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Préambule 

Fruits d'une lente évolution, les organismes aérobies ont su tirer profit du fort 

pouvoir oxydant de l'oxygène atmosphérique, O2, dégagé lors de la "Grande 

Oxydation" survenue au Paléoprotérozoïque (-2,4 à -2,1 milliards d'années) par des 

organismes photosynthétiques, les cyanobactéries (Lyons et al., 2014). Revers de la 

médaille, la respiration génère des sous-produits, les espèces réactives de l'oxygène ou 

ERO qui peuvent être à l’origine d’effets délétères sur les molécules biologiques. 

L'évolution, dans ce nouvel environnement oxydant a conduit à la sélection de 

biomolécules capables d'éliminer ces ERO comme par exemple des enzymes 

antioxydantes ; cependant, à faible dose, la réactivité de ces ERO peut également être 

mise à profit à des fins de signalisation cellulaire en tant que messagers, générant ainsi 

un transfert d'information particulier : la signalisation cellulaire redox qui opère 

majoritairement via la chimie des thiols. 

Sous l'impulsion du Pr. Guy Branlant au début des années 2000, l’équipe 

d'enzymologistes moléculaires de notre laboratoire a développé une thématique de 

recherche sur les systèmes enzymatiques redox liés à la chimie du soufre. Tout d'abord 

par l'étude structurale et mécanistique des Méthionine sulfoxyde réductases, 

parallèlement à l'étude des systèmes couplés Thiorédoxines/Thiorédoxines 

Réductases, puis en 2008 sur le mécanisme de la Sulfirédoxine. Cette enzyme 

découverte en 2003 par le Dr. Michel Toledano à Saclay, réduit la forme suroxydée en 

acide sulfinique d'une cystéine chez une famille d'enzymes antioxydantes, responsables 

de la réduction des peroxydes : les peroxyrédoxines ou Prx. La complexité du 

mécanisme catalytique des Prx, et surtout du phénomène de suroxydation, provoque 

de vifs débats au sein de la communauté redox car ce phénomène régule les activités 

multiples de ces enzymes. Il fait intervenir un événement de changement 

conformationnel dont la dynamique n’a jamais pu être abordée. Cette question a motivé 

le projet de thèse que j’ai développé, sous la direction du Dr. Sophie Rahuel Clermont, 

intitulé Enzymologie du mécanisme de régulation des Peroxyrédoxines par 

suroxydation au cours de la signalisation cellulaire redox. 

L’introduction de mon mémoire se divise en trois parties : dans un premier 

temps, je présenterai l'état actuel des connaissances concernant les peroxydes en tant 

que molécules de signalisation, je dresserai ensuite un portrait détaillé des 
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peroxyrédoxines et expliciterai le phénomène de modification par sulfinylation, son 

rôle biologique et sa formation. Suite à cette partie introductive, je présenterai les 

objectifs de mes travaux de recherche, ainsi que la stratégie adoptée pour répondre à 

ces questions. La partie Résultats & Discussion est divisée en six volets et décrit 

l'ensemble du travail effectué et nos interprétations. En fin de ce manuscrit, une partie 

Matériel & Méthodes permet de consigner et détailler l'ensemble des expérimentations 

effectuées. La publication issue de ces travaux dans le journal ACS Catalysis est 

présentée en annexe, elle consigne notre contribution à la compréhension du 

mécanisme enzymatique des Peroxyrédoxines.
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I. Les peroxydes, des espèces réactives de l'oxygène, 

impliquées dans la signalisation cellulaire 
 

Les ERO, sous-produits de la respiration ou produits finaux de nombreuses 

réactions métaboliques, sont à la fois des espèces délétères pour les organismes 

vivants, d'où de nombreuses voies d'élimination existantes, mais jouent également 

un rôle de messagers cellulaires essentiels dans des voies de signalisation cellulaire 

dites redox. 

 
 

1. Des molécules réactives à double tranchant  
 
 

A. Les différentes ERO  
 

 
 Les ERO découlent de la réduction mono ou bi-électronique du dioxygène 

(O2). De par leur nature, les ERO sont classées en deux groupes, les espèces 

radicalaires et les espèces non radicalaires. Les ERO formées successivement par 

réduction monoélectronique du dioxygène sont l’anion superoxyde (O2•-), le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyle (OH•). Une multitude d'ERO 

(radicalaires et non radicalaires) dérivent de ces espèces initiales et sont présentées 

dans la Fig 1.  Comme nous le verrons par la suite, la molécule H2O2 a acquis au cours 

de l’évolution une fonction de signalisation. Pour comprendre l’origine de cette 

fonction, il est essentiel de connaître les caractéristiques de cette molécule, au niveau 

de sa chimie, de sa durée de vie et de sa réactivité, en comparaison avec les autres 

ERO. 
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Fig. 1. Schéma général décrivant la formation et la diversité des ERO : O2 : oxygène 
moléculaire, O2•- : anion superoxyde, OH• : radical hydroxyle, H2O2 : peroxyde d’hydrogène, 
NO• : monoxyde d’azote, ONOO- : peroxynitrite, •NO2 : dioxyde d’azote, •CO3- : radical 
carbonate, HOCl : acide hypochloreux,  PhO• : radical phénoxyle. Les espèces radicalaires 
sont représentées en rouge, les espèces non radicalaires en bleu. L’origine des ERO est 
indiquée en italique, leurs effets sur les biomolécules est encadré. (Winterbourn, 2008), 
(Bersweiler, A, Thèse 2015) 
 
 

B. Réactivité chimique relative des différentes ERO 
 

L’anion superoxyde, O2•- possède un potentiel standard redox  

(couple O2•-/H2O2) de 0,9 V. Malgré cette valeur plutôt élevée, il réagit avec 

relativement peu de composés biologiques car à pH physiologique, cette espèce est 

chargée négativement ce qui limite sa diffusibilité à travers les membranes 

biologiques et sa réactivité avec les centres riches en électrons. De ce fait, la réaction 

de dismutation spontanée de l’anion superoxyde en H2O2 et O2, caractérisée par une 

constante de vitesse de 105 M-1.s-1 est en général plus rapide que sa réaction avec 

d’autres composés. Par conséquent O2•- représente surtout une espèce précurseur de 

H2O2. 

 Le radical hydroxyle, OH• est l’un des plus forts oxydants connus. Cette 

espèce radicalaire réagit avec tous les types de biomolécules de façon non spécifique 

et très rapidement, pouvant engendrer des réactions radicalaires en chaîne. Elle est 

donc limitée à son lieu de formation (demi-vie de OH• = 10-9 s). Le radical hydroxyle 

ne peut donc pas être considéré comme une molécule de signalisation. 
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Comparé à d'autres ERO, H2O2 est relativement stable avec un temps de demi-

vie de quelques µs contre respectivement 10-6 et 10-9 s pour O2•- et OH• (Tableau 1). 

Sa concentration moyenne in vivo est submicromolaire, de l'ordre de 10-9 à 10-7 M. 

H2O2 est un faible oxydant avec un potentiel standard redox de 0,32 V à pH 7. Il est 

faiblement réactif avec la plupart des molécules biologiques, en raison d’une barrière 

énergétique d’activation élevée, à l’opposé de celle de OH•. Sa réactivité est ainsi 

contrôlée par la cinétique plutôt que par la thermodynamique. H2O2 joue le rôle 

d’électrophile au cours de réactions de substitution nucléophile impliquant des 

thiols, activés sous forme thiolate (-S-). Cette chimie originale lui permet d’oxyder 

spécifiquement certaines cibles cellulaires et ainsi de modifier l’activité d’enzymes, 

de protéines ou encore d’influencer l’activité de facteurs de transcription. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1. Comparaison des paramètres physico-chimiques de différents ERO. (Giorgio et 
al., 2007) 

 

C. Toxicité du peroxyde d'hydrogène  
 

Les effets délétères d'H2O2 résultent essentiellement de la formation du radical 

hydroxyle OH• lors de la réaction de Fenton/Haber-Weiss en présence de Fe2+: 

 
    H2O2 + Fe2+  �  OH- + OH• + Fe3+ 

 

Parmi les biomolécules sensibles à l'oxydation, l'ADN par exemple peut être affecté 

par des modifications des bases, des coupures simple-brin ou des pontages protéine-

ADN, lipide-ADN. Les acides aminés peuvent être oxydés au niveau des chaines 

latérales ou de leur chaine principale, avec des conséquences sur la structure et/ou 
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la fonction de la protéine (Berlett and Stadtman, 1997). Au sein des protéines, ce sont 

essentiellement les acides aminés soufrés qui vont réagir (méthionine et cystéine) 

mais également des acides aminés aromatiques ou les histidines. Certains de ces 

résidus portant une fonction catalytique, cela peut conduire à l’inactivation des 

enzymes oxydées. Dans le cas de l’oxydation des chaines latérales des résidus Met, 

la réparation  est possible par l'action d'enzymes de réparation, les Méthionine 

sulfoxyde réductases MsrA et MsrB, qui réduisent les deux stéréoisomères de Met 

oxydées (MetO) au sein d'une chaine polypeptidique (Etienne et al., 2003; Neiers et 

al., 2004; Olry et al., 2002) ou la fRMsr qui réduit la R-MetO libre (Gruez et al., 2010). 

 

D. Pourquoi H2O2 peut porter un rôle de messager  
 
 

Pour répondre à cette question, il faut d'abord identifier les qualités 

essentielles d'un messager cellulaire. Ainsi, pour jouer un rôle de messager, une 

molécule doit i) présenter une relative stabilité chimique donc une réactivité 

modérée, limitant d’éventuels effets toxiques ; c’est le cas de H2O2, comme nous 

l’avons montré au § I.1B; ii) posséder une bonne diffusibilité, ou un passage facilité à 

travers les membranes cellulaires. En effet seules des molécules neutres ne sont pas 

bloquées par la barrière naturelle que constituent les membranes. Dans le cas de 

H2O2, sa diffusion à travers les membranes est limitée et pourrait être facilitée par  les 

aquaporines en modulant son efflux intra et intercellulaire (Appenzeller-Herzog et 

al., 2016; Bienert and Chaumont, 2014). Fig 3 ; iii) voir sa concentration contrôlée par 

des enzymes spécifiques (§I.3) ; et iv) être induit spécifiquement par des stimuli 

cellulaires.  

Le rôle de second messager de H2O2 a été mis en évidence par des études sur 

cellules de mammifère dans les années 1990. Les travaux fondateurs de Finkel (Finkel 

et al., 1995) ont montré une fonction de médiateur de H2O2 suite à la stimulation de 

cellules musculaires lisses vasculaires de rat par le facteur de croissance PDGF. 

L’augmentation transitoire de la concentration intracellulaire de H2O2 induit une 

réponse impliquant par exemple l’activation des MAP kinases qui est inhibée lorsque 

la production intracellulaire de H2O2 est bloquée par la catalase. Ces résultats ont par 

la suite été confirmés dans d’autres types cellulaires ref. Ainsi, H2O2 est aujourd’hui 

reconnu comme un messager cellulaire (Paulsen and Carroll, 2010). Chez les 
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mammifères, H2O2 peut induire l'expression de gènes du cycle cellulaire voire de 

l'apoptose, affectant la prolifération et la différentiation cellulaire. Il induit chez la 

levure, une augmentation de l'expression des gènes codant des protéines 

antioxydantes (Jamieson, 1998). Il joue le rôle de second messager dans plusieurs 

voies de signalisation cellulaires clés, y compris dans d’autres organismes eucaryotes 

comme les levures (Delaunay et al., 2002a; Sobotta et al., 2015; Stöcker et al., 2018). 

Nous verrons qu’il  est produit, et régulé de façon spécifique, par les NADPH 

oxydases (NOX) en réponse à divers stimuli (Lambeth, 2004). Cette fonction de 

médiateur de signal, implique l'existence de cibles ou de relais, capables de réagir 

spécifiquement avec les faibles concentrations intracellulaires d'H2O2. C'est le cas de 

certaines protéines à Cys, dont l'oxydation réversible permet la transmission du 

signal redox, comme les peroxydases à Cys, qui possèdent à la fois une activité 

peroxydase et un rôle de relais. 

 

 

2. Origine de H2O2 et des autres peroxydes 
 

 
A. Le radical anion superoxyde 

 

Chez les organismes aérobies, de nombreux compartiments cellulaires sont 

générateurs d'O2•- à partir du dioxygène O2. C’est notamment le cas de la réaction de 

la xanthine oxydase cytosolique, de la cytochrome P450-monooxygénase dans le 

réticulum endoplasmique, de la chaine respiratoire dans la mitochondrie (par des 

fuites électroniques des complexes I et III) et des NADPH oxydases (NOX).  

Les NOX jouent un rôle particulièrement important dans la signalisation 

redox. Ce sont des complexes enzymatiques intégrés aux membranes, soit dans la 

membrane plasmique, soit au niveau de la membrane des phagolysosomes. Les NOX 

catalysent le transfert d'un électron à partir du nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate réduit (NADPH) à travers la membrane cellulaire via le cofacteur FAD et 

deux groupements hèmes pour générer O2•- dans le compartiment externe. O2•- peut 

donc être généré dans le milieu intra et extra cellulaire. A l'extérieur de la cellule, il 

peut être réimporté dans le cytosol par le transporteur d'ions Chlorure CLC-3 

(Meitzler et al., 2014). Initialement décrites chez les macrophages, les NOX ont été 
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découvertes dans plusieurs type de tissus, suggérant le rôle spécifique de cette 

enzyme dans la signalisation cellulaire. En effet, les NOX produisent l'anion 

superoxyde en réponse à une variété de stimuli comme des médiateurs 

inflammatoires, des infections microbiennes, des facteurs de croissance ou des 

cytokines chez les mammifères (Paulsen and Carroll, 2010). Au sein des phagocytes, 

les myéloperoxydases utilisent ensuite H2O2 pour produire de l'acide hypochloreux 

en réponse aux infections bactériennes (Folkes et al., 1995) (Fig.2). 

 
 
 

B. Le peroxyde d'hydrogène 
 

 
Le peroxyde d'hydrogène est majoritairement issu de la dismutation du 

radical anion superoxyde O2•-. La réaction de dismutation est spontanée ou catalysée 

par les superoxydes dismutases (SOD) (Wang et al., 2018) selon la réaction : 

 
    O2•- + O2•- + 2H+  � H2O2 + O2 

 
 

La réactivité des SOD est extrêmement élevée, de l'ordre de 108 M-1.s-1, soit supérieure 

de 3 ordres de grandeur par rapport à la dismutation spontanée (Forman and 

Fridovich, 1973). Chez les mammifères, il existe trois SOD, regroupées en fonction de 

leur cofacteur métallique (Manganèse ou cuivre/Zinc) et de leur séquence. La 

MnSOD est localisée dans la mitochondrie et les Cu/ZnSOD dans le cytoplasme. De 

plus certaines SODs sont exportées dans le compartiment extracellulaire (Valko et al., 

2006).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



INTRODUCTION 
 

 
13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Sources, localisation des ERO et en particulier de H2O2 à partir de O2•-, rôles dans 
la signalisation cellulaire chez les mammifères. Dans les cellules, de nombreuses voies 
conduisent à la production d'O2•- (en rouge) : voie cytosolique avec la xanthine oxydase (OX), 
les cytochrome-P450-monooxygénases (CYP) dans le réticulum endoplasmique (ER), au sein 
de la mitochondrie dans la chaine respiratoire (ETC) et les NADPH oxydase (NOX) 
membranaires. H2O2 (en bleu) est majoritairement produit par les superoxydes dismutases 1 
(SOD1) dans le cytoplasme et SOD3 dans le milieu extracellulaire. AQP, aquaporine ; CAT, 
catalase (Wang et al., 2018)  
 

Puisque l'activité principale des SODs est d'éliminer les anions superoxydes 

en générant H2O2, la question se pose de savoir quel est leur rôle biologique 

principal, dans la protection contre les dommages oxydatifs ou dans la signalisation 

cellulaire.  Des expériences de knockout sur divers organismes et leur impact sur la 

longévité fournissent quelques indices.  Par exemple, la suppression des 5 SODs chez 

C. elegans n'induit pas d’effet sur la durée de vie de l'organisme (Van Raamsdonk and 

Hekimi, 2012). De plus, dans certains cas la perte d'un ou plusieurs gènes codant des 

SOD a été montré n'ayant aucun effet sur la durée de vie du ver (Veal et al., 2018). Ce 

résultat est en défaveur d’un rôle des SOD dans la défense contre les dommages 

oxydatifs. A contrario, une étude ayant consisté à surexprimer la SOD-1 chez C. 

elegans, induit un allongement de la durée de vie du ver (Cabreiro et al., 2011). Ces 

résultats suggèrent que la production accrue de H2O2 induit l'activation d'une 
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réponse transcriptionnelle des défenses antioxydantes, et non une protection contre 

les dommages oxydatifs, en faveur d’un rôle des SOD dans les mécanismes de 

signalisation associés à H2O2.  

Une autre enzyme découverte dans la mitochondrie, p66shc, est également 

impliquée dans la production mitochondriale d’H2O2 en réponse à des signaux pro-

apoptotiques comme l'absence de facteurs de croissance, un stress oxydant ou encore 

une irradiation aux UV. Située dans l’espace intermembranaire, p66shc catalyse le 

transfert des électrons de la chaîne respiratoire, du cytochrome c à O2, produisant de 

l’O2•-. Cette génération de H2O2 induisant l’apoptose, confère à p66shc un rôle dans la 

durée de vie des cellules. Son activation s'effectue par oxydation sous forme de ponts 

disulfures, provoquant son passage d’un état dimérique (inactif) à tétramérique 

(actif) (Georgio et al, 2005) (Fig.3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Activation de l'apoptose cellulaire par p66shc. La production d'H2O2 génère une 
augmentation de la perméabilité cellulaire, conduisant à la mort cellulaire. (Georgio et al, 
2005) (A, Bersweiler, thèse 2015). 
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C. Les peroxydes lipidiques 

 
 

Les lipides sont également des cibles des radicaux par le processus de 

peroxydation lipidique. La réaction débute par l'attaque du radical sur une double 

liaison d'un acide gras polyinsaturé ou PUFA, ce qui déclenche une réaction 

radicalaire en chaine (Gaschler and Stockwell, 2017)(Fig.4).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 4. Mécanisme général de peroxydation des PUFA. Initiation : attaque du radical sur 
une double liaison d'un acide gras polyinsaturé puis la chaine s'isomérise pour former le diène 
conjugué le plus stable avant de réagir avec l'oxygène moléculaire. Propagation : réaction en 
chaine aboutissant à la formation d'un peroxyde lipidique et d'un nouveau radical lipidique. 
(Young et al., 2001). 

 

 

Les mitochondries sont fortement affectées par la formation de ces peroxydes 

d'acide gras qui sont des inhibiteurs de la phosphorylation oxydative (Damiani et al., 

1994; Watanabe and Nakamura, 1979) et qui altèrent la perméabilité des membranes 

à certains cations (Augustin et al., 1979). Ainsi, la formation des hydroperoxydes 

d'acides gras (FA-OOH) est impliquée dans le vieillissement et certaines pathologies, 

conduisant à des dommages des membranes cellulaires par augmentation de leur 

perméabilité (Wong-ekkabut et al., 2017). En présence de métaux de transition, ils 

peuvent former des radicaux alcoxyle (LO•) ou peroxyle (LOO•) capables de 

modifier d'autres biomolécules. Réagissant par exemple avec les groupements 
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amines des protéines, il en résulte une altération de leurs fonctions (Kato, 2014). Ces 

réactions de peroxydation lipidique oxydent les acides gras insaturés de manière 

aspécifique. A l'inverse certaines enzymes catalysent la peroxydation d'acides gras 

comme les lipoxygénases ou cyclooxygénases avec une haute régio- et stéréo-

sélectivité, et produisent des peroxydes souvent associés aux voies de signalisation 

(Tobin and Ramakrishnan, 2013). Des composés organiques synthétiques comme le 

tert-butyl hydroperoxyde (t-BOOH) ou le cumène hydroperoxyde (Cu-OOH) sont 

fréquemment utilisés comme analogues des peroxydes lipidiques (Fig.5). Les LOOH 

évoluent et sont également sources d'autres produits comme le 4-hydroxy-2- nonenal 

qui joue un rôle de signalisation (Higdon et al., 2012) 

 

 
 

 

 

 
 

Fig 5. Structures chimiques d'analogues de LOOH. A. t-BOOH ; B. Cu-OOH 

 

 

D. Autres peroxydes : 
 

a) Le peroxynitrite 
 

Un autre peroxyde d'intérêt biologique est l'acide peroxynitrique (ONOOH), 

le conjugué acide de l'anion peroxynitrique (ONOO-). Il se forme par recombinaison 

entre O2•- et l'oxyde nitrique (NO•)(Beckman and Freeman, 1990; Truzzi et al., 2019). 

Le terme peroxynitrite traduit la somme de ONOOH et ONOO-. Le peroxynitrite est 

formé principalement au niveau des sources de O2•-, en particulier dans les 

phagosomes et dans les mitochondries (Packer and Murphy, 1995). 

 

O2•- + NO•+ H+  � ONOOH    

 

La formation de peroxynitrite est essentielle dans la lutte contre les infections 

pour éliminer les pathogènes dans les phagosomes des macrophages (Prolo et al., 

A B 
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2014).  Les thiols ou sélénols des peroxydases, très réactives (cf chapitre II) sont les 

principales cibles de ce peroxyde dans les systèmes biologiques. En étudiant les 

différentes constantes de vitesse de réaction et les concentrations intracellulaires, et 

connaissant la demi-vie du peroxynitrite estimée à 1 s dans un tampon 

physiologique, une distance de diffusion de l'ordre de 100 µm est possible en fonction 

du compartiment cellulaire et des conditions métaboliques (Marla et al., 1997). 

L'acide peroxynitrique peut diffuser au travers des membranes lipidiques avec une 

constante de diffusion de l'ordre de 2.103 s-1 alors que l'anion peroxynitrique 

préfèrera traverser les membranes par des canaux anioniques (Denicola et al., 1998). 

 

b) Le peroxymonocarbonate 
 

Dans les cellules, le couple dioxyde de carbone/bicarbonate dissous 

CO2/HCO3- peut réagir avec le peroxyde d'hydrogène pour former du 

peroxymonocarbonate HCO4- lors d'une réaction de perhydratation (Bakhmutova-

Albert et al., 2010).  

 

HCO3- + H2O2 � HCO4-  + H2O 

 

La formation de peroxymonocarbonate est assurée par des enzymes à 

cofacteur métallique comme les xanthine oxydases ou la Cu/Zn SOD. La Cu/Zn 

SOD réduit efficacement HCO4- en CO3-. L'activité des SOD est augmentée en tampon 

bicarbonate. (Medinas et al., 2009) 

Les réactions impliquant HCO4- sont 100 fois plus rapides que celles avec H2O2 

car CO32- est un bien meilleur groupe partant que OH- (Trindade et al., 2006). Dans 

les cellules les métalloprotéines mais également le GSH sont les principales cibles de 

ce peroxyde. Les peroxydases à thiol (cf chapitre II) réagissent avec HCO4- avec une 

constante de vitesse extrêmement élevée (107 M-1.s-1 pour AhpE de M.tuberculosis), ce 

qui suggère que d'autres thiol peroxydases l'acceptent comme substrat (Reyes et al., 

2011; Truzzi et al., 2019). Finalement avec sa charge négative, le 

peroxymonocarbonate ne traverse pas aisément les membranes et doit utiliser des 

canaux anioniques pour sa diffusion. Son rôle dans les voies de régulation redox est 

actuellement mal connu. 
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3. Les enzymes impliquées dans le catabolisme des peroxydes 
 
A. Les peroxydases à hème : catalases et cytochrome c peroxydase 

 

Les peroxydases à hème sont un groupe d’enzymes utilisant un hème pour 

catalyser le transfert d'électrons et ainsi réduire les peroxydes en eau ou en alcools. 

Chez les mammifères la majorité des catalases est localisée dans les peroxysomes, des 

organelles au sein desquelles l'oxydation d'acides gras conduit à la génération 

d'H2O2. Des catalases sont aussi localisées dans le cytosol. Chez la levure, la Cytc 

peroxydase CCP est responsable de la réduction du niveau d'ERO dans l'espace inter-

membranaire des mitochondries (Martins et al., 2014).  

Les catalases se répartissent en trois familles d'enzymes selon leur structure, 

leur site actif et leur mécanisme catalytique. Deux de ces familles regroupent les 

métallo-enzymes à hème avec les catalases typiques et les catalases-peroxydases. La 

première exerce une activité de type catalase et est présente dans tout le règne du 

vivant alors que les catalases-peroxydases ne sont pas retrouvées chez les plantes et 

les animaux. La troisième famille est un petit groupe d'enzymes uniquement 

bactériennes, les Mg-catalases, possédant un site actif avec deux Mg2+. 

Le mécanisme des catalases à hème est en deux étapes, avec transfert de deux 

électrons de l'hème vers H2O2 aboutissant à un hème oxydé et à la libération d'une 

molécule d'eau, puis une seconde molécule d'eau intervient en tant que réducteur. 

Cette réaction est très efficace avec une constante de vitesse de l'ordre de 107 M-1.s-1.  

 

Por-Fe(III) + H2O2 � Por•+-Fe(IV)=O + H2O 
 

Por•+-Fe(IV)=O + H2O � Por-Fe(III) + H2O + O2  

       

Por : groupement prosthétique porphyrine 

 

De nombreuses études ont été menées dans le but de manipuler le niveau de 

catalase dans les cellules afin d'identifier leur importance biologique. De manière 

surprenante, la perte du gène CTL1 chez la levure, augmente sa durée de vie (de 
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Carvalho et al., 2017). Il est donc clair que les catalases ne sont pas les seules défenses 

antioxidantes des cellules et ne sont pas impliquées dans la signalisation. 

 

B. Les Glutathion peroxydases 
 

Les Glutathion peroxydases sont des enzymes ubiquitaires qui réduisent les 

peroxydes par l'intermédiaire d'une cystéine ou d'une séléno-cystéine catalytique. 

Cet acide aminé catalytique réagit de manière très spécifique avec les peroxydes, 

conduisant à la formation d'un acide sulfénique/sélénique ensuite réduit par attaque 

d’une molécule de glutathion. Ceci conduit à la formation d’un pont disulfure ou 

séleno-sulfure, réduit par un système couplé utilisant le GSH comme donneur 

d'électrons pour retrouver son état réduit initial.  

 Chez les vertébrés, la glutathion peroxydase est l'une des enzymes 

comportant une séleno-cystéine. La présence de cet acide aminé est une part de 

l'évolution encore mal comprise. Des études récentes ont montré que la présence 

d'une sélénocystéine est peut-être importante pour éviter l'inhibition de l'enzyme par 

suroxydation (cf chapitre III) (Ingold and Conrad, 2018).  

Il y a huit isoformes GPx chez l'homme. L'enzyme GPx4 est le principal 

réducteur des peroxydes lipidiques (Fig.6). GPx4 réduit les peroxydes lipidiques par 

l'attaque nucléophile de la Se-Cys sur l'oxygène terminal du peroxyde lipidique, 

libérant un hydroxyde lipidique (Takebe et al., 2002). L'inhibition ou la suppression 

de GPx4 entraîne la mort des cellules par ferroptose et l'accumulation de peroxydes 

lipidiques (Gaschler and Stockwell, 2017). 
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Fig. 6. Mécanisme catalytique de la réduction des peroxydes lipidiques (LOOH) par 
GPx4 (en vert). La sélénocystéine réalise une attaque nucléophile sur le peroxyde, générant 
un intermédiaire acide sélénique et un hydroxyde de lipide. L'acide sélénique est réduit ensuite 
par deux équivalents de glutathion (Gaschler and Stockwell, 2017). 
 

Chez C. elegans, il existe huit gènes codant des GPxs. Un mutant dans lequel 

quatre de ces gènes ont été supprimés a vu son espérance de vie raccourcie (Sakamoto 

et al., 2014). Chez la souris aucune étude ne montre qu'une surexpression de GPx 

aurait un effet contre le vieillissement.  Ainsi, comme pour les catalases, le rôle 

antioxidant des GPxs est avéré mais il apparaît que les GPxs ne sont pas impliquées 

dans le rôle de signalisation cellulaire. 

La levure possède également trois glutathion peroxydases à thiol : Gpx1, Gpx2 

et Gpx3 (ou Orp1 ou Hyr1) (Delaunay et al., 2002b; Inoue et al., 1999; Tanaka et al., 

2005). Orp1 est un cas particulier, plus proche d’une peroxydase à thiol Trx-

dépendante d'un point de vue fonctionnel. Orp1 porte une fonction de signalisation 

essentielle en tant que relais redox, en transmettant les équivalents oxydants de H2O2 

au facteur de transcription Yap1. La forme Yap1 oxydée induit l’expression de gènes 

impliqués dans la résistance au stress oxydant, jouant un rôle majeur dans la réponse 

de la levure à H2O2 (Bersweiler et al., 2017). 

 

Une autre famille de peroxydase à thiol, faisant l'objet de cette étude, sera 

abordée dans un chapitre dédié (Chapitre II) consacré aux Peroxyrédoxines (Prx). 

GPx4 

GPx4 GPx4 
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4. La chimie des thiols à la base de la signalisation cellulaire redox 

 
La signalisation cellulaire redox médiée par H2O2 est un phénomène dans 

lequel la réactivité de la fonction thiol des résidus Cys joue un rôle central. Allant de 

-2 à +4, ces oxoformes sont ou non, réversibles par des rédoxines, représentant autant 

de mécanismes potentiels à l'origine de la régulation des protéines de signalisation 

redox (Fig. 7). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. Représentation des différentes oxoformes de la fonction thiol du résidu Cys. Le 
degré d'oxydation de chaque oxoforme est indiqué (Reddie and Carroll, 2008). 
 
 
 

A. L'acide sulfénique 
 
La première forme d'oxydation de la fonction thiol est l'acide sulfénique (SOH) 

avec un degré d'oxydation 0 du soufre. Cette forme constitue un intermédiaire 

central, considérée comme une plaque tournante, à l'origine de nombreuses autres 

formes oxydées. 

 

R-S- + H2O2  � R-S-OH + OH-    
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Le résidu Cys réagit avec le peroxyde selon une réaction de substitution 

nucléophile de type 2 ou SN2, sous forme déprotonée.  

 

 

 

 

Il est crucial que la fonction thiol soit activée sous sa forme déprotonée pour 

activer le caractère nucléophile du soufre et permettre la réaction avec le peroxyde. 

