedwith ethidiumbromide.B, AtGpx
different plantorgans, ascompiledfrom
the GeneAtlasfunction of Genevestiga
Accessionnumbers:AtGpxl, At2g2
At2g43350; AtGpx4, At2g481
At4g11600;
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uiU ..n§u.bcellulatrLocalizationof PtrcGpxland PtrcGpx3.2

�>�'�,�~�j�q�"�"�U�~�'�A�L andPtrcGpx5arepredictedto besecreted
hlltVITP1'P not studiedhere,aswe wereunableto am­
plify the5' endcodingfor their N-terminalextensions
from eithercDNA librariesor genomicDNA. Although
Arabidopsisand O. sativa homologspossessthis ex­
tension, it is not yet dearwhether theseextensions
really belongto thecDNA or areannotationor assem­
bly errors.PtrcGpx4andPtrcGpx3.1containneitheran
N-terminal extensionnor known C-terminal signaIs,
suggestingthat the proteinsare cytosolic. To deter­
mine the subcellular localization of PtrcGpx1 and
PtrcGpx3.2,the5' portionsof the openreadingframe
encoding only the N-terminal parts were fused to
the sequencecodingfor a GFP.The recombinantpCK
GFP S65C plasmids were then used to transiently
transformtobaccocellsby bombardment.In theguard
cells shownhere, it appearsthat Gpx1 is specifically
targetedto chloroplastsand that Gpx3.2 is directed
bothto chloroplastsandmitochondria(Fig. 9). Similar
results were obtained in mesophyll cells (data not
shown).

DISCUSSION

As more and more genomesare sequencedand
annotated,it is now dearthat multigenic families are
very common in organisms.Here, we describethe

Plant Physiol. Vol. 142, 2006

constitutivelyexpressedandwas neverfound to vary
with stress,asacontrol(N. Rouhier,unpublisheddata).
As expected,theTrx hl abundanceis notdependenton
the pathogeninfection, regardlessof which fungal iso­
latewasused.

In addition,we followed Gpx levelsin youngleaves
from Arabidopsisor tobacco(Nicotianatabacum)plants
submittedto variousabioticstresses..After 6 d of water
deficit, the intensity of �t�h�e�~�(�)�w�è�ï�;�l�R�B�-�l�"�l�d decreased,
while that of the upper�b�a�n�d�;�~�~�h�r�e�(�F�i�g�. 8B). This
was evenmore pronounced�i�t�'�t�\�)�l�~ �t�o�b�~�m�ç�o leaves
subjectedto the �s�a�m�e�.�~�~�8�}�~�i�t�i�6�-�l�"�l�8 ....�~�~�n�c�r�e�a�s�e�d
intensityof theGpx �s�i�~�{�'�\�l�,�w�h�i�c�h �C�~�~�~�m�.�l�1�e�s�p�o�n�d to
the �p�r�e�s�e�n�s�~�.�p�f one fbrins (Fig. 8B).
Similar �p�r�6�f�i�l�~�s�~�~�r�e expandedleaves
(datanot �s�h�o�w�-�l�"�l�)�c�t�;�~�. . to photooxida-
tive stress(Fig,' �8�(�i�l�l�)�{�.�t�~�.�~ �a�m�q�l�"�l�l�'�l�~�E�8�~�i�i�t�h�e two proteins
variedin �t�h�e�'�~�p�p�o�s�i�t�e�~�~�~�; tli.éintensityof the upper
bandincreased �h�t�l�y�U�1�'�1�.�<�i�l�~�J�: stressconditionsin ex-
�p�a�n�d�e�d�l�~�~�\�T�e�s�, . œasthêii"ltênsityof the lowerband
�d�e�c�r�e�a�s�e�g�~�f�t�~�m�E ..�2�1�'�i�~ of treatment.

�I�n�p�l�~�n�t�s�e�x�p�~�~�~�~�i�t�~�:�J�:�l�l�e�t�a�l stressesinducedby ap-
pliçJ}()fyariouscC>1'lsentrationsof cadmiumor cop-
p 2>a.B(fl 7 d, only the amountof the lower Mf
p �·�t�~�.�s�t�~�d is modified.It decreasedat 150 fLM

�2�~�:�i�~�F�i�g�. 8E) but increasedstronglyafter
d �a�t�t�~�~�~�.�i�1�J�.�J�:�l�l�f�s�s�m�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n�s of 50and75 fLM (Fig. 80)

at copPerconcentrationsof 25, 75, and 150 fLM

mE •• !iE•••�:�.�·�.�~�~�,�~�~�·�.�§�m�~�)�·�i�;�E
8

N.fabacum

CS 5S

C

83

o 2 6 12 24 48 96h

8

C3

A. thaHana

C

o 25 50 75 0 25 50 75

2d 7d

TO

A 1 Gpx

comp
Trx hl

inCOf1\p lGpx

Trx hl

E

B

c

D

investigatedthe abundanceof theseproteinsin stress
situations(Fig. 8). Gpx abundanceasa functionof time
wasfollowed after infectionof poplarby the agentof
poplarrust, thefungusMelampsoralarici-populina, and
usingtwo differentisolates,avirulentonethatinduces
a compatiblereaction and an avirulent one that in­
ducesanincompatiblereaction(Fig. 8A). As is thecase
for untreatedleafextracts,asinglebandis visible.Dur­
ing the incompatiblereaction,the expressionof Gpx
increasedgreatly 2 h after infection and even more
after 48 h. The patternof expressionduring the com­
patible reaction is strikingly different, with a lower
protein level observedat both 2 h after infection and
then againat 24 h after infectionbut with levelsvery
similar to those seenprior to infection found at aIl
othertimes.Becausethis expressionpatternis surpris­
ing,wehaveanalyzedtheexpressionof Trx hl, whichis

Figure8. subjected
to biotic Gpxs during
infection 0 and96 h after
a compatible reaction. variation of Trx hl
amountwas Abundanceof Gpxsin youngleavesof
Arabidopsisor exposedto a water deficit of 6 d (5)
comparedto control Abundanceof Gpxs in expanded
leaves of Arabidopsis to photooxidativestress(Iow
temperature[BDC] to [1,400/LE m-2 S-l; sn for 3 or
8 d comparedto control plants(C). D, Abundanceof Gpxsin expanded
leavesof Arabidopsis plants subjectedto various concentrationsof
cadmium(0, 25, 50, or 75 /LM addedto hydroponicplants)for 2 or 7 d.
E, Abundanceof Gpxs in expanded leaves of Arabidopsis plants
subjectedto variousconcentrationsof copper(0, 25, 75, or 150 /LM
addedto hydroponicplants)for 2 or 7 d. Eachwesternblot (30 /Lg of
proteinwereloadedper lanes)wasdoneat leastin duplicateswith two
independenttreatments.
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reduce HzOz' The catalytic efficiencies of poplar
Cpxs lie in the range previously describedfor other
Prxs. Rouhieret al. (2004) determinedkinetics param­
eters for poplar chloroplasticPrx Q, with kenl around
1 s-1 andked / Km of 103 to 104 M -1 S-l, dependingon the
substrateconsidered.Horling et al. (2002) reportedan
activity of Prx IIC that is in the samerange. Previous
studies(Herbetteet aL, 2002;Junget aL, 2002; Tanaka
et aL, 2005) also indicatethat plant or yeastCpxs may
displaykinetic parameterssimilar to thoseof the other
classesof the broad Prx family. The catalytic effici n­
cies reportedto date for Cpxs and Prxs are far lower
than those of catalasesor ascorbateperoxidases,but
they are likely to reducea broaderrangeof substrates
than these two enzymes.Cpxs may also provide the
graduatedresponsenecessaryfor the metabolic fine
tuning in caseof oxidativestress,as hasbeendemon­
strated in the interaction with transcription factors
(Delaunayet aL, 2002). AlI thesedata Me consistent
with a possibleIOle for Cpxs and Prxs in ROS detox­
ication in plantcells and,ashasbeendemonstriltedin
other organisms,in redox signél1ing (Delaunayet al.,
2002; Rheeet al., 2005; Vivancoset al., 2005).

