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INTRODUCTION 

Préambule 

La signalisation cellulaire est un processus caractérisé par une série d'événements qui 

permettent aux cellules de communiquer ou de répondre à une situation physiologique 

particulière en recevant et en exécutant des messages. La signalisation redox se réfère à un 

processus dans lequel une concentration physiologique d’espèces réactives de l'oxygène 

(ERO) ou de l'azote (ERA) modifie des cibles cellulaires d'une manière réversible, permettant 

de déclencher une réponse. La concentration de ces espèces oxydantes est ''physiologique'' 

dans le sens où elle doit être inférieure au niveau auquel les biomolécules subissent des 

dommages (1).  

En effet, il est actuellement admis que, à des concentrations suffisamment faibles, 

certaines ERO peuvent jouer le rôle de molécules qui communiquent aux cellules ou au 

microenvironnement subcellulaire des modifications de conditions redox afin de transmettre 

des messages spécifiques (2,3). Le message peut être transmis directement, comme c’est le 

cas chez les micro-organismes, ou indirectement. Dans les cellules de mammifères, des 

exemples montrent que des stimuli extérieurs tels que l’insuline (4), l’EGF (epidermal growth 

factor) (5) ou le TNF-α (tumor necrosis factor) (6,7), sont à l’origine de la production 

transitoire de peroxyde d'hydrogène (H2O2) agissant comme un second messager. 

L’identification de processus de signalisation qui dépendent des conditions redox locales a 

conduit à une redéfinition de la notion du stress oxydant, initialement décrit comme ''trouble'' 

de la balance pro-oxydant vs antioxydant, vers ''une perturbation de la signalisation et de 

l’homéostasie redox'' (8). Au niveau moléculaire, des mécanismes ont ainsi évolué pour 

détecter les changements locaux des conditions redox et convertir ces informations en 

événements agissant sur des voies de signalisation spécifiques (stimulation ou inhibition).  

Ce type de signalisation implique l’existence d’éléments jouant le rôle de 

« commutateur/détecteur redox », réversibles, interagissant avec différents types de protéines 

telles que des récepteurs, facteurs de transcription, kinases ou phosphatases. Une famille de 

peroxydases à thiol, dite peroxyrédoxine (Prx) joue un rôle central dans la régulation des 

effets cellulaires du peroxyde d’hydrogène, en tant qu’enzymes de détoxification, 

qu’effecteurs de signalisation ou protéines chaperon. Elles possèdent en outre une propriété 

unique de suroxydation de la Cys catalytique en acide sulfinique, qui constitue un mécanisme 

de régulation de leurs fonctions. Ce mécanisme est régulé par une enzyme ATP-dépendante 

spécifique, la sulfirédoxine (Srx), possédant une activité sulfinyl réductase unique. La 

compréhension détaillée de l’enzymologie du système Peroxyrédoxine/Sulfirédoxine 

(Prx/Srx) et de ses connexions avec les systèmes cellulaires redox majeurs, thiorédoxine (Trx) 
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et glutathion (GSH) apparaît primordiale pour identifier les points clés de régulation de ce 

système, permettant ainsi, de comprendre son impact biologique, notamment dans l'adaptation 

à des conditions pathologiques ou au cours des processus de vieillissement. 

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

temps, je présenterai les différentes ERO, en mettant l’accent sur le peroxyde d’hydrogène. Je 

détaillerai également dans cette première partie les différentes sources des ERO en illustrant 

leurs contributions (ou non) dans la signalisation cellulaire. Dans la deuxième partie, je 

décrirai les cibles protéiques des ERO, puis quelques exemples de systèmes redox impliqués 

dans la signalisation cellulaire. Enfin, dans la troisième partie, je présenterai l’état des 

connaissances actuel sur le système Prx/Srx.  

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 trois volets distincts. Nous avons, dans 

la première partie, déterminé les données cinétiques des différentes étapes d’oxydation et de 

suroxydation de la Cys catalytique d’une classe majeure de peroxyrédoxine de levure, premier 

élément de régulation du système Prx/Srx. Dans le second chapitre, nous avons étudié la 

première étape du mécanisme catalytique de Srx dans le but d’identifier les facteurs 

moléculaires à l’origine de la faible constante catalytique de la Srx. Dans la troisième partie, 

nous avons entrepris l’étude du mécanisme de recyclage des Srx par une approche in vitro et 

in vivo dont les résultats impliquent le rôle du système GSH/Glutarédoxine (Grx) pour les Srx 

à une Cys (Srx de mammifères et de plantes), et du système Trx pour les Srx à deux Cys (Srx 

de levures).  

Enfin, une Partie « Matériel & Méthodes » est présentée en fin de ce manuscrit. 
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I. Les espèces réactives de l’oxygène et de l’azote impliquées dans les 

voies de signalisation redox 
Les ERO et ERA sont actuellement considérées non seulement comme des coproduits 

de la respiration aérobie, potentiellement toxiques, mais également comme des médiateurs 

essentiels dans la signalisation cellulaire redox. 

 

1. Les espèces réactives de l’oxygène  

Les principales ERO produites par les cellules sont : l’anion superoxyde (O2
•-), H2O2, 

le radical hydroxyle (HO•) et l'oxygène singulet (1O2) (Figure 1 page 5). Leur réactivité vis-à-

vis des composants cellulaires conduit à la formation d'autres radicaux et d'oxydants, tels que 

les peroxydes lipidiques, le peroxynitrite (ONOO-), l’acide hypochloreux (HOCl) et d'autres 

biomolécules oxydées impliquant des protéines, acides nucléiques et les glucides.  

Dans cette partie, j’ai veillé à illustrer les ERO potentiellement candidats à la 

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

 
Figure 1 : Origine et effets biologiques des ERO. 
H2O2 est issu majoritairement de la dismutation de O2

•-, qui est lui-même issu d’une réduction mono-
électronique de O2 catalysée par des enzymes telles que ; les NADPH oxydases, p66shc etc. H2O2 en 
présence de Fe2+ peut entrainer la formation du radical hydroxyle via la réaction de Fenton. La forte 
réactivité des ERO renforce leur toxicité tout en diminuant leur potentiel rôle de messager secondaire 
dans la signalisation cellulaire, comme c’est cas d’OH• qui est très réactif et réagit de façon non 
spécifique avec toutes les biomolécules. H2O2 réagit modérément avec les centres [Fe-S]. En 
revanche, sa réactivité avec les résidus Cys peut varier de manière significative en fonction de 
l'environnement protéique. (Adaptée de d'Autréaux et, al., 2007 (9)). 
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a) Le radical anion superoxyde   

L’O2
•- est le produit de la réduction mono électronique du dioxygène. Cette réaction 

est catalysée par des enzymes comme par exemple les NADPH oxydases (NOX) ou des 

protéines de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 1 page 5) (cf. § 2 page 9).  

Dans la cellule, O2
•- évolue par dismutation en H2O2 et O2, de façon spontanée ou 

catalysée par les superoxyde dismutases (SOD) (équation 1), avec dans ce cas une constante 

de vitesse extrêmement élevée  (~108 M-1 s-1), qui est donc limitée par sa vitesse de diffusion 

(9).  
Équation 1 : O2 

•- + O2 
•- + 2 H+ → H2O2 + O2 

 

Il est à signaler que O2
•- peut réagir avec les thiols in vitro, mais avec des constantes 

de vitesses faibles (< 103 M-1s-1 (11)), ce qui signifie que ces réactions ne peuvent se produire 

in vivo, face à la réactivité des SOD (12). Ainsi, dans les cellules d’Escherichia coli (E. coli), 

la concentration de O2
•- à l'état stationnaire est très faible (~ 10-10 M) (3), probablement en 

raison de sa forte réactivité avec les protéines à centre [Fe-S]1 et des réactions de dismutation. 

Cependant, le radical O2
•- peut réduire le Fe3+ en Fe2+, ce qui peut contribuer à la production 

de OH• toxique via la réaction de Fenton (cf. § b) page 6) 

Malgré sa charge négative, de récentes études ont montré que O2
•- peut diffuser à 

travers la membrane via des canaux ioniques (13). En particulier, l'anion superoxyde a été 

montré jouer un rôle de premier plan dans les bactéries comme activateur du facteur de 

transcription SoxR (protéine à centre [Fe-S]), et par conséquent, être impliqué dans 

l’induction  de plusieurs enzymes antioxidantes (14). De plus, l'action de signalisation de O2
•- 

peut également être indirecte via la réaction avec l'oxyde nitrique (NO•) et de la formation 

consécutive du peroxynitrite (équation 2). 

Équation 2 : O2 
•- + NO• → ONOO- 

 

b) Le peroxyde d’hydrogène 

H2O2, communément appelé eau oxygénée, est une petite molécule non chargée, dont 

la production provient principalement de la dismutation de O2
•-, spontanée ou catalysée par 

les SOD. La toxicité de H2O2 est essentiellement la conséquence de sa réduction en OH• via la 

réaction de Fenton en présence de Fe2+ (Figure 1 page 5, équation 3).  

Équation 3 : Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + OH •   

1 : Les structures les plus courantes sont composés de [2Fe-2S] et [4Fe-4S]. Les centres fer-soufre sont 
généralement coordonnés par des résidus Cys ou His. 
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Cependant, H2O2 est un oxydant relativement faible (potentiel redox ~ 0,32 V). Il 

réagit modérément avec les protéines à centre [Fe-S] (constantes de vitesse de ~ 102 à 103 M-

1.s-1). En revanche, sa réactivité avec les résidus Cys peut varier de manière significative en 

fonction de l’environnement protéique de la Cys, et atteindre des valeurs de 10 à 107 M-1.s-1, 

notamment dans les Prx (15). Comparé à d'autres ERO, H2O2 est relativement stable (temps 

de demi-vie de quelques ms, concentration cellulaire moyenne de l’ordre de 10-7 M). Non 

chargé, H2O2 peut également traverser les membranes via des aquaporines, permettant à la 

molécule de diffuser  d'un compartiment à un autre (16,17). H2O2 apparaît donc comme le 

candidat le plus susceptible de jouer un rôle de second messager dans les processus de 

signalisation cellulaire, ses effets biologiques pouvant varier en fonction de sa concentration 

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

 
Figure 2 : Réduction du dioxygène et les principales ERO. 
L'oxygène existe sous différents états d’oxydation dans la cellule, allant de 0 (O2) à –II (H2O). Les 
ERO ont des propriétés différentes, comme leur potentiel redox, leur temps de demi-vie et leur 
concentration intracellulaire. Parmi les ERO, H2O2 est le moins oxydant et le plus stable. Ses effets 
biologiques peuvent varier en fonction de sa concentration intracellulaire locale comme illustré dans 
la partie inférieure de la figure. (D’après M. Giorgio et al., 2007 (18)). 
 

c) Les hydroperoxydes  

De même nature que H2O2, les hydroperoxydes lipidiques pourraient jouer un rôle 

dans la signalisation redox en agissant sur des protéines spécifiques. Les enzymes cyclo-

oxygénases (COX) et lipoxygénases (LOX) jouent un rôle important dans la formation 

d'hydroperoxydes, qui à leur tour, vont stimuler l’expression de ces enzymes, conduisant à 

une amplification du processus (1,19). Par exemple, une étude récente conduite sur des 
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cellules de souris a montré que les hydroperoxydes produits par la LOX-12/15 pouvaient 

inactiver les protéine tyrosine phosphatases (PTP) par oxydation de la Cys catalytique, avec 

pour conséquence une augmentation de la signalisation de la voie des récepteurs à activité 

tyrosine kinase (20). 

 

d) L'oxygène singulet 

 1O2 est une forme électroniquement excitée de l'oxygène qui peut réagir et modifier 

plusieurs résidus acides aminés tels que la Tyr, la Met, l’His, le Trp et la Cys. La forte 

réactivité de 1O2 et son temps de demi-vie réduit peuvent cependant, limiter son action 

comme messager dans la signalisation cellulaire. Néanmoins, chez les plantes, 1O2 issu d’un 

transfert d’énergie entre les formes photo-excitées de la chlorophylle et l’oxygène dans les 

chloroplastes, constitue une voie de signalisation vers le noyau (21). De plus, les 

hydroperoxydes lipidiques résultant de l'action de 1O2 sur des lipides insaturés peuvent 

également servir de médiateurs dans la signalisation cellulaire dans des cellules de 

mammifères (22). 

 

e) L'oxyde nitrique  

Parmi les espèces réactives de l’azote, l’oxyde nitrique (NO•) occupe une position 

centrale. Dans les cellules, NO• est généré par l'enzyme oxyde nitrique synthase (NOS). Bien 

que le mode d’action de NO• en tant que médiateur le mieux décrit implique l’activation de la 

guanylate cyclase soluble, qui catalyse la formation du second messager GMPc (guanosine 

cyclique-3’-5’-monophosphate), il existe actuellement de plus en plus de preuves que NO• 

contribue également à la régulation de la fonction des protéines par nitrosation.  

En effet, le NO• peut réagir directement avec les thiols des résidus Cys pour donner 

l’intermédiaire radical R-S-•N-O-H (équation 4), qui à son tour réagit avec l'oxygène 

moléculaire, pour donner O2
•- et un groupement nitrosothiol (RS-NO) (équation 5). O2

•- peut 

également réagir avec NO• pour former du peroxynitrite (équation 6) (23). En outre, la 

formation de S-nitrosothiols à partir de NO• peut également être catalysée en présence de 

métaux. 
Equation 4: R-SH + •NO → R-S-•N-O-H 
Equation 5: R-S-•N-O-H + O2 → R-S-N=O + O2

•- + H+ 

Équation 6 : O2
•- + •NO → ONOO- 
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En général, de faibles concentrations de NO• favorisent la survie et la prolifération 

cellulaire, tandis que des niveaux plus élevés favorisent l'arrêt du cycle cellulaire, la 

sénescence et l'apoptose (24). 

 

f) H2O2, source d’autres ERO 

(1) Le radical hydroxyle 

Le radical hydroxyle (OH•) est le plus réactif des ERO et réagit avec toutes les 

biomolécules (ADN, protéines, lipides, sucres) de façon non spécifique. Il peut être généré 

dans la cellule par dissociation du peroxynitrite, par coupure homolytique d’H2O2, ou par la 

réaction de Fenton en présence de Fe2+ ou de Cu+ (équation 3). Cependant, son temps de 

demi-vie extrêmement faible (10-9 s) limite son action aux cibles présentes en son site de 

production. De fait, ces caractéristiques impliquent que cette molécule ne peut pas jouer le 

rôle de messager secondaire dans la signalisation cellulaire redox. 

 

(2) L’acide hypochloreux 

L’acide hypochloreux (HOCl) est généré par la myéloperoxydase des cellules 

polynucléaires neutrophiles, à partir du peroxyde d’hydrogène lors de la réponse 

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

Équation 7 : H2O2 + Cl- → HOCl + OH- 

 

HOCl est un agent oxydant puissant qui peut réagir avec différentes biomolécules, qui 

sont essentiellement les groupements thiols et Thio éthers (tels que les méthionines) et les 

protéines à centre [Fe-S]. En particulier, HOCl réagit avec le GSH et l'ascorbate avec des 

constantes de vitesse supérieures à 107 M-1 s-1 et 106 M-1s-1 respectivement (25). Winterbourn 

et coll., ont montré que de faibles doses de HOCl pouvaient induire des cascades de 

phosphorylation par la voie des MAP kinases (26), suggérant ainsi un rôle de messager 

cellulaire pour cette molécule. 

 

2. Sources cellulaires des ERO 

Dans ce paragraphe, sont décrites les sources majeures de O2
•- et H2O2, dont la 

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

La NADPH oxydase (NOX) a d'abord été identifiée dans des cellules phagocytaires 

telles que les neutrophiles et les macrophages, au cours d’un processus qui correspond à une 

consommation soudaine et considérable de O2 conduisant à la production d’ERO pour 

neutraliser les agents pathogènes. Les NOX sont des enzymes membranaires qui 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 (27). Après dismutation de O2

•-, H2O2 est 

produit et peut diffuser à travers la membrane vers l’espace interne (Figure 3 page5). 

Cependant, la présence de ce type d’enzyme ne se limite pas aux cellules engagées dans la 

réponse immunitaire innée, puisque des homologues distincts ont été identifiés dans plusieurs 

tissus (28,29), suggérant le rôle spécifique de cette enzyme dans la signalisation cellulaire 

redox. En effet, une variété de signaux extracellulaires (EGF, PDGF, Insuline, 

lipopolysaccharide…etc.) stimulent la production d’H2O2 via l'activation des NOX et 

conduisent à une réponse cellulaire spécifique, comme la prolifération, la migration ou la 

réponse immunitaire.  

L’activité des NOX nécessite une sous-unité catalytique, dont il existe sept iso formes 

humaines connues (NOX1-5, DUOX1 et DUOX2). De plus, la formation d’un complexe actif 

requiert également l'association avec un ensemble de protéines cytoplasmiques co-activatrices 

ou de calcium au niveau du domaine intracellulaire (Figure 3 page 11). La classe des DUOX 

possède en plus des NOX1-5, un domaine extracellulaire possédant une activité peroxydase. 

Les complexes NOX sont largement distribuées dans plusieurs tissus, et leur 

emplacement ne se limite pas à la membrane plasmique, puisqu’on en trouve également dans 

des organites intracellulaires tels que le réticulum endoplasmique (ER), le noyau et les 

mitochondries, suggérant que cette classe d’enzymes est impliquée dans différentes voies de 

signalisation en fonction du type cellulaire et de leur localisation intracellulaire. La spécificité 

de la signalisation pourrait aussi être associée à la localisation des NOX dans des régions 

particulières de la membrane via des radeaux lipidiques, permettant la production ciblée 

d’H2O2 dans des micro-domaines cellulaires (1). La formation d’endosomes suite à la 

stimulation d’un complexe NOX par un facteur de croissance ou une cytokine constituerait un 

autre mécanisme permettant d’assurer la production ciblée de ROS au sein de 

« redoxosomes » (30). 

 10 



INTRODUCTION 

  
Figure 3 : Formation de l'anion superoxyde par les NADPH oxydases. 
La sous-unité catalytique de chacune des deux iso formes des NOXs (NOX 1-4 et NOX5, DUOX1-2) 
est caractérisée par un domaine transmembranaire constitué de 7 hélices α, qui portent un site de 
fixation pour deux groupements prosthétiques à hème. La partie C-terminale intracellulaire fixe deux 
cofacteurs, le FAD et le NADPH. Les électrons issus de l’oxydation du NADPH sont transportés à 
travers la membrane jusqu’aux groupements pour former O2

.-. L’activation de ces enzymes requiert la 
fixation de co-activateurs protéiques pour NOX 1-4 et Ca2+ 

pour DUOX 1-2 et NOX5. L’ion O2
.- 

formé se dismute en H2O2 qui diffuse à travers la membrane vers le cytosol pour réguler l’activité de 
protéines cibles impliquées dans la signalisation. (D’après Paulsen et al., 2009 (27)). 

 

b) La mitochondrie 

La chaîne mitochondriale de transport des électrons (ETC : electron transport chain) 

permet le transport des électrons à travers quatre complexes protéiques (I à IV) vers l'oxygène 

moléculaire, permettant ainsi la création d'un gradient de protons à travers la membrane 

mitochondriale interne. L'énergie de ce gradient est mise à profit pour produire la source 

primaire d'énergie cellulaire, l’ATP. Cependant, les électrons peuvent s’échapper 

prématurément de l'ETC en amont du complexe IV, aboutissant à la réduction monovalente 

de l'oxygène et la production de O2
•-.  

En outre, d'autres complexes enzymatiques pourraient être impliqués dans la 

production de l’anion superoxyde dans les mitochondries, comme par exemple les complexes 

déshydrogénases. En particulier, il a été montré que le complexe α-kétoglutarate 

déshydrogénase catalyse la production de O2
•- dans les mitochondries (31). 
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Bien que la production non contrôlée par l'ETC ou par les complexes déshydrogénases 

soit une source intracellulaire majeure de O2
•- (32), certains des signaux cellulaires peuvent 

aussi stimuler la production de O2
•- dans les mitochondries. En particulier, l’enzyme p66Shc, 

récemment identifiée dans l'espace intermembranaire des mitochondries, agit comme un 

régulateur de la mort cellulaire via la formation d’ERO. Cette protéine transfère directement 

les électrons à l’oxygène moléculaire pour donner O2
•-, source d’H2O2 (Figure 4 page 12) qui 

agit en tant que molécule de signalisation et induit l'apoptose (33). La protéine p66Shc joue 

ainsi le rôle de déterminant génétique de la durée de vie chez les mammifères (34). 

 

 
 

Figure 4 : p66Shc génère des ERO pro-apoptotiques dans les mitochondries. 
En réponse à un stress oxydatif ou à un rayonnement UV, p66Shc se transloque dans l’espace 
intermembranaire mitochondrial, et génère O2

.-et H2O2. Ce dernier, peut diffuser à travers la 
membrane mitochondriale externe vers le cytosol où il peut moduler l'expression de différentes 
protéines de l’arsenal antioxydant. H2O2 produit par p66Shc stimule également l'ouverture de pores 
contrôlant la perméabilité de la membrane mitochondriale, provoquant par conséquent l'apoptose. 
(D’après Paulsen et al., 2009 (27)). 

 

De façon analogue, le modulateur 1 des ERO (Romo1) est une protéine 

mitochondriale pouvant moduler la production des ERO associée au complexe III de l’ETC 

(35) et jouer un rôle dans la mort cellulaire par apoptose sur des cellules humaines (36,37). 

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

consommateurs d’H2O2 contenant un arsenal d’enzymes antioxydantes, incluant des Prx et 

 12 



INTRODUCTION 

des glutathion peroxydases (Gpx) (1). La concentration résultante d’H2O2 libérée par les 

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

 

c) Les peroxysomes  

Chez les mammifères, les peroxysomes sont des organites impliqués non seulement 

dans le catabolisme cellulaire (38), mais aussi dans des voies de biosynthèse. Outre leurs rôles 

essentiels notamment dans la β- et α-oxydation des acides gras ou le métabolisme des acides 

aminés, ces organites ont également un rôle important dans la production des ERO, en 

particulier H2O2. En effet, plusieurs enzymes des voies métaboliques peroxysomales génèrent 

des ERO comme sous-produits, comme les oxydases telles que l’acyl-CoA oxydase, la D-

amino-acide oxydase, la L-α-hydroxy-acide oxydase et la xanthine oxydase. En particulier, la 

xanthine oxydoréductase (XOR) convertit l’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide 

urique, avec production concomitante d’H2O2, ou O2
•-.  

D’autre part, les peroxysomes contiennent des enzymes antioxydantes telles que les 

catalases, la superoxyde dismutase à centre cuivre-zinc (SOD1), la glutathion S-transférase 

microsomale (GST) et une classe de Prx (Prx 5), de sorte que, comme dans les mitochondries, 

il existe un équilibre entre la production et l’élimination des ERO. Néanmoins, il a été montré 

que 20 à 60 % d’H2O2 produit diffuse dans le cytosol, indiquant que ces organites sont 

potentiellement des sources importantes de ROS cellulaire. Le lien entre cette source d’ERO 

et la signalisation redox a été établi pour la voie du facteur de transcription NF-κB dans des 

cellules cos-1 (39). 

 

d) Le réticulum endoplasmique  

Au sein de ce compartiment, la formation des ponts disulfures dans les protéines 

nouvellement synthétisées est catalysée par une réaction d’échange de ponts disulfures, par 

les enzymes de la famille des protéine-disulfure isomérases (Figure 5 page14). A l’issue de ce 

processus, ces enzymes doivent être ré-oxydées. Plusieurs mécanismes de recyclage ont été 

identifiés, impliquant notamment la sulfhydrile oxydase ou thiol oxydase (SOX) ERO1, une 

flavoprotéine qui utilise l'oxygène moléculaire en tant qu’accepteur final d’électrons, 

conduisant à la production d’H2O2 (40). Une autre famille de SOX, les Quiescin-sulfhydryl 

oxydase (QSOX) peut catalyser directement l'oxydation des thiols en disulfures avec 

production concomitante d’H2O2 (Figure 5 page 14). 