Pourtant, à pH physiologique, le pKa de la fonction thiol des cystéines libres ou du 

glutathion est de l'ordre de 8,3 et 8,8, ce qui implique que plus de 90% des thiols sont 

sous forme protonée, ce qui est le cas de la plupart des résidus Cys au sein des 

protéines. Au sein des protéines effectrices de la signalisation redox, la forme thiolate 

doit donc être stabilisée par l'environnement immédiat de la Cys : des acides aminés 

proches formant une paire d'ion avec le groupement thiolate, des dipôles d'hélice α 

ou des interactions faibles de type liaisons hydrogène. Ce microenvironnement 

conduit à stabiliser, mais également activer la fonction thiolate, permettant 

d'accélérer la réaction avec les peroxydes de 2,9 M-1.s-1  pour la forme thiol libre à >107 

M-1.s-1 dans une peroxydase à thiol. Dans ce dernier cas, le site permet en outre 

d’aligner et polariser la liaison peroxyde de façon optimale pour l'attaque comme 

nous le verrons dans le chapitre III (Winterbourn and Metodiewa, 1999). 

L'acide sulfénique est un groupement instable et qui possède une réactivité à 

la fois en tant que nucléophile et électrophile. C'est donc généralement un état 

intermédiaire qui va évoluer soit vers la formation d'un pont disulfure soit vers un 

état d'oxydation supérieur de type acide sulfinique. La réaction de deux acides 

sulféniques peut aussi conduire à la formation d'un thiosulfinate. 

 

 
B. Le pont disulfure 

 
 

Étant électrophile, l'acide sulfénique peut réagir avec un thiolate à proximité 

par une réaction de substitution nucléophile, pour former un pont disulfure (R-SS-

R'), le degré d'oxydation -1 du soufre. 

 

‡ 
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R-S-OH + R'-S- � R-S-S-R' + OH- 

 

 

Le pont disulfure est une modification des cystéines très répandue. Il permet de 

stabiliser la structure d'une protéine, de stabiliser des interactions entre complexes 

protéiques, de modifier la structure des protéines pour activer ou inactiver leur site 

actif ou de réguler leur activité biologique (Gruez and Branlant, 2012). 

Comparé au thiolate, la réactivité du pont disulfure est faible, cet état d'oxydation est 

donc stable. Son clivage est possible par l'attaque nucléophile d'un autre thiolate, ce 

qui conduit à un échange de pont disulfure : 

 

 

R-S-S-R' + R''-S- � R-S-S-R'" + R'-S- 

 

 

Cette réaction est très répandue in vivo et est impliquée dans de nombreux processus 

cellulaires : repliement des protéines, métabolisme, activation de chaperons, 

processus catalytiques enzymatiques et lors de la signalisation redox médiée par 

H2O2. 

Le pont disulfure est totalement réduit en deux fonctions thiols par les oxydo-

réductases comme la Trx (voir D.). 

 

 
C. Les formes acide sulfinique et acide sulfonique 

 
L'acide sulfinique est généré après réaction entre un acide sulfénique et une 

molécule de peroxyde.   

R-S-OH + H2O2  � R-SO2H + H2O 

 

Dans cette réaction, un doublet électronique du soufre attaque, c'est donc le caractère 

nucléophile de la fonction sulfénique qui opère. A nouveau, la vitesse de cette 

réaction dépend de l'activation du peroxyde. 
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Cette forme d'oxydation (degré d'oxydation +2 du soufre) est stable et peut être 

identifiée et caractérisée. L'acide sulfinique ne peut être réduit par les 

oxydoréductases comme la Trx car l'atome de soufre se comporte comme un 

électrophile dur qui réagit faiblement avec les nucléophiles mous tels que les thiols. 

La sulfinylation des cystéines, appelée également suroxydation, a longtemps été 

considérée comme irréversible avant que ne soit découverte une enzyme catalysant 

sa réduction, la Sulfirédoxine (Srx), spécifique d'une famille de peroxydases à thiol, 

les Prx (cf Chap III).  

La sulfinylation joue un rôle essentiel dans la régulation des Prx, mais des 

rôles fonctionnels ont également été proposés pour d'autres protéines telles que la D-

amino-acide oxydase DAO ou la protéine impliquée dans la maladie de Parkinson 

DJ-1. Dans une étude récente, de nombreuses protéines sujettes à la sulfinylation en 

réponse à un traitement cellulaire à H2O2 ont été caractérisées dans les cellules 

humaines, dont certaines réductibles par Srx. Ceci suggère que cette modification 

aurait un impact beaucoup plus important que celui accepté jusqu'alors, la 

communauté scientifique n'hésitant plus à qualifier cette fonction de modification 

post-traductionnelle (Akter et al., 2018). 

La forme sulfonique résulte de l'attaque d'une molécule de peroxyde d'hydrogène 

par un acide sulfinique ou sulfinate, cette forme SO3H correspond au degré le plus 

élevé d'oxydation du soufre : +4. Souvent observée in vitro, son existence in vivo reste 

débattue. 

 

D. Les rédoxines : Thiorédoxine et Glutarédoxine 

 

Les rédoxines sont des protéines dont le site catalytique possède un motif 

CXXC. Les premières rédoxines caractérisées sont les Trx et les glutarédoxines (Grx). 

Ces enzymes sont des disulfures oxydoréductases ubiquitaires et permettent, 

R-SO2H + H2O RSOH 
‡ 
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respectivement, la réduction des ponts disulfures et des protéines glutathionylées. 

Les deux systèmes redox sont complémentaires et jouent un rôle essentiel dans le 

contrôle de la balance redox cellulaire. En régénérant les formes réduites des 

protéines oxydées, ils sont en bout de chaine des voies de signalisation dépendantes 

de H2O2 en régénérant la forme réduite des protéines effectrices et en induisant l'arrêt 

du signal. Ils ont en commun l'utilisation du NADPH comme source d'électron 

(potentiel redox de -315 mV) (Fig. 8). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Fig. 8. A. Le système thiorédoxine (Trx)/thiorédoxine réductase (NTR), B. Le système 
glutathion (GSH)/ glutarédoxine (Grx)/ glutation réductase (GR) (Bersweiler, A, Thèse 2015). 
 
 

a) Le système Thiorédoxine/Thiorédoxine réductase 
 

La Trx est une disulfure oxydo-réductase essentielle et abondante, découverte 

en 1963 par E.C. Moore and P. Reichard. Son repliement particulier, composé de cinq 

brins β centraux et quatre hélices α de part et d’autre, est en fait une structure 

primitive retrouvée chez de nombreuses familles d'enzymes comme les Grx, GPx et 

Prx (Copley et al., 2004) (Fig.9). Le potentiel redox de la Trx est de -270 mV ce qui 

permet à l'enzyme de réduire les ponts disulfures de nombreux partenaires 

protéiques. Seuls quelques exemples de substrats comme BASI, PAPS réductase, 

ArsC, ou MsrA ont été caractérisées du point de vue structural en complexe avec Trx, 

montrant que la reconnaissance se fait dans l’environnement immédiat du pont 

disulfure.  L'affinité relativement faible de la Trx pour ses partenaires et donc la faible 

spécificité de substrat, permet à cette oxydoréductase de cibler un large spectre de 
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protéines (Gruez and Branlant, 2012). La reconnaissance dépend de la rigidité 

conformationnelle inhérente conférée par le pont disulfure aux cibles oxydées. De 

manière significative, des études thermodynamiques par microcalorimétrie à 

titration isotherme, ont montré des contributions entropiques favorables en tant que 

force de reconnaissance principale dictant ces interactions protéine-protéine (Palde 

and Carroll, 2015). 

 La première étape de la réduction consiste en l'attaque du pont disulfure de 

la cible par la Cys catalytique (Cys 32) de la Trx, conduisant à la formation d'un pont 

disulfure intermoléculaire, puis la seconde Cys du motif catalytique (CGPC) appelée 

Cys de recyclage (Cys 35) attaque le pont disulfure mixte. La Trx se retrouve alors 

sous forme oxydée et le partenaire réduit est libéré. La régénération de Trx s'effectue 

finalement par une enzyme à FAD, la thiorédoxine réductase ou TR, NADPH 

dépendante (Fig. 8). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 9.  Structure tridimensionnelle de Trx1 d'E.coli obtenue par RMN, sous forme 
oxydée contenant un pont disulfure (en jaune). Code PDB : 1XOA (Jeng et al., 1994). 
 

 
 

 

Cys 32 

Cys 35 

Pont 
disulfure  
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b) Le système Glutathion/Glutarédoxine 
 

Le glutathion (GSH) est un tripeptide comportant un résidu Cys et donc une 

fonction thiol, capable de glutathionyler une protéine sur une cystéine cible. Les 

protéines glutathionylées sont des intermédiaires catalytiques ou sont générées suite 

à un stress oxydatif par réaction entre l'acide sulfénique et le GSH. Le GSH est peu 

réactif mais très abondant, et peut glutathionyler de nombreuses protéines. Il joue 

également un rôle essentiel dans le métabolisme du fer (Berndt and Lillig, 2017).  

Les Grx sont des petites protéines possédant un repliement de type Trx, capables de 

réduire le pont disulfure mixte entre une protéine cible et le GSH (protéine-SSG) avec 

un potentiel redox de -233 mV. La Grx est ensuite réduite par la glutathion réductase 

(GR), une enzyme à FAD, NADPH dépendante. Le système GSH/Grx/GR est 

essentiel dans le métabolisme du soufre et dans l'assemblage des protéines à centre 

Fe-S. L'équipe de M.Toledano a démontré qu'une souche de levure auxothrophe en 

GSH n'est pas viable, contrairement à la bactérie E.coli. Il est également indispensable 

au recyclage des GPx à sélénium, et à de nombreuses enzymes comme la MsrB à une 

Cys et la Srx à une Cys de mammifère (Boukhenouna et al., 2015; Tarrago et al., 2009). 
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II. Les peroxyrédoxines 
 

 
Les Prx sont des protéines ubiquitaires et abondantes, associées à la résistance 

au stress oxydatif, possédant une activité peroxydase permettant la réduction d'un 

large spectre de peroxydes comme le peroxyde d'hydrogène, les peroxydes 

lipidiques, le peroxynitrite et le peroxymonocarbonate (Takebe et al., 2002). Il est 

admis que les Prx sont responsables de l'élimination de près de 90% des peroxydes 

cellulaires (Adimora et al., 2010; Winterbourn, 2008). Il a également été démontré que 

les Prx agissent comme récepteurs/relais de la signalisation cellulaire redox 

(Toledano et al., 2004), possèdent une activité chaperon (Jang et al., 2004), activité 

ayant par exemple, un rôle central dans le vieillissement et le cycle réplicatif de la 

levure S.cerevisiae. Quelle est l'origine de ces multiples fonctions ? Comment sont-

elles régulées ? Par quelle(s) modification(s) ? C'est ce que nous allons présenter dans 

les deux prochains chapitres de cette introduction. 

 
 

1. Historique de la découverte des Prxs  
 
 

En 1988, Rhee et ses collègues purifient chez la levure une protéine d'une taille 

apparente de 25 kDa sur gel dénaturant de type SDS-PAGE. Cette enzyme, capable 

de protéger la glutamine synthase de l'oxydation est initialement décrite comme 

capable de réduire plus efficacement les espèces réactives du soufre (RS•, RSSR•- ou 

RSOH) que les espèces réactives de l'oxygène (O2•-, H2O2, ou ROOH). Elle fut donc 

nommée thiol-specific antioxydant ou Tsa. Contrairement aux enzymes déjà décrites 

réduisant les ERO, Tsa ne requiert aucun cofacteur redox tels qu'un ion métallique, 

un hème ou une flavine. Pour être régénérée, Tsa requiert l'activité réductrice de son 

partenaire donneur de protons, la Trx (Kim et al., 1988). 

Au même moment, une activité peroxydase permettant la réduction d'un 

peroxyde organique, l'hydroperoxyde de cumène CuOOH, fut détectée chez la 

bactérie S. typhimurium. Un couple de protéines, l'Alkyl hydroperoxydase, AhpF, une 

flavoprotéine NAD(P)H dépendante de 52 kDa, et AhpC, de masse apparente 22 kDa, 

furent proposées comme utilisant la chimie rédox du soufre pour réduire les 
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peroxydes par transfert d'électrons "entre dithiols et pont disulfure" (Jacobson  et al., 

1989). 

Avec l'avancée des méthodes d'alignement et de comparaison de séquences 

dans les années 90, les séquences de Tsa et AhpC se sont révélées très proches, 

démontrant qu'une nouvelle classe de peroxydase avait été découverte (Tartaglia 

1990). Ces analyses révèleront également que AhpF est un homologue de la 

thiorédoxine réductase (TR) (Chae et al., 1994). La peroxydase Tsa fut donc 

renommée TPx pour thiorédoxine peroxydase. Suite à la découverte de membres de 

cette famille ne possédant qu'une cystéine, ne pouvant donc pas être réduites par une 

Trx, le nom choisi pour cette famille fut changé en peroxydoxine. Actuellement le 

nom recommandé par le Comité de la nomenclature de l'International Union of 

Biochemistry and Molecular Biology est peroxyrédoxine abrégé Prx (Chae et al., 1994) 

(Toledano, 2016 et Rhee, 2016 pour revue). 

 
2. Classification 

 
A. Vue d'ensemble du mécanisme catalytique 

 
Les Prxs ont vu leur mécanisme élucidé en 1997 par l'équipe du Dr. Poole. A 

partir de l'enzyme AhpC de Salmonella typhimurium, Poole et ses collaborateurs ont 

identifié la Cys catalytique conservée chez toutes les Prxs : la CP ou Cys 

Peroxydasique. Cette Cys essentielle est responsable de l'attaque du peroxyde et 

forme un intermédiaire acide sulfénique SOH. Une seconde Cys essentielle au 

mécanisme catalytique réduit ensuite cet intermédiaire sous forme de pont disulfure. 

Cette seconde Cys est dénommée Cys de recyclage ou de résolution CR, puisqu’elle 

permet in fine de régénérer la CP à son état initial réduit grâce à un partenaire 

réducteur. Dans le cas de AhpC, cette Cys CR est portée par une seconde sous unité 

de l’enzyme au sein d’un dimère (cf § II.3.B). En utilisant un mutant de la Cys CR (ci-

dessous) pour stabiliser l’intermédiaire acide sulfénique instable, sa formation a pu 

être mise en évidence par des réactifs spécifiques, le NBD-Cl et la dimédone, 

identifiées par leurs propriétés chromophores ou par spectrométrie de de masse, 

respectivement (Ellis and Poole, 1997a, 1997b) (Fig. 10). 
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Fig. 10.  Cycle peroxydase d'AhpC, mis en évidence par Ellis et Poole (1997). ROOH : 
peroxyde ; CP : Cys Peroxydasique,; CR: Cys de recyclage ; AhpF est une TR NAD(P)H 
dépendante.  

 
 

Les Prxs furent classées initialement en fonction de la présence ou non de la 

Cys CR, définissant ainsi trois sous-familles : la sous-famille des 2-CysPrx typiques, 

dont la CR forme un pont disulfure inter-monomères avec la CP, comme c'est le cas 

pour AhpC ; la sous-famille des 2-CysPrx atypiques, caractérisée par la formation 

d'un pont disulfure intra-moléculaire autrement dit les deux cystéines se situent sur 

le même monomère ; et les 1-CysPrxs, réduites par un autre système réducteur 

comme le glutathion ou une Cys provenant d'un autre partenaire (Chae et al., 1994; 

Wood et al., 2003a), Fisher 2011) (Fig.11). L'espèce oxydée formée (Trx par exemple) 

est ensuite réduite par un système de recyclage spécifique. Ainsi il est intéressant de 

comparer les Prx à "un système couplé de réactions redox en cascade" (Pillay et al., 

2009). 
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Fig. 11. Mécanisme catalytique des trois types de Prx. Le résidu Cys peroxydasique CP 
réagit avec le substrat peroxyde. Chez les 2-CysPrx typiques, la CP réagit avec le résidu Cys 
CR sur la deuxième sous-unité du dimère (A), tandis que chez les 2-CysPrx atypiques, la CR 
est située sur la même chaîne polypeptidique (B). Le dérivé d'acide sulfénique des 1-CysPrx 
est régénéré directement par un donneur d'électrons sous forme thiol (C). ROOH : peroxyde ; 
RSH : donneur d'électrons ; Trx : thiorédoxine (Rhee et al., 2005).  
 

 

B. Nouvelle classification 
 

Cette approche est fondée sur l’identification dans les structures 

tridimensionnelles de fragments de séquences situés dans l’environnement du site 

actif de l’enzyme. Ces fragments rassemblés en motifs, sont ensuite utilisés pour 

rechercher et classer des sous-familles apparentées dans les banques de séquences. 

Une base de données en ligne a également été créée,  PREX pour Peroxiredoxin 

Classification Index (Soito et al., 2011). Cette étude a permis de décrire six sous-

familles de Prx : Prx1, Prx5, Prx6, PrxQ, Tpx et AhpE. Leur distribution 

phylogénétique est présentée dans le tableau 2. La présence et la position de la CR 

est prise en compte pour distinguer les Prx, mettant en évidence par exemple la 

présence d’une extension C-terminale chez les Prx1 et Prx6. Les membres de la sous-

famille Prx1 (AhpC/Prx1) correspondent à la sous-famille des 2-CysPrx typiques, 

incluant notamment AhpC de S. typhimurium, Tsa1 et 2 de S. cerevisiae, les 2-CysPrx 

d'A. thaliana, les PrxI à IV des mammifères. Les PrxV et PrxVI de mammifères 

Trx, RSH 

Trx, RSH 

RSH 
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appartiennent respectivement aux sous-familles Prx5 et Prx6. Les mammifères n'ont 

pas de représentants des familles PrxQ, Tpx et AhpE. Les PrxD de plante comme 

Populus trichocarpa appartiennent à la famille des Prx5 (Rouhier et al., 2004) (Tableau 

2). 

 

 
 
Tableau 2. Tableau récapitulatif des sous familles de Prx d'après l'outil de classement PREX. 
https://csb.wfu.edu/prex/. Adapté de (Nelson et al., 2011) dernière mise à jour : juin 2012. 
 

 

La levure S.cerevisiae possède cinq Prx : Tsa1 (la plus abondante et constitutive) 

et Tsa2 (inductible) toutes deux cytosoliques et appartenant à la famille des 2-CysPrx 

typiques ou Prx1 ; Ahp1 (cytosolique), nTpx (nucléaire) appartenant à la famille des 

2-CysPrx atypiques ou Prx5 ; et enfin mTpx (mitochondriale) appartenant à la famille 

Prx6 (Fourquet et al., 2008; Lee et al., 1999; Park et al., 2000) (Tableau 3). Chez la 

levure comme dans les autres organismes, les Prx cytosoliques de la famille Prx1 

comptent parmi les protéines les plus fortement exprimées dans la cellule. Ainsi, 

malgré leur découverte bien plus tardive que la catalase ou les Gpx, les Prx sont 

fortement majoritaires et sont les peroxydases primordiales chez la plupart des 

organismes. 

 

Sous-famille Nombre 
de 
membres 

Membres canoniques Distribution 
phylogénétique 

Position de la CR si 
présente 

AhpC/Prx1 1059 S. typhimurium AhpC 
H. sapiens PrxI à PrxIV 
S. cerevisiae Tsa1 et 2 
A. thaliana 2-Cys Prx 

Archées, Bactéries,  
Plantes, Eucaryotes 

C-terminale 

Prx5 517 H. sapiens PrxV 
S. cerevisiae Ahp1 
P. trichocarpa PrxD 
 

Bactéries, Plantes, 
Eucaryotes 

Hélice a5 

Prx6 493 H. sapiens PrxVI 
S. cerevisiae mTpx1,nTpx1 
A. thaliana 1-Cys Prx 

Archées, Bactéries, 
Plantes, Eucaryotes 

Pas de CR 

PrxQ/BCP 1115 E. coli PrxQ 
Plantes PrxQ 

Bactéries, Plantes Hélice a2 

TPx 307 E. coli TPx 
 

Bactéries   Hélice a3 

AhpE 25 M. tuberculosis AhpE Bactéries Pas de CR 
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Tableau 3. Estimation des niveaux d'expression en comparaison avec les GPx et les 
catalases chez S.cerevisiae. Les cinq Prx de la levure sont citées. La concentration 
intracellulaire de Tsa1 est de l’ordre de 20 µM (Karplus, 2015).  
 

 
 

3. Structure des Prx 
 
 

A. Repliement 
 
Depuis leur découverte, plus de 200 structures cristallographiques et en 

solution (RMN) de Prx ont été résolues. Leur site actif et leur état oligomérique sont 

désormais clairement documentés. Les Prx dérivent toutes d'un repliement ancestral 

de type Trx (Copley et al., 2004; Martin, 1995) (Fig.12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Enzyme Nombre de 
molécules/cellule 

Famille Prx Localisation cellulaire 

Tsa1 378 000 Prx1 Cytosolique 

Tsa2 4800 Prx1 
 

Cytosolique 

Ahp1 16 200 Prx5 
 

Cytosolique 

mTpx 4500 Prx6 Mitochondriale 

nTpx 1840 Prx6 
 

Nucléaire 

GPx1 Faible détection   

GPx2 2000   

Gpx3 8100   

Catalases 1200   
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Fig. 12. Structures tridimensionnelles de E.coli Trx1 (1XOA), S.pneumoniae Tpx (1PSQ), 
hPrx5 (1HD2) et hPrx2 (1QMV) montrant le repliement canonique Trx en gris et les 
extensions ou insertions en rouge, bleu et jaune (seuls les monomères sont représentés). 
(Copley et al., 2004) 
 

Les Prx possèdent donc un repliement commun composé de cinq hélices α et 

sept brins β antiparallèles formant un feuillet central. La CP est située dans le premier 

tour d'hélice α2. L'hélice α2 est plaquée contre les brins β3 et β4, flanquée des hélices 

α3 et α5. Chez les Prx1, la CR se trouve dans la région C-terminale (non représentée 

dans la Fig. 13).  Ceci implique que les deux résidus se trouvent à une distance 

incompatible avec la formation d'un pont disulfure intra monomère, et explique la 

formation d’une structure active en dimère. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Structure tridimensionnelle d'une Prx monomérique de la famille BCP.  Les 
hélices α sont représentées en bleu ciel, l'hélice α2 qui contient la CP est en rose (représentée 
en mode "ball and stick"), les brins β sont en bleu foncé. Les vues A et B sont l'effet d'une 
rotation à 180° autour de l'axe y (Hall et al., 2011). 

Trx1 Tpx Prx5 Prx2 
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B. L'unité active : le dimère 
 
Mis à part les enzymes de la famille BCP, les Prx s’associent sous forme 

d’homodimères. Les dimères de type B (pour β-sheet) s'associent via les brins β7 des 

deux sous-unités, de sorte à former un large feuillet β twisté à 14 brins. Dans cette 

organisation, les deux sous-unités présentent une symétrie « tête-bêche » (Fig. 14). En 

revanche, les dimères de type A (pour ancien ou alternatif) s'associent 

principalement via des boucles au niveau des extrémités C-terminales des brins β3 à 

β7. Les Prx des sous-classes Tpx, PrxQ et Prx5 sont des dimères tête-bêche de type A, 

les Prxs des sous-classes AhpE et Prx6 sont des dimères de type B (Fig. 15). Chez les 

Prx1, le dimère constitue l’unité active de base permettant la formation du site actif. 

En effet la configuration tête-bêche des deux monomères résulte en la formation de 

deux sites actifs comportant la CP d'un monomère en capacité de réagir avec la CR de 

la seconde sous-unité du dimère. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 14. Représentation de la structure de l'unité dimérique de type B de Tsa1 sous forme 
réduite. Les monomères sont en gris et beige, les Cys sont indiquées en jaune, la distance 
entre la CP et la CR est d'environ 10 Å  (les Trp proches du site actif sont en violet) code 
pdb:3SBC. 

CR 

CP 

W161 

W173 

W83 
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C. Architecture oligomérique 
 

 Plus étonnante a été la découverte de la conformation en anneau ou tore ou 

"doughnut", des Prx de la sous-famille Prx1. Observés plusieurs années en amont par 

microscopie électronique de fantômes d’érythrocytes (Cao et Lindsay 2018, pour 

revue), ces anneaux sont le résultat de l'assemblage au niveau de l'interface A, de 5 

voire 6 unités dimériques de Prx et sont donc des décamères ou des dodécamères 

(Fig. 15 et Tableau 4).  Ces multimères de haut poids moléculaire (>200kDa) laissent 

imaginer d'autres fonctions liées à cette structure particulière. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15. Structures quaternaires des Prxs. Les structures représentées sont celles de la PrxQ 
de A.pernix pdb:4GQF (dimère de type-A) et de AhpC de S.typhimurium pdb:4MA9 (dimère 
de type-B puis décamère). (Perkins et al., 2015) 

 

    Prx1 decamer 
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Tableau 4: Liste non exhaustive des structures de Prxs en fonction de leur sous-famille 
respective (source: Protein Data Bank.org) 

 
 

4. Mécanisme catalytique des Prx 
 

A. Une réactivité exceptionnelle de la Cystéine peroxydasique CP 
 

La première étape du mécanisme catalytique est l’attaque nucléophile du 

groupement thiol de la Cys CP sur le substrat peroxyde. La principale caractéristique 

de ce résidu est sa capacité à être oxydé par les peroxydes avec une constante de 

vitesse de second ordre très élevée mesurée entre 105 et 108 M-1.s-1 (Peskin et al., 2007; 

Winterbourn, 2013; Winterbourn and Hampton, 2008). Cette constante de vitesse est 

plus élevée de 5 à 7 ordres de grandeur comparée à la réactivité de la Cys libre, les 

Prx Sous-famille Etat 
oligomérique PDB  

Tsa1 
S.cerevisiae Prx1 décamère 3SBC 

(Tairum et al., 2012) 

 

AhpC 
S.typhimurium Prx1 décamère 4MA9 

(Perkins et al., 2013) 

 

Prx5 
H.sapiens Prx5 Dimère A-type 2VL2 

(Smeets et al., 2008) 

 

Prx6 
H.sapiens Prx6 Dimère B-Type 5B6M 

(Kim et al., 2016) 

 

PrxQ 
S.todokaii PrxQ Dimère A-type 4G2E 

(Perkins et al., 2012) 

 

BCP 
S.solfataricus PrxQ Monomère 3DRN 

(D’Ambrosio et al., 2009)  

Tpx 
E.coli Tpx Dimère A-type 3HVX 

(Hall et al., 2009) 

 

AhpE 
M.tuberculosis AhpE Dimère B-Type 1XXU 

(Li et al., 2005) 
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thiols, ou encore de petits composés comme l'iodoacétamide ou des composés 

oxydants comme les chloramines. Comme nous l’avons vu précédemment, cela 

implique que ce thiol soit activé au sein du site actif. Par exemple, le pKa de la CP de 

Tsa1 de S. cerevisiae au sein du site actif de l'enzyme est fortement abaissé par rapport 

à un résidu Cys non activé (pK 8,9 dans le glutathion), ce qui lui permet d'être sous 

forme thiolate à pH physiologique (pKa = 5,4) (Ogusucu et al., 2007).  

Cependant, l’abaissement du pKa seul ne suffit pas à expliquer une telle 

réactivité avec les peroxydes. Des études structurales et de mutagenèse dirigée ont 

élégamment montré que l'environnement de la CP était corrélé à cette constante de 

vitesse très élevée (Hall et al., 2010; Nagy et al., 2011). Au sein du site actif, des résidus 

conservés tels qu'une Arginine et une Thréonine, ainsi que des groupements NH 

appartenant à la chaine peptidique (résidus CP et CP-1) participent à la stabilisation 

de l’état de transition en formant des liaisons hydrogène avec le peroxyde ; une Pro 

conservée protège le thiol et oriente les chaines principales des résidus précités. Ces 

interactions facilitent la polarisation et la rupture de la liaison O-O conduisant à 

l’oxydation du thiolate de la CP en acide sulfénique (SOH). De plus, le 

positionnement de la CP au sein du premier tour d’hélice α2 est essentiel pour la 

présentation des groupements NH des résidus CP et CP-1 (Fig. 16) (Hall et al., 2010).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16. Représentation du site actif de ApTPx. A. Les liaisons hydrogène générées par les 
acides aminés essentiels autour du substrat peroxyde (cadre orange) sont indiqués en gris. Le 
positionnement du substrat est ainsi optimal pour l'attaque de la CP (réaction de type SN2) 
(Hall et al., 2010) B. Représentation d'une molécule de peroxyde d'hydrogène lié à au site 
actif avec les quatre résidus conservés (jaune pâle), les liaisons H sont indiquées par des tirets. 
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L'interaction entre la CP et l'atome d'oxygène de H2O2 attaqué par le thiolate est représentée 
par des points ronds. ApTPx, code pdb: 3A2V (Perkins et al., 2015). 

 

 

B. Le cycle catalytique peroxydase des Prxs de type Prx1 
 

Au cours de la réaction peroxydase, l’intermédiaire acide sulfénique formé est 

réduit par attaque d’un thiol, qui dans le cas des enzymes de type Prx1, est porté par 

une Cys CR située sur la seconde sous-unité du dimère. Or, à l’état réduit, les 

structures 3D de ce type de Prx montrent que les Cys CP et CR sont situées à des 

distances et orientations incompatibles avec la formation d’un pont disulfure. (Fig. 

14). 

Ceci implique un important changement conformationnel au cours duquel la 

région C-terminale contenant la Cys CR et l'hélice α2 contenant la Cys CP, subissent 

un dépliement partiel pour permettre la seconde étape chimique du cycle, la 

réduction de l’intermédiaire CP—SOH par la CR. Ainsi, des études structurales ont 

révélé l'existence de deux conformations distinctes, définies dans la suite du mémoire 

par FF (fully folded, correspondant à la conformation de l’enzyme réduite) et LU 

pour locally unfolded (correspondant à la conformation adoptée par la forme 

contenant un pont disulfure CP-CR) (Wood et al., 2003b, 2003a). 