In so far as the electrondonor specificity of poplar
Gpxs is concerned, theseenzymesseemto behavelike
previouslycharacterizedplantCpx in that they canbe
reduced by Trxs, as earlier demonstratedfor some
plant Cpx (Herbetteet aL, 2002; Junget aL, 2002) but
not at 2111 by CSH. We have also demonstratedthat
Grxs, which can provide a pathway for disulfide re·
duction alternativeto the Trx pathway,are uflable to
reducepoplarCpxs.However,becauseonly five Crxs
belongingto the samcsubgroupwere tcsted,the pos­
sibility exists that one or more other membersof the
large Crx family might serveas an effective electron
donor to Cpx. he oxidation-reductiontitrationscarried
out in this study(s e Fig. 5) providea thermodynamic
basis for this donar specificity. The intramole ular
Cys-l07/Cys-155disulfide present in the oxidized
PtrcCpx3.2was shownto havean Em value at pH 7.0
of -295 ± 10 mV While reductionof this PtrcCpx3.2
disulfide by Trxs, which have f

ll1
valuesrangingfrom

- 275mV to - 330mV (Brehelinetal., 2003; ollin t al.,
2003), would be expected to be thermodynamically

. .
.' f'

< '2
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Figure 9. Subcellular localization of PtrcGpxl (1\) and PtrcGpx3.2 (lJ)

N·terminal extensions of the two Gpxs were fused to the GFP and u,cd
to bombard tobacco cells. The pictures presenter! here are guard cells.
1, Visible light; 2, autofluorescence of chlorophyll (blue) and mitochon·
drial marker (red); 3, fluorescence of the construction; and 4, merged
im<1g 's.

existenceof six Cpx isoformsin the modeltreepoplaI.
By comparison,eight and five Cpx isoforms are pre­
sent in the genomeof Arabidopsisand O. saliva, re­
spectively.The numberof Gpxgenesthusvariesamong
species,probablybecauseof geneduplication events.
A continuingchallengeis to understandwhy so many
genesor proteinswith similar functionsareneededin
plants. To answerthis question,both the abundance
andlocalizationof theproteinsand thesubstratespeci­
ficities of theseenzymeswere studied.As a result of
our study, it is now clear that the poplar enzymes
originally namedCpxsarereducedby Trxs ratherthan
by CSHandbelongto the Prx family. This largefamily
thus includes15 different Prxs in poplar.

Substrateand Electron Donor Specificities

t
C107-S'

C136-SH

C155-SH

R-OOH
(,) t

Cl 07-S0H

C136-SH + R-OII

C155-SH

Trx

tCl07-SJ

C136-SH
(l,)

C155-S

The poplarCpxsdo not exhibit anydifferencein the
reductionof HzOz comparedto complexhydIOpeIOx­
ides (COOH and tBOOH), as the catalytic efficiencies
(kca/ Km) vary only over a 20-fold range(i.e. from 2.6
to 53 X 103 M- l S-I). The reduction of complex per­
oxides is consistentwith a IOle for Gpxs (and for Prxs
in general) that complementsother systems,like cat­
alases or ascorbateperoxidases,which specifically

(111)

Figure 10. Proposed catalytic and Trx-dependent recy,ling mecha­
nisms for poplar Gpx: li) nucleophilic attack of Cys·l 07 on peroxide
(ROOH) leading to the formation of a sulfenic acid and the concom·
itant release of an alcohol; (ii) formation of an intramolecular disulfide
bridge between Cys·1 07 and Cys·155; and (iii) reduction of the intra­
molecular disulfide bridge by Trx leading to a reduced enzyme and an
oxidized Trx
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thatof AtTrx yI (accessionno. Atlg76760)thanto that
of AtTrx y2 (accessionno. Atlg43S60).This may indi­
catewhich of the two y-typeTrxs is likely to bethe fa­
voredelectrondonor to this enzymein vivo. As there
arealso two isoformsof Trx y in poplar, the situation
mightbesimilar.RT-PCRexperimentsshowedthatthe
two genes(Trx yI and y2) are expressedin all the
organstested,andthusat the cannotiden-
tifY specifieanddistinct isoforms.

favorable,the morepositive Em valuesof GSH (Em =
- 245mVat pH 7.0) andplantGrxs (Em valuesaround
-180mV; N. Rouhier,unpublisheddata)would make
reductionof the PtrcGpx3.2disulfide thermodynami­
cally unfavorable.

Thequestionof whichTrx is theactualphysiological
electrondonor for different Gpxs remainsunsettled.
TakingtheTrx 11. family asanexample,wewereunable
to establisha preferencebetweenTrx 11.1,11.3,and11.5 in
in vitro assays.It was previouslydemonstratedthat
neithera poplarTrx h2 nor anArabidopsisTrx 0 were CatalyticMechanismand rrx-Mêl.'ljiî:lftll.'l
able to serve as reductantsto PtrcGpx3.2 (Gelhaye RecyclingProcess
et al., 2004),andthus the identity of the physiological
reductantfor this mitochondrialGpx remainsunclear. When s to de-

Consideringthe putativesecretedisoforms,namely terminewh r one s wereinvolved
PtrcGpx2andPtrcGpx5,we found that Trx 11.5 is able in thereactiOIl.8�c�~�~�~�l�y .Althoughyeast
to reducePtrcGpxSin a catalytie manner(data not Gpx2 had �b�e�~�J�:�l�s�1�"�i�~�~�J�;�l .. to JU.i Trx-dependent
shown).Juarez-Diazet al. (200S)recentlyshowedthat activity, �i�n�v�o�l�}�'�~�J�:�l�g OIl.!Th": e Cys equivalent to
a homologof poplarTrx hS wassecretedby Nicotiana Cys-107and GIey. SS in r (Tanakaet al., 200S).
alata cells. Assuming that PtrcGpxS is actually se- Junget aL(2002 9- prevlO y suggesteda catalytic
creted,thesetwo proteinscould be part of an extra- mechanf .threeconservedCys residues
cellular redox signalingsystem.Pignocchiand Foyer for aChm'Brassicanapus)Gpx. This pro-
(2003) suggestedthat changesin the apoplastieredox .ass spectrometrydata that
statecould be sensedby a systeminvolving dithiol- disulfide bridge could be formed be-
disulfideexchanges.SecretedGpxsmaybecarldidajtt;;>, to poplar Cys-136and
as apoplastieredoxsensors. and on their observation

Thereareat least11 chloroplasticTrxs in ArÇli:llÇ1,(>p- equivalentto PtrcGpxC136S
sis (NtrC, CDSP32,Trx x, Trx yI andy2, H":....L,g... '.U. of the activity displayedby the
Trx ml, m2, m3, and m4) and even more �'�n�r�ï�f�ï�~�~�~�ô�r�~�(�m�j�l�i�!�!�~�~�~�l�l�~�i nzyme.Here,weS}lûW that,althoughthree
(E. Gelhaye,unpublisheddata).Althoughwedûlutelyconservedin all Gpxs from higher
test the effieiency of the bimodular Trxs (NtrC û:nIy two are involved both in catalysisandin
CDSP32),it appearsthat only the two Trx y are able Trx-dependentregeneration.Indeed,three obser-
to efficiently support the activity qf.PtrcGpx1 and supportthis conclusion:(1) the stoichiometry
PtrcGpx3.2. These chloroplastic Trxs*II:!1éwe very reaction catalyzedby the wild-type enzyme
similar Em, andsothespecificitiesobsefyéçtmustarise is consistently1:1 (in terms of peroxide reducedto
from propertiesof the Trxs otherthantnêif1IJr±tXéllues enzyme oxidized) and never 2:1; (2) the mutated
(e.g. thedistributionsof surface�c�h�a�t�g�~�;�>�:�'�:�i�l�l�d �d�f�s�;�q�r�f�i�O�l�ç�~ PtrcGpx3.2C136Sis as active as PtrcGpx3.2;and (3)
hydrophobic patches). In a �p�r�e�~�~�~�u�s�s�t�u�~�,�)�'�l �i�f�~�~�* we havedetectedonly one disulfide bridgewhen ti-
found in Arabidopsisthat only TY{ÇEx �i�S�<�:�l�l�:�5�1�E�~�t�p�!�t�~�d�u�c�e tratingPtrcGpx3.2.Anothercharacteristicof theseen-
2-Cys Prx, and Trx y is �t�h�e�)�.�~�o�s�t�i�~�f�.�f�~�~�i�1�8�I�l�t�'�e�l�s�~�t�r�o�n zymes is a shift during migration under SDS-PAGE
donorto PrxQ (Collin et �a�l�.�~�3�~�~�4�)�. �I�t�i�s�t�n�e�f�l�l�i�~�~�~�y�t�h�a�t similar to that previously reportedby Tanakaet al.
the major �f�u�n�c�t�i�0�l�'�l�.�~�t�x�-�t�Y�P�~�[�~�J�:�l�~ �y�-�t�y�p�e�~�~�1�8�J�p�!�p�l�a�s�t�i�e (200S)for yeastGpx2,asthe redoxstateof the protein
Trxs is the �r�e�d�t�1�c�t�i�o�:�t�"�l�.�o�f�~�C�l�o�r�o�p�l�~�~�t�i�e Prxs(thisfamily is altered. Both the redox-dependentshift in SDS-
includes �2�-�C�Y�~�]�;�>�f�x�s�, Pr,lÇ<Kr �P�r�x�,�:�I�~�~�~�d Gpxs). The PAGE migrationpropertiesand the redox-dependent
f-type Trxs . . .. �e�c�i�f�i�e�a�l�l�Y�J�:�l�%�~�c�i�e�d�i�r�l�.�t�N�~�r�e�g�u�l�a�t�i�o�n of changesin the Trp fluorescenceparametersof the
�c�h�l�o�r�o�p�l�a�§�.�~�e�t�a�b�o�l�i�§�m �(�i�n�B�:�<�:�l�J�~�)�i�e�u�l�a�I�.�,�t�h�r�o�u�g�h the proteinsclearly indicate that Cys-1SSis requiredfor
activation:p!f:TT::.. aseiOlJ:l.9-0f the �C�E�'�~�.�L�'�\�.�'�I�'�P synthase),but the formationof anintramoleculardisulfidewith Cys-
theycan�a�l�s�a�~�~�~�,�t�1 ys PrxsandPrxQ. Thern-type 107.Oneadditionalpieceof evidencethatGpxbelongs
Trxs may plaY::[5l role, regulating metabolism to the Prx family is its formation of noncovalentdi-
throughcontrol �û�f�:�I�:�?�~�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t malatedehydro- mers.Indeed,the only plantPrx for which a structure
genaseand also setvil1.!.te,spossible reductantsfor is known is a homodimerwith a conservedinterface
2-CysPrx andPrx Q (Cdlliî"t ..et al., 2003).Overall, this found in othernonplantPrx structures(Echalieret al.,
would constitute a system:with partial redundancy 200S). A structuralstudy designedto determinethe
thatcould be linked to eachsubcellularcompartment structuraldeterminantsresponsiblefor substratebind-
redoxstate. ing, for dimerization,and to elucidatea possiblerole

Usingthedigital northernfunetionof Genevestigator for thehighly conservedCys-136is currentlyunderway.
onlinedatabase(https://www.genevestigator.ethz.ch; Unlike thecasefor manyothereukaryotiePrx char-
Zimmermannet al., 2004),we noticedthat the mRNA acterizedso far, we did not observethe formation of
profilesof theArabidopsisorthologof PtrcGpx1(AtGpx1, overoxidizedforms of Gpx. Indeed,the staichiometry
accessionno. At2g2S080)are more closely related ta of the reactioncatalyzedby Gpxsis consistently1, the
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suggeststhat the GSH-dependentperoxidaseactivity
found in thesestudiescorrespondsto the peroxidase
activity of GSH S-transferases.Takenas a whole, the
resultspresentedaboveprovideevidenceat theprotein
level thatsupportsthe conclusionsbasedon previous
observationsin mRNA studiesthatGpx are involved
in stressresponsesandespeciaIlyin responseto metals.
Forexample,it wasprevious ,.onstratedthatover-
expressionof a Gpx fro dtii both in the
cytosolandin thechloropre0pressionof a
tomato(Lycopersiconesculen �~�~�~�s�t andplant
increasedtolerance,i . 'hen et al.,
2004;Yoshimurae 4

Anoth possib
Trx per . ses
subceIlulaf
onstrated
ized in c
also targe
not us
othe
ode

SemiquantitativeRT-PCRexperimentswereusedta estimatethe distribu­
tion of Gpx, Prx, and y-type Trx transcripts in various poplar (Populus
trichocarpa)organs.TotalRNA isolationwasperformedwith theRNeasyPlant
Mini kit (Qiagen)from approximately100 mg of variousfrozen tissuesob­
tainedfrom 4-month-oldpoplar plants (young and expandedleaves,roots,

RT-PCR

Expressionof PoplarGpxs in Various Organs

HP2' tBOOH, COOH,NADPH, GSH, andGR from yeast(Saccharomyces
cerevisiae)werepurchasedfrom Sigma.

MATERIALS AND METHODS

Materials

�:�'�ê�m�f�~�d�u�n�d�a�n�c�y of
be linked to their

fusion, we dem­
and3.2) are local­

e (PtrcGpx3.2)being
ria. This dual targetingis

mg al beenobservedfor sorne
oteins(GSHreductase[GR], mon­

ductase,and ascorbateperoxi-
ea ). The plastidic localizationof

asexpected,as a pea(Pisumsativum)Gpx
reviously shownto be imported into
ullineauxet al., 1998).Only one other
reviouslylocalizedexperimentally.This

tomato,caIledGPXle-1andhomologous
x3.1,wasfoundin thecytosolneartheplasma
e andto a lesserextentin thecell wall of sorne

leaf ce s (Herbetteet al., 2004).
Adding the resultsof this investigationto the pre­

�.�~�i�9�u�s�l�y availabledata on distribution of Prxs, eight
pùplarPrxsarenowknownto beexpressedin plastids
(Prx IlE, 2-Cys Prx A and B, Prx QI and 2, and
PtrcGpx1and PtrcGpx3.2),two in mitochondria(Prx
IIF andPtrcGpx3.2),threein the cytosol (Prx lIB, Prx
IIC, and PtrcGpx3.1),one in the nucleus(Prx 1-Cys),
andtwo predictedto bedirectedto thesecretorypath­
ways (PtrcGpx2and PtrcGpx5),assumingthat these
proteinsindeedcontainanN-terminalextension.This
situationis slightly differentfrom Arabidopsis,in which
thereis only onePrxQ butanadditionalcytosolicPrx II
andeightGpxsinsteadof the six found in poplar.

Expressionand Localizationof Gpx in Plants

activity measuredin the presenceof the Trx system
is linear with time, and H20 z-treatedproteinsdo not
undergothe massincrementexpectedfor sulfinic or
sulfonic formation(datanot shown).We thuspropose
a three-stepreactionmechanismfor plantGpxssimilar
to the one usedby Prx Q, with two Cys forming an
intramoleculardisulfide bridge in the oxidized state
(Fig. 10). Thesestepsare: (1) a nucleophilicattackof
the catalytie Cys (Cys-107)on the peroxidewith the
releaseof analcoholandtheconcomitantformationof
a sulfenic acid; (2) an attack of the sulfenic acid by
Cys-155and formation of an intramoleculardisulfide
bridgebetweenCys-107andCys-155;and(3) a reduc­
tion of the disulfidebridgeby Trx.

We analyzedthe expressionof aIl thePrxsin poplar
organs.AlI themembersof this family areexpressedat
the transcriptionallevel in at leastone of the organs
tested,with a specifieexpressionpatternfor eachof
them.Gpxsarelikely to bepresentin aIl organsandin
nearlyaIl ceIl compartments,suggestingaredundancy
with thePrxsidentifiedpreviously.Interestingly,many
isoformsareexpressedin flowers or in fruits, bll ir
precisephysiologiealfunction is yet unknow,
theless,to explaintheneedfor proteinswi ..
functions,we can imagine that sornege:p.
expressedin specifieconditionsundersC
ample,or couldbe temporallyregulated.

When poplar leavesare subjectedto a biotic sr..
(infection by the rust fungus M. larici-populina), th
abundanceof theseproteinsis mO(:lified:Thisis in line
with previousobservationsthatth'· f PrxQ, Prx
I1C, andPrx I1F but not of 2-Cys P odified in
this situation(Rouhieret al., 2004; .,2007).
Abiotic stressconditions(water ·Me
and metal stresses)also indu
Gpx levels. The amountof is
ularmassesis especiallyma. . .
in waterdeficit andphot
increasingin pres .
cadmiumorer.,In·
stress,it w evio' .
of the Pr y,o
in this s· n,whereas
Prxr n ed(
case, chloropl Gpx(s) decreased,
suggesting fine control and a functional
specialization membersof the samefamily. It
was previously trated at the transcriptlevels
thatAtGpx2, AtGpx . '.. AtGpx6 werestronglyand
rapidly increasedin A bidopsisplants treatedwith
200/LM of FeS04 or CuS04 (RodriguezMilla etal.,2003).
Otherstudiesprovidedevidencefor anincreasedGpx
activity in plantstreatedwith copper(Ali et al., 2006)
or nickel (Gajewskaand Sklodowska,2006) but de­
creasedactivity in the presenceof cadmium(Aravind
et al., 2005). The conclusion,basedon our resultsand
thoseof others,thatGpxsareTrx-dependentenzymes
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idation. Ali
parameters.
(PtrcGpx3.2

d in moredetail
tem(31-'M Arabidopsis
hl, h3, and h5 from

00 I-'M GrxC4),orGSH
Theseassayswere

in pH 8, buffer, 1 mM
·s parametersfor one substratewere

tratio',e, atingconcentrationsof the other
d 100I-'MfofTrx, andbetween40I-'Mand12mM

COOH]).

Biochemical Characterization of

recombinantNI'RB j:llld,

St()îC1'1iometruof the Reaction

NADPH-Coupled �S�p�.�?�c�t�J�r�o�p�h�O�J�~�o�l�1�t�e�t�l�'�i�c�M�t�!�t�h�(�J�d

Oligomerizationand RedoxState of Gpx

Thestoichiometryof thereactionwasalsomeasuredusingtheFOX method
with a knownconcentrationof reducedenzyme(typically 100I-'M or200I-'M) in
theabsenceofanyotherreductantsandin thepresenceof400or500I-'M peroxides.
Theresidualamountofperoxideremainingafterreductionbyaknownamountof
proteinwastitratedaftercompletionof the reaction(30 min). The enzymewas
reducedwith a largeexcessof DIT (10 mM), which wasremoved,prior to the
assay,by two successivedialyses,eachtime against1 L of TE buffer.

Intracellular Localization via GFP Fusion

The nucleotide sequencescorrespondingto the predicted N-terminal
extensionof PtrcGpx1andPtrcGpx3.2wereclonedinto the NcoI andBamHI
sitesof pCK-GFPS65Cusingtheprimersdetailedin SupplementalTableS2as

Thenextpurificationstep,usedfor ail Gpxs,wasgel filtration carriedout
on ACA44 (Biosepra),equilibratedin TE buffercontaining200mM NaCl.After
removingNaClbyultrafiltration,theGpxfractionswereloadedontoa DEAE­
Sephacelion-exchangecolumn (Amersham).A gradientrangingfrom 0 to 400
mM NaClwasusedfor theelutionof PtrcGpx2,4, and5,whereasPtrcGpx1and
3.2 passedthroughthe column.After dialysis and concentration,the proteins
wereanalyzedfor puritybySD5-PAGEandstaredfrozenat -20'Cin TE buffer.

Theredoxstateof PtrcGpx3.2andof themutatedproteinswasanalyzedby
incubatingthe proteinswith either 30 mM DTT or 30 mM Hp, for 30 min
before separatingthem on 14% acrylamide SDS-PAGE gels. Il was also
analyzedbyfollowing intrinsicTrp emissionfluorescenceusingaCaryEclipse
fluorimeter (Varian). Measurementswererecordedat roomtemperaturein a
1- X 1-cm cuvette. The excitation wavelengthwas set to 290 nm (5 nm
bandpass),Emittedlight wasdetectedat90'between300and500nm. Spectra
of a 1-ml. solutioncontaining4 I-'M of variousPtrcGpxswererecordedbefore
addingsuccessively250 I-'M DTT andthen250 I-'M HP2'

The native oligomerizationstateof PtrcGpx3.2was determinedboth in
oxidized (Le. as isolated)or reduced(30-min incubationwith 20 mM DTT)
conditionsusinganACA 44 gel-filtrationcalumn(5 X 75 cm) andproteinsof
known molecularmassesas standards(bovine serumalbumin,ovalbumin,
andchymotrypsinogen;Sigma).

Theseexperimentswereperformedat30i'Çi,fficLl �\�~�,�t�ê�b�a�:�?�"�,�c�i�q�n na0l1ib)ring
the decreasein absorbencyat 340 nm
Gpxsweretestedusingthis met!}
The catalyticpropertiesof Ptr
C107S,C136S, andC13

Production and Ptirifiê'ation of �n�.�~�~�Ç�(�I�;�t�l�l�b�Î�l�l�l�a�l�I�1�.�F�G�J�)�X�s

The �r�e�c�o�m�b�i�n�~�t�~�I�~�~�j�n�i�d�s �o�l�i�i�~�ï�J�J�e�'�â
pSBETstrainof B"",'Ili(Schenketal.; i
final volume �o�f�~�p�.�r�(�j�x�i�m�a�t�e�l�y 1. at
ducedduring . 1P ldirlg 10o,1W
For PtrcGpx3. ,
grownovernightift
The bacteriawereh
then resuspendedin
werebrokenby sonication,
afterhigh speedcentrifugation,e;>(,['('Î,tforPtr'cG,px2,lNhich
in inclusionbodies.

Theinsolubleportionof PtrcGpx2wasfirst denaturedby resuspendingthe
pellet in TE buffer containing8 M urea.The solubleproteinsobtainedafter
centrifugationat 16,000rpm for 30 min were then renaturedslowly by two
successivedialysesof 6 h, first againstTE buffer containing0.5 M ureaand
thenagainstTE bufferalone,A centrifugationstep(30 min at16,000rpm) was
performedafter eachdialysis to removedenaturedproteins.For the soluble
isoforrns,ammoniumsulfate fractionationwas usedas the first step in the
purification procedure.For ail of thesesoluble Gpxs, most of the protein
precipitatedbetween40% and80% saturation.

Cloning and Site-Directed Mutagenesis

Infectionof poplarleaveswith eitheravirulentorvirulentfungal isolatesof
the rust fungus Melampsaralarici-populina was carried out as describedin
Rouhieretal. (2004).Arabidopsis(Arabidopsisthaliana) plantssubjectedto water
deficit andphotooxidativeor metalstressesweretreatedasdescribedin Vieira
dosSantoset al. (2005)andGamaetal. (2007).A total of 30 I-'g of proteinswas
loadedper laneon 15%denaturingSD5-PAGEthentransferredantopolyviny­
lideneclifluoride membranes(Millipore) whenusingpoplarproteinextractsor
ontonitrocellulosemembranes(Pail) for Arabidopsisextracts.Antibadiesraised
againstPtrcGpx3.2were diluted 1,500X . Detectionof proteinsrec:ogni.j:",g Rl{ ,
antibodieson polyvinylidenedifluoride membraneswasdoneby �8�.�~�·�'�L •••�·�"�'�'�'�'�X�(�{�\�Î�~�;�;�)�l�:
raphyandusingtheOdysseyInfraredImagerfrom LICOR in the
cellulosemembranes.

peEPxidesby PtrcGpxl and PtrcGpx3.2,the two chloro-
wasalsofollowed usingtheFOX colorimetricmethod

modularchloroplasticTrxs from Arabidopsiswere
n donors.A 50-1-'1.reactionmixturecontained2 I-'M of

'Or 3.2,500 I-'M DIT, and10 I-'M of Trx fi, f2, ml, m2, m3,
combinant proteil'1S from Arabidopsis,purified as describedin
iThereactionwasstartedby addingtheperoxide(eitherH,O"

tBOOB,àr H) to a final concentrationof 400I-'M. At different times,5 1-'1.of
After identification in the databases(see "Results"), the nucleotide 'e-,j..•• ê'::,!:hereactionmixture was addedta 495 1-'1. of the colorimetriereagentand the

quencesof PtrcGpx2,3.2,and4 werethenamplifiedby PCRusingtheprimers ""'" .•, �h�i�~�'�B�'�:�Q�r�l�b�e�r�l�C�Y readat 560nm after30 min incubationin the dark.
describedin SupplementalTableS2 from a PapulusIrernula X trichocarpa cv
Beauprepoplar root cDNA library (Kohler et al., 2Qg g.l'trcGpx1 and
PtrcGpx5wereamplified directly from isolatedEscn' oli"êàloniescon-
taining the cDNA of interest(gift from Dr. Gunnar l,.J)'liversity of
Umea,Sweden).Eachof the threeCys of the maturePtrcGp ositions
107,136,and155, respectively,werereplaced y Se
directedmutagenesisfallowing a procedure acquat�e�t�,�~�L�@�.�g�~�7�J�I�,�'�,�"�'�"
The double mutantPtrcGpx3.2C136S,C155S,
Cys,wasalsogeneratedandcloned.After
restriction enzymes,
plasmid.

WesternBlotting

stems,andpetioles)or fram aIderpaplartrees(fruits andstamen).Ta remave
contaminatingDNA, thesamplesweretreatedwith DNAsel (Qiagen).Except
for thestem(for which we used300ng), a total of 11-'g of total RNA wasused
to generatecDNAs by RTusingthe OmniscriptRT kit (Qiagen).Theseprod­
uctswereusedastemplatesfor subsequentPCRreactionsusingtheprimers
describedin SupplementalTableS2. The pragramusedwasasfol1aws: 94'C
for 3 min and35 cyclesof 94'c for 30 s,54'c for 45 s, andn'c for 1 min 45 s.
The primers usedwere sometimesidentical ta those usedfor the cloning
experiments(Gpx1,2, and4; 1-CysPrx). Whentwa openreadingframeswere
verysimilar (e.g.Gpx3.1or 3.2; Prxnc, D, andE; PrxQI andQ2,Prx 2-CysA
andB, Trx yI and2), we usedoneor two newprimershybridizingin the3' or
5' partof mRNAs,sometimesin combinatianwith oneof theclaningprimers.
Whenno selectiveamplification waspossiblefor one isoform out of a pair
of very closesequences,primersthatcanhybridizethe two formswereused.
In the caseof Gpx5, the amplification was donewith two specifie internaI
primers.TheTrx hl genefrom poplar,which is expressedin ail tissuestested,
wasamplifiedsimultaneouslyandusedasa control.ThePCRfragmentswere
thenloadedon a 0.8%agarosegel.
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DISCUSSION

L'origine et la formation des ROS dans les cellules végétales sont maintenant

assez bien connues: les principaux sites de production de ROS sont détaillés et sont

pour la plupart localisés dans les chaînes de transport d'électrons chloroplastiques

ou mitochondriales. Des systèmes complexes régulent la concentration en ROS dans

chaque compartiment, afin que les ROS ne perturbent pas le fonctionnement

cellulaire, et que la cellule puisse utiliser ces molécules dans les voies de

signalisation intra- et intercellulaires. Un inventaire des principales enzymes de

détoxication cellulaire recensées dans le génome du peuplier est présenté dans la

figure 12.

De nombreuses protéines, impliquées ou non dans ces cascades de

transduction ou dans le contrôle de la teneur en ROS, sont régulées au niveau post­

traductionnel par des échanges dithiol-disulfures, faisant intervenir les Trx et les Grx.

L'inventaire de ces deux familles de protéines et de leurs protéines cibles potentielles

a d'ailleurs fait l'objet de nombreuses recherches ces quinze dernières années

(Jacquot et al 2002, Gelhaye et al 2004, Balmer et al 2004, Lemaire 2004, Rouhier et

al 2004b, Meyer et al 2005). La réalité des interactions entre les Trx ou les Grx et

leurs partenaires reste bien souvent à démontrer, mais la caractérisation biochimique

des protéines recombinantes (Verdoucq et al 1999), de même que les techniques de

co-immunoprécipitation (Rey et al 2005), ou de complémentation double-hybride

(Vignols et al 2005) fournissent des moyens de les confirmer. Ces deux dernières

techniques donnent un autre point de vue sur les interactions, et pourraient être
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précieuses là où la biochimie seule ne permet pas d'affirmer quelles sont, parmi les

nombreuses isoformes de Trx ou Grx végétales, celles qui sont réellement actives

dans les cellules. Parmi les cibles potentielles potentielles des Trx et Grx, on trouve

des facteurs de transcription, des kinases, des phosphatases ou des protéines

impliquées dans les mécanismes de résistance aux pathogènes, régulées par des

échanges dithiol-disulfures ou par des phénomènes de

glutathionylation/déglutathionylation (Bower et al 1996, Cabrillac et al 2001, Despres

et al 2003, Rivas et al 2004, Dixon et al 2005, Nekrasov et al 2006, Sokolov et al

2006).

Parmi les cibles des Trx et Grx impliquées dans la régulation de la teneur en

ROS, la famille des Prx a fait l'objet de nombreuses études chez les plantes mais

aussi chez les autres eucaryotes et chez les bactéries. Les Prx et Gpx sont

omniprésentes dans la cellule, leur fonction principale étant d'éliminer les peroxydes

de différentes natures, par des réactions d'oxydoréduction impliquant des cystéines.

1Les peroxyrédoxines

Depuis plusieurs années, la caractérisation du rôle des Prx dans ce domaine

est maintenant bien avancée, avec leur large répartition au sein de la cellule, leur

forte concentration intracellulaire, leur relativement faible efficacité catalytique si on la

compare à d'autres systèmes enzymatiques, et leur propension à être inactivées par

leur substrat. De plus, elles sont capables de réduire une large gamme de substrats,

qui comprend des peroxydes mais aussi des espèces réactives dérivées de l'azote,

comme les peroxynitrites (Wong et al 2002, Sakamoto et al 2003). Toutes ces

propriétés confèrent aux Prx un statut qui n'est pas simplement celui d'une enzyme
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antioxydante, mais aussi un système de perception et de transduction spécifique du

signal généré par les ROS en général et par H20 2 en particulier. Le séquençage de

génomes de plantes a permis d'effectuer un recensement exhaustif de cette famille

de protéines. Chez le peuplier, il existe 9 Prx qui se divisent 4 Prx de type Il,2 Prx 2­

Cys, 2 Prx Q et 1 Prx 1-Cys. Dans le génome du riz, on trouve 8 Prx: 4 Prx de type Il,

1 Prx à 2-cys et 2 Prx 1-Cys (Gama et al, sous presse). Chez Arabidopsis thaliana, il

existe 9 Prx exprimées, qui se répartissent ainsi : 5 Prx de type Il, 2 Prx à 2

cystéines, 1 Prx Q et une Prx à une cystéine (Rouhier et Jacquot 2005). Elles sont

présentes dans les différents compartiments cellulaires: les Prx 2-Cys A et B, Prx Q

et Prx liE sont chloroplastiques, les Prx liB, C, D sont cytosoliques, la Prx IIF est

mitochondriale et la Prx 1-Cys nucléaire. Toutes ces Prx possèdent une activité de

réduction des peroxydes très similaire, mais diffèrent au niveau des mécanismes de

régénération de l'enzyme, et au niveau de leur structure quaternaire. Enfin, si

l'élimination des ROS est vraisemblablement une fonction commune, certaines

pourraient avoir une fonction plus spécialisée, comme la protection des

photosystèmes pour la Prx Q, ou comme la signalisation par H20 2 dans le

chloroplaste pour les Prx 2-Cys qui seraient les seules Prx dont l' « hyperoxydation })

est réversible (Konig et al 2003, Dietz et al 2006, Lamkemeyer et al 2006).

Il Les glutathion peroxydases

Les Gpx constituent chez les animaux un système très efficace d'élimination

des ROS grâce à la présence d'une sélénocystéine très réactive, chez la plupart des

isoformes. Chez les végétaux, non seulement les protéines homologues de ces

enzymes ne dépendent pas du GSH mais des Trx pour leur fonctionnement, mais
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Figure 13. Différents mécanismes réactionnels des Prx. 1 : Le péroxyde ROOH réagit

avec la cystéine catalytique de la Prx, pour former un acide sulfénique et relarguer

une molécule d'alcool. 2 : L'acide sulfénique des Prx 2-Cys peut réagir avec une

seconde molécule de péroxyde et former un acide sulfinique, réductible par la Srx. 3 :

Selon la sous-famille considérée, l'acide sulfénique va être converti : en thiol par

l'intermédiaire d'un thiol cellulaire dans le cas des Prx de type Il et 1-Cys; en pont

disulfure intermoléculaire, réduit par la suite par un thiol cellulaire dans le cas des Prx

2-Cys; en pont disulfure intramoléculaire réduit par la suite par une Trx, dans le cas

des Prx Q et Gpx.
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elles sont aussi dépourvues de sélénocystéine. Elles possèdent une cystéine

classique dans leur site actif. Ces particularités suggèrent que les Gpx végétales

pourraient être inclues dans la famille des peroxydases thiol- (ou thiorédoxine-)

dépendantes. Cependant, leur structure primaire est différente, de même que le

nombre et la position des cystéines conservées impliquées dans le mécanisme

catalytique. Celui des Gpxs implique deux des trois cystéines conservées, et est

strictement dépendant des Trx pour la régénération de l'enzyme (Figure 13). Au

niveau structural, Prx et Gpx possèdent un motif de type Trx-fold, avec leur cystéine

catalytique située à l'extrémité N-terminale d'une hélice alpha. De plus, les Gpx

végétales sont organisées en homodimères, liés par des liaisons électrostatiques

(travail réalisé en collaboration avec le laboratoire de cristallographie), ce qui est

aussi le cas d'une Prx Il de peuplier (Echalier et al 2005). Cette situation est par

exemple très différente de celle des Prx 2-Cys, qui sont organisées sous forme de

monomères, dimères covalents ou de décamères selon les conditions (Wood et al

2002).

En considérant ces différentes propriétés, on peut néanmoins envisager des

rôles assez proches pour les Prx et les Gpx végétales. Les capacités catalytiques

des Gpx de peuplier, établies au cours de ce travail, sont comparables à celles

établies sur d'autres Gpx et Prx de plantes (Herbette et al 2002, Horling et al 2002,

Jung et al 2002, Rouhier et al 2004a, Tanaka et al 2005, Yang et al 2005) et sont

compatibles avec un rôle de détoxication in vivo. Les Gpx sont présentes dans la

plupart des organes de la plante (ce travail et Rodriguez-Milla et al 2003) et dans la

plupart des compartiments intracellulaires. Récemment, une isoforme mitochondriale

a été caractérisée chez Raphanus sativus (Yang et al 2006) Des isoformes

mitochondriale et chloroplastique ont ainsi été mises en évidence chez le peuplier, et
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des peptides transit putatifs existent aussi dans les séquences de Gpx d'autres

plantes.

Une différence importante entre Prx et Gpx semble être l'absence

d'inactivation de l'enzyme par H20 2. Georgiou et Masip (2003), dans leur théorie du

« floodgate », proposent que les Prx jouent un rôle de détoxication des ROS quand

ils sont présents à faible concentration. Si cette concentration augmente, en cas de

stress oxydant, les Prx deviennent hyperoxydées et transitoirement inactivées,

entraînant la diffusion de ROS dans la cellule et l'activation de mécanismes de

réponse au stress oxydant. Cette théorie ne serait donc pas directement applicable

aux Gpx de plantes, même si on peut imaginer que certaines isoformes puissent

avoir un rôle comparable à celui de la Gpx3 de levure qui active un facteur de

transcription (Yap1) impliqué dans la réponse au stress oxydant (Delaunay et al

2002). Leur rôle pourrait donc être plus spécifiquement lié à l'élimination des

peroxydes. L'expression d'une Gpx de plante chez un mutant déficient de levure

augmente la tolérance de celui-ci aux peroxydes de phospholipides (Yang et al

2004). De même, l'expression d'un gène de Gpx de plante inhibe la mort cellulaire

programmée chez la levure et la tomate (Chen et al 2005). Les Gpx sont de plus

surexprimées dans de nombreuses conditions de stress (Criqui et al 1992, Holland et

al 1993, Sugimoto and Sakamoto 1997, Depege et al 1998, Roeckel-Drevet et al

1998, Li et al 2000, Agrawal et al 2002, Rodriguez Milla et al 2003, Kang et al 2004,

ce travail). Cette activité de protection de la cellule, notamment au niveau des

membranes, a déjà été démontré extensivement pour l'isoforme humaine, nommée

PHGpx ou Gpx4, la plus proche des Gpx végétales (Sattler et al 1994). Cette PHGpx

possède aussi d'autres rôles chez les mammifères: elle est impliquée entre autres

dans la voie des cytokines (Brigelius-Flohé et al 1997), et joue un rôle structural dans
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les capsules des mitochondries de spermatozo'ides (Ursini et al 1999). Cependant,

ces rôles sont peu transposables aux cellules végétales, surtout parce que la PHGpx

de mammifères est impliquée dans des fonctions métaboliques absentes chez les

plantes. (pour revue sur les Gpx de mammifères, voir Brigélius-Flohé 1999, Drevet

2000).

La Gpx3 de levure, qui sert d'activateur de Yap1, est également impliquée

dans la régulation d'une autre enzyme, une méthionine sulfoxyde réductase (Kho et

al 2006). De manière inattendue, un pont disulfure intermoléculaire se forme entre

les cystéines de recyclage des deux protéines et non pas entre les cystéines

catalytiques. Les auteurs proposent que l'interaction entre les deux protéines soit un

moyen de réguler l'activité des enzymes impliquées dans la détoxication des ROS et

dans la réparation des protéines. En effet, l'interaction est rompue en situation de

stress, permettant aux deux enzymes de fonctionner. Il serait donc intéressant de

savoir si les Gpx végétales peuvent aussi être impliquées dans des régulations de ce

type.

III Les fonctions physiologiques des peroxydases thiol­

dépendantes: redondance ou spécificité?

I!I.A Activités des Prx et des Gpx

Chez notre modèle d'étude, le peuplier, l'existence de six isoformes de Gpx

couplées aux 9 Prx existantes, peut paraître difficilement compatible avec un rôle

spécifique de chacune d'entre elles au sein de la cellule. Les études biochimiques
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n'ont pas toujours permis de faire apparaître des spécificités entre les différentes

isoformes. En effet, les Gpx et Prx ont souvent des efficacités catalytiques similaires

vis-à-vis des différents peroxydes. Toutefois, il existe des spécificités qui peuvent

être notées. Ainsi, les Prx Q réduisent peu les substrats plus complexes qu'H20 2 tels

que les peroxydes complexes ou les lipides peroxydés (Lamkemeier et al 2006). Les

Prx 2-Cys semblent capables de réduire toutes sortes de peroxydes, y compris les

peroxydes de lipides, avec une plus faible efficacité cependant (Konig et al 2003). On

retrouve la même variabilité dans les études concernant la gamme de substrats que

les Gpx sont capables de réduire. Certaines réduisent toutes sortes de peroxydes

testés (Jung et al 2002, Tanaka et al 2005, Rho et al 2006, ce travail), tandis que

d'autres ne semblent pas pouvoir réduire le peroxyde d'hydrogène (Herbette et al

2002). Les Gpx végétales ont aussi une activité qui peut dépendre de différents

réducteurs. Certaines études montrent que cette activité est dépendante du GSH ou

des Trx (Jung et al 2002). Une Gpx de tournesol réduit quant à elle l'H20 2 en utilisant

une Trx mais elle n'en est pas capable en présence de GSH (Herbette et al 2002).

Enfin, dans notre étude, les Gpx caractérisées sont strictement dépendantes des Trx

pour leur activité de détoxication. La grande variété de réducteurs (Trx, Grx), testés

au cours de ce travail permet de conclure que dans le cas du peuplier, l'activité des

Gpx est probablement strictement dépendante des Trx, et non du GSH et/ou des

Grx. Ceci contraste avec les connaissances de la PHGpx humaine, homologue aux

Gpx végétales, qui est capable de réduire tout type de peroxydes, depuis H20 2

jusqu'aux peroxydes de phospholipides complexes, en utilisant le GSH (Maiorino et

al 1991). Cependant, cette enzyme est monomérique, alors que les Gpx de plantes

sont dimériques, ce qui peut faciliter ses interactions avec des molécules complexes,

et possède une sélénocystéine dans son site actif. Les Gpx végétales semblent donc
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définitivement plus proches des Prx que des Gpx déjà connues dans les autres

règnes.

Au niveau du chloroplaste, les Gpx montrent une spécificité pour les Trx y.

Cette spécificité se retrouve aussi chez les Prx chloroplastiques: les Prx Q utilisent

aussi préférentiellement les Trx de type y, alors que les Prx 2-Cys d'Arabidopsis

thaliana sont réduites plus efficacement par les Trx x (Collin et al 2003; 2004,

Rouhier et al 2004a).

Finalement, si l'on considère que les Gpx végétales sont strictement

dépendantes des Trx pour leur fonctionnement, la question de la présence d'une

activité peroxydase dépendante du glutathion dans les extraits végétaux reste posée.

Il semble que cette activité ne proviennent pas des Gpx proprement dites, mais plutôt

de certaines glutathion S-transférases (GST), enzymes impliquées dans l'adduction

de GSH à certaines molécules, mais qui possèdent aussi une activité Gpx (Bartling

et al 1993, Cummins et al 1999). La surexpression d'une GST de coton entraîne par

ailleurs une forte augmentation de l'activité Gpx dans des feuilles de tabac, et leur

résistance au stress oxydant (Yu et al 2003). Il existe de plus un grand nombre

d'isoformes de GST, ainsi que des familles spécifiques aux plantes (Wagner et al

2002), qui sont encore très peu caractérisées.

III.B Localisation, expression des Prx et Gpx

Alors que ce travail de thèse montre qu'une isoforme au moins est strictement

chloroplastique (Gpx1), tandis qu'une autre est co-localisée dans la mitochondrie et

le chloroplaste (Gpx3.2), la localisation des Gpx à l'intérieur de chaque compartiment
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Fleur Etamine Pollen Graine Tige Feuilles Xylème Racine
Prx liA At1g6599D · · · · · · · ·
Prx liB At1g6598D ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++

Prx IIC At1g6597D ++ +++ +++ + · · · ++

Prx IID At1g6D74D ++ +++ +++ + · · · ++
Cyto

Gpx2 At2g3157D ++ ++ · ++ ++ ++ · ++

Gpx3 At2g4335D + + · + + + + +
Gpx4 At2g4815D · + + · · · · ·
Gpx5 At3g63D8D + + + + + + + +

Prx liE At3g5296D + + · ++ + ++ · +
Prx 2-cys A At3g1163D ++ + · ++ +++ +++ + +
Prx 2-cys B At5g0629D + · · + ++ ++ · +

Chlora PrxQ At3g26D6D ++ + · + ++ ++ · ·
Gpx1 At2g25D8D + + · + ++ ++ + +
Gpx6 At4g1160D ++ +++ + +++ ++ ++ ++ ++

Gpx7 At4g3187D · · · · · + · ·

Secr Gpx8 1 At1 g6346D 1 + + + + + +

Noyau Prx 1-cys 1 At1g4813D 1 +++

<1000
+ 1000-5000

++ 5000-15000
+++ >15000

Figure 14. Expression des différents gènes de Prx et Gpx d'Arabidopsis thaliana. Les

données sont tirées du logiciel GeneAtlas, sur le site Genevestigator

(www.genevestigator.ethz.ch). Les valeurs numériques des signaux ont été

converties pour faciliter une lecture comparative.
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cellulaire n'est pas connu, mais pourrait être déterminante pour comprendre quelles

sont les rôles de ces enzymes. Il a ainsi déjà été montré que la Prx Q et les Prx 2­

Cys d'A. thaliana sont majoritairement situées au niveau des thylacoïdes, et sont

impliquées dans la protection des photosystèmes (Lamkemeyer et al 2006, Konig et

al 2002).

En ce qui concerne la localisation des Gpx, les Gpx2 et 5 de peuplier

possèderaient un peptide de transit qui les dirigeraient vers les voies de sécrétion.

Elles seraient donc les seules peroxydases thiol-dépendantes dans ce cas,

puisqu'aucune Prx ne semble présenter ce type de localisation. Concernant, les

réducteurs potentiels pour ces enzymes, des Trx et Grx (Grx C2, C4, Trx h5 de

peuplier) possèdent des séquences d'adressage de ce type et sont donc des

candidats d'intérêt. Il a d'ailleurs été montré que la Trx h5 de tabac est secrétée in

vitro (Juarez-Diaz et al 2006). Chez le peuplier, Gpx4 et Gpx3.1 sont, a priori, des

formes redondantes du cytosol, qui s'ajouteraient aux Prx liB et Ile identifiées.

L'expression différentielle des gènes codant pour ces protéines pourrait expliquer

cette apparente redondance.

En effet, l'analyse des profils d'expression des gènes de Prx d'Arabidopsis

thaliana par microarrays, en utilisant le logiciel Genevestigator (Zimmermann et al

2004) montre des variations importantes de l'expression suivant l'organe considéré

(Figure 14). On observe que certaines isoformes sont exprimées très spécifiquement,

la Gpx4 dans les étamines et le pollen, la Gpx7 dans les feuilles, ou encore la Prx 1­

cys dans les graines. D'autres profils sont moins tranchés, tandis que certaines

isoformes sont omniprésentes dans toute la plante, comme les Prx liB et IIF ou les

Gpx5 et 6. Cette dernière est homologue à la Gpx3.2 de peuplier, qui est la plus

représentée en termes d'EST. On peut aussi remarquer que globalement,
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l'expression des gènes de Prx semble plus importante que celle des Gpx, ce qui est

en accord avec les résultats obtenus par RT-PCR chez le peuplier (voir Article VIII).

On obtient donc un profil global assez hétérogène pour cette famille, qui peut encore

être affiné en fonction du compartiment cellulaire considéré, ou encore grâce aux

résultats obtenus en conditions de stress. Ainsi, dans les graines par exemple, la

Gpx6 est susceptible d'être la principale Prx présente dans la mitochondrie. A partir

des données de microarrays pour Arabidopsis thaliana (site Genevestigator:

http://www.genevestigator.ethz.ch). on peut observer que la transcription de la Prx

110 est celle qui est la plus régulée en conditions de stress. En particulier, l'infection

par des pathogènes de type Agrobacterium, Botrytis ou certains Pseudomonas induit

une augmentation de la transcription d'un facteur compris entre 5 et 70, alors

qu'aucune augmentation importante n'est visible pour les autres isoformes. La plus

forte augmentation est observée pour les genres P. infestans (64 fois) et P. syringae

(66 fois). L'implication de cette Prx dans la réponse à l'infection par ce pathogène est

donc probable. Cette hypothèse est appuyée par les résultats obtenus en présence

d'un éliciteur de Pseudomonas, la syringoline, qui induit une augmentation du taux

de transcrit de 96 fois. En ce qui concernent les isoformes de Gpx, le gène de Gpx4

est surexprimé lui aussi en cas d'infection par Agrobacterium tumefaciens (11 fois),

tandis que celui de la Gpx2 est induit en condition de sénescence (9 fois). Mittler et al

(2004) ont aussi montré que la transcription des gènes de Gpx était influencée par

des conditions de stress froid. Les Gpx semblent par ailleurs être surexprimées en

conditions de stress en présence de métaux lourds, ce qui n'est pas le cas pour les

autres Prx (Pascal Rey, communication personnelle). 1/ paraît donc possible de

postuler qu'il existe bien une fonction spécifique pour chacune de ces enzymes.
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Les Gpx possèdent un mécanisme commun à toutes les isoformes,

contrairement à ce qui est observé chez les Prx. De même, contrairement aux

variations dans le nombre de cystéines conservées et impliquées dans la catalyse,

qui sont observées pour les Prx, les Gpx de plantes possèdent toutes trois cystéines,

dont deux sont nécessaires à l'activité des enzymes. Ces enzymes ont aussi un

donneur d'électrons unique, les Trx, ce qui contraste avec les capacités des Prx à

utiliser le GSH, les Grx ou les Trx pour leur recyclage. La famille des Gpx est aussi

plus restreinte, avec 8 isoformes chez l'arabette, mais seulement 6 chez le peuplier.

Il est donc posssible d'envisager que ces Gpx aient d'autres fonctions dans la cellule,

en particulier dans une position plus « en amont)} dans la réponse de la cellule au

stress oxydant. Pour tester cette hypothèse, l'obtention de mutants sous-exprimant,

ou n'exprimant pas un ou plusieurs gènes de Gpx a déjà été utilisée chez d'autres

organismes, et des études similaires chez les plantes commencent à être publiées.

Chez les mammifères, la mutation homozygote du gène PHGpx, par exemple,

est létale (Imai et al 2003). Ces protéines protègent les cellules contre le stress

oxydant, et ont aussi d'autres rôles, notamment structuraux dans la capsule

mitochondriale des spermatozoïdes (Maiorino et al 2005). Chez la levure, la délétion

des gènes de Gpx n'est pas létale. Cependant, la suppression du gène Gpx3

entraîne une augmentation de la sensibilité des levures au stress oxydant (lnoue et

al 1999). Chez les plantes, on sait déjà que la surexpression d'une Gpx de

Chlamydomonas reinhardtii dans des plants de tabac augmente la tolérance au

stress et l'activité de réduction des peroxydes complexes (Yoshimura et al 2004).

Récemment, il a été démontré qu'un mutant d'insertion pour la Gpx3 d'Arabidopsis

thaliana est plus sensible au stress oxydant, et que sa réponse à un stress hydrique

est perturbée (Miao et al 2006).
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Ainsi, si les rôles spécifiques des Gpx au sein des systèmes redox chez les

plantes sont aussi encore sujets à hypothèses, ces enzymes sont probablement

essentielles dans /e réseau de transduction du signal et de défense antioxydante des

cellules végétales. Bien que nous ayons pu éclaircir les mécanismes enzymatiques

utilisés par ces enzymes ainsi que leurs localisations tissu/aire et intracellulaire, la

plupart des fonctions physiologiques potentielles : peroxydase, senseur de stress,

transducteur direct ou indirect de signaux, activateur d'enzymes, ainsi que leur

importance relative in vivo restent encore à évaluer chez les plantes.
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