De façon intéressante, il a été montré récemment qu’une classe de Prx localisée dans 
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le RE (Prx4), pouvait également catalyser la ré-oxydation de la PDI, en présence d’H2O2. 

 

 
Figure 5 : Les différentes voies de formation de novo des liaisons ponts disulfures. 
QSOX contrairement à Ero1 et Prx4 (PRDX4), n’oxyde pas la PDI mais oxyde directement leurs 
substrats. ERO1 et QSOX sont des sulfhydriles oxydases qui utilisent la réduction de l'oxygène dans la 
formation de liaisons disulfures via un mécanisme d’oxydation du groupement FADH2. La forme 
réduite des molécules est indiquée en rouge et la forme oxydée en bleu, à l'exception de la famille PDI 
(vert ; réduite, orange, oxydé). Les flèches noires indiquent le flux d'équivalents oxydants, et les 
flèches grises le flux de réduction (c.-à-d. des électrons). (Adaptée de Neil et al., 2011 (41)). 
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II. Les mécanismes moléculaires d'action du peroxyde d’hydrogène et 

leur régulation  
 

1. Cibles protéiques  

La plupart des classes de biomolécules sont sensibles à l’oxydation. Cependant, aux 

concentrations compatibles avec un processus de signalisation, les acides aminés soufrés des 

protéines, en particulier la Cys, constituent les cibles cellulaires majeures d’H2O2. L’atome de 

soufre, comme l’atome d’oxygène, est dans la classification périodique des éléments un 

chalcogène, avec la configuration électronique suivante à l’état fondamental : 

1s2,2s2,2p6,3s2,3p4. La disponibilité de l’orbitale 3d permet une expansion des états 

d'oxydation du soufre (42). Au niveau des protéines, le soufre est retrouvé sous forme de thiol 

dans les Cys et sous forme de sulfure dans les Met. La polarisabilité de l’atome de soufre 

confère à ces deux acides aminés un pouvoir nucléophile. De plus, le soufre joue un rôle 

crucial dans les métalloprotéines, pour les résidus Cys, en tant que ligand d’ions métalliques 

et au niveau des clusters [Fe-S]. La versatilité de la chimie du soufre est ainsi impliquée dans 

de nombreux processus biologiques, incluant la catalyse enzymatique et la transduction du 

signal.  

 

a) Oxydation des méthionines. 

La méthionine peut subir deux degrés d’oxydation (Figure 6 page 16). Le premier état 

d’oxydation, forme majoritaire in vivo, est la méthionine sulfoxyde (MetSO, état d’oxydation 

0 du soufre) qui est réduite enzymatiquement. Le second état d’oxydation est la méthionine 

sulfone (état d’oxydation +II du soufre) qui n’est pas réduite enzymatiquement d’après les 

connaissances actuelles. 
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Figure 6 : Représentation schématique des différents degrés d'oxydation du soufre des méthionines. 

 

Les résidus Met accessibles au solvant sont oxydés beaucoup plus facilement que ceux 

enfouis au sein d’une protéine. L’oxydation des Met en surface ne semble pas avoir un effet 

marqué sur la conformation d’une protéine (43), sauf si ce résidu est situé dans un site actif ou 

dans une poche de liaison (c’est le cas par exemple de l’α1-antiprotéinase (44)). Par contre, 

l’oxydation des Met enfouies au sein de régions hydrophobes des protéines peut engendrer 

des changements conformationnels locaux marqués, pouvant aller dans certains cas jusqu’à la 

perte de la fonction. Ainsi, l’oxydation de résidus Met est décrite comme étant impliquée dans 

l'étape de reconnaissance des protéines non fonctionnelles à dégrader par le protéasome (45), 

dans des mécanismes de modulation de la fonction de certaines protéines comme par exemple 

la calmoduline, et comme un mécanisme de détoxication qui piègerait les ERO en protégeant 

d’autres résidus situés à l’intérieur de la structure tridimensionnelle (43,46). L’oxydation de 

résidus Met pourrait également jouer un rôle dans certaines voies de signalisation en réponse 

à un excès d’oxydants dans la cellule (47).  

Il existe des systèmes de réparation des méthionines sulfoxydes, les méthionine 

sulfoxyde réductases (Msr) qui sont impliquées dans la résistance au stress oxydant, dans la 

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

 

b) L'oxydation du groupement thiol des Cys   

Le groupement thiol des Cys, dans lequel l'atome de soufre est réduit à son état 

d'oxydation le plus faible (-II), est facilement oxydable et peut exister sous de nombreuses 

formes d’oxydation (Figure 7 page 17). Ainsi, ces modifications oxydatives, lorsqu’elles sont 

réversibles, peuvent constituer un commutateur modulant la fonction de la protéine, un 

processus qui s'apparente à la phosphorylation des protéines. En outre, il est à signaler que le 

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

(1) Le pont disulfure  

La forme d'oxydation du groupement thiol la plus commune est le pont disulfure. Les 

liaisons disulfures sont relativement stables et sont souvent impliquées dans le maintien de la 

structure de nombreuses protéines. On peut citer par exemple, les ponts disulfure formés entre 

les chaînes lourdes et légères des anticorps (42). Les ponts disulfure sont issus de la réaction 

d’un thiolate avec un thiol oxydé sous forme acide sulfénique (équation 8). De plus, le 

processus d’échange thiol/disulfure, réversible (équation 9), est impliqué dans la catalyse 

enzymatique, notamment dans le repliement oxydatif des protéines au niveau du RE, 

mentionné dans le § I.I.2.d) page 13 et dans de nombreuses réactions associées à la 

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

Équation 8 : R-S- + R'-SOH → R-SS-R' + OH- 
Équation 9 : R-SS-R + R'-S- → R-SS-R' + R-S- 

 

(2) L’acide sulfénique  

La forme acide sulfénique est considérée comme un intermédiaire vers d'autres états 

d'oxydation car cette forme est instable et très réactive, en raison de ses propriétés 

nucléophiles et électrophiles. Les acides sulféniques sont formés par la réaction d'un anion 

thiolate avec le peroxyde d'hydrogène (équation 10) ou d'autres oxydants biologiques tels que 
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le peroxynitrite ou l'acide hypochloreux (50) (équation 13). Les acides sulféniques peuvent 

également résulter de l'hydrolyse de S-nitrosothiols (équation 11) ou de la condensation d'un 

radical thiyle et du radical hydroxyle (équation 12).   

Équation 10 : R-S-+ H2O2 → R-SOH + OH- 
Équation 11 : R-SNO + H2O → R-SOH + HNO 
Équation 12 : R-S• + HO• → R-SOH 
Équation 13 : R-S- + HOCl → R-SOH + Cl- 

 

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

par le peroxyde d'hydrogène peut aller de 10 à 107 M-1s-1 en fonction de l’environnement 

moléculaire du groupement thiol (3). Ceci peut conférer une sélectivité d’oxydation de 

certaines protéines qui est mise à profit dans les mécanismes de signalisation redox, comme 

nous le verrons dans le § 3 page 25.  

 

(3) Acides sulfinique et sulfonique 

En plus de son rôle en tant qu’intermédiaire clé dans la formation de ponts disulfures, 

un acide sulfénique peut subir des oxydations supplémentaires sous forme d’acide sulfinique 

(R-SO2H) et d’acide sulfonique (R-SO3H), dans lesquels le soufre se trouve à l’état 

d’oxydation +II et +IV, respectivement (Figure 7 page 17). Les études cinétiques montrent 

que le pKa de l’acide sulfénique a été estimé entre 6 et 10, et pourrait donc également être 

modulé en fonction de l’environnement protéique (50). 

A pH physiologique, l’acide sulfinique est déprotoné (pKa ≈ 2) et peut être représenté 

sous deux formes mésomères (Figure 8 page 18). La charge partielle positive portée par le 

soufre est supérieure dans cette forme (Figure 8 page 18, (b)) par rapport à celle de l’acide 

sulfénique (42). De ce fait, les acides sulfiniques et sulfoniques, à la différence des acides 

sulféniques, sont des dérivés d'oxydation plus stables et ne peuvent être réduits directement 

par les thiols. A l’exception d’une classe de Prx, l'oxydation des protéines en acide sulfinique 

est considérée comme irréversible dans la cellule, comme c’est le cas dans quelques protéines 

telles que la diamine oxydase (DAO), la protéine de la maladie de Parkinson DJ-1 et la SOD1 

(42). 

 
Figure 8 : Formes mésomères du groupement sulfinate. 

 

(a) (b) 
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Dans le cas particulier d’une classe de Prx appelée 2-Cys-Prx typique, la forme acide 

sulfinique est réduite par la Srx, et représente un mécanisme de régulation redox des Prx. La 

description du système Prx/Srx qui fait l’objet de ce travail, sera détaillée dans la section III 

page 31.  Par contre, la forme acide sulfonique n’est pas réduite enzymatiquement d’après les 

connaissances actuelles.  

 

(4) Le thiolsulfinate 

Le thiolsulfinate correspond à une espèce disulfure S-monoxyde, qui peut résulter de 

la condensation de deux acides sulféniques (équation 14). Le nombre d’oxydation formel des 

atomes de soufre formant cette liaison est de +I pour le soufre portant l’oxygène (ou soufre 

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

 

Équation 14 : 
  

Les thiolsulfinates sont réactifs vis-à-vis des nucléophiles, en particulier les thiols 

(50,51). In vitro, sur des modèles chimiques, l’attaque d’un thiolate se fait de façon 

préférentielle sur le soufre sulfényl de la liaison thiolsulfinate et aboutit à la libération d’un 

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

Équation 15 : R-S- + H+ + R-S(O)S-R' → R-S-S-R' + R-SOH 
 

Par contre, lors de l’hydrolyse du thiolsulfinate, l’attaque de OH- ne se fait pas au 

niveau du soufre sulfényl, comme le thiolate, mais au niveau du soufre sulfinyl; ceci conduit à 

la libération d’un thiol et d’une espèce acide sulfinique (50). 

La formation d’un thiolsulfinate en tant qu’intermédiaire enzymatique, suite à la 

réaction entre un thiolate et un acide sulfinique activé a été démontrée dans le mécanisme 

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

 

2. Contrôle cellulaire de la balance redox des thiols 

L’équilibre cellulaire de la balance redox des thiols est contrôlé par deux systèmes 

d'oxydo-réduction majeurs, le système GSH/Glutarédoxine (Grx) et le système Trx (Figure 9 

page 20). Ces deux voies utilisent les électrons issus du NADPH (potentiel redox : -315 mV) 

pour réduire des protéines cibles.  

Des approches génétiques sur des cellules procaryotes (E. coli) (55) et eucaryotes (S. 
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cerevisiae) (56) ont montré une redondance fonctionnelle des deux systèmes. En effet, une 

étude in vivo réalisée par l’équipe de J. Beckwith (55), montre que E. coli nécessite soit une 

Trx fonctionnelle ou le système GSH/Grx pour réduire les ponts disulfures qui se forment au 

cours de chaque cycle catalytique pour une enzyme essentielle à la survie : la ribonucléotide 

réductase. Toute fois, il est à signaler que dans les cellules eucaryotes, le GSH joue également 

un rôle critique dans le métabolisme du fer, un processus essentiel à la survie de la cellule 

eucaryote, mais qui n’est pas décrit pour les cellules procaryotes. Dans les cellules de S. 

cerevisiae, et à très faible concentration en GSH, le système Trx ne compense pas le système 

GSH/Grx (57).  

 

 
Figure 9 : Schéma comparatif des mécanismes réactionnels des systèmes Trx et GSH/Grx. 
(A) La Trx oxydée (TrxSS) est réduite par la TR en utilisant le NADPH comme source d'équivalents 
réducteurs. (B) La GrxSG est réduite par le GSH. Le GSSG est réduit par GR en utilisant le NADPH 
comme source d'équivalents réducteurs. PSS : protéine oxydée sous forme pont disulfure, PSH : 
protéine réduite (D’après Pillay et al., 2009 (58)). 

 

a) Le système Trx : caractéristiques et fonctions.  

L’activité thiol-transférase des Trx dépend de la présence de deux Cys vicinales au 

sein du motif CXXC localisé entre un brin β et le début d’une hélice α du repliement typique 

des Trx (Figure 10 page 21). La réaction consiste en une substitution nucléophile au cours de 

laquelle la Cys N-terminale de ce motif attaque un atome de soufre du pont disulfure cible 

pour former un intermédiaire disulfure mixte. Dans une seconde étape, la Cys C-terminale du 

motif réduit cet intermédiaire par une attaque nucléophile sur la Cys N-terminale, libérant la 

cible réduite et la Trx sous forme oxydée. Le potentiel d'oxydoréduction de la Trx est de 

l’ordre de -270 mV à pH 7 (59), ce qui lui permet de réduire efficacement les liaisons 
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disulfure d’une grande variété de protéines oxydées sous forme ponts disulfures (55). La Trx 

est donc considérée comme une protéine oxydoréductase à large spectre. Dans le système Trx, 

les électrons sont transférés à partir du NADPH à la Trx réductase (TR) vers la Trx qui 

catalyse la réduction de protéines cibles oxydées sous forme pont disulfure. Parmi les 

nombreuses enzymes utilisant comme réducteur la Trx figurent : la ribonucléotide réductase, 

les Msr, et les Prx. 

La TR est une flavoprotéine homodimérique dont la structure est organisée « tête-

bêche ». Elle possède un motif CVNVGC situé à l'extrémité N-terminale, qui interagit avec 

un motif sélénoCys/Cys à l'extrémité C-terminale de la seconde sous-unité (Figure 11 page 

22) (60). S. cerevisiae possède deux isoformes de TR localisées dans le cytosol (TR1) et dans 

les mitochondries (TR2). De même, les Trx, substrats de TR, se retrouvent à la fois dans le 

cytosol (Trx1, Trx2) et les mitochondries (Trx2). Les TR de mammifères, en plus de leur 

substrat naturel, peuvent aussi réduire d'autres cibles protéiques possédant un repliement de 

type Trx (61). 

 

 
Figure 10 : Structure tridimensionnelle de la Trx oxydée d’E. coli.  
Les atomes de soufre formant un pont disulfure du motif CGPC sont indiqués en jaune. (PDB : 1xoa). 
(D’après Jeng et al., 1994 (62)). 
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Figure 11 : Schéma du mécanisme catalytique de la Trx réductase (TrxR).  
Le NADPH réduit le FAD lié à l’une des deux sous unités de l'enzyme. Les équivalents réducteurs sont 
transférés au motif dithiol -CVNVGC- dans le site actif de la même sous-unité. Ce motif dithiol réduit 
le motif sulfure-sélénenyl C-terminal de l'autre sous-unité de l'homodimère. Le sélénothiol réduit le 
pont disulfure de la Trx oxydée. (D’après Lee et al., 2011 (63). 

 

De façon plus générale, au-delà de leur rôle dans le recyclage d’enzymes redox, les 

Trx interagissent avec des molécules de signalisation régulées par oxydation, comme par 

exemple les facteurs de transcription Yap1 chez la levure, ou NF-κB chez les mammifères, ou 

encore des protéines clés de voies de signalisation à activité kinase ou phosphatase (63) (cf. § 

3 page 25).  Le système Trx constitue donc un élément central de régulation et de 

communication redox dans la cellule. 

 

b) Le système GSH/Grx : caractéristiques et fonctions  

Le système GSH/Grx est constitué du NADPH, de la glutathion réductase (GR), la 

Grx et de GSH (Figure 9 page 20). Contrairement à la Trx qui est réduite directement par la 

TrxR, la Grx quant à elle est réduite par le GSH qui est à son tour réduit par la GR.  

Le GSH est un tri-peptide (γ-L-glutamyl-L-cystéinylglycine) (Figure 12 page 23), sa 

biosynthèse chez S. cerevisiae se déroule en deux étapes ATP-dépendantes. La première 

réaction est catalysée par l’enzyme γ-glutamylCys synthétase (GSH1), qui constitue l’étape 

limitante de la biosynthèse, et la seconde nécessite la glutathion synthétase (GSH2) (57). Le 

GSH existe majoritairement sous forme réduite dans le cytoplasme et intervient dans le 

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

 

En effet, Morgan et al., (64) ont montré que dans des cellules de S. cerevisiae le GSH 

oxydé (GSSG) est sélectivement stocké dans des vacuoles. Le rapport élevé en GSH réduit / 

GSSG dans le cytoplasme même dans des conditions de stress oxydatif est maintenu non 

seulement par l’action de la GR, mais également par des transporteurs membres de la famille 

des ABC ATP-dépendants codées par le gène ycf1, qui sont impliqués dans la séquestration 

du GSSG dans ces vacuoles (Figure 13 page 23).  

 

 
Figure 13 : Régulation de la concentration de GSSG dans le cytoplasme.  
Dans le cytosol, un rapport élevé GSH réduit/GSSG est maintenu à la fois par la GR (Glr1) et le 
transporteur membranaire YCF1 qui joue un rôle important dans la séquestration vacuolaire du 
GSSG. (D’après Winther et al., 2013 (65). 
 

Dans la levure, le système GSH/Grx contient une GR (Glr1) et deux classes de Grx 

qui sont des petites protéines à thiol apparentées aux Trx. La Grx1 et Grx2 caractérisées par le 

motif dithiol -CPYC- (66), et Grx3, Grx4 et Grx 5 possédant un motif -CGFS-  (57). Il existe 

en fait, deux mécanismes majeurs de réduction par le système GSH/Grx dits « monothiol » et 

« dithiol », qui se différencient par la nature du premier attaquant sur la protéine cible oxydée 

(GSH vs Grx Figure 14 page 24). Dans le mécanisme monothiol, qui prévaut, la cible 

protéique oxydée est réduite par le GSH, ce qui conduit à un intermédiaire glutathionylé, dont 

la réduction est catalysée par la Grx.  
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Figure 14 : Comparaison des mécanismes réactionnels pour les Grx monothiol vs dithiol. 
Le mécanisme monothiol se caractérise par un substrat glutathionylé et le mécanisme de dithiol par 
un substrat sous forme pont disulfure (côté gauche et droit, respectivement). Une seule Cys est 
impliquée dans le mécanisme de monothiol. (D’après Deponte 2013 (67)). 

 

Dans le mécanisme dithiol, les Grx catalysent la réduction de ponts disulfure et sont 

probablement capables de remplacer la Trx pour la réduction de certaines cibles comme la 

ribonucléotide réductase (RNR), mais leurs substrats spécifique in vivo sont encore peu 

étudiés (57). Cependant, les Grx sont généralement des réducteurs moins efficaces pour les 

ponts disulfures que les Trx (68), ce qui est probablement lié à leur potentiel redox (Grx1 : -

233 mV ; Grx3 : -198 mV dans E. coli) (55) plus élevés que celui des Trx. 

En plus de son rôle important dans la réduction des ponts disulfure (67), le système 

GSH/Grx apparaît jouer un rôle vital dans la survie de la cellule eucaryote, en raison de son 

implication dans le métabolisme du Fer. De façon surprenante, Kumar et al., (69) ont montré 

que les souches de levure invalidées en GSH1 et cultivées en absence de GSH, ne sont pas 

viables à la fois en conditions aérobie et anaérobie, contrairement à E. coli (69). Cette 

fonction essentielle exercée par le GSH, non compensée par la voie de la Trx, n'est pas 

associée au stress oxydant ou à la synthèse de l'ADN (69,70), mais à un défaut d’assemblage 

des protéines à centre [Fe-S]. 

 24 



INTRODUCTION 

3. Exemples de systèmes redox impliqués dans les voies de la 

signalisation cellulaire 

Les exemples décrits dans ce paragraphe illustrent qu’en fonction de la complexité des 

voies de signalisation, les ERO, et en particulier H2O2, peuvent induire ou moduler la réponse 

cellulaire par des effets directs ou indirects sur un facteur de transcription ou un élément 

d’une cascade de transduction. La régulation redox peut donc passer par une activation, une 

inhibition, ou encore une régulation de la synthèse ou de la dégradation d’un de ces facteurs 

protéiques. 

 

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

redox 

OxyR représente l’archétype de la détection d’H2O2 par une protéine spécifique. OxyR 

est un facteur de transcription bactérien activé par oxydation en réponse à H2O2. OxyR 

contrôle ainsi directement l’expression de gènes codant plusieurs enzymes antioxydantes 

(l’alkylhydroperoxyde réductase (ahpCF), la GR (GorA) et la Grx1 (grxA)), mais également 

des protéines impliquées dans le métabolisme du fer (68–70).  

Le mécanisme d’activation d’OxyR passe par l’oxydation de la Cys199 sous forme 

acide sulfénique après réaction avec des concentrations submicromolaires d’H2O2, avec une 

constante de vitesse extrêmement élevée (supérieure à 105 M-1 s-1 (71)) comparable aux 

peroxydases à thiol, ce qui est compatible avec un événement de signalisation. L’attaque 

d’une deuxième Cys (Cys208) conduit à la formation d’un pont disulfure intramoléculaire 

induisant un changement conformationnel au sein du tétramère d’OxyR, avec modification de 

son affinité et de sa spécificité pour la région promotrice des gènes cibles et de ses contacts 

avec l’ARN polymérase  (Figure 15 page 26). Le processus est réversible, la liaison disulfure 

étant réduite par le couple GSH/GrxA, qui inhibe l’activité d’OxyR (72). La cinétique de 

recyclage d’OxyR étant lente par rapport à son activation, ceci permet l’activation transitoire 

de la réponse transcriptionnelle. OxyR pourrait également être activé par un mécanisme 

impliquant la modification de la Cys199 seule, par nitrosylation ou glutathionylation.  
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Figure 15 : Modèle d'activation du facteur de transcription OxyR par H2O2.  
OxyR, représenté en bleu, se fixe sur l’ADN sous forme de tétramère. H2O2 oxyde OxyR formant un 
pont disulfure intramoléculaire et entraînant un changement de conformation de OxyR. Ceci modifie 
la spécificité de liaison d’OxyR à l’ADN pour permettre la transcription des gènes impliqués dans la 
réponse au stress oxydant. OxyR est ensuite réduit par la grxA. (D’après Dubs et al., 2012 (73)). 
 
 

b) Le système Gpx3/Orp1-Yap1 dans la levure : une peroxydase à thiol en tant 

que capteur d’H2O2  

Chez S. cerevisiae, le facteur de transcription Yap1 joue un rôle majeur dans 

l’expression des gènes de la réponse antioxydante, et est activé par oxydation en réponse à 

une augmentation de la concentration en H2O2 (74). Cependant, à la différence d’OxyR, il 

n'agit pas comme capteur direct de peroxyde. En effet, une peroxydase à thiol, Gpx3, 

également appelée Orp1 (oxidant receptor protein), réagit avec H2O2 pour former un acide 

sulfénique qui génère une liaison disulfure intermoléculaire avec le facteur de transcription 

Yap1 (Figure 16 page 27). Orp1 appartient à la classe des 2-Cys-Prx atypiques (cf. § (1) page 

33) et possède un repliement apparenté aux Gpx. En comparaison avec les Gpx « classiques », 

Orp1 ne possède pas les éléments structuraux spécifiques de la reconnaissance du GSH.  