Ainsi, la réaction enzymatique des Prx suit un cycle catalytique comprenant 

les différentes étapes suivantes : l’attaque de la cystéine peroxydasique CP sur le 

substrat peroxyde conduisant à la formation d'un acide sulfénique sur le résidu Cys 

catalytique ; une étape de changement conformationnel FF→LU (qui sera développée 

dans le Chap.III), qui permet la formation d'un pont disulfure inter-monomères entre 

la CP et la CR et finalement le recyclage du pont disulfure par la Trx. La Trx oxydée 

sera finalement réduite par la TR NADPH-dépendante (Fig. 17) (Karplus, 2015; Wood 

et al., 2003b). Dans le cas d’AhpC, une Prx1 bactérienne, une étape supplémentaire a 

été proposée sur la base d’études en cinétiques rapides, impliquant la reconnaissance 

et la fixation du substrat au sein du site actif (Parsonage et al., 2015). 
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Fig. 17. Schéma représentant le cycle peroxydasique et les différents états redox et 
conformationnels des Prx de type Prx1. L'unité catalytique est le dimère tête-bêche 
représenté en jaune et vert. Trx = thiorédoxine, TR = thiorédoxine reductase, FF = fully folded, 
LU = locally unfolded. Adapté de (Karplus, 2015) 
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III. La Suroxydation des Prx: perte ou gain de fonction ? 

 
 

1. Le phénomène de suroxydation : une modification post-traductionnelle 
 
 

A. Découverte 
 
Les Prxs sont exceptionnellement réactives avec les peroxydes, néanmoins 

l'inactivation progressive de leur activité peroxydase au cours du temps a été 

observée dès le début des études in vivo et in vitro (Yang et al., 2002)(Woo et al., 2003). 

Une étude protéomique réalisée en 2002 par Rabilloud et coll., a révélé que les Prx 

humaines de la famille des Prx1 (précédemment nommées 2-CysPrx typiques) sont 

sensibles à une "suroxydation" de leur cystéine catalytique CP. En effet, le traitement 

de cellules humaines par des concentrations croissantes d'H2O2 analysé par 

électrophorèse bidimensionnelle couplée à une identification des espèces protéiques 

par spectrométrie de masse, a permis de conclure à la formation d'une espèce 

suroxydée sous forme acide sulfinique sur le thiol de la CP (Fig. 18). 

 

 

 

Fig. 18. Détection par électrophorèse 
bidimensionnelle d'une forme acide sulfinique 
des Prx. A. conditions normales de culture de 
cellules Jurkat. B. conditions de stress oxydant : 
apparition des formes acides de Prx2 et Prx3. 

 

 

 

 

Comment interpréter ce résultat ?  Lors de la catalyse, la CP des Prx de type 

Prx1 (2-Cys Prx) sous sa forme acide sulfénique SOH, peut réagir à nouveau avec une 

deuxième molécule de peroxyde avant la formation du pont disulfure. Cette réaction 

conduit à la formation d'un nouvel état redox de la CP sous forme acide sulfinique 

SO2H (Rabilloud et al., 2002) (Fig. 19). Certaines études ont montré qu'une réaction 

avec une troisième molécule de peroxyde pouvait conduire à la formation d'une CP 
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sous forme acide sulfonique SO3H (Woo et al., 2003). L'apparition des formes 

suroxydées des Prxs peut être détectée in vivo et in vitro car cette forme inactivée porte 

une charge négative supplémentaire permettant sa séparation sur gel 

d'électrophorèse bidimensionnel ou monodimensionnel à focalisation isoélectrique. 

Il existe également des anticorps spécifiques de la modification  SO2/SO3 pour les 

Prx de type Prx1, largement utilisés pour quantifier par Western Blot les formes 

sulfinylées, en fonction des conditions ou des traitements appliqués aux cellules 

(Woo et al., 2003) (Cao et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19. Schéma représentant la voie de suroxydation des Prx de type Prx1. L'unité 
catalytique est le dimère tête-bêche représenté en jaune et vert. La CP sous forme SOH (en 
rouge) se suroxyde en acide sulfinique SO2H (Karplus, 2015). 
 

 

Dans ces états d'oxydation, la Prx perd nécessairement sa fonction peroxydase. 

L'existence de cette suroxydation a été clairement établie non seulement pour les Prx1 

humaines, mais également dans la plupart des organismes eucaryotes. Cependant, 

son rôle physiologique restait encore à être éclairci et les différentes hypothèses 

encore débattues seront développées §III.2. 
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B. La suroxydation est dépendante de motifs structuraux conservés  
 

Dans l'article séminal de Wood et al 2003, la sensibilité à la suroxydation des 

Prx de type Prx1 a été associée à des propriétés structurales particulières. En effet les 

Prx1 eucaryotes possèdent deux motifs conservés dans l'environnement du site actif, 

absents chez les Prx résistantes à la suroxydation comme les Prx d'origine procaryote. 

Le premier motif est une boucle portant la séquence GGLG à proximité immédiate 

de la CP, et le second est localisé dans l'hélice α5 C-terminale contenant le motif 

hydrophobe YF (Fig. 20). Au cours du cycle catalytique, ces éléments structuraux 

doivent impérativement se réorganiser pour permettre la transition 

conformationnelle FF→LU et la formation du pont disulfure entre les CP et CR. La 

présence de ces éléments structuraux confèrerait à la conformation FF des Prx1 

eucaryotes plus de rigidité comparée aux Prx1 dites robustes ou résistantes (Fig. 20). 

L'intermédiaire CP-SOH formé serait stabilisé, ce qui augmenterait la probabilité de 

l'attaque d'une deuxième molécule de peroxyde d'hydrogène et permettrait la 

compétition avec la formation du pont disulfure.  

Concrètement lors de la transition conformationnelle, suite à la formation de 

l'acide sulfénique sur la CP initialement en conformation FF, il se produit un 

dépliement partiel de l'hélice α2 faisant sortir la CP-SOH du site actif (rotation à 180°) 

et un dépliement partiel de la région C-terminale et de de l'hélice α5 auparavant bien 

structurée (Perkins et al., 2016). L'absence des motifs GGLG et de l'hélice contenant 

le motif YF, faciliterait ces changements. Ces motifs sont conservés chez toutes les 

Prx1 sensibles à la suroxydation, comme l'illustre un alignement de séquence 

présentant les différences entre les séquences de Prx1 sensibles à la suroxydation 

(Tsa1, Prx1 à 3 humaines) et résistante à la suroxydation (AhpC) (Fig. 21). 
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Fig. 20. Représentation des différences structurales entre Prx sensible ou résistante à la 
suroxydation : A. forme réduite et B. forme oxydée pont disulfure de la Prx1 de rat, enzyme 
sensible à la suroxydation, présence des motifs YF et GGLG (en orange). C. forme réduite et 
D. forme oxydée pont disulfure de AhpC de S. typhimurium, une enzyme résistante à la 
suroxydation, ne possédant pas les motifs YF et GGLG. (Hall et al., 2011) 
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Fig. 21. Alignement de séquences de Prx1. Les Cys CP (C48) et CR (C171) sont représentées 
en jaune. Les différences structurales entre Prx sensibles ou résistantes à la suroxydation 
consistent en la présence des motifs YF (violet) et GGLG (bleu). Les mutants utilisés dans la 
suite de notre étude sont : Tsa1 C48A (orange), C171A (jaune), W161F (rouge), A177S 
A178D (vert), Y190G F191G (violet). Numérotation basée sur la Tsa1 S. cerevisiae Les 
éléments de structure secondaire de la structure de Tsa1 sous forme réduite sont indiqués au-
dessus de l’alignement (code pdb: 3sbc). 
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C. Une sensibilité à la suroxydation intra et inter espèces variable. 
 

Initialement, le phénomène de suroxydation a été décrit et présenté comme 

une propriété binaire : les Prx1 eucaryotes étaient sensibles, les Prx1 procaryotes 

étaient résistantes. Cependant il est apparu par la suite que toutes les Prx n'étaient 

pas égales face à ce phénomène et possédaient, en réalité un niveau de sensibilité à 

la suroxydation propre. 

Le phénomène a d’abord été observé in vivo : chez l'Homme, les Prx1, 2 et 3 

ont été caractérisées pour leur propension à s'oxyder soit sous forme pont disulfure, 

soit sous forme suroxydée. Les formes redox étaient détectées par leur mobilité 

électrophorétique, la forme disulfure étant un dimère, et par immunoblot, avec des 

anticorps anti SO2/SO3 (Cox et al., 2009)(Fig. 22). Cette approche a ensuite été 

améliorée pour l’étude de la sensibilité de ces enzymes in vitro sur les protéines 

recombinantes, en utilisant la spectrométrie de masse pour quantifier plus 

précisément la fraction de chaque forme oxydée. En utilisant un modèle simplifié, 

qui ne tenait pas compte de la transition FF/LU, l’étude a conclu que la Prx3 

mitochondriale possède la constante de vitesse de formation du pont disulfure la plus 

élevée. Étant donné sa localisation mitochondriale et son environnement plus 

oxydant, les auteurs ont proposé qu’au sein de Prx3, le pont disulfure est formé plus 

rapidement pour limiter la suroxydation et l’inactivation (Haynes et al., 2013a; Peskin 

et al., 2013).  
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Fig. 22. Détection par immunoblot des différents états d'oxydation des Prx. A. Détection 
par un anticorps dirigé contre les Prx. B. Détection par un anticorps dirigé contre les fonctions 
SO2/SO3 (Cox et al., 2009). 

 

 

Une méthode de quantification de la sensibilité à la suroxydation a ensuite été 

développée par une autre équipe, permettant d'évaluer la vitesse d'inactivation par 

rapport à celle de la réaction peroxydase, donnant accès à la fraction d'enzyme 

suroxydée à chaque cycle catalytique (méthode détaillée §3). Cette approche permet 

de positionner sur une échelle de sensibilité, la propension d'une Prx à être sulfinylée 

(ou suroxydée sur le thiol de la CP). L'indice proposé est le CHyp1% , indice qui traduit 

la concentration de peroxyde nécessaire pour suroxyder 1 % de l'enzyme lors d'un 

cycle catalytique (Nelson et al., 2013). Une valeur plus élevée de CHyp1% indique une 

plus grande résistance à la suroxydation. Par exemple, la Prx1 humaine est 10 fois 

plus résistante que la Prx2 (CHyp1% de 50 µM contre 5 µM). En revanche, la Prx3 est 25 

fois plus résistante que Prx2 (CHyp1% de 127 µM contre 5 µM) (Bolduc et al., 2018a). 

Cette méthode a également permis d’évaluer le rôle de certains résidus sur la 

sensibilité à la suroxydation. Des motifs situés dans la région C-terminale, à 

l’interface dimère-dimère (interface A) et en surface du côté intérieur du décamère 

de Prx1 ont été identifiés comme agissant en combinaison dans le contrôle fin de cette 

propriété (Bolduc et al., 2018, Haynes et al., 2013). 

 

Prx-S-S-Prx 
Prx-SO2H 

A 

B 

 
Prx-SO2H 
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In vivo, d'autres facteurs peuvent également influencer la sensibilité des Prx à 

la suroxydation, comme l'absence d'activité Trx réductase dans le réticulum 

endoplasmique. En effet, dans le cas de la Prx4 humaine localisée dans ce 

compartiment cellulaire, le faible niveau de recyclage de la forme oxydée pont-

disulfure de l'enzyme entraine l'accumulation de cette forme, ce qui limite la 

probabilité de formation de l'intermédiaire sulfénique donc la probabilité de 

suroxydation (Zito et al., 2011). La concentration locale en peroxydes, la vitesse de 

formation de l'acide sulfénique sur la Cys catalytique, la concentration intracellulaire 

de Prx, la disponibilité de la Trx et la présence de Srx, sont autant de facteurs influant 

potentiellement la suroxydation des Prx (Veal et al., 2017).  

 

 
D. La suroxydation est réversible 

 
La suroxydation des Prx a d'abord été considérée comme une modification 

irréversible, la fonction SO2H n'étant pas réductible par les réducteurs 

physiologiques tels que les systèmes couplés GSH/Grx/GR ou Trx/TR. Un an après 

avoir caractérisé la fonction sulfinique présente sur les CP des Prxs, une enzyme ATP-

Mg2+ dépendante capable de restaurer l'activité peroxydase des Prx, a été découverte 

dans la levure S. cerevisiae par l'équipe de M.Toledano : la sulfirédoxine (Srx). Son 

expression est induite par H2O2 et l'invalidation de son gène SRX1 provoque une 

sensibilité accrue au stress induits par H2O2  (Biteau et al., 2003). 

Les Srx forment une famille de protéines conservées chez les eucaryotes et les 

cyanobactéries uniquement. D'un point de vue structural, Srx est un monomère 

d'environ 14 kDa possédant un repliement propre apparenté aux nucléases ParB, Srx 

est capable d'interagir spécifiquement avec les Prx de type Prx1, ou 2-Cys Prx 

typiques. Jönnson et al ont montré que l'interaction de Prx et Srx est stabilisée par 

deux interfaces, comprenant un enlacement de Srx par l'extrémité C-terminale de la 

Prx. La formation d’une seconde interface génère un site actif avec le monomère de 

Prx adjacent. La formation de cette interface permet la fixation de l'ATP ainsi que le 

rapprochement du groupement acide sulfinique de la Prx suroxydée et de la Cys 

catalytique de Srx (Fig. 24) (Jonsson et al., 2008, 2009). 

La Srx catalyse la réduction de la fonction de la Prx suroxydée par une étape 

d’activation chimique de la fonction acide sulfinique par transfert de phosphate de 
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l’ATP, permettant de former une espèce acide phosphoryl sulfinique très réactive. 

Cet intermédiaire est réduit par attaque de la Cys catalytique de Srx pour former un 

intermédiaire thiolsulfinate (Roussel et al., 2008). La Srx est ensuite régénérée dans 

son état réduit par un mécanisme qui varie en fonction de la présence d’une seconde 

Cys de recyclage. C’est le cas pour l’enzyme de levure, qui forme un intermédiaire 

oxydé par pont disulfure entre ses deux Cys, réduit par le système Trx (Roussel et al., 

2009). Chez les mammifères et les plantes, la Srx ne possèdent qu'une seule Cys, le 

réducteur physiologique est ici le GSH (couplé à Grx/GR), comme démontré par 

Boukhenouna et al., en 2015 (Fig.23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23. Schéma représentant le mécanisme catalytique de Srx S. cerevisiae. La forme 
suroxydée de Prx est phosphorylée au niveau de l'acide sulfinique par une réaction ATP-Mg2+ 
dépendante médiée par Srx, puis la cystéine 84 de Srx attaque le résidu phosphorylé qui 
conduit à la formation d'un intermédiaire thiosulfinate. La Cys-48 de recyclage forme un pont 
disulfure avec la Cys-84, libérant Srx sous sa forme oxydée et la Prx sous forme SOH. Srx 
oxydée est ensuite prise en charge par le système réducteur Trx, TR, NADPH ou par le 
système réducteur Glutathion/Grx/GR/NADPH.  Trx = thiorédoxine, Srx= Sulfirédoxine.  
(Boukhenouna et al., 2015). 
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Dans le complexe Prx/Srx, les deux sous-unités du dimère de Prx participent 

à la formation du complexe avec une molécule de Srx. Il est intéressant de noter qu'au 

sein de ce complexe, Srx occupe la position de la région C-terminale d'un monomère 

de Prx, contenant le motif YF. Ceci implique la réorganisation de la structure de cette 

région, qui rappelle la forme LU générée lors de la formation du pont disulfure entre 

CP et CR pendant le cycle catalytique peroxydase. Le complexe Srx-Prx1 suggère 

également que la molécule d'ADP devrait être relarguée et que d'autres changements 

structuraux additionnels dans l'une ou l'autre des protéines seraient nécessaires pour 

que Trx ou GSH réduisent l'intermédiaire thiosulfinate proposé. (Jönsson et al., 2008) 

(Fig. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 24. Structure tridimensionnelle de l'interaction entre les Srx et Prx1 humaines. 
Représentation de type surface du complexe Srx-Prx1 à partir de données cristallographiques 
(PDB : 3HY2). Les deux monomères de Prx1 sont en rouge/jaune, ceux de Srx sont en 
bleu/vert. La molécule d'ATP liée est représentée en "ball and stick". Tirets noirs : une partie 
de la zone C-terminale non structurée de Prx1, enlace un monomère de Srx (Jönsson et al., 
2008). 
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E. Régulation des Prx par suroxydation 
 

La signification biologique de la suroxydation des Prx peut-elle se réduire à 

une modification synonyme de toxicité des peroxydes ? Dans cette hypothèse, la 

suroxydation serait une altération conduisant à l'inactivation de la fonction 

peroxydase, qui pourrait être réparée par Srx, à l'instar des Met oxydées réparées par 

les Msr. Des arguments contre cette hypothèse existent. En effet, la sensibilité à la 

suroxydation doit avoir été acquise au cours de l'évolution, puisqu'elle est limitée 

aux organismes eucaryotes. Il existe une enzyme retrouvée uniquement chez les 

eucaryotes permettant la réversibilité de cette modification de façon spécifique et 

ciblée, avec une interaction protéine-protéine spécifique.  In vivo, la réversion de 

l'inactivation des Prx de type Prx1 par la sulfinyl réductase Srx représenterait donc 

un mécanisme de régulation des Prxs.  La suroxydation serait plutôt une 

modification post-traductionnelle permettant de réguler des fonctions cellulaires des 

Prx, ajoutant des rôles physiologiques à ces protéines (Biteau et al., 2003; Nelson et 

al., 2011; Wood et al., 2003a). Ainsi, le phénomène de suroxydation aurait évolué 

conjointement avec l’apparition de l'activité sulfiréductrice de Srx, pour endosser des 

fonctions régulatrices des multiples fonctions cellulaires des Prx, présentées dans le 

paragraphe suivant.  

 
 
 
 

2.  Importance biologique de la suroxydation des Prxs 
 

 
La formation d'un acide sulfinique SO2H sur la CP , assimilée à une 

modification post-traductionnelle, a été associée à plusieurs propositions de 

régulations :  la modification peut, soit jouer un rôle dans la signalisation redox, par 

exemple en permettant l'accumulation de quantités suffisantes de peroxyde dans un 

but de signalisation cellulaire, c'est l'hypothèse du flood-gate (Wood et al., 2003b), 

soit permettre de coupler les rythmes circadiens avec la fonction des Prx  (del Olmo 

et al., 2019; O’Neill and Reddy, 2011),  soit conférer une fonction de chaperon aux Prx 

dans les cellules lors de conditions de stress oxydant. 
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A. Fonction dans la signalisation redox 
 

a) L'hypothèse du " floodgate"  
 

Une première hypothèse a été proposée dès la découverte du processus de 

suroxydation, liée à l’inactivation de l’activité peroxydase : 

La théorie de la vanne ou de l'écluse (flood-gate) proposée par Karplus en 2003, 

propose que l'inactivation des Prx sous forme acide sulfinique permette 

l'augmentation transitoire et locale des niveaux de peroxyde d'hydrogène (Fig. 25). 

N'étant pas dégradé par les Prx, H2O2 pourrait exercer son rôle de messager 

secondaire. La Srx, dont l'expression est induite par H2O2, permettrait dans une 

seconde phase la réversibilité du processus, empêchant une trop forte accumulation 

de peroxydes, délétère pour la cellule (Wood et al., 2003b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25. Le concept du floodgate. Si le peroxyde était généré à un endroit dans une cellule, 
il formerait un gradient radial de peroxyde d'élevé (jaune) à faible (violet). L'image de droite 
montre comment le gradient de peroxyde se présenterait dans trois scénarios : sans 
peroxydase, un simple gradient (trace orange) serait généré ; avec une quantité élevée d'une 
peroxydase résistante, peu de peroxyde s'accumulerait (trace verte) ; et avec une quantité 
élevée d'une peroxydase sensible, le peroxyde s'accumulerait localement là où la peroxydase 
est inactivée mais pas plus loin car la peroxydase active est encore présente (trace rose). Ainsi, 
le "floodgate" permet à la cellule de ne pas être débordée par les peroxydes, en créant un 
compartimentage (Perkins et al., 2015). 
 

b) Rôle de la régulation de la signalisation redox médiée par H2O2 
 

Au-delà de leur rôle de peroxydase, la réactivité des Prx au niveau de leur Cys 

catalytique est mise à profit dans certaines voies de signalisation en tant que 

« capteur redox » pour détecter une augmentation de la concentration intracellulaire 

d’H2O2, et pour transmettre le signal redox sous forme d’un pont disulfure à des 

cibles spécifiques. C’est le cas de ASK1 (apoptosis signaling kinase 1) dont 
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l’interaction redox avec une Prx permet l'activation de la voie ASK1/p38 (Jarvis et 

al., 2012) (Fig. 26). Dans ce cas, la suroxydation de la Prx bloque cette voie de 

signalisation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 26. Activation de ASK1 par Prx. Après réduction du peroxyde d'hydrogène par Prx, la 
formation d'un pont disulfure mixte permet l'oxydation d'ASK1 sous forme pont disulfure 
interne. ASK1 est ensuite prise en charge par le système réducteur Trx1/TR/NADPH. 
 

Un autre cas bien documenté a été décrit dans la levure Schizosaccharomyces 

pombe où la Prx Tpx1 oxyde le facteur de transcription AP1-like (Pap1) par échange 

de ponts disulfure, dissimulant le signal d'export nucléaire de l'enzyme (Calvo et al., 

2013). Il en résulte son accumulation dans le noyau, ce qui conduit à l’induction de 

l’expression de gènes impliqués dans la défense antioxydante de la cellule. De 

manière intéressante, à des concentrations en H2O2 élevées, Tpx1 se suroxyde et n'est 

donc plus compétente pour activer Pap1. La cellule enclenche alors une autre voie de 

signalisation impliquant la protéine kinase Sty1. Cette voie secondaire est aussi 

dépendante de Tpx1 mais opère indépendamment de son état d'oxydation. Elle 

conduit à l’induction de l’expression de Srx qui régénère la forme réduite de Tpx 

(Vivancos et al., 2005). 
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c) Participation des Prx suroxydées à des complexes de signalisation 
 
 

Turner Ivey et al ont montré le rôle de la Prx1 dans un modèle de sénescence 

des cellules épithéliales mammaires humaines, induites par H2O2. Dans ce modèle, 

l’activation spécifique de MKP-5 entraîne une diminution de l'activité MAPK p38. En 

effet dans le cadre d'une homéostasie en H2O2 normale, Prx1 favorise l'activité des 

MAPK phosphatases MKP-1 et MKP-5. Sous l’effet de l'augmentation du niveau de 

H2O2, Prx1 devient suroxydée et forme moins de complexes Prx1/MKP-1, ce qui 

conduit à une inactivation de MKP-1 et une phosphorylation de l'inducteur de 

sénescence MAPK p38. Inversement, Prx1 suroxydée se lie à MKP-5 et préserve son 

activité, assurant la phosphorylation de MAPK p38. Il en résulte une activation des 

isoformes MAPK p38 pouvant induire une sénescence des cellules cancéreuses 

(Turner-Ivey et al., 2013) (Fig. 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27. La cystéine Cys52 de Prdx1 est un capteur de signalisation redox. Lors d'une 
homéostasie en ERO normale, Prdx1 favorise à la fois l'activité MKP-1 et MKP-5. Cependant, 
en cas d'augmentation des ERO, la forme Prdx1-Cys52-SO3 provoque la dissociation du 
complexe Prdx1/MKP-1 amenant à l'inactivation de MKP-1. Inversement, Prdx1-Cys52-SO3 
se lie à MKP-5 et préserve son activité. Prdx1en fonction de la dose d'H2O2, empêche la 
phosphorylation MAPK p38 et la sénescence induite par le stress oxydant, pour promouvoir 
la signalisation par l'intermédiaire de JNK. 
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B. Régulation de l'état redox des systèmes cellulaires réducteurs 
 

 Les systèmes réducteurs cellulaires comme la Trx permettent de régénérer 

l’état réduit des Prx. Inversement, les Prx, en particulier celles de la famille Prx1 qui 

sont abondantes, peuvent oxyder la Trx massivement en cas de stress. Day et al (2012) 

ont démontré que dans les cellules de S. pombe traitées au peroxyde d'hydrogène, la 

Prx Tpx1 est un substrat majeur pour la Trx et, à ce titre, inhibe de manière 

compétitive la réduction Trx-dépendante d’autres protéines oxydées. L'inactivation 

de l'activité peroxydase de la Prx est alors importante pour maintenir la Trx sous sa 

forme réduite.  Par conséquent, la suroxydation de Tpx1 est critique pour permettre 

à la Trx d'agir et de réparer des protéines oxydées et ainsi permettre la survie 

cellulaire dans des conditions de stress oxydatif (Day et al., 2012) (Garcia-

Santamarina et al., 2013). 

Récemment l'équipe de J. Riemer a démontré que la Prx1 mitochondriale de S. 

cerevisiae (une Prx de la famille Prx6 GSH-dépendante) était capable de transférer le 

signal oxydatif d'H2O2 au pool de glutathion, l'accumulation de glutathion oxydé 

dans la mitochondrie conduisant à la mort cellulaire. Les auteurs ont montré que ce 

phénomène est régulé par la suroxydation de Prx1 lorsque les concentrations d'H2O2 

augmentent qui en inactivant ainsi l'enzyme permet d'éviter le piégeage du pool de 

GSH sous forme oxydée (Calabrese et al., 2019) (Fig. 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Faible [H2O2]     Forte [H2O2] 

Fig. 28. Modèle proposé du rôle de la suroxydation sur la Prx1 mitochondriale chez S. 
cerevisiae. Lors de l'exposition au peroxyde d'hydrogène, Prx1 entraîne l'oxydation du 
glutathion. En cas de stress aigu par H2O2, Prx1 devient suroxydée, ce qui découple 
efficacement le pool de glutathion de H2O2. La suroxydation de Prx1 permet donc de limiter 
l'accumulation de GSSG et contribue à la survie des cellules. GSH: glutathion ; GSG: glutation 
oxydé (Calabrese et al., 2019). 
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C. Participation à la maintenance des rythmes circadiens 
 

D'un point de vue chronobiologique, le couple Srx/Prx semble contribuer à la 

maintenance du rythme circadien (24 heures) (del Olmo et al., 2019). Par exemple, 

O'Neill et Reddy ont montré en 2011 que la suroxydation de Prx2 dans les 

érythrocytes humains suit une oscillation de circadienne (Fig. 29) (O’Neill et al., 

2011). Le mécanisme mis en évidence dans les érythrocytes consiste en la génération 

de H2O2 par auto-oxydation de l'hémoglobine, la suroxydation d’une fraction de Prx2 

très abondante dans ces cellules, puis dégradation des Prx2 suroxydées non pas par 

la Srx absente des érythrocytes, mais par le protéasome (Cho et al., 2014). Ce 

mécanisme permettrait d’éviter l’accumulation de Prx2 suroxydée dans ces cellules 

au cours de leur vie.  

Les cycles circadiens de sulfinylation des Prx, ont constitué le premier exemple 

d'une oscillation redox circadienne autonome, qui se produit indépendamment de 

l'horloge transcriptionnelle. Il est important de noter que l’oscillation circadienne de 

la sulfinylation semble ubiquitaire, dans tous les règnes du vivant et au niveau 

tissulaire, ce qui suggère qu'ils pourraient être antérieurs à l'évolution de l'oscillateur 

transcriptionnel. Le point de vue aujourd’hui développé est que l’oscillateur redox 

des Prx pourrait faire partie d'un oscillateur redox/métabolique circadien 

primordial, puisque les Prx sont dépendante des systèmes réducteurs Trx ou GSH 

eux même couplés au NADPH  (Milev et al., 2018). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 29. Oscillation circadienne des Prx dans les globules rouges humains. La forme 
sulfinylée de Prx a été détectée par Western Blot à l'aide d'un anticorps anti-SO2/3 toutes les 
4 heures sur une durée de 60 heures (O’Neill et al., 2011). 
 
 

Prx-SO2/3 

Contrôle 
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Par ailleurs, dans les cellules corticosurrénales humaines, une sulfinylation 

rythmique circadienne de la Prx3 mitochondriale a été observée. Ce mécanisme 

dépend de l'accumulation d'H2O2 associée à la biosynthèse des corticostéroides, 

favorisé par la suroxydation de Prx3. L’excès de H2O2 libéré dans le cytoplasme 

participe à une boucle de rétroinhibition impliquant la kinase ASK1, et contribue 

ainsi à établir la nature circadienne de la sécrétion de corticostéroïdes. Ce mécanisme 

est le premier à illustrer expérimentalement le principe du floodgate. Son mécanisme 

de régulation est différent de celui des érythrocytes et autres tissus, puisque c’est 

l'import de Srx dans la mitochondrie qui génère l’oscillation de l’état redox de Prx3 

(Kil et al., 2012)(Fig.30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 30. Schéma illustrant le rôle du couple Prx3-SO2/Srx lors de la stéroïdogenèse dans 
le cortex surrénal. 
Les étapes avec les différentes enzymes menant à la synthèse des corticostéroïdes (CS) sont 
indiquées par des flèches noires, les étapes conduisant à l'accumulation d'H2O2 et à la rétro-
inhibition de la synthèse de StAR (régulateur de la stéroïdogenèse) sont indiquées par des 
flèches rouges, et les étapes menant à une diminution de la concentration de H2O2 aux niveaux 
basaux sont indiqués par des flèches bleues. CYP11B1: stéroïde 11β-hydroxylase 
(Kil et al., 2012). 
 
 

mitochondrie 

Import 
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D. L'activité chaperon des Prxs suroxydées 

 
 

Suroxydées, les Prxs perdent leur activité peroxydase. Par contre dès 2004, une 

étude chez la levure S. cerevisiae propose que la Prx suroxydée Tsa1 acquière une 

activité holdase, fonction permettant de limiter l’agrégation de protéines altérées lors 

d'un stress oxydant (Jang et al., 2004). Cette fonction documentée in vivo serait 

associée à une réorganisation quaternaire de l'enzymesous formes de complexes de 

haut poids moléculaire (HMW) sphériques (Fig. 31). La détection de l'activité holdase 

in vitro a été réalisée en mesurant l'absence d'agrégation de substrats modèles 

dénaturés comme l'insuline réduite par turbidimétrie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 31. Observation au microscope électronique de la Tsa1 de S.cerevisiae. Les fractions 
I et II correspondent à la fraction éluée en premier par chromatographie (haut poids 
moléculaire) et à la seconde, respectivement (plus faible poids moléculaire). En F-I, les 
agrégats ont uniquement une activité holdase alors que la F-II, les décamères de Prx 
conservent une activité peroxydase in vivo. Échelle : 100 nm; échelle zoom : 10 nm (Jang et 
al., 2004). 

 

 

Plus récemment, l’activité chaperon de Tsa1 a été mieux définie, puisqu’elle 

permettrait sous sa forme suroxydée de recruter les protéines co-chaperons Hsp70 et 

Hsp104 et de resolubiliser des protéines dont la structure est altérée par des 

dommages oxydatifs. Les auteurs ont remarqué que la désagrégation des protéines 

client requière l'action réductrice de Srx sur Tsa1 sulfinylée (Hanzen et al., 2016) (Fig. 

32). Cette activité est intimement liée au vieillissement réplicatif des levures, les gènes 

TSA1 et SRX1 étant qualifiés de gérontogènes (Molin et al., 2011).  
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Fig. 32. Tsa1 recrute Hsp70 et Hsp104. Elle les oriente vers les protéines mal structurées 
dans l'objectif de désagréger ces formes dégradées. Srx (noire) est nécessaire pour aider à la 
dissociation des complexes chaperonnes/agrégats (Hanzén et al., 2016). 
 

Ainsi, l'activité chaperon redox-dépendante de Tsa1 est analogue à celle de 

petites protéines de choc thermique (sHsps) comme Hsp33 chez E.coli. Le fait que 

Tsa1 oligomérise pourrait permettre de prévenir l'agrégation de protéines mal 

structurées au travers d'une activité holdase de Tsa1, puis d'un transfert de ces 

protéines clientes vers d'autres systèmes chaperons comme Hsp104 (Dahl et al., 2015; 

West et al., 2018). 

Cependant ces études n’apportent pas d’indication sur l’état oligomérique des 

Prx impliquées dans la fonction chaperon. Etant donné que la suroxydation tend à 

stabiliser la structure des Prx sous forme décamérique toroïdale ou de double 

décamère (Saccoccia et al., 2012), la structure en anneau ou double anneau a été 

souvent associée à la fonction chaperon, sans qu'il y ait actuellement de confirmation 

de son rôle in vivo (Fig. 33).  
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Fig. 33. Structure tridimensionnelle de la Prx1 de S. manzoni. Représentation de type 
surface du complexe de haut poids moléculaire (HMW) double décamère SmPrx1 à partir de 
données cristallographiques. Les deux décamères de Prx1 sont en orange/gris (Saccoccia et 
al., 2012). 
 

 

Par ailleurs plusieurs études récentes ont montré in vitro et in vivo que des Prx 

de parasite (L. braziliensis) possèdent une activité chaperon sous forme réduite. Cette 

activité » dépend de la structure décamérique de la Prx, en particulier de la région 

intérieure/centrale de l'anneau, un élément essentiel du recrutement de protéine 

client. En effet, les auteurs ont découvert qu'une forme de la Prx mTXNPx dont 

l'extrémité N-terminale possède un tag de purification His qui pointe vers l'intérieur 

de l'anneau, perd cette activité chaperon. Cette étude originale par cryo-microscopie 

électronique montre une protéine client (la luciférase), intégrée au sein de l'anneau 

de la Prx (Teixera et al., 2015, 2019) (Fig. 34). 
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Fig. 34. Structure obtenue par cryo-microscopie électronique du complexe mTXNPx : 
luciférase. A. Image cryo-EM de mTXNPx seule (forme apo). B. Image cryo-EM du 
complexe mTXNPx : luciférase. En dessous des images, la structure cristalline de mTXNPx 
(pdb:4KB3) a été intégrée aux nuages de densité électronique générés par l'expérimentation 
(Teixeira et al., 2019). 
 

 

Parallèlement à ces études, des formes plus complexes de haut poids 

moléculaire (HMW) pouvant s'empiler pour former de petits filaments, ont été 

observées, essentiellement in vitro. Ces modifications seraient induites par 

l’acidification du pH, l’encombrement macromoléculaire ou la suroxydation et à pH 

de l’ordre de 5. Yewdall et al ont montré que la Prx3 humaine adopte cette 

conformation particulière même à pH plus élevé. Ces formes de la Prx3 possèdent 

une activité chaperon sous forme réduite. Les auteurs proposent que la structure 

s'auto-assemble pour conserver son activité en conditions de stress. Une hypothèse 

probable est que cette structuration s'apparenterait à une forme de stockage (Yewdall 

et al., 2016) (Fig. 35) et ne serait pas corrélée directement à la fonction chaperon. 
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Fig. 35. Modèle illustrant l'auto-assemblage des Prxs induit par le stress cellulaire. Les 
interactions d'empilement des protéines Prx peuvent être facilitées par l'augmentation de la 
concentration moléculaire (crowding), les modifications du site actif (comme la 
suroxydation), ou l'acidification (Yewdall et al., 2016). 
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3. Le modèle mécanistique de la suroxydation  
 
 

A. Le modèle  
 

Les études séminales d'enzymologie moléculaire et structurale des Prx ont été 

réalisées par les équipes de Poole, Karplus et Winterbourn au cours des années 2000, 

et ont permis d’aboutir à un schéma général du mécanisme catalytique des Prx de la 

famille Prx1 (Fig.36) qui va nous servir de modèle de travail : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Fig. 36. Schéma général représentant le cycle peroxydasique, la voie de suroxydation, les 
constantes de vitesse et d'équilibre, les différents états redox et conformationnels des Prx 
de type Prx1. L'unité catalytique est le dimère en structure tête-bêche représenté en jaune et 
turquoise. Les sites actifs sont identifiés par les Cys CP et CR. La CR est située dans la région 
C-terminale dont la conformation change entre les états FF et LU. Le cycle peroxydase en 
bleu et la voie de suroxydation en rose sont imbriquées. La réduction de la Prx suroxydée par 
Srx est indiquée. Trx = thiorédoxine, Srx= Sulfirédoxine. FF = fully folded, LU = locally 
unfolded. Les constantes de vitesse de réduction des peroxydes kSOH, de sulfinylation kSO2, de 
formation du pont disulfure kSS, de recyclage kTrx, et de l'équilibre FF-LU, kFF et kLU sont 
indiquées. Adapté de (Karplus, 2015) 
 

+ ATP 
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Récapitulons les différentes étapes catalytiques de l'activité peroxydase ainsi 

que le phénomène de suroxydation des Prx :  

- la première étape consiste en l'attaque de la CP sur le peroxyde, cette réaction 

s'effectue avec une constante de vitesse de second ordre kSOH,  décrite pour être très 

rapide, de l'ordre de 105 à 107 M-1.s-1 (Ferrer-Sueta et al., 2011; Peskin et al., 2013). A 

noter dans le cas de l'enzyme StAhpC, une étape préliminaire de fixation du 

peroxyde dans le site actif a été identifiée (Parsonage et al., 2015). Cette étape de 

formation de l’intermédiaire sulfénique se fait dan la conformation FF de l’enzyme ; 

- une étape de changement conformationnel FF/LU qui doit nécessairement être 

équilibrée et caractérisée par la constante d’équilibre, KLU, et les constantes de 

vitesses kLU et kFF. Très peu de données dynamiques sur cet équilibre sont 

disponibles. Seule une étude décrit une vitesse d’échange de 1500 s-1 obtenue par 

RMN sur une enzyme monomérique de la famille PrxQ à l‘état réduit (Ådén et al., 

2011). Or il est possible que la cinétique de la transition FF/LU soit affectée par 

l’oxydation de la CP sous forme sulfénique. 

- une étape de résolution ou recyclage : la CR-SOH vient former un pont disulfure 

avec la CP, caractérisée par la constante de vitesse kSS.  A ce jour dans les études 

cinétiques réalisées sur les enzymes de la famille Prx1, cette étape n’a pas été 

dissociée de celle de la transition conformationnelle FF/LU.  

- une étape de réduction du pont disulfure par une oxydoréductase (la Trx), 

caractérisé par la constante de vitesse kTrx . 

- la réaction de suroxydation consistant en l'attaque de l'acide sulfénique SOH sur 

une deuxième molécule de peroxyde et conduisant à l'inactivation des Prx sensibles 

sous forme acide sulfinique SO2H, est caractérisée par la constante de vitesse de 

second ordre kSO2 . Dans le modèle proposé en 2003, c’est dans la conformation FF 

que cette réaction a lieu. En effet, dans cette conformation la CP-SOH reste confinée 

dans le site actif ce qui permet d’activer la réaction avec une seconde molécule de 

peroxyde. 
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Jusqu'à présent, dans les études mécanistiques du phénomène de suroxydation, la 

réaction de sulfinylation a été décrite comme une étape en compétition avec l'étape 

de formation du pont disulfure, incluant l'équilibre FF/LU. Cette étape 

conformationnelle a été considérée comme un équilibre rapide qu’il n’était pas 

possible de distinguer cinétiquement de l'étape de formation du pont disulfure. Or 

d’après le modèle Fig. 36, cette compétition pourrait impliquer directement la 

réaction de suroxydation et l’étape de changement conformationnel. Par conséquent, 

les cinétiques de la transition de la forme FF vers la forme LU et LU vers FF sont 

nécessairement des paramètres essentiels dans le contrôle de la sensibilité à la 

suroxydation des Prx. En effet, plus cette vitesse de transition est réduite, plus la 

compétition avec la réaction de l'intermédiaire Cys-SOH avec une deuxième 

molécule de peroxyde est importante. (Cao and Lindsay, 2017). 

 
 
 

B. Approches expérimentales de la sensibilité à la suroxydation 
 
 

Les premières déterminations de la constante de vitesse kSO2 ont été réalisées 

en utilisant une méthode combinant compétition cinétique à la catalase et détection 

des formes redox (disulfure et suroxydée) par spectrométrie de masse. En s’appuyant 

sur le modèle ci-dessus, les auteurs ont pu extraire une valeur de kSO2 de  

1,2.104 M-1.s-1 pour les Prx2 et Prx3 humaines et de kSS de 2 s-1 pour la Prx2 et 20 s-1 

pour la Prx3  (Peskin et al., 2013), suggérant que la différence de sensibilité est liée à 

la cinétique de formation du pont disulfure CP-CR. Le principe était de mesurer le 

ratio entre forme suroxydée et forme oxydée pont disulfure pour atteindre les 

constantes de vitesse : 
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[Prx-SO2]/[Prx-S-S-Prx] = (kSO2/kSS)[H2O2] 

 

Dans ce cas de figure, la méthode est fondée sur les mesures ponctuelles en fin de 

réaction et l'étape de changement conformationnel n'est pas prise en compte. 

Par la suite la mesure de l'indice Chyp1% a été proposée pour appréhender la 

sensibilité d'une Prx à la suroxydation (Nelson et al., 2013) (partie résultats §III.2.). 

Cette méthode de cinétique en conditions de cycles catalytiques multiples (en 

présence de Trx) intègre l'équilibre du changement conformationnel KLU en tant 

qu’équilibre rapide, c’est-à-dire que les constantes de vitesse kFF et kLU sont 

considérées comme étant beaucoup plus rapides que les valeurs observées pour les 

autres étapes : formation du l’intermédiaire sulfénique, suroxydation, et formation 

du pont disulfure. Dans ce cas, l’index de sensibilité Chyp1% est décrit par : 

 

Chyp1% = 0,01 x (kSS x KLU) / kSO2   

 

Enfin, au cours de ce travail, des études en cinétiques rapides donnant des 

valeurs de la constante de vitesse kSO2 par suivi de la modification de fluorescence 

intrinsèque des Prx ont été reportées, pour les Prx1 et Prx2 humaines (Dalla Rizza et 

al., 2018). Elles seront comparées en détail aux résultats que j’ai obtenus sur l’enzyme 

de S. cerevisiae Tsa1, qui a été mon objet d’étude. 
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Mon projet de doctorat avait pour objet l’étude des mécanismes moléculaires 

de la modification post-traductionnelle des enzymes de la famille des Prx1 par 

sulfinylation. Ce projet s’inscrit dans la problématique plus générale de la 

signalisation cellulaire redox thiol-dépendante. La régulation de la suroxydation des 

Prx dépend d'une compétition entre deux voies du cycle catalytique, l’une vers la 

suroxydation, l’autre vers le cycle peroxydase. Le modèle mécanistique couramment 

admis fait intervenir une étape de changement conformationnel entre les deux 

conformations FF et LU en équilibre, qui pourrait contrôler la compétition entre les 

deux voies. Au cours de ce travail, je me suis attaché à répondre aux questions 

suivantes : 

- Quelle est la dynamique de la transition FF/LU au cours du cycle catalytique ? 

- Quelles sont les étapes en compétition directe et quels sont les paramètres 

cinétiques déterminant la sensibilité à la suroxydation ? 

- La sensibilité à la suroxydation dépend-elle de la nature du substrat 

peroxyde ? 

- La sensibilité à la suroxydation est-elle un paramètre effectif in vivo ? 

 

Mon projet s'est articulé autour des objectifs expérimentaux suivants : 

- Dissection du mécanisme et mesure des constantes de vitesse des différentes 

étapes par une étude en cinétique rapide, utilisant le suivi de la fluorescence 

intrinsèque de la protéine comme sonde de son état redox. Cette approche a 

été couplée à la détection par dichroïsme circulaire et à l’utilisation d’agents 

viscogènes pour identifier une éventuelle phase cinétique reflétant un 

changement de conformation.  

- Mesure de la sensibilité de Tsa1 à la suroxydation par une méthode publiée 

adaptée à notre enzyme modèle, dans le but de corréler les informations 

cinétiques à la valeur de la sensibilité grâce à l’utilisation de mutants et de 

différents substrats peroxydes modulant cette sensibilité. 

- Validation in vivo des résultats en collaboration avec l'équipe de M.Toledano 

(CEA Saclay). 
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I. Propriétés spectroscopiques de Tsa1 sous différents 
états redox 

 
Les propriétés de fluorescence intrinsèque des protéines à repliement Trx sont 

connues pour être sensibles à l’état redox des Cys impliquées dans la formation de pont 

disulfure. En effet, les Trx contiennent un résidu Trp conservé en position n-1 par 

rapport à la Cys catalytique. Ce résidu n’est pas retrouvé dans Tsa1, qui contient 

néanmoins 3 résidus Trp. Il était donc nécessaire de déterminer les propriétés de 

fluorescence intrinsèque de Tsa1 sous forme réduite (Tsa1red), oxydée pont disulfure 

entre les Cys CP et CR (Tsa1SS), et suroxydée (Tsa1SO2) dans le but d’exploiter ces signaux 

comme sondes pour suivre le cycle catalytique. De même, afin d’exploiter le signal de 

dichroïsme circulaire de Tsa1 pour identifier les étapes associées à la transition 

conformationnelle FF/LU, nous avons évalué l’impact de l’état redox sur les spectres 

CD dans l’UV proche et l’UV lointain.  

 
 
 
 

1. Spectre de fluorescence intrinsèque des formes redox de Tsa1 
 

La Tsa1 contient trois sondes fluorescentes intrinsèques, des résidus Trp situés 

dans l'environnement immédiat du site actif et de la CP (W83), au niveau de l'hélice α5 

(W161), et au niveau de la région C-terminale et proche de la CR (W173) (Fig. 37). Le 

spectre de fluorescence de Tsa1 sous ses différents états redox a été déterminé en 

excitant sélectivement les Trp à 295 nm (Fig. 38). 

Ces spectres montrent que la formation de l'espèce Tsa1SS entraine la baisse 

d'émission de fluorescence à une valeur de 62% par rapport à la forme réduite Tsa1red, 

mesurée sur l’ensemble du spectre d’émission entre 320 et 450 nm. Également un léger 

décalage vers les longueurs d'onde plus faibles de la longueur d'onde maximale 

d'émission, est constaté. Par contre, la forme suroxydée Tsa1SO2 voit son taux d'émission 

de fluorescence augmenter à 124% de la forme réduite. 
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Fig. 37. Représentation du site actif de Tsa1 au sein de l'unité dimérique. 
Les deux sous-unités sont représentées en vert et or. Les résidus Cys sont identifiés en jaune. 
Les trois résidus Trp sont symbolisés en orange (W83, W173) et rouge (W161), les résidus 
mutés dans notre étude sont également représentés en vert (A177, A178) et violet (Y190, F191) 
(code PDB : 3SBC). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 38.  Spectres d’émission de fluorescence de Tsa1 sous ses différents états d'oxydation. 
Les mesures sont effectuées sur un fluorimètre (SAFAS®) dans du tampon TK à une 
concentration de 2 µM en monomère. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 295 nm 
afin d’exciter sélectivement les résidus Trp et le photomultiplicateur est réglé à 450 V.
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2. Spectre CD des formes redox de Tsa1 
 

Le spectre de CD de Tsa1red dans l’UV lointain présente un maximum à 195 nm et 

deux minima à 208 et 225 nm, caractéristiques d’une protéine repliée. L’oxydation sous 

la forme Tsa1SS induit une diminution significative du signal à 195 nm. Dans la région 

de l’UV proche, où le spectre révèle la structure tertiaire de la protéine dans 

l’environnement des acides aminés aromatiques, trois maxima à 262, 287, and 296 nm 

sont observés pour Tsa1red. L’oxydation sous forme Tsa1 induit de profonds 

changements, avec notamment un minimum à 277 nm, seul le pic à 295 nm étant 

conservé (Fig.39). Les spectres de CD dans l'UV lointain ont été déconvolués avec le 

logiciel CDNN (Boehm et al, 1992) dans le but de déterminer le taux de structures 

secondaires (résultats non montrés).  

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
Fig. 39. Spectres de dichroïsme circulaire de Tsa1. A. spectres obtenus dans l’UV lointain B. 
spectres obtenus dans l'UV proche. Tsa1red = Tsa1 réduite (en noir) et Tsa1SS = Tsa1 oxydée pont 
disulfure (en rouge), concentration de l'enzyme : 50 µM. 
 
 

En conclusion, les propriétés spectroscopiques de Tsa1 suggèrent que le signal de 

fluorescence est susceptible de servir de sonde pour suivre cinétiquement la formation 

de l'un ou l'autre de ses états rédox au cours de la catalyse. De plus les larges variations 

de signal CD de Tsa1SS (conformation LU) par rapport à Tsa1red (forme FF) pourraient 

être mis à profit pour suivre la dynamique de cette transition au cours de la réaction. 
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II. Caractérisation des différentes étapes du mécanisme 

catalytique de Tsa1 par des méthodes de cinétique 
rapide 
 
 

1. Cinétique réactionnelle de Tsa1 avec H2O2 à l’état préstationnaire suivie par 
fluorescence 

 

L'étude en cinétique rapide de la réaction de Tsa1 avec H2O2 a été réalisée sur un 

appareil de cinétique rapide en mode flux interrompu couplé à une détection de la 

fluorescence (stopped flow) (voir M&M, Fig. 71 page 141). Cet appareil permet de 

mélanger rapidement deux solutions contenues initialement dans deux seringues, avec 

un temps mort de l’ordre de 1 ms avant le début de l’enregistrement du signal, ici la 

fluorescence. En fonction de l’amplitude des signaux mesurés, cette technique permet de 

mesurer des événements de constante de vitesse supérieures à 500 s-1. Nous avons utilisé 

de plus une cellule de mesure de petit volume (5 µl), qui permet de réduire encore le 

temps mort de l’instrument et permet d’atteindre des constantes de vitesse dépassant 

1000 s-1. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 295 nm afin d’exciter sélectivement 

les résidus Trp de Tsa1, et un filtre monté en amont du détecteur permet de mesurer 

l’émission de fluorescence aux longueurs d’ondes supérieures à 320 nm, correspondant 

au spectre d’émission de la protéine. 

La réaction est déclenchée en mélangeant rapidement 5 µM de Tsa1 avec des 

concentrations croissantes du substrat H2O2, et en l’absence de système réducteur Trx. 

Dans ces conditions, l’intermédiaire Tsa1SS n’est pas réduit et s’accumule, ce qui 

correspond à des conditions de cycle catalytique unique ou état préstationnaire, et 

permet de suivre les étapes de la réaction qui se produisent avant l'établissement de l’état 

stationnaire (Fig. 36). La réaction se décompose en trois phases : une première phase 

décroissante extrêmement rapide, une seconde phase croissante, et une troisième et 

dernière phase décroissante plus lente (phases 1, 2 et 3, Fig. 40). L’amplitude des trois 

phases est proportionnelle à la concentration de Tsa1 (données non montrées). La 

diminution globale du signal est cohérente avec l’oxydation de Tsa1red sous forme Tsa1SS, 

dont la fluorescence est 38% inférieure.  
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Fig. 40. A. Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1 avec H2O2, trois 
concentrations en substrats sont utilisées 10 µM (noir), 25 µM (gris) et 50 µM (gris clair). Les 
ajustements et les 3 phases distinctes sont indiqués en rouge. B. idem A. l'échelle de temps est 
logarithmique pour une meilleure visibilité des phases cinétiques. 
 

 
Pour ajuster les courbes, le logiciel Pro-Data (Applied Photophysics) a été utilisé 

en choisissant le modèle mathématique triple exponentiel : l’évolution du signal au cours 

du temps est traitée comme une combinaison de cinétiques de premier ordre 

exponentielles. Ceci fournit donc pour chaque cinétique obtenue à concentrations 

croissantes en H2O2, les valeurs de constantes de vitesse de premier ordre pour chaque 

phase, exprimées en s-1. Ainsi, la constante de vitesse k1obs de la première phase 

décroissante rapide est dépendante de la concentration en H2O2, ce qui indique que cette 

phase reflète une réaction bimoléculaire impliquant une molécule d’H2O2 ; les constantes 

de vitesse de la seconde phase croissante, k2 de 64 ± 5 s-1, et de la troisième et dernière 

phase décroissantes k3 de 4.6 ± 0.3 s-1, ne dépendent pas de la concentration en substrat 

(Fig. 41). Ces deux phases représenteraient donc des processus intramoléculaires au sein 

de la protéine. 
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Fig. 41. Valeurs des constantes de vitesse k1obs, k2 et k3 en fonction de la concentration en 
H2O2, les valeurs de k1obs sont représentées par des triangles noirs (axe gauche), les valeurs de k2 
sont représentées par des carrés noirs (axe cental), les valeurs de k3 par des diamants noirs (axe 
droit). Les ajustements linéaires ont été obtenus avec le logiciel SciDavis. 

 

2.  Attribution de la phase 1 dans le cycle catalytique 
 

A priori, la première phase de la réaction catalysée par Tsa1 pourrait être attribuée 

à deux processus : soit une étape de fixation d'H2O2 dans le site actif, soit l'attaque du 

groupement thiolate de la CP sur la liaison peroxyde, conduisant à la formation de l'acide 

sulfénique CP-SOH. Dans le premier cas, la constante de vitesse de pseudo premier ordre 

k1obs dépendrait linéairement de la concentration en H2O2, avec une pente correspondant 

à la constante de vitesse de liaison et une ordonnée à l’origine correspondant à la 

constante de vitesse de dissociation du complexe Tsa1·H2O2. C’est ce qui a été proposé 

dans le cas des cinétiques de la Prx bactérienne AhpC avec le CuOOH (Parsonage et al., 

2015). Dans le second cas, k1obs augmenterait également de façon linéaire en fonction de 

[H2O2], mais avec une ordonnée à l’origine proche de 0, indiquant un processus 

irréversible.  

Étant donné que la première phase de réduction d'H2O2 par Tsa1 est extrêmement 

rapide, afin de pouvoir mesurer précisément la constante de vitesse k1obs, il a été 

nécessaire de travailler à des concentrations plus faibles en H2O2 pour ralentir la vitesse 

de réaction, et par conséquent de diminuer la concentration en Tsa1 afin de rester en 

excès de substrat et donc en conditions de pseudo premier ordre. Nous avons donc 

obs 
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réalisé nos expériences avec une concentration de Tsa1 dix fois plus faible que dans la 

Fig.40, c’est-à-dire 0,5 µM (Fig.42). Dans ces conditions, les cinétiques sont ajustées selon 

une courbe décroissante mono-exponentielle correspondant à la phase 1. Les phases 2 et 

3 d’amplitudes plus faibles ne sont pas observées dans ces conditions. L’évolution de la 

valeur de k1obs mesurée en fonction de la concentration en H2O2 est linéaire, comme 

attendu, ce qui confirme que la réaction est bimoléculaire. La régression linéaire de cette 

représentation secondaire montre qu’elle passe par l’origine du graphique, ce qui 

suggère donc que la phase 1 correspond à un processus quasi irréversible, en faveur de 

l’hypothèse de l’attaque directe de la CP sur la molécule d’H2O2. Dans cette hypothèse, 

la pente de la droite correspondrait à la valeur de la constante de vitesse de processus, 

qui est égal à 9,7 ± 0,4 .107 M-1.s-1.  Cette valeur très élevée montre que la réactivité vis-à-

vis de H2O2 de la CP est exceptionnelle, proche de la vitesse de diffusion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 42. A. Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1 à faible concentration 
avec H2O2, des concentrations croissantes en substrats sont utilisées (gris clair vers noir). Les 
ajustements sont indiqués en rouge. B. Constantes de vitesse k1obs mesurées en fonction de la 
concentration en H2O2. 

 

Pour corroborer ce résultat, nous avons conduit une expérience similaire, en 

utilisant un mutant dans lequel la CP a été substituée par une Ser (Tsa1C48S). Dans ce cas, 

la fixation de H2O2 devrait être possible mais pas l’attaque nucléophile conduisant à la 

formation de l’intermédiaire CP-SOH. Dans cette expérience, aucune variation du signal 
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de fluorescence n'a été détectée (Fig. 43), ce qui confirme l'hypothèse selon laquelle la 

phase 1 correspond à l'attaque de la CP et à la formation de CP-SOH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 43. Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1 C48S avec H2O2 à des 
concentrations de 10, 25 et 50 µM. 
 

3.  Attribution des phases 2 et 3 
 

Etant donné que le signal de fluorescence de la forme suroxydée Tsa1SO2 est 

supérieur à celui des autres formes redox, nous avons testé l’hypothèse selon laquelle la 

phase 2 pourrait être attribuée à la réaction de suroxydation de Tsa1. Pour cela nous 

avons analysé les espèces redox de Tsa1 obtenues à la fin de la réaction avec 10 µM de 

H2O2 par spectrométrie de masse électrospray (Fig. 44).  La réaction est bloquée en 

conditions acides après quelques secondes de réaction par ajout de TFA 0,3%. 

 En témoin, un échantillon de Tsa1red est analysé avec une masse expérimentale de 

23'622,2 Da, correspondant à la masse théorique attendue de 23'621,9 Da. Après injection 

du mélange Tsa1/H2O2, une seule espèce est détectée, de masse égale à 47'240,6 Da. Cette 

valeur correspond, au Dalton près, à la forme oxydée de Tsa1SS, i.e. au dimère relié par 

deux ponts disulfures Tsa1-SS-Tsa1 ((monomère x 2) - 4 atomes d'hydrogène). Ce résultat 

montre que, dans ces conditions de cycle catalytique unique et de concentrations en H2O2 

de l’ordre de la dizaine de µM, la forme suroxydée Tsa1SO2 ne se forme pas. Par 

conséquent, les phases 2/3 pourraient correspondre à la formation du pont disulfure au 

sein de Tsa1SS ou à un événement associé à la transition conformationnelle FF/LU.  
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Fig. 44 : Détection par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes ESI-MS des 
espèces formées après réaction de Tsa1 5 µM avec H2O2 10 µM (rouge). Le spectre de Tsa1red est 
présenté comme témoin (noir). Schéma représentant l'unité catalytique de Tsa1 soit le dimère tête-
bêche représenté en jaune et vert, sous forme FF ou LU. Les deux ponts disulfures situés au sein 
des deux sites actifs sont représentés en rouge. 
 
 

Afin de tester ces hypothèses, nous avons reproduit les expériences avec un 

mutant de Tsa1 dont la conformation à l’état réduit est très proche de celle de Tsa1SS, la 

conformation LU. Lors de la formation du pont disulfure, ce mutant reste donc dans cette 

conformation, et ne passe pas par un changement conformationnel FF/LU au cours du 

cycle catalytique. Comme nous l’avons présenté dans le chapitre introduction, la 

conformation FF est stabilisée par la présence de l’hélice α5 appartenant à la région C-

terminale, qui contient le motif Y190-F191 conservé dans la plupart des Prx1 sensibles à 

la suroxydation. Nous avons donc préparé le mutant Y190G F191G (Tsa1YF) dans le but 

de donner à cette région plus de flexibilité, et de déstabiliser la conformation FF. 
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Fig. 45. Spectres de dichroïsme circulaire de Tsa1 et Tsa1YF. A. spectres obtenus dans l’UV 
lointain B. spectres obtenus dans l'UV proche. Tsa1red = Tsa1 réduite (en noir) et Tsa1SS = Tsa1 
oxydée pont disulfure (en rouge), Tsa1YF red = Tsa1YF réduite (en tirets noirs) et Tsa1YF SS = 
Tsa1YFoxydée pont disulfure (en tirets rouges), concentration de l'enzyme : 50 µM. 
 

 

Comme le prouvent les spectres CD du mutant Tsa1YF, dans l’UV proche et dans 

l’UV lointain, les formes réduite Tsa1YFred et oxydée Tsa1YFSS sont quasiment 

superposables, et correspondent au spectre de Tsa1SS sauvage. Ceci montre que le 

mutant Tsa1YF existe dans une conformation très proche de la forme LU dans ces deux 

états redox, réduit et oxydé par pont disulfure (Fig. 45).  
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Fig. 46.  Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1YF avec H2O2 en concentration 
croissante (5 à 800 µM). Les ajustements selon un modèle bi-exponentiel décroissant sont 
indiqués en rouge. Encart : Valeurs des constantes de vitesse k1obs et k3 en fonction de la 
concentration en H2O2, les valeurs de k1obs sont représentées par des cercles noirs (axe gauche), 
les valeurs de k3 par des diamants noirs (axe droit). 
 

La réaction de Tsa1YF avec H2O2 en conditions de cycle catalytique unique suivie 

par fluorescence a révélé une cinétique constituée de deux phases décroissantes (Fig. 46) 

: une phase rapide de second ordre par rapport à [H2O2], dont la constante de vitesse 

k1obs atteint un plateau vers 120 s-1 et une phase plus lente de premier ordre de constante 

de vitesse environ 3 ± 0,1 s-1 proche de la valeur de 4.6 ± 0.3 s-1  mesurée pour l’enzyme 

sauvage. La phase croissante correspondant à la phase 2 observée pour l’enzyme 

sauvage n’est pas observée pour ce mutant. Ce résultat suggère que la phase 2 pourrait 

correspondre à un événement conformationnel associé à la transition FF/LU. Dans cette 

hypothèse, la phase 3 pourrait être attribuée à l’étape de formation du pont disulfure CP-

CR. 

 

4.  La phase 2 est associée à la transition conformationnelle FF/LU  
 

Afin de confirmer ces hypothèses, nous avons poursuivi les études cinétiques en 

utilisant des approches permettant d’identifier spécifiquement des processus de 

changement de conformation.  
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A. Cinétiques en présence de viscogène  
 

L'étude à l’état préstationnaire a été reproduite en tirant parti de l’impact d'un 

composé viscogène sur les cinétiques réactionnelles. En effet, l'augmentation de la 

viscosité a été montré comme affectant sélectivement les étapes de changement 

conformationnel, à l’opposé des étapes purement « chimiques » au cours d’un cycle 

enzymatique (Bakhtina et al., 2005; Rahuel-Clermont et al., 2019). Au préalable, l'effet de 

l'ajout de concentrations croissantes d’agent viscogène, ici le saccharose, a été testé par 

dilution d’une solution de l'acide aminé Trp (10 µM).  L'absence d’artefact dans les 

cinétiques obtenues par fluorescence montre l’efficacité de mélange rapide de l’appareil 

de stopped flow dans un milieu de viscosité croissante (Fig. 47). 

 

Fig. 47. Test de l'efficacité de mélange de solutions visqueuses en cinétique rapide. Méthode 
basée sur la fluorescence du Trp (10 µM) en présence de saccharose (0% noir, 10 % rouge, 20% 
vert et 30% bleu). 

 

Afin d’évaluer l’impact de l’ajout de saccharose sur la cinétique triphasique de 

Tsa1, nous avons choisi une concentration en H2O2 à laquelle les 3 phases sont bien 

résolues. La concentration a été fixée à 10 µM et des concentrations croissantes de 

saccharose ont été additionnées au tampon.  
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Fig. 48.  A . Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1 avec H2O2 en présence de 
viscogène : 0% noir, 10% rouge, 20% vert et 30% bleu. Les ajustements sont indiqués en rouge. 
B. Histogramme normalisé à partir des constantes de vitesse à 0% en viscogène. Les trois phases 
sont représentées pour chaque pourcentage de saccharose. 

 

Les résultats montrent clairement que seule la phase 2 de la réaction est affectée, 

avec une constante de vitesse k2 initialement mesurée à 64 ± 5 s-1, qui	 diminue 

drastiquement (jusqu'à - 72% à 30% de saccharose) (Fig. 48), alors que les constantes de 

vitesse des phases 1 et 3 restent quasiment inchangées. Afin de vérifier que le saccharose 

n’interagit pas de façon spécifique avec Tsa1, l’expérience a été répétée en présence de 

deux autres agents viscogènes, le sorbitol et le fructose. La Fig. 49 montre des résultats 

très similaires à ceux obtenus avec le saccharose.  

Ces résultats sont des arguments supplémentaires en faveur de l’attribution de la phase 

2 à une étape de changement conformationnel.  
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Fig. 49. Effet des viscogènes : fructose (A) et sorbitol (B) (0 % noir, 10 % rouge, 20 % vert et 
30 % bleu) sur la réaction de Tsa1 (5 µM) avec H2O2 (10 µM) en conditions identiques à la 
figure 2. Les courbes sont ajustées avec une équation triple exponentielle (lignes rouges). Insets, 
effet de la concentration de viscogène sur les constantes de vitesse k1obs, k2 et k3 normalisées à 
0% de viscogène. 

 

B.  Suivi de la cinétique réactionnelle par dichroïsme circulaire 
 

Pour asseoir et valider définitivement cette hypothèse, nous avons utilisé une 

méthode complémentaire utilisant le signal de dichroïsme circulaire comme sonde pour 

détecter une éventuelle étape conformationnelle au cours de la réaction. En effet, les 

spectres CD de Tsa1 dans ses deux conformations FF (Tsa1red) et LU (Tsa1SS) sont 

significativement différents (Fig. 50). Pour cela nous disposons d’un appareil de CD 

couplé à un module de stopped flow, qui permet de mesurer l’évolution du signal CD 

en cinétique rapide.  

Nous avons dans un premier temps tenté de suivre la réaction en utilisant le signal 

CD dans l’UV lointain, entre 195 et 205 nm. Cependant, la protéine générant un fort 

signal de CD donc un fort bruit de fond, aucune variation de signal n’a pu être détectée 

au cours de la réaction. Nous avons donc utilisé le signal dans l’UV proche. Lors de 

l’oxydation sous forme Tsa1SS, la protéine présente une variation de signal très 

importante du signal CD entre 260 et 280 nm. Néanmoins, l’intensité du signal CD dans 

l’UV proche est beaucoup plus faible que dans l’UV lointain, ce qui implique d’utiliser 

une concentration en protéine beaucoup plus élevée (50 µM) et d’accumuler un grand 
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Tsa1 

nombre de tirs au stop flow. En conséquence, la concentration en H2O2 utilisée a été 

augmentée à 100 µM pour rester en excès de substrat par rapport à l’enzyme. Dans ces 

conditions, avec une constante k1 de 9,7 107 M-1s-1, la phase 1 a une constante de vitesse 

k1obs de 9700 s-1, trop rapide pour être observée au stopped flow dans ces conditions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 50. A. Spectres de dichroïsme circulaire dans l’UV proche obtenu pour Tsa1 (50 µM) sous 
les formes réduite (noir) et oxydée pont disulfure (rouge). B. Cinétique rapide avec suivi du 
signal dichroïque à 270 nm de la réaction de Tsa1 avec H2O2. Moyenne de 50 tirs cumulés. 
Ajustement à une équation mono-exponentielle de la courbe (rouge).  

 

Les résultats obtenus montrent une cinétique décroissante du signal dichroïque à 

270 nm, en accord avec la modification de l’environnement tertiaire des résidus 

aromatiques lors du passage de la forme FF à la forme LU de l’enzyme. Cette cinétique 

est analysée selon un modèle monoexponentiel, avec une constante de vitesse de  

54 ± 2 s-1. Cette valeur, très proche de la constante de vitesse déterminée pour l’étape 2, 

k2 de 64 s-1, suggère que ce signal correspond au même événement que la phase 2 

mesurée en fluorescence. Les résultats obtenus en utilisant le mutant Tsa1YF, les agents 

viscogènes et le signal de CD convergent donc vers la même conclusion : la phase 2 

correspond probablement à une étape de changement conformationnel associée à la 

transition FF/LU. 

Par conséquent, il apparaît que les étapes de changement conformationnel et de 

formation du pont disulfure, avec des constantes de vitesse de 64 s-1 et 4,6 s-1, 

A B A 
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respectivement, sont des étapes cinétiquement distinctes, contrairement à ce que 

suppose le modèle actuellement admis. 

 

5.  Etude de la Prx1 humaine 
 

La Tsa1 appartient à la classe des Prx1 sensibles à la suroxydation. Afin de 

déterminer si une étape associée à un changement conformationnel est observée de 

façon générale au cours du mécanisme réactionnel d’autres Prx1, nous avons étudié la 

Prx1 humaine (hPrx1) par la même technique en utilisant le suivi par fluorescence des 

Trp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 51. A . Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de hPrx1 avec des concentrations 
croissantes de H2O2 B. Valeurs des constantes de vitesse k1obs et k2 en fonction de la 
concentration en H2O2, les valeurs de k1obs sont représentées par des ronds noirs (axe gauche), 
les valeurs de k2 par des carrés noirs (axe droit) C. idem A. en présence de viscogène : 0% noir, 
15% rouge et 30% bleu. Les ajustements sont indiqués en rouge ou noir.  D. Histogramme 
normalisé à partir des constantes de vitesse à 0% en viscogène. La seconde phase est représentée 
pour chaque pourcentage de saccharose. 
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La figure 51A montre que la cinétique de la réaction de hPrx1 avec H2O2 conduite 

dans les mêmes conditions que Tsa1, présente deux phases cinétiques. La première, 

décroissante très rapide, dont la constante de vitesse dépend linéairement de la 

concentration d'H2O2, avec une constante de vitesse k1 d’au moins 4 107 M-1.s-1. Ce 

résultat est pleinement cohérent avec des résultats obtenus par une autre équipe sur la 

même enzyme (Dalla Rizza et al., 2018).  

La cinétique de cette phase n’est pas affectée par l’ajout d’agent viscogène, et 

correspond donc à la phase 1 d’attaque de la Cys CP sur H2O2 (Fig. 51). La constante de 

vitesse de la seconde phase croissante est insensible à la variation de concentration en 

H2O2 mais très dépendante de la concentration en saccharose. Par conséquent, elle 

pourrait refléter une étape de changement de conformation comme l’étape 2 observée 

pour Tsa1. Cependant, comme dans le cas de Tsa1, dans ces conditions la réaction 

aboutit à la formation de Prx1 oxydée par pont disulfure CP-CR. Par conséquent, il est 

probable que le signal de fluorescence de cette phase croissante soit une combinaison 

des changements de fluorescence associés à la transition FF/LU et à la formation du 

pont disulfure. Les différences observées par rapport à Tsa1 s’expliquent en partie par 

l’absence du résidu W161 dans l’enzyme humaine. Néanmoins, la sensibilité de la 

constante de vitesse de cette seconde phase à la viscosité indique que sa cinétique est 

contrôlée majoritairement par l'étape de changement conformationnel (Fig. 51C,D). La 

valeur de sa constante de vitesse en l’absence de saccharose, de 10,8 s-1 est 6 fois plus 

faible que la valeur de k2 obtenue pour la Tsa1. 

Afin de confirmer ce résultat par l’approche par CD, les spectres de hPrx1 ont été 

enregistrés dans l’UV proche. Cependant, la différence de signal entre les formes 

réduite et oxydée de hPrx1 est trop faible pour pouvoir suivre la cinétique de la réaction 

par cette approche (Fig. 52). Comme pour le signal de fluorescence, ce résultat est dû 

aux différences de contenu en résidus aromatiques des deux protéines, la Tsa1 

contenant 4 Phe de moins mais un Trp supplémentaire par rapport à hPrx1. 
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Fig. 52. Spectres CD dans l'UV proches de Tsa1 et hPrx1 sous formes réduite et oxydée pont 
disulfure. Tsa1 en noir, hPrx1 en rouge. 

 
 
En conclusion, les études à l'état pré-stationnaire nous ont permis de corréler aux 

différentes étapes du mécanisme catalytique les phases cinétiques de la réaction de Tsa1 

avec H2O2 suivie en conditions de cycle unique par fluorescence des Trp. L’objectif est 

maintenant de corréler ces données cinétiques à la sensibilité à la suroxydation de Tsa1. 

 

III. Corrélation entre sensibilité à la suroxydation et 
transition FF/LU 
 

1. Design de mutants de Tsa1 de sensibilité variable à la suroxydation 
 

A.  Choix des mutations 
 

Identifier les événements du cycle enzymatique déterminant la sensibilité d’une 

Prx à la suroxydation implique de corréler cette sensibilité et les cinétiques individuelles 

de ces événements. Nous disposons d’une méthode permettant d’évaluer ces 

paramètres cinétiques. Il est maintenant nécessaire de pouvoir les corréler à la mesure 

quantitative de la suroxydation. Pour cela, nous devions (1) disposer de Prx de 

sensibilité variable, par la génération de mutants de Tsa1 et (2) adapter la méthode de 

mesure de sensibilité à la Tsa1 spécifiquement. 
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Dans le but de moduler la sensibilité de Tsa1 à la suroxydation, une batterie de mutants 

ciblant la zone C-terminale de l’enzyme ont été générés. En effet, cette région a été 

identifiée comme un élément majeur responsable de la sensibilité des Prx à la 

suroxydation, sa délétion entrainant l’abolition de la sensibilité à la suroxydation, sans 

affecter son activité peroxydase (Koo et al., 2002). Par ailleurs, l’échange d’une série de 

4 résidus situés dans la boucle immédiatement en aval de la Cys CR de la Prx3 vers la 

Prx2 (très sensible par rapport à Prx3) humaines a permis de modifier les propriétés de 

suroxydation de Prx2 (Hyanes et al., 2013). 

Parmi les mutants générés au cours de l’étude, nous nous sommes concentrés sur les 

deux mutants suivants : la Tsa1 W161F (Tsa1W), ciblant le Trp situé sur l'hélice 5 

précédant la région C-terminale, et le mutant Tsa1 A177S A178D (Tsa1AA) dont les 

résidus Alanine ont été remplacés par les résidus en position équivalente sur la Prx1 

humaine. Ces deux positions appartiennent à la région précédemment identifiée 

comme étant déterminante pour la sensibilité dans l’étude citée ci-dessus (Haynes et al., 

2013).  

 

B.  Détermination de l’activité peroxydase des variants de Tsa1  
  

En premier lieu, nous avons évalué l’impact des mutations sur l’activité 

peroxydase de Tsa1 à l’état stationnaire. Pour cela, nous utilisons une méthode de 

mesure à l'état stationnaire utilisant un système couplé avec la Trx, la TR et le NADPH 

dont la consommation est suivie par spectrophotométrie d’absorbance à 340 nm.  

Dans ce test, la Tsa1 (0,5 µM) est ajoutée à un pré-mélange constitué de H2O2 (100 µM), 

la Trx (150 µM), la TR (2 µM) et le cofacteur NADPH (200 µM). Ces concentrations 

correspondent à des valeurs saturantes ou optimales pour la réaction à l’état 

stationnaire : nous avons déterminé la concentration optimale de TR au delà de laquelle 

la vitesse mesurée ne varie plus. Nous avons utilisé la concentration optimale de 

peroxyde d'hydrogène à laquelle aucune suroxydation significative n'est perceptible. 

La concentration saturante de Trx a été déterminée en mesurant la variation de la 

constante de vitesse kobs en fonction de la concentration en Trx, ajustée par régression 

linéaire à l'équation de Michaelis-Menten, qui a indiqué un KM de 64 µM pour la Tsa1 

sauvage (résultats non montrés). 
 

Équation 1 :   kobs = (kmax x [Trx])/(KM+[Trx]) 
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La consommation d'H2O2 par Tsa1 puis son recyclage par la Trx et la TR conduit à la 

consommation de NADPH, il en résulte une baisse proportionnelle de l'absorption à 

340 nm. La pente de la droite dès les premiers instants de la réaction correspond à la 

vitesse initiale de réduction d'H2O2, donc à l'activité peroxydase de l'enzyme. La 

constante de vitesse à l’état stationnaire ksteadystate est obtenue par division de la pente 

par la concentration de l'enzyme et par le coefficient d'extinction molaire de NADPH : 

 

Équation 2 : 𝒌𝒔𝒕𝒆𝒂𝒅𝒚	𝒔𝒕𝒂𝒕𝒆 =
𝒑𝒆𝒏𝒕𝒆	

𝜺𝟑𝟒𝟎	𝒏𝒎	𝑵𝑨𝑫𝑷𝑯.[𝑻𝒔𝒂𝟏]
			 avec 𝜀340 nm NADPH = 6 200 M-1.cm-1 

 

Les résultats obtenus pour la forme sauvage et les mutants actifs utilisés dans la suite 

de l'étude (voir II.3.) sont rassemblés dans le tableau 5 ci-dessous : 

 

 wt Tsa1AA Tsa1W Tsa1YF 

ksteadystate (s-1) 2,42 ± 0,18 2,62 ± 0,12 2,77 ± 0,47 2,43 ± 0,13 

 
Tableau 5 : Constante de vitesse ksteady state mesurée à l'état stationnaire par suivi de l'absorbance 
à 340 nm. 
 

Comme le montrent les résultats obtenus, les formes mutées qui seront utilisées dans 

cette étude conservent une activité peroxydase similaire à celle de la Tsa1 sauvage. Les 

valeurs de ksteadystate obtenues étant inférieures à celles des étapes mesurées à l’état 

préstationnaire, ces résultats suggèrent également que l'étape de recyclage par la Trx 

est majoritairement limitante (constante kTrx voir Fig.36), bien que la formation du pont 

disulfure CP-CR, avec une constante de vitesse de l’ordre de 5 s-1, contribue 

probablement aussi à la cinétique à l’état stationnaire. 

 

C. Caractérisation des variants de Tsa1 par CD 
 

Les deux mutations ciblent la région C-terminale de Tsa1 dont la flexibilité joue 

un rôle important dans la stabilité de la conformation FF. En première approche pour 

évaluer l’impact des mutations sur la conformation de cette région, nous avons analysé 

les spectres de CD de mutants à l’état réduit dans l’UV lointain, en utilisant comme 

spectres de référence ceux de la Tsa1 sauvage (correspondant à l’état FF) et du mutant 
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Tsa1YF (correspondant à la conformation LU) (Fig. 53). A l’état réduit, la Tsa1W conserve 

une conformation majoritairement FF, alors que la conformation de la Tsa1AA semble 

déplacée vers une forme intermédiaire entre FF et LU. Deux hypothèses peuvent 

expliquer ce résultat : soit l’équilibre FF LU est déplacé vers la formation de LU et le 

mutant existe à ~30% sous la forme LU et à ~70% sous la forme FF, soit le mutant existe 

dans une conformation intermédiaire entre les formes limites FF et LU.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 53. Spectres de dichroïsme circulaire dans l'UV lontain, de Tsa1wt et mutants. Tsa1 
wt (bleu), Tsa1AA (vert), Tsa1W (rouge) et Tsa1YF (rose), concentration de l'enzyme : 50 µM. 

 

2. Classification des Prx selon leur sensibilité à la suroxydation : paramètre 
CHyp1% 
 

A. Principe de la méthode 
 

 Dans le but de quantifier la sensibilité à la suroxydation des Prx, Nelson et coll. 

en 2013, ont présenté un modèle basé sur la compétition entre la formation du pont 

disulfure et la réaction de suroxydation par une deuxième molécule de peroxyde, ainsi 

que sur l’étape de changement conformationnel. Sur la base de ce modèle, que nous 

avons présenté en Introduction (Fig. 36), la fraction de l‘enzyme ayant une propension 

à s’inactiver par suroxydation à chaque cycle catalytique peut être décrit par : 

 

𝒇𝒊𝒏𝒂𝒄𝒕 =
𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯][𝑷𝒓𝒙𝑭𝑭 − 𝑺𝑶𝑯]

𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯][𝑷𝒓𝒙𝑭𝑭 − 𝑺𝑶𝑯] +	𝒌𝑳𝑼[𝑷𝒓𝒙𝑭𝑭 − 𝑺𝑶𝑯] − 𝒌𝑭𝑭[𝑷𝒓𝒙𝑳𝑼 − 𝑺𝑶𝑯]
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Avec kSS et kSO2, les constantes de vitesse de formation du pont disulfure et de 

suroxydation respectivement, [ROOH] la concentration en peroxyde, [PrxFF-SOH] et 

[PrxLU-SOH] les concentrations en intermédiaire acide sulfénique sous les 

conformations FF et LU. 

 

L’équation se simplifie en divisant par [PrxFF-SOH]  et si l’on considère que FF et LU 

sont en équilibre rapide, le ratio [PrxLU-SOH]/ [PrxFF-SOH]  peut être remplacé par 

KLU pour obtenir : 

 

𝒇𝒊𝒏𝒂𝒄𝒕 =
𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯]

𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯] +	𝒌𝑺𝑺𝑲𝑳𝑼
			 

 

Si l’on considère que l’on choisit les conditions expérimentales telles que finact < 5% soit 

0,05, impliquant que le premier terme du dénominateur devient quasi négligeable 

comparé au second terme 𝒌𝑺𝑺𝑲𝑳𝑼, on obtient alors par simplification : 

 

𝒇𝒊𝒏𝒂𝒄𝒕 ≈
𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯]
	𝒌𝑺𝑺𝑲𝑳𝑼

			 

 

Ce raisonnement prédit que le tracé de finact en fonction de la concentration en 

peroxyde est linéaire avec une pente est égale à 𝒌𝑺𝑶𝟐
	𝒌𝑺𝑺𝑲𝑳𝑼

	. Ce paramètre intrinsèque à la 

Prx testée, exprimé en M-1, permet de quantifier la sensibilité de l’enzyme à la 

suroxydation. Dans le but de rendre ce paramètre plus intuitif, les auteurs ont proposé 

d’utiliser plutôt une valeur correspondant à la concentration en peroxyde à laquelle 1% 

de l’enzyme se retrouve sous forme suroxydée en un cycle catalytique : c’est le 

paramètre CHyp1% :			 

𝐂𝐇𝐲𝐩𝟏%	 =
				𝒑𝒆𝒏𝒕𝒆Q𝟏

𝟏𝟎𝟎 		 	𝒆𝒏	𝒎𝒐𝒍. 𝑳Q𝟏 

 

Du point de vue pratique, la valeur de finact est mesurée en utilisant le test 

d’activité couplé à la Trx. Au cours de la réaction, l'enzyme se suroxyde et une fraction 

s'inactive à chaque cycle catalytique, entrainant une baisse relative de consommation 

de NADPH et une incurvation progressive de la droite initiale (1). Ces conditions 

expérimentales en conditions de cycle catalytique multiple permettent d’observer la 
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suroxydation à des concentrations en H2O2 relativement faibles. Pour extraire la 

constante de vitesse d’inactivation, les courbes sont transformées en dérivées première. 

L’évolution de cette dérivée devrait donc donner un plateau, correspondant à la vitesse 

initiale de la réaction, puis une cinétique de premier ordre caractérisée par la constante 

de vitesse d’inactivation ki. A partir d’une représentation dont l’axe des ordonnées est 

logarithmique, ce qui permet de linéariser cette cinétique, la constante de vitesse kinact 

est déduite de la pente des droites obtenues (2). kinact est ensuite divisée par la  constante 

de vitesse initiale (au temps t=0) pour donner la fraction d'inactivation finact. En restant 

sous les 5% de fraction suroxydée, la valeur finact dépend linéairement de la 

concentration en peroxyde. L'inverse de la pente de cette droite nous permet d'obtenir 

la concentration en peroxyde nécessaire pour suroxyder 100% de Tsa1 en un cycle 

catalytique. Pour obtenir CHyp1%, valeur correspondant à la concentration en peroxyde 

nécessaire pour suroxyder 1% du pool d'enzyme, nous divisons le résultat précédent 

par 100 (3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Mise au point pour la Tsa1 
 

Pour pouvoir déterminer précisément la constante de vitesse d’inactivation, il est 

essentiel de trouver des conditions expérimentales dans lesquelles l’inactivation est 

significative mais suffisamment longue pour en déterminer la cinétique. Pour cela un 

compromis doit être trouvé entre les concentrations en Tsa1 et en Trx qui contrôlent la 

fréquence des cycles catalytiques, donc la probabilité de suroxydation. 

Des manipulations préliminaires ont été nécessaires pour mettre au point les bonnes 

conditions de concentration en TR, Trx et Tsa1. Validées, ces conditions expérimentales 

ont été adoptées par la suite. 
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C. Quantification de la sensibilité à la suroxydation de Tsa1, de ses mutants et de 
hPrx1 

 

Nous avons appliqué cette méthode à notre Prx modèle la Tsa1. Afin de valider 

notre procédure, nous l’avons utilisée pour déterminer la sensibilité à la suroxydation 

de hPrx1, qui a déjà été décrite dans la littérature. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 54. A. Cinétiques à l’état stationnaire mettant en évidence le phénomène de 
suroxydation de Tsa1 ou hPrx1 par des concentrations croissantes de peroxyde H2O2 (de 
50 µM à 1 mM, ou 25 µM à 150 µM, respectivement), suivi de la consommation de NADPH à 
340 nm en présence de Trx1 (5 µM), de TR (0,25 µM) et de Tsa1 (1 µM) en tampon TK. B. 
Graphique représentant les valeurs de finact obtenues pour chaque concentration en peroxyde, 
avec Tsa1 (cercles et droite noire) en comparaison avec hPrx1 (triangles et droite mauve). Le 
paramètre CHyp1% est obtenu à partir de la pente des droites. 

 

Comme attendu, les cinétiques de consommation de NADPH suivent une 

décroissance linéaire dans les premières minutes, puis s’incurvent progressivement de 

façon de plus en plus prononcée lorsque la concentration en H2O2 augmente. Le tracé 

de finact à partir de ces cinétiques confirme que les conditions expérimentales respectent 

la condition finact < 5%, ce qui conduit à une augmentation linéaire en fonction de la 

concentration en H2O2 (Fig. 54). 

Les valeurs de CHyp1% obtenues sont de 80 µM et 730 µM pour hPrx1 et Tsa1 

respectivement. Ces résultats permettent de chiffrer la sensibilité des peroxyrédoxines 

et de les comparer. Dans notre cas de figure, hPrx1 ne nécessite que 80 µM d’H2O2 pour 

suroxyder 1% de son pool en un cycle catalytique. Cette valeur est conforme à la valeur 

A 

Tsa1 

B hPrx1 
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de 62 µM publiée (Nelson et al., 2013), confirmant la validité de nos conditions 

expérimentales. Tsa1 est au contraire beaucoup plus résistante à la suroxydation 

puisqu’il est nécessaire de faire réagir 730 µM de peroxyde pour obtenir un résultat 

équivalent soit environ un facteur 9. Ces résultats sont probablement en lien avec le 

mode de vie unicellulaire de la levure, donc sa plus forte exposition à des stress 

environnementaux, et la nécessité pour l’organisme de posséder une peroxydase plus 

robuste. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 55. A, B, C. Cinétiques à l’état stationnaire mettant en évidence le phénomène de 
suroxydation de Tsa1AA, Tsa1 et Tsa1W par des concentrations croissantes de peroxyde H2O2 (de 
50 µM à 1 mM). D. Graphique représentant les valeurs de finact obtenues pour chaque 
concentration en peroxyde, avec Tsa1 (cercles et droite noire) en comparaison avec Tsa1AA 
(carrés et droite rouge) et Tsa1W (losanges et droite bleue). Le paramètre CHyp1% est obtenu à 
partir de la pente des droites. 
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Nous avons ensuite comparé la sensibilité des mutants Tsa1W et Tsa1AA à celle de 

Tsa1 (Fig. 55). Comme le montre l’évolution de la fraction inactivée en fonction de la 

concentration en peroxyde, les mutants présentent un comportement modifié face à la 

sensibilité à la suroxydation. En effet le mutant Tsa1W est plus sensible avec une valeur 

de CHyp1% de 440 µM, alors que, de manière surprenante, le mutant Tsa1AA est moins 

sensible avec un CHyp1% de 2620 µM. Nous disposons donc d’une série d’enzymes 

Tsa1AA, Tsa1, Tsa1W et hPrx1 de sensibilité à la suroxydation croissante, que nous 

voulons maintenant corréler aux constantes de vitesse des étapes du cycle catalytique. 

 

3. Caractérisation cinétique du mécanisme catalytique des Tsa1 mutées 
 

Afin de déterminer l’impact des mutations générées sur les cinétiques des 

différentes phases du cycle catalytique, la réaction des deux mutants Tsa1W et Tsa1AA 

avec H2O2 a été caractérisée en cinétique rapide. La cinétique de ces mutants est 

similaire à celle observée pour Tsa1 et caractérisée par 3 phases.  

En premier lieu, l’attribution de la phase 2 à un événement de changement 

conformationnel associé à la transition FF/LU a été vérifiée par l’effet de l’addition de 

viscogène sur les cinétiques. Nous constatons que l'effet du saccharose sur les cinétiques 

de mutants reproduit l’effet observé pour Tsa1, prouvant que cette phase correspond 

bien à l'étape de changement conformationnel (Fig. 56).  

Les valeurs des constantes de vitesses mesurées pour les 3 étapes ont été calculées par 

ajustement des données selon une équation exponentielle triple (logiciel Pro-Data, 

Applied Photophysics) et sont rassemblées dans le tableau 6.  

 

Équation 3 :  fluorescence (x) = a1.e(-kobs1.x)+ a2.e(-kobs2.x)+ a3.e(-kobs3.x)+ c 

 

où x correspond au temps, a1, a2 & a3 aux valeurs d'amplitude, k1, k2 & k3 aux 

constantes de vitesse pour chaque phase, et le paramètre c correspond à la valeur du 

signal de fluorescence de l'enzyme réduite. 

 

La constante de vitesse de formation de l’intermédiaire Tsa1-SOH k1 reste très élevée, 

supérieure à 107 M-1s-1 pour les deux mutants. La constante de vitesse de formation du 

pont disulfure k3 est peu affectée par les mutations. Par contre la constante de vitesse 

k2 passe de 64 s-1 à 37 s-1 pour Tsa1W et 216 s-1 pour Tsa1AA. Un lien de cause-à-effet peut 
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ainsi être proposé : une enzyme dont la vitesse de changement conformationnel est 

ralentie, est une enzyme plus sensible au phénomène de suroxydation, et vice-versa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 56. A, B.  Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1AA et Tsa1W avec H2O2 
en présence de viscogène : 0% noir, 10% rouge, 20% vert et 30% bleu. Les ajustements sont 
indiqués en rouge. C, D. Histogrammes normalisés à partir des constantes de vitesse à 0% en 
viscogène. Les trois phases sont représentées pour chaque pourcentage de saccharose. 
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 Tsa1AA Tsa1 Tsa1W 

ksteadystate apparent (s−1) 2,6 ± 0,1 2,4 ± 0,2 2,8 ± 0,5 

Chyp1% 2620 ± 220 730 ± 100 440 ± 90 

k1 (M-1.s-1) (4 ± 1,4) 107   (9,7 ± 0,4) 107  (6,7 ± 0,4) 107 

k2 (s-1) 216 ± 41 64 ± 5 37 ± 1 

k3 (M-1.s-1) 5,3 ± 0,6 4,6 ± 0,3 7,0 ± 0,6 

 
Tableau 6.  Récapitulatif des valeurs des constantes de vitesse associées à l'activité 
peroxydase de Tsa1 et de ses mutants. 
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IV. Existe-t-il une compétition directe entre suroxydation et 
transition FF/LU ? 
 

1. Mesure directe de la cinétique de suroxydation de Tsa1 à l'état pré-stationnaire 
 

A. La cinétique d’oxydation du mutant Tsa1C171A révèle une phase correspondant à 
la suroxydation  

 

En mutant la cystéine de recyclage de Tsa1, nous avons observé en cinétique 

rapide à l'état pré stationnaire, une augmentation significative du signal de fluorescence 

sur une échelle de temps plus longue que celle de la phase 2. La fluorescence de l’espèce 

TsaSO2 étant supérieure à celle des autres formes redox, nous avons posé l’hypothèse 

que cette phase pourrait correspondre à la suroxydation. Pour identifier l'espèce 

formée, une analyse en spectrométrie de masse électrospray (ESI-MS) a été réalisée 

après 5 secondes de réaction de Tsa1C171A avec H2O2 puis blocage de la réaction en 

conditions acides (Fig. 57). L’augmentation de la masse de Tsa1C171A de 32 Da suggère 

que l’espèce majoritairement formée est l'espèce suroxydée Tsa1C171 SO2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 57. A, B. Spectres de masse déconvolués présentant les espèces de Tsa1C171A 5 µM, avant 
et après réaction 5 secondes avec H2O2 200 µM puis blocage à l'acide TFA 0,1%. 

 

La cinétique de la réaction de Tsa1C171A avec H2O2 à l’état préstationnaire présente une 

phase rapide, décroissante, dont la constante de vitesse dépend de la concentration en 

H2O2. A l’instar des autres variants de Tsa1, cette phase peut être attribuée à la 
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formation de l’intermédiaire Tsa1C171A-SOH. La constante de vitesse de cette étape est 

de 7.1 × 107 M−1 s-1 , proche de celle de Tsa1 (Fig.58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 58.  Détermination de k1 pour Tsa1C171A avec H2O2. Ajustement linéaire avec le logiciel 
SciDavis. 
 

Mesurée sur une échelle de temps plus longue, où la première phase est trop 

rapide pour être observée, la réaction de Tsa1C171A avec H2O2 est croissante et 

biphasique, avec une phase de faible amplitude et de constante de vitesse de ~3 s-1, 

insensible à la concentration en H2O2. La seconde phase (phase 4), dont la constante de 

vitesse dépend linéairement de [H2O2], reflète probablement la formation de la forme 

suroxydée puisque cette espèce est l’espèce majoritaire en fin de réaction (Fig. 59). La 

pente de cette droite permet de déterminer la constante de vitesse de suroxydation de 

l'enzyme k4, égale à (2,1 ± 0,1)x103 M-1.s-1. Par cette approche, nous avons ainsi mis au 

point une méthode de mesure directe de la constante de vitesse de suroxydation de 

Tsa1. 
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Fig. 59. A . Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1C171A avec des concentrations 
croissantes en H2O2 (gris clair vers noir). Les ajustements sont indiqués en rouge. B. Constantes 
de vitesse k4 mesurées en fonction de la concentration en H2O2. 

 

B. Détermination de la constante de vitesse k4 des mutants Tsa1 
 

En utilisant les mutants Tsa1W et Tsa1AA, nous avons montré ci-dessus qu’il existe une 

corrélation entre la cinétique de la phase 2 (k2) et la sensibilité à la suroxydation. Afin 

de mesurer l’impact des mutations W161F et AA sur la constante de vitesse de 

suroxydation k4, ces mutations ont été combinées à celle de la Cys CR (C171A). Les 

valeurs des constantes de vitesses mesurées pour les deux étapes ont été calculées par 

régression non linéaire selon une équation exponentielle double (logiciel Pro-Data, 

Applied Photophysics) et sont rassemblées dans le tableau 6.  

 

Équation 4 :   fluorescence(x) = a1.e(-kobs1.x)+ a2.e(-kobs2.x)+ c 

 

où x correspond au temps, a1 & a2 aux valeurs d'amplitude, k1 & k2 aux constantes de 

vitesse pour chaque phase, et le paramètre c correspond à la valeur du signal de 

fluorescence de l'enzyme réduite. 

Ces mutants présentent des cinétiques de réaction avec H2O2 semblables à celles 

de Tsa1C171A. Les valeurs de k4 obtenues sont du même ordre de grandeur, et avec des 

valeurs de k4 de 1x103 M-1.s-1 pour le mutant Tsa1C171A AA (Tsa1CAA) et 2.9x103 M-1.s-1 

pour le mutant Tsa1W C171A (Tsa1WC) (Fig.60). 
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Fig. 60. Constantes de vitesse k4 mesurées en fonction de la concentration en H2O2 pour 
Tsa1C171A et les mutants Tsa1CAA et Tsa1WC. 

 
 

2. Utilisation de peroxydes organiques  
 

Afin d’analyser les paramètres déterminant la sensibilité à la suroxydation, nous 

avons exploité des mutants de Tsa1, et avons montré la corrélation entre la constante 

de vitesse de la phase 2 et la sensibilité à la suroxydation. Une autre approche est de 

« changer » de substrat. Dans l’hypothèse où la sensibilité à la suroxydation à d’autres 

peroxydes est différente de celle à H2O2, la corrélation avec les cinétiques des différentes 

étapes du mécanisme pourrait apporter de nouvelles informations. De plus, l’étude de 

la réaction de Tsa1 avec ces peroxydes analogues des peroxydes lipidiques présente un 

intérêt en tant que tel. Deux peroxydes organiques ont été testés, le tert-butyl 

hydroperoxyde tBOOH et le cumène hydroperoxyde CuOOH. Composé d'une chaine 

aliphatique de 4 carbones pour l'un et d'un noyau aromatique type phényl pour l'autre, 

ces peroxydes ont donc une composante hydrophobe marquée (Fig.61). 
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Fig. 61. Structures chimiques d'analogues de LOOH. A. t-BOOH ; B. CuOOH 

 

Nous avons donc reproduit les expériences mises au point précédemment avec Tsa1 en 

utilisant le tBOOH et le CuOOH comme substrats. 

 

A.  Quantification de la sensibilité à la suroxydation de Tsa1 par les peroxydes 
organiques 

 

La méthode de Nelson a été utilisée pour quantifier la sensibilité à la suroxydation 

de Tsa1 avec tBOOH et CuOOH (Fig. 62). Les résultats montrent que Tsa1 est bien plus 

sensible à la suroxydation par ces substrats qu’à H2O2, comme le montre les valeurs de 

Chyp1% obtenues, de 62 ± 8 µM pour le tBOOH et 16 ± 1 µM pour le CuOOH, soit 12 et 

66 fois plus faibles comparées à la valeur obtenue pour H2O2 (730 µM). Dans le but 

d’identifier quel mécanisme est responsable de telles différences, nous avons étudié les 

cinétiques réactionnelles de Tsa1 avec ces substrats à l’état préstationnaire. 
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Fig. 62. A, B, C. Cinétiques à l’état stationnaire mettant en évidence le phénomène de 
suroxydation de Tsa1, par des concentrations croissantes de différents peroxydes : H2O2, tBOOH 
ou CuOOH respectivement. D. Graphique représentant les valeurs de finact obtenues pour chaque 
concentration en peroxyde, avec H2O2 (cercles noirs et droite rouge) en comparaison avec 
tBOOH (carrés et droite noire) et CuOOH (triangles et droite noire). Le paramètre CHyp1% est 
obtenu à partir de la pente des droites. 

 
B. Cinétiques à l’état préstationnaire 

 

Lorsque Tsa1 réagit avec le tBOOH ou le CuOOH, les cinétiques à l’état 

préstationnaire suivies par fluorescence sont triphasiques à l’instar de celles obtenues 

avec H2O2. La cinétique de la phase 1 a été analysée en reproduisant les expériences à 

faibles concentrations de Tsa1 et de peroxyde afin de déterminer précisément sa 

constante de vitesse de second ordre (Fig. 63).  
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Fig. 63. Constantes de vitesse k1obs mesurées en fonction de la concentration en H2O2, tBOOH 
ou CuOOH. 

 

 

Comparées aux observations faites avec H2O2, les résultats montrent que la 

constante de vitesse k1 dépend linéairement de la concentration en peroxyde, mais avec 

une ordonnée à l’origine non nulle. Ceci suggère que la réaction de Tsa1 avec tBOOH 

et CuOOH est réversible, et que l’on observe ici au moins partiellement un événement 

de liaison non covalente du substrat au sein du site actif. La constante de vitesse de 

fixation déduite de la pente reste élevée avec 1,7x107 M-1.s-1 pour tBOOH et 2,2x107 M-

1.s-1 pour CuOOH. La constante de vitesse de dissociation serait 1,5 s-1 pour tBOOH et 5 

s-1 pour CuOOH. L’attaque de la CP sur le peroxyde ne serait pas limitante 

cinétiquement. 

Le comportement cinétique de la phase 2 a ensuite été analysée en présence de 

saccharose comme viscogène à une concentration de 10 µM en tBOOH. Seule la phase 

2 est sensible à l’ajout de viscogène, indiquant que cette phase peut être attribuée à un 

changement conformationnel associé à la transition FF/LU, comme avec le substrat 

H2O2 (Fig. 64).  

koff koff 
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Fig. 64. A. Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1 (5 µM) avec tBOOH (10 
µM) en présence de saccharose : 0% noir, 10% rouge, 20% vert et 30% bleu. Les ajustements 
par une équation exponentielle triple sont indiqués en rouge. B. Histogrammes normalisés à 
partir des constantes de vitesse à 0% en viscogène. Les trois phases sont représentées pour 
chaque pourcentage de saccharose. 

 

 

En l’absence de saccharose et à faible concentration en substrat, la valeur de k2 

mesurée avec le tBOOH et la CuOOH est de 59 ±6 et 57 ± 5 s-1, respectivement, des 

valeurs très proches de celle mesurée avec H2O2. La différence de sensibilité de Tsa1 à 

la suroxydation avec ces substrats n’est donc pas liée à un effet sur ce changement 

conformationnel.  

 

C. Détermination de la constante de vitesse de suroxydation k4  
 

La forte sensibilité à la suroxydation de Tsa1 avec les peroxydes organiques 

pourrait être due à une réaction de suroxydation plus rapide. Nous avons donc 

déterminé la constante de vitesse k4 avec ces substrats en utilisant le mutant Tsa1C171A. 

En effet, les cinétiques à l’état préstationnaires montrent l’accumulation de forme 

suroxydée beaucoup plus rapidement pour ces substrats que pour H2O2, et la valeur de 

k4 déterminée passe de 2,1x103 M-1.s-1 pour H2O2 à 9,5x103 M-1.s-1 pour le tBOOH et 

39x103 M-1.s-1 pour le CuOOH soit respectivement 4,5 et 19 fois plus élevées (Fig. 65). 

Par conséquent, la forte sensibilité à la suroxydation de Tsa1 par les peroxydes 

organiques est associée à une vitesse de suroxydation très élevée par rapport à H2O2. 
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Fig. 65. A . Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1C171A avec des concentrations 
croissantes en H2O2 (gris clair vers noir) sur un temps de réaction de 0,5 s. En encart, la mesure 
est effectuée sur un temps de 5 s. Les ajustements bi-exponentiels sont indiqués en rouge. B. 
Identique à A le peroxyde utilisé est le tBOOH. C. Identique à A le peroxyde utilisé est le 
CuOOH. D. Constantes de vitesse k4 mesurées en fonction de la concentration en peroxyde. 

 

D. Cinétiques à fortes concentrations en substrat 
 

Les résultats obtenus précédemment suggèrent une corrélation entre la sensibilité 

à la suroxydation de Tsa1 et les cinétiques des étapes de changement conformationnel 

et de suroxydation. Par ailleurs, nos résultats montrent que les étapes de changement 

conformationnel et de formation du pont disulfure sont des étapes cinétiquement 

distinctes, contrairement à ce que suppose le modèle couramment admis. Ceci suggère 

qu’il existe une compétition directe entre les étapes de changement conformationnel et 

de suroxydation. 

A B 

C D 

H2O2 tBOOH 

CuOOH 



 

 
107 

Dans les expériences précédentes de cinétiques rapides, nous avons utilisé des 

conditions permettant d’observer indépendamment les étapes du cycle catalytique, en 

travaillant à des concentrations où la suroxydation de Tsa1 n’est pas sensible en 

conditions de cycle catalytique unique. Puis nous avons utilisé le mutant Tsa1C171A  

 

 

Fig. 66. A.  Cinétiques à l'état préstationnaire de la réaction de Tsa1 avec des concentrations 
élevées en H2O2 (gris clair vers noir) sur un temps de réaction de 0,5-0,6 s. B. Identique à A le 
peroxyde utilisé est le tBOOH. C. Identique à A le peroxyde utilisé est le CuOOH. D. Constantes 
de vitesse k2 mesurées en fonction de la concentration en tBOOH et CuOOH. 
A. Ajustement global obtenu avec le logiciel KinTek Explorer. B, C et D. Les ajustements ont 
été effectués selon un modèle triple exponentiel à l'aide du logiciel Pro-Data, 
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pour isoler et observer la phase de suroxydation.  Cependant, des concentrations plus 

élevées en H2O2 devraient permettre de surmonter la barrière cinétique de la 

compétition en accélérant la réaction de suroxydation. Il devrait donc être possible 

d’observer ce phénomène aussi en conditions pré stationnaires pour la Tsa1 sauvage. 

 

La figure 66 montre les résultats de ces expériences conduites en augmentant les 

concentrations en peroxyde jusqu’à 10 mM. Dans ces conditions, l’amplitude de la 

phase 2 augmente, ce qui suggère que cette phase doit, au moins en partie, intégrer un 

événement générant une espèce plus fluorescente, vraisemblablement la forme Tsa1SO2. 

Nous proposons que l’amplitude de la phase 2 reflète la contribution des signaux 

associés au changement conformationnel et à la suroxydation. C’est ce qui est attendu 

si ces deux réactions sont effectivement en compétition directe.  

Si cette hypothèse est juste alors la constante de vitesse observée pour la phase 2 devrait 

également combiner les constantes de vitesses des deux étapes, donc être dépendante 

de la suroxydation. C’est en effet le cas, pour les cinétiques obtenues avec tBOOH et 

CuOOH, la constante k2 mesurée dépend linéairement de la concentration en peroxyde. 

L’ordonnée à l’origine (59 s-1 pour tBOOH et 57 s-1 pour CuOOH) correspond à la 

constante de vitesse du changement conformationnel (Fig.66D). La pente 

correspondrait à la constante de vitesse de la suroxydation, d’une valeur de 8.8 × 103 

and 74 × 103 M−1 s−1, respectivement, proches de celles obtenues par la méthode directe 

de 9,5x103 M-1.s-1 pour le tBOOH et 39x103 M-1.s-1 pour le CuOOH. Ces résultats 

confirment donc 1) qu’il existe bien une compétition directe entre l’étape de 

changement conformationnel associée à la transition FF/LU, l’étape de formation du 

pont disulfure n’étant pas impliquée et 2) que les valeurs de constante de suroxydation 

obtenues avec le mutant Tsa1C171A correspondent bien à celles obtenues avec la Tsa1 

sauvage. Il est à noter que ces observations doivent être valables pour les cinétiques 

obtenues à forte concentration en H2O2. Toutefois dans ce cas, la constante de 

suroxydation est beaucoup plus faible et n’affecte pas significativement la valeur de k2.  
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3. Analyse des cinétiques par ajustement global 
 

Les analyses précédentes nous ont permis d’identifier une étape de changement 

conformationnel que l’on peut caractériser par une constante de vitesse de 64 s-1, 

cinétiquement distincte de l’étape de formation du pont disulfure CP-CR. Néanmoins, 

cette étape conformationnelle devrait être nécessairement équilibrée, donc caractérisée 

par deux constantes de vitesse kLU et kFF.  Afin de répondre à cette interrogation, nous 

avons analysé les cinétiques obtenues avec H2O2 par ajustement global, en considérant 

le modèle mécanistique complet détaillé dans le tableau 7 ci-dessous.  

 

Étape cinétique Constantes de vitesse 

Tsa1-SH + H2O2 � Tsa1FF-SOH kSOH 

Tsa1FF-SOH ⇌ Tsa1LU-SOH kLU (vers la droite); kFF (vers la gauche) 

Tsa1LU-SOH � Tsa1SS kSS 

Tsa1FF-SOH + H2O2 � Tsa1SO2 kSO2 

Fluo(V)=p x [Tsa1-SH] + q x [Tsa1FF-SOH] + r x [Tsa1LU-SOH] + p x 0,62 x [Tsa1SS]  + p x 1,24 x [Tsa1SO2] + C 
 

Tableau 7 : Équations utilisées pour modéliser la réaction avec le logiciel Kintek Explorer. Les 
facteurs d'intensité de fluorescence q (Tsa1FF-SOH) et r (Tsa1LU-SOH) ont été fixés à 63 % et 
66 % de p (Tsa1-SH), ceux de Tsa1SS et Tsa1SO2 ont été fixés à 62 % et 124 % de p (Tsa1-SH). 
Le paramètre C correspond à la valeur de base fluorescence. 

 
Les données expérimentales ont été ajustées à l’aide du logiciel Kintek Explorer 

qui est un outil d’analyse de cinétiques enzymatiques par ajustement global (Johnson 

et al., 2009). Ce logiciel ajuste un ensemble de données cinétiques obtenues pour 

plusieurs concentrations en substrat de façon globale à un mécanisme modèle, décrit 

par un ensemble d’équations chimiques, caractérisées chacune par une constante de 

vitesse (tableau 7). L’objectif est de vérifier si le mécanisme modèle décrit fidèlement les 

données expérimentales, et de déterminer la valeur des constantes cinétiques 

intrinsèques de chaque étape. Le mécanisme modèle postulé est traduit sous forme 

d’équations différentielles et d’équations de conservation de masse, qui sont intégrées 

numériquement de façon simultanée pour décrire les cinétiques. Les données 

expérimentales sont ensuite ajustées au modèle postulé par régression non linéaire 
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selon l’algorithme de Levenberg-Marquardt, correspondant à une recherche itérative 

des paramètres inconnus (comme les constantes de vitesse) permettant l’obtention d’un 

chi2 minimal. 

Dans notre cas, les cinétiques de fluorescence obtenues à différentes concentrations en 

H2O2 ont été globalement ajustées à l’équation suivante : 

 

Fluo(V) = p[Tsa1-SH] + q[Tsa1FF-SOH] + r[Tsa1LU-SOH] + 0,62 p [Tsa1SS] + 1,24 p 

[Tsa1SO2] + C 

 

avec p, facteur d’intensité de fluorescence de Tsa1SH et les facteurs d'intensité de Tsa1SS 

et Tsa1SO2 fixés à 62 % et 124 % de p (Tsa1SH), sur la base des spectres de fluorescence 

(Fig. 38) ; q et r facteurs d’intensité de Tsa1FF-SOH et Tsa1LU-SOH, respectivement. Le 

paramètre C correspond à la valeur du signal de fluorescence. Le paramètre kSOH a été 

fixé à la valeur k1 déterminée dans l’expérience présentée § II.2, soit 9,7.107 M-1.s-1. Les 

paramètres ajustés sont les autres constantes de vitesse, ainsi que les paramètres q et r.  

Dans un premier temps, la valeur de kFF a été fixée à 0. Comme le montre la figure 66A, 

cette procédure a permis d’ajuster les cinétiques expérimentales de façon satisfaisante 

et d’obtenir des constantes de vitesse intrinsèques kLU, kSS et kSO2 proches des valeurs 

observées de k2, k3 et k4 obtenues par ajustement direct (Tableau 8). Les facteurs 

d’intensité q (Tsa1FF-SOH) et r (Tsa1LU-SOH) ont été ajustés à 63 % et 66 % de p (Tsa1-

SH). Cependant, vu le nombre élevé de paramètres ajustés, certains paramètres se sont 

révélés dépendants : c’est le cas de kLU et kSS. Cependant, la concordance entre kLU et la 

valeur déduite de la cinétique obtenue par CD (65 vs 54 s−1) est un argument validant 

la valeur obtenue par ajustement global. De plus, ces résultats confirment que la 

constante de vitesse de suroxydation k4 obtenue en utilisant les mutants C171A peut 

être utilisée comme estimation de kSO2. L'ajout d'une étape supplémentaire au cours de 

laquelle Tsa1LU-SOH réagit avec H2O2 n'améliore pas l'ajustement, en accord avec le 

modèle mécanistique. 
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Tsa1 Analyse triple 
exponentielle 

Tsa1  Ajustement global 

k1 (M-1.s-1) (9,7 ± 0,4) 107   kSOH (M-1.s-1) (1,0 ± 0,01) 108 

k2 (s-1) 64 ± 5 kLU (s-1) 65 ± 1 

k3 (s-1) 4,6 ± 0,3 kSS (s-1) 5,8 ± 0,1 

k4 (M-1.s-1) (2,1 ± 0,2) 103 kSO2 (M-1.s-1) (2,9 ± 0,1) 103 

 

Tableau 8. Comparaison des constantes de vitesse des étapes réactionnelles entre Tsa1 et H2O2, 
obtenues par ajustement selon un modèle triple exponentiel ou par global fitting. 
 

Dans un second temps, l’ajustement a été répété en intégrant le paramètre kFF. Le 

fait de rendre la réaction Tsa1FF-SOH ⇌ Tsa1LU-SOH réversible a conduit à l’ajustement 

de la constante de vitesse kFF à une valeur très faible avec une très forte erreur, et n'a 

pas non plus permis d’améliorer l'ajustement. Ces données suggèrent donc que 

l'hypothèse d'un équilibre rapide Tsa1FF-SOH ⇌ Tsa1LU-SOH ne s'applique pas car elles 

impliquent que, bien qu'intrinsèquement réversible, la transition Tsa1FF-SOH → Tsa1LU-

SOH se comporte comme un processus quasi irréversible dans le cycle catalytique. 
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V. Couplage du mécanisme catalytique et de la sensibilité à 
la suroxydation 
 

Nous avons cherché à déterminer si, sur la base des différentes constantes 

cinétiques du mécanisme, il était possible de prédire la sensibilité des Prx à la 

suroxydation, mesurée à l’état stationnaire. La méthode développée par Nelson permet 

de déterminer CHyp1% en considérant que le changement conformationnel FF-LU est un 

équilibre rapide au sein du cycle catalytique, mais nos résultats suggèrent que cette 

hypothèse ne se vérifie pas. Dans ce cas, la fraction d'enzyme suroxydée par cycle 

catalytique ou finact, peut se définir ainsi : 

 

𝒇𝒊𝒏𝒂𝒄𝒕 =
𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯][𝑷𝒓𝒙𝑭𝑭 − 𝑺𝑶𝑯]

𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯][𝑷𝒓𝒙𝑭𝑭 − 𝑺𝑶𝑯] +	𝒌𝑳𝑼[𝑷𝒓𝒙𝑭𝑭 − 𝑺𝑶𝑯] − 𝒌𝑭𝑭[𝑷𝒓𝒙𝑳𝑼 − 𝑺𝑶𝑯]
			 

 

où ROOH est la concentration en peroxyde, PrxFF-SOH l'intermédiaire acide sulfénique 

en conformation FF et PrxLU-SOH l'intermédiaire acide sulfénique en conformation LU. 

Si on considère que la transition PrxFF-SOH → PrxLU-SOH est quasiment irréversible, 

kFF~0, le terme kFF[PrxLU-SOH] disparait et l'équation se simplifie : 

 

𝒇𝒊𝒏𝒂𝒄𝒕 =
𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯]

𝒌𝑺𝑶𝟐[𝑹𝑶𝑶𝑯] +	𝒌𝑳𝑼
			 

 

Et, si moins de 5 % de l'enzyme est inactivée au cours de l’expérience, impliquant que 

le premier terme du dénominateur devient quasi négligeable comparé à kLU, on obtient 

alors par simplification 

 

𝒇𝒊𝒏𝒂𝒄𝒕 =
𝒌𝑺𝑶𝟐
𝒌𝑳𝑼

	[𝑹𝑶𝑶𝑯]		 

ainsi 

 

𝐂𝐇𝐲𝐩𝟏% = 𝟎, 𝟎𝟏
𝒌𝑳𝑼
𝒌𝑺𝑶𝟐
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Comme dans la méthode développée par Nelson, finact est linéairement dépendant 

de la concentration en peroxyde mais avec une pente équivalente à kSO2/kLU. Il devrait 

donc être possible de prédire la valeur de la sensibilité à la suroxydation à partir des 

constantes de vitesses déterminées à l’état préstationnaire. 

Les constantes de vitesse kSO2 et kLU mesurée pour Tsa1 et les valeurs CHyp1% mesurée 

ou calculée par la relation CHyp1%= 0,01 kLU/kSO2 sont présentées dans le Tableau 9. Dans 

le cas de Tsa1, la similarité des deux valeurs, que ce soit pour les mutants ou pour 

différents substrats valide nos hypothèses mécanistiques et confirment les résultats 

obtenus précédemment.  

 
 
 
Prx Tsa1A177S A178D Tsa1 Tsa1W161F Tsa1 Tsa1 
Peroxyde H2O2 H2O2 H2O2 tBOOH CuOOH 
kLU (s-1) 216 ± 42 64 ± 5 37 ± 1 59 ± 6 57 ± 5 
kSO2  
(M-1.s-1) 

103 ± 400 2.1 103 ± 200 2.9 103 ± 70 9.5 103 ± 200 39 103 ± 500 

Chyp1% calculé 
(µM) 

2160 ± 1280 305 ± 53 128 ± 7 62 ± 8 16 ± 1 

Chyp1%expérimental 

(µM) 
2620 ± 220 730 ± 100 440 ± 93 63 ± 15 11 ± 2 

 
 
 
Prx hPrx1 hPrx1 hPrx2 hPrx3 AhpC 
Peroxyde H2O2 ONOOH H2O2 H2O2 H2O2 
kLU (s-1) 10.8 ± 2 10.8 ± 2 0.2-0.6 

(Dalla Rizza et al., 
2019; Portillo-
Ledesma et al., 
2018; Randall et al., 
2019) 

20 
(Peskin et al., 
2013) 

>205  
calculé 

kSO2  
(M-1.s-1) 

1,77 103  

(Dalla Rizza et al., 
2019) 

2.8 105 
(Dalla Rizza et 
al., 2019) 

(1.73-1,97) 103 

 (Dalla Rizza et al., 
2019; Randall et al., 
2019) 

2.103  
estimé 

410 
(Dalla Rizza et 
al., 2019) 

Chyp1% calculé 
(µM) 

61 ± 13 0.4 1 to 3 100  

Chyp1%expérimental 

(µM) 
80 ± 5 
/50 
(Bolduc et al., 
2018b) 

 5 
(Bolduc et al., 
2018b) 

127 
(Haynes et al., 
2013b) 

> 5000 
(Bolduc et al., 
2018b) 

 
 
Tableau 9 : Sensibilité à la suroxydation calculée ou expérimentale pour Tsa1 (partie 1), les 
Prxs humaines et AhpC (partie 2). Les valeurs de kSO2 ont été déterminées en utilisant le mutant 
C171A de Tsa1 pour les formes sauvages et mutées.  
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Fig. 67. Comparaison des valeurs de sensibilité à la suroxydation CHyp1% calculées ou 
expérimentales pour Tsa1 formes wt et mutantes ainsi que pour hPrx1 (rouge), hPrx2 
(violet) & hPrx3 (vert). La représentation log-log est adaptée à la mise en évidence de l'échelle 
de sensibilité. 

 
 

Il est possible d’étendre ce raisonnement à d’autres Prx sensibles à la suroxydation 

sur la base de données de la littérature. Dans le cas des Prx humaines Prx2 et Prx3, la 

formation du pont disulfure ne peut être résolue de la transition FF / LU lors des 

expériences de cinétiques rapides. Sachant que cette transition est probablement 

cinétiquement limitante, comme nous l’avons montré dans le cas de hPrx1, nous avons 

utilisé les constantes de vitesse attribuées à l’étape de formation du pont disulfure déjà 

obtenues par d'autres équipes comme une valeur de la constante de vitesse kLU. En 

utilisant les valeurs publiées de kSO2 pour les Prxs, l'index de sensibilité à la 

suroxydation CHyp1% prédit pour hPrx1, hPrx2 et hPrx3 avec H2O2 et le peroxynitrite se 

révèle comparable avec les valeurs expérimentales. Concernant AhpC, en utilisant les 

valeurs de CHyp1 > 5 mM et kSO2 = 410 M-1.s-1 publiées, nous obtenons une estimation de 

la constante de vitesse kLU de 205 s-1, valeur similaire à celle du mutant Tsa1AA (Fig. 67).  
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En conclusion, ces comparaisons confirment que le degré de sensibilité à la 

suroxydation est bien déterminé par la cinétique de changement conformationnel et 

non celle de formation du pont disulfure, en compétition directe avec l'étape de 

sulfinylation. 
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b a 

VI. Etude in vivo chez la levure de la sensibilité relative à la 
suroxydation des Prxs 
 

L’étude présentée ci-dessus a permis d’apporter des réponses quant au 

mécanisme de suroxydation des Prx de type Prx1. Qu’en est-il des différences de 

sensibilité in vivo ? Comment une différence de sensibilité à la suroxydation mesurée in 

vitro se traduit-elle in vivo ? 

Pour tester la sulfinylation des Prxs in vivo, une méthode d'alkylation différentielle des 

Prx réduites ou suroxydées a été utilisée. L'agent alkylant est le methyl-PEG(24)-

maléimide ou mPEG qui ajoute 1239,4 Da par résidu Cys modifié et permet donc de 

distinguer les formes redox par leur mobilité différentielle sur gel SDS-PAGE. Pour 

valider cette procédure, la version tagguée Myc en position N-terminale de Tsa1 (Myc-

Tsa1) a été utilisée pour faciliter l’identification de Tsa1 par immunoblot à partir 

d’extraits cellulaires de cultures (Fig. 68a). En parallèle, les gels sont révélés avec un 

anticorps anti Tsa1 moins spécifique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 68. a . Validation de la procédure de dérivation différentielle de la cystéine par le mPEG 
permettant de suivre la suroxydation de Prx en utilisant Tsa1 (Myc-Tsa1), et comparaison de la 
réactivité de Myc-Tsa1 et Tsa1 vis-à-vis de H2O2.  a,b, les thiols ont été dérivés par NEM ou 
mPEG, comme indiqué, après réduction avec du DTT, comme décrit dans les méthodes, en 
utilisant des lysats cellulaires de la souche Δtsa1 exprimant Tsa1 ou Myc-Tsa1 humain et 
exposés à H2O2 à la concentration indiquée.  a, Western blot des formes réduites (-SH) (2x 
mPEG) et suroxydées (-SO2H) (1 x mPEG) de Tsa1 et Myc-Tsa1 (indiquées par des flèches 
noires), révélées par un anticorps anti-Prx (Tsa1) ou anti-Myc (Myc-Tsa1).  La quantification 
du degré d'oxydation (SO2H/ SH + SO2H) est indiquée sous le western blot (c). b, Western blot 
des formes SO2H de Tsa1 et Myc-Tsa1, en utilisant un anticorps anti-SO2/3 de Prx et les lysats 
cellulaires utilisés en a. 

c 
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Sur cellules non traitées, Tsa1 réduite, lorsqu'elle est alkylée avec le N-éthyl-

maléimide (NEM), migre à une taille attendue d'environ 21-22 kDa. Cette piste sert de 

témoin de migration de la Tsa1 non alkylée par le mPEG (le NEM n’ajoute que 125 Da 

à la masse de la protéine). Par contre si elle est alkylée avec le mPEG, sa taille augmente 

en lien avec les modifications des cystéines CP et CR (+ 1,2 kDa ou + 2,4 kDa si une ou 

deux Cys sont modifiées, soit forme SO2 ou SH). Après traitement des cellules 5 min 

avec H2O2, nous observons une disparition progressive de la bande correspondant à la 

forme réduite de Tsa1SH en fonction de la concentration en H2O2, et l’apparition d'une 

bande de migration intermédiaire, qui correspond à la forme sulfinylée de l'enzyme sur 

la CP et modifiée par le mPEG sur la CR. L’attribution de cette bande est confirmée 

Fig.68b par la même expérience révélée par un anticorps anti PrxSO2/SO3. Le taux de 

sulfinylation de Tsa1 peut ainsi être déterminé en faisant le ratio de l'intensité des 

bandes (SO2/SH + SO2) sur les blots révélés par les anticorps anti myc ou anti Tsa1 

(Fig. 68c). De manière intéressante, Tsa1 et Myc-Tsa1 ont un comportement similaire 

vis-à-vis de la suroxydation in vivo, avec 50 % de forme sulfinylée à 200 µM en H2O2. 

Cependant, aux concentrations en H2O2 inférieures à 100 µM la sensibilité à la 

suroxydation de Myc-Tsa1 semble différente de Tsa1. C’est la raison pour laquelle les 

expériences suivantes ont été réalisées en mesurant le taux de sulfinylation de la Tsa1 

exprimée in vivo sans étiquette révélée avec un anticorps anti-Tsa1, qui bien que 

produisant des signaux non spécifiques, permet la quantification du degré de 

suroxydation de l'enzyme.  

Les tests ont été réalisés après exposition des cellules à des concentrations 

croissantes d’H2O2, tBOOH et CuOOH pendant 5 minutes. Nous observons qu’in vivo, 

Tsa1 ne se suroxyde pas de manière équivalente en présence des différents peroxydes. 

En effet, la suroxydation apparaît à des niveaux de concentrations plus faibles en 

CuOOH et tBOOH comparé à H2O2, avec un taux de sulfinylation de 50 % obtenu avec 

75, 125 et 200 µM de peroxyde respectivement (Fig. 69a). Ces résultats sont en accord 

avec ceux obtenus in vitro dans notre étude. Nous constatons en outre que le taux de 

suroxydation atteint plus rapidement un plateau avec les peroxydes organiques et le 

taux de suroxydation maximal est plus élevé qu'avec H2O2. 
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Fig. 69. a-c Suroxydation de Tsa1 dans les cellules exposées à H2O2, tBOOH, CuOOH, pendant 
5 min aux concentrations indiquées. Les thiols ont été dérivés par le NEM ou le mPEG, comme 
indiqué, après réduction par le DTT. d-f, Comparaison de la réactivité de hPrx1, Tsa1 et Tsa1AA 
avec H2O2 in vivo. Les thiols ont été dérivés par le NEM ou le mPEG, comme indiqué, après 
réduction par le DTT, en utilisant des lysats cellulaires de la souche Δtsa1 exprimant la hPrx1, 
Tsa1 ou Tsa1AA et exposés à H2O2 à la concentration indiquée. a, d, Western blot des formes 
réduites (-SH) (2 x mPEG) et suroxydées (-SO2H) (1 x mPEG) de Tsa1 (indiquées par des 
flèches noires), révélées par un anticorps anti-Prx1. b, e, Western blot de la forme Prx SO2H en 
utilisant un anticorps Prx anti-SO2/3 et les lysats cellulaires utilisés en a et c, respectivement. c, 
f, Quantification du degré d'oxydation (SO2H/ SH + SO2H) en fonction de la concentration en 
peroxyde.  

 
Nous avons ensuite comparé la sensibilité à la suroxydation in vivo de hPrx1, Tsa1 

et Tsa1AA. Nous observons que de plus fortes concentrations d'H2O2 sont nécessaires 

pour suroxyder 50 % du mutant Tsa1AA (500 mM) et à l'inverse, hPrx1 est beaucoup 

plus sensible puisque 100 µM d'H2O2 sont suffisants pour atteindre cette valeur (Fig 

69d,e). Nous remarquons une suroxydation basale de hPrx1 probablement due à la 

présence d'H2O2 endogène. Ces résultats sont en accord avec les données cinétiques 

obtenues dans notre étude qui montrent qu’in vitro, hPrx1 est plus sensible à la 

suroxydation que Tsa1, elle même plus sensible de Tsa1AA. Les résultats obtenus à partir 

des expériences de Western Blot avec un anticorps spécifique des formes suroxydées 

des Prx (SO2/SO3), bien que moins quantitatifs, fournissent des résultats similaires à la 

méthode utilisant la dérivation au malPEG.  

 L'ensemble de ces résultats confirme que les paramètres obtenus in vitro sont 

pertinents et valides in vivo dans le contexte cellulaire de la levure.
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DISCUSSION-CONCLUSION
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La sulfinylation des Cys est une modification des protéines potentiellement 

porteuse de fonctions de régulation. Mon projet de thèse a été consacré à l’étude des 

mécanismes de sulfinylation d’une famille de peroxydases à thiol, les Prx. Les 

modifications oxydatives des thiols dans les protéines sont des processus généralement 

contrôlés par la cinétique chimique. Le mécanisme de sulfinylation des Prx met ainsi en 

jeu une compétition cinétique entre la réaction de suroxydation d’un intermédiaire acide 

sulfénique et une autre voie réactionnelle qui inclut une transition conformationnelle et 

conduit à la réduction de cet intermédiaire sous forme disulfure. Comprendre ce 

mécanisme implique d’obtenir des informations de nature cinétique sur ces processus. 

En outre, ces données obtenues in vitro constituent une base pour comprendre et 

modéliser quantitativement les voies de signalisation redox in vivo.  

La pertinence de ce principe a été souligné par d’autres auteurs, comme Elisabeth 

Veal: "Il serait opportun à l'avenir de mesurer les modifications intracellulaires des 

concentrations d'H2O2 ou de NADPH in vivo couplé à des modèles mathématiques 

incorporant des analyses cinétiques in vitro, au mécanisme de  suroxydation des Prx et 

aux interactions avec leur partenaires (Trx, Srx…) car ces études, ensemble, constitueront 

des outils permettant de mieux comprendre comment les cellules répondent à différents 

niveaux de stress (ROS), et comprendre les rôles clés que jouent les Prx dans ces 

réponses." (Veal et al., 2017). Notre étude a permis d'apporter des éléments nouveaux à 

ces modèles et contribuera ainsi à une meilleure compréhension des voies de 

signalisation redox qui dépendent des Prx. 

Nous avons montré que la Prx1 majeure de la levure, Tsa1, est 10 fois plus robuste 

vis-à-vis du phénomène de suroxydation que ses homologues mammifères. Ce résultat 

semble surprenant mais peut s'expliquer par le mode de vie unicellulaire de S. cerevisiae. 

L’exposition directe de la levure à son environnement, donc aux stress, implique que ses 

Prx ne soient pas exagérément sensibles à la suroxydation et donc à leur inactivation en 

tant que peroxydases. A contrario, l'environnement pluricellulaire dans un tissu chez les 

mammifères est cohérent avec le fait que les Prx soient sensibles à de faibles 

concentrations de peroxydes pour pouvoir déployer leurs nouvelles fonctions de 

transfert du signal redox et de protection par effet chaperon. Les résultats que nous avons 

obtenus in vivo reflètent la différence de sensibilité entre Tsa1 et hPrx1, et sont en accord 



 

 
121 

avec un plus faible niveau de peroxydes intracellulaire dans les cellules de mammifères 

en comparaison avec la levure (Domènech et al., 2018; Huang and Sikes, 2014).  

Il est cependant important de considérer d’autres facteurs susceptibles de 

moduler la sensibilité à la suroxydation in vivo. En effet, en conditions physiologiques le 

couple HCO3-/CO2 réagit avec H2O2 pour générer du peroxymonocarbonate, un 

peroxyde puissant capable d’amplifier les effets de H2O2 dans la cellule, en particulier 

via la suroxydation des Prx (Truzzi et al., 2019).  

 

Le modèle enzymatique de la suroxydation des Prx1 revisité 

Dans le modèle proposé en 2003, tous les événements chimiques et 

conformationnels du cycle peroxydase/sulfinylation avaient été présentés (Fig. 36 page 

63). En considérant l’étape de changement conformationnel comme un équilibre rapide, 

ce modèle prédisait trois paramètres comme déterminants de la sensibilité à la 

suroxydation : kSO2, KLU (constante d’équilibre) et kSS. En utilisant une méthode d'étude 

en cinétique rapide de Tsa1 S. cerevisiae, basée sur la fluorescence des Trp, nous avons 

identifié que l'évènement conformationnel lié à la transition FF vers LU est indépendant 

cinétiquement de l'étape de formation du pont disulfure.  Une constante cinétique 

pouvait donc être associée à cette transition conformationnelle, ce qui suggère que cette 

étape n’est en fait pas un équilibre rapide. Cette observation nous a permis d'établir que 

la sensibilité à la suroxydation est uniquement liée à la constante cinétique de 

sulfinylation et à la constante de vitesse de transition FF vers LU. Ceci indique que les 

étapes de suroxydation et de changement conformationnel sont deux voies en 

compétition directe (Fig. 70). La « pause cinétique » qui permet la suroxydation a donc 

lieu au moment du changement conformationnel et non de l’étape de formation du pont 

disulfure CP-CR.  Ce mécanisme est également valable dans le cas des Prx de mammifères 

comme hPrx1. Dans ce cas, la cinétique du changement conformationnel étant plus lente, 

cette étape devient cinétiquement limitante et ne peut être distinguée de l’étape de 

résolution.  
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Fig. 70. Schéma du modèle revisité représentant en partie le cycle peroxydasique, la voie de 
suroxydation, les constantes de vitesse, les différents états redox et conformationnels des Prx 
de type Prx1. La compétition entre les étapes de suroxydation et de changement conformationnel 
est matérialisée par les flèches rouges. L'unité catalytique est le dimère en structure tête-bêche 
représenté en jaune et turquoise. Les sites actifs sont identifiés par les Cys CP et CR. La CR est 
située dans la région C-terminale dont la conformation change entre les états FF et LU. La 
réduction de la Prx suroxydée par Srx est indiquée. FF = fully folded, LU = locally unfolded. Les 
constantes de vitesse de réduction des peroxydes kSOH, de sulfinylation kSO2, de formation du pont 
disulfure kSS, ainsi que les constantes de vitesse associées à la transition conformationnelle kFF et 
kLU sont indiquées. 

 

Plusieurs arguments sont en faveur de ce modèle revisité : (i) il permet de prédire 

la valeur de sensibilité des Prx (CHyp1%) à l’état stationnaire à partir des valeurs de kLU et 

kSO2, en accord avec valeurs de CHyp1% obtenues expérimentalement ; (ii) les cinétiques 

de la réaction de Tsa1 avec H2O2 (cycle catalytique unique) peuvent être globalement 

ajustées de façon satisfaisante par ce modèle, donnant (iii) des valeurs de constantes de 

vitesses kSO2, kLU et kSS proches de celles mesurées par ajustement direct des cinétiques 

obtenues pour la Tsa1 sauvage et mutées. En particulier la constante de vitesse de 

suroxydation kSO2 obtenue est du même ordre de grandeur (103 M-1.s-1) que celle mesurée 

directement grâce au mutant Tsa1C171A. Il est intriguant de constater que nous n'avons 

pas détecté d'étape de changement conformationnel pour le mutant Tsa1C171A. Une phase 

cinétique avec une constante de vitesse comprise entre 2 et 3 s-1 a été observée, qui s'est 

avérée insensible à l’ajout d’agent viscogène et ne correspond donc pas au changement 

conformationnel. Il est possible que la mutation C171A, située dans la région C-
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terminale, affecte la cinétique de la transition FF/LU, qui ne serait alors plus observable 

(Perkins et al., 2013). 

Une observation importante découlant de l’analyse globale est que la transition 

Tsa1FF-SOH/Tsa1LU-SOH ne serait pas un équilibre rapide. En effet cette étape se 

comporte comme un événement quasi irréversible, ce qui implique que la formation du 

sulfénate SOH pourrait induire le changement conformationnel, et que la constante 

d’équilibre KLU=kLU/kFF serait largement supérieure à 1 pour l’intermédiaire Tsa1-SOH. 

Cette hypothèse est à l’inverse de ce qui était proposé jusqu’alors, considérant que 

l’équilibre était plutôt en faveur de la conformation FF, sur la base d’études sur la forme 

réduite de Prx. Ce résultat inattendu est toutefois en adéquation avec une étude à haute 

résolution d’une série de structures de PrxQ, obtenues lors de l’oxydation de la Cys CP 

de l'enzyme sous forme SOH (Perkins et al., 2016). Ces résultats suggèrent que la 

formation de la fonction sulfénate dans la conformation FF génère une structure de haute 

énergie, déstabilisant le site actif et favorisant le changement FF/LU au niveau de l’hélice 

α2 dans le site actif. Cette hypothèse est également conforme à une structure de la PrxIV 

humaine (une Prx de type Prx1) obtenue sous forme acide sulfénique dans la 

conformation LU (Cao et al., 2011).  

L’étude de mutants de la région C-terminale de Tsa1 apporte d’autres éléments 

quant à l’architecture du site actif des Prx. La réactivité exceptionnelle des Prx avec les 

peroxydes est due à la configuration du site actif dans la conformation FF qui permet 

d’activer la liaison peroxyde pour l’attaque par la Cys CP. La stabilité de cette 

organisation dans le cas des Prx1 a été souvent associée à la présence de l’hélice α C-

terminale comme « renfort » (Fig. 20). Cependant, nous avons caractérisé deux mutants, 

Tsa1AA et Tsa1YF dont le spectre CD à l’état réduit reflète un équilibre FF/LU déplacé en 

faveur de la conformation LU. Or la réaction de ces deux mutants avec H2O2 (paramètre 

kSOH) s’est révélée relativement peu affectée par rapport à Tsa1 sauvage. Par conséquent, 

soit ces mutants existent en équilibre rapide FF/LU à l’état réduit, ce qui permet un 

déplacement non limitant LU→ FF ; soit ils existent dans une conformation intermédiaire 

qui maintient l’organisation FF du site actif, compétente pour l’attaque sur le peroxyde, 

mais dont la région C-terminale serait déstabilisée, générant un spectre CD avec une 

signature de type LU. C’est ce qui a été observé dans certaines structures de 

conformation mixte de la Prx1 bactérienne AhpC (Perkins et al., 2013). Le dépliement de 

la région C-terminale ne serait donc pas suffisant pour induire celui du site actif. A 
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l’inverse, c’est la formation de l’acide sulfénique dans la conformation FF qui entrainerait 

le dépliement local du site actif, induisant à son tour le dépliement de l’extrémité C-

terminale vers la forme LU complète. 

 

L’étape de sulfinylation est-elle activée ? 

La constante de vitesse de suroxydation kSO2 est très élevée chez les Prx en 

comparaison avec d'autres protéines redox comme les protéines Tyrosine phosphatases 

(Tanner et al., 2011), ce qui suggère que la conformation du site actif de l’intermédiaire 

Prx-SOH sous forme FF facilite la suroxydation en acide sulfinique.  Dans le cas de H2O2, 

la valeur de kSO2 est très similaire pour différentes enzymes de la famille Prx1, ce qui est 

cohérent avec la forte conservation du site actif de ces enzymes. Une étude de 

modélisation par une méthode mixte QM/MM suggère au contraire que dans le cas de 

AhpE, la réaction de H2O2 avec l’intermédiaire CP-SOH ne serait pas catalysée dans le 

site actif. Il faut cependant noter que cette enzyme est spécifique de peroxydes 

organiques et réagit moins efficacement avec H2O2, avec une constante kSO2 de l’ordre de 

40 M-1s-1 (Semelak et al., 2020).  

De manière surprenante, nous avons montré que des substrats peroxydes 

organiques suroxydent Tsa1 avec une constante de vitesse de suroxydation beaucoup 

plus élevée que H2O2 et ce résultat a été confirmé in vivo. Ce résultat suggère que ces 

molécules doivent être reconnues dans l’environnement du site actif FF et peuvent 

établir des interactions via leur partie hydrophobe. Il est également en accord avec nos 

résultats montrant que la première étape de réaction de Tsa1 avec tBOOH et CuOOH est 

réversible, et fait donc intervenir une interaction non covalente avec Tsa1 avant l’attaque 

de la CP. Par contre la formation du sulfénate est légèrement ralentie avec ces substrats 

en comparaison avec H2O2, ce qui pourrait être dû à une accessibilité suboptimale du 

groupement peroxyde à la Cys CP.  

Nos résultats laissent entrevoir de nouvelles études structure-fonction d’une autre 

enzyme de la même famille, la Tsa2 de S. cerevisiae. Elle possède une forte identité de 

séquence avec Tsa1, mais est inductible par les peroxydes. Tsa2 est particulièrement 

impliquée dans la réponse aux peroxydes organiques, puisque la délétion du gène 

codant Tsa2 résulte en une sensibilité particulière des levures au tBOOH (Munhoz & 

Netto, 2004). De plus la surexpression de Tsa2 dans S. cerevisiae confère aux cellules une 

résistance accrue vis-à-vis de tBOOH, ce qui n’est pas le cas de Tsa1 (Biteau, Thèse 2003). 
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Ce comportement pourrait être dû à une spécificité de substrat et une sensibilité 

différente à la suroxydation, qu’il sera intéressant de comparer à celles de Tsa1 grâce à 

notre méthodologie et à l'aide de données structurales (Nielsen et al., 2016). 

 

La suroxydation des autres familles de Prx 

Peu de données quantitatives sont disponibles sur la sensibilité à la suroxydation 

de Prx d’autres familles. Une transition analogue à la transition FF/LU a été décrite pour 

la plupart des familles de Prx possédant un résidu Cys CR, c’est-à-dire Prx1, Prx5, PrxQ 

et TPx (Perkins et al., 2015)(tableau 2 page 32). Cependant cette transition diffère 

nécessairement d’une famille à l’autre puisque la CR est située à différentes positions 

dans la structure. La question du mécanisme de suroxydation et du rôle de la transition 

FF/LU dans la compétition entre le cycle peroxydase et la sulfinylation est donc posée. 

Par exemple dans le cas de la TPx d’E. coli, une étude a montré par dichroïsme 

circulaire l’existence d’un changement de positionnement des acides aminés 

aromatiques lors du passage de la forme FF vers LU (Vazquez et al., 2020). Cette enzyme 

réduit préférentiellement les peroxydes organiques et est sensible à la suroxydation par 

le CuOOH avec un Chyp1% de 156 µM (Nelson et al., 2013). Cependant, elle ne possède 

pas les motifs responsables de la sensibilité existant chez les Prx1 et est donc qualifiée de 

Prx robuste. La question se pose donc du rôle de ce changement conformationnel et des 

éléments de structure qui favorisent la suroxydation.  Dans le cas de la famille Prx5, la 

Prx5 humaine possède une extension de 22 acides aminés supplémentaires à l'extrémité 

C-terminale, qui augmente sa constante de vitesse de recyclage de huit fois (Vazquez et 

al., 2020). Cette particularité structurale est-elle répercutée sur la sensibilité à la 

suroxydation de cette enzyme ? Enfin la Prx6 ne possède qu'une Cys, et est recyclée 

directement par le glutathion. A l’instar des enzymes de type Prx1, la Prx6 humaine est 

multifonctionnelle : sa modification par sulfinylation permettrait d’inhiber l’activité 

peroxydase au profit d’une activité phospholipase A2, deux activités impliquées dans la 

réparation des lipides membranaires oxydés en réponse à un stress oxydant ou au cours 

d’événements de signalisation (Fisher et al., 2017; Kim et al., 2008). Une étude récente 

indique que chez S. cerevisiae la suroxydation d’une Prx6 est essentielle pour prévenir 

l’accumulation de glutathion oxydée dans les mitochondries en conditions de stress 

oxydant (Calabrese et al., 2019). Quel est son mécanisme de suroxydation ? L’étape de 
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sulfinylation est-elle en compétition directe avec le glutathion, ou avec une étape 

conformationnelle comme Tsa1 ?  

 

La sulfinylation d’autres protéines 

Notre étude a permis de clarifier les mécanismes moléculaires contrôlant la 

sensibilité des Prx à la suroxydation. Récemment, une étude protéomique a permis 

d’identifier de nombreuses autres protéines sensibles à la suroxydation et de localiser la 

Cys cible (Akter et al., 2018). De façon inattendue, un nombre significatif de ces protéines 

sulfinylées se sont révélées être des substrats de Srx, suggérant que la sulfinylation est 

une modification post traductionnelle répandue à fonction de régulation. Ceci soulève la 

question du mécanisme de suroxydation de ces protéines. Il est probable que ce 

mécanisme mette en jeu une compétition analogue à celle des Prx, avec l’oxydation de la 

Cys cible sous forme sulfénique, puis une compétition entre une réaction de réduction, 

par un réducteur à thiol, et la réaction de sulfinylation. 

Notre étude a permis de jeter les bases de l’étude des mécanismes de régulation 

des protéines sensibles à la sulfinylation. Parmi les nouveaux substrats de Srx 

découverts, DJ-1 est une protéine associée à la maladie de Parkinson possédant comme 

les Prx, des activités multiples, de type antioxydante déglycase et de type chaperon, 

régulées par sulfinylation. La protéine DJ-1 humaine est un homodimère qui possède 3 

Cys : la Cys 106 est catalytique assurant l’activité déglycase (Richarme et al., 2015). Ce 

résidu, très réactif, est sensible à la suroxydation. Le résidu Cys 53 est impliqué dans un 

pont disulfure avec son homologue situé sur la seconde sous unité, stabilisant le dimère 

de DJ-1. Très récemment, la sulfinylation de la Cys 46 a été observée, et parallèlement la 

forme sulfinylée sur la Cys 46 s’est avérée être réduite par Srx (Akter et al., 2018). Ces 

deux Cys présentent-elles des sensibilités équivalentes à la sulfinylation en présence de 

peroxyde ou existe-t-il une gradation de la sensibilité permettant "d'allumer ou éteindre" 

une fonction précise dans des conditions de stress oxydant plus ou moins sévères ? La 

méthodologie développée dans ce projet sur les Prx pourrait être adaptée à DJ-1 et 

d’autres protéines sensibles à la sulfinylation, afin d’identifier les mécanismes généraux 

contrôlant cette modification redox, dont l’impact biologique est encore mal connu. 

 

 



MATERIEL & METHODES 
 

 
127 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
MATÉRIEL & MÉTHODES 



MATERIEL & METHODES 
 

 
128 

 
 

I. Matériel 
 
 

1. Les souches bactériennes d’Escherichia coli 
 
 

Nom de la 
souche 

Utilisation 

  
 E. coli DH5α 

supE44, ΔlacU169 (ϕ80 lacZM15), hsdR17, recA1, endA1, 
gyrA96, thi-1, relA1. Cette souche est utilisée pour la 
préparation de l’ADN plasmidique. 
  

 
 
E. coli C41 (DE3) 

F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB–mB–) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 ind1 
sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS). Souche dérivée de la souche BL21 
(DE3) contenant des mutations ponctuelles du gène lacI et du 
promoteur lacUV5 (Kwon et al., 2015; Miroux and Walker, 1996) 
Cette souche est utilisée pour la surexpression des protéines 
recombinantes (Tsa1, Trx1, hPrx1). Elle contient une copie 
chromosomique de la séquence codant l’ARN polymérase du 
bactériophage T7 placée sous le contrôle du promoteur lacUV5 
inductible par l’IPTG. 

 
 

2. Les souches de la levure Saccharomyces cerevisiae 
 
 

Nom de la souche Utilisation 

 S.cerevisiae RDKY3615 

 
 MATa, ura3-52, leu2Δ1, trp1Δ63, his3Δ200, lys2ΔBgl, hom3-
10, ade2Δ1, ade8, hxt13::URA3 
 

S.cerevisiae BY4741   MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 

S.cerevisiae Δtsa1   BY4741 tsa1Δ::kanMX4 

S.cerevisiae MEHY1631   RDKY3615 ogg1Δ tsa1Δ::PRXI 
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3. Plasmides d'expression des protéines recombinantes 
 
 

Nom du plasmide Utilisation 

 pET28b-HT-Tsa1 

Plasmide intégrant la séquence nucléotidique du gène 
tsa1 (Tsa1 de S.cerevisiae) fusionnée avec une séquence 
codant une étiquette 6xHis en N-ter, sous contrôle du 
promoteur T7. Vecteur portant un gène de résistance à la 
kanamycine. 

pET28b-HT-hPrx1 

Plasmide intégrant la séquence nucléotidique du gène 
prdx1 (Prx1 humaine) fusionnée avec une séquence 
codant une étiquette 6xHis en N-ter, sous contrôle du 
promoteur T7. Vecteur portant un gène de résistance à la 
kanamycine. 

pET20b-Trx1 

Plasmide intégrant la séquence nucléotidique du gène trxA 
(Trx1 de E. coli). Vecteur portant un gène de résistance à 
l'ampicilline. 

pRS316-Myc-Tsa1 

Plasmide intégrant la séquence nucléotidique du gène 
tsa1 (Tsa1 de S.cerevisiae) fusionnée avec une séquence 
codant une étiquette Myc en N-ter, sous contrôle du 
promoteur lac. Vecteur portant un gène de résistance à 
l'ampicilline et porteur du marqueur d'auxotrophie URA3. 

pRS316-Tsa1-A177S 
A178D 

Plasmide intégrant la séquence nucléotidique du gène 
tsa1 mutée (Tsa1 de S.cerevisiae) fusionnée avec une 
séquence codant une étiquette Myc en N-ter, sous contrôle 
du promoteur lac. Vecteur portant un gène de résistance à 
l'ampicilline et porteur du marqueur d'auxotrophie URA3. 
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4. Culture des bactéries et levures 
 

Les milieux ci-dessous sont autoclavés 20 min à 120 °C sous une pression de 1 bar. 

Pour les milieux solides, de l’agar est additionné à raison de 20 g/L avant le 

passage à l’autoclave. 

Les antibiotiques sont ajoutés après l’étape de stérilisation, à une concentration finale 

de 200 mg/L pour ampicilline et 50 mg/L pour la kanamycine. 

- Milieu riche LB (Luria Bertani) : Tryptone 20 g/l, extrait de levure 5 g/l, NaCl 5 

g/l, pH 7,5 ajusté par NaOH. Ce milieu est utilisé pour les précultures bactériennes 

des différentes protéines recombinantes et la production de Trx1. 

- Milieu ZYM5052 : Milieu LB, glucose (10 %), lactose (12 %), glycérol (5 %). Ce 

milieu est utilisé pour la production bactérienne de hPrx1, Tsa1 wt et mutants. (Studier, 

2005) 

- Milieu SD : Milieu synthétique minimal, extrait de levure sans acides aminés (0,67 

%), glucose (2 %), additionné de l'acide aminé approprié. Ce milieu est utilisé pour la 

culture des levures. 

- Milieu YPD : extrait de levure (1 %), peptone (2 %), glucose (2 %). Ce milieu est 

utilisé pour la culture des levures. 
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5. Les tampons et solutions d’usage courant 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tampon Composition 

Tampon Start Na2HPO4 20 mM, NaCl 300 mM, pH 7,5. 

Tampon TE Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8. 

Tampon TE, KCl Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8, KCl 1 M. 

Tampon TK Tris-HCl 50 mM, KCl 100 mM, pH 7. 

Tampon de 

migration SDS-PAGE 

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

Bleu de dépôt 
pour gel SDS-
PAGE 

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

Bleu natif pour 
dépôt sur gel 
d’agarose 

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

Solution de 
coloration pour 
gel SDS-PAGE 

Éthanol 5 % ; acide acétique 7,5 %, Bleu de Coomassie G 
250 0,1 % 

Solution de 
décoloration pour 
gel SDS-PAGE 

 
Éthanol 50 % ; acide acétique 10 %. 

Tampon PBS (10X) Na2HPO4 100 mM; KH2PO4  18 mM pH 7,3; NaCl 1.4 M; 
KCl 27 mM. 

  
 Tampon NaPi, NaF 

 
Na2HPO4 10 mM; NaF 100 mM pH 7 
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6. Les oligonucléotides de clonage ou mutagenèse 
 
 

En gras les mutations présentées dans cette étude. 

Séquence 5'-3' Usage 
CTGCTGATAGGCATATGTCTTCAGGAAATG Clonage gène prdx1 H.sapiens for 
CAGCCCAGAGCTCACTTCTGCTTGGAG Clonage gène prdx1 H.sapiens rev 
CACATACATACCATATGGTCGCTCAAG Clonage gène tsa1 S.cerevisiae for 
GTCATTTAGAGAGCTCTGCAAGCGTC Clonage gène tsa1 S.cerevisiae rev 
GGTACTGTCTTGCCAGCTAACTGGACTCCAGG mutagenèse Tsa1 C171A for 
CCTGGAGTCCAGTTAGCTGGCAAGACAGTACC mutagenèse Tsa1 C171A rev 
CCTTCACTTTCGTCGCGCCAACCGAAATC mutagenèse Tsa1 C48A for 
GATTTCGGTTGGCGCGACGAAAGTGAAGG mutagenèse Tsa1 C48A rev 
GACTCCAAGGAAGGTGGCGAAGCTGCCAAC mutagenèse Tsa1 Y190G F191G for 
GTTGGCAGCTTCGCCACCTTCCTTGGAGTC mutagenèse Tsa1 Y190G F191G rev 
GACTCCAAGGAATAATTCGAAGCTGCC mutagenèse Tsa1 Δ190-196 
GGCAGCTTCGAATTATTCCTTGGAGTC mutagenèse Tsa1 Δ190-196 
GCCTTCCAATTTACCGACAAGAACGG mutagenèse Tsa1 W161F for 
CCGTTCTTGTCGGTAAATTGGAAGGC mutagenèse Tsa1 W161F rev 
CCTTCACTTTCGTCAGCCCAACCGAAATCATTG mutagenèse Tsa1 C48S for 
CAATGATTTCGGTTGGGCTGACGAAAGTGAAGG mutagenèse Tsa1 C48S rev 
CCTTTTGGCATTTACCAATATCCC mutagenèse Tsa1 W83F for 
GGGATATTGGTAAATGCCAAAAGG mutagenèse Tsa1 W83F rev 
GCCATGTAACTTTACTCCAGGTGC mutagenèse Tsa1 W173F for 
GCACCTGGAGTAAAGTTACATGGC mutagenèse Tsa1 W173F for 
CTACCATCAAGCTGACCGTTGAAG mutagenèse Tsa1 P182L for 
CTTCAACGGTCAGCTTGATGGTAG mutagenèse Tsa1 P182L rev 
GCTTGATGGTATCAGAACCTGGAGTC mutagenèse Tsa1 A177S A178D for 
GACTCCAGGTTCTGATACCATCAAGC mutagenèse Tsa1 A177S A178D rev 
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II. Méthodes 
 
 

1. Mutagenèse dirigée par PCR 
La mutagenèse dirigée par PCR a été utilisée en employant l’ADN polymérase 

Pfu® (Fermentas). La réaction est réalisée dans un volume total de 50 µL, en présence 

de 0,02 unité d’enzyme Pfu® dans son tampon, de 0,2 µM de chaque dNTP 

(Fermentas), de 250 ng de plasmide recombinant et de 40 nM de chaque amorce 

complémentaire apportant les séquences mutées. La température et la durée de 

chaque étape réactionnelle sont ajustées en fonction du Tm des amorces et de la taille 

du plasmide. Après 30 cycles réactionnels, 10 µL de mélange réactionnel sont traités 

par l’endonucléase DpnI (Fermentas) dans les conditions recommandées par le 

fournisseur. Après transformation des cellules E. coli DH5α super-compétentes et 

sélection des clones recombinants sur milieu sélectif, les plasmides sont amplifiés 

par mini-préparation et analysés par séquençage. 

 
 

2. Production et purification des enzymes étudiées 
 

Les souches, plasmides, milieux et tampons utilisés dans les techniques 

décrites ci- dessous sont indiqués dans la section Matériel. 

 
A. Production et purification de Tsa1 recombinante portant une étiquette 

6xHis 

L'enzyme Tsa1 portant une étiquette His est produite dans la souche C41(DE3), 

transformée par le vecteur plasmidique pET28b-HT-Tsa1, dans du milieu LB 

supplémenté en kanamycine (50 mg/l). Les cultures sont ensemencées à une densité 

cellulaire de 0,1 unité d'absorbance à 600 nm, puis incubées à 37 °C sous agitation. 

L’expression de la protéine est induite par ajout d’IPTG (1 mM) à une absorbance à 

600 nm d’environ 0,6 au bout de 3 à 4 heures. Les cultures sont ensuite incubées 

pendant 16 heures dans les mêmes conditions. Les cellules sont récoltées par 

centrifugation à 3500 g. 
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a) Extraction 

Après suspension du culot de cellules dans le tampon Start en présence de 

Benzonase® (20 U/mL) et de MgSO4 (2 mM), les bactéries sont lysées par sonication 

(Branson Sonifier), à 4 °C, puis centrifugées à 20 000 g, 4 °C pendant 40 min, pour 

éliminer les débris cellulaires insolubles. Le surnageant (extrait cellulaire soluble) 

contient la protéine d'intérêt. 

 
 

b) Chromatographie d’affinité sur résine à métal immobilisé Ni2+  

(IMAC) 

La protéine est retenue sur la résine grâce à des interactions spécifiques entre 

les ions Ni2+, fixés préalablement à la résine, et l’étiquette 6xHis fusionnée du côté N-

ter de Tsa1.  

L’extrait cellulaire soluble, filtré sur une membrane d’acétate de cellulose 0,45 

µm, est injecté sur une colonne de résine Ni Sepharose HP (25 ml, Amersham 

Biosciences) couplée au système chromatographique ÄKTATM Avant (GE 

Healthcare®), préalablement équilibrée avec le tampon start, et en présence de 50 mM 

d’imidazole. La présence d’imidazole lors de la charge a pour but d’éliminer la 

fixation non spécifique de protéines cellulaires, tout en assurant la fixation de la 

totalité de la protéine Tsa1. 

L’imidazole contenu dans le tampon d’élution entre en compétition avec les 

chaînes latérales des histidines de l’étiquette His de la Tsa1. L’élution est obtenue 

grâce à un palier d’imidazole à une concentration de 500 mM, et est suivie par la 

mesure de l'absorbance à 280 nm. 

 

c) Concentration et conservation 

Les fractions contenant Tsa1 pure, identifiées par électrophorèse en 

conditions dénaturantes de type SDS-PAGE, sont rassemblées et concentrées par 

ultrafiltration sur membrane Amicon YM10 (limite d’exclusion de 10 kDa). La 

protéine Tsa1 est dialysée contre le tampon TK en présence de DTT (20 mM). Enfin 

la protéine est conservée congelée à -20°C. La concentration molaire de la protéine est 

déterminée spectrophotométriquement à 280 nm (coefficient d’extinction molaire 

ε280nm = 29 500 M-1.cm-1). 
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B. Production et purification de hPrx1 recombinante portant une étiquette 6xHis 
 

L'enzyme hPrx1 portant une étiquette His est produite dans la souche C41(DE3), 

transformée par le vecteur plasmidique pET28b-HT-hPrx1, dans du milieu LB 

supplémenté en kanamycine (50 mg/l). Les cultures sont ensemencées à une densité 

cellulaire de 0,1 unité d'absorbance à 600 nm, puis incubées à 37 °C sous agitation. 

L’expression de la protéine est induite par ajout d’IPTG (1 mM) à une absorbance à 

600 nm d’environ 0,6 au bout de 3 à 4 heures. Les cultures sont ensuite incubées 

pendant 16 heures dans les mêmes conditions. Les cellules sont récoltées par 

centrifugation à 3500 g. 
 
 

a) Extraction 
 

Le même protocole est utilisé que celui décrit précédemment. 
 

b) Chromatographie d’affinité sur résine à métal immobilisé Ni2+  

(IMAC) 

La protéine est retenue sur la résine grâce à des interactions spécifiques entre 

les ions Ni2+, fixés préalablement à la résine, et l’étiquette 6xHis fusionnée du côté N-

ter de Tsa1.  

L’extrait cellulaire soluble, filtré sur une membrane d’acétate de cellulose 0,45 

µm, est injecté sur une colonne de résine Ni Sepharose HP (25 ml, Amersham 

Biosciences) couplée au système chromatographique ÄKTATM Avant (GE 

Healthcare®), préalablement équilibrée avec le tampon start, et en présence de 50 mM 

d’imidazole. La présence d’imidazole lors de la charge a pour but d’éliminer la 

fixation non spécifique de protéines cellulaires, tout en assurant la fixation de la 

totalité de la protéine Tsa1. 

L’imidazole contenu dans le tampon d’élution entre en compétition avec les 

chaînes latérales des histidines de l’étiquette His de hPrx1. L’élution est obtenue 

grâce à un palier d’imidazole à une concentration de 500 mM, et est suivie par la 

mesure de l'absorbance à 280 nm. 
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c) Concentration et conservation 

Les fractions contenant hPrx1 pure, identifiées par électrophorèse en 

conditions dénaturantes de type SDS-PAGE, sont rassemblées et concentrées par 

ultrafiltration sur membrane Amicon YM10 (limite d’exclusion de 10 kDa). La 

protéine hPrx1 est dialysée contre le tampon TK en présence de DTT (20 mM). Enfin 

la protéine est conservée congelée à -20°C. La concentration molaire de la protéine est 

déterminée spectrophotométriquement à 280 nm (coefficient d’extinction molaire 

ε280nm = 18 450 M-1.cm-1). 

 
C. Production et purification de la Trx1 d’E. coli 

 
L'enzyme Trx1 est produite dans la souche C41(DE3), transformée par le vecteur 

plasmidique pET20b- Trx1, dans du milieu LB supplémenté en ampicilline (200 

mg/l). Les cultures sont ensemencées à une densité cellulaire de 0,1 unité 

d'absorbance à 600 nm, puis incubées à 37 °C sous agitation. L’expression de la 

protéine est induite par ajout d’IPTG (1 mM) à une absorbance à 600 nm d’environ 

0,6 au bout de 3 à 4 heures. Les cultures sont ensuite incubées pendant 16 heures 

dans les mêmes conditions. Les cellules sont récoltées par centrifugation à 3500 g. 

 

a) Extraction 

Le même protocole est utilisé que celui décrit précédemment. 
 
 

b) Précipitation au sulfate d’ammonium 

Après extraction, l’extrait cellulaire est dilué à une DO280nm de 50 puis est 

amené à 55% de saturation en SA et incubé 2 heures à 4 °C sous agitation. La protéine 

Trx1 est récupérée dans le culot après 30 min de centrifugation à 12000 g. 

 
 

c) Filtration sur gel (ACA54) 

Le culot de précipitation, repris dans le tampon TE, est déposé après ajout de 

DTT (20 mM) sur une colonne de filtration sur gel de type ACA54 de 2 L (Ultrogel 

AcA54, domaine de fractionnement de 5000 à 70000 Da, Pall®), couplée à une pompe 

Frac920, préalablement équilibrée avec le même tampon (TE). Cette étape permet de 

séparer la protéine Trx1 ayant une masse moléculaire de 11.7 kDa d’une grande 
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partie des contaminants protéiques. Les fractions contenant Trx1, identifiées par 

électrophorèse en condition dénaturante de type SDS-PAGE sont rassemblées. 

 
 

d) Chromatographie échangeuse d’anions 

Le même protocole est utilisé que dans le § (3) page 158. La Trx1 est éluée à 

une concentration de 320 mM de KCl. 

 
e) Concentration et conservation 

Les fractions contenant Trx1 sont concentrées par ultrafiltration sur 

concentrateur Amicon YM10 (limite d’exclusion de 10 kDa). La Trx1 est conservée 

à -20°C. La concentration molaire est déterminée spectrophotométriquement à 280 nm 

(ε  = 14 500 M-1.cm-1). 

 

3. Caractérisation biochimique des protéines 
 
 

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

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

cours de la purification. Après concentration des protéines par migration dans un gel 

à 5 % en polyacrylamide, celles-ci sont séparées suivant leur taille dans un gel à 

12,5 % en polyacrylamide. Les protéines sont colorées spécifiquement par le bleu de 

Coomassie R-250 (152). 

 
 

B. Détermination des coefficients d'extinction molaire des protéines 
recombinantes. 
 

Le coefficient d’extinction molaire à 280 nm a été déterminé à l’aide du site 

ProtParamTool, Swiss Prot. 

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

benzoate (DTNB). 
 

Le contenu en thiols libres des (7,35 µM) est choisie pour donner un signal de 
0,1 DO 412nm par thiol libre. En conditions dénaturantes (SDS 2% final, en présence 
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d’urée 8 M), l’expérience permet de doser la totalité des cystéines réduites. Le 

tampon utilisé est TE (pH 8). 
 
 
 

D. Détermination de la masse moléculaire des protéines par 
spectrométrie de masse 
 

L'échantillon devant être exempt de trace de sels, les protéines sont dessalées 

par chromatographie en phase inverse sur une colonne Atlantis BEH (C8), 2,1 x 250 

mm, 2 µm (Waters) couplée au système UPLC Ultimate 3000 (Thermo Dionex). Les 

protéines éluées sont analysées par spectrométrie de masse. Les masses moléculaires 

des protéines ont été aimablement déterminées par le Dr Hortense Mazon au 

laboratoire "service commun de chromatographie et spectrométrie de masse de 

l’Université de Lorraine". L’appareil utilisé est un spectromètre de masse de type 

ESI-MS, MicrOTOF-Q (Bruker Daltonics). 

 
 

4. Caractérisation enzymatique 
 
 

A. Suroxydation  de  la  cystéine  catalytique  d’une  2-Cys  Prx  sous  forme  
acide sulfinique 
 

La forme Tsa1SO2 , est obtenue en présence de H2O2 et d’un réducteur permettant 

de placer l’enzyme en conditions de cycle multiple. La protéine Tsa1 est incubée à 30 
°C en présence de 5 mM de H2O2 et de 100 mM de DTT, pendant 5 minutes, un second 
puis un troisième ajout de 5 mM de H2O2 chacun suivi d’une incubation de 5 minutes 

à 30 °C permettent d’atteindre un degré d’oxydation de la Cys CP en acide sulfinique 

supérieur à 95 %. Le mélange réactionnel est dessalé par filtration sur gel sur une 
colonne PD-10 (GE Healthcare) pour éliminer DTT et H2O2 en excès. La concentration 
molaire de Tsa1CP–SO2H est déterminée par spectrophotométrie à 280 nm. (ε 280nm = 29 

500 M-1.cm-1) 
 
 

B. Détermination des paramètres cinétiques à l’état stationnaire 
 
 

a) Test d'activité peroxydase des Prx    via  le  système  couplé 
Trx1/TR/NADPH. 
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Les tests d’activité sont effectués dans le tampon TK à 25 °C en utilisant la Trx1 

et la TrxR d’E. coli produites et purifiées au laboratoire. La disparition du NADPH 

est suivie par la diminution de la DO340nm au cours du temps à l’aide d’un 

spectrophotomètre d’absorption UV mc2 (Safas, Monaco). Le mélange réactionnel 

comporte : H2O2 (100 µM), Trx (150 µM), Trx réductase (2 µM), NADPH (200 µM), 

l'ajout de Tsa1 déclenchant la réaction. Une mesure à blanc est enregistrée 

systématiquement avant l’ajout de Tsa1 et est déduite de la mesure finale. Une mole 

de NADPH est consommée par mole de Tsa1 réduite, soit un coefficient d’extinction 

molaire à 340 nm de 6200 M-1.cm-1. 

 

b) Mesure de la sensibilité à la suroxydation des Prx via l e  
système couplé Trx1/TR/NADPH. 

 

La mesure de la sensibilité à la suroxydation ou CHyp1% a été effectuée en suivant 

la méthode développée par Nelson et al. Comme dans le paragraphe précèdent (1.), les 

tests d’activité sont effectués dans le tampon TK à 25 °C en utilisant la Trx1 et la TR 

d’E. coli produites et purifiées au laboratoire. La disparition du NADPH est suivie par 

la diminution de la DO340nm au cours du temps à l’aide d’un spectrophotomètre 

d’absorption UV mc2 (Safas, Monaco). Le mélange réactionnel comporte : H2O2 en 

concentrations variables, Trx (5 µM), Trx réductase (0.25 µM), NADPH (200 µM), 

l'ajout de Tsa1 (1 µM) déclenchant la réaction. Au cours de la réaction, l'enzyme se 

suroxyde et une fraction s'inactive à chaque cycle catalytique, entrainant une baisse de 

consommation de NADPH et une incurvation progressive de la droite initiale. Les 

courbes sont transformées en dérivées première et la constante de vitesse kinact est 

ensuite déduite de la pente des droites obtenues. kinact est ensuite divisée par la vitesse 

initiale au temps t=0 pour donner la fraction d'inactivation finact. En restant sous les 5% 

de fraction suroxydée, la courbe finact en fonction de [peroxydes] est une droite qui 

augmente linéairement avec la concentration en peroxyde. L'inverse de cette droite 

nous permet d'obtenir la concentration en peroxyde nécessaire pour suroxyder 100% 

de Tsa1 en un cycle catalytique. Pour obtenir CHyp1%, valeur correspondant à la 

concentration en peroxyde nécessaire pour suroxyder uniquement 1% du pool 

d'enzyme, nous divisons le résultat précèdent par 100. 
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C. Détermination des paramètres cinétiques à l’état pré-stationnaire 
 
 

a) Cinétique rapide par stopped-flow avec suivi de fluorescence 
intrinsèque 

 
Un appareil de suivi de cinétiques rapides de type stopped flow a été utilisé 

(SX19MV-R, Applied Photophysics, Ltd, UK) (Fig. 71) pour déterminer les vitesses de 

réaction entre les Prxs et les différents substrats peroxydes. Les expériences de 

détection de fluorescence intrinsèque de la protéine sont réalisées à 25°C, dans le 

tampon TK, avec une longueur d'onde d'excitation fixée à 295 nm et une collecte de la 

lumière émise au-delà de 320 nm grâce à un filtre adapté. L'appareil permet le mélange 

rapide, volume à volume, de deux composés distincts présent chacun dans une 

seringue, la première contient l'enzyme (Tsa1 wt ou mutants, hPrx) à une 

concentration finale de 5 µM, la seconde contient le peroxyde que l'on souhaite étudier 

en concentrations variables. Six tirs sont enregistrés puis moyennés pour chaque 

valeur de peroxyde. Les données sont ensuite ajustées à une équation de type 

exponentielle grâce au logiciel fourni par le constructeur (ProData viewer). Lors des 

études en présence de viscogène, des concentrations allant de 10% à 30% v/v de 

saccharose ont été ajoutées au réactifs (enzyme et peroxydes).  
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Fig. 71. Représentation schématique du système stopped flow. (Applied Photophysics, Ltd, 
UK) La seringue 1 (H2O2 ou peroxyde substrat) et la seringue 2 (Tsa1) permettent un mélange 
réactionnel rapide volume à volume. Un suivi d’émission de fluorescence du mélange en 
fonction du temps est alors déclenché. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 295 nm. Un 
filtre permet de mesurer l’émission de fluorescence aux longueurs d’onde supérieures à 320 nm.  

 

b) Cinétique rapide par stopped flow avec suivi du signal de 
dichroïsme circulaire 

 
Lors de ces expérimentations, l'appareil de suivi de cinétiques rapides de type 

stopped flow utilisé, est un module du spectromètre de dichroïsme circulaire 

(Chirascan-Plus, Applied Photophysics, Ltd, UK) permettant de déterminer les 

vitesses de changement de conformation de Tsa1 wt après réaction avec H2O2. Les 

expériences sont réalisées à 25°C, dans le tampon Phosphate de sodium 10 mM, NaF 

100 mM pH 7, utilisant le signal dichroïque dans l'UV proche généré à 270 nm. 

L'appareil permet le mélange rapide de deux solutions distinctes présentes chacune 

dans une seringue, la première contient l'enzyme Tsa1 wt à une concentration finale 

de 50 µM, la seconde contient H2O2 à 100 µM. 50 tirs accumulés puis moyennés ont été 

nécessaires pour obtenir un meilleur résultat final avec un plus faible rapport 

signal/bruit. La bande passante a été réglée sur 4 nm permettant une plus grande 

intensité lumineuse émise et détectée. 
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c) Détection des espèces par ESI-MS après séparation par 
chromatographie en phase inverse C8 

 
Le suivi de l’évolution des espèces protéiques en présence de peroxydes, a été 

également réalisé par chromatographie en phase inverse. Les mélanges réactionnels 

contenant Tsa1C171A (5 µM) et peroxyde (200 µM) sont réalisés en tampon TK. La 

réaction a été arrêtée après 1-5 s comme indiqué par acidification à l'aide du TFA 

(0,3 % concentration finale). Les aliquots ont été chargés sur une colonne UPLC 

Atlantis BEH (C8), 2,1 x 250 mm, 2 µm (Waters), préalablement équilibrée dans H2O, 

0,1% de TFA, couplée au système UPLC Ultimate 3000 (Thermo). Les protéines ont été 

éluées en utilisant un gradient linéaire de 30 à 80 % de B (acétonitrile, TFA 0,1%), à un 

débit de 0,4 mL/min.  Les fractions recueillies ont été concentrées 5x et stockées à -20 

°C puis analysées par spectrométrie de masse. 

 

 

5. Caractérisation biophysique des protéines 
 

A. Spectres de dichroïsme circulaire dans l'UV lointain 
 

Afin de comparer le contenu global en structures secondaires des différentes 

formes de Tsa1, des spectres de dichroïsme circulaire ont été réalisés sur l'appareil 

Chirascan Plus (Applied Photophysics, Ltd, UK) en mode cuve. Les mesures dans l'UV 

lointain ont été obtenues en utilisant des cuves en quartz plates avec un trajet optique 

de 0,01 cm contenant 30 µL de Tsa1 wt ou mutants à 50 µM, dans le Tampon NaPi, NaF 

pH 7. 

La fenêtre de longueurs d'ondes scannées se situe entre 180 et 260 nm avec un pas de 

0,5 nm et un temps d'acquisition de 0,5 nm/s. Chaque expérience est la moyenne de 

trois mesures successives.  

 

 

 

 



 

 
143 

B. Spectres de dichroïsme circulaire dans l'UV proche. 
 

Afin de déterminer si les formes redox de Tsa1 wt et mutants ont une signature 

spécifique liée à la modification de l'environnement immédiat des acides aminés 

aromatiques, des spectres de dichroïsme circulaire dans l'UV proche ont été mesurés. 

Les mesures s'effectuent à l'aide d'une cuve en quartz de trajet optique 1 cm, dans le 

même tampon que précédemment et la fenêtre de mesure se situe entre 250 et 320 nm. 

Un pas de 1 nm est utilisé avec un temps d'acquisition de 1 nm/s. Un volume de 1,2 

mL de Tsa1 wt ou mutants à 50 µM est nécessaire. Le spectre final est la moyenne de 

trois mesures.
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Figure S1. Pre-steady state kinetics for the reaction of Tsa1C48S (5 µM) with increasing 

H2O2 (10, 25, 50 

µM) monitored by Trp fluorescence as in Fig. 2b. 
 

 

 

 
Figure S2. Test of stop flow mixer efficiency in viscous solutions, based on the effect of 

saccharose (0% black, 10 % red, 20% green and 30% blue) on Trp amino-acid 

fluorescence (10 µM) monitored as in Fig. 2b. 
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Figure S3. Effect of viscogens fructose (a) and sorbitol (b) (0% black, 10 % red, 20% 

green and 30% blue) on the reaction of Tsa1 (5 µM) with H2O2 (10 µM) monitored as in 

Fig. 2, fitted against a 3-  exponential equation (red lines). Insets, effect of viscogen 

concentration on rate constants k1obs, k2 and k3 normalized to 0% viscogen. 
 

 
 

 
 

Figure S4. Far-UV CD spectra of 5 µM wild-type Tsa1 (plain) and Tsa1Y190G F191G (dash 

line) under the reduced (black) and disulfide (red) forms. Measurements were 

performed in a 0.01 cm flat cell in phosphate (10 mM) NaF (100 mM) buffer pH 7 and 

are the average of three record
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Figure S5. Steady state kinetics for the determination of the hyperoxidation sensitivity 

of Tsa1Y190G F191G with H2O2 monitored by consumption of NADPH (200 µM) at 340 nm 

in the presence E. coli thioredoxin reductase (0.25 µM), E. coli Trx1 (5 µM), Tsa1 (1 µM) 

and variable amounts of H2O2 (from 100 µM to 1 mM) in TK buffer. The time courses 

have been shifted on the y-axis for clarity. 
 

 

 

 

Figure S6. Second order plots and linear fits of the observed rate constants k1obs (circles, 

black line), k2 (squares, red line) and k3 (diamond, green line) for Tsa1A177S A178D 

reaction kinetics with H2O2.
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Figure S7. Second order plots and linear fits of the observed rate constants k1obs (circles, 

black line), k2 (squares, red line) and k3 (diamond, green line) for Tsa1W161F reaction 

kinetics with H2O2. 
 

 

Figure S8. Effect of saccharose (0% black, 10 % red, 20% green and 30% blue) on the 

reaction of Tsa1A177S A178D (5 µM) with H2O2 (10 µM) monitored as in Fig. 2b, fitted 

against a 3-exponential equation (red line). Inset, effect of saccharose concentration on 

rate constants k1obs, k2 and k3 normalized to 0% saccharose. 
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Figure S9. Effect of saccharose (0% black, 10 % red, 20% green and 30% blue) on the 

reaction of Tsa1W161F (5 µM) with H2O2 (10 µM) monitored as in Fig. 2b, fitted against a 

3-exponential equation (red or black line). Inset, effect of saccharose concentration on 

rate constants k1obs, k2 and k3 normalized to 0% saccharose. 
 

 

 
 

Figure S10. Second order plot and linear fit of the observed rate constants k1obs vs H2O2 

concentration, for the reaction kinetics of Tsa1C171A with H2O2. 
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Figure S11. Simulation of the kinetics of formation of Tsa1SO2. Simulations were 

performed based on the model from Figure 6b, using the fitted rate constants values 

kSOH and kSO2 reported in Table 1 and the indicated values for kLU, kFF and H2O2 

concentrations. Using fluorescence intensity factors of 62 and 124 % for Tsa1SS and 

Tsa1SO2 respectively (Figure 2a), the fraction of Tsa1 in each state at completion of the 

reaction was estimated from Figure 6a data. At H2O2 concentrations of 200 µM and 10 

mM, Tsa1SO2 contributes to 1% and 30 % of the total, and Tsa1SS the remainder up to 100 

% (black lines). Fixing kLU at the fitted value of 65 s-1 and setting kFF to values higher 

than 0.6 s-1 increased the hyperoxidized fraction to values incompatible with 

experimental observations. For instance, with kFF = 6 s-1 Tsa1SO2 reaches 2 and 48 % at 

200 µM and 10 mM H2O2, respectively (blue lines). This supports that kFF << kLU. 

To simulate the Tsa1FF—SOH D Tsa1LU—SOH in rapid equilibrium, kLU was set at 2000 

s-1, in which case fractions of Tsa1SO2 consistent with observation were obtained for kFF 

= 174 s-1 (red lines). However in this case the FF to LU conformational event would be 

too fast to be observed in fluorescence, and the rate constant of Tsa1SO2 formation 

would be of ~5 s-1, i.e. , mostly controlled by kSS. 
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Figure S12. Steady state kinetics for the determination of hyperoxidation sensitivity of 

Tsa1 with tBOOH monitored by consumption of NADPH (200 µM) at 340 nm in the 

presence thioredoxin reductase (0.25 µM), Trx1 (5 µM), Tsa1 (1 µM) and variable 

amounts of (a) tBOOH (from 10 to 200 µM as indicated), and (b) CuOOH (as indicated). 

The time courses have been shifted on the y-axis for clarity. 

a Tsa1 tBOOH 
b Tsa1 CuOOH 
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Figure S13. a. Pre-steady state kinetics for the reaction of Tsa1 (5 µM) with tBOOH (as 

indicated) monitored as in Fig. 2B, fitted against a multiexponential equation (red line). 

Inset, precise determination of k1 by second order plot and linear fit of the rate 

constants k1obs obtained from kinetics measured for the reaction of Tsa1 (0.5 µM) with 

low tBOOH concentrations (from 0.5 to 5 µM). 

b. Pre-steady state kinetics for the reaction of Tsa1 (5 µM) with CuOOH (as indicated) 

monitored as in Fig. 2B, fitted against a multiexponential equation (red line)

tBOOH 

CuOOH 
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Figure S14. a, effect of saccharose (0% black, 10 % red, 20% green and 30% blue) on the 

reaction of Tsa1 (5 µM) with tBOOH (10 µM) monitored as in Fig. 2b, fitted against a 

3-exponential equation (red or black line). b, effect of saccharose concentration on rate 

constants k1obs, k2 and k3 normalized to 0% saccharose.
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Figure S15. Comparison of the calculated and experimental Chyp1% for wild-type and mutant 
Prxs 
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Figure S16. Validation of the mPEG differential cysteine derivatization 

procedure to monitor Prx hyperoxidation using N-terminal tagged Tsa1 (Myc-

Tsa1), and comparison of the reactivity of Myc-Tsa1 and Tsa1 towards H2O2. a,b, 

Thiols were derivatized by NEM or mPEG, as indicated, after reduction with 

DTT, as described in methods, using cell lysates of Δtsa1 expressing human Tsa1 

or Myc-Tsa1 and exposed to H2O2 at the indicated concentration. a, Western blot 

of reduced (-SH) (2 X mPEG) and hyperoxidized (-SO2H) (1 X mPEG) forms of 

Tsa1 and Myc-Tsa1 (indicated by black arrows), revealed with an anti-Prx 

(Tsa1) or anti-Myc (Myc-Tsa1) antibody. Quantification of the degree of 

oxidation (SO2H/ SH + SO2H) is shown below the western blot (c). b, Western 

blot of the SO2H forms of Tsa1 and Myc-Tsa1, using a Prx anti-SO2/3 antibody 

and the cell lysates used in a. 
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Enzymologie du mécanisme de régulation des Peroxyrédoxines par suroxydation  

au cours de la signalisation cellulaire redox 

 
La suroxydation des peroxyrédoxines (Prx) est un mécanisme post-traductionnel essentiel impliqué 
dans la régulation et la signalisation cellulaire redox. Les Prx sont des peroxydases à thiol, qui 
réagissent avec les peroxydes pour former un intermédiaire acide sulfénique. Leur sensibilité à la 
suroxydation dépend de la compétition entre la réaction de sulfinylation et la formation d’un pont 
disulfure au cours du cycle peroxydase. Cette compétition est contrôlée par une transition 
conformationnelle entre deux conformations FF : structurée et LU : localement déstructurée. Dans ce 
projet, nous abordons le mécanisme de suroxydation de Tsa1, la principale Prx1 cytosolique de S. 
cerevisiae, par des analyses cinétiques à l'état pré-stationnaire en cinétique rapide, à l'état stationnaire 
et in vivo. Une phase cinétique correspondant à un changement de conformation associé à la 
transition FF/LU a été identifiée, montrant que la formation de l’acide sulfénique facilite cette 
transition. L’utilisation de mutants de sensibilité à la suroxydation altérée et de différents substrats 
peroxydes a permis de montrer que la sensibilité est découplée de l'étape de formation du pont 
disulfure et ne dépend que des constantes de vitesse de sulfinylation et de transition 
conformationnelle FF/LU. A partir de ces deux paramètres, nous pouvons prédire l'indice de 
sensibilité à la suroxydation CHyp1%, une prédiction démontrée in vitro et in vivo. 
 
Mots clés : Peroxyrédoxine, acide sulfinique, régulation redox, suroxydation, changement 
conformationnel. 

 
 

 
 

Enzymology of the regulatory mechanism of Peroxiredoxins by hyperoxidation 

during redox cell signalling 

 
Peroxiredoxins from the Prx1 subfamily (Prx) are moonlighting peroxidases that operate in peroxide 
signaling and are regulated by sulfinylation. Prxs offer a major model of protein−thiol oxidative 
modification. They react with H2O2 to form a sulfenic acid intermediate that either engages into a 
disulfide bond, committing the enzyme into its peroxidase cycle, or again reacts with peroxide to 
produce a sulfinic acid that inactivates the enzyme. Sensitivity to sulfinylation depends on the 
kinetics of these two competing reactions and is critically influenced by a structural transition from 
a fully folded (FF) to locally unfolded (LU) conformation. Analysis of the reaction of the Tsa1 
Saccharomyces cerevisiae Prx with H2O2 by Trp fluorescence-based rapid kinetics revealed a process 
linked to the FF/LU transition that is kinetically distinct from disulfide formation and suggested that 
sulfenate formation facilitates local unfolding. Use of mutants of distinctive sensitivities and of 
different peroxide substrates showed that sulfinylation sensitivity is not coupled to the resolving 
step kinetics but depends only on the sulfenic acid oxidation and FF-to-LU transition rate constants. 
From these two parameters, the relative sensitivities of Prxs toward hyperoxidation with different 
substrates can be predicted, as confirmed by in vitro and in vivo patterns.  
 
Key words: Peroxiredoxin, sulfinic acid, redox regulation, hyperoxidation, conformation change.  
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