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Abbréviation

- *NO/NO : oxyde nitrique

-'0,: oxygene singulet

- A. thaliana: Arabidopsis thaliana

- ABA: acide absissique

- ADN: acide désoxyribonucléique

- ALR: augmenter of liver regeneration
- AOX: alternative oxydase

- APX: ascorbate peroxydase

- ASC: ascorbate

- ATF6/4: facteur de transcription 6/4

- ATP: adénosine triphosphate

- BIP: Binding protein

- BRI1: récepteur a brassinostéroides

- CAT: catalase

- CCHL: cytochrome heme lyase

- CCM: cytochrome ¢ maturation

- CCS: chaperonne a superoxyde dismutase

- CHCHD4: coiled-coil-helix-coiuled-coil-
helix domain 4

- CO;: dioxyde de carbone

- COX: cytochrome ¢ oxidase

- CRM: chaine respiratoire mitochondriale
- CSD: copper superoxyde dismutase

- Cyt bgf': cytochrome b(6)f

- Cyt bof: cytochrome b6/f

- Da: Dalton

- DHA: déhydroascorbate

- DHAR: déhydroascorbate réductase
- Dsb : disulfide bond

- E. coli: Escherichia coli

- eh: potentiel redox

- ERAD: ER associated degradation
- EROI : ER oxydase 1

- ERV1: essential for respiration and
vegetative growth 1

- ETR1: récepteur a éthylene
- FAD: flavine adénine dinucléotide
- FBPase: fructose-1,6-biphosphate

- FDX/FTR/TRX: voie
ferrédoxine/ferrédoxine-thiorédoxine-
réductase/thiorédoxine

- FDX: Ferrédoxine
- Fe-S: centre fer-soufre
- FTR: ferrédoxine thiorédoxine reductase

- GAPDH: glyceraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase

- GFP: green fluorescente protein
- GOX: glycolate oxidase

- GPX: glutathion peroxydase



- GPXL: glutathion peroxydase like

- GR: glutathion réductase NADPH
dépendante

- GRX: Glutarédoxines

- GS®: glutathion radicalaire

- GSH: Glutathion

- GSHI: y-EC synthase

- GSH2: glutathion synthase

- GSNO: S-nitrosoglutathion

- GSSG: Glutathion disulfure

- GST: glutathion-S-transférase
- H,O: molécule d’eau

- H,O,: peroxyde d’hydrogene

- HCF164: high chlorophyll fluorescence
164

- HSP: heat shock protein

- IgG: Immunoglobuline G

- IM: inner membrane

- IMS: intermembrane space

- IRE1: inositol-requiring kinase 1

- ITS: intermembrane space targeting signal
- JTT: méthode Jones, Taylor et Thornton

- kDa: kilo Dalton

- LECA: last eukaryotic commun acestor

- LHC: light harvesting complex

- LTOL1: lumen thiol oxydoréductase 1

- MDHA: monodéhydroascorbate

- MDHAR: NADPH-monodéhydroascorbate
réductase

- MIA40: mitochondrial intermembrane
space assembly 40

- MIC: MICOS complex subunit

- MISS: mitochondrial IMS-sorting signal
- MPT: modifications post-traductionnelles
- MTS: mitochondrial targeting sequence
-mV: millivolt

- N,Os: trioxyde d’azote

- NADP : nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate oxydé

- NADPH : nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit

- NO; : dioxyde d’azote

- NO;: dioxyde d’azote

- NR : nitrate réductase

- NTR: NADPH-thiorédoxine reductase
- Oy: dioxygene

- 0,* : radical superoxyde

- OH®: radical hydroxyle

- OM: outer membrane

- ONOO- : peroxynitrite

- OSM1: fumarate reductase
- PC: phytochélatine

- PCS: phytochélatine synthase



- PDI: protéine disulfure isomérase - SOD: superoxyde dismutase

- PERK: protein endoplasmic reticulum - S-OH: acide sulfénique

kinase
- SRX: sulfirédoxines
- pH: potentiel d’hydrogene
PP yearos - TCP: trichlorophénol
- pKa: constante d’acidité .
- TIM: translocase of inner membrane
- PQ: plastoquinone .
- TIM: translocase of inner membrane

- PRK: phosphoribulokinase ) .
- TM: domaine transmembranaire

- PRX: peroxyrédoxine ) )
- TMX: thioredoxin-related transmembrane

- PRX: peroxyrédoxine protein

- PSI: photosysteme I - TOM: translocase of outer membrane
- PSII: photosystéme 11 - TPX: thiol peroxydase

- QSOX: quiescine sulfhydrile oxydase - TRX: thiorédoxine réductase

- RALF1: rapid-alkalinization factor - TRX: Thiorédoxines: TRX

- RBOH : NADPH oxydases - UPR: unfolded protein response

- RE: réticulum endoplasmique - VKOR: vitamine K époxyde réductase

- RNS: reactive nitrogen species
- ROS: reactive oxygen species
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- S°: radical thiyl
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Introduction







Les cystéines sont I’un des acides aminés dont la teneur est la plus faible dans les protéines (en
moyenne entre 1 et 3%). Nonobstant, leur présence gouverne fréquemment 1’activité, la stabilité,
la localisation ou la fonction de nombreuses protéines et il est paradoxalement relativement rare
de rencontrer des protéines dépourvues de cystéines. . La singularit¢ de cet acide aminé est
conférée par la présence d’un groupement thiol (SH) au niveau de la chaine latérale qui va
permettre la formation de ponts disulfure aprés oxydation. Ces ponts disulfure peuvent étre
structuraux mais ils peuvent avoir aussi des fonctions régulatrices via des échanges dithiol-
disulfure. De plus, de nombreuses autres modifications post-traductionnelles qui sont formées par

modification oxydative des cystéines jouent ¢galement des roles régulateurs.

Pour illustrer le premier aspect, il est important de mentionner qu’environ 30% des protéines de
la cellule vont transiter par les voies de sécrétion et que de nombreuses protéines secrétées
possédent des cystéines formant des ponts disulfure dits structuraux dont la fonction est de
permettre un repliement correct des protéines mais aussi de les rendre plus compactes et de
limiter leur dégradation dans un environnement extracellulaire plus hostile que les compartiments
intracellulaires. Ce repliement oxydatif est également important pour les protéines présentes dans
I’espace intermembranaire de la mitochondrie et dans le lumen des thylakoides chez les
eucaryotes et dans le périplasme chez certaines bactéries. Les acteurs et les mécanismes

permettant la formation de ces ponts disulfure seront détaillés dans le chapitre IV.

La meilleure illustration concernant les mécanismes de régulation redox concerne certainement la
régulation par la lumicre et le systeme ferrédoxine-thiorédoxine (FDX-TRX) des enzymes du
cycle de Calvin-Benson et d’autres enzymes associées a ce métabolisme carboné. Plusieurs
enzymes sont régulées par réduction/oxydation d’un ou de plusieurs ponts disulfure par les
thiorédoxines, dont 1’état redox est contrélé par la lumiére, via la chaine de transfert d’¢lectrons
linéaire chloroplastique, les ferrédoxines et la ferrédoxine-thiorédoxine réductase. Il est
intéressant de noter un rdle potentiel du systéme glutathion (GSH)/Glutarédoxine (GRX),
molécules qui contrdlent la (dé)nitrosylation et la (dé)glutathionylation des protéines. En effet,
des ¢tudes de protéomique redox suggerent que plusieurs enzymes du cycle de Calvin-Benson
sont également modifiées/régulées par la formation d’adduits glutathion et de groupements S-

nitrosothiols (Bedhomme et al., 2009; Michelet et al., 2008, 2013; Morisse et al., 2014;






Zaffagnini et al., 2007, 2016a) Les acteurs et les mécanismes permettant la formation/réduction

de ces ponts disulfures seront détaillés dans le chapitre II.

Il est a noter pour finir ce paragraphe introductif que les cystéines sont aussi fréquemment
impliquées dans la fixation d’ions métalliques ou de cofacteurs métalliques, comme les motifs a
doigt de zinc ou les centres fer-soufre (Fe-S) (Couturier et al., 2015; Giles et al., 2003; Peralta
and Huidobro-Toro, 2016; Rouhier, 2010) Ces aspects ne seront pas ou peu traités dans cette
introduction mais I’intérét que j’ai porté aux protéines possédant des motifs Cx,C conservés (C
représentant les cystéines et x indiquant la présence d’acides aminés variables) afin de
caractériser la fonction de nouvelles oxydoréductases m’a amené a purifier certaines protéines

contenant des centres Fe-S.

I. Origine de la réactivité des cystéines

Outre leur exposition au solvant, la réactivité des cystéines est gouvernée notamment par leur
capacité a exister sous forme déprotonée ou thiolate, beaucoup plus réactive que la forme thiol
(protonée), et donc a effectuer des attaques nucléophiles sur un certain nombre de molécules.
Cette caractéristique est directement reliée a la constante d’acidité (pKa) du groupement thiol qui
est controlée par le microenvironnement dans lequel les cystéines se trouvent (Trost et al., 2017).
Les acides aminés situés a proximité de la cystéine considérée, notamment ceux chargés
positivement (His, Arg et Lys), auront un role prépondérant en formant des paires ioniques.
D’autres facteurs influengant la valeur du pKa sont les réseaux de liaisons hydrogéne formées
entre le thiolate et les groupes polaires non chargés de chaines principales ou latérales d'acides
aminés, le moment dipolaire électrique généré lorsque le résidu cystéinyl est situé a l'extrémité
N-terminale d’une hélice a et enfin la désolvatation, qui se produit souvent dans les sites
catalytiques, et qui peut influencer le pKa du thiol en diminuant la constante diélectrique par
rapport a 'eau, augmentant ainsi toutes les interactions électrostatiques (Ferrer-Sueta et al. 2011).
La contribution individuelle relative de chacun des facteurs structuraux a la valeur globale du

pKa d'une cystéine reste difficile a appréhender.

Le pKa refléte donc 1’équilibre entre les formes thiol et thiolate et gouverne ainsi la réactivité
intrinséque de la cystéine a une valeur de pH physiologique. Par exemple, une cystéine libre

posséde un pKa d’environ 8,3, celle contenue dans le glutathion (GSH) de 8,8 (Paulsen and
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Figure 1 : Représentation schématique des principaux sites de production d’espéces réactives de ’oxygene
et de I’azote et des enzymes intervenant dans leur détoxication chez les organismes photosynthétiques. Au
sein du chloroplaste, les photosystemes I et I (PSI et PSII) et le cytochrome b6f , sont les principaux sites de
production de ROS ('O,: oxygéne singulet, O,*": radical superoxyde). Sous 1’action de superoxyde dismutases a
Cu/Zn ou a Fe (Cu/ZnSOD et FeSOD), 1’0O,* est réduit en H,O,. Au niveau des mitochondries, la chaine
respiratoire mitochondriale (CRM) est responsable la production d’O,*" qui sera réduit en H,O, par I’action des
MnSODs. Le peroxysome représente un site important de production d’H,O, via la photorespiration (glycolate
oxydase, GOX) et l’activité d’autres flavine oxydases. Il est réduit en H,O par des catalases (CAT) et ascorbate
peroxydases (APX). Ces dernieres sont également présentes au sein du chloroplaste et de la mitochondrie avec les
thiol peroxydases (PRX et GPXL) pour réduire H,O,. Le réticulum endoplasmique est également un site de
production d’H,O, au travers du repliement oxydatif des protéines sécrétées catalysé par le systtme PDI/EROI.
De récentes études ont également mis en évidence la présence de GPXL dans ce compartiment subcellulaire. Le
dernier site de production d’H,0, est I’apoplaste, sous 1’action conjointe d’'une NADPH oxydase (RBOH) et d’une
SOD.

La production de *NO par la nitrate réductase (NR) a partir de nitrites se déroule dans le cytosol. En présence de
glutathion réduit (GSH), du glutathion nitrosylé (GSNO) sera formé. Adapté de Zaffagnini et al., 2019, Smirnoff et
Arnaud., 2019




Carroll, 2013). Cela signifie qu’a une valeur de pH physiologique (généralement inférieure a 8),
ces cystéines seront présentes majoritairement sous forme protonées, pas ou peu réactives. Les
cystéines catalytiques retrouvées dans certaines familles de protéines, notamment les
oxydoréductases a thiol, possédent en revanche un pKa acide. Celui-ci se situe autour de 5-6 pour
les TRXs et les peroxydases a thiol de la classe des peroxyrédoxines (PRX) et autour de 3 a 5
pour les GRXs (Couturier et al., 2013a; Winterbourn and Hampton, 2008; Zaffagnini et al., 2008,
2012). Bien que les GRXs présentent un pKa plus faible et donc une réactivité théorique plus
importante, il s’aveére que la réactivité de la cystéine catalytique des GRXs vis-a-vis du peroxyde
d’hydrogéne (H,O5) par exemple est 10° 4 10° fois plus faible que celle présente dans les PRXSs,
indiquant que le pKa n’est pas le seul déterminant de la réactivité des cystéines et que d’autres
facteurs sont importants (Winterbourn and Hampton, 2008). A I'inverse, les GRXs sont plus
réactives vis-a-vis des formes du glutathion (GSSG et GSNO), sans doute du fait de la présence

d’un site de fixation spécifique pour ces produits.

I1. Modifications post-traductionnelles des cystéines par les espéces réactives

de Poxygene (ROS) et de I’azote (RNS)

1. Production des ROS et RNS

Le paradoxe de la vie dans des conditions aérobies est la production d’espéces réactives de
I’oxygeéne (Reactive Oxygen Species en anglais : ROS) et dans une moindre mesure de 1’azote
(Reactive Nitrogen Species en anglais : RNS). La formation de ces espéces moléculaires prend
principalement place au sein des chaines de transport d’électrons mitochondriale et
chloroplastique mais également au sein du peroxysome via des flavine oxydases et notamment la
glycolate oxydase (GOX) qui participe a la photorespiration chez les plantes (Figure 1). Cette
enzyme génere des quantités steechiométriques d’H,O, lies a ’activité oxygénase de la ribulose-
1.5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (RubisCO). Cette voie, au cceur des cellules
photosynthétiques et des plantes a métabolisme C3, est une des voies importantes de production
d'H,0, indépendamment des stress biotique et abiotique (Noctor, 2002; Noctor et al., 2018).
Méme si ces especes sont produites de facon basale au sein des cellules dans des conditions

normales de croissance et sont méme éventuellement requises pour des processus
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Figure 2: Principales voies de production de ROS et de RNS et dommages induits sur les biomolécules.
L’O, peut passer sous un état d’excitation singulet ('O5) ou étre partiellement réduit en anion superoxyde (0,*
). Ce dernier est généralement réduit par une superoxyde dismutase (SOD) en peroxyde d’hydrogéne (H,O,) qui
est réduit en H,O par des thiol peroxydases (TPXs), catalases (CAT) ou ascorbate peroxydases (APX). En
présence de Fe®', H,O, peut produire des radicaux hydroxyles (OH®) via la réaction de Fenton. L’oxyde
nitrique (*°NO) peut étre produit au travers de la réduction des NO, par les nitrate réductases (NR) ou par une
activité de type NO synthase via I’oxydation de I’arginine (Arg). Le *NO est globalement peu réactif mais
forme du peroxynitrite (ONOQO") par réaction avec O,* . Il peut également réagir avec du glutathion (GSH)
pour former du nitrosoglutathion (GSNO). Une fois protonée, ONOO™ forme de 1’acide peroxynitrique

(ONOOH) qui se décompose par homolyse et des radicaux hydroxyles et du dioxyde d’azote (NO,).



développementaux (Rouhier et al., 2015), leur production est souvent exacerbée dans des

conditions de stress biotique et abiotique (Couturier et al., 2013b; Danon, 2012).

Chez les plantes comme au sein des cellules animales (Huang et al., 2016), la chalne respiratoire
mitochondriale est le théatre de la production de ROS, notamment au niveau des complexes I et
III qui produisent un radical superoxyde (O,*") par réaction d’un électron avec une molécule
d’oxygene. Ce radical superoxyde est normalement rapidement dismuté en H,O, par 1’action de
superoxyde dismutases a manganése (MnSOD). Du fait de sa moindre réactivité¢ et de sa
spécificité, ’'H,O, possede la durée de vie la plus importante parmi les ROS. De plus, n’étant pas
chargée et avec une structure proche de 1’H,O, cette molécule possede la particularité de diffuser
assez facilement au travers des membranes biologiques et d’€tre transportée par certaines
aquaporines, ce qui lui permet en principe de passer d’un compartiment subcellulaire a un autre.
La formation des radicaux hydroxyles (OH®) est possible par la réaction de Fenton par réaction
d’H,0, avec des ions métalliques (Fe*" et Cu™") ou par la réaction d’Haber Weiss par réaction
avec O,* (Hurd and Murphy, 2009). Etant ’un des plus puissants oxydants, ce radical posséde la
capacité de réagir avec toutes les molécules biologiques comprenant en particulier les acides
nucléiques, les protéines et les lipides (Figure 2). Cependant son temps de demi-vie étant
relativement court (~ 1 ns), son action délétére se produira principalement aux sites de production
(Halliwell and Gutteridge, 1992, 1995). Chez les organismes photosynthétiques, 1’expression
d’une alternative oxydase (AOX) permet de limiter la production de ROS dans la mitochondrie
en dissipant le pouvoir réducteur excédentaire par réaction avec les quinones de la chaine
respiratoire, formant des molécules d’H,O (Zaffagnini et al., 2019). Ainsi, le complexe III ne
produira pas de ROS. Toutefois, en contournant 2 sites d’expulsion de protons, cette oxydase
terminale alternative limite la production d’ATP.

Au sein des organismes photosynthétiques, un autre organite singulier est également responsable
d’une production conséquente d’especes moléculaires réactives, le chloroplaste au niveau du
photosysteme II (PSII), du photosystéme I (PSI) mais aussi lors des transferts d’électrons entre
les plastoquinones et le cytochrome b6/f. Concernant le PSII, lorsque les antennes
chlorophylliennes (Light Harvesting Complex (LHC)) recueillent 1’énergie lumineuse et que
I’état d’excitation triplet de la chlorophylle n’est pas dissipé rapidement, cela peut induire la
production d’oxygéne singulet ('O,) par interaction avec une molécule d’O, (Fischer et al.,

2007). La fermeture des stomates en réponse a un stress hydrique a pour conséquence la
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diminution des concentrations en CO; dans les cellules photosynthétiques. Ceci peut générer une
sur-réduction de la chaine de transport des électrons chloroplastique et augmente la probabilité de
production d’'0, au sein du PSII (Fischer et al., 2013; Noctor et al., 2014). D’un point de vue
quantitatif, la majorité des ROS serait produite par le PSI via la réaction de Mehler qui consiste
en un transfert d’électron de la ferrédoxine vers 1’oxygeéne, produisant ainsi des radicaux
superoxydes (Asada, 2006) qui seront ensuite réduits en H,O, via des SOD a cuivre/zinc (Cu/Zn).
La présence de ces deux ROS peut via les réactions d’Haber-Weiss et de Fenton induire la
production de OH® (Ivanov and Khorobrykh, 2003). De la méme maniére qu’au niveau du
complexe III de la chaine respiratoire mitochondriale, il a été mis en évidence une implication
importante du cytochrome b6f et plus précisément du pool de plastoquinone dans la production
d’02* qui peut également aboutir & la production d’une quantité non négligeable d’H,O, via les
Cu/Zn SODs (Baniulis et al., 2013; Ivanov and Khorobrykh, 2003).

Concernant les ROS, il est intéressant de mentionner deux autres sources importantes. En effet, le
repliement oxydatif des protéines via le couple PDI/EROI1 dans le réticulum endoplasmique (voir
chapitre IV.2) génére des quantités importantes d’H,O, dans ce compartiment. Les NADPH
oxydases (RBOH) présentes au niveau de I’apoplasme forment de 1’0,*", qui conduit a la
production d’H,0; par I’intermédiaire de SODs. L’apoplasme étant un compartiment cellulaire
relativement pauvre en systémes antioxydants, 1’H,O; peut y étre accumulé plus facilement que
dans les autres compartiments cellulaires (Foyer and Noctor, 2011). Cet H,0O, servira de fait dans
un trés grand nombre de voies de signalisation en réponse a des contraintes biotique et abiotique
mais aussi lors de processus développementaux tels que la croissance de la racine primaire ou
I’émergence des racines latérales (Liithje et al., 2013; Orman-Ligeza et al., 2016; Tsukagoshi et
al., 2010).

Les voies de production des RNS et notamment d’oxyde nitrique (*NO ou NO) au sein des
organismes photosynthétiques restent encore assez peu connues. Outre des processus non
enzymatiques se produisant a partir de nitrite dans des compartiments a pH acide tel que
I’apoplasme il existerait une voie enzymatique dans le cytosol ou les nitrate réductases (NR)
peuvent réduire des nitrites en NO notamment dans des conditions de stress (Astier et al., 2018;
Pucciariello and Perata, 2017). La mitochondrie est également le si¢ge de production de NO par

réduction de dioxyde d’azote (NO,) via les complexes III et IV. Dans tous ces compartiments, le
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Figure 3 : Représentation schématique du cycle Ascorbate/Glutathion (ASC/GSH) chez les organismes
photosynthétiques.
APX:  Ascorbate  peroxydase; ASC:  Ascorbate; MDA:  Monodéshydroascorbate, = MDAR:
Monodéshydroascorbate réductase; NADP/H: Nucléotide adénosine phosphate oxydé/réduit; DHA:
Déshydroascorbate; DHAR: Déshydroascorbate réductase; GSH/GSSG: Glutathion réduit/oxydé; GR:
Glutathion réductase.
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NO pourra former du peroxynitrite (ONOO-) par réaction avec O,*") (Gupta et al., 2011) ou du S-
nitrosoglutathion (GSNO) lorsqu’il est combiné avec du glutathion réduit (GSH/GS®). Ces deux
molécules peuvent réagir avec les résidus cystéinyls des protéines provoquant leur S-nitrosylation
(voir partie 3) mais aussi dans le cas d’ONOO™ provoquer la nitration de tyrosines, ce qui peut

avoir des conséquences importantes notamment pour la phosphorylation des protéines (Figure 2).

2. Les systémes de protection contre les espéces réactives

2.1. Les systémes non enzymatiques

Les molécules anti-oxydantes les plus importantes sont 1’ascorbate (ASC), le glutathion (GSH),
les caroténoides et I’a-tocophérol. Ce dernier est présent au niveau des membranes et il est
notamment important pour contenir la peroxydation lipidique en donnant un atome d’hydrogene
aux lipides radicalaires. La régénération du radical a-tocophéryl formé suite a cette réaction sera
assurée par l’ascorbate. Les caroténoides présents dans le chloroplaste sont importants pour
neutraliser la production d’'O, produit en cas de stress photooxydant. Les deux caroténoides
présents au niveau du centre réactionnel du PSII peuvent réagir directement avec 1’'O,. Les
produits de d’oxydation/dégradation de ces molécules constituent des molécules de signalisation
pour la mise en place d’une réponse physiologique adaptée (Havaux, 2014). Par ailleurs, les
xanthophylles participent au quenching non-photochimique (Pinnola and Bassi, 2018; Ruban,
2016). Suite a un changement de structure (passage de formes violaxanthine a anthéraxanthine
puis zéaxanthine), ces pigments associés a 1’antenne du PSII permettent une dissipation sous
forme de chaleur de I’excés d’énergie lumineuse regue en réagissant avec la chlorophylle excitée.
Une des enzymes impliquées, la violaxanthine dé-époxydase, utilise le pouvoir réducteur de
I’ascorbate. En plus des roles déja évoqués, I’ASC est également crucial en tant que cofacteur des
ascorbate peroxydases qui réduisent H,O, en H,O (voir section suivante). Toutes ces réactions
conduisent a la formation de déhydroascorbate (DHA) et monodéhydroascorbate (MDHA), ces
formes oxydées étant recyclées en ASC par le cycle ASC/GSH (Figure 3). Celui-ci comprend
trois enzymes présentes dans différents compartiments subcellulaires sous forme d’isoenzymes.
Les déhydroascorbate réductases (DHAR) qui réduisent le DHA en ASC au dépend du GSH
formant ainsi du glutathion disulfure (GSSG) ; les NADPH-glutathion réductases (GR) qui
régénerent le GSH et les NADPH-monodéhydroascorbate réductases (MDHAR) qui réduisent le

13



14



MDHA en ASC. Le GSH et ’ASC sont présents a des concentrations relativement ¢élevées de
I’ordre du mM dans la plupart des compartiments subcellulaires (Calabrese et al., 2017; Foyer
and Noctor, 2011; Kojer et al., 2012; Meyer et al., 2019a; Mittler et al., 2004; Noctor et al., 2012;
Queval et al., 2011; Schafer and Buettner, 2001).En plus de contribuer au recyclage de ’ASC, le
GSH intervient dans une multitude de processus, étant le plus abondant des composés thiol a
faible poids moléculaire. Il est important pour la détoxication des ROS, directement en réagissant
avec certaines molécules, notamment H,O,, ou comme réducteur de PRX dépendantes du GSH
ou des GRXs. Il est le précurseur via la phytochélatine synthase (PCS1) de la synthése de
phytochélatines (PCs), molécules qui contribuent a la détoxication des métaux lourds tels que le
cadmium, le nickel, le mercure, ou 1’arsenic (Cazalé and Clemens, 2001; Freeman et al., 2004;
Howden and Cobbett, 1992). Le complexe PC-métal est normalement séquestré au sein de la
vacuole et des y-glutamyl transpeptidases permettent le recyclage du GSH (Grzam et al., 2007).
La conjugaison de GSH a des molécules toxiques est également utilisée pour la détoxication de
composés €lectrophiles tel que les xénobiotiques. Cette réaction, dite de conjugaison est catalysée
par des glutathion S-transférases (GSTs) et plus précisément par les classes phi ¢ (phi) et T (tau)
(Dixon and Edwards, 2010; Dixon et al., 2002; Sylvestre-Gonon et al., 2019). Aprés conjugaison,
le complexe GSH-xénobiotique est ensuite dirigé vers la vacuole via un transporteur ATP
dépendant et enfin dégradé (Foyer and Noctor, 2011; Rouhier et al., 2008). Le GSH intervient
¢galement dans divers processus biologiques comme la transition du cycle cellulaire des stades
G1/S durant le développement post-embryonnaire racinaire (Vernoux et al., 2000), la
différenciation des trachéides au sein du xyléme (Henmi et al., 2005), la signalisation hormonale
lors de I’interaction plante-pathogene (Ball et al., 2004; Maughan et al., 2010; May et al., 1996)
ou encore I’accumulation d’anthocyanes au niveau de la vacuole (Xiang et al., 2001).

Le GSH est synthétis¢ par deux enzymes dépendantes de I’ATP, la y-EC synthase (GSH1) et la
glutathion synthase (GSH2). Chez les organismes photosynthétiques, la premicre de ces enzymes
est uniquement située au sein du chloroplaste alors que la seconde est également présente au
niveau du cytosol. Sa biosynthése est finement régulée par un rétrocontréle assuré par le GSH,
qui réduit un pont disulfure au niveau d’un homodimere de GSH1 pour I’inactiver (Hothorn et al.,
2006). Des glutathion réductases (GR) sont retrouvées apreés double adressage au sein des
chloroplastes, des mitochondries, des peroxysomes et du cytosol et assurent la réduction du

GSSG, forme généralement trés minoritaire, retrouvée a faible concentration. Dans un milieu
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Figure 4: Réactions enzymatiques permettant la réduction d’H,O, en H,0. Les réactions peuvent étre
dépendantes de la présence d’un ion métallique comme dans le cas des superoxydes dismutases (SOD) (1),
catalases (CAT) (2) ou ascorbate peroxydases (APX) (3). Elles peuvent également étre dépendantes d’une ou
plusieurs cystéines dans le cas des protéines de la famille des thiol-peroxydases: TPX (4).
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aqueux le GSH est donc quand méme en permanence accompagné de sa forme oxydée formant le
couple GSH/GSSG. Ces deux formes redox permettent de maintenir un environnement plus ou
moins réducteur au sein des différents compartiments subcellulaires. Il est estimé aux alentours

de -300 mV dans le cytosol, -225 mV dans le RE et -360 mV dans le peroxysome (Schwarzldnder
et al., 2008). Dans le chloroplaste, il varie de -350 mV et -306 mV en fonction du cycle jour/nuit
(Schnaubelt et al., 2015; Smirnoff and Arnaud, 2019). Au sein de la mitochondrie peu d’études
ont été réalisées chez les organismes photosynthétiques et la majorité des données obtenues

concernent la levure S. cerevisiae.

2.2 Les systémes enzymatiques

Outre les enzymes participant au cycle ASC-GSH plusieurs familles d’enzymes, dont certaines
déja mentionnées, interviennent activement dans le contrdle des niveaux d’H,0, et d’0,*.

Concernant les SODs, trois classes peuvent étre distinguées chez les plantes en fonction des ions

métalliques associés mais toutes ces enzymes réduisent deux molécules d’O, en H,0O; et O,

(Figure 4) (Gill et al., 2015). Les Mn-SODs sont retrouvées dans les mitochondries, les Fe-SODs
dans les plastes, les Cu/Zn-SODs au niveau du cytosol, des plastes, du peroxysome et de 1’espace
extracellulaire. Si chez la levure la présence d’une Cu/ZnSOD a été clairement établie au sein de
I’IMS, ce n’est peut-€tre pas le cas chez A. thaliana (Huang et al., 2012; Riemer et al.,
2015).Chez A. thaliana, il existe 7 SODs au total, 1 Mn-SOD, 3 Fe-SOD et 3 Cu/Zn-SOD
(Kliebenstein et al., 1998).

Une diversité plus importante existe au niveau des peroxydases qui interviennent dans la
réduction d’H,O, mais aussi de peroxydes plus complexes formés notamment au niveau des
membranes par peroxydation lipidique et de peroxynitrite. En effet, les catalases (CATSs),
ascorbate peroxydases (APXs), peroxyrédoxines (PRXs), glutathion peroxydases-like (GPXs-
like) et certaines glutathion transférases (GSTs) possédent une activité peroxydase et font partie
de familles multigéniques. Les CAT sont localisées dans les peroxysomes et sont les peroxydases
majeures de ce compartiment (Mhamdi et al., 2010),méme si les GST théta et au moins une APX
sont présentes dans ce compartiment (Dixon et al., 2009). Ce sont des hémoprotéines, I’héme

permettant la réduction d’H,O;, en H,O et O, (Figure 4) (Gill et al., 2015).Chez A. thaliana, il
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Oxygéne Anion Peroxyde Radical
. 1 superoxyde d’hydrogeéne .
Propriétés singulet ('0,) (0,*) (H,0,) hydroxyle (OH*®)
Temps (_je demi- 1pus 1 s 1ms 1ns
vie
Distance 30 nm 30 nm 1 um 1nm
parcourue
Concentration o o uM-mM?2 o

cellulaire

Tableau 1: Persistance des principaux ROS dans les cellules. Le temps de demi-vie, la distance parcourue et
la concentration cellulaire (connus ou présumés) sont indiqués pour 102, 0,7, H;O, et OH'. D’aprés Moller et

al., 2007.
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existe 3 catalases. Les APXs sont également des hémoprotéines, elles catalysent la réduction
d’H,0, en H,O (Figure 4) aux dépens de I’ascorbate libérant du MDHA qui sera par la suite
recyclé par le cycle ASC-GSH. Il existe 7 APXs chez A. thaliana présentes au niveau du cytosol,
de la mitochondrie, du chloroplaste et du peroxysome (Jespersen et al., 1997; Lisenbee et al.,
2003; Mullen et al., 1999; Pandey et al., 2017; Shigeoka et al., 2002). Les PRXs et GPXs-like
sont des peroxydases thiol-dépendante (TPX) c’est-a-dire que leur mécanisme réactionnel dépend
d’au moins une cystéine catalytique et non plus d’un héme. Cette cystéine catalytique conservée
(appelée aussi cystéine peroxydatique) est située dans la partie N-terminale et permet la réduction
d’H,O0, en H,O (Figure 4) mais aussi de peroxydes plus complexes en alcool voire
de peroxynitrite pour certaines (Rouhier and Jacquot, 2005). Cette réaction résulte en la
formation d’un acide sulfénique qui réagira le plus souvent avec une seconde cystéine dite
cystéine de recyclage pour former un pont disulfure. Il existe 9 PRXs chez A. thaliana regroupée
en 4 classes (2Cys-PRX, 1Cys-PRX, PRX de type II et PRXQ) qui différent par le nombre et la
position des cystéines impliquées dans le mécanisme catalytique et la formation d’un pont
disulfure intra- (PRXQ) ou intermoléculaire (2Cys-PRX), y compris avec le GSH par exemple
dans le cas des PRX de type II ou des 1Cys-PRX (Rouhier and Jacquot, 2005; Roubhier et al.,
2001). Les adduits glutathion seront préférentiellement réduits par les GRXs et les ponts
disulfure par les TRXs. Contrairement a leur appellation, les GPXs-like possédent un
mécanisme catalytique comparable a celui des PRX Q avec formation d’un pont disulfure
intramoléculaire régénéré par les TRXs (Herbette et al., 2002; Lee et al., 2002; Navrot et al.,
2006). Cette classification provient du fait qu’elles ont une identité de séquence forte avec les
GPX animales qui contiennent pour la plupart une sélénocystéine a la place de la cystéine

peroxydatique qui les rendent effectivement dépendantes du GSH.

Pour finir, il est important de noter que des GSTs appartenant a plusieurs classes (Zeta, Phi,
Theta, Tau), en tout plusieurs dizaines d’isoformes, possédent une activité peroxydase GSH-
dépendante avec des peroxydes complexes mais en général pas avec H,O, (Dixon et al., 2009;
Sylvestre-Gonon et al., 2019). Bien que leur efficacité catalytique soit la plupart du temps
inférieure a celles des autres peroxydases a héme ou a thiol, cela pourrait étre compensé par une
forte expression des protéines, notamment en conditions de stress. De plus, elles ont cette
spécificité de dépendance au GSH qui n’est partagée que par certaines PRX de type II chez les
plantes, la plupart nécessitant ¢galement une GRX (Rouhier and Jacquot, 2005).
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Figure 5: Représentation schématique des principales modifications post-traductionnelles subies par les
fonctions thiol et thiolate des cystéines. Les molécules oxydantes ainsi que les modifications post-
traductionnelles associées sont représentées en rouge. Les molécules intervenant dans 1’inter-conversion des
PTMs sont indiquées en bleu et les systémes de réduction qui permettent la régénération des cystéines oxydées
sont représentés en vert. Adapté de Zaffagnini et al,. 2019.
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3. Modifications post-traductionnelles (MPT) des cystéines par les
ROS et les RNS

La plupart des espéces radicalaires (notamment *OH) et I’oxygéne singulet présentent une durée
de demi-vie trés courte et une diffusion limitée du fait de leur réactivité. Elles vont interagir et
oxyder la plupart des macromolécules présentes a proximité, en particulier les lipides, les acides
nucléiques ou les protéines (Figure 2 et Tableau 1). Les autres molécules sont globalement moins
réactives et plus sélectives. L’anion superoxyde réagit préférentiellement avec les hémes et les
centre Fe-S, L’H,0, oxyde préférentiellement les protéines et plus particulierement les acides
aminés soufrés, méthionines et cystéines. L’oxydation des méthionines par H,O, produit des
méthionine sulfoxydes qui peuvent étre réduites par des méthionine sulfoxyde réductases (MSR),
des enzymes thiol-dépendantes qui utilisent la chimie des acides sulféniques et des mécanismes
réactionnels comparables a ceux utilisés par les PRXs et GPXs-like (Rey and Tarrago, 2018).
Dans ce chapitre, je vais uniquement me focaliser sur les modifications oxydatives des cystéines
par les ROS et RNS (Figure 5) (Couturier et al., 2013b). Les cystéines peuvent ainsi étre
modifiées par réactions peu ou pas spécifiques avec des espéces radicalaires (0, et OH®)
formant un radical thiyl, qui deviendra lui-méme capable de réagir avec le NO formant un
groupement S-nitrosothiol ou éventuellement un glutathion radicalaire (GS®) par exemple
formant un adduit S-glutathion (Zaffagnini et al., 2016b). L’'O, peut en principe réagir avec les
groupements thiols des cystéines générant un peroxyde zwitterionique (RS+-OO07) qui sera
rapidement décomposé en cystines, thiosulfinates voire modifi¢ en acide sulfonique en absence
de cystéine capable de réagir avec cet intermédiaire (Pattison et al., 2012).

Toutefois, étant relativement stable et modérément réactif avec les autres molécules et acides
aminés, le peroxyde d’hydrogene (et d’autres peroxydes sans doute) est la molécule qui doit
oxyder préférentiellement et spécifiquement les cystéines. Dans un premier temps, la réaction
entre un groupement thiolate des cystéines et H,O, (et le peroxynitrite également) forme un acide
sulfénique (S-OH) qui sera a I’origine de plusieurs autres modifications post-traductionnelles.
S’il réagit séquentiellement avec d'autres molécules d’H,O, des acides sulfinique (S-O,H) puis
sulfonique (S-O3;H) seront formés. Si I’on excepte le cas des PRXs ou un acide sulfinique formé
au niveau de la cystéine peroxydatique peut €tre réduit en acide sulfénique par les sulfirédoxines
(SRX) (Biteau et al., 2003), ces formes d’oxydation sont a priori irréversibles. Par réaction avec

un thiol, ’acide sulfénique sera converti en pont disulfure intramoléculaire si la cystéine est
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Figure 6: Arbre phylogénétique des différentes isoformes de TRXs comportant un motif WC|G/P]GC
chez les plantes terrestres. Cette analyse phylogénétique a ¢été réalisée en utilisant le logiciel MEGA7.
L’histoire évolutive a été déterminée en utilisant la méthode Neighbor-Joining et les distances évolutives sont
basées sur I’analyse des matrices selon la méthode de Jones, Taylor & Thornton (JTT).
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située au sein de la méme protéine, ou intermoléculaire si la cystéine est présente au niveau d’une
autre protéine. S’il s’agit d’une cystéine libre ou de la cystéine d’un glutathion, on parlera de S-
thiolation ou S-glutathionylation. C’est probablement la voie majeure permettant la S-
glutathionylation des protéines mais il est utile de mentionner que le GSNO ou le GSSG, seul ou
par I'intermédiaire des GRXs, pourraient constituer au moins dans certaines circonstances des
voies non-négligeables. En absence de thiol a proximité, 1’acide sulfénique pourra par exemple
réagir avec un groupement amide de la chaine principale adjacente par attaque électrophile sur
'atome azote formant un cycle sulfénamide a cinq membres (aussi appelé sulfénylamide) comme
démontré initialement pour la phosphatase PTP1B (Salmeen et al., 2003). Outre des fonctions
régulatrices et de signalisation, ces modifications permettent de protéger des cystéines réactives,
catalytiques ou exposées, d’une oxydation irréversible qui pourrait intervenir lors d’épisodes de
stress oxydatif.

Alors que les études protéomiques indiquent que plusieurs cystéines sont nitrosylées au sein de
nombreuses protéines, les molécules a 1’origine de cette modification post-traductionnelle ne sont
pas toujours précisément définies (Hu et al., 2015; Morisse et al., 2014). Le *NO étant un radical
relativement peu réactif, la S-nitrosylation des protéines se produit via des espéces moléculaires
dérivées plus réactives formées dans la cellule telles que des oxydes d’azote (NO; et N,Os3), mais
aussi par I’intermédiaire du GSNO ou de protéines déja nitrosylées par des réactions de trans-
nitrosylation (Zaffagnini et al., 2016b). De la méme maniére les études protéomiques récentes
indiquent que plusieurs centaines de protéines sont persulfurées/persulfidées, y compris chez les
plantes (Aroca et al., 2017). Cependant, il n’est pas non plus clair de savoir quelles especes
réactives du soufre sont impliquées (Mishanina et al., 2015). Cet aspect de persulfidation n’est
pas détaillé dans la figure 5 ni le texte. Néanmoins, ces modifications sont a considérer dans cet
ensemble de MPTs redox car elles peuvent d’une part interférer avec les autres modifications en
ciblant les mémes cystéines ou se produire séquentiellement apres les autres MPTs en fonction du

type de molécules produites/signal émis.
4. Les systemes de réduction controlant ces MPTs
La durée de vie (formation et réduction) de ces MPTs redox est controlée majoritairement et

directement par deux familles d’oxydoréductases, les thiorédoxines et les glutarédoxines (figure

5). Ce sont généralement des petites protéines (aux alentours de 10-15 kDa) qui adoptent un
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Figure 7 : Caractéristiques majeures des TRXSs typiques présentes chez les plantes terrestres.

(A) Répartition subcellulaire des TRXs h, m, f, X, y, z et o chez les plantes terrestres. (B) Représentation
schématique des deux principales voies de réduction des TRXs chez les organismes photosynthétiques. Dans le
cas de la voie Ferrédoxine/Ferrédoxine-Thiorédoxine Réductase/Thiorédoxine (FDX/FTR/TRX), le pouvoir
réducteur provient directement de I’énergie lumineuse via le photosysteme I (PSI) alors que pour la voie
NADPH Thiorédoxine Réductase/thiorédoxine (NTR/TRX), le pouvoir réducteur provient du NADPH.

(C) Conservation des résidus entourant le signature WC[G/P]GC des différentes isoformes de TRXs chez 4.
thaliana. L’alignement a été généré par I’algorithme MUSCLE du logiciel MEGA?7.
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repliement typique comportant un feuillet B central composé de quatre brins  entourés de trois a
cinq hélices a. Elles sont retrouvées au sein de tous les régnes du vivant mais ces systémes sont
particulierement développés chez les organismes photosynthétiques.

Concernant les TRXs, pas moins de 37 isoformes ont ét¢ dénombrées chez A. thaliana
(Chibani et al., 2009). On distingue les TRXs typiques avec des signatures catalytiques de type
WC[G/P]PC, des TRXs atypiques dans lesquelles cette signature varie, WCR[V/K]C dans les
TRXs-like et W/G/S]C[A/G][G/]C dans les TRXs-lilium (Chibani et al., 2009).Les analyses
phylogénétiques ont permis de mettre en évidence 7 classes différentes de TRXs typiques (Figure
6), TRX f, m, z, x, y, h et o, qui présentent des localisations subcellulaires varié¢es (Figure 7A)
(Gelhaye et al., 2005). 1l faut ajouter la NTRC chloroplastique qui est une protéine chimeére
formée d’un domaine NADPH-thiorédoxine-réductase (NTR) couplé a un domaine TRX typique.
Dans le paragraphe a venir, je ne me focaliserai que sur les TRXs typiques possédant donc un site
actif WC[G/P]PC que I’on peut regrouper dans un méme clade (Figure 7C) (Gelhaye et al.,
2004). Alors que ’activité de la NTRC est dépendante du NADPH et indépendante (au moins
directement) de la présence de lumicre, les autres TRXs présentes au sein du chloroplaste, sont
maintenues réduites par la voie ferrédoxine/ferrédoxine-thiorédoxine réductase (FDX/FTR), la
réduction des FDXs étant directement dépendante du PSI et donc du flux d’¢lectrons linéaire
chloroplastique. Ce systéme est donc a la base de la régulation diurnale d’un grand nombre
d’enzymes du métabolisme carboné notamment celles du cycle de Calvin-Benson. Il a été
démontré, il y a de cela plusieurs décennies, que 1’activité de la phosphoribulokinase (PRK),
glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) et
sédoheptulose-1,7-bisphosphatase (SBPase) est controlée par les TRXs (Buchanan and Luan,
2005; Gitle et al., 2016, 2017; Lemaire et al., 2007; Schiirmann and Buchanan, 2008).La
réduction des TRXs cytosolique et mitochondriale s’opére via deux NTRs chez A. thaliana
appelées NTRA et NTRB (Figure 7C).

Concernant les GRXs, 30 a 40 isoformes sont généralement recensées chez les plantes,
avec des sites actifs trés variables par rapport au motif YCPYC retrouvé initialement dans les
isoformes d’E. coli par exemple et qui a été longtemps pris comme référence (Alves et al., 2009;
Couturier et al., 2009). En réalité, une séquence consensus de type Cxx[C/S]x35.40TVPx5.10GG,
qui comprend le site actif lui-méme (Cxx[C/S]) et les résidus impliqués dans la fixation du GSH

(TVPx3.10GG), permet plutot de définir ce qu’est un domaine GRX (Couturier 2009). Cela a
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Figure 8: Analyse phylogénétique et organisation structurale des GRXs présentes chez les organismes
photosynthétiques. La signature catalytique conservée de chaque classe est indiquée au-dessus des domaines
GRX. Les classes I et II sont présentes chez tous les organismes photosynthétiques. Les GRXs de classe I
possédent un seul domaine, alors que I’architecture des GRXs de classe II est trés variable, certaines isoformes
ayant plusieurs domaines de fonctions distinctes. Les classes III et IV sont respectivement spécifiques aux
plantes supérieures et aux organismes eucaryotes. Les GRXs de classe IV comportent deux domaines
additionnels (DEP et DUF547) dont la fonction est inconnue. Les GRXs des classes V et VI sont spécifiques
aux cyanobactéries et contiennent deux modules. Le motif catalytique de leur domaine GRX (CPWC/S et
CPWG respectivement) est spécifique a ces classes. Les GRXs de classe VI comportent également un domaine
dont la fonction est inconnue (DUF296). L’analyse phylogénétique a été réalisée en utilisant le logiciel
MEGA7. L’histoire évolutive a été déterminée en utilisant la méthode Neighbor-Joining et les distances
évolutives sont basées sur I’analyse des matrices selon la méthode de Jones, Taylor & Thornton (JTT).
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permis d’établir une classification des GRXs chez les organismes photosynthétiques eucaryotes et
procaryotes en 6 classes (Figure 8) (Couturier et al., 2009). Les classes I et II sont communes a la
majorité des organismes vivants, procaryotes et eucaryotes. La classe I regroupe principalement
des GRXs “dithiol” avec un site actif CP[Y/F]C et la classe II comprend des GRXs dites
“monothiol” ayant un site actif conservé de type CGFS (Alves et al., 2009). Les GRXs de classe
111 sont spécifiques aux plantes terrestres et possedent un site actif particulier CCxx. La classe IV,
présente chez les eucaryotes photosynthétiques regroupe quant a elles des protéines présentant un
module GRX fusionné a deux autres modules aux fonctions inconnues. Enfin, les classes V et VI
sont uniquement présentes chez les cyanobactéries et regroupent également des protéines multi-
modulaires donc la fonction est encore inconnue (Couturier et al., 2009). La majorité des GRXs
de classe I sont dépendantes du glutathion bien qu’il ait été démontré que certaines peuvent étre
réduites par des TRX réductases (Fernandes et al., 2005; Johansson et al., 2004; Zaffagnini et al.,
2008). Ainsi, lorsque les GRXs sont réduites par le GSH, il y a formation concomitante de
GSSG. Ce dernier sera alors recyclé par les GRs. On parle du systéme de réduction GSH/GRX.
Les GRXs de classe II sont requises pour la maturation des protéines Fe-S a travers leur capacité
a lier et transférer des centres Fe-S (Couturier et al., 2015; Rouhier et al., 2007). II est
généralement considéré qu’elles n’ont pas ou peu d’activité oxydoréductase. Les GRXs de classe
IIT sont capables de lier des centres Fe-S et possédent une activité oxydoréductase in vitro, mais
plus faible que celle des GRXs de classe I (Couturier et al., 2010). Il n’est pas clair si ces
propriétés sont requises pour la régulation des facteurs de transcription TGA qui ont des
fonctions importantes dans le développement des plantes mais aussi pour certaines dans la
réponse aux stress (Gutsche et al., 2015). Au niveau biochimique, il n’est pas toujours aisé¢ de
distinguer des TRXs et des GRXs sans doute a cause de leur origine commune et de variations
importantes dans les propriétés qui sont apparues au cours du temps. Néanmoins, on peut
considérer que les TRXs sont plutdt impliquées dans la réduction des ponts disulfure, les GRXs
réduisent préférentiellement les protéines glutathionylées et le GSH les protéines nitrosylées. 11
est néanmoins surprenant par exemple, et cela complique le tableau, que les TRXs réduisent aussi
un certain nombre de protéines nitrosylées. Les deux systemes TRX et GSH/GRX semblent

¢galement participer au controle de la persulfidation (Doka et al., 2016).

Les TRXs permettent la réduction des ponts disulfures selon un mécanisme dithiol (Figure 9A).

La premiére cystéine du motif WC[G/P]PC réalise une attaque nucléophile sur le pont disulfure

27



A
ible | 1
S HS

Pont disulfure
intra ou inter-moléculaire

: - —
WL

Pont disulfure
intra ou inter-moléculaire l

NTR

N
NADPH* NADP*

' Lumiére

= SH S FDX
SH & t 4
Protéine cible réduite TRX oxydée
[ s

B C @ysdo S Yom

Protéine cible
glutathionylée

)

: ) S
(ctie 555 *Yory (omebsn  CYomn] |

Protéine cible
HS

lutathionylée
g v Protéine cible NADPH* NADP*
réduite l

—

-~

GSH NADP S L
1 Lumiére
csee L8 Yo/ 1 -
Cible ~SH @ GSSG NADPH S F?X 7
Protéine cible HS
réduite

Figure 9 : Représentation schématique du mécanisme catalytique dithiol des TRXs (A) et des mécanismes
de réduction de type monothiol (B) et dithiol (C) des GRXs. Pour les TRXSs, la cystéine catalytique du site
actif (TRX-S") réalise une attaque nucléophile sur le pont disulfure inter ou intra-moléculaire de la protéine
cible. Un hétérodimere covalent est alors formé entre la TRX est la protéine cible (TRX-S-S-Cible). Ce dernier
est résolu via la cystéine de recyclage (en C-terminal du motif CxxC). La TRX oxydée (pont disulfure
intramoléculaire) est recyclée par les systtmes FDX/FTR ou NTR dont le pouvoir réducteur provient
respectivement du PSI ou du NADPH. Pour les GRXs, dans les deux mécanismes, dits monothiol ou dithiol, la
cystéine catalytique du site actif de la GRX (GRX- S°) réalise une attaque nucléophile sur 1’adduit glutathion de
la protéine glutathionylée (cible-S-SG), conduisant a la libération de la protéine réduite (cible-SH) et de la GRX
sous forme oxydée (GRX-S-SG). Pour le mécanisme monothiol, la GRX est ensuite régénérée par 1’action
d’une molécule de GSH qui donnera une molécule de GSSG, elle-méme réduite par la Glutathion Réductase
(GR) NADPH-dépendante. Pour le mécanisme dithiol, ’adduit GSH présent sur la GRX-S-SG est éliminé par
I’action d’une seconde cystéine dit de recyclage, menant a la formation d’un pont disulfure. Ce dernier est
ensuite réduit par les systéemes FDX/FTR ou NTR.
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de la protéine cible. Cela conduira a la formation d’un complexe covalent entre la TRX et sa
protéine cible via la présence d’un pont disulfure intermoléculaire. Ce dernier est trés rapidement
réduit par la seconde cystéine dite cystéine de recyclage et va aboutir a la formation d’un pont
disulfure intramoléculaire sur les TRXs, réduit par les thiorédoxine réductases (Collin et al.,
2003; Gelhaye et al., 2004, 2005; Jacquot et al., 2002a, 2002b; Marri et al., 2009; Rouhier et al.,
2002; Sparla et al., 2005).

Les GRXs catalysent les réactions de déglutathionylation selon deux mécanismes, monothiol ou
dithiol, la premiére étape étant commune aux deux mécanismes. Ainsi, la cystéine catalytique de
la GRX réalise une attaque nucléophile du pont disulfure de la protéine cible glutathionylée, il en
résulte la libération de glutathion ainsi que la réduction du substrat (protéine-SH) et la formation
d’un intermédiaire GRX glutathionylée. Ensuite, dans le cas du mécanisme monothiol (Figure
9A), une seconde molécule de GSH permet de réduire ’intermédiaire réactionnel (GRX-SSQG),
libérant du GSSG et la GRX sous forme réduite. Dans le cas du mécanisme dithiol (Figure 9B),
une seconde cystéine de la GRX va réagir avec la cystéine catalytique oxydée et conduire a la
formation d’un pont disulfure intramoléculaire et la libération de GSH. La GRX est par la suite
réduite soit, par l'action d'une thiorédoxine réductase soit par 1’action successive de deux
molécules de GSH. Il est important de mentionner que les GRXs avec un site actif dithiol (Cx,C)

peuvent potentiellement utiliser les deux mécanismes catalytiques (Couturier et al., 2013a).

IV. Le repliement oxydatif des protéines

Bien que les modifications oxydatives des protéines soient généralement percues comme étant un
phénomeéne délétére, leur oxydation et notamment la formation de ponts disulfure intra- ou inter-
moléculaires est parfois essentielle pour leur repliement structural et donc leur stabilité. Cela
concerne par exemple les anticorps des cellules animales, des récepteurs membranaires, des
hormones ou des protéines de réserve. Cette oxydation est catalysée et accompagnée par
différents systémes enzymatiques qui différent selon leur localisation subcellulaire et leur origine
évolutive. Néanmoins, ces systémes présentent comme caractéristiques communes de recourir a
(1) une oxydoréductase intervenant dans I’interaction et 1’oxydation du substrat, (ii) une thiol
oxydase permettant la régénération de 1’oxydoréductase et enfin (iii) un accepteur final

d’électrons.
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1. Les protéines Dsb du systéme périplasmique bactérien

Le cytoplasme des bactéries posséde un environnement réducteur. Les bactéries Gram positives
ne présentant pas de périplasme a proprement parler, le repliement oxydatif concernera les
protéines sécrétées. Ainsi, chez les actinobactéries, il est contrdlé par une oxydoréductase
membranaire MdbA qui est maintenue oxydée par 'intermédiaire d’une vitamine K époxyde
réductase (VKOR) (Luong et al., 2017; Reardon-Robinson and Ton-That, 2016). Chez les
bactéries Gram négatives, la formation des ponts disulfures ainsi que leur isomérisation sont
contrélées au sein de ’espace périplasmique par les protéines Dsb (pour Disulfide bond), le
couple DsbA/DsbB participant a I’oxydation des protéines périplasmiques ou secrétées et le

couple DsbC/DsbD permettant I’isomérisation des ponts disulfure aberrants.

L’oxydoréductase DsbA est I’acteur principal permettant 1’introduction de ponts disulfure au sein
des protéines exportées par la machinerie Sec. Elle posséde un repliement de type TRX ainsi
qu’un site actif Cx,C (C30PHCs3 dans DsbA d’E. coli) présentant un potentiel redox relativement
¢levé de -122 mV a pH 7.0 favorable pour catalyser ces réactions d’oxydation (Ito and Inaba,
2008). Bien que les mécanismes moléculaires sous-jacents a la reconnaissance et a I’oxydation ne
soient pas complétement €lucidés, il semble clair qu’un patch de résidus hydrophobes situés a
proximité du site actif joue un réle prépondérant dans la reconnaissance et I’interaction avec les
substrats mais aussi avec la thiol oxydase, DsbB, qui maintient DsbA oxydée (Grauschopf et al.,
1995). La protéine DsbB est ancrée a la membrane interne via quatre hélices a avec deux boucles
(P1 et P2) faisant face au périplasme (Inaba et al., 2006a). L’oxydation de DsbA est médiée par
un pont disulfure impliquant deux cystéines présentes au niveau de la boucle P2 (Cys104-
Cys130). La ré-oxydation de ce pont disulfure s’opére par transfert d’électrons vers un pont
disulfure impliquant deux cystéines présentes au niveau de la boucle P1 (Cys41-Cys44) puis vers
les ubiquinones et la cytochrome oxydase en condition aérobie (Inaba et al., 2006b). Ceci
s’accompagne donc de la réduction d’une molécule d’oxygene en eau. En condition anaérobie,
les électrons sont transférés a une molécule de ménaquinone qui va permettre la réduction de
fumarate en succinate (Bader et al., 1999). Pour des substrats possédant plusieurs cystéines et ne
formant pas des ponts disulfures entre cystéines consécutives ou lors de conditions de stress qui
perturbent I’homéostasie redox du périplasme, des ponts disulfure aberrants peuvent étre intégrés

dans la protéine cible.
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Figure 10: Représentation schématique du systéme de repliement oxydatif catalysé par les protéines Dsb
et du systéme de réduction permettant la réduction de I’apo-cytochrome ¢ au niveau du périplasme des
bactéries Gram négatives. (A) Systémes d’oxydation (DsbA/DsbB) et d’isomérisation (DsbC/DsbD). La
protéine cible pénétre au sein du périplasme au travers du canal transmembranaire SEC, puis est prise en charge
par ’oxydoréductase DsbA qui permet son oxydation. Cette dernicre est par la suite régénérée afin de réaliser
un nouveau cycle oxydatif par I’oxydase quinone-dépendante DsbB. Ancrée dans la membrane, elle sera ré-
oxydée en transférant les électrons a la cytochrome bo ou bd oxydase. Dans le cas ou des ponts disulfure
aberrants sont introduits, I’oxydoréductase DsbC permet 1’isomérisation des ponts disulfure. Elle est maintenue
réduite par D’action de la réductase membranaire DsbD qui tire son pouvoir réducteur du cytosol via la
thiorédoxine A (TRXA) et la NADPH thiorédoxine réductase (TRXB). (B) Systéme de réduction présent au
sein du périplasme permettant la réduction des apo-cytochromes c. La réductase DsbD est également capable de
réduire la protéine CcmG, qui elle-méme pourra réduire son partenaire physiologique CcmH (systéme I
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L’introduction de ponts disulfure corrects nécessite donc une protéine a activité disulfure
isomérase. D’un point de vue structural, I’isomérase DsbC est un homodimere, chaque monomere
possédant un domaine TRX comprenant un motif Cx,C (CGYC dans DsbC d’E. coli) conservé
dans la région N-terminale associé¢ a un domaine de dimérisation dans la partie C-terminale. Pour
étre active, il est nécessaire que DsbC soit maintenue sous forme réduite afin de réduire les
protéines anormalement repliées qui pourront ensuite étre de nouveau oxydées via DsbA. La
réduction de DsbC est effectuée par la protéine transmembranaire DsbD. Cette derniére comporte
trois domaines, deux font face au périplasme, DsbDa qui comporte un repliement TRX et DsbDy
présentant un repliement de type IgG, le dernier domaine, DsbDf, est enchassé¢ dans la
membrane. Chaque domaine possede une paire de cystéines conservées indispensable a 1’activité
de la protéine (Stewart, 1999). Le motif catalytique Cx7C (Cys103-Cys109) qui permet la
réduction de DsbC est situé au niveau du domaine TRX DsbDa (Depuydt et al., 2011; Stewart,
1999). Les ¢lectrons permettant la réduction de ce motif catalytique proviennent du systéme
NTR/TRX cytoplasmique (TrxB et TrxA chez E. coli) et sont relayés successivement par les
paires de cystéines présentes au niveau du domaine transmembranaire DsbDf, puis du motif
Cx;,C du domaine DsbDy (Figure 10 A) (Goulding et al., 2002; Haebel, 2002; Joly and Swartz,
1997; Katzen and Beckwith, 2000; Kim et al., 2003; Krupp et al., 2001)..

En plus d’intervenir dans I’isomérisation de ponts disulfure, il a ét¢ démontré que DsbC régulait
I'état redox de la protéine de liaison a la L-arabinose, AraF. Cette protéine contient une seule
cystéine, qui intervient dans la formation d'un homodimeére aprés formation d’un intermédiaire
acide sulfénique, ce qui empéche la liaison du L-arabinose (Denoncin et al., 2014). En réduisant
le pont disulfure intermoléculaire d’AraF, DsbC (mais pas son homologue proche DsbG) restaure
ses propriétés de liaison de 1’arabinose, ce qui constitue un mécanisme de défense contre les
effets du stress oxydatif. Alors que toutes ces protéines co-existent dans un méme compartiment,
il est intéressant de noter que DsbD est incapable de réduire DsbA et que DsbD est incapable
d’oxyder DsbC. Il a ét¢ montré qu'une simple mutation de la glycine en position 49 de DsbC,
transformant ce dimére en monomére était suffisante pour que DsbC puisse agir comme une

oxydase et étre régénérée par DsbB (Bader et al., 2001; Segatori et al., 2006).

D’autres protéines a activité oxydoréductase coexistent dans le périplasme. La protéine DsbG est

une réductase des acides sulféniques (Depuydt et al., 2009). Cette activité est particulierement
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importante pour les nombreuses protéines périplasmiques qui ne contiennent qu’un résidu
cystéinyl. Cela empéche donc la formation de modifications irréversibles de ces cystéines (acides
sulfinique et sulfonique). La encore, il est intéressant de noter que la mutation de quelques
résidus clés dans DsbG permet a cette protéine d'agir comme une disulfure isomérase de type
DsbC (Chatelle et al., 2015).Les protéines CcmG (aussi appelé DsbE) et CcmH font partie du
systtme de maturation du cytochrome c participant a la réduction d’un motif Cx,C de
I’apocytochrome ¢ qui est nécessaire a la coordination covalente d’un héme de type c apporté par
CcemF. Il a été avancé que ces deux partenaires pourraient potentiellement réduire certaines
protéines comportant des ponts disulfure aberrants (Figure 10B) (Fabianek et al., 1998,
2000).Toutes ces protéines (DsbG, CcmG et CemH) dépendent a priori de DsbD pour leur

réduction.

2. Repliement oxydatif des protéines résidant ou transitant par le

réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi

Le réticulum endoplasmique (RE) présent chez toutes les cellules eucaryotes forme un important
réseau membranaire a travers toute la cellule. Chez les mammiferes, prés d’1/3 des protéines
(secrétées et membranaires) sont structurées au travers du RE. Cette proportion peut méme étre
plus importante au sein de cellules spécialisées dans la sécrétion de protéines telles que les
cellules pancréatiques et les hépatocytes par exemple (Shimizu and Hendershot, 2007). Afin de
catalyser le repliement structural des protéines, le lumen du RE posséde un environnement
unique, oxydant et comprenant de fortes concentrations en protéines chaperons, en enzymes
impliquées dans le repliement structural et en ATP (Gething and Sambrook, 1992). Il existe
plusieurs voies d’adressage des protéines dans le RE mais la plus commune est un adressage co-
traductionnel au travers du complexe de translocation SEC. Dés lors que le polypeptide émerge

dans la lumiére du RE et afin d’éviter toute agrégation ou de prévenir un repliement structural

prématuré, ce dernier est pris en charge par des protéines chaperons, des facteurs de repliements
structuraux et des enzymes spécialisées (Strasser, 2018). La protéine BIP (Binding Protein),
appartenant a la grande famille des HSP70 (heat shock protein 70), est la protéine chaperon
prédominante au sein du RE. Contrairement aux levures et mammiferes, les spermatophytes

possedent 3 isoformes BIPs (BIP1, BIP2 et BIP3) qui sont dépendantes de I’ATP et se fixent aux
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polypeptides nouvellement synthétisés (Fujimori et al., 2017; Meunier et al., 2002). Ces protéines
chaperons peuvent agir en synergie avec des facteurs de repliement structural, c’est par exemple
le cas d’ERdj3 de la famille des protéines DNAJ. Cette protéine a été initialement mise en
¢vidence chez les mammiferes, permettant avec la protéine BIP le repliement structural de la
chaine lourde de I’immunoglobuline G1 (Jin et al., 2009). Parmi les chaperons se trouvent des
thiol oxydases et disulfure isomérases qui vont permettre a un grand nombre de protéines résidant
ou transitant par le RE d’acquérir des ponts disulfure et ainsi d’adopter leur repliement structural

définitif.

Chez les eucaryotes photosynthétiques, les protéines nécessitant d’étre oxydées sont par exemple
des protéines de stockage, des récepteurs membranaires comme le récepteur a brassinostéroides
(BRII) et a éthyléene (ETR1) (Hong et al., 2008; Hothorn et al., 2011; Meyer et al., 2019a;
Noguchi et al., 1999)ou des petits peptides riches en cystéines qui peuvent étre excrétées au sein
de P’apoplasme. Par exemple, I’insertion de ponts disulfure dans le peptide RALF1 (rapid-
alkalinization factor en anglais) permet son interaction avec le récepteur FERONIA intervenant

dans la modulation du développement racinaire (Haruta et al., 2014).

2.1. La réponse cellulaire aux protéines non structurées (UPR) :

mécanismes et conséquences

En principe, I’action des facteurs de maturation précédemment cités empéche I’accumulation de
protéines non structurées. Malgré tout, des protéines dont le repliement structural est aberrant et
qui vont s’agréger peuvent s’accumuler, notamment dans des conditions de stress biotique et
abiotique (Malhotra and Kaufman, 2007). Ceci initie 1’activation d’une cascade de signalisation
aboutissant a une réponse appelée UPR (unfolded protein response). Une activation de la réponse
UPR aboutit au déclenchement des processus d’autophagie et d’apoptose (mort cellulaire

programmeée) (Kaufman, 2002; Wu and Kaufman, 2006). Chez les métazoaires, I’'UPR

est activée via trois grandes voies faisant intervenir des protéine kinases, une voie IRE1 (inositol-
requiring kinase 1) une voie PERK (protein ER kinase) et une voie dépendante de 1’activation du
facteur de transcription 6 (ATF6) (Figure 11) (Harding et al., 2000; Sidrauski and Walter, 1997;
Yoshida et al., 2001).
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Figure 11: Représentation schématique des trois principales voies de signalisation conduisant a la
réponse UPR (Unfolded protein response). L’activation de la phosphatase PERK via sa dimérisation permet
I’activation du facteur de transcription 4 (ATF4). Cette voie non présente chez les organismes
photosynthétiques permet 1’expression de genes impliqués dans la détoxication des ROS et de protéines
chaperons notamment. Les deux autres voies sont présentes chez les organismes photosynthétiques. La
phosphatase IRE1 module 1’épissage de I’ARNm bZIP6 permettant de diminuer la synthése ribosomale mais
aussi I’expression de protéines impliquées dans la dégradation des protéines (ERAD) et de protéines chaperons
entre autres. La derniére voie implique la protéine AFT6 (activating transcription factor 6) qui va induire
I’expression de protéines chaperons et foldases.
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Dans le cadre de cette réponse UPR, la voie PERK est la premicre a se mettre en place pour
limiter 1’entrée de nouveaux polypeptides au sein du RE. Elle nécessite une étape de dimérisation
et d’autophosphorylation de PERK (Kaufman, 2004). Cette voie va également permettre
I’activation d’ATF4 (activating transcription factor 4) qui induit I’expression de génes codant des
protéines impliquées dans la lutte contre les ROS, des protéines chaperons et des protéines
impliquées dans le métabolisme des acides aminés (Harding et al., 1999, 2003; Ma et al.,
2002).De la méme maniére, la protéine kinase IRE1, inactive sous forme monomérique, dimérise
et s’auto-phosphoryle lors de la mise en place de I’'UPR. Ce changement permet de moduler
I’épissage de ’ARNm XBP1 aboutissant a la diminution de la traduction ribosomale, a
I’expression de protéines chaperons, a I’augmentation de la biosynthése lipidique ainsi qu’a
I’activation de la voie de dégradation des protéines ERAD (ER Associated Degradation) (Cox et
al., 1997; Travers et al., 2000). Enfin, ATF6, qui réside normalement dans la membrane du RE
(Zanetti et al., 2012), est exportée vers l’appareil de Golgi dans des conditions de stress
conduisant a I’'UPR. Aprés avoir été clivé, il est transféré dans le noyau conduisant a I’expression
de protéines chaperons, notamment des foldases. Chez les plantes supérieures, seules les voies de
réponse UPR dépendantes d’IRE1 et d’ATF6 (AtbZIP17 et 28 sont les 2 orthologues d’A.
thaliana) ont été identifiées jusqu’a présent (Liu et al., 2007a, 2007b; Wan and Jiang, 2016).
D’une manicre générale, si I’activation de I’UPR faillit a contrebalancer les défauts de repliement
structural des protéines, chacune des voies précédemment citées peut déclencher 1’activation

d’une mort cellulaire programmée par différents mécanismes que je ne décrirai pas ici.

2.2. Les systémes de repliement oxvdatif

Le repliement oxydatif des protéines qui résident dans le RE ou qui seront excrétées, implique
essentiellement deux familles de protéines qui agissent de concert, les protéine disulfure
isomérases (PDI) appartenant a la superfamille des TRXs (Freedman et al., 1994) et les protéines
EROI1 (ER oxydase 1) (Ellgaard et al., 2018). Les couples PDI/EROI1 catalysent la formation des
ponts disulfures (activit¢ oxydase) ou leur isomérisation en cas de combinaisons aberrantes
(activité isomérase) qui peuvent se produire notamment pour les protéines possédant 3 cystéines
ou plus (Buchner, 1996; Hartl and Hayer-Hartl, 2002). Dans ce systéme, les PDIs sont les

oxydoréductases intervenant dans 1’oxydation/isomérisation des substrats tandis qu’EROI est la
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Figure 12: Analyse phylogénétique des différentes classes de PDIs présentes chez les organismes
photosynthétiques.

(A) Arbre phylogénétique des PDIs présentes chez les organismes photosynthétiques. L’analyse a été réalisée
en utilisant le logiciel MEGA?7. L’histoire évolutive a été déterminée en utilisant la méthode Neighbor-Joining
et les distances évolutives sont basées sur 1’analyse des matrices selon la méthode de Jones, Taylor & Thornton
(JTT).

(B) Représentation schématique de 1’organisation structurale des différentes isoformes de PDIs chez les
organismes photosynthétiques. Adapté de Selles et al., 2011.

40



thiol oxydase permettant la régénération des oxydoréductases et 1’oxygene I’accepteur final
d’électrons, conduisant a la formation d’H,0,.

Les PDIs constituent une famille multigénique composée de 5 isoformes chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, 19 chez I’ Homme (Appenzeller-Herzog and Ellgaard, 2008; Kozlov
et al., 2010) et 13 chez A. thaliana. En revanche, le nombre de copies de genes EROI est de 1
chez Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster ou Oryza sativa ou 2 chez la souris
(Mus musculus, EROo/ERO) ou bien A. thaliana (ERO1/ERO2) (Aller and Meyer, 2013; Dixon
et al., 2003; Sevier et al., 2007; Zito et al., 2010).

Les analyses phylogénétiques ont mis en évidence que les organismes photosynthétiques
eucaryotes possedent 9 classes de PDIs, qui différent par leur organisation structurale et la
présence de domaines spécifiques. Les classes PDI-L, M, B, S et C sont retrouvées chez tous les
organismes, la classe PDI-A est spécifique des plantes terrestres alors que les classes PDI-D, E et
F sont présentes uniquement chez les algues vertes (Selles et al., 2011) (Figure 12A).
L’architecture conventionnelle des PDIs, retrouvée dans les PDI-L chez les plantes, comporte 4
domaines qui possedent tous un repliement TRX avec un arrangement a-b-b’-a’ (Figure 12B).
Toutefois, les domaines a et a’ sont les seuls a posséder un site actif typique de la superfamille
des TRXs avec une signature catalytique souvent de type WCGHC (Edman et al., 1985) alors que
les domaines b et b’ ne possédent pas de signature Cx,C et seraient importants pour la
reconnaissance du substrat (Yagi-Utsumi et al., 2015). Trois sous-classes (PDI-L1, PDI-L2 et
PDI-L3) ont été définies entre autres en fonction de la présence ou absence d’un domaine
supplémentaire du c6té¢ C-terminal et de la conservation des acides aminés au sein des signatures
catalytiques présentes dans les domaines a et a’. Enfin, les PDI-L possédent un motif
[K/H/N]DEL a I’extrémité C-terminale qui permet leur rétention dans le RE. Le groupe PDI-M
possede deux domaines catalytiques a et a’ suivis par un seul domaine b, ainsi qu’un domaine
additionnel (appelé¢ c) en partie C-terminale. La classe PDI-S comprend des isoformes qui
possédent deux domaines catalytiques a et a’ et un domaine D de fonction inconnue. Tous les
autres groupes ne possedent qu'un seul domaine TRX catalytique, unique dans le cas des PDI-A
ou fusionné a d’autres domaines, éventuellement des ancres transmembranaires (TM). L’absence
de signal de rétention au RE dans les PDI-A pose d’ailleurs la question de sa localisation, de
méme que I’observation que ces protéines lient un centre Fe-S (Remelli et al., 2017; Selles et al.,

2017). Les PDI-B possédent, en plus du domaine a, deux domaines b et b’ et un domaine TM en
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C-terminal pour un ancrage a la membrane du RE. Les PDI-C comportent deux domaines TM
présents aux extrémités N- et C-terminales ainsi qu’un domaine COPII coated Erv, retrouvé dans
les protéines ERGIC-32 et Erv46 respectivement présentes chez 1I’homme et la levure
(Appenzeller-Herzog, 2006; Breuza et al., 2004). Les PDI-C pourraient donc par analogie aux
protéines ERGIC-32 et Erv46 participer au controle du trafic protéique entre le RE et 1’appareil
de Golgi des protéines sécrétées. Les PDI-D possédent deux domaines additionnels, un domaine J
en N-terminal généralement présent au sein des protéines chaperons de type DNAJ/Hsp40 et un
domaine ARMET en C-terminal typiquement retrouvé dans des protéines résidant dans le RE et
intervenant dans la réponse UPR (Apostolou et al., 2008; Qiu et al., 2006). Les PDI-E sont les
homologues des protéines TMX (thioredoxin-related transmembrane protein) des mammiferes et
contiennent uniquement un domaine TM en position C-terminale. Enfin, chez les chlorophytes, la
grande majorité des PDI-F posseédent une extension du c6té C-terminal qui correspondrait a une
longue hélice a n’étant pas prédite comme étant transmembranaire. Cependant 1’absence de ce
domaine transmembranaire serait compensée par 1’existence d’un signal de rétention au RE

([K/N][D/T]EL) (Selles et al., 2011).

D'un point de vue structural, les protéines EROI des différents organismes modéles ont
globalement la méme structure qui permet notamment la fixation d’un cofacteur FAD. Toutefois,
les isoformes EROI1/2 présentes chez les plantes supérieures contiennent un domaine
transmembranaire du c6té N-terminal permettant leur ancrage a la membrane du réticulum. La
régulation de 1’activité de cette protéine est complexe car il y aurait au moins 3 ponts disulfure
requis pour la catalyse et la régulation de I’activité. L’oxydation des PDIs serait permise par un
pont disulfure externe présent dans une région flexible de la protéine. Les électrons sont ensuite
relayés par un pont disulfure interne, vers le cofacteur FAD puis vers I’oxygeéne (Cuozzo and
Kaiser, 1999; Gross et al., 2004, 2006; Sevier et al., 2007). Les cystéines impliquées sont
conservées dans les isoformes de tous les organismes. En plus de ces cystéines catalytiques, les
protéines ERO1 contiennent des cystéines additionnelles qui sont souvent conservées et qui

pourraient avoir un réle régulateur. De plus, des ponts disulfure se forment entre des cystéines

catalytiques et non catalytiques dans les isoformes de levure et humaine, régulant ainsi leur
activité en inactivant transitoirement les protéines (Appenzeller-Herzog and Ellgaard, 2008;

Baker et al., 2008; Zhang et al., 2014).
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Figure 13: Représentation schématique du systéme de repliement oxydatif catalysé par le couple
PDI/EROL1 au sein du Réticulum Endoplasmique (RE). (A) Sous forme oxydée, les PDIs (ici PDI-L
comportant une organisation structurale a-b-b’-a’), vont interagir avec leur substrat réduit afin de I’oxyder pour
qu’il acquiere un repliement structural correct (activité oxydase). Une fois réduites, les PDIs sont régénérées
plus ou moins directement par I’action de I’oxydase FAD-dépendante, ERO1. Cette derniére va transférer les
¢lectrons directement a une molécule d’oxygéne formant de I’H,O,. Cette production d’H,O, est
contrebalancée notamment par ’action de thiol peroxydases (PRX/GPX). Les PDIs peuvent également étre
régénérées par 1’action d’enzymes comme les PRX/GPX ainsi que le couple vitamine K époxyde/vitamine K
¢poxide réductase (VKOR) mais ¢également par D’intermédiaire de différentes molécules comme le
déshydroascorbate (DHA), H,O, et le GSSG.

(B) Les PDIs possédent également une activité isomérase pour les protéines présentant un repliement structural
non conforme. Pour cette fonction, les PDIs doivent étre sous forme réduite. Leur réduction peut étre catalysée
par le GSH, cette réaction formant du GSSG. Il est important de noter que le GSSG ne peut €tre exporté au
travers de la membrane du RE, ce qui conduit a I’existence d’un potentiel redox GSH/GSSG significativement
oxydant comparé au cytosol.
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Pour les PDIs possédant plusieurs domaines catalytiques, leurs rdles respectifs et leur propension
a étre oxydées par les protéines ERO1 ne sont pas toujours clairs. Le modele classique
d’oxydation d’un substrat par les PDIs puis sa régénération par son partenaire physiologique
EROL1, est présenté en Figure 13A. Cependant, il n’existerait pas qu’une seule voie permettant
I’oxydation des PDIs. En effet, alors qu'un mutant ero/ chez la levure est 1étal (Frand and Kaiser,
1998; Pollard et al., 1998), la mutation de I'unique copie d'Erol chez la Drosophile n’est pas
létale (Tien et al., 2008) de méme que la mutation des deux isoformes chez la souris (Zito et al.,
2010).Des ¢études ont ainsi suggéré une ré-oxydation des PDIs par des voies non enzymatiques
(H,0,, GSSG ou DHA) (Ellgaard et al., 2018; Hudson et al., 2015) ou enzymatiques faisant
intervenir la vitamine K et la vitamine K époxyde réductase (Cao et al., 2016; Schulman et al.,
2010), ou des thiol peroxydases oxydées par des peroxydes, H>O, en particulier (Kakihana et al.,
2012; Zito, 2013). Cette derniere hypothése repose sur la présence de plusieurs thiol peroxydases
(GPx7, GPx8 et PrxIV) dans le RE chez ’homme (Ramming et al., 2014, p. 20; Ramming and
Appenzeller-Herzog, 2013; Tavender et al., 2008, Tavender et al,. 2008). Il est a noter que ces
TPXs pourraient ainsi permettre la réduction d’H,O, en H,O et donc d’éviter que le RE ne
devienne trop oxydant. Chez les plantes, la GPx-like 3 se trouve liée a la membrane du RE et
pourrait donc avoir un role similaire (Attacha et al., 2017). Néanmoins, un double mutant ero/
ero?2 est a priori 1étal chez A. thaliana, suggérant que ces protéines sont essentielles au moins au
stade gamétophytique (Fan et al., 2019). Cela n’exclut pas néanmoins que d’autres voies puissent

co-exister pour certaines PDIs ou a certains stades de développement.

La question de la redondance entre PDIs doit également étre posée compte-tenu de 1’existence de
nombreuses isoformes de PDIs au sein du régne végétal. La réponse n’est pas connue a 1’heure
actuelle mais les différences d’architectures et de propriétés catalytiques laissent penser que ce
n’est pas le cas entre PDIs de classes différentes. Pour les PDIs de méme classe, la question est
toute autre car I’identit¢ de séquence peut étre forte. Dans ce cas, la réponse est peut-étre a

chercher du coté des territoires d’expression.

Un autre ¢lément a prendre en compte concerne les différences de propriétés redox et notamment
de potentiel redox entre PDIs qui vont influer sur 1’état d’oxydoréduction de la protéine dans le
RE. En effet, pour les réactions d’isomérisation de ponts disulfure aberrants, les PDIs doivent étre

réduites (Figure 13B). La proportion de formes réduites vs oxydées pour une méme PDI pourrait
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EROI1, la régénération des autres PDIs étant catalysées par celles qui interagissent avec ERO1. D’aprés Meyer
etal., 2019.
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donc déterminer son type d’activité réductase/isomérase vs oxydase. Une protéine qui ne réagirait
pas avec ERO1 aurait donc plus de chance de rester réduite. Il a été suggéré que certaines PDIs
pourraient étre en équilibre avec le pool de glutathion réduit/oxydé (GSH/GSSG) (Delaunay-
Moisan et al., 2017; Ellgaard et al., 2018). Globalement, il n’est pas certain qu’ERO1/2 (ou
d’autres oxydants) puissent oxyder les membres de toutes les classes de PDIs. Ainsi, deux
modeles existent actuellement, un modele linéaire ou les protéines EROI possédent la capacité
d’oxyder toutes les PDIs et un modele, dit de coopération, qui propose que les protéines EROI
présentent une spécificité envers certaines PDIs qui vont relayer cette oxydation vers d’autres
isoformes (Figure 14). Ce second modele est notamment appuyé par une étude montrant la
capacité d’une PDI-L2 de Glycine max a oxyder une PDI-M qui n’était pas oxydée par EROla
(Matsusaki et al., 2016; Urade, 2019).

Différentes études ont mis en évidence I’importance des PDIs au sein de différents processus
biologiques, comme dans la maturation du pollen et des graines (Onda et al., 2011; Wadahama et
al., 2007). Il a été récemment rapporté¢ chez le blé tendre (7riticum aestivum) une forte
augmentation des transcrits et des protéines PDI-L et S ainsi que d’EROI juste aprés la
fécondation de I’ovocyte (Kimura et al., 2015). Ces dernicres sont également plus abondantes et
apparaissent intervenir lors de la syntheése des protéines de stockage telle que les gliadines et les
gluténines (d’Aloisio et al., 2010; Kimura et al., 2015). Chez le soja (Gycine max), toujours lors
du processus de formation des graines, il a été mis en évidence qu’un grand nombre de PDIs tels
que les PDI-L, S et M ainsi qu’ERO1 étaient plus fortement exprimées. Elles sont fortement
représentées lors de la maturation des cotylédons et de surcroit leur expression est corrélée avec
la biosynthése de B-conglycinine, de B-glycine (Iwasaki et al., 2009; Okuda et al., 2014). De plus,
il a été¢ démontré que les PDI-D et S avaient une activité oxydoréductase in vitro et que 1’absence
de cette isoforme chez A. thaliana entrainait des défauts de croissance et d’orientation du tube
pollinique lors de I’application d’un stress réducteur (Fan et al., 2018; Wang et al., 2008). En
réponse a différents stress abiotiques et notamment osmotique, plusieurs études mettent en avant
qu'un certain nombre de PDIs permettent la production de proline et 1’accumulation de
saccharose (Kayum et al., 2017; Kumar et al., 2015; Xia et al., 2018). Chez Solanum tuberosum,
le mutant pdil présente une sensibilité accrue a la sécheresse et au stress salin, corrélée avec une

diminution d’ASC et une augmentation des concentrations en H,O, dans les partie aériennes de la
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plante (Eggert et al., 2016). Les PDIs apparaissent également intervenir dans la détoxication des

xénobiotiques tels que le trichlorophénol (TCP) (Peng et al., 2017).

Curieusement, il a ét¢ démontré que les PDIs pouvaient avoir une fonction autre que le
repliement structural des protéines. En effet, chez 1’algue verte Chlamydomonas reinhardtii,
PDI2, avec I’aide d’une 2-Cys PRX, interviendrait dans la régulation du rythme circadien
(Filonova et al., 2013).

In planta I’absence de redondance peut, lorsque I’expression de ['unique isoforme est fortement
diminuée, induire une modification du protéome des graines mais n’a aucun effet sur la
croissance des parties végétatives (Onda et al., 2009). Cela suggere que, comme chez les
animaux, nous pouvons retrouver un systéme annexe chez les organismes photosynthétiques.

En plus du systtme ERO1/PDI, un autre acteur du repliement oxydatif existe chez les protistes,
les animaux et les plantes mais pas la levure. La protéine appelée QSOX (quiescin sulthydryl
oxidase en anglais) agirait toutefois plus tardivement dans la voie de sécrétion des protéines
(Kodali and Thorpe, 2010). La localisation des deux isoformes présentes chez A4. thaliana a été
déterminée via leur fusion traductionnelle & la GFP ou déduite d’études protéomiques. QSOX1
serait localisée au niveau de I’apoplaste et QSOX2 au niveau de I’appareil de Golgi (Alejandro et
al., 2007; Nikolovski et al., 2012). Au niveau de leur organisation structurale, ces protéines sont
en réalité¢ des chimeéres possédant un ou deux domaines TRX du c6té N-terminal, intervenant
dans I’interaction et 1’oxydation des substrats, suivi par un domaine thiol oxydase, assez proche
de la protéine ERV1 mitochondriale. De la méme maniére, celui-ci lie un cofacteur FAD
indispensable a I’activité qui permet de transférer les électrons a une molécule d’oxygene. Un
domaine transmembranaire est en général présent a I’extrémité C-terminale pour un ancrage aux
membranes. Les ¢électrons issus d’un substrat réduit, sont donc transférés séquentiellement vers le
site actif Cx,C présent au niveau du domaine TRX puis vers deux motifs Cx,C présents au sein
du domaine ERV qui réduira une molécule d’O, en H,O, grice a son cofacteur FAD
(Chakravarthi et al., 2007; Coppock and Thorpe, 2006; Okuda et al., 2014). Malgré le manque de
données chez les organismes photosynthétiques, une étude génétique basée sur la résistance a la
norspermidine a permis de mettre en évidence qu’une surexpression de la protéine QSOX2 chez
A. thaliana améliore la croissance des plantules en présence de cations toxiques (Li" et Na") alors
qu’un mutant perte de fonction gsox2 présente un phénotype inverse confirmant le role de

QSOX2 dans la détoxication des cations toxiques (Alejandro et al., 2007)..
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Protéines

Motifs cystéiniques

Fonctions

PAM16/17/18

Cytochrome b2

ATP4/7/6/14/17/18/19/20

ATP23

SOD1

CCs1

Famille TIM (TIMS, 9, 10, 12,
13)

Famille COX (COX11, 12, 17,
19, 23)
MDM35
MIC17 et MIC14

MICU

SLP2

Cx41C-Cx4C-CxC-Cx4C-Cx44C-
Cx4sC

Cx40C

Cx;C-Cx;C

CxgC-CxoC

CxoC
CxoC

CxC

Cx4,C

Insertion des protéines
dans la membrane interne

Respiration mitochondriale

Facteur de maturation de
I'ATP synthase

Facteur de maturation de
I'ATP synthase

Dismutation d’O,~

Facteur de maturation de la
SOD1

Protéines chaperons et
Import des protéines
membranaires

Facteurs d’assemblage de la
cytochrome c oxydase
(Complexe V)

Morphologie des
mitochondries

Respiration mitochondriale

Controdle du flux de Ca?*
dans I'IMS

Phosphatase impliquée
dans la régulation de la
germination

Tableau 2: Fonctions des principales protéines localisées au sein de I’espace intermembranaire
mitochondrial chez A. thaliana. L’ import des protéines contenant un motif Cx,C repose sur le systéme
MIA40/ERV1. Cette liste a été constituée principalement a partir d’études menées chez S. cerevisiae.
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3. L’import des protéines au sein de ID’espace intermembranaire
mitochondriale (IMS), séquestration par repliement oxydatif, la voie

MIA40/ERV1

3.1. LLa mitochondrie, un organite pas comme les autres...

La mitochondrie est un organite dont I’apparition est consécutive au phénomene d’intégration
endosymbiotique d’une a-protéobactérie au sein d’une cellule proto eucaryote (plus précisément
I’ancétre commun a toutes les cellules eucaryotes LECA (Last eukaryotic common ancestor). Au
cours de I’évolution, le génome ainsi que le protéome de cette a-protéobactérie ont constamment
évolué conduisant notamment a des gains, des pertes ou des relocalisations de fonction et donnant
finalement naissance aux mitochondries que 1’on connait aujourd’hui (Huynen et al., 2013). Cette
endosymbiose a également conduit a une architecture particuliere. Les mitochondries contiennent
deux compartiments aqueux (la matrice et 1’espace intermembranaire : IMS) séparés par deux
membranes biologiques : la membrane externe (Outer Membrane : OM) et la membrane interne
(Inner membrane : IM). Les données protéomiques actuelles révélent la présence de 1000 a 2000
protéines dans des mitochondries de levure et d’homme respectivement, une valeur comparable a
celle pour des mitochondries de plantes (Morgenstern et al., 2017; Mueller et al., 2017). De
maniere intéressante, I’ADN mitochondrial code 1% ou moins de ces protéines ce qui signifie
que la majorité des protéines mitochondriales sont synthétisées dans le cytosol. Elles sont
importées dans les différents sous-compartiments selon un assez grand nombre de
voies/mécanismes qui ne seront pas détaillés ici (Fischer and Riemer, 2013; Neupert and
Herrmann, 2007; Peleh et al., 2016; Riemer et al., 2009). En ce qui concerne I’'IMS, les études
suggerent la présence d’une cinquantaine de protéines au sein de ce compartiment subcellulaire
chez la levure mais trois fois plus (cent cinquante) chez I’homme, mais ce chiffre parait un peu
important (Itzhak et al., 2016; Vogtle et al., 2012). Ces protéines font partie d’un grand nombre
de complexes protéiques indispensables au bon fonctionnement des mitochondries (Morgenstern

etal., 2017).
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Figure 15: Représentation schématique des trois grandes voies d’import des protéines dans I’IMS des
mitochondries. La premiére voie repose sur la présence d'une séquence bipartite. Celle-ci est composée d’une
hélice amphipathique permettant 1’adressage de la protéine au sein de la matrice mitochondriale (MTS) suivie
d’un domaine transmembranaire (TM). L’import de la protéine est stoppé par ce dernier domaine au niveau du
complexe TIM23 puis cette séquence bipartite est clivée induisant la libération de la partie soluble dans I’IMS.
La deuxiéme voie est dite d’affinité car elle repose sur I’interaction de la protéine importée avec un partenaire
physiologique, permettant sa séquestration au sein de I’IMS. Pour la troisiéme voie, le repliement oxydatif des
substrats importés par MIA40 permet le repliement structural de la protéine de maniére concomitante a son

imnort.
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3.2. L’import des protéines dans ’IMS, prédominance de la voie
par repliement oxydatif

La totalité des protéines résidant dans I’'IMS (Tableau 2) sont synthétisées dans le cytosol a partir
de genes nucléaires et trois voies sont actuellement proposées pour leur import (Figure 15). Ces
voies d’import ont comme point commun le passage des protéines au travers du complexe TOM
(Translocase of Outer Membrane) et leur rétention au sein de I’IMS. La premiére voie fait
intervenir une séquence N-terminale dite bipartite constituée d’une séquence permettant
I’adressage a la matrice mitochondriale (MTS pour mitochondrial targeting sequence en anglais)
formant souvent une hélice amphipathique, suivie d’un domaine TM. Ce dernier va empécher le
passage de la protéine au niveau du complexe TIM22 (Translocase of Inner Membrane 22) qui
sert normalement a I’entrée des protéines matricielles. La partie soluble de ces protéines est
libérée dans I'IMS apreés clivage de ces deux extensions (Neupert and Herrmann, 2007;
Nicholson et al., 1987). L’exemple le mieux documenté pour cette voie est peut-&tre celui de
I’import du cytochrome b2 chez la levure. La seconde voie d’import des protéines résidant dans
I’IMS est réalisée par interaction avec un partenaire physiologique présent dans I'IMS,
aboutissant donc a leur rétention dans ce compartiment. C’est la voie empruntée par la
cytochrome héme lyase ou la créatine kinase. Enfin, la troisi¢me et principale voie d’import
implique le repliement oxydatif des protéines, catalysé¢ par une oxydoréductase appelée MIA40
(Mitochondriale Intermembrane space Assembly 40) ou CHCHD4 (coiled-coil-helix-coiled-coil-
helix domain 4) chez I’homme associée a la thiol oxydase ERV1 (Essential for Respiration and
Vegetative growth 1) ou ALR (Augmenter of Liver Regeneration) (Mesecke et al., 2005).
L’oxydoréductase MIA40 étant capable de coordonner un ion zinc et/ou cuivre in vivo (Terziyska
et al., 2005), un troisiéme acteur, Hot13 chez la levure et RCHY chez ’homme, pourrait servir
indirectement a 1’oxydation de MIA40 en catalysant sa démétallisation, mais aucun orthologue
n’est connu chez les plantes (Mesecke et al., 2008). Dans les 3 cas, I’adoption de la structure
tridimensionnelle des protéines empéche leur sortie de I’'IMS (Neupert and Herrmann, 2007). Les
protéines cibles/substrats de MIA40 sont caractérisées par la présence d’une séquence
d’adressage interne typique appelée ITS (Intermembrane space Targeting Signal en anglais) ou

MISS (Mitochondrial IMS—Sorting Signal en anglais). Ces séquences comportent une hélice
amphiphile la plupart du temps a proximité d’un motif cystéinique spécifique, deux répétitions

Cx;C dans le cas par exemple des protéines chaperons TIM (TIMS, TIM9, TIM10 et TIM13) ou
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Figure 16: Import et repliement oxydatif des protéines au sein de I’espace intermembranaire des
mitochondries par le couple MIA40/ERV1.

La protéine sous forme réduite est importée dans I'IMS via le complexe TOM. Elle interagit avec
I’oxydoréductase MIA40 via la présence d’une séquence interne d’adressage a I’'IMS (MISS) présente a
proximité des motifs Cx,C-Cx,C. Cette interaction conduit a ’oxydation, au repliement structural et a la
rétention de la protéine nouvellement importée. La régénération de MIA40 est effectuée par ERVI1 qui se
retrouve ainsi sous forme réduite. ERV1 est ensuite ré-oxydée, dans des conditions aérobies via la réduction
d’une molécule d’oxygene, soit au travers du cytochrome c et de la cytochrome c oxydase (complexe IV)
permettant la production d’une molécule d’eau (H,O) ou directement aboutissant a la production d’H,O,. Dans
des conditions anaérobies, la fumarate réductase permet de transférer les électrons a une molécule de fumarate
et de libérer du succinate. Ce modele a été réalisé a partir de différentes études élaborés chez la levure et
I’humain.
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deux répétitions CxoC dans le cas des facteurs de maturation de la cytochrome ¢ oxydase
(COX11, COX12, COX17, COX19, COX23) (Longen et al., 2009; Milenkovic et al., 2009; Peleh
et al., 2016; Sideris et al., 2009). Chez les organismes possédant les deux protéines, ce systeme
fonctionne de la maniere suivante (Figure 16). MIA40 reconnait ses substrats grace a une zone
hydrophobe puis catalyse 1’introduction de(s) ponts disulfure au sein de la protéine cible par
I’intermédiaire de son motif catalytique CPC. MIA40 se trouve alors réduite et le motif CPC de
MIA40 est ré-oxydé par l’oxydase ERVI1 qui transfere les électrons a 1’accepteur final
(cytochrome c ou O,) grace a la présence de son cofacteur FAD.

L’interaction de MIA40 avec ses substrats est donc médiée par I’intermédiaire d’une zone
hydrophobe (appelée également clé hydrophobe) qui reconnait la séquence d’adressage ITS ou
MISS en aval des cystéines du substrat a oxyder (Riemer et al., 2011). Une récente étude a mis en
avant que cette clé hydrophobe présente au sein de MIA40 est essentielle pour son activité et
permet méme de compenser dans une certaine mesure la perte de I’activité oxydase. En effet, une
version redox-inactive de la protéine (mutée pour les 2 cystéines du motif CPC) est suffisante et
permet d’assurer les fonctions respiratoires chez S. cerevisiae (Peleh et al., 2016). Les auteurs
suggerent que cette forme non active d’un point de vue redox permettrait de piéger les substrats
qui seraient oxydés directement par ERV1 méme si cette activité est faible.

Néanmoins, in vivo, apres avoir oxydé son substrat, MIA40 doit étre régénérée par 1’oxydase
FAD dépendante ERV1 afin d’accomplir un nouveau cycle oxydatif. Cette oxydase possede deux
motifs Cx,C qui participent au transfert d’¢lectrons. Celui qui régénére le motif CPC de MIA40
est situé a I’extrémité C-terminale ou N-terminale selon les organismes considérés (voir plus
bas). Le second motif Cx,C, situé au centre de la protéine, transfére les électrons vers le cofacteur
FAD adjacent. Dans des conditions aérobies, I’accepteur final d’¢lectrons est vraisemblablement
le cytochrome ¢ puis la cytochrome ¢ oxydase (complexe IV de la chaine respiratoire) qui réduira
donc O, en H,O. Si les électrons sont transférés directement a 1’0O,, il y aura formation d’H,0,.
Dans des conditions anaérobies, il a ét¢ mis en évidence récemment que ’accepteur final
d’¢électrons chez la levure était le fumarate. Via I’action de la fumarate réductase (OSMI) il
permettrait la régénération de la protéine ERV1 de facon concomitante a la production de
succinate (Neal et al., 2017). De maniére intéressante, des études in vivo ont montré que le GSH
présent a des concentrations de 1’ordre du mM améliorerait significativement 1’oxydation des

protéines en favorisant 1’activité catalytique de MIA40 (Bien et al., 2010). Mais également, en
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Figure 17: Analyse phylogénétique des protéines MIA40 présentes chez différents organismes eucaryotes
et organisation structurale. L’analyse phylogénétique a été réalisée en utilisant le logiciel MEGA7. L’histoire
évolutive a été déterminée en utilisant la méthode Neighbor-Joining et les distances évolutives sont basées sur
I’analyse des matrices selon la méthode de Jones, Taylor & Thornton (JTT).
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réduisant les protéines présentant un repliement structural non conforme (Bien et al., 2010;
Riemer et al., 2011). Diverses études mettent en avant un ratio GSH/GSSG trés proche ou
identique a celui du cytosol (entre -250 et -300 mV) mais beaucoup plus réducteur au sein de la
matrice (entre -300 et 330 mV) (Calabrese et al., 2017; Hu et al., 2008; Kojer and Riemer, 2014;
Kojer et al., 2012, 2015; Ostergaard et al., 2004). Chez la levure S. cerevisiae, les mutations des
geénes ervl et mia40 sont létales mais I’étude de mutants conditionnels indique notamment des
défauts d’import des protéines clés de la chaine respiratoire mitochondriale et une
hypersensibilité aux agents réducteurs (Chacinska et al., 2004; Mesecke et al., 2005; Peleh et al.,
2016). Les défauts de maturation des protéines Fe-S cytosoliques initialement observés dans le
mutant ervl sont a priori liés a une mutation présente dans un des 2 genes de biosynthése du
glutathion, confirmant au passage I’importance du GSH pour ce processus (Lange et al., 2001;
Ozer et al., 2015). Dans ce contexte, il est €également surprenant que Mia40 de levure soit capable
de fixer un centre Fe-S lorsque la protéine recombinante est exprimée dans E. coli (Spiller et al.,
2013). La signification physiologique de cette observation n’a pas ét¢ démontrée. Des travaux
réalisés chez A. thaliana indiquent que la mutation du géne codant pour ERV1 est 1étale au stade
embryonnaire alors que le mutant mia40 est viable et ne présente pas de phénotype
macroscopique lorsqu’il est cultivé en conditions standards (Carrie et al., 2010; Levitan et al.,
2004). De plus, MIA40 serait localisée au sein des peroxysomes du fait d’une séquence
d’adressage SKL présente a I’extrémité C-terminale (Carrie et al., 2010). II a été suggéré que cela
pourrait étre li¢ a la présence d’une SOD dans ce compartiment (CSD3) qui nécessite la
formation d’un pont disulfure et dont I’expression est fortement diminuée dans le mutant mia40
(Carrie et al., 2010).

Dans ce contexte, il est également intéressant de noter que les eucaryotes inférieurs appartenant
notamment a la classe des Kinétoplastides, comprenant notamment les ordres Leishmania et
Trypanosomes, ne contiennent pas la proté¢ine MIA40 mais posseédent une protéine ERV1 avec
une architecture atypique similaire aux protéines de plantes et d’ERV2 chez les levures. Il avait
été suggéré que la protéine ERV1 était capable d’oxyder directement les substrats de MIA40.
Cependant, la protéine ERV1 de Leishmania n’est pas capable de complémenter le mutant mia40
de levure, bien qu’une protéine chimérique mimant la protéine de levure soit capable de
complémenter le mutant erv/ (Specht et al., 2018). Ces résultats suggéraient donc la nécessité

d’un autre acteur dans ce processus d’oxydation. Une des protéines qui pourrait pallier a
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Figure 18: Analyse des structures tridimensionnelles des protéines MIA40 et ERV1 d’A. thaliana.

(A) Modele structural de la protéine MIA40 d’A4. thaliana (AtMIA40) a partir de la structure résolue par RMN
de la prot¢ine CHCHD4 humaine (code PDB, 2K3J). (B) Alignement structural des protéines MIA40 humaine
(bleu) et d’A. thaliana (vert). (C) Localisation du patch hydrophobe (en rose) présent sur les hélices a2 et a3
d’AtMIA40. (D) Structure tridimensionnelle de la protéine ERV1 d’A4. thaliana (AtERV 1, code PDB 2HJ3). La
protéine est présente sous la forme d’un homo-dimére avec les monomeres (en bleu ou vert) orientés téte-
béche. L'extrémité C-terminale contenant le site actif, trop flexible, a ét¢é modélisée en utilisant la protéine
ERV2 de S. cerevisiae (code PDB, 1JRA). (E) Alignement structural des domaines centraux FAD d’AtERV1
(vert) et de SCERV1 (bleu). Les différentes structures représentées ici ont ¢té obtenues a 1’aide des logiciels
SWISS-MODEL, PyMOL et WinCoot.
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I’absence de la protéine MIA40 est la protéine MIC20 qui comporte un repliement de type TRX
et intervient dans le complexe de formation des jonctions cristallines au sein de la membrane

interne (Kaurov et al., 2018).

3.3. Détails sur les mécanismes moléculaires et structuraux de la

voie MIA40/ERV1

Les mécanismes moléculaires et structuraux décrits pour cette voie proviennent principalement
d’études menées chez la levure et I’humain. 11 existe assez peu d’éléments en ce qui concerne
cette voie chez les organismes photosynthétiques. Les analyses phylogénétique et structurale des
protéines MIA40 (Figure 17) laissent penser qu’il y a peu de différence entre isoformes
d’organismes différents. En effet, I’ossature de la protéine est relativement bien conservée quel
que soit I’organisme. La protéine adopte un repliement hélice-tour-hélice, les 2 hélices étant
reliées par deux ponts disulfure impliquant les deux motifs CxoC alors que la région N-terminale
a proximité des deux cystéines catalytiques présentes au sein du motif CPC forme une courte
hélice a formant une sorte de crochet. Les différences existantes concernent la présence
d’extensions N-terminales de longueur et de nature trés variables. Chez la levure, cette extension
est formée par un domaine transmembranaire permettant son ancrage a la membrane interne et
donc sa rétention dans I’'IMS (Peleh et al., 2016) ainsi que par une longue séquence peptidique
qui n’est pas essentielle a la fonction de la protéine in vitro ni in vivo (Peleh et al., 2016, 2017).
Bien que nous n’ayons aucune donnée structurale concernant la protéine MIA40 d’A. thaliana, la
forte conservation de séquence a permis I’obtention d’un modéle relativement robuste en utilisant

le logiciel SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (Figure 18A). La superposition

(Figure 18B) de ce modele avec la protéine humaine (40.5% d’identité¢) indique que les
principales caractéristiques structurales sont conservées. En effet, du c6té N-terminal, nous
pouvons observer une partie non structurée et trés flexible comportant le site actif CPC (Cys68-
Cys70 numérotation chez A. thaliana), qui devrait a priori €tre relativement bien exposée au
solvant. Les hélices a2 et a3, orientées téte beche sont reliées via deux ponts disulfure impliquant
les deux motifs CxygC (Cys79-Cys88x,,Cys102-Cys111, numérotation chez 4. thaliana). Ce corps
hélice a forme un patch hydrophobe (ou clé hydrophobe) et est impliqué dans I’interaction avec

les motifs MISS présents au sein des différents substrats (Banci et al., 2009, 2012; Milenkovic et
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Figure 19: Analyse phylogénétique des protéines ERV1 présentes chez différents organismes eucaryotes
« supérieurs » et « inférieurs » et organisation structurale. Cette analyse phylogénétique a été réalisée en
utilisant le logiciel MEGAT7. L’histoire évolutive a été¢ déterminée en utilisant la méthode Neighbor-Joining et
les distances évolutives sont basées sur I’analyse des matrices selon la méthode de Jones, Taylor & Thornton
JTT).
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al., 2009; Sideris et al., 2009). L’hélice al interagit avec cette clé hydrophobe conduisant a

I’interaction du site actif CPC avec le substrat puis son oxydation (Meyer et al., 2019a).

Concernant la protéine AfERVI, il a été montré qu’elle adoptait en solution une structure en
homodimeére (Vitu et al., 2006), chaque monomeére étant en orientation téte-béche. Les analyses
phylogénétique et structurale (Figure 19) mettent en avant que le domaine central de la protéine
semble étre relativement bien conservé. Il est constitué de cing hélices a et posséde quatre
cystéines (Cys119, Cys122, Cys148 et Cys165 chez I’isoforme d’A. thaliana) (Vitu et al., 2006).
Les Cys148-Cys165 permettent la formation d’un pont disulfure intramoléculaire structural et
n’interviennent donc pas dans le mécanisme catalytique. En revanche, les Cys119-Cys122
forment le motif thiol-disulfure proche du domaine FAD. Ce dernier va transférer les €lectrons
jusqu’a une molécule d’oxygene, soit directement en la réduisant partiellement en H,O,, ou
indirectement via le cytochrome c permettant sa réduction compléte en H,O au travers du
complexe IV de la chaine respiratoire mitochondriale (Bihlmaier et al., 2007; Vitu et al., 2006).
L’inversion des cystéines catalytiques permettant la régénération de la protéine MIA40 représente
la différence majeure entre 1’isoforme ERV1 des mammiferes, champignons et levures
(embranchement des Opistochontes) et I’isoforme ERV1 présente chez les organismes
photosynthétiques. En effet, le motif catalytique Cx,C est localisé a I’extrémité N-terminale chez
les opistochontes tandis qu’il est présent au niveau de la partie C-terminale de la protéine des
organismes photosynthétiques. Il est également intéressant de noter que chez les opistochontes,
ce domaine N-terminal est important pour la reconnaissance de la protéine MIA40.
Contrairement aux opistochontes, le site catalytique des protéines ERV1 présente une grande
diversité¢ chez les organismes photosynthétiques. En effet, les isoformes des plantes terrestres
possedent un motif Cxs3.sC, alors que les isoformes des algues vertes ont un motif Cxg 13C ou
présentant un site dégénéré ou 1’'une des deux cystéines est quelquefois absente suggérant un
mécanisme d’action différent. Il peut étre intéressant de noter que la protéine ERV1 présente chez
les kinétoplastides comporte une architecture similaire a celle des organismes photosynthétiques.
Les cystéines catalytiques forment également un site actif Cx3;C localisé dans la partie C-
terminale de la protéine. Toutefois, dans cet embranchement nous observons un domaine
additionnel KISS présent entre le domaine FAD et le site actif Cx3C. Cette différence structurale

peut expliquer pourquoi la protéine ERV1 de Leishmania est incapable de complémenter

fonctionnellement le mutant erv/ de levure (Eckers et al., 2013; Specht et al., 2018).
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CPC

Figure 20: Echanges électroniques impliqués dans la régénération de MIA40 (vert) par ERV1 (bleu) chez
A. thaliana. Le motif CPC de MIA40 transfére les électrons aux cystéines du site actif Cx,C présent en C-
terminal d’un des monomeres ERV1, ces ¢électrons sont ensuite transférés aux cystéines adjacentes au cofacteur
FAD présentes au sein du motif Cx,C de I’autre monomére puis enfin au cofacteur FAD de ce méme
monomere.
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Les ¢études réalisées chez les kinétoplastidés de méme que les analyses phylogénétique et
structurale pourraient expliquer I'incapacité des protéines ERV1 et MIA40 d’A. thaliana a
complémenter les mutants correspondants de levure ainsi que 1’absence de phénotype chez le
mutant mia40 d’A. thaliana (Carrie et al., 2010; Levitan et al., 2004). En se basant sur le mod¢le
de l'eucaryote inférieur Leishmania, ces différences structurales pourraient empécher la protéine
AtERV1 de régénérer la protéine Mia40 de levure et I’absence de phénotype chez le mutant
mia4(0 de plante pourrait s’expliquer par un role non-essentiel de MIA40 ou la présence d’une

protéine MIA40-like accomplissant la méme fonction.

Néanmoins, le mécanisme catalytique permettant le transfert des électrons du substrat jusqu’a une
molécule d’O, semble étre conservé quel que soit 1’organisme (Figure 20). Les électrons
provenant du substrat sont transférés séquentiellement du site actif CPC de MIA40 jusqu’au site
catalytique Cx,C du monomere 1 de ERV1. Ce dernier qu’il soit présent en N- ou C-terminal est
régénéré par le site actif Cx,C du domaine central du monomeére 2 qui, présent a proximité du

cofacteur FAD va permettre sa réduction puis celle d’'une molécule d’oxygene.

4. Les systémes de repliement oxydatif au sein du lumen des thylakoides

Comme au sein du RE et de I'IMS des mitochondries, le lumen des thylakoides posséde un
systtme de formation des ponts disulfure permettant le repliement structural de certaines
protéines.

Le systeme de repliement oxydatif des protéines présent au niveau du lumen des thylakoides
comporte lui aussi les trois grands composants nécessaires a 1’oxydation : (i) une oxydoréductase,
(i1) une thiol oxydase et (ii1) un accepteur final d’¢électrons. Les deux premiéres fonctions sont
assurées par une seule protéine, appelée Lumen Thiol Oxydoréductase 1 (LTO1), qui est une
protéine fusion entre un domaine C-terminal TRX/DsbA-like et un domaine VKOR permettant la
régénération de I’oxydoréductase (Figure 21) (Karamoko et al., 2011). Le domaine VKOR
comporterait entre quatre et cinq domaines transmembranaires insérés dans la membrane des
thylakoides. Il compte également deux paires de cystéines conservées présentes au sein de motifs
Cx4.6C et Cx,C. Le premier est responsable de 1’oxydation des motifs cystéiniques présents au
sein du domaine DsbA-like et le deuxieme transfere les é€lectrons vers I’accepteur final qui

pourrait €tre une phylloquinone (PQ) ou une naphtoquinone, ce qui permettrait de connecter ce
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Figure 21: Représentation schématique du systeme d’oxydation des protéines présent au niveau du lumen
des thylakoides.

La protéine LTOI est une fusion entre un domaine N-terminal VKOR (thiol oxydase) permettant 1’oxydation
d’une ou deux paires de cystéine présentes dans le domaine DSBA en position C-terminale et qui permettent
I’oxydation des protéines cibles. Bien que le mécanisme moléculaire ne soit pas totalement élucidé¢, le motif
Cx4.6C assurerait 1’oxydation de I’un des deux ou des deux motifs (Cx,C et Cx¢.8C) du domaine DSBA puis de
transférer les électrons résultant de cette oxydation a la plastoquinone (PQ), présente au niveau de la membrane
des thylakoides par I’intermédiaire du motif Cx,C.
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systeme au PSII et a la biosynthése de NADPH (Furt et al., 2010). Le domaine DsbA contient
¢galement deux paires de cystéines conservées au sein des motifs Cx,C et CxggC, permettant le
transfert d’électrons du substrat vers le domaine VKOR (Figure 21). Les paires de cystéines
composant les deux motifs Cxe-sC et Cx,C au sein du domaine DsbA de LTO1 et impliquées

dans I’oxydation des substrats n’ont pas été précisément identifiées a I’heure actuelle.

Au niveau fonctionnel, LTO1 est capable de complémenter partiellement les simples mutants
dsbA, dsbB et un double mutant dsbA/dsbB d’E. coli, confirmant ainsi la fonctionnalité des 2
domaines et I’existence d’activités oxydoréductase et thiol oxydase au sein de la méme protéine
(Feng et al., 2011; Karamoko et al., 2011) . De plus, ces ¢tudes ont montré que les huit cystéines
conservées de la protéine LTO1 étaient indispensables a la complémentation fonctionnelle des
mutants bactériens (Feng et al., 2011). L’importance des 4 cystéines du domaine VKOR a
¢galement été confirmée in planta par complémentation fonctionnelle du mutant ltol d’A.
thaliana avec des mutants monocystéiniques de LTO1 (Du et al., 2015). Ce mutant /tol d’A.
thaliana présente un déficit d’efficacité du photosystéme II (PSII) associé¢ a une réduction sévere
de I’abondance des sous-unités structurales du PSII et notamment de la protéine D1 alors que
'abondance des protéines formant le cytochrome b(6)f ou le photosystéme I reste inchangée
(Karamoko et al., 2011; Lu et al., 2013). De ce fait, la croissance végétative de ce mutant est
fortement affectée dans des conditions standard et des phénoménes de photo-inhibition sont
observés en réponse a de fortes intensités lumineuses (Yu et al., 2014). Ce dernier phénotype
serait li¢ a un défaut de dissipation d’énergie di a I’inefficacité du cycle des xanthophylles. De
plus, ce mutant accumule des ROS en situation de stress osmotique et LTO1 pourrait dans ce
cadre affecter la biosynthése d’ABA (Lu et al., 2015). Cette sensibilit¢ aux ROS semble li¢e a
une diminution de I’abondance de certaines enzymes antioxydantes telles que ’APX1, la CAT2
et la DHARI1 (Lu et al., 2013).

La plupart de ces phénotypes sont a priori expliqués par des défauts de repliement oxydatif de
certaines protéines. Ainsi, il a ét¢é montré par double hybride en levure que le domaine
TRX/DsbA de LTOI interagit avec PsbO, une sous-unité du PSII qui nécessite la formation d’un
pont disulfure (Karamoko et al., 2011). La protéine recombinante catalyse I’oxydation in vitro de
PsbO mais aussi de FKBP13 (FK-506 binding protein 13), une peptidyl-prolyl cis-trans
isomérase qui est inactive lorsque ses 2 paires de cystéines sont réduites (Gopalan et al., 2004;

Karamoko et al., 2011; Lu et al., 2013).Ce dernier résultat est plus surprenant car AtFKBP13 est
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essentielle pour la formation du complexe Cyt bef (Gupta et al., 2002), mais celui-ci ne semble
pas affecté¢ dans un mutant /to/. D’autres cibles potentielles de LTO1 ont été isolées par double
hybride binaire en levure en utilisant le domaine TRX/DsbA comme appat. Il s’agit d’HCF164
(High Chlorophyll Fluorescence 164), du cytochrome c6A, de la violaxanthine dé-époxidase, de
la protéine d'arrét du développement du sac embryonnaire (EDA3), de deux protéines PPR (TL17
et TL20.3) et d’une autre protéine de liaison a FK-506, FKBP20-2 (Lu et al., 2015). L’interaction
avec la violaxanthine dé-époxidase, dont 1’activité est inhibée par réduction (Hall et al., 2011),
explique sans doute le défaut de dissipation thermique observé dans le mutant /to/. L ’interaction
avec HCF164 peut paraitre surprenante car celle-ci posséde une activité réductase (Motohashi
and Hisabori, 2006). En réalité, au moins 30 protéines sur les 80-100 protéines identifiées a
I’heure actuelle dans le lumen des thylakoides possédent un pont disulfure, ce qui suggere que le
nombre de partenaires de LTOI1 est plus important et/ou qu’une autre protéine possede une

activité oxydase (Hall et al., 2011; Kang and Wang, 2016).

V. Les systémes de réduction intervenant dans la maturation des cytochromes

de type ¢ dans ’IMS et le lumen des thylakoides

Un certain nombre de protéines présentes dans les compartiments ou se déroule le repliement
oxydatif nécessitent a contrario d’étre sous forme réduite. C’est le cas des cytochromes de type c.
En effet, a la différence des hémes a et b, les hémes c sont attachés de maniere covalente aux apo-
cytochromes ¢ par I’intermédiaire de deux résidus cystéines présents au sein d’un motif
caractéristique Cx,CH. Ces dernieres forment une liaison thioéther entre leur groupement thiol et
la fonction vinyle du groupement prosthétique de I’héme. La maturation des cytochromes de type
¢ (cyto-c) est réalisée de manicre post-traductionnelle. Leur présence au sein de compartiments
ayant une nature plutdt oxydante (périplasme, IMS, lumen des thylakoides) implique I’existence
de machineries particulieres et/ou d’un systéme de réduction spécifique afin que les cystéines
présentes soient maintenues sous forme réduite. Jusqu’a présent trois grands systemes
d’assemblage des cyto-c ont été distingués. Le systetme I est présent chez les o- et v-
protéobactéries et certaines - et d-protéobactéries, mais également au sein des mitochondries des
organismes photosynthétiques et de certains protozoaires. Le systéme II est trouvé au sein des
chloroplastes, des bactéries Gram positive, des cyanobactéries et la plupart des B- et o-

protéobactéries. Enfin, le systeéme III est essentiellement retrouvé au niveau des mitochondries
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des Opistochontes (champignons et vertébrés), d’invertébrés et de quelques protozoaires (Kranz
et al., 2009). Ce dernier semble relativement rudimentaire mais efficace (Dumont et al., 1987).
En effet, aprés import de I’apo-cytochrome et de I’héme au sein de 1’espace intermembranaire,
une cytochrome héme lyase (CCHL) associée a la membrane interne permet la liaison de ’héme
afin de produire un holo-cytochrome c. Ce systéme ne nécessite aucune autre enzyme (Bernard et

al., 2003; Travaglini-Allocatelli, 2013).

1. Le systeme I de maturation des cytochromes ¢ au sein de ’IMS des

organismes photosynthétiques

Le systeme I parait le plus complexe des trois types d’assemblage utilisant jusqu'a 8 ou 9
protéines associées a la membrane interne appelées protéines CCM (Cytochrome C Maturation)
chez les bactéries (Verissimo et al., 2017). D’une facon simpliste, il peut étre divisé en deux
grandes étapes, I’import de I’héme au niveau du site d’assemblage par les protéines CcmABCDE
et la fixation covalente de ’héme a 1’apo-cytochrome par les protéines CcmFGHI. Chez E. coli, il
a ¢t¢ mis en évidence que la protéine CcmF ¢était capable de fixer un héme et permettrait
¢galement sa réduction par I’intermédiaire d’une quinone (Richard-Fogal et al., 2009). Bien qu’il
soit maintenant certain que les protéines CcmG et H interviennent dans la réduction de I’apo-
cytochrome, leurs fonctions exactes restent incertaines (Meyer et al., 2019b; Verissimo et al.,
2017). L’assemblage des cytochromes ¢ au sein de mitochondries des organismes
photosynthétiques différe de celui retrouvé chez les bactéries. En effet, A. thaliana possede des
genes codant pour les protéines CCMA, CCME et CCMH dans le génome nucléaire et pour les
protéines CCMB, CCMC et CCMF dans le génome mitochondrial mais pas pour CCMG et la
réductase transmembranaire DsbD (Meyer et al., 2005; Rayapuram et al., 2008), soulevant ainsi
la question de la réduction de 1’apo-cytochrome ¢ au sein de I’IMS des plantes terrestres. En
accord avec I’idée qu’il n’y a pas de redondance fonctionnelle avec CCMG comme suggéré chez
les bactéries ou de voie alternative, la mutation du géne CCMH chez A. thaliana est 1étale au
stade embryonnaire (Meyer et al., 2005). CCMH différe de son homologue bactérien par la perte
de son domaine Ccml-like dans sa partie C-terminale (Ahuja et al., 2008). La protéine CCMH
retrouvée chez les plantes est constituée de 3 domaines, le domaine N-terminal comportant le site
actif Cx,CH et exposé vers I'IMS, un domaine transmembranaire et un domaine C-terminal

expos¢ vers la matrice (Meyer et al., 2005). Cette derniére étude a mis en évidence que la
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Figure 22: Systémes de réduction présents au sein de ’IMS des mitochondries (A) et du lumen des
thylakoides (B) et intervenant dans la maturation des cytochromes c.

(A) Le systeme de réduction au sein de 'IMS est un systéme de maturation du cytochrome ¢ de type 1. La
réductase CCMH est composée d’un domaine C-terminal exposé vers la matrice, d'un domaine central
membranaire (TM) et d’un domaine N-terminal exposé face a I'IMS, permettant la réduction de 1’apo-
cytochrome ¢ (le domaine réductase d’A. thaliana a ét¢é modélisé a partir de la protéine de Pseudomonas
aeruginosa (2HL7)). Une fois réduit, I’apo-cytochrome interagit avec la protéine CCMF permettant 1I’import et
I’incorporation de I’héme afin de former 1’holo-cytochrome c.

(B) Le systéme de réduction situ¢ au niveau du lumen des thylakoides est un systéme de maturation type II. Ce
systeme fait intervenir deux protéines dénommées CCDA et HCF164. HCF164 est une réductase (TRX-like)
permettant I’interaction et la réduction des protéines cibles (apo-cytochrome entre autres) via son site actif
Cx;C. Elle est ancrée a la membrane via un domaine transmembranaire (TM). Cette protéine est maintenue
sous une forme réduite grace a 1’action de la protéine CCDA qui permettrait de transférer le pouvoir réducteur
provenant d’une TRX m localisée au sein du stroma.
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protéine recombinante correspondant au domaine N-terminal est capable de réduire des peptides
contenant le motif Cx,CR retrouvé au sein de I’apo-cytochrome c. Cependant il n’a toujours pas
été démontré comment la protéine CCMH était elle-méme réduite et ainsi, si et comment des
¢lectrons transitaient a travers la membrane interne. Une des hypothéses émise par (Meyer et al.,
2019b) est la présence d’une protéine inconnue ayant une fonction analogue a la protéine DsbD
bactérienne voire que CCDA, le paralogue chloroplastique, soit aussi adressé a la mitochondrie.
Le pouvoir réducteur proviendrait de TRXs mitochondriales présentes dans la matrice telle que
les TRXo1, 02 ou h2 (Figure 22A). D’autres hypothéses reposent sur la présence d’un systeme
TR-TRX au sein de I’'IMS comme chez la levure ou la participation du pool de GSH.

2. Le systeme de réduction et de maturation de type II des cytochromes ¢

au sein du lumen des thylakoides

Le systeme de type II a été¢ mis en évidence dans les années 1990 par ’intermédiaire d’études
génomiques chez Chlamydomonas (Dreyfuss et al.,, 2003). Comme dans I'IMS de la
mitochondrie, ce systéme doit permettre (i) la réduction de 1’apo-cytochrome et (ii) la fixation de
I'héme a ce dernier. Ce systéme repose sur la présence de quatre protéines chez les bactéries. La
protéine membranaire CcsA comporte un domaine WWD avec trois histidines conservées et
permet de transporter ’héme vers 1’espace intermembranaire. Elle forme un complexe avec la
protéine CcsB qui aide a maintenir 1’apo-cytochrome a proximité de I’héme et de deux derniers
acteurs, DsbD et CcsX qui interviennent dans la réduction des cystéines du motif Cx,CH de
I’apo-cytochrome. La protéine CcsX participe directement a la réduction, alors que DsbD
(comme pour le systétme Dsb périplasmique section IV 1) transfére le pouvoir réducteur
provenant d’une TRX a travers la membrane interne jusqu’a la réductase (Kranz et al., 2009). Au
sein du lumen des thylakoides, huit protéines seraient impliquées(Gabilly and Hamel, 2017). Les
protéines CCDA et HCF164 permettraient la réduction ou le maintien sous forme réduite de
I’apo-cytochrome. L’absence de 1I’un de ces deux acteurs chez A4. thaliana conduit a un défaut

d’assemblage du cytochrome b6f au sein des thylakoides (Page et al., 2004).

Du point de vue structural, CCDA est similaire a la protéine DsbB bactérienne. Elle possede six

hélices a transmembranaires lui permettant de s’insérer au sein de la membrane des thylakoides
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mais également de recevoir des électrons des TRXs-m présentes au niveau du stroma des
chloroplastes (Figure 22B). Les TRXs-m réduiraient un pont disulfure formé entre deux cystéines
conservées au niveau des hélices a transmembranaires 1 et 4, ces cystéines assureraient ensuite la
réduction du pont disulfure catalytique formé par les cystéines présentes au sein du motif Cx,C
d’HCF164 (Motohashi and Hisabori, 2006, 2010). En effet, cette TRX-like posséde un domaine
transmembranaire en position N-terminale permettant un ancrage au niveau de la membrane et un
domaine TRX en position C-terminale contenant un motif Cx,C. Une protéine recombinante
correspondant au domaine TRX présente une activité réductase in vitro (Lennartz et al., 2001;
Motohashi and Hisabori, 2006). Les cibles connues de cette réductase sont la sous-unité N du
PSI (psaN) ainsi que 1’holo-cytochrome f faisant partie du complexe cytochrome b6f (Hisabori et
al., 2005; Motohashi et al., 2009). La capacité d’interagir avec I’oxydase LTOI suggere
qu’HCF164 pourrait assurer I’isomérisation de ponts disulfure de protéines dont le repliement

structural est non conforme au niveau du lumen des thylakoides (Lu et al., 2015).
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Présentation et objectifs du sujet de these

75



76



Cette thése a ¢été effectuée au sein de I’équipe Réponse aux stress et régulation redox de ’'UMR
1136 « Interactions Arbres Micro-organismes » Université de Lorraine-INRA. Un des objectifs
de ce laboratoire est de comprendre dans un contexte de changement climatique global les
interactions des plantes avec leur environnement, et notamment les mécanismes de défense des
organismes végétaux en réponse a des stress abiotiques ou biotiques. Ma thése s’inscrit plus
particulicrement dans le projet MetOx (Identification de nouvelles fonctions régulées par des
métaux ou par des processus redox chez les plantes) financé par le Labex ARBRE (Advanced
Research on the Biology of Tree and Forest Ecosystems). L’objectif de ce projet est de
caractériser des protéines possédant un ou plusieurs motifs Cx,C conservés et dont la fonction
est inconnue ou peu caractérisée chez deux plantes modeles Arabidopsis thaliana et Populus
trichocarpa. En effet les protéines comportant un ou plusieurs motifs Cx,C ont la capacité
d’intervenir dans différents processus d’échanges dits dithiol/disulfure mais également dans la
coordination d’ions métalliques seuls ou présents au sein de cofacteurs tels que les hémes de type
c et les centres Fe-S. Le travail mené lors de ce doctorat a porté sur trois grands axes de
recherche: (1) un axe rédoxines qui a eu pour but de caractériser d’un point de vue biochimique
la glutarédoxine chloroplastique de classe II d’A. thaliana (AtGRXS16); ( i1 ) un axe orienté sur
la coordination des centres Fe-S qui a permis de mettre en évidence de maniere surprenante la
capacité des TRX ol et 02 d’A. thaliana a coordonner un centre 4Fe-4S; et enfin, ( iii ) un axe
oxydase qui par I’intermédiaire d’approches fonctionnelle et biochimique nous a permis de

mettre en lumiere la spécificité du systeme MIA40/ERV1 chez A. thaliana.
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In Vitro Alkylation Methods for Assessing the Protein Redox State
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Dans ce chapitre de méthodes, nous avons fourni des protocoles détaillés pour la caractérisation
des propriétés redox (pka des cystéines, potentiel redox d’un pont disulfure et analyse de la

sensibilité d’oxydoréductases a la réduction/oxydation par alkylation) de protéines comportant
des cystéines réactives, telles que celles étudiées au cours de cette thése.
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Chapter 4

In Vitro Alkylation Methods for Assessing the Protein
Redox State

Flavien Zannini, Jeremy Couturier, Olivier Keech, and Nicolas Rouhier

Abstract

Cysteines are important residues for protein structure, function, and regulation. Owing to their modified
reactivity, some cysteines can undergo very diverse redox posttranslational modifications, including the
reversible formation of disulfide bonds, a widespread protein regulatory process as well exemplified in plant
chloroplasts for Calvin-Benson cycle enzymes. Both core- and peripheral-photorespiratory enzymes possess
conserved cysteines, some of which have been identified as being subject to oxidative modifications. This is
not surprising considering their presence in subcellular compartments where the production of reactive
species can be important. However, in most cases, the types of modifications and their biochemical effect on
protein activity have not been validated, meaning that the possible impact of these modifications in a
complex physiological context, such as photorespiration, remains obscure.

We here describe a detailed set of protocols for alkylation methods that have been used so far to (1) study
the protein cysteine redox state either in vitro by submitting purified recombinant proteins to reducing/
oxidation treatments or in vivo by western blots on protein extracts from plants subject to environmental
constraints, and its dependency on the two major reducing systems in the cell, i.e., the thioredoxin and
glutathione /glutaredoxin systems, and (2) determine two key redox parameters, i.e., the cysteine pK, and
the redox midpoint potential.

Key words Alkylation, Cysteine, Oxidative modification, pK,, Redox potential

1 Introduction

Cysteine (Cys) is one of the least abundant amino acids in proteins;
however, it is very important for protein structure and function
being for instance found in protein active sites and/or subject to
co- or posttranslational modifications including lipidation (preny-
lation or palmitoylation) but also disulfide bond formation, glu-
tathionylation or nitrosylation to only cite the major ones. In
specific protein environments, e.g., in active sites, the pK, of
some cysteine residues is decreased towards acidic values compared
to the pK, ~ 8.3 of free cysteines [1]. Thus, under certain physio-
logical conditions, e.g., around neutral pH, the more reactive
thiolate (S7) form will predominate as compared to the thiol

Alisdair R. Fernie et al. (eds.), Photorespiration: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 1653,
DOI 10.1007/978-1-4939-7225-8_4, © Springer Science+Business Media LLC 2017
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(SH) form. On the other hand, such a chemical property implies
that these residues are usually more sensitive to oxidative modifica-
tions. Hence, in subcellular compartments or under specific condi-
tions, the cysteine residues will be oxidized by various types of
molecules/agents leading notably to the formation of sulfenic
acids (SOH), disulfide bonds (S-S), and glutathionylated (S-SG)
or nitrosylated (S—-NO) forms [2]. All these aforementioned post-
translational modifications are reversible, mostly through the action
of the thioredoxin (TRX) and /or glutathione (GSH) /glutaredoxin
(GRX) reducing systems. If not condensed with another cysteine,
e.g., in the absence of a vicinal thiol group or a reductant, sulfenic
acids may eventually be irreversibly oxidized to sulfinic (SO,H) and
sulfonic (SO3H) acids. The only documented case of sulfinic acid
reduction concerns the ATP- and Mg®*-dependent reduction of
sulfinylated peroxiredoxins catalyzed by sulfiredoxins [3]. Depend-
ing on the physiological context, the oxidative modification of
cysteine residues may have diverse impacts on protein function,
for which many examples of protein activation or inactivation
have been reported. A well-documented example of redox regula-
tion concerns the Calvin-Benson cycle enzymes that are activated
by light and incidentally by the ferredoxin/ferredoxin-thioredoxin
reductase /TRX system, through dithiol-disulfide exchanges [4].
Besides these regulatory mechanisms, a transient and reversible
inactivation by oxidation can also be seen as a protective mechanism
preventing irreversible protein over-oxidation.

A targeted in vitro approach to study cysteine sensitivity to
oxidation within a given protein is to perform cysteine alkylation
using maleimide-containing reagents, which specifically bind thiol
groups. The cysteine derivatization will result in a mobility shift on
nonreducing SDS-PAGE that is dependent on the number of
cysteines oxidized. One of the first compounds used was the 4-
acetamido-4’-maleimidylstilbene-2,2'-disulfonic ~ acid  (AMS),
which induced an electrophoretic migration shift of ~0.5 kDa per
free thiol group [5-7]. However, as this was sometimes insufficient
for separating a mixture of different species, especially for proteins
with a high molecular weight, it has sometimes been replaced by
maleimides linked to polymers, such as polyethylene glycol (PEG)
of different sizes ranging generally from 1 to 30 kDa [8, 9]. The
drawback of these PEG-maleimide compounds is that PEG poly-
merization likely generates a heterogeneous mixture that often
results in broad bands on SDS-PAGE. Moreover, the fact that
these polymers are not charged prevents linear mobility shifts on
SDS-PAGE. Therefore, researchers in both academic and industrial
settings have developed chemically synthesized maleimide probes
coupled to peptides [10] or nucleic acids [11].

Such an alkylation method can be used with both recombinant
proteins and protein extracts, under the condition that a specific
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antibody is available for the western blot detection. Besides evaluat-
ing the sensitivity of a given protein to a specific oxidative condition,
this method also has the ability to determine which of the TRX or
GSH/GRX systems can reduce a given oxidized form [9, 12]. Using
protein extracts made from plants grown under specific controlled
conditions, this method enables the assessment of changes in the
levels of oxidation over time-course experiments, and is partially
quantitative. That being said, without using chemicals specific to a
given modification in tandem with mass spectrometry analyses, this
method will neither indicate the type(s) of modification, nor the
identity of which cysteine(s) is/are modified. The method described
here has been successfully and elegantly tested for detecting the
activation of Calvin-Benson cycle enzymes in response to various
light intensities and /or in specific genetic backgrounds as #7x knock-
out plants [13].

By analyzing the lists of potential redox-regulated proteins
identified by large-scale redox proteomic analyses, we recently
pointed to the fact that nearly all photorespiratory enzymes from
the canonical pathway, as well as most of the known photorespira-
tion-associated enzymes, may be subject to redox regulation, even
though the type of modifications and the effect on activity have in
fact almost never been investigated [14]. Hence, we describe here
three complementary methods that aim at assessing the cysteine
redox properties and redox states into a protein of interest. The first
method describes the analysis of a protein redox state, which can be
applied both in vitro and in vivo by anyone interested in the
regulation of the activity of photorespiratory enzymes and of course
of any other protein susceptible to redox regulation. The two other
in vitro methods also rely on cysteine alkylation and allow deter-
mining cysteine pK, and the redox midpoint potential of protein
disulfides.

2 Materials

2.1 Required
Instrumentation

2.2 Buffers and
Solutions

2.2.1 Compound
Solubility for Stock
Solutions

Bench size shaker, benchtop centrifuge, dialysis membrane tubing
and/or desalting columns, fluorometer, gel electrophoresis system,
power supplier, UV-visible spectrophotometer.

Stock solutions of hydrogen peroxide (H,0O,), iodoacetamide
(IAM), reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione
(GSSQ), nitrosoglutathione (GSNO), 1,4-dithiothreitol (DTT,.4),
trans-4,5-dihydroxy-1,2-dithiane (DTT,,), tris(2-carboxyethyl)
phosphine hydrochloride (TCEP), and trichloroacetic acid
(TCA) are prepared in distilled or Milli-Q water. For GSH,
GSSG, and GSNO solutions, the pH has to be readjusted to
pH 7.0 or 8.0 using sodium hydroxide. Stock solutions of
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2.2.2 Preparation

of pH 2.0-10.0 Buffers
for the Determination of
Cysteine pK,

2.2.3 Other Solutions

5-iodoacetamidofluorescein (fluo-IAM), of monobromobimane
(mBBr) and of 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic Acid) (DTNB) are
prepared, respectively, at 9.7 mM in dimethylsulfoxide (DMSO), at
73 mM in acetonitrile and at 10 to 20 mM in ethanol.

1. 100 mM Citrate buffers between pH 2.0 and 6.0 are prepared
by mixing 100 mM citric acid and sodium citrate solutions.

2. 100 mM Phosphate buffers between pH 6.5 and 8.0 are
prepared by mixing 100 mM potassium phosphate monobasic
and dibasic solutions.

3. 100 mM Borate buffers between pH 8.5 and 10.0 are prepared
by mixing 100 mM boric acid and potassium chloride solutions
and by adjusting pH with sodium or potassium hydroxide
100 mM.

1. Alkylation solution: 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1% SDS, 2 mM
alkylating agent (maleimide polyethylene glycol of 2 kDa
(2 kDa mPEG-maleimide) or 4-acetamido-4'-maleimidylstil-
bene-2,2'-disulfonic acid (AMS)).

2. 2x Non-reducing Laemmli buffer: 120 mM Tris-HCl pH 6.8,
4% sodium dodecyl sulfate (SDS), 20% glycerol, and 0.02%
(w/v) bromophenol blue.

3 Methods

3.1 Examination

of the Cysteine Redox
State and
Susceptibility to
Oxidative Treatments

3.1.1 Reducing
Treatment

All procedures can be carried out at room temperature unless
otherwise stated.

The Ellman’s reagent (DTNB) is often used to examine the number
of free thiol groups of a purified recombinant protein subject to
oxidative treatments. However, this titration is often hampered or
imprecise when there is a high number of cysteines. Moreover, the
interpretation can be made difficult when disulfide-linked oligo-
mers are formed because the results are expressed as moles of SH
per moles of monomer. The alkylation method described here
associated to SDS-PAGE separation constitutes a good comple-
ment, giving access in particular to the oligomerization state of
the protein. Moreover such an approach can also be employed to
evaluate the capacity of known oxidoreductases to reduce or oxi-
dize the protein of interest. Before studying the sensitivity of a
protein towards different oxidative compounds, a prerequisite is
to obtain a completely reduced protein. Procedures for reduction,
oxidation, and alkylation of the target proteins are described below
together with a case example.

1. Add a tenfold molar excess of reductant (DTT,.q or TCEP) to
the purified recombinant protein (see Note 1).
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3.1.2 Oxidizing
Treatment

3.1.3 Protein Alkylation
for SDS-PAGE Analysis

3.1.4 Possible Result
Obtained Upon Oxidative
Treatment of a Protein of
12 kDa with a Single
Cysteine
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2. Incubate for 30 min (see Note 2).

3. Dialyze the protein against the desired buffer using membrane
tubing or small desalting columns, preferentially at 4 °C (see
Note 3).

1. Add a fivefold molar excess of oxidizing reagents (GSSG,
GSNO, H,0,, DTT,) to the pre-reduced sample (sec Note 4).

2. Incubate for 2 h (see Note 5).

3. Dialyze the protein against the desired buffer using membrane
tubing or small desalting columns, preferentially at 4 °C
(optional, see Note 6).

1. Add 50 pL of 20% TCA to 50 pL of sample containing 5-10 pg
of protein (either untreated, oxidized, or reduced) (see Notes 7
and 8).

2. Gently mix by inverting the tube several times and place on ice
for 15 min.

3. Centrifuge for 10 min at 12,100 X gin a benchtop centrifuge.

. Remove carefully and discard the supernatant (sec Note 9).

R

. Wash the pellet with 100% acetone kept at —20 °C without
resuspending it and centrifuge for 10 min at 12,100 x g.

. Remove carefully and discard the supernatant (sec Note 9).

. Dry the pellet at ambient air for 5 min (se¢ Note 10).

. Add 10 pL of alkylation solution (see Note 11).

. Gently shake for 15 min at room temperature (see Note 12).
10. Add 10 pL of 2 x non-reducing Laemmli buffer (sec Note 13).

11. At this step, samples can be stored at —25 °C or subject to a
non-reducing SDS-PAGE (see Notes 14-16).

O 0 N O

Firstly, it is important to verify that the oxidation/reduction of a
protein does not impact per se its mobility on non-reducing SDS-
PAGE, which might be the case when it induces conformational
rearrangements as observed for glutathione peroxidase-like pro-
teins [15]. Secondly, it is strongly advised to include controls for
fully reduced and fully oxidized (if possible) proteins, which will
give both extremities of the scale, as long as there is no disulfide-
linked oligomer. In addition to delimiting the extremities of the
scale, having alkylated and non-alkylated reduced proteins on the
same gel allows in principle to control that there is no atypical shift
relatively to the expected number of cysteines. For instance, we
observed previously that treating a recombinant poplar TRX z
possessing two cysteines with the 2 kDa mPEG maleimide gener-
ated a shift of 15 kDa instead of 4 kDa [8].
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3.2 Estimation of
Cysteine pK,

3.2.1 Protein Alkylation
for SDS-PAGE Analysis

25 kDa |
20 kDa = —_— <— ox (dimer)
15 kDa <« red

..--- <— ox (monomer)

10 kDa
o o S O O
& & &P o
Qp Qp é@ (C3 (€3
<> N
Alkylation

Fig. 1 Protein sensitivity to oxidative treatments. Around 5 pg of pre-reduced,
untreated, or oxidized proteins obtained after 2-h oxidative treatments with
GSSG or GSNO were alkylated with 2 kDa mPEG maleimide prior to separation
on non-reducing SDS—PAGE [9]

Afterwards, one can indeed compare reduced, untreated, and
oxidized proteins. In the example shown in Fig. 1, the absence of
shift at the level of the monomer upon GSSG or GSNO treatments
is interpreted here as GSSG or GSNO oxidizing the cysteine, with
GSSG also promoting the formation of a dimer linked by an inter-
molecular disulfide. The untreated protein is mostly present as a
reduced monomer with a small proportion of disulfide-linked
dimer. The fact that this band is also seen in the non-alkylated
reduced protein but not in the alkylated reduced protein suggests
that some oxidation of the untreated protein occurred during
sample preparation/migration, as explained in Note 14.

The pK, of cysteines into proteins is influenced by several factors, in
particular their amino acid environment. Considering that thiolates
are more reactive than thiols, measuring this parameter will give
clue about their capacity to act or not as a nucleophile in a thiol-
disulfide exchange reaction or to be susceptible to oxidation.
Determining the p K, value of cysteine residues using this method
can be done only with proteins possessing a single cysteine or
eventually two cysteines with sufficiently different pK,.

1. Incubate around 10 pM of pre-reduced protein (see Subhead-
ing 3.1.1) with a 100-fold excess IAM for 15 min under gentle
stirring in bufters ranging from pH 2.0 to 10.0 (every 0.5 unit
for precision) in a final volume of 50 pL (se¢ Notes 17 and 18).
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3.2.2 Protein Alkylation
for Fluorescence Detection

3.2.3 Possible Result
Obtained for a Protein of
12 kDa with a Single
Cysteine and Interpretation
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