Le pont disulfure intermoléculaire formé entre Orp1 et Yap1 est ensuite échangé en un 

pont intramoléculaire Yap1 C598-C303, libérant Orp1 sous forme réduite. Cette forme 

activée de Yap1 est capable de pénétrer dans le noyau pour jouer son rôle de facteur de 

transcription. En effet, l’activité de Yap1 dépend de sa localisation cellulaire, qui est liée à 

son état d’oxydation. Dans des conditions normales, Yap1 est séquestré dans le cytoplasme en 

raison de son export permanent hors du noyau par l’exportine Crm1. Cependant, en présence 

d’H2O2, l’activation de Yap1 sous forme oxydée induit un changement de conformation qui 

déstabilise son interaction avec Crm1 en masquant son domaine d’export nucléaire. Ce 

mécanisme d’activation requiert également un troisième partenaire, la protéine Ybp1. De plus, 

deux autres ponts disulfures peuvent se former après la liaison C598-C303, et seraient 
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impliqués dans le contrôle du niveau et de la durée d’activation de Yap1. Le système Trx est 

capable de réduire Yap1 oxydée et de mettre fin au signal (74) (Figure 16 page 27).  

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
Figure 16 : Redistribution nucléaire et mécanisme d’activation et du facteur de transcription Yap1 
par Gpx3/Orp1.  
(A) Une souche Δyap1 exprimant la GFP-yap1 a été traitée par 300 μM d’H2O2 pendant le temps 
indiqué visualisée par coloration de la GFP. (D’après Delaunay et al., (75)) 
(B) Suite à l’oxydation de sa Cys catalytique (Cys36) sous forme acide sulféniques, Gpx3 peut 
interagir avec Yap1 pour former un pont disulfure intermoléculaire Yap1-Gpx3. Par conséquent, un 
échange de pont disulfure se produit suite à l’attaque de la Cys303 de Yap1 générant la forme pont 
disulfure intramoléculaire Cys303-Cys598 de Yap1 qui constitue la première étape vers la forme 
active de Yap1. L'accumulation nucléaire de cette forme dans le noyau induit l'expression de gènes 
codant des enzymes anti-oxydantes. (D’après Paulsen et al., 2009 (76)). 

 

c) Les protéines kinases et phosphatases : relation entre les processus de 

phosphorylation et de signalisation redox 

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

voies de signalisation activées par des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation. 

Parmi les protéines kinases et phosphatases, qui sont les enzymes contrôlant le commutateur 

« phosphorylation », certaines possèdent des résidus Cys capables de détecter H2O2 et sont 

donc sous contrôle redox (77,78). De façon générale, il a été décrit que les oxydants agissent 

en activant les kinases, ou en inhibant les phosphatases (77,79). Par exemple, c-Ret qui est un 

récepteur membranaire à activité tyrosine kinase (RTK) associé à plusieurs types de tumeurs, 

est activé par dimérisation suite à la production d’ERO induite par irradiation de la cellule aux 

rayons ultraviolets (80). Le mécanisme de dimérisation passe par la formation d'une liaison 

pont disulfure entre deux résidus Cys de chaque monomère. Les récepteurs sous forme de 

(B) (A) 
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dimère sont activés par autophosphorylation (81).  

L’activation peut également passer par un mécanisme indirect, comme c’est le cas 

pour ASK1 (apoptosis signal-regulated kinase 1), une kinase impliquée dans les voies de 

signalisation MAPK. Dans ce cas, l’activation d’ASK1 par la Trx constitue un élément de 

régulation majeur de l’apoptose. Sous forme réduite, la Trx peut se lier à ASK1 et inhiber son 

activité en favorisant son ubiquitination et sa dégradation. Par contre, sous forme oxydée 

(pont disulfure), la Trx se dissocie de ASK1, permettant ainsi sa dimérisation et son activation 

par autophosphorylation. De plus la Prx1 est également capable d’interagir avec ASK1 avec 

des effets similaires (63). 

Parallèlement à l’activation des kinases, une attention particulière a été portée aux 

protéines phosphatases qui, à la différence des kinases, sont facilement inactivées par les ERO 

(79). En effet, dans le cas des protéines tyrosine phosphatases (PTP), le groupement thiol de 

la Cys catalytique est caractérisé par une faible valeur de pKa (78) comme par exemple, le 

pKa de la Cys catalytique de la PTP1B de cellule de mammifères, d’environ 5,4 (82), et existe 

donc sous forme thiolate à pH physiologique ce qui augmente sa réactivité vis-à-vis de 

l’oxydation. En présence d’H2O2, l’acide sulfénique formé peut réagir avec un groupement 

amide ou thiol pour donner respectivement, un sulfénylamide cyclique ou un pont disulfure, 

inhibant l’activité phosphatase (83,84) (Figure 17 page 29). En particulier, des études 

cristallographiques sur la PTP1B ont révélé la formation d'une liaison de type sulfénylamide 

cyclique formée par attaque nucléophile de l'azote de la chaîne principale de la Ser216 sur le 

thiolate de la Cys215 préalablement oxydé en d'acide sulfénique (85) (Figure 18 page 29). 

Cependant, la réactivité in vitro du groupement thiolate au niveau du site actif de PTP1B avec 

H2O2 présente une vitesse relativement faible, allant de 9,1 à 42,8 M-1s-1, ce qui met en doute 

la signification biologique de ces mécanismes in vivo. Brigelius-Flohe et Flohé (77) ont 

proposé un mécanisme par lequel le peroxyde serait d'abord détecté par une peroxydases à 

thiol, avec la formation consécutive d'un pont disulfure avec la Cys catalytique de la 

phosphatase. Dans l'étape suivante, le GSH cliverait la liaison disulfure, générant une espèce 

PTP S-glutathionylée. Le mécanisme serait achevé par la réduction du disulfure mixte par la 

Grx.  
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Figure 17 : Les ERO en tant que modulateurs de l’activité des RTK. 
L'activation des RTK par le ligand entraîne l’activation des NOX par Rac, qui, à son tour, induit la 
production des ERO. Parmi les cibles intracellulaires des ERO sont les PTP, qui sont inactivés par 
oxydation leur Cys catalytique. Par conséquent, la phosphorylation des RTK est alors soutenue. Cette 
activation est requise pour l'induction de la prolifération cellulaire. La diminution de la concentration 
intracellulaire des ERO est accompagnée par l’activation des PTP, ce qui conduit à la 
déphosphorylation des RTK et ainsi la fin du signal. (D'après Chianrugi et, al., 2003 (79)). 

 

 

 
Figure 18 : Mécanisme chimique de formation de la liaison sulfénylamide de la PTP1B.  
(D’après Salmeen et al., 2003 (85)). 

 

d) NF-κB : le premier facteur de transcription des cellules mammifères sous 

régulation redox 

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

rôle important dans la réponse immunitaire et inflammatoire. Les ERO, et en particulier H2O2, 

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

comme les cytokines. H2O2 exerce son rôle essentiellement au niveau de la voie classique 
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impliquant le complexe IKK, dont dépend la phosphorylation de la protéine inhibitrice IκB 

qui stimule sa dégradation par le protéasome, et ainsi favorise la migration de NF-κB du 

cytosol vers le noyau (Figure 19 page 30). Cependant les mécanismes redox mis en jeu sont 

complexes et restent encore à établir.  

De plus, une protéine similaire à la Trx, la protéine 14 apparentée à la Trx (TRP14), 

peut moduler la voie de signalisation associée à NF-κB. La cible directe de TRP14 a été 

identifiée comme étant la chaîne légère de la dynéine 8 (LC8), qui est maintenue sous forme 

réduite par TRP14. Sous cette forme, la LC8 se lie à IκB, empêchant sa phosphorylation et 

ainsi sa dégradation. Cependant, la formation d'un pont disulfure intermoléculaire dans la 

LC8 (qui peut agir comme un capteur de la signalisation redox), conduit à sa dissociation du 

complexe formé avec IκB, qui peut ensuite subir une phosphorylation par le complexe IKK et 

conduire à l’activation de NF-κB (86). 

 

 
Figure 19 : Modèle de la régulation redox de NF-κB par LC8 et TRP14. 
Dans les cellules non stimulées, LC8 se lie et inhibe IκBα. L'exposition des cellules à des stimuli 
(TNF-α, IL-1β et LPS) induit une activation du complexe IKK et la production d’ERO par l'activation 
des NOX. Les ERO oxydent LC8 pour donner la forme pont disulfure intermoléculaire entre les 
résidus Cys de chaque sous-unité, ce qui entraîne la dissociation de LC8 de IκBα. IκBα libéré est 
ensuite phosphorylée par le complexe IKK et dégradé par le protéasome. TRP14 contribue à 
l‘inhibition de NF-κB (hétérodimère p50/p65) qui est médiée par LC8. BHA (un antioxydant 
chimique) ou DPI (inhibiteur des NOX) inhibent la phosphorylation IκBα par induction de la 
réduction des ERO, ou en inhibant la production des ERO, respectivement. (D’après Jeong et, al., 
2009 (86)). 
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III. La signalisation cellulaire par les peroxydes : Le couple Prx/Srx 
 

1. Contrôle cellulaire des peroxydes  

Il existe différentes familles de peroxydases dont les principales sont les catalases, les 

Gpx et les Trx peroxydases appelées également les Prx. Les catalases sont caractérisées par la 

présence d’un groupement hème, alors que les Gpx et Prx possèdent un résidu catalytique Cys 

ou SeCys. 

  

a) Les catalases 

Les catalases sont des métalloenzymes à centre hémique, presque exclusivement 

localisées dans les peroxysomes des cellules eucaryotes (87). La plupart des catalases existe 

sous forme de tétramères de 60 ou 75 kDa, chaque sous-unité contenant un site actif (hème) 

enfoui au sein de la structure mais accessible via des canaux hydrophobes (88). Ces enzymes 

catalysent la dismutation de deux molécules d’H2O2, en deux étapes (équations 16, 17). Dans 

la première étape, l’enzyme réduit une molécule d’H2O2 par transfert de deux électrons de 

l’hème vers H2O2 aboutissant à la formation d’une espèce oxydée de l’hème et d’une 

molécule d’eau. Dans la seconde étape, une deuxième molécule d’H2O2 est utilisée comme 

réducteur pour régénérer l’enzyme, produisant ainsi de l’eau et du dioxygène. Ce dernier est 

formé par oxydation à deux électrons de la deuxième molécule d’H2O2 sans rupture de la 

liaison O-O (89). 

Équation 16 : Catalase Fe(III) + H2O2 → Catalase Fe(IV)=O + H2O 
Équation 17 : Catalase Fe(IV)=O + H2O2 → Catalase Fe(III) + O2 + H2O 

 

La réaction, dont l’efficacité catalytique est de l’ordre de 107 M-1s-1, est un processus 

extrêmement efficace. Les catalases exercent une double fonction, selon la concentration en 

H2O2. Si la concentration en H2O2 est faible (inférieure à 1 µM), les catalases réalisent une 

réaction de peroxydation où différents substrats, comme l’éthanol ou l’acide ascorbique, 

peuvent être oxydés au niveau de la deuxième étape (activité catalase peroxydase). Si la 

concentration en H2O2 devient trop élevée (en situation de stress oxydant), l’enzyme joue 

alors son rôle de détoxication, où H2O2 est donc à la fois donneur et accepteur des électrons  

(90). Les catalases peuvent être utilisées en compétition avec les Prx pour mesurer les 

constantes de vitesse (très élevées) des Prx pour réduire H2O2, comme par exemple la HRP 

(horseradish peroxidase) qui a été utilisée pour étudier les paramètres cinétiques des deux 2-
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Cys-Prx typiques de levure  Tsa1 et Tsa2 (91). 

 

b) Les glutathion peroxydases « classiques » à SeCys 

Les glutathion-peroxydases « classiques » (Gpx) ont été décrites initialement chez les 

vertébrés, comme des sélénoenzymes, catalysant la réduction des peroxydes (92). Leur 

activité catalytique repose sur l’oxydation d’une sélénoCys catalytique en acide sélénénique 

(k ≈ 108 M-1s-1 ) (93) (équation 18), qui est ensuite réduit par deux molécules de GSH avec 

une constante de vitesse d’environ 105 M-1s-1 (93) (équations 19-20) .  

Équation 18 : Gpx–SeH + ROOH → Gpx–SeOH + ROH 
Équation 19 : Gpx–SeOH + GSH → Gpx–Se–SG + H2O

 

Équation 20 : Gpx-Se-SG + GSH → Gpx-SeH + GSSG 
 

La famille des Gpx classiques est caractérisée par un site actif comprenant une tétrade 

catalytique formée par la SeCys, une Asn, une Gln et un Trp (Figure 20 (A) page 32). Les 

acides aminés Asn, Gln et Trp créent un réseau de liaisons hydrogène qui favorise la 

polarisation nucléophile du résidu SeCys (ionisé à pH physiologique), et la polarisation de la 

liaison peroxyde, permettant ainsi l’attaque de l'atome d’oxygène appauvri en électrons du 

peroxyde substrat (Figure 20 (B) page 32) (74). 

 

 
 

Figure 20 : Représentation schématique de la tétrade catalytique des Gpx  
(A) Les interactions entre les résidus (hautement conservés) de la tétrade et le soufre (ou sélénium) 
sont mis en évidence (lignes en pointillés). La numérotation des résidus correspond la Gpx4 humaine 
(D’après Flohé et al., 2011 (94) pdb: 2OBI). (B) Par souci de clarté, la SeCys est représentée par 
S(e)- + H+. Les flèches représentent les liaisons qui vont se former. La (Se)Cys s'oxyde en un acide 
(sélénique)sulfénique, et ROH est ainsi libéré. (D’après Toppo et, al., 2009 (95)). 

  

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

tétramérique, joue un rôle majeur dans la défense contre le stress induit par H2O2, alors que la 

A B 
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Gpx4 monomérique est spécifique des hydroperoxydes lipidiques et est impliquée dans des 

voies de signalisation redox contrôlant, notamment l’apoptose (95).  

 

c) Les peroxydases à thiol 

Les  peroxydases  à  thiol  ou  à  Cys  appartiennent  à  deux  familles d’enzymes 

phylogénétiquement  éloignées,  les  Gpx à Cys (CysGpx)  et  les  Prx.  Ce sont des 

peroxydases non hémiques à Cys catalytique, d’environ 20 kDa, présentes dans tous les 

règnes du vivant, qui ont été initialement impliquées dans la protection des cellules contre le 

stress oxydant (96,97). Les Prx ont la particularité de réduire à la fois le peroxyde 

d’hydrogène, les hydroperoxydes organiques et les peroxynitrites par un mécanisme à deux 

étapes : une première étape commune à toutes les peroxydases à thiol est l’oxydation de 

leur Cys catalytique CP conduisant à un intermédiaire  acide  sulfénique analogue à l’acide 

sélénénique des Gpx classiques;  cette  étape  est  suivie  d’une  étape  de  régénération,  

impliquant généralement des protéines de type Trx (Figure 21 page 35).  

 Du point de vue structural, les peroxydases à thiol adoptent un repliement de type Trx, 

caractérisé par un feuillet β à 4 brins et 3 hélices α (Figure 10 page 21).  La Cys catalytique ou 

peroxydatique (CP) occupe une position analogue à la Cys N-terminale ou la Cys C-terminale 

du motif CXXC classique des Trx pour, respectivement, les Cys-Gpx et les Prx. 

Généralement, les Cys-Gpx sont des enzymes monomériques, et utilisent un mécanisme 

similaire à celui d'une des classes de Prx (cf. § (1) page 33). Par conséquent, outre leur rôle de 

peroxydase, leur sélectivité d’action vis-à-vis d’H2O2 (>105 M-1s-1) leur permet de jouer le 

rôle de protéines senseur d’H2O2, capables de détecter de faibles concentrations de cette 

espèce et de la convertir en signal d’activation de facteurs de transcription, comme c’est le cas 

du senseur redox Gpx3/Orp1 de levure mentionnée dans le § b) page 26. En comparaison avec 

les Gpx classiques à SeCys, les Cys-Gpx, ne possèdent pas les éléments structuraux 

spécifiques responsables de l’oligomérisation et de la reconnaissance du GSH, et sont réduites 

par la Trx (98,99). 

 

(1) Les différentes classes de peroxydases à thiol. 

La famille des Prx est divisée en trois classes distinctes en fonction de leur mécanisme 

de recyclage. Ces trois classes sont les Prx à deux Cys typiques (2-Cys-Prx typiques) 

auxquelles je m’intéresse plus particulièrement dans ce manuscrit et qui constituent le substrat 

des Srx, les Prx à deux Cys atypiques (2-Cys-Prx atypiques), à laquelle appartiennent les Cys-
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Gpx, et les Prx à une Cys (1-Cys-Prx) (Figure 21 page 35). Après réaction avec le substrat 

peroxyde, l’intermédiaire acide sulfénique PrxCP–SOH formé réagit avec une seconde Cys 

dite de recyclage (CR) pour former un pont disulfure intermoléculaire (2-Cys-Prx typiques) ou 

intramoléculaire (2-Cys-Prx atypiques), qui est ensuite réduit par la Trx. Dans le cas des 1-

Cys-Prx, l’intermédiaire acide sulfénique est réduit par un réducteur à thiol « externe » (Trx, 

GSH ou acide lipoïque). 

Les 2-Cys-Prx typiques, dont les propriétés sont décrites dans la suite de ce chapitre, 

représentent la classe majoritaire de Prx dans les cellules eucaryotes. Elles sont présentes dans 

le cytoplasme et dans les différents compartiments cellulaires, incluant les mitochondries, le 

noyau et le réticulum endoplasmique. Ces enzymes sont organisées en homodimères 

structurés « tête-bêche », ou la Cys CP d’un monomère fait face à la Cys de recyclage CR de la 

sous-unité symétrique.  
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Figure 21 : Représentation schématique du mécanisme catalytique des différentes familles de Prx. 
(a) 2-Cys-Prx typiques; (b) 2-Cys-Prx atypiques et CysGpx et (c) 1-Cys-Prx. Le peroxyde d'hydrogène 
ou les hydroperoxydes organiques (ROOH) sont réduits par la Cys CP, qui est oxydée en acide 
sulfénique (CP-SOH). Les cercles pleins correspondent à l'extrémité N-terminale de chaque protéine. 
(D’après Knoops et, al., 2007 (100)). 

 

(2) Mécanisme catalytique des 2-Cys-Prx typiques 

La première étape du mécanisme catalytique des 2-Cys-Prx typiques (et des Prx en 

général) (Figure 21 page 35) implique la réduction d’H2O2 (ou ROOH) en H2O (ou ROH) via 

l’attaque de la Cys CP, conduisant à la formation d’un intermédiaire acide sulfénique PrxCP–

SOH (101). Selon Hall, et al., (102,103) la constante de vitesse extrêmement élevée (105-107 

M-1 s-1) des Prx est liée non seulement à l’activation de la forme thiolate de la Cys CP par 

abaissement de son pKapp, mais surtout à la stabilisation de l’état de transition pour cette 

réaction. Sur la base de structures cristallographiques de Prx obtenues en complexe avec un 

, CysGpx 
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substrat ou analogue de substrat, Hall et, al., (103) proposent que la réaction se fasse en une 

seule étape ou SN2, ce qui implique l’alignement des atomes "SP" et "O" de respectivement, le 

groupement attaquant (R-S-) et le groupement partant (R-O-) (103) (Figure 22 page 36). Le 

site actif des Prx est composé de 3 acides aminés conservés en plus de la Cys CP : Pro, Thr 

(ou Ser dans 3% des séquences des Prx) et Arg. Les hypothèses actuelles (102,103) 

impliqueraient les chaines latérales Arg et Pro à l’origine de l’activation et du positionnement 

de la forme thiolate de la Cys. La Thr et l’Arg participeraient au positionnement et à la 

polarisation de la liaison peroxyde dans le site actif. Enfin, dans ce mécanisme catalytique une 

molécule d’eau (B:H) pourrait jouer le rôle de donneur de proton pour faciliter le départ du 

groupement partant (103).  

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

-) et la formation de l'acide sulfénique (SP–OH). Les acides aminés conservés dans le site actif 
(Pro, Thr et Arg) activent et maintiennent la CP pour attaquer l'atome d'oxygène du substrat. Le 
réseau de liaisons hydrogène place le substrat dans une position optimale pour une attaque 
nucléophile. Le mécanisme catalytique se fait en une seule étape SN2 (102). (D’après Roos 2001 
(104)). 

 

L’intermédiaire acide sulfénique ainsi formé (PrxCP–SOH), est ensuite réduit par 

attaque de la Cys de régénération (CR) situé sur le monomère symétrique au sein du dimère de 

Prx. Cette réaction est favorisée grâce à l’organisation « tête-bêche » du dimère permettant le 

rapprochement de ces deux Cys pour donner un intermédiaire pont disulfure intermoléculaire. 

Or, dans la forme réduite des 2-Cys-Prx typiques, les deux Cys CP et CR se trouvent à une 

distance d’environ 14 Å, ce qui implique un dépliement partiel de l’hélice α portant la Cys CP 

ainsi que des mouvements de l’extrémité C-terminale portant la Cys CR pour permettre la 

formation du pont disulfure et assurer son accessibilité pour la réduction par la Trx (105) 

(Figure 23 page 37) (105) . Dans le cas de 2-Cys-Prx typiques eucaryotes et chez certaines 
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cyanobactéries, l’intermédiaire PrxCP–SOH peut également subir une suroxydation par une 

seconde molécule d’H2O2, un mécanisme qui est décrit en détails dans le paragraphe suivant. 

 

 
Figure 23 : Structure du site actif d’une 2-Cys-Prx typique réduite et sous forme de pont disulfure  
La boucle et le premier tour d'hélice du motif structural boucle-hélice sont représentés en turquoise, le 
reste de la structure de ce monomère étant en gris. La structure de l’autre monomère est représentée 
en vert. L'Arg, la CP et la CR sont représentées selon le modèle boule-bâton, avec les atomes de soufre 
colorés en jaune, les carbones en noirs et les azotes en bleus. (D'après Wood et al., 2003 (105)).  

  

(3) Suroxydation des 2-Cys-Prx typiques 

Des études in vivo ont montré que l’activité peroxydase des 2-Cys-Prx typiques peut 

être inhibée par suroxydation de la Cys CP sous forme acide sulfinique (PrxCP–SO2H) (Figure 

24 page 37) en réponse à une exposition à H2O2 exogène ou induit par traitement au TNF-α 

sur des cellules de mammifères (106). La formation d’une espèce acide sulfonique PrxCP–

SO3H a également été décrite sur des cellules de levure, bien que les concentrations de 

peroxyde nécessaires soient très élevées par rapport à une situation  biologique (107). 

 

 
Figure 24 : Représentation schématique du mécanisme catalytique des 2-Cys-Prx typiques. 
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Ce phénomène de suroxydation sous forme acide sulfinique est spécifique aux 2-Cys-

Prx typiques d’eucaryotes et de certaines cyanobactéries (108), à l’opposé des enzymes 

bactériennes qui sont résistantes puisqu’elles nécessitent des concentrations en H2O2 cent fois 

supérieures pour être suroxydées (105). La susceptibilité vis-à-vis de la suroxydation de la CP 

est expliquée par la présence de deux éléments structuraux existant spécifiquement dans les 

enzymes eucaryotes et de cyanobactéries. Le premier élément est un tétrapeptide GGLG situé 

dans l’environnement de la CP, le deuxième élément est une hélice supplémentaire, contenant 

une Tyr et une Phe conservées, située à l’extrémité C-terminale de la protéine. Cette hélice est 

positionnée également dans l’environnement de la CP. La présence de ces deux éléments 

structuraux stabilise l’hélice α2 portant la Cys CP, ce qui limiterait la vitesse du réarrangement 

conformationnel requis pour la formation du pont disulfure, et augmenterait la susceptibilité 

de la CP–SOH à l’oxydation par une seconde molécule d’H2O2, par compétition avec l’étape 

de formation du pont disulfure CP-CR (105) (Figure 25 page 39). Ce modèle proposé en 2003 

par Wood et al., a été confirmé par la résistance à la suroxydation de 2-Cys-Prx typiques de 

levure dans lesquelles ont été mutés ou tronqués ces deux éléments (109). Cependant, aucune 

mesure directe des différentes étapes de ce mécanisme, en particulier de la réaction de 

suroxydation, du changement conformationnel et de la formation du pont disulfure n’était 

publiée lorsque j’ai débuté ma thèse. Cette partie fait l’objet d’un de mes volets de travaux de 

recherche (cf. Résultats & Discussion § I page 61). 
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Figure 25 : Comparaison de la structure du site actif de 2-Cys-Prx sensibles et résistantes à la 
suroxydation. 
(A, B) 2-Cys-Prx sensibles et (C, D) 2-Cys-Prx résistantes à la suroxydation dans les formes réduites 
(parties à gauche) et localement dépliées (parties à droite). Les 2-Cys-Prx sensibles, contrairement 
aux non sensibles à la suroxydation, contiennent une hélice α C-terminale contenant un motif de deux 
résidus conservés, Tyr et Phe, qui stabilisent la conformation réduite, et ralentiraient la réaction de 
recyclage, favorisant la suroxydation par réaction avec une seconde molécule de peroxyde. (A) PrxII 
humaine (PDB:1QMV), (B) PrxI humaine (pdb: 1QQ2), (C) AhpC C46S de Salmonella typhimurium 
(StAhpC) et (C) StAhpCox (pdb : 1KYG) (D’après Wood et al., 2003 (97)). 

 

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

catalytique 

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

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

physiologique de ce phénomène dans la régulation cellulaire redox et à proposer l’hypothèse 

selon laquelle les 2-Cys-Prx typiques pourraient posséder plusieurs types d’activités en 

fonction de leur état redox. 

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

typiques et leur état d’oligomérisation (Figure 26 page 41). En effet, sous forme réduite les 
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dimères de 2-Cys-Prx typiques s’associent majoritairement sous forme de décamères2, en 

équilibre avec une faible proportion de dimères. Au cours du cycle catalytique, la formation 

du pont disulfure CP-CR déplace l'équilibre vers la forme dimérique (111). Ce déplacement est 

dû à la déstabilisation des interfaces dimère-dimère au sein du décamère, induite par la 

réorganisation conformationnelle associée à la formation du pont disulfure. 

En outre, des études suggèrent que ces enzymes pourraient acquérir la fonction de 

protéines chaperons (112). En effet, à des concentrations élevées en H2O2, la suroxydation de 

la Cys CP conduirait à un changement de fonction résultant de la perte de l'activité peroxydase 

et d’un gain de l'activité de type chaperon, associé à la stabilisation de la forme décamérique, 

et à un déplacement de l'équilibre vers  la formation d’empilements de décamères formant des 

espèces de haut poids moléculaire HMW (high-molecular-weight) (103,107,113). In vitro, 

cette activité de chaperon a été démontrée en tant que holdase, i.e. une activité permettant de 

protéger de l’agrégation des protéines modèles dénaturées par la chaleur ou des agents 

chimiques. In vivo, le mécanisme d’action des 2-Cys-Prx typiques en tant que chaperon reste 

à établir. 

La suroxydation des 2-Cys-Prx typiques est donc une modification post-

traductionnelle qui permettrait le basculement entre différentes activités, mais pourrait 

également contrôler la transmission du signal redox porté par H2O2 en inactivant la fonction 

peroxydase des 2-Cys-Prx typiques. En effet, Wood, et al., (97) ont proposé une théorie 

originale dite du « floodgate », selon laquelle les 2-Cys-Prx typiques agiraient en tant que 

« vannes » : en conditions basales, la concentration en H2O2 est maintenue à de faibles 

niveaux, notamment grâce à leur activité peroxydase. Suite à un stress aux peroxydes ou à la 

stimulation des NOX, l'inactivation des 2-Cys-Prx typiques par suroxydation permettrait à 

H2O2 de s’accumuler localement, d’atteindre ses cibles et de jouer ainsi son rôle de messager 

redox dans la transduction du signal (114).  

 

 

 

 

 

 

 

2 Décamères : constitués de cinq dimères disposés dans une structure en forme d'anneau avec une 
symétrie d'ordre cinq. 
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Figure 26 : Structures quaternaires des 2-Cys-Prx typiques.  
(A) Structure d’un dimère oxydé sous forme pont disulfure d’une 2-Cys-Prx typique humaine HBP23 
(pdb : 1QQ2). Les Cys CP et CR de chaque sous-unité sont indiquées. (B) décamère de 2-Cys-Prx 
typiques humaine (PDB : 1QMV). (C) Modélisation de l’empilement de décamères en structure 
d’ordre supérieur (115). Ce décamère a un diamètre intérieur de ~ 60 Å. Les hélices α de différents 
décamères sont indiquées en cyan, et les feuillets β en brin, décrivant une organisation hélicoïdale. 
 

 

 

 

(A) (B) 

(C) 
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De plus, de récentes études (116) ont montré que le cycle redox des Prx pourrait être 

associé au maintien des rythmes circadiens. Ces rythmes sont omniprésents dans tous les 

règnes du vivant, et sont à l’origine de la coordination de nombreux aspects du comportement, 

de la physiologie et du métabolisme, comme par exemple les cycles veille/sommeil chez les 

mammifères, ou la croissance et la photosynthèse dans les végétaux. Dans ces études, 

l’oscillation des 2-Cys-Prx typiques entre les états suroxydé et réduit/disulfure a été observée 

comme biomarqueur rythmique circadien, de façon indépendante de la transcription. Cette 

découverte pourrait avoir d’importantes conséquences pour la compréhension de pathologies 

dans lesquelles le rythme circadien est perturbé, comme le cancer, le diabète ou les maladies 

neurodégénératives (117). 

Enfin, les 2-Cys-Prx typiques sont également associées au vieillissement réplicatif 

chez la levure. Récemment, Molin et al., (118) ont montré que la forme suroxydée de Tsa1 (2-

Cys-Prx typique majeure de S. cerevisiae) s’accumulait au cours du vieillissement de la 

levure. De plus, ils ont montré que les gènes TSA1 et SRX1 étaient nécessaires pour 

l’allongement de vie réplicative induit par la restriction calorique, et qu'une copie 

supplémentaire du gène SRX1 prolongeait la durée de vie réplicative d'une manière Tsa1 

dépendante (Figure 27 page 42). A priori, cette fonction portée par le gène TSA1 pourrait être 

associée soit aux propriétés de la Prx en tant qu’antioxydant, soit à ses propriétés de chaperon. 

En effet, McMurray et Gottschling (2004) (119) avaient proposé que l'accumulation de 

protéines oxydées, endommagées ou agrégées dans les cellules vieillissantes pourrait conduire 

à la perte de fonction de produits de gènes nécessaires pour le maintien de l'intégrité du 

génome. 

 
Figure 27 : Les gènes TSA1 et SRX1 affectent le vieillissement réplicatif de la levure.  
(A) La durée de vie des souches BY4742 (type sauvage) et Δtsa1 dans un milieu riche YPD. La durée 
de vie moyenne pour chaque souche est indiquée entre parenthèses. (B) effet d'une copie 
supplémentaire génomique intégrée du gène SRX1 sur la durée de vie des cellules. (C) Effet d'une 
copie supplémentaire génomique intégrée du gène SRX1 sur la durée de vie des cellules dépourvues 
de tsa1.  
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2. Les Srx : des enzymes à activité sulfinyl réductase 

Comme nous l’avons vu précédemment, la Cys catalytique des 2-Cys-Prx typiques 

peut être sélectivement oxydée sous forme d’acide sulfinique. Jusqu’en 2003, cet état 

d’oxydation était considéré comme irréversible in vivo. Des études de marquage métabolique 

au 35S sur des cellules de mammifères ont montré que lors d’un stress induit par H2O2, la Prx1 

(2-Cys-Prx typique) était suroxydée sous forme d’acide sulfinique, et qu’au cours du temps, il 

y avait régénération de Prx1 par réduction de l’acide sulfinique et non par synthèse de novo de 

nouvelles Prx1 (Figure 28 page 43) (120). 

Des études complémentaires sur plusieurs Prx ont montré que la réduction de l’acide 

sulfinique était plus rapide sur les 2-Cys-Prx typiques cytoplasmiques que sur leur homologue 

mitochondriale, alors que pour les 1-Cys-Prx il n’y avait pas de réduction de cette forme 

d’oxydation (121,122).  

 
Figure 28 : Réversibilité de l'oxydation sous forme acide sulfinique de Prx1 in vivo. 
Les cellules de mammifères, dont les protéines sont marquées au 35S au niveau des Met, sont soumises 
à un stress par H2O2 (100 μM) pendant 10 minutes, puis incubées de 0 à 8 heures dans un milieu salin 
(DMEM) supplémenté par le cycloheximide (inhibiteur de la traduction des protéines). Les protéines 
cellulaires sont ensuite séparées par électrophorèse bidimensionnelle (2D-PAGE) puis analysées par 
autoradiographie (A) ou par Western Blot (B) avec des anticorps anti-Prx1. Sur la figure est 
représentée la région du gel où est localisée la Prx1 sous forme réduite (Re) et oxydée (Ox). (D’après 
Woo et al., 2003 (120)). 

 

L’activité sulfinyl réductase des Srx a été par la suite mise en évidence par l’équipe du 

Dr. Toledano (110) chez S. cerevisiae. Son expression, induite par H2O2 et la sensibilité des 

levures vis-à-vis d’H2O2 lorsque le gène SRX1 est invalidé ont permis d’associer Srx au 

métabolisme cellulaire d’H2O2 (88). L’analyse d’extraits cellulaires a montré qu’une fraction 

de la population de Srx serait liée covalemment avec d’autres protéines. Ces partenaires ont 

été identifiés après copurification avec Srx, et se sont avérés être les deux 2-Cys-Prx typiques 

les plus abondantes de la levure, Tsa1 et Ahp1, ce qui suggérait que ces enzymes avaient des 

fonctions associées. Des études in vivo ont montré que les levures sauvages pouvaient réduire 
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les 2-Cys-Prx typiques suroxydées après exposition des cellules à H2O2, alors que des levures 

n’exprimant plus Srx (∆srx1) ne permettaient plus la réduction des PrxCP–SO2H (Figure 29 A 

page 44). De plus, la complémentation par l’expression de Srx recombinante dans des levures 

∆srx1 traitées par H2O2 montre une restauration de la réduction de l’acide sulfinique par Srx, 

suggérant une activité sulfinyl réductase (Figure 29 B page 44).  

Chez les mammifères, Srx est exprimée dans le cerveau, le colon, le foie, la rate et la 

moelle épinière (123) alors que chez les végétaux Srx, comme les 2-Cys-Prx typiques, est 

essentiellement localisée dans les chloroplastes (124). 

 
Figure 29 : Réduction in vivo de Tsa1 oxydée sous forme acide sulfinique par Srx1 
Analyse par électrophorèse 2D-PAGE des formes réduites (SH) et oxydées (SO2) de Tsa1, marquée au 
35S au niveau des Met ; dans (A) des levures sauvages ou Δsrx1 exposées à H2O2 durant les périodes 
mentionnées, ou dans (B) des levures Δsrx1 exprimant un vecteur contrôle, Srx sauvage ou SrxC84S 
après exposition des cellules à H2O2 durant 30 minutes à 30 °C. (D’après Biteau et al., 2003 (110)). 

 

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

suroxydée 

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

X (125) et par RMN (126) a permis de montrer que Srx possède un nouveau type de 

repliement protéique. Srx est structurée en un feuillet β composé de cinq brins β 

antiparallèles, et de trois hélices α (Figure 30 page 45). L'hélice α2 et la séquence qui la 

précède contiennent la signature des Srx, F(81/96)-G/S- G-C-H-R(86/101) (selon la 

numérotation de S. cerevisiae/H. sapiens), qui contient la Cys(84/99) catalytique. Cette Cys 

est située à l’extrémité N-terminale de l'hélice α2 et est proche de l'Arg(20/51) (~ 3,5 Å) qui 

est située dans la boucle reliant le brin β2 à l'hélice α1. Ces observations suggèrent que le 

pKapp de la Cys catalytique pourrait être abaissé grâce au dipôle induit par l'hélice α et par les 
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interactions stabilisatrices entre la Cys et l'Arg. Ceci est en accord avec la valeur de pKapp de 

7,3 mesurée pour la Srx humaine (HsSrx) (123), et également la Srx S. cerevisiae (ScSrx) 

(88). 

Srx est une enzyme ATP-dépendante (110), dont le mécanisme catalytique passe par la 

phosphorylation de l'acide sulfinique de la Prx, grâce au transfert du phosphate γ de l'ATP. 

Ceci implique une reconnaissance de l'ATP par la Srx ou au niveau du complexe protéique 

Prx/Srx.  

 
 
Figure 30 : Structure tridimensionnelle de la HsSrx  
Les hélices α sont colorées en violet, les régions non structurées en gris et les brins β en bleu. La 
figure présente la structure de Srx humaine (HsSrx) en complexe avec un groupement phosphate. 
L’Arg51, la Cys99, l’His100, l’Arg101 et une molécule de phosphate (PO4) sont présentés sous forme 
de bâtons. Les couleurs des atomes sont les suivants; vert : carbone, bleu : azote, rouge : oxygène, 
orange : soufre et magenta : phosphate. (D’après Jonsson et al., 2005 (125)).  
  
 La structure cristalline HsSrx/ATP/Mg2+/HsPrx1 a été obtenue avec les variants 

HsSrxC99A et HsPrxIC52Asp (suivant la numérotation chez Homo sapiens) dans le but de 

mimer le groupement sulfinate de la 2-Cys-Prx typique suroxydée (127) (Figure 31  page 46). 

En outre, pour renforcer la stabilisation de l’interaction Srx/Prx deux mutations ont été 

également introduites (Asn43 de la Srx et la Lys185 de la PrxI) pour générer une liaison pont 

disulfure au niveau de l’interaction C-ter de Prx avec la Srx. Dans cette étude, pour stabiliser 

la forme dimérique de Prx, les auteurs ont également introduit une charge négative (C83E) au 

niveau de l’interaction entre deux dimères de Prx. Cette structure montre qu’un des deux 

oxygènes de l’Asp52 de Prx est situé à proximité du groupement phosphate γ de l’ATP, 

contrairement à la Cys catalytique de Srx (ici Ala99), compte tenu de sa distance de 4 Å et de 

son orientation par rapport au groupement phosphate γ. Ceci suggère que la fonction acide 

sulfinique pourrait attaquer directement le groupement phosphate γ de l’ATP. Dans le 
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deuxième chapitre des résultats et discussion nous apportons des preuves cinétiques détaillant 

ce mécanisme catalytique. 

 En outre, la structure cristalline obtenue par l’equipe de Lowther (127) (Figure 32 

page 47) montre, que, en plus de l’interface de reconnaissance au niveau des sites actifs, qu’il 

existe une interface « arrière », impliquant l’extrémité N-ter de la seconde sous-unité de la Prx 

qui se rabat sur la Srx pour probablement stabiliser ce complexe. Ainsi, plusieurs résidus de 

Srx et Prx issus de ces deux interfaces pourraient être impliqués dans le mécanisme 

enzymatique. L’étude de la formation du complexe Prx/Srx et de son interaction avec l’ATP 

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

 

 
Figure 31 : Structure de l’interface d’interaction Srx/Prx en présence d’ATP et Mg2+.  
La numérotation des acides aminés suit celle de la Srx de humaine (cyan), et Prx humaine (vert). La 
Cys catalytique (Cys99) de la Srx est remplacée par une Ala. La Cys CP (Cys52) de la Prx est 
remplacée par l’Asp. Les molécules d'eau sont indiquées en boules rouges, Mg2+ en gris, l’ATP est 
présenté sous forme de bâtons. Les liaisons hydrogènes sont indiquées en pointillés. (D’après Jönsson 
et al., 2009 (127)). 
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Figure 32 : Structure du complexe quaternaire Prx/ATP/Mg2+/Srx  
(A), (B) deux représentations de la structure globale du complexe Prx/ATP/Mg2+/Srx. Les deux 
monomères du dimère PrxI sont représentés en vert foncé et clair, et les deux monomères de Srx en 
cyan et bleu. Une molécule d'ATP et un ion Mg2+ dans chaque site actif sont également représentés. 
(C) Structure de l’interface « arrière » Prx/Srx montrant les résidus conservés de la Prx (modèle 
stick) interagissant avec la Srx (surface cyan). (D’après Jönsson et al., 2009 (127)). 
 

b) Mécanisme catalytique de la Sulfirédoxine 

 Des études in vitro de la réduction de Tsa1CP–SO2 de levure par ScSrx ont montré 

que la réaction nécessite la présence d’ATP, de Mg2+ (ou Mn2+), ainsi qu’un système de 

réduction à thiol comme le DTT ou le système Trx (Figure 33 page 48) (110,128). La Srx 

contient une Cys invariante dans différents organismes eucaryotes, comme le montre 

l’alignement de séquences (Figure 34 page 50), située en position 84 chez S. cerevisiae. Son 

remplacement par une Ala abolit l’activité sulfinyl réductase, alors que la substitution des 

autres Cys non conservées par une Ser (C106S) (C48S) n’abolit pas la réduction des 2-Cys-

Prx typiques oxydées, in vivo. Le fait que ScSrxC84S ne présente pas d’activité sulfinyl 

réductase in vitro, suggérait une fonction essentielle de ce résidu dans la catalyse. 

Le mécanisme catalytique de la réduction des PrxCP–SO2H par Srx est ATP et Mg+2-
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dépendant, et comprend trois étapes (Figure 35 page 51).  

 

 
 

Figure 33 : Réduction in vitro de Tsa1 oxydée sous forme acide sulfinique par ScSrx 
Analyse par Western Blot avec des anticorps anti-Tsa1 de la réaction contenant : la ScSrx purifiée, 
Tsa1 suroxydée, 1 mM d’ATP, 1 mM de Mg2+ et 0,5 mM de DTT, incubée 15 min à 30°C. Les formes 
réduites et oxydées de Tsa1 sont séparées par alkylation différentielle des thiols libres avec l’acide 4-
acétamido-4’-maléimidylstilbène-2,2’-disulfonique (AMS) induisant une augmentation de la masse de 
500 Da par Cys alkylée.( D’après Biteau et al., 2003 (110)).  

 

(1) Étape d’activation du substrat : activité 

phosphotransférase de Srx 

La réduction de la fonction acide sulfinique nécessite une activation chimique 

préalable à l’étape réductase. Dans le cas de la PrxCP–SO2H, notre équipe a montré que le 

sulfinate est activé par transfert direct (129) du groupement γ-phosphate de l’ATP, conduisant 

à la formation d’un intermédiaire anhydride phosphoryle sulfinique. Cette étude (129) a 

également permis de montrer que la vitesse globale de réduction du substrat PrxCP–SO2H est 

limitée par la première étape du mécanisme, c'est-à-dire l’étape de transfert de phosphate, 

avec une constante de vitesse de formation de l’ADP kADP de l’ordre de 1-2 min-1 égale à la 

constante catalytique de la réaction à l’état stationnaire (Figure 35 page 51). Cette constante 

de vitesse est faible comparée à celle mesurée pour d’autres enzymes ATP-dépendantes qui 

sont généralement supérieures à 10 s-1 (130). Ce qui soulève la question i) de la nature du 

processus limitant au sein de cette étape, et ii) des facteurs moléculaires qui contrôlent sa 

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

 

(2) Étape réductase 

L’activité réductase de la Srx a été caractérisée pour la ScSrx (53) dans notre 

laboratoire par spectrométrie de masse couplée à la chromatographie en phase inverse, 

combinée à l’étude cinétique de la formation des intermédiaires réactionnels. Ces études ont 

permis de mettre en évidence l’existence d’un intermédiaire catalytique covalent (postulée par 

Biteau et al., (110) et mise en doute par Jeong et al., (131)), de type thiolsulfinate Prx-CP–
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SO–S–C84-Srx résultant de l’attaque de la Cys84 de ScSrx sur la fonction acide sulfinique 

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

 

(3) Étape de recyclage de ScSrx 

La formation d’un intermédiaire covalent Prx/Srx implique le recyclage de l’enzyme 

sous forme réduite. Dans le cas de la ScSrx, une étude menée au laboratoire a permis de 

montrer que la ScSrx possède une Cys de recyclage (la Cys48), qui après attaque sur le soufre 

sulfénique de l’intermédiaire thiolsulfinate, est responsable de la libération du produit de la 

réaction, la Prx sous forme acide sulfénique PrxCP–SOH, et de la ScSrx oxydée sous forme 

pont disulfure intramoléculaire (Figure 35 page 51). L’activité sulfinyl réductase de la ScSrx 

est ensuite regénérée par un échange de ponts disulfure très efficace avec la Trx (~5.105 M-1s-

1), où la Cys catalytique de la Trx attaquerait la Cys48 de la ScSrx (128). Par analogie aux 2-

Cys-Prx typiques, la ScSrx a été qualifiée de Srx à 2 Cys (2-Cys-Srx). 

Cependant, le mécanisme de recyclage des Srx à une Cys, comme par exemple celles 

de mammifères et de plantes, doit être nécessairement différent de celui décrit ci-dessus, 

puisque la Cys48 n’est pas conservée dans ces organismes (Figure 34 page 50). En particulier, 

ceci implique l’intervention d’un réducteur cellulaire « externe ». L’étude de la nature de ce 

réducteur et du mécanisme de recyclage des Srx à une Cys a fait l’objet d’un volet de mes 

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

c) Rôle physiologique des Srx au niveau cellulaire 

 

(1) Rôle dans la régulation de l’activité des 2-Cys-Prx 

typiques. 

Le premier rôle identifié de Srx est son activité enzymatique de réduction des 2-Cys-

Prx typiques suroxydées sous forme acide sulfinique. Nous avons vu que les 2-Cys-Prx 

typiques peuvent jouer plusieurs rôles au sein des cellules (cf. § d) page 39), comme 

peroxydase, comme détecteur d’H2O2 et protéines chaperons. Ces différentes fonctions sont 

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

donc potentiellement impliquée dans la régulation de ces différentes fonctions, avec un 

impact potentiel dans le vieillissement, le maintien du rythme circadien et les maladies 

associées. Par exemple le système Prx/Srx a été impliqué dans le développement du cancer du 

poumon (132). 

A l’appui de cette hypothèse, une recherche de séquences protéiques homologues à 

celle de ScSrx, dans des banques de données (Figure 34 page 50), révèle la présence de Srx 

uniquement chez certains organismes eucaryotes, ainsi que chez quelques cyanobactéries, 

avec une identité de séquence d’environ 30 %. Il est intéressant de signaler qu’il existe une 

coévolution entre la présence de Srx et les 2-Cys-Prx typiques qui sont sensibles à la 

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

 

Au cours d'un stress causé par les ERO, de nombreuses protéines sont modifiées au 

niveau de leur Cys par la formation d'un pont disulfure mixte avec le GSH. Ce phénomène est 

qualifié de S-glutathionylation. Ces modifications post-traductionnelles pourraient jouer un 

rôle protecteur ou régulateur de la fonction protéique dans des mécanismes de signalisation 

redox (133). Ces modifications sont réversibles, la déglutathionylation de ces protéines étant 

catalysée principalement par la Grx (cf. § b) page 22).  

Des études récentes ont montré que Srx peut aussi jouer un rôle dans la 

déglutathionylation des protéines (134). En effet, lors d'un stress oxydant causé par l'oxyde 

nitrique, le taux de protéines glutathionylées dans des cellules humaines de rein (HEK293) 

exprimant Srx est fortement diminué par rapport aux cellules ne l'exprimant pas. Cette 

observation n’est vraie que dans le cas où la Cys essentielle de Srx n’est pas substituée. 

L'actine et la phosphatase PTP-1B sont des protéines glutathionylées lors de ce stress. Ces 

études in vitro montrent que Srx, possédant sa Cys essentielle, est capable de déglutathionyler 

ces deux protéines, restaurant l'activité phosphatase aux PTP-1B et la ca capacité de 

polymérisation de l'actine (134). L'incubation de Srx avec ces deux protéines pendant le 

traitement de glutathionylation montre une faible modification des protéines par rapport au 

traitement sans Srx. Srx protègerait donc les protéines de la glutathionylation au cours d'un 

stress oxydant, permettant aux protéines de rester actives (134).  

En outre, Park et al., (135) ont déterminé in vitro le rôle de Srx dans la 

déglutathionylation d’une 2-Cys-Prx (PrxI). Pour évaluer la pertinence biologique de ces 

observations, les auteurs ont montré que PrxI est glutathionylée dans des cellules HeLa A549 

à faible concentration d’H2O2. En outre, le taux de PrxI glutathionylée a été sensiblement 

élevé dans des cellules transfectées par des ARN interférents ciblant les ARN messagers de 

Srx. À l'inverse, dans les cellules surexprimant Srx, le taux de PrxI glutathionylée a été 

diminué. Cependant, le taux de glutathionylation de la PrxV n'a pas été affecté par la variation 

du niveau d'expression Srx qui est vraisemblablement lié à spécifité de Srx pour la PrxI 

contrairement à la PrxV.  

De plus, Bowers et al., (136) ont déterminé une forte affinité de la Srx pour la protéine 

S100A4 (S100 binding protein A4) glutathionylée (KD ~ 5 nM). De ce fait, Srx forme un 

complexe avec S100A4 glutathionylée et affecte son interaction avec NMIIA (non-muscle 
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myosin IIA)3, modulant ainsi, la migration et l'adhésion cellulaire.  

 

(3) Activité nucléase  

Récemment, Yong hun et, al., (137) ont proposé que Srx pourrait posséder une activité 

nucléase. Sur la base d’une forte homologie de séquence entre Srx et ParB qui est une 

nucléase, la Srx de d’Arabidopsis thaliana (AtSrx) a été testée pour une éventuelle activité 

nucléase. Dans cette étude, les auteurs ont constaté que AtSrx tout comme une nucléase, peut 

utiliser un substrat simple brin et double brin (ADN). L'activité nucléase est activée par des 

cations divalents. Cependant, la mutation de la Cys catalytique dans le site actif (AtSrx-

C72S), n’a pas de conséquence sur l’activité réductase de AtSrx, ce qui suggère que la Cys 

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

 

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

L’activité sulfinyl réductase des sestrines a été proposée en 2004 par Budanov et al., 

(138) chez l’homme, après une étude in vitro de l’activité de la protéine, en présence de 2-

Cys-Prx typiques suroxydées, de MgCl2, d’ATP et de DTT. Les sestrines produites par le 

gène Hi95, sont impliquées dans la défense des cellules humaines contre les ERO, et 

possèdent un domaine apparenté aux protéines bactériennes AhpC responsables de la 

réduction des 2-Cys-Prx typiques. Sur la base de ces expériences, Budanov et, al., ont proposé 

que la sestrine Hi95 permettrait la réduction de la forme acide sulfinique régénérant Prx1 sous 

forme réduite. Cependant, cette activité a été ensuite remise en cause. En effet, l’étude menée 

par Woo et al. (139) montre que la surexpression de Hi95, dans des cellules HeLa ou A549, 

ne permet pas la réduction de Prx suroxydées. Ces résultats sont en accord avec des études 

menées au laboratoire par le Dr. Xavier Roussel sur la sestrine humaine. L’activité observée 

par Budanov et al., pourrait provenir d’une contamination de la protéine Hi95 par 

copurification avec Srx. 

 

 

 

 

 

3 NMIIA : élément central dans les mécanismes de la régulation de l'adhésion cellulaire, la 
migration et l'architecture des microfilaments. 
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Mon projet de thèse avait pour objet l’étude des mécanismes moléculaires de 
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régulation du système 2-Cys-Prx/Srx, et s’inscrit dans la problématique plus générale de la 

signalisation cellulaire redox thiol-dépendante. In vivo, cette régulation implique plusieurs 

cycles catalytiques interdépendants (Figure 36 page 57) : le cycle peroxydatique de la Prx, le 

cycle de suroxydation de la Prx, le cycle de la Srx et leurs connexions avec les systèmes redox 

Trx/glutathion. La compréhension de la coordination de ces cycles requiert donc une 

connaissance précise des cinétiques réactionnelles de ces deux enzymes. 

 

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

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

(1) L’étude du mécanisme moléculaire de suroxydation d’une 2-Cys-Prx, qui constitue le 

premier point de régulation du système Prx/Srx : à mon arrivée au laboratoire, aucune donnée 

cinétique détaillée du cycle enzymatique des 2-Cys-Prx n’était disponible. L’objectif était de 

caractériser les deux étapes du cycle catalytique de la 2-Cys-Prx typique majeure de S. 

cerevisiae dont la compétition contrôle la sensibilité à la suroxydation, par une stratégie 

combinant cinétiques rapides, système enzymatique couplé et modélisation cinétique.  

(2) L’analyse des facteurs moléculaires responsables de la faible constante catalytique de 

la Srx au niveau de la première étape de son mécanisme enzymatique, ce qui doit être corrélé 

à son rôle biologique et constitue un second élément de régulation. Dans un premier temps, la 

question de la nature du processus limitant la vitesse de cette première étape a été abordée, 

puis le mécanisme de formation du complexe Michaelien Prx/Srx/ATP/Mg2+ a été caractérisé 

par une technique d’anisotropie de fluorescence.  

(3)  L’étude de la nature du réducteur et du mécanisme de recyclage des 1-Cys-Srx, qui 

 57 



OBJECTIFS 

diffère de celui des 2-Cys-Srx de levure qui sont réduites par la Trx. Compte tenu des 

concentrations cellulaires élevées de glutathion, l’objectif était d’évaluer le rôle de ce dernier 

en tant que réducteur physiologique des 1-Cys-Srx, par une stratégie combinant études in vivo 

et cinétiques enzymatiques in vitro. Cet aspect constitue un point de connexion du couple 

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

Pour aborder ces différentes questions, j’ai utilisé différentes approches de cinétiques 

classiques et rapides, de modélisation cinétique, mais également d’anisotropie de 

fluorescence, de génétique de la levure, et de techniques spécifiques en biochimie redox des 

protéines, résumées dans la  Figure 37 page 58. 

 
 
Figure 37 : Stratégie d’étude du système 2-Cys-Prx/Srx 
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HPLC phase inverse, gels 
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l'équilibre 
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I. Étude cinétique du mécanisme de suroxydation d’une 2-Cys-Prx 

typique  
Comme nous l’avons abordé en détails dans le chapitre "Introduction", les 2-Cys-Prx 

typiques présentent la particularité d’être régulées selon l’état d’oxydation de leur Cys 

catalytique, en particulier par un surprenant mécanisme de suroxydation par leur propre 

substrat H2O2 (cf. § (3) page 37). Ce phénomène constitue donc le premier élément de 

régulation du système 2-Cys-Prx/Srx. 

Le mécanisme catalytique des 2-Cys-Prx typiques (Figure 38 page 62) implique, i) la 

réduction de H2O2 en H2O via l’attaque de la Cys CP, conduisant à la formation d’un 

intermédiaire acide sulfénique PrxCP–SOH (101), du point de vue cinétique, cette étape est 

caractérisée par une constante de vitesse de second ordre4 kSOH; ii) l’intermédiaire PrxCP–

SOH est attaqué par la Cys CR de la seconde sous unité du dimère, pour donner un 

intermédiaire pont disulfure intermoléculaire PrxCP–S–S–CRPrx; cette étape est caractérisée 

par une constante de vitesse de premier ordre kss ; iii) cette forme oxydée est ensuite réduite 

par la Trx, avec une constante de vitesse kTrx (de premier ordre lorsqu’elle est mesurée en 

concentrations saturantes en Trx). Cependant, la forme PrxCP–SOH peut également réagir une 

seconde fois avec une molécule de H2O2 pour donner une forme acide sulfinique PrxCP–

SO2H, avec une constante de vitesse de second ordre définie par kSO2.  

 

4 L’ordre d’une réaction chimique indique l’influence d’un réactif dans la cinétique de la 
réaction. Ainsi, i) une réaction est de premier ordre pour un réactif (A), si la vitesse globale est 
proportionnelle à la valeur de la concentration de ce réactif (A), (v= k [A]1), ii) une réaction de second 
ordre pour deux réactifs (A, B), traduit que la vitesse globale dépend des concentrations de (A) et (B) 
(v= k [A]1[B]1). 
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Figure 38 : Schéma du mécanisme et des constantes de vitesse du cycle catalytique des 2-Cys-Prx 
typiques 

 

Selon l’hypothèse proposée par l’équipe de L. Poole (105), c’est au niveau de 

l’intermédiaire PrxCP–SOH que se joue la compétition entre les étapes de réduction sous 

forme disulfure ou d’oxydation sous forme acide sulfinique, qui détermine globalement la 

cinétique de suroxydation des 2-Cys-Prx typiques. 

Lorsque j’ai débuté ma thèse, aucune donnée cinétique concernant les deux étapes en 

compétition n’était disponible. Afin de mieux comprendre le mécanisme de régulation des 2-

Cys-Prx typiques par suroxydation, nous avons entrepris une étude visant à caractériser les 

paramètres cinétiques correspondant à ces deux étapes au cours du cycle catalytique de ces 

enzymes, en utilisant pour modèle la 2-Cys-Prx typique majeure de S. cerevisiae (Tsa1) que 

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

 

1. Stratégie expérimentale 

Selon le modèle cinétique présenté ci-dessus, quatre étapes contribuent au cycle 

catalytique des 2-Cys-Prx typiques. Parmi ces étapes, seule la valeur de kSOH avait été 

déterminée pour Tsa1 par une méthode par compétition avec la peroxydase de raifort HRP 

(91). Afin de pouvoir observer ces différentes étapes, nous avons utilisé une approche 

combinant : 
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 L’étude cinétique de la réaction en conditions de cycle unique, i.e. en absence de 

réducteur Trx. Ceci permet de bloquer la réaction à l’étape de formation de l’intermédiaire 

PrxCP–S–S–CRPrx. Étant donné que plusieurs groupes avaient reporté que le phénomène de 

suroxydation n’était observable qu’en conditions de cycle multiple (105,123) (en présence de 

réducteur), nous avons donc formulé l’hypothèse que l’étape de suroxydation n’était pas 

significative dans les conditions de cycle unique. Par conséquent, dans cette expérience, 

seules les étapes correspondant à kSOH et kSS contribueront au message observé qui est basé sur 

le signal de fluorescence intrinsèque de la protéine. Cette étude permettra de déterminer kSS. 

 l’étude cinétique de la réaction en conditions de cycles multiples, i.e. en présence de 

son réducteur Trx et de son système de recyclage, la TrxR couplée au NADPH. Ce dernier 

fournit un message spectroscopique permettant de suivre la cinétique réactionnelle. Dans ces 

conditions, toutes les étapes du cycle catalytique participent potentiellement à la réaction, en 

particulier le processus de suroxydation. Afin de prendre en compte la contribution 

individuelle de chacune de ces étapes, les cinétiques seront analysées selon le modèle présenté 

dans la Figure 38 (page 62), en utilisant un programme d’analyse globale prenant en compte 

chacune des constantes de vitesse individuelles, afin de déterminer kSO2. 

 

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

disulfure  

La cinétique des deux étapes conduisant à la formation de l’intermédiaire PrxCP–S–S–

CRPrx de la Tsa1 (ou Tsa1CP–S–S–CRTsa1) a été analysée en utilisant une technique de 

cinétique rapide fondée sur l’extinction de l’intensité de fluorescence intrinsèque de la protéine. 

En effet, Tsa1 contient trois résidus Trp, dont le signal de fluorescence est affecté selon l’état 

d’oxydation de la Cys CP dans le site actif (Figure 39 page 64). Spécifiquement, la Tsa1CP–S–

S–CRTsa1 émet un message de fluorescence environ 50 % plus faible que la forme Tsa1CP–SH 

(Figure 40 page 64). 
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Figure 39 : Représentation du site actif d'une 2-Cys-Prx typique au sein de l'unité dimérique. 
Les deux sous-unités sont représentées en vert et violet. Les résidus Cys sont identifiés par l'atome de 
soufre en jaune. Les résidus Trp sont symbolisés en rose pour le squelette carboné et en bleu pour 
l'azote. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 40 : 
Spectres d’émission de fluorescence de la Tsa1CP–SH et de Tsa1CP–S–S–CRTsa1.  
Les mesures sont effectuées sur un fluorimètre Flx (SAFAS®) dans du tampon TK à une concentration 
en Tsa1CP–SH ou Tsa1CP–S–S–CRTsa1 de 2 µM en monomère. La longueur d’onde d’excitation est 
de 295 nm afin d’exciter sélectivement les résidus Trp et le photomultiplicateur est réglé à 650 V. 
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L’avancement de la réaction de réduction de H2O2 par la Tsa1 en l’absence de réducteur 

a été suivie à l’aide d’un appareil de cinétique rapide Applied photophysics type SX18MV-R 

(Leatherhead®, UK) (stopped flow). Cet appareil permet de mélanger rapidement volume à 

volume deux solutions initialement contenues dans deux seringues, et de suivre l’émission de 

fluorescence du mélange en fonction du temps avec un temps mort très faible de l’ordre de 1 

ms. Dans cette expérience, la première seringue contient H2O2 (de 0 à 200 µM) dans du tampon 

Tris-HCl 50 mM, KCl 100 mM, pH 7 (tampon TK), la deuxième seringue contient Tsa1 (10 ou 

20 µM), dans le même tampon. La température est maintenue à 30°C. La longueur d’onde 

d’excitation est fixée à 295 nm afin d’exciter sélectivement les résidus Trp et un filtre permet de 

mesurer l’émission de fluorescence aux longueurs d’ondes supérieures à 320 nm, correspondant 

au spectre d’émission de la protéine. Ces mesures ont été effectuées en conditions de cycle 

unique (ou état pré-stationnaire), en l’absence du réducteur Trx.  

Dans ces conditions, les cinétiques observées sont décroissantes, ce qui reflète 

l’oxydation de la protéine sous forme disulfure, comme attendu. Après déduction du tracé 

obtenu en l’absence de H2O2 (Figure 41 page 66), les cinétiques résultantes sont caractérisées 

par une phase rapide décrite par un signal monoexponentiel décroissant, et analysées selon la 

formule (1), avec A correspondant à l’amplitude du signal, kobs à la constante de vitesse de la 

phase exponentielle et C à une constante. 

Formule 1 : 𝑦𝑦 = 𝐴𝐴 �1 −  𝑒𝑒
−𝑘𝑘𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑡𝑡

� + 𝐶𝐶 
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Figure 41 : Cinétiques typiques d’évolution du message de fluorescence de la Tsa1 en absence et en 
présence de H2O2 (10 µM) 
Le suivi de l’avancement de la réaction est réalisé à 30°C dans du tampon TK. La longueur d’onde 
d’excitation est fixée à 295 nm, et l’émission de fluorescence est collectée au travers d’un filtre de 
seuil égal à 320 nm à PM = 380 Volts. Le mélange réactionnel est composé de Tsa1 (5 ou 10 µM 
finale) et H2O2 (0 et 10 µM). 

 

Afin de pouvoir attribuer le signal observé à l’étape de réduction de H2O2 (kSOH) ou à 

l’étape de formation du pont disulfure (kSS), j’ai évalué l’effet de la concentration en enzyme et 

en substrat sur la cinétique réactionnelle. La variation de la concentration Tsa1 induit une 

variation proportionnelle de l’amplitude des cinétiques, alors que la valeur de kobs ne varie pas 

significativement (~ 15 s-1) (Figure 41 page 66). Ceci indique un mécanisme de premier ordre 

par rapport à l’enzyme. D’autre part, les vitesses mesurées pour différentes concentrations de 

H2O2 sont rassemblées dans le tableau 1 page 67. 
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[Tsa1]finale [H2O2]finale 
Amplitude 

(unités arbitraires) 
kobs 

 

5 µM 

 

10 µM 

20 µM 

25 µM 

50 µM 

75 µM 

100 µM 

0,13 

0,14 

0,14 

0,12 

0,14 

0,14 

13 s-1 

13 s-1 

14 s-1 

14 s-1 

16 s-1 

15 s-1 

 
Tableau 1 : Étude cinétique de la réaction catalysée par la Tsa1 en conditions de cycle catalytique 
unique. 

 

La valeur de l’amplitude de la cinétique est indépendante de la concentration en H2O2, 

en accord avec une cinétique de premier ordre par rapport à Tsa1. En outre, la constante de 

vitesse mesurée est également indépendante de la concentration en H2O2, indiquant que le 

substrat n’intervient pas directement dans le signal observé. Par conséquent, la phase 

exponentielle enregistrée peut être attribuée à l’étape de formation du pont disulfure et la 

constante kobs à kSS, égale à 14 ± 1 s-1dans ces conditions.  

 

3. Étude de la constante de vitesse de suroxydation  

Dans le but d’accéder à l’étape de suroxydation et à sa constante de vitesse, la cinétique 

de la réaction a été étudiée en conditions de cycles multiples, à l’état stationnaire, c’est à dire en 

présence du réducteur Trx. En effet, l’impact de l’étape de suroxydation est plus sensible 

lorsque l’enzyme effectue un grand nombre de cycles catalytiques, ce qui augmente la 

fréquence de passage de l’enzyme sous la forme PrxCP–SOH et la probabilité de l’événement 

de suroxydation (Figure 38 page 62).  

Or, dans ces conditions, en présence de Tsa1 et Trx, les deux protéines contribuent au 

signal de fluorescence, ce qui rend difficile l’utilisation de ce signal pour le suivi de la réaction. 

Nous nous sommes donc tournés vers le système couplé Trx/TrxR/NADPH, qui permet de 

suivre l’avancement de la réaction en suivant la consommation du NADPH par 

spectrophotométrie d’absorption à 340 nm (Figure 42 page 68). De plus ce système couplé 

permet de maintenir constante la concentration en Trx réduite.  
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Figure 42 : Schéma du système couplé Trx/TrxR/NADPH, utilisé pour suivre l’avancement de la 
réaction de réduction de H2O2 par Tsa1 (état stationnaire). 

 

Dans ces expériences, les conditions expérimentales ont été choisies de telle sorte que 

l’étape de réduction de Tsa1CP–S–S–CRTsa1 ne soit pas limitante : d’une part la concentration 

en Trx est maintenue à une valeur saturante de 50 µM, d’autre part la concentration en TrxR a 

été optimisée afin que le système couplé TrxR/NADPH ne soit jamais limitant par rapport à 

l’étape de réduction de Tsa1CP–S–S–CRTsa1. 

Dans ces conditions pour la Tsa1, la valeur de la constante de vitesse de la réaction à 

l’état stationnaire est de 2 s-1. Sachant que la constante de vitesse kSOH de formation de l’espèce 

Tsa1CP–SOH est de l’ordre de 2.2 107 M-1s-1 (91), nous pouvons estimer que ktrx sera toujours 

inférieure à la constante de vitesse de l’étape peroxydatique (par exemple, à 100 µM en H2O2, 

kSOH x [H2O2] = 2.2 103 s-1) et à l’étape de formation du pont disulfure menant à Tsa1CP–S–S–

CRTsa1 (kSS de 14 s-1). Avec une constante de vitesse kTrx de 2 s-1, l’étape de réduction par la 

Trx représente donc l’étape limitante du mécanisme catalytique global de la Tsa1. 

"Comment alors avoir accès à la constante de vitesse de suroxydation kSO2 ? ". Les 

cinétiques réactionnelles présentées Figure 43 page 70 montrent que pour des concentrations en 

H2O2 supérieures à 100 µM, l’allure de la courbe d’évolution de la concentration en NADP 

produit n’est plus linéaire, ce qui indique une diminution de la vitesse de la réaction, et traduit 

une diminution de l’activité de l’enzyme. Cet effet résulte de la suroxydation d’une fraction de 

Tsa1 dont l’activité peroxydase est alors nulle. 

En vue d’extraire la constante de vitesse de suroxydation kSO2 à partir de ces cinétiques, 

nous avons analysé ces données expérimentales à l’état stationnaire avec le logiciel DynaFit 4.0 

(140). Le principal avantage de ce logiciel est qu'il permet d’ajuster directement les données 
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expérimentales selon un modèle biochimique décrit par des équations symboliques qui sont 

caractérisées par des constantes cinétiques individuelles (par exemple : E + S <==> ES ---> E + 

P) au lieu d’un modèle mathématique (par exemple : 𝑣𝑣 = 𝑘𝑘𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐[E]0 x [S]0

([S]0+KM)
  ou 𝑦𝑦 = 𝐴𝐴 �1 −

 𝑒𝑒
−𝑘𝑘𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑡𝑡

� + 𝐶𝐶). En effet, pour déterminer des constantes microscopiques (constantes de vitesse) 

ou macroscopiques (constantes d’affinité), l'évolution de la concentration des différentes 

espèces est calculée par intégration numérique simultanée des équations différentielles 

correspondant aux étapes du mécanisme et des équations de conservation de la masse. Il n'est 

donc pas nécessaire de dériver les équations mathématiques complexes qui décrivent un 

mécanisme enzymatique à plusieurs étapes. L'intérêt supplémentaire de Dynafit est la possibilité 

d'ajuster simultanément plusieurs jeux de données enregistrés à différentes concentrations en 

substrat, ce qui permet de déterminer globalement plusieurs paramètres de façon robuste. 

Du point de vue pratique, il suffit de spécifier dans un fichier texte « script » (Figure 44 

page 71) : i) le mécanisme catalytique (‘‘mechanism’’), qui comprend dans notre étude 4 étapes 

: l’étape peroxydatique caractérisée par la constante de vitesse kSOH (k1), l’étape de suroxydation 

de l’intermédiaire PrxCP–SOH par H2O2 caractérisée par une constante de vitesse kSO2 (k2), 

l’étape de formation de PrxCP–S–S–CRPrx caractérisée par la constante de vitesse kSS (k3) et 

l’étape de réduction de l’espèce PrxCP–S–S–CRPrx par la Trx (k4). Les paramètres de ce 

modèle (k1=2.2 107 M-1s-1 (91), k3=14 s1- -ce travail-, k4=2 s-1 -ce travail-) et le coefficient 

d’extinction molaire du NADPH qui détermine l’amplitude du  signal d’absorbance 

(‘‘response’’) sont des valeurs connues et fixes. Le paramètre k2 (kSO2) est ajusté aux données 

expérimentales, comme l’indique le « ? » situé à droite du paramètre inconnu (Figure 44 page 

71). De plus, le logiciel permet de prendre en compte les erreurs expérimentales de 

concentration en ajustant la concentration en enzyme et en H2O2, dans la limite spécifiée entre 

parenthèses, ce qui est important dans le cas de l'ajustement simultané de cinétiques mesurées 

indépendamment. 

Dans ces conditions, l’ajustement des données expérimentales représenté Figure 43 page 

70 montre que malgré de légères déviations, les tracés théoriques révèlent un bon degré de 

cohérence avec les courbes expérimentales, ce qui indique que le modèle proposé permet de 

décrire la cinétique enzymatique de façon assez fidèle. Cette analyse a permis de déterminer une 

constante de vitesse kSO2 = 270 ± 70 M-1.s-1 pour la Tsa1 lorsque les paramètres  kSS et kTrx  sont 

fixées à  14  s-1  et 2 s-1, respectivement.  
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Figure 43 : Cinétiques réactionnelles de réduction de H2O2 par Tsa1 en présence du système Trx. 
La réaction est suivie par la consommation du NADPH couplé au système Trx/TrxR mesurée par 
spectrophotométrie à 340 nm. Les mesures sont réalisées à 25°C dans du tampon TK. L’ajout de Tsa1 
(0.3 μM) déclenche la réaction. Les concentrations sont fixes pour la Trx (50 μM), la TrxR (0,5 μM), 
le NADPH (200 μM), la concentration de H2O2 variant de 75 μM à 400 μM. Les cinétiques 
expérimentales ainsi que leurs courbes de régression non linéaire obtenues après ajustement par le 
logiciel DynaFit 4.0 sont de même couleur. Pour des raisons de présentation et d’analyse, la 
production de NADP est représentée au lieu de la disparition de NADPH. Les mesures sont effectuées 
sur un fluorimètre Flx (SAFAS®). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: (H2O2 : 75 μM) 
: (H2O2 : 100 μM) 
: (H2O2 : 200 μM) 
: (H2O2 : 300 μM) 
: (H2O2 : 400 μM) 
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;----------------------------------- 
[task] 
data  = progress 
task  = fit  
     
[mechanism] 
Prx + H2O2 ----> PrxSOH : k1 
PrxSOH + H2O2 ----> PrxSO2H : k2 
PrxSOH ----> PrxCP-S-S-CRPrx : k3 
PrxCP-S-S-CRPrx ----> Prx + NADP : k4 
  
[constants] 
k1 = 22 ; µM-1.s-1 
k2 = 0.0003 ?? 
k3 = 14 
k4 = 2 
 
[responses] 
NADP = 0.0062 ; µM-1.cm-1 
 
[concentrations] 
Prx = 0.3 ?  
 
[data] 
directory ./SuroxydationTsa/data 
extension txt 
 
file i075 | concentration H2O2 = 75 | offset auto ? 
file i0100 | concentration H2O2 = 100 | offset auto ? 
file i0200 | concentration H2O2 = 200 | offset auto ? 
file i0300 | concentration H2O2 = 300 | offset auto ? 
file i0400 | concentration H2O2 = 400 | offset auto ? 
    
[output]  
directory ./SuroxydationTsa/output 
 
[settings] 
{Output} 
BlackBackground = n 
XAxisLabel = temps, sec 
YAxisLabel = signal, DO340nm 
 
[end] 

 

 
Figure 44 : Script utilisé sous le logiciel Dynafit 4.0 
Les données expérimentales obtenues à l’état stationnaire ont été analysées par le logiciel Dynafit 4.0 
pour estimer la vitesse de suroxydation kSO2 de la Tsa1. 
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4. Discussion et perspectives 

Le travail décrit dans ce chapitre constitue une première étape dans la mise au point 

d’une méthode permettant l’étude mécanistique du processus de suroxydation, fondée sur une 

approche cinétique. En combinant deux types d’expériences permettant de suivre la réaction 

en conditions de cycles catalytiques multiples (à l’état stationnaire) ou de cycle unique (à 

l’état pré-stationnaire), nous avons pu déterminer la constante de vitesse des deux étapes du 

mécanisme catalytique en compétition, qui déterminent la sensibilité de la Tsa1 à la 

suroxydation. Ainsi, à une concentration en H2O2 de 100 µM (très élevée par rapport aux 

conditions physiologiques), la constante de vitesse de l’étape de suroxydation sera de 300 x 

100 10-6 = 0.03 s-1, ce qui est faible par rapport à la constante de vitesse de formation de 

l’espèce Tsa1CP–S–S–CRTsa1 de 14 s-1. Ceci justifie l’hypothèse formulée ci-dessus (§ 1. 

page 60), postulant que l’étape de suroxydation n’est pas significative en conditions de cycle 

unique, et explique pourquoi l’accumulation de PrxCP–SO2H n’est en général observée qu’en 

condition de cycles multiples, en présence de réducteur. Malgré ce contraste des constantes de 

vitesse kSS et kSO2, kSS est suffisamment faible pour rendre la Tsa1 sensible à la suroxydation 

en conditions de cycles catalytiques multiples. 

Cette même méthode a été appliquée au laboratoire par Antoine Bersweiler à la 

CysGpx, Gpx3/Orp1 (une 2-Cys-Prx atypique).  Dans ce cas la constante de vitesse de la 

première étape de réduction de H2O2 (kSOH), s’est avérée être 70 fois plus lente que l’étape 

correspondante de Tsa1, et devenir ainsi limitante par rapport à l’étape de formation du pont 

disulfure qui suit, quelle que soit la concentration en H2O2. Par conséquent, en conditions de 

cycle unique, seule peut être observée la première étape de la réaction. Dans ce cas, la valeur de 

kSS a pu être néanmoins estimée à au moins 400 s-1, soit une valeur nettement supérieure à celle 

de Tsa1. Ce résultat est cohérent avec le fait que cette 2-Cys-Prx atypique ne soit pas sensible à 

la suroxydation, excepté en présence de concentrations très élevées en H2O2 (supérieures à 500 

µM) et permet de valider notre stratégie d’étude du mécanisme de suroxydation des Prx par 

cette approche cinétique. Cette différence avec Tsa1 trouve probablement son origine au niveau 

structural en raison de la forte mobilité de la région de Gpx3 qui porte la Cys CR (résidus 69 à 

86) (141). En effet cette région n’est pas résolue dans la structure obtenue par cristallographie 

aux rayons X, alors que la flexibilité de la région correspondante dans Tsa1 est restreinte (cf. 

Introduction § (3) page 37) (105). Cette observation soulève la question des processus physico-

chimiques que recouvre la constante de vitesse kSS : en effet, cette étape pourrait impliquer au 

moins deux événements, avec une étape de changement conformationnel responsable du 
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rapprochement les Cys CP et CR, ce que suggère la comparaison Tsa1/Gpx3, et une étape 

chimique de formation du pont disulfure (voir ci-dessous).  

En parallèle, une étude du processus de suroxydation des 2-Cys-Prx humaines (Prx2 et 

Prx3) a été récemment publiée par l’équipe de Winterbourn (142) par une approche 

différente :  les proportions relatives des espèces PrxCP–SO2H et PrxCP–S–S–CRPrx formées 

après incubation avec une concentration variable de H2O2 ont été analysées par spectrométrie 

de masse en absence de réducteur puis en compétition avec la catalase à une concentration de 

H2O2 fixe (Figure 45 page 73). De façon indirecte, en modélisant les résultats expérimentaux 

avec le même modèle que celui que nous avons utilisé (Figure 38 page 62), cette étude a 

permis d’estimer une constante de vitesse de suroxydation kSO2 d’environ 12 000 M-1 s-1 

similaire pour Prx2 et Prx3 et une constante de vitesse kSS de l’ordre de 2 s-1 pour la Prx2 et 

20 s-1 pour la Prx3. La Prx3 étant plus résistante à la suroxydation que la Prx2, ceci est en 

cohérence avec l’hypothèse que la sensibilité à la suroxydation dépend de la valeur de kSS. 

Toutefois, cette méthode ne permet pas de mesurer directement des constantes de vitesse. De 

plus elle ne peut s’appliquer qu’à des Prx suffisamment sensibles pour se suroxyder 

partiellement en l’absence de réducteur, ce qui n’est pas le cas de la Tsa1. D’autre part, dans 

une étude similaire, l’équipe de T. Lowther (143) a reporté une constante de vitesse de 

suroxydation de Prx2 différente de l’ordre de 1000 M-1 s-1. 

 
Figure 45 : Exemples d’analyse de kSO2 pour la Prx2 humaine par H2O2. 
(A) incubation de Prx2 humaine en présence de concentrations variables en H2O2 et (B) par 
compétition avec la catalase. La Prx2 humaine réduite (5 µM) a été traitée avec la concentration 
indiquée de H2O2, puis les protéines ont été réduites par le DTT et alkyle avec du NEM avant analyse 
par LC-MS. Le ratio de PrxCP–SO2H/ PrxCP–S–S–CRPrx est représenté en fonction de la 
concentration en H2O2 ou de catalase. En (B), les lignes pleines représentent le meilleur ajustement 
des données expérimentales, ce qui correspond à k2 =14 000 M -1s -1, k3 = 2 s -1; les lignes pointillées 
ou sous forme de tirets représentent les ajustements calculés avec des valeurs de k2 et k3 
respectivement, deux fois supérieurs ou inférieurs (142). 
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Nos résultats, confrontés à ceux obtenus sur d’autres Prx, soulèvent les 

questions suivantes : 

• Dans le modèle cinétique que nous avons utilisé, ainsi que d’autres auteurs (Figure 

38 page 62), quel(s) processus représente(nt) la constante kSS ? Si le signal de 

fluorescence que nous avons observé (Figure 41 page 66) inclut nécessairement la 

formation de la liaison disulfure Tsa1CP–S–S–CRTsa1, il est probable que, suite à 

la réorganisation conformationnelle requise pour rapprocher les deux Cys, des 

modifications dans l’environnement des résidus Trp contribuent à la variation de 

fluorescence observée (Figure 41 page 66). Le mécanisme catalytique pourrait 

ainsi inclure une étape supplémentaire, comme l’avait déjà proposé Wood et al., 

(144). La constante de vitesse kSS pourrait donc correspondre à l’un et/ou l’autre de 

ces processus (Figure 46 page 75).  

• La réactivité de l’intermédiaire PrxCP–SOH est-elle modulée au cours du cycle 

catalytique ? En effet, les changements conformationnels mis en jeu lors de la 

formation de l’intermédiaire PrxCP–S–S–CRPrx concernent à la fois la Cys CP et la 

Cys CR. Il est probable que cet intermédiaire ne présente pas la même sensibilité à 

la suroxydation au sein du site actif et après le changement conformationnel 

(Figure 25 page 39). C’est également ce que suggère le modèle de Wood (Figure 

46 page 75). Si effectivement l’étape de suroxydation se produit majoritairement 

avant le changement conformationnel, on peut se demander pourquoi les valeurs 

de kSO2 déterminées sur différentes 2 Cys-Prx typiques diffèrent de plusieurs ordres 

de magnitude, alors que le site actif de ces enzymes est très conservé. 
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Figure 46 : Représentation schématique des conformations du site actif lors du cycle réactionnel d'une 
2-Cys-Prx typique. 
Les conformations de type « réduite » de l'enzyme sont représentées à gauche avec l’hélice α C-Ter 
(boule bleue) et les formes de type oxydée pont disulfure sont représentées à droite du schéma. Les 
lignes bleues continues et en pointillés représentent les structures qui doivent subir des changements 
conformationnels au cours de la catalyse. La Cys CP est représentée par le groupement thiol porté par 
l'hélice α au centre du site actif, la Cys CR est représentée par le groupement thiol porté par la 
structure bleue de droite. (D'après Wood et al., 2003 (144)). 
 
 

Pour aborder ces questions, nous nous appuierons sur la méthode que j’ai développée 

dans ce travail, qui permet de déterminer directement les valeurs de constantes de vitesse en 

compétition. Un modèle cinétique incluant une ou plusieurs étapes supplémentaires de 

changements conformationnels sera testé vis-à-vis des données expérimentales déjà obtenues. 

De plus de récents résultats de cinétique rapide obtenus sur une échelle de temps plus courte 

ont révélé qu’au moins deux phases supplémentaires très rapides peuvent être observées au 

cours du cycle de la Tsa1, qui pourraient correspondre aux étapes précédant la formation du 

pont disulfure. Couplées à des expériences de dichroïsme circulaire qui apporteront un 

éclairage complémentaire sur les changements conformationnels mis en jeu, ces données 

devraient nous permettre, en affinant le modèle cinétique, d’apporter des éléments de réponse. 
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Cette approche permettra également d’évaluer finement le rôle des motifs structuraux qui 

contribuent à rendre les 2 Cys-Prx typiques sensibles à la suroxydation, comme nous l’avons 

déjà évoqué (cf. Introduction § (3) page 37), au travers de l’étude de l’impact de mutations 

dans ces régions sur chacune des étapes du mécanisme catalytique. 
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II. Étude de la première étape du cycle catalytique de la Srx 
La catalyse de la réduction d’un acide sulfinique implique l’activation de ce 

groupement chimiquement stable avant l’étape réductase. Dans le cas de la réaction catalysée 

par la Srx, la première étape du mécanisme catalytique est l’activation de la fonction acide 

sulfinique du substrat PrxCP–SO2H par transfert du groupement γ-phosphate de l’ATP, 

conduisant à la formation d’un intermédiaire anhydride phosphoryle sulfinique.  

Les études initiales de l’activité de Srx de mammifères avaient conduit à la mesure de 

constantes catalytiques faibles de l’ordre de 0.2 à 0.5 min-1 (123,131). Lorsque l’étude de la 

ScSrx a débuté au laboratoire, une valeur de 1.8-2 min-1 a été mesurée. Ce faible niveau 

d’activité enzymatique, inattendu, est probablement corrélé au rôle biologique de Srx dans la 

régulation cellulaire redox, au travers de la coordination des cycles Prx et Srx, et pourrait 

constituer un point de contrôle du flux et du niveau de suroxydation des 2-Cys-Prx. Il était 

donc important d’identifier les mécanismes et facteurs moléculaires à l’origine de cette faible 

constante catalytique, et en premier lieu, la nature de l’étape cinétiquement limitante du cycle 

catalytique. 

Ces questions ont été abordées initialement par X. Roussel au cours de sa thèse, par la 

mise au point d’un test d’activité enzymatique couplé, permettant de mesurer la vitesse de 

formation des produits spécifiques à chacune des deux premières étapes de la réaction : l’ADP 

pour l’étape de transfert de phosphate, et le phosphate pour l’étape réductase conduisant à la 

formation de l’intermédiaire thiolsulfinate (cf. Figure 1 publication n°1 page 84). La 

comparaison des constantes de vitesse de la réaction par ces deux méthodes a permis de 

montrer qu’elles étaient égales à la constante catalytique, soit proches de 2 min-1. Par 

conséquent, le processus limitant la vitesse de la réaction catalysée par ScSrx devait être 

associé à la première étape phosphotransférase. 

L’étude approfondie de cette première étape a fait l’objet d’un volet de mon travail de 

thèse au cours duquel je me suis attachée d’une part, à identifier la nature de l’événement 

cinétiquement limitant au sein de cette première étape, et d’autre part à caractériser le 

mécanisme de formation du complexe Michaelien Prx/Srx/ATP qui préside à l’étape 

chimique du transfert de phosphate.  
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1. Identification du processus limitant de l’étape phosphotransférase  

 

a) Contexte de l’étude 

Ce travail fait suite à celui initié par le Dr. X. Roussel et fait l’objet de la publication 

n°1 :  The rate-limiting step of sulfiredoxin is associated with the transfer of the γ-phosphate 

of ATP to the sulfinic acid of overoxidized typical 2-Cys peroxiredoxins, publié dans FEBS 

Letters. Dans cette publication sont inclus à la fois les résultats que j’ai obtenus concernant 

l’identification du processus limitant de la ScSrx, mais également ceux obtenus par X. 

Roussel sur le mécanisme catalytique de cette étape, résumés ci-dessous. Concernant le rôle 

de la Cys catalytique de la Srx dans l’étape de transfert de phosphate, deux études 

contradictoires avaient été publiées (131,145). Une première étude du mécanisme des Srx de 

mammifères, avait conduit Jeong et al.,  (131) à proposer que le transfert du γ-phosphate de 

l’ATP sur l’acide sulfinique ne serait pas direct, mais passerait par une étape de 

phosphorylation de la Cys catalytique de la Srx, conduisant à un intermédiaire phospho-

cystéine de la Srx. Or, Jönsson et al., (145) ont apporté, au contraire, des arguments en faveur 

d’un transfert direct du groupement γ-phosphate de l’ATP sur la fonction acide sulfinique de 

la Prx. Pour tester ces deux hypothèses contradictoires, X. Roussel avait entrepris l’étude de 

cette étape sur la ScSrx, avec pour objectif d’identifier le rôle de la Cys catalytique dans cette 

étape. Les résultats obtenus ont permis d’exclure un rôle de la catalytique de ScSrx dans le 

mécanisme de formation de l’intermédiaire anhydride phosphoryl sulfinique (cf. Figure 1 

publication n°1). Pour ce faire, X. Roussel a évalué l’impact de la mutation de la Cys 

catalytique de ScSrx (Cys84) sur les cinétiques de libération d’ADP et de phosphate en 

absence de réducteur. Les résultats ont montré que pour la ScSrx sauvage et C84A il y a 

libération d’ADP à des constantes de vitesse significativement supérieures au bruit de fond 

(cf. Figure 2 publication n°1). De plus, la constante de vitesse de libération du phosphate 

mesurée en parallèle pour le variant C84A est similaire à celle de l’ADP, impliquant que le 

phosphate libéré ne peut provenir que de l’hydrolyse d’une espèce phosphorylée de PrxCP–

SO2H. Ces résultats ont permis de montrer que le transfert du groupement γ-phosphate de 

l’ATP sur la PrxCP–SO2H se fait de manière directe. 
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b) Résumé des travaux 

Dans l’objectif d’identifier les déterminants moléculaires à l’origine de la faible 

constante catalytique de Srx, une fois le mécanisme de l’étape phosphotransférase établi, se 

posait la question de la nature du processus cinétiquement limitant. A priori, ce processus 

pouvait être associé a) à la reconnaissance entre Srx et son substrat PrxCP-SO2H, et ses co-

substrats ATP et Mg2+, b) à l’étape chimique de transfert de phosphate, c) à l’étape de 

dissociation de l’ADP, ou d) à tout changement conformationnel associé.  

Dans le but de déterminer si cette étape était liée à l’étape de la catalyse chimique de 

transfert de phosphate, j’ai analysé la cinétique de cette première étape pour le couple Tsa1/ 

ScSrx, en utilisant des analogues des co-substrats ATP et Mg2+, à savoir le γ-thio-ATP et le 

Mn2+. La vitesse de la réaction est mesurée par le système couplé Trx/TrxR/NADPH qui 

permet de suivre la formation de l’espèce Tsa1CP–S–S–CRTsa1 (produit de la réaction 

catalysée par ScSrx) au cours du cycle catalytique à l’état stationnaire. Au cours du cycle 

catalytique, l’espèce ScSrx oxydée sous forme d’un pont disulfure intramoléculaire est 

également libérée et réduite très efficacement par la Trx, d’où la possibilité de déterminer les 

paramètres cinétiques de l’étape limitante de la réaction via le système couplé en suivant la 

consommation du NADPH par spectrophotométrie à 340 nm (cf. Matériel & méthodes. Figure 

59 page 141). Comparée à la valeur déterminée pour l’ATP, la constante de vitesse à 

saturation mesurée pour le γ-thio-ATP est diminuée d’un facteur 2 (cf. Tableau 1 publication 

n°1). La structure chimique de cet analogue étant modifiée uniquement au niveau du 

groupement γ-phosphate transféré (Figure 47 page 79), ceci suggère que l’étape limitante de 

la réaction catalysée par ScSrx pourrait être associée au processus de la catalyse chimique de 

transfert de phosphate. 

 

Figure 47 : Structure chimique de l’analogue du co-substrat ATP ; le γ-thio-ATP 
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Dans un second temps, afin de confirmer cette hypothèse, j’ai étudié la variation de la 

vitesse de l’étape limitante en fonction du pH, qui permet de révéler les groupements 

ionisables de la ScSrx, éventuellement de la Tsa1 et/ou de l’ATP impliqués dans la catalyse. 

En raison de la possibilité d’un effet du pH sur le système couplé Trx/TrxR/NADPH qui le 

rendrait limitant, j’ai utilisé le signal d’extinction du message de fluorescence de la Tsa1, qui 

est sensible à son état d’oxydation, pour suivre la vitesse de la réaction (Figure 48 page 80). 

En effet, ScSrx ne possède pas de résidu Trp, et ne fluoresce quasiment pas après excitation à 

295 nm, ce qui nous a amenés à utiliser le signal d’extinction de fluorescence de la Tsa1 pour 

déterminer la vitesse de réduction de la Tsa1CP–SO2H par ScSrx en fonction du pH. Les 

mesures ont été effectuées en l’absence de réducteur (Trx ou DTT), donc à l’état pré-

stationnaire, dans le but d’accumuler l’espèce oxydée Tsa1CP–S–S–CRTsa1 et d’éviter de « 

polluer » le signal de fluorescence par un bruit de fond supplémentaire. 

 
Figure 48 : Spectres d’émission de fluorescence de la Tsa1CP–SO2H et Tsa1CP–S–S–CRTsa1. 
Les mesures sont effectuées sur un fluorimètre Flx (SAFAS®) dans du tampon TK à une concentration 
en Tsa1CP–SO2H et Tsa1CP–S–S–CRTsa1 de 2 µM en monomère. La longueur d’onde d’excitation est 
de 295 nm afin d’exciter sélectivement les résidus Trp. Le photomultiplicateur est réglé à 650 V. 
 

L’analyse de la constante de vitesse de la première étape en fonction du pH révèle un 

profil en cloche caractérisé par deux pKapp. Le pKapp de 6,2 correspond probablement au 

groupement γ-phosphate, une hypothèse confirmée par le décalage de la valeur de ce pKapp de 

-0,5 lorsque l’ATP est substitué par son analogue, le γ-thio-ATP. Cette interprétation est 
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confirmée par un effet similaire de la substitution du Mg2+ par le Mn2+. Pris dans leur 

ensemble, ces résultats confirment que l’étape limitante de la réaction est associée au 

processus de la catalyse chimique de transfert de phosphate et indiquent que le pKapp de 6,2 

peut être attribué au groupement γ-phosphate de l’ATP, excluant ainsi l’hypothèse associant 

cette ionisation au groupement sulfinate du substrat dont le pKa en solution est de 1,9. 

Le second pKapp de 7,5 observé correspond à un groupement ionisable qui doit être 

protoné pour que la réaction soit efficace. Ayant attribué le groupement γ–phosphate de 

l’ATP, ce pKapp correspond probablement à un résidu ionisable appartenant soit à la ScSrx, 

soit à la Tsa1, situé dans l’environnement du site actif au sein du complexe quaternaire 

Tsa1CP–SO2H/ScSrx/ATP/Mg2+. J’ai abordé l’étude de ce complexe dans la section suivante. 

 

c) Publication n°1 

L’ensemble de ce travail a abouti à la rédaction d’un article intitulé "The rate-limiting 

step of sulfiredoxin is associated with the transfer of the γ-phosphate of ATP to the sulfinic 

acid of overoxidized typical 2-Cys peroxiredoxins" 
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2. Caractérisation du mécanisme de formation du complexe 

Michaelien  

Ayant établi que la réaction catalysée par la Srx est cinétiquement contrôlée par le 

processus de transfert de phosphate, se posait alors la question de la nature des facteurs 

moléculaires responsables de la faible constante de vitesse de cette étape. Du point de vue de 

la chimie réactionnelle, cette étape devrait être rapide, en raison du caractère nucléophile de la 

fonction acide sulfinique (pKa 1,9 (146)). En outre, le transfert de phosphate implique le 

départ de l’ADP, qui doit probablement être assisté par une catalyse acide impliquant un 

résidu du site actif. L’inspection de la structure d’un complexe de la HsSrxC99A et la 

HsPrxC52D avec l’ATP suggère que l’His85 de la ScSrx (His100 dans la HsSrx) (Figure 49 

page 88) pourrait jouer ce rôle et que son ionisation pourrait correspondre au pKapp de 7,5 

observé dans le profil cinétique en fonction du pH pour cette étape (§ précédent). De plus, le 

résidu His85 pourrait participer à la stabilisation de l’état de transition formé au cours de la 

réaction de transfert (Figure 50 page 89). Les enzymes catalysant des réactions de transfert de 

phosphate comme les GTPase (du type Ras) ou les kinases passent par un état de transition de 

géométrie bipyramide trigonale au cours duquel le groupement transféré adopte une 

géométrie plane (Figure 50 page 89). La charge négative qui se développe sur cet état de 

transition pourrait être également stabilisée par le résidu invariant Arg86 de la ScSrx (Arg101 

dans la HsSrx) (Figure 49 page 88). 

 

 
Figure 49 : Position et nature des résidus participant au site actif au sein du complexe 
Prx/ATP/Mg2+/Srx 
La numérotation des acides aminés suit celle de ScSrx suivie de la lettre S (vert) et Tsa1 suivie de la 
lettre P (jaune). La Cys catalytique (Cys84 de ScSrx) de Srx est remplacée par une Ala. La Cys CP de 
Prx est remplacée par l’Asp. La molécule de Mg2+ est indiquées en boule verte, l’ATP est présenté 
sous forme de bâtons. (Code pdb : 3HY2). 
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Figure 50 : Schéma hypothétique de l’état de transition de la réaction de transfert du γ-phosphate de 
l’ATP sur le groupement sulfinate de la PrxCP–SO2H. 

 

Ainsi, une hypothèse permettant d’expliquer la faible valeur de la constante 

catalytique serait que le complexe quaternaire PrxCP–SO2H/Srx/ATP/Mg2+ serait 

catalytiquement peu efficace, en raison d’un positionnement suboptimal du phosphate γ de 

l’ATP par rapport à l’acide sulfinique et/ou d’une faible stabilisation de ce complexe au 

niveau de l’état de transition. Dans ce contexte, nous avons entrepris :  

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

l’état de transition au niveau de ce complexe 

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

 

a) Recherche de composés analogues de phosphate mimant l’état de transition 

Dans le but d’étudier un complexe analogue de l’état de transition (Figure 51 page 89), 

nous avons analysé les propriétés d’inhibition de la ScSrx par le fluorure d’aluminium (AlF3), 

un composant chimique utilisé classiquement pour étudier les enzymes à fonction phosphate 

transférase comme les kinases ou GTPases (147). Ce composé mime la géométrie plane du 

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

 

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

 

L’utilisation de ce composé nécessite des précautions liées à son instabilité, ce qui 
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requiert de le préparer en présence d’une concentration élevée de fluorure de sodium 

(NaF) (source de fluorure) et de chlorure d'aluminium (AlCl3) (source d’ion Al3+) qui est ajouté 

en dernier. Pour analyser l’effet inhibiteur de AlF3 sur la réaction catalysée par la ScSrx, j’ai 

mesuré la variation de la constante de vitesse (kobs) en fonction de la concentration de AlCl3 et 

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

 

AlCl3 (mM) NaF (mM) kobs (min-1) 

0 0 1.23 (contrôle positif) 

2 50 1.28 

4 50 1.18 

6 50 1.37 

8 50 1.1 

10 50 1.3 

 
Tableau 2 : Tests de l’activité sulfinyl réductase de ScSrx en présence de AlF3.  
Le mélange réactionnel comporte : ScSrx (50 µM), TsaCP–SO2H (50 µM), ATP (1 mM), MgCl2 (1 
mM) et des concentrations variables en AlCl3 et NaF. Les tests d’activité de ScSrx ont été effectués à 
pH 7 et à 30 °C, en utilisant le système couplé Trx/TrxR/NADPH. 

 

Les variations non significatives de la constante de vitesse (kobs) révèlent que ce 

composé (AlF3) ne possède probablement pas de propriétés inhibitrices pour l’activité sulfinyl 

réductase de la ScSrx dans ces conditions expérimentales. Cependant, l’effet conjoint de l’ADP 

et de l’AlCl3/NaF n’a pas pu être évalué en raison de l’inhibition observée par l’ADP seul. De 

même, des essais ont été effectués avec le vanadate, un composé qui peut adopter une structure 

pentacovalente proche de celle du groupement γ-phosphate de l’ATP (148). Ces tentatives se 

sont révélées également infructueuses.  

 

b) Étude de la formation des complexes Prx/Srx/cosubstrat par anisotropie de 

fluorescence 

Bien qu’un composé mimant l’état de transition de la réaction de transfert de phosphate 

n’ait pu être identifié, l’étude d’un complexe quaternaire de type Michaelien PrxCP–

SO2H/ATP/Mg+2/Srx pourrait apporter des informations sur les facteurs moléculaires 

contribuant à la stabilité et au positionnement relatifs des groupement sulfinate, γ-phosphate de 

l’ATP et résidus d’acides aminés du site actif.  

Dans le but d’étudier le mode de formation de ce complexe et d’étudier la contribution 
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de résidus des deux partenaires Srx et Prx à sa stabilité, nous avons adopté une stratégie 

permettant d’observer la formation des complexes Prx/Srx/cosubstrat en utilisant un analogue 

fluorescent de l’ATP suivi par anisotropie de fluorescence. Cette méthode permet d’étudier les 

complexes binaires, ternaires ou quaternaires entre les partenaires de la réaction, grâce à une 

sonde participant directement au site actif. De plus, il est à signaler qu’en raison de la faible 

vitesse de la réaction catalysée par Srx, l’étude cinétique de l’impact de certaines mutations du 

site actif de Srx a révélé une diminution de la constante de vitesse qui devient alors non 

mesurable. L’anisotropie de fluorescence représentait donc une alternative pour étudier la 

formation et la stabilité du complexe PrxCP–SO2H /ATP/Mg2+/Srx et analyser le rôle des 

résidus composant le site actif.  

 

(1) Principe de la méthode 

L’utilisation de l’anisotropie de fluorescence pour l’étude de complexes non-covalents 

repose sur le fait que la polarisation du signal de fluorescence émis par un fluorophore excité 

par une source de lumière polarisée diffère selon que ce fluorophore existe à l’état libre ou lié 

sous forme de complexe. L'anisotropie mesure l’intensité relative de l’émission de 

fluorescence dans les directions parallèle et perpendiculaire à celles de la source d’excitation. 

Elle permet de suivre la dépolarisation de fluorescence d’un échantillon, qui peut être causée 

par plusieurs phénomènes (mouvement brownien, vibration de torsion, transfert d'énergie ...), 

mais dont la principale cause est la rotation par diffusion des fluorophores. En effet, la 

direction de l'émission de fluorescence dépend de la liberté de rotation du fluorophore dans le 

milieu. Une molécule de petite taille tourne rapidement et émet de la lumière fortement 

dépolarisée, par conséquent, l'anisotropie sera faible. Par contre si ce ligand fluorescent est 

fixé sur une grosse molécule, il tournera moins rapidement et la lumière sera faiblement 

dépolarisée. Le taux de polarisation et l'anisotropie seront élevés. L’exploitation de cette 

différence d’anisotropie permet de déterminer la constante de dissociation du complexe (Kd) 

lors d’expériences de titration.  

Dans cette étude, afin de pouvoir étudier la formation des complexes entre la Srx et son 

substrat suroxydé, nous avons utilisé un analogue d’ATP fluorescent et non hydrolysable 

comme sonde, à savoir le mant-ADP, qui porte le groupement fluorescent N-méthyl-

anthraniloyl sur les 2’/3’-OH du ribose (Figure 52 page 92). Comme le montre la structure du 

complexe Prx/Srx (Figure 49 page 88), l’architecture du site actif au sein de ce complexe peut 

accommoder un analogue de l’ATP modifié aux positions 2’/3’ du ribose, qui pointent vers le 
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solvant. 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 52 : Structure chimique du mant-ADP (2’/3’-O-(N-Methyl-anthraniloyl)-adenosine-5’-
diphosphate). 
 

La variation de la valeur de l’anisotropie de fluorescence a été mesurée à l’aide d’un 

appareil spectrofluorimètre SAFAS Xenius XC. Du point de vue technique, il est nécessaire de 

travailler en faible concentration d’analogue fluorescent par rapport à la concentration en 

protéine afin de favoriser la formation de 100% de ligand sous forme de complexe. Les 

titrations sont conduites par dilutions en cascade, ce qui permet de balayer une très large gamme 

de concentration en protéine. 

  

(2) Étude des complexes binaires 

Dans un premier temps, j’ai étudié les interactions binaires entre la ScSrx ou son substrat 

Tsa1CP–SO2H avec l’analogue d’ATP, le mant-ADP (Figure 53 page 93). Le ligand fluorescent 

existe sous deux états, libre et lié sous forme de complexe avec la protéine. L’intensité de 

fluorescence du mant-ADP n’étant pas significativement affectée par la liaison à l’une ou 

l’autre des protéines, le signal d’anisotropie mesuré correspond à la contribution de chacun des 

deux états en fonction de leur concentration : 

Formule (2) : 𝐴𝐴 = �𝑥𝑥𝑓𝑓�𝐴𝐴𝑓𝑓 +  [𝑥𝑥𝑏𝑏]𝐴𝐴𝑏𝑏  
 

Avec �𝑥𝑥𝑓𝑓�et 𝐴𝐴𝑓𝑓  correspondant à la concentration et à l’anisotropie du ligand libre, 

respectivement, [𝑥𝑥𝑏𝑏] et 𝐴𝐴𝑏𝑏 correspondant à la concentration et à l’anisotropie du ligand lié. 
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Figure 53 : Suivi de la formation des complexes binaires ScSrx/mant-ADP vs Tsa1CP–SO2H/ mant-
ADP par anisotropie de fluorescence. 
L’anisotropie de fluorescence a été mesurée à l’aide d’un appareil spectrofluorimètre SAFAS Xenius 
XC. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 355 nm, et l’émission de fluorescence est collectée à 
448 nm. Le mélange réactionnel est composé de 0,5 µM mant-ADP et de concentrations variables de 
ScSrx ou TsaCP–SO2H. Les données expérimentales (points noirs) ont été analysées selon un modèle 
hyperbolique simple (ligne continue). La température est fixée à 25°C. 

 

Les données expérimentales obtenues pour la titration du mant-ADP avec chacune des 

deux protéines (Figure 53 page 93) sont décrites de façon adéquate par un modèle simple 

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

Formule (3) : 𝑌𝑌 = 𝐴𝐴𝑜𝑜 .  𝑃𝑃
𝐾𝐾𝑑𝑑+ 𝑃𝑃 

 

Avec P correspondant à la concentration en protéine ajoutée et Kd à la constante de 

dissociation du mant-ADP.  

Dans le cas de la TsaCP–SO2H, la titration n’atteignant pas la saturation même à 

concentration élevée (> 100 µM) suggère qu’elle ne fixe pas le ligand de façon spécifique 

(Figure 53 page 93). Ces titrations permettent néanmoins une éstimation de la constante 

d’affinité Kd : > 300 µM et 56 ± 6 µM et pour, respectivement, la TsaCP–SO2H et ScSrx. La 

formation de ces complexes binaires traduit donc une affinité relativement faible de fixation du 

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

Michaelien 

Dans le but d’étudier en détail l’interaction entre les composants du complexe de type 

Michaelien, nous avons analysé l’interaction entre le mant-ADP et les deux protéines Tsa1CP–

SO2H et ScSrx ajoutées ensemble (en stœchiométrie 1:1), par la même approche. Dans ce cas, 

l’intensité totale de fluorescence du ligand sous forme liée est significativement plus élevée 

que sous sa forme libre, ce qui nécessite un traitement préalable des données pour extraire la 

fraction de ligand sous forme liée : 

Formule (4)   𝐹𝐹𝑜𝑜 = 𝐴𝐴−𝐴𝐴𝑓𝑓
�𝐴𝐴𝑜𝑜−𝐴𝐴� �𝑄𝑄𝑜𝑜𝑄𝑄𝑓𝑓�+ 𝐴𝐴−𝐴𝐴𝑓𝑓

      

 

Avec A : valeur d’anisotropie mesurée, Af : valeur d’anisotropie du mant-ADP à l’état 

libre et Ab : valeur d’anisotropie du mant-ADP à l’état lié, Qb et Qf, intensité de fluorescence 

du mant-ADP, respectivement, sous forme liée et sous forme libre.  

Les données expérimentales représentées en noir (Figure 54 page 95) montrent 

l’importance de la correction apportée, la courbe de titration corrigée étant significativement 

décalée par rapport à la titration brute. De plus, la courbe de titration corrigée ne suit pas un 

tracé hyperbolique : aux faibles concentrations en protéine, nous pouvons identifier une phase 

« d’accélération » de la formation du complexe, mise en évidence par la représentation 

logarithmique (Figure 54 page 95). L’analyse de ces expériences ne pouvait donc pas se faire 

par un modèle hyperbolique simple. 
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Figure 54 : Étude de la formation du complexe Tsa1CP–SO2H/mant-ADP/ScSrx par anisotropie de 
fluorescence.  
L’anisotropie de fluorescence a été mesurée dans les conditions suivantes : la longueur d’onde 
d’excitation est fixée à 355 nm, et l’émission de fluorescence est collectée à 448 nm. Le mélange 
réactionnel est composé de 0.5 µM de mant-ADP, et de concentrations variables en ScSrx et TsaCP–
SO2H, dont les concentrations varient conjointement avec un ratio fixe 1:1. Les mesures 
expérimentales sont représentées en noir (axe gauche), les données corrigées sont représentées blanc 
(axe droit) puis sont ajustées (tracé rouge) selon un modèle de préassemblage protéique entre ScSrx et 
Tsa1CP–SO2H. Ce modèle est présenté dans la figure Figure 55 page 95. Les deux figures représentent 
la même expérience, avec en abscisse un axe linéaire ou logarithmique. 

 

En effet, la titration étant conduite en présence de 3 partenaires au moins, l’analyse 

doit prendre en compte plusieurs équilibres potentiels : ligand/TsaCP-SO2H, ligand/ScSrx, 

TsaCP-SO2H/ ScSrx et ligand/[TsaCP-SO2H : ScSrx]. Pour modéliser ce système complexe, 

nous avons utilisé à nouveau le logiciel Dynafit 4.0 (140) (cf. § 3 page 67). De plus, pour 

simplifier l’analyse, nous avons pris comme hypothèse que la contribution des équilibres 

ligand/TsaCP-SO2H et ligand/ScSrx était négligeable, compte-tenu des valeurs relativement 

élevées des constantes de dissociation déterminées ci-dessus. Le modèle utilisé est schématisé 

dans la figure suivante : 

 

 
Figure 55 : Modèle d’assemblage du complexe de type Michaelien Tsa1CP–SO2H/mant-ADP/ScSrx 
 

L’ajustement des données montre que ce modèle décrit fidèlement les points 

expérimentaux (Figure 54 page 95, tracé rouge) et suggère la formation d’un pré-complexe 

protéique ScSrx/Tsa1CP–SO2H, qui se traduit par la phase « d’accélération », sur lequel vient 

se fixer le mant-ADP. Les constantes d’affinité déduites sont Kd (ScSrx/Tsa1CP–SO2H) = 13 ± 3 µM 
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pour l’interaction ScSrx/Tsa1CP–SO2H et Kd (mant-ADP) = 9 ± 1 µM pour la fixation du ligand au 

complexe protéique. Cette dernière valeur indique une affinité au moins 5 fois plus élevée du 

mant-ADP pour le complexe protéique Srx/Tsa1CP–SO2H par rapport aux protéines seules, ce 

qui justifie notre hypothèse initiale de ne pas tenir compte des équilibres binaires. De plus, à 

titre de contrôle, nous avons vérifié l’effet compétiteur de l’ATP sur cette titration, qui confirme 

que le ligand fluorescent se fixe de façon spécifique dans le site actif du complexe formé par les 

deux protéines. 

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

dans les conditions suivantes :  

 

 KScSrx/Tsa1CP–SO2H (µM) Kligand (µM) 

Tsa1CP–SO2H/ScSrx/mant-ADP  13 ± 3 9 ± 1 

Tsa1CP–SO2H/ScSrx/mant-ADP/Mg2+ (2 mM) 80 ± 10 4 ± 1 

Tsa1 réduite/ScSrx/mant-ADP 54 ± 15 2,9 ± 0,5 

Tsa1CP–SO2H/ScSrx/mant-ATP  20 ± 7 13 ± 2 

Tsa1CP–SO2H/ScSrx/mant-AMP-PNP 7 ± 2 59 ± 3 

 
Tableau 3 : Bilan des constantes de dissociation des interactions Tsa1CP–SO2H/ScSrx et [Tsa1CP–
SO2H/ScSrx] /analogues co-substrat de l’ATP, déterminées dans les mêmes conditions décrites dans la 
Figure 54 page 95. 

 

 

La présence de Mg2+, et la substitution de Tsa1CP–SO2H par la Tsa1 sous forme 

réduite, ont un effet légèrement favorable sur l’affinité du mant-ADP, mais déstabilisent 

significativement l’interaction Tsa1CP–SO2H/ScSrx. Le mant-ATP (Figure 56 (A) page 97) 

interagit avec le complexe Tsa1CP–SO2H/ScSrx avec la même affinité que le mant-ADP 

contrairement au mant-AMP-PNP (Figure 56 (B) page 97) dont l’affinité pour le complexe est 

5 à 6 fois plus faible.  
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Figure 56 : Structure chimique du mant-ATP et mant-AMP-PNP 
(A) mant-ATP : 2’/3’-O-(N-Méthyl-anthraniloyl)-adenosine-5’-triphosphate 
(B) mant-AMP-PNP (2’/3’-O-(N-Methyl-anthraniloyl)-adenosine-5’-[(β,γ)-imido] triphosphate. 

 

3. Discussion et Perspectives 

Les travaux décrits dans ce chapitre visaient à analyser l’enzymologie de la première 

étape du mécanisme de Srx, qui constitue l’étape cinétiquement limitante de la réaction, et par 

conséquent un point de régulation du système 2-Cys-Prx/Srx.  

Du point de vue du mécanisme catalytique, nous avons établi que la vitesse de cette 

étape était contrôlée par le processus de transfert du γ-phosphate de l’ATP au groupement 

sulfinate de la 2-Cys-Prx typique suroxydée. Au niveau moléculaire, ce résultat signifie que 

les facteurs structuraux qui participent au positionnement relatif des éléments du site actif ou 

à la stabilisation de l’état de transition de cet événement chimique seraient à l’origine de la 

faible vitesse de cette étape. Or, les analogues d’état de transition testés, spécifiques des 

réactions de transfert de phosphate, n’ont révélé aucun effet inhibiteur significatif sur la 

réaction catalysée par Srx dans les conditions expérimentales décrites ci-dessus.  

Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ce résultat surprenant. Dans une première 

hypothèse, l’état de transition passant par une géométrie plane du γ-phosphate pourrait être 

peu stabilisé, conséquence de l’architecture du site actif et d’un positionnement non optimal 

du phosphate γ de l’ATP par rapport à l’acide sulfinique. Dans ce cas, un effet inhibiteur 

pourrait se révéler en synergie avec l’ADP, ce que nous n’avons pas pu tester en raison d’un 

effet inhibiteur de l’ADP seul. Cette hypothèse pourrait contribuer à expliquer la faible 

constante catalytique de Srx. Une hypothèse plus spéculative serait que l’état de transition 

pourrait être plus proche de l’état final de la réaction, l’intermédiaire anhydride phosphoryle 

sulfinique, une espèce réactive et probablement de haute énergie, et pourrait correspondre à 

(A) (B) 
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une structure de géométrie non plane, qui ne serait pas ou peu susceptible à l’inhibition par 

AlF3. L’utilisation de méthodes de simulation et de dynamique moléculaire pourrait apporter 

un éclairage sur ces questions, bien que le complexe Prx/Srx/ATP/Mg2+ représente un 

système difficile à modéliser. 

En l’absence d’information directe concernant l’état de transition, ou l’intermédiaire 

anhydride phosphoryle sulfinique qui n’est pas isolable, nous avons initié l’étude des 

complexes de type Michaelien par une méthode utilisant l’anisotropie de fluorescence 

d’analogues de l’ATP. Cette approche a permis de révéler le mode d’assemblage de ce 

complexe, le cosubstrat ATP se liant sur le complexe Prx/Srx préformé. Elle permet 

d’apporter à la fois une information sur l’affinité du couple Prx/Srx et l’affinité du cosubstrat 

sur le complexe Prx/Srx. La comparaison des constantes de dissociation mesurées pour 

différents analogues avec le complexe Tsa1CP-SO2H/ScSrx montre que, si le groupement γ-

phosphate de l’ATP contribue peu à la force de l’interaction, la nature de la liaison pontant le 

β- et le γ-phosphate est importante. En effet, la substitution de l’oxygène de la liaison (β,γ)-

phosphoanhydride par un groupement NH ((β,γ)-imido) (Figure 56 (B) page 97) affaiblit 

significativement l’interaction, ce qui suggère que l’atome d’oxygène correspondant dans 

l’ATP pourrait interagir avec un résidu du site actif comme l’His85. Dans ce cas, la présence 

d’un proton sur le groupement NH pourrait empêcher l’interaction avec l’His85 sous sa forme 

protonée (Figure 50 page 89).  

La méthode d’anisotropie mise au point apporte également un éclairage sur 

l’interaction Prx/Srx qui précède la formation du complexe Michaelien. Les constantes 

d’affinité mesurées pour l’interaction de la Tsa1CP-SO2H avec la ScSrx sont de l’ordre de ~10 

µM, ce qui est cohérent avec les résultats publiés sur les protéines humaines (149) et avec les 

résultats obtenus par d’autres méthodes (thermophorèse, spectrométrie de masse en conditions 

natives). De façon intéressante, l’affinité de la Tsa1 réduite pour ScSrx est significativement 

plus faible que celle de l’enzyme suroxydée, ce qui suggère l’existence d’interactions polaires 

ou électrostatiques entre le groupement sulfinate et certains résidus chargés positivement du 

site actif de ScSrx. Cette hypothèse est confirmée par l’effet défavorable de la présence de 

Mg2+ sur l’affinité de la Tsa1CP-SO2H pour la ScSrx, le Mg2+ pouvant entrer en compétition 

avec ces interactions électrostatiques. Cette différence d’affinité pourrait permettre, in vivo, de 

favoriser l’interaction de Srx avec son substrat suroxydé, même en présence de fortes 

concentrations en Prx réduite, et d’éviter la séquestration de Srx sous forme de complexes 

inactifs. Une fois le complexe enzyme/substrat formé, les cosubstrats ATP et Mg2+ pourraient 
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se lier pour former un complexe catalytiquement compétent. 

La contribution des résidus participant aux interfaces d’interaction entre les deux 

protéines pourra, grâce à cette approche, être étudiée au niveau de l’interaction Prx/Srx et de 

la liaison de l’ATP en présence ou non de magnésium. Ces résidus appartiennent à l’interface 

composant le site actif, notamment la Lys30, l’Arg89, et l’His85 de la ScSrx, et la Lys90 de la 

Tsa1 (Figure 49 page 88), mais la contribution d’acides aminés de l’interface « arrière » 

pourra également être évaluée (Figure 32 page 47). Des résultats préliminaires ont confirmé 

l’importance de la nature de la chaîne latérale présente aux positions 85 et 86 de la ScSrx, en 

accord avec l’effet de la mutation de ces résidus sur l’activité enzymatique (131). 
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III. Étude du mécanisme de recyclage des Srx 

1. Présentation de la stratégie expérimentale et principaux résultats 

La compréhension des mécanismes de régulation du système 2-Cys-Prx/Srx implique 

la caractérisation du mécanisme de regénération de la Srx. En effet, le piégeage de Srx sous 

forme covalente thiolsulfinate au cours du cycle catalytique requiert une étape ultérieure 

permettant le recyclage de la Srx réduite et la libération de la Prx sous forme acide sulfénique 

(Figure 35 page 51). Cette étape fait intervenir un couplage avec un réducteur redox « externe 

». Les études menées par notre équipe ont permis de montrer, in vitro, que le mécanisme de 

recyclage de l’activité de la ScSrx serait couplé avec le système Trx, avec formation d’un pont 

disulfure intramoléculaire entre la Cys catalytique et une Cys de recyclage (Cys48), qui est 

réduit efficacement par la Trx par un mécanisme d’échange de ponts disulfure (128) (cf. 

Introduction § (3) page 49). Chez les mammifères et les plantes (1-Cys-Srx), l’absence de la 

Cys de recyclage implique un mécanisme de recyclage différent, puisque l’intermédiaire Srx 

oxydé sous forme pont disulfure ne peut plus se former (figure 1 A publication n°2). Le 

mécanisme de l’étape réductase étant identique pour les Srx de mammifères et de levure 

(145), ceci implique que l’intermédiaire thiolsulfinate doit être réduit directement par un 

réducteur externe. Aucune caractérisation de la nature du réducteur n’a été décrite sur des 

cellules mammifères in vivo. La levure, dont la génétique est bien maîtrisée, est ici utilisée en 

combinaison avec une approche enzymatique in vitro pour évaluer le rôle du GSH et de la Trx 

in vivo.  

La réduction de l’intermédiaire thiolsulfinate étant très lente en présence de Trx, nous 

avons exploré l’hypothèse du rôle du GSH, un réducteur à thiol majeur au niveau cellulaire, 

dans le mécanisme de recyclage des 1-Cys-Srx. Nous avons donc choisi d’utiliser un mutant 

de ScSrx ne possédant pas de Cys de recyclage, le mutant ScSrxC84 (ScSrxC48A-C106V), 

comme modèle de 1-Cys-Srx. Compte tenu de la faible vitesse (0,2 min-1) de réduction de 

l’intermédiaire thiolsulfinate par la Trx in vitro obtenue en utilisant ce modèle, il était 

raisonnable d’émettre l’hypothèse qu’un autre réducteur comme le GSH pouvait être impliqué 

dans ce mécanisme.  

Pour étudier in vitro le rôle du GSH dans le recyclage des 1-Cys-Srx, j’ai utilisé une 

approche fondée sur des études cinétiques à l’état pré-stationnaire et à l’état stationnaire en 

utilisant des systèmes enzymatiques couplés. Dans un premier temps, nous avons montré que 

contrairement au système de recyclage Trx, le GSH est capable de réduire de façon non-

limitante la ScSrx C48S au cours de son cycle catalytique à l'état stationnaire, en présence de 
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Grx et de GR. Nous avons ensuite travaillé en conditions de cycle unique pour étudier la 

réduction directe de l'espèce thiolsulfinate par le GSH en combinant des méthodes de 

cinétique rapide, d'analyse sur gel SDS-PAGE et d'analyse chromatographique couplée à la 

spectrométrie de masse. Ceci nous a permis de montrer (Figure 61 page 143) 

1) que la molécule de GSH réduit l'intermédiaire thiolsulfinate avec une vitesse non-

limitante par rapport à la vitesse de formation de cette espèce, qui reste l'étape limitante de la 

réaction globale; 

2) que, de façon inattendue, la spécificité de cette réaction est assurée par un 

évènement de reconnaissance du GSH au sein du complexe thiolsulfinate; 

3) que cette réaction conduit à la formation de ScSrx glutathionylée, avec une vitesse 

compatible avec la catalyse, qui est ensuite prise en charge par la Grx. L'espèce ScSrx 

glutathionylée joue donc le rôle d'intermédiaire catalytique. 

Pour étudier in vivo l’implication du GSH dans le mécanisme de recyclage des 1-Cys-

Srx, nous avons utilisé une souche de S. cerevisiae ∆srx1∆gsh1 (GSH1 correspond au gène de 

la γ-glutamyl cystéine synthétase qui contrôle la biosynthèse du GSH). L’effet de la déplétion 

en GSH a été comparé pour la souche ∆srx1∆gsh1 transformée par un plasmide permettant 

l’expression de la ScSrx (ScSrxWT ou ScSrxC48S) sous forme de fusion avec deux étiquettes 

HA, sous le contrôle du promoteur endogène du gène SRX1 (110). Cette protéine de fusion est 

fonctionnelle puisque son expression dans des souches ∆srx1 permet de rétablir le phénotype 

de résistance au peroxyde (110). Nos résultats montrent qu’après exposition à une forte 

concentration en H2O2 induisant la suroxydation des 2-Cys-Prx typiques cellulaires, la 

cinétique de réduction des complexes protéiques de ScSrx dans ces cellules confirme que la 

réduction de l’intermédiaire thiolsulfinate est assurée par le GSH dans ce modèle, et serait 

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

Parallèlement, le rôle de la Trx comme réducteur de la ScSrx sauvage a été étudié in 

vivo en utilisant une souche de S. cerevisiae déficiente pour l’expression des deux Trx 

cytoplasmiques ∆srx1∆trx1∆trx2. Après un stress à H2O2 de cette souche transformée par le 

plasmide permettant l’expression de la ScSrxWT, la déficience du système Trx est 

accompagnée par un défaut de réduction de l’espèce ScSrx oxydée sous forme pont disulfure. 

Ainsi, ces travaux confirment in vivo le rôle de réducteur physiologique de la Trx pour les 2-

Cys-Srx. 
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2. Publication n° 2 

L’ensemble de ce travail a abouti à la rédaction d’un article intitulé « Evidence that 

glutathione efficiently recycles 1-Cys Sulfiredoxin in vivo », qui est en cours de révision dans 

le journal Antioxidants & Redox Signaling. 

 

 

 

 

 

 

 

Publication n° 2 
 

Evidence that glutathione efficiently recycles 1-Cys Sulfiredoxin 
in vivo 

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

and Sophie Rahuel-Clermont 
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Le basculement entre les différentes fonctions redox des 2-Cys-Prx typiques est un 

mécanisme finement régulé auquel participent plusieurs cycles enzymatiques interdépendants. 

Les différents points de régulation étudiés au cours de ce travail permettent de préciser au 

niveau cinétique la contribution de plusieurs étapes clés dans ce mécanisme (Figure 57 page 

122). 

Au niveau du cycle catalytique des 2-Cys-Prx typiques (point (1)), la sensibilité à la 

suroxydation pourrait être contrôlée par une réorganisation conformationnelle déterminant la 

vitesse de formation de l’espèce PrxCP–S–S–CRPrx. Au niveau du cycle catalytique de Srx, la 

constante catalytique est déterminée par la première étape du cycle catalytique et est associée 

au processus chimique de transfert de phosphate (point (2), flèche grise). Enfin, contrairement 

à la ScSrx qui est recyclée par le système Trx, le mécanisme de recyclage des 1-Cys-Srx 

existant chez les plantes ou les mammifères implique le GSH comme réducteur cellulaire, 

dont la spécificité est assurée par un événement de reconnaissance au sein du complexe 

Prx/Srx (point (3)). 

Ce dernier point soulève la question de l’intégration du système 2-Cys-Prx/Srx dans 

les voies cellulaires redox. En ce qui concerne le mécanisme de recyclage de ScSrx, les études 

cinétiques (128) et in vivo (ce travail) ont démontré le rôle de la Trx, un résultat cohérent avec 

le rôle primordial du système Trx dans le métabolisme de H2O2 chez S. cerevisiae (150). Ce 

mécanisme assure une étape de régénération de ScSrx très efficace et contribue à la résistance 

de cet organisme unicellulaire aux stress environnementaux. Cependant, en cas de stress 

oxydant sévère conduisant à l’oxydation de la majorité de la Trx cellulaire, nous avons 

montré également in vivo que le GSH pouvait compenser l’absence de Trx et réduire la forme 

oxydée de la ScSrx. Cette observation est en accord avec le fait que, in vitro, le système 

GSH/Grx est capable de réduire la ScSrx oxydée, avec cependant une constante catalytique 20 

fois inférieure à celle du système Trx. Chez les organismes possédant une 1-Cys-Srx, 

l’efficacité de la régénération de la Srx par le GSH est assurée par la réactivité chimique 

intrinsèque de la liaison thiolsulfinate vis-à-vis des thiols, et par la reconnaissance du 

glutathion dans le site actif de l’espèce PrxCP–SO–S–CRSrx.  
D’autres éléments de régulation sont également susceptibles de moduler les flux des 

différentes espèces redox dans ce système : les concentrations de chaque partenaire, Prx et 

Srx, du peroxyde d’hydrogène, des systèmes réducteurs Trx et GSH. Ces concentrations 

doivent être définies dans l’espace, en termes de concentrations locales dans la cellule, ou 

dans un compartiment cellulaire, et dans le temps, l’expression de Srx étant inductible, par 
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exemple. D’autres facteurs protéiques pourraient également interagir avec Prx ou Srx et 

moduler leurs propriétés enzymatiques. Ces différents éléments pourraient être pris en compte 

dans un modèle cinétique global, qui permettrait de simuler et comprendre leur impact sur 

l’évolution de l’état redox des 2-Cys-Prx typiques, donc de leurs propriétés. Ce type 

d’approche nécessite de connaître les constantes cinétiques réelles des différentes étapes 

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

 

 

 
 

 

Figure 57 : Bilan des cycles enzymatiques interdépendants du système 2-Cys-Prx et Srx et les points 
de régulation étudiés. 
(A) Les flèches grises représentent les étapes cinétiquement limitantes dans les cycles catalytiques de 
2-Cys-Prx et Srx. Dans un souci de clarté, seul un monomère de 2-Cys-Prx est représenté dans le 
mécanisme catalysé par la Srx. (B) shéma du mécanisme de recyclage des 1-Cys-Srx vs 2-Cys-Srx 

 

 

(B) 

(A) 
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Enfin, l’état oligomérique des 2-Cys-Prx typiques, qui est modulée en fonction de leur 

état redox, apporte un élément de complexité supplémentaire à ce réseau de régulations. Au 

cours du cycle catalytique, une 2-Cys-Prx typique existe sous forme de décamère, son 

oxydation sous forme PrxCP–S–S–CRPrx conduit à la stabilisation d’une forme dimérique. Par 

contre la suroxydation de la Cys CP stabilise la forme décamérique, voire des formes 

d’empilement du décamère (HMW) auxquelles a été associée la fonction chaperon (cf. 

Introduction § d) page 39). La dynamique d’association/dissociation entre ces différents états 

pourrait par elle-même constituer des étapes et points de régulation supplémentaires dans le 

système décrit Figure 57 page 122. D’autre part, ceci implique que la Srx interagit avec une 

structure décamérique ou avec un empilement de décamères. La méthode d’anisotropie de 

fluorescence ne permet pas d’avoir accès à des informations sur l’interaction de plusieurs 

molécules de Srx par décamère. Par contre, par spectrométrie de masse en conditions natives 

en collaboration avec le Dr. S. Cianferani (Strasbourg) et le Dr. H. Mazon (notre équipe), 

nous avons montré que dix molécules de Srx peuvent interagir avec le décamère de Prx. Au 

niveau d’une structure HMW, la Srx ne pourra probablement interagir que sur les faces 

« externes » de l’empilement, n’ayant alors accès qu’à cinq sous-unités de Prx suroxydée 

(Figure 26 page 41). Cependant, la réduction du groupement sulfinate sur une sous-unité de la 

Prx sera suivie de changements conformationnels dans le site actif de l’enzyme et au niveau 

de son extrémité C-terminale, conduisant à une déstabilisation de l’interface 

décamère/décamère et dimère/dimère (115). Ainsi, la réduction de tout ou partie des sous-

unités accessibles pourrait induire la déstabilisation et la dissociation de l’empilement de 

décamères, permettant ainsi l’accès des autres sous-unités à la réduction par Srx. Dans ces 

processus, la dynamique conformationnelle de l’extrémité C-terminale des 2-Cys-Prx joue un 

rôle central, étant impliquée dans l’activité peroxydase, la sensibilité à la suroxydation, 

l’interaction avec Srx, mais également potentiellement avec les substrats protéiques pour 

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

1. Les souches bactériennes d’E 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) Souche dérivée de la souche BL21 (DE3) : F- dcm ompT hsdSB (rB- mB-

) gal λ (DE3) et deux mutations non caractérisées (Miroux et Walker, 

1996). Cette souche est utilisée pour la surexpression des protéines 

recombinantes (Tsa1, Srx, Trx1, Grx1). 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 S. cerevisiae 

 

Nom de la souche Utilisation 

yAD1-1C MATa, ura3-52, lys2-801amber, ade2-101ochre, trp1-∆1, leu2-

∆1, his3-∆200 

∆srx1  yAD1-1C, srx1::KanMX 

∆gsh1∆srx1  yAD1-1C, srx1::KanMX, gsh1::LEU2. 

∆srx1∆trx1∆trx1  yAD1-1C, srx1::HIS3, trx1::TRP1 et trx2::KanMX 
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3. Plasmides pour transformation des bactéries 

 

Nom du plasmide Utilisation 

pET20b-SrxΣ  Plasmide portant la séquence nucléotidique synthétique codant la 

ScSrx, optimisée pour l’expression dans E. coli, sous le contrôle 

du promoteur T7. Ce vecteur porte le gène de résistance à 

l’ampicilline. 

pET20b-SrxC48S-C106V pET20b-SrxΣ portant les mutations C48S et C106V. 

pET28b-HT-Tsa1 Plasmide portant la séquence nucléotidique de la Tsa1 sauvage 

sous forme de fusion N-ter avec une séquence codant une 

étiquette 6xHis, sous contrôle du promoteur T7. Ce vecteur porte 

le gène de résistance à la kanamycine. 

pET28b-HT-Tsa1C171A pET28b-HT-Tsa1 portant la mutation C171A.  

pET20b-Tsa1 pET20b portant la séquence nucléotidique de la Tsa1 sauvage. 

pET20b-Tsa1C171A pET20b-Tsa1 portant la mutation C171A. 

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

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

 

4. Plasmides pour transformation des levures 

Nom du plasmide Utilisation 

pRS316–SRX1-HA2 Plasmide portant la séquence nucléotidique codant ScSrx sous 

le contrôle du promoteur endogène de SRX1 (inductible par 

H2O2), sous forme de fusion en C-ter avec une séquence codant 

deux étiquettes HA (séquence YPYDVPDYA). Le plasmide 

pRS316 porte le gène URA3 permettant de complémenter 

l’auxotrophie de la souche pour l’uracile. 

pRS316–SRX1-C48S-HA2 pRS316– SRX1-HA2 portant la mutation C48S 

pUG6 Ce vecteur contient le gène de KanMX Tn903 qui confère une 

résistance à l'antibiotique G418 sulfate (ou généticine®).  Ce 

plasmide a été utilisé comme matrice pour la PCR pour créer la 

cassette de délétion du gène SRX1.  
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5. Les anticorps 

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

- anti-HA : anticorps monoclonal produit chez la souris (Sigma). Utilisé à une 

dilution de 1/10000éme. 
 

6. Cultures des bactéries 

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 des différentes protéines 

recombinantes et la production de Tsa1, Trx1 et Grx1. 

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

milieu est utilisé pour la production de ScSrx (ScSrxWT et ScSrxC48A-C106V ou SrxC84). 

 

7. Cultures de levures 

Les milieux ci dessous sont autoclavés 20 min à 120 °C sous une pression de 1 bar. 

- YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) liquide : Extrait de levure (10g/l) ; 

bactopeptone (20 g/l) ; glucose (20 g/l). Ce milieu est utilisé pour préparer les cellules 

aux différentes transformations. 

- YDP solide : YPD liquide avec ajout d’agar (20 g/l) dans le milieu avant stérilisation. 

Ce milieu est utilisé pour préparer les cellules aux différentes transformations. 

- SD URA- liquide : SD (Yeast Minimal Media ou Synthetic Defined) 0.67 % (p/v) de 

« yeast nitrogen base », 2 % de glucose, ce milieu (SD) étant sans uracile (40 mg/l 

d’adénine, 60 mg/l leucine, 40 mg/l tryptophane, 20 mg/l méthionine, 30 mg/l lysine et 

20 mg/l histidine). Ce milieu permet la sélection des cellules possédant le plasmide 

pRS316–SRX1-HA2 (ou pRS316–SRX1-C48S-HA2).  

- SD URA- solide : SD URA- liquide avec ajout d’agar (20 g/l) dans le milieu avant 

stérilisation. Ce milieu permet la sélection des cellules possédant le plasmide pRS316–

SRX1-HA2 (ou pRS316–SRX1-C48S-HA2) après transformation.  
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- SD URA- solide + GSH : Lorsque le milieu SD URA- fondu est à une température de 

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

cellules ∆gsh1∆srx1. 

 

8. Les tampons et solutions d’usage courant 

Tampon Composition 

Tampon Start Na2HPO4 20 mM, NaCl 1 M, pH 7,5. 

Tampon TE Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8.2. 

Tampon TE, KCL  Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8.2, KCL 1 M. 

Tampon TK  Tris-HCl 50 mM, KCl 100 mM, pH 7. 

Tampon MES  MES 100 mM, pH 6,1. 

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

Tampon MES, KCl  MES 100 mM, pH 6,1, KCl 1 M. 

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 %.  

 

Solution de coloration au 

bleu colloïdal  

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

acide orthophosphorique 1,6% ; éthanol 20 %. 

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

 

II. Méthodes 
 

1. Mutagenèse dirigée par PCR 

Au cours de ma thèse, l’approche de 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 mutée. 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 page 127. 

 

a) Production et purification des Tsa1 recombinantes portant une étiquette His  

La Tsa1 portant une étiquette His (Tsa1WT ou Tsa1C171A) est produite dans la souche 

C41(DE3), transformée par le vecteur plasmidique pET28b-HT-Tsa1 (WT ou C171A), dans 

du milieu LB supplémenté en kanamycine (50 mg/l). Les cultures sont ensemencées à une 

densité cellulaire de 0.1 DO 600nm puis incubées à 37 °C sous agitation. L’expression de cette 

protéine est induite par ajout d’IPTG (1 mM) à une DO 600nm cellulaire d’environ 0.6 au bout 

de 3 à 4 heures. Ces cultures sont ensuite incubées pendant 16 heures dans les mêmes 

conditions. Les cellules sont récoltées par centrifugation à 3500 g. 
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(1) Culture et extraction 

Après suspension du culot de cellules dans le tampon Start en présence de Benzonase 

(20 U/mL) et de MgSO4 (2 mM), le mélange est passé dans un désintégrateur de cellules sous 

une pression de 1350 bar (Constant Cell Disruption Systems), à 4 °C, puis centrifugé à 20000 

g à 4 °C pendant 40 min. Le surnageant (extrait cellulaire soluble) correspond à l’extrait brut 

débarrassé des débris cellulaires insolubles. 

 

(2) Chromatographie d’affinité sur complexe 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 His fusionnée du côté N-ter de la Tsa1. Ces 

interactions sont dues aux propriétés des histidines dont le noyau imidazole possède un 

doublet d’électrons libres porté par un atome d’azote (à pH 8), pouvant former des complexes 

avec les ions métalliques divalents comme le Ni2+. Les ions Ni2+ utilisés pour cette 

purification, sont fixés à la résine qui possède des groupements iminodiacétate, chélateur de 

ces ions. 

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 FPLC ÄKTATM Avant (GE Healthcare®), préalablement équilibrée avec le 

tampon TE, et en présence de 50 mM d’imidazole. La présence d’imidazole lors de la charge 

a pour but d’éliminer la fixation non spécifique de protéines cellulaires, tout en assurant la 

fixation de la totalité de la protéine 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 la DO280. 

(3) Concentration et conservation  

Les fractions contenant la 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), et additionné de 5% de glycérol. Enfin la 

protéine est conservée à -20°C après ajustement à 15 % en glycérol. La concentration molaire 

est déterminée spectrophotométriquement à 280 nm (coefficient d’extinction molaire ε280nm = 

27500 M-1.cm-1). 
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b) Production et purification des Tsa1 recombinantes ne portant pas d’étiquette 

His. 

 

Les protéine Tsa1WT et Tsa1C171A ont été utilisé principalement pour les éxperiences 

d’anisotropie de fluorescence (voir ci dessous). Et ce, pour eviter toute fixation non specifique 

de l’analogue de l’ATP par la Tsa1 portant une etiquette His.  

(1) Culture et extraction 

La protéine Tsa1 (Tsa1WT ou Tsa1C171A) est produite dans la souche E. coli 

C41(DE3), transformée par le vecteur plasmidique pET20b-Tsa1 (WT ou C171A). Les 

cultures sont réalisées, dans du milieu LB supplémenté en ampicilline (50 mg/l). Les cultures 

sont ensemencées à une densité cellulaire de 0.1 DO600nm puis incubées à 37 °C sous agitation. 

L’expression de Tsa1 est induite par ajout d’IPTG (1 mM) à une DO600nm cellulaire d’environ 

0.6 au bout de 3 à 4 heures. Ces cultures sont ensuite incubées pendant 16 heures dans les 

mêmes conditions. Les cellules sont récoltées par centrifugation à 3500 g. 

 

(2) Chromatographie d’interactions hydrophobes 

Le surnageant (extrait cellulaire soluble) correspond à l’extrait brut débarrassé des 

débris cellulaires insolubles contenant Tsa1 est ajustées à 1 M de SA et 20 mM de DTT, puis 

injecté sur une colonne d’interaction hydrophobe de type phényl-Sépharose HP (volume de 75 

mL, Amersham Biosciences®) couplée au système FPLC ÄKTATM Avant (GE Healthcare®), 

préalablement équilibrée dans le tampon TE additionné de SA (1 M). Les protéines, détectées 

par la mesure de la DO280nm, sont éluées par un gradient linéaire en SA de 1 M à 0 M en 4 

volumes colonne. Cette étape permet de séparer Tsa1 des contaminants protéiques et des 

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

 

(3) Chromatographie échangeuse d’anions 

La solution protéique contenant Tsa1 issue de l’étape précédente est injectée sur une 

colonne échangeuse d’anion Q-Sépharose (résine d’agarose 6 % sur laquelle sont greffés des 

groupements trimethylammonium) préalablement équilibrée avec du tampon TE et couplé au 

système FPLC ÄKTATM Avant (GE Healthcare®). L’élution est réalisée par un gradient 

croissant de KCl de 0 à 1 M et elle est suivie par la mesure d’absorbance à 280 nm. La Tsa1 

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

nucléiques encore présents. 

 

(4) Concentration et conservation 

Les fractions contenant la Tsa1 purifiée sont rassemblées, concentrées selon le même 

protocole décrit en (3) page 132. 

 

c) Production et purification des protéines recombinantes ScSrx. 

 

(1) Culture et extraction 

La protéine recombinante ScSrx (ScSrxWT ou ScSrxC48A-C106V également appelée 

ScSrxC84) est produite dans la souche C41 (DE3) transformée par le plasmide pET20b-SrxΣ 

(WT ou  portant la mutation C48A-C106V, respectivement), dans du milieu GRAFFINITY 

supplémenté en ampicilline (20 mg/L). 

Dans un premier temps, les cultures sont ensemencées à une densité cellulaire de 0,1 

DO600nm dans du LB supplémenté en glucose 0,5 % et en ampicilline (20 mg/l), puis incubées 

à 37 °C sous agitation (180 rpm) jusqu’à une DO600nm comprise entre 1,2 et 1,5. Les cultures 

sont ensuite diluées deux fois par ajout de LB supplémenté en lactose 0,6%, Hepes 20 mM 

(milieu GRAFFINITY), et IPTG 1 mM, et sont incubées à 20°C sous agitation pendant 18 

heures.  

Les conditions d’extraction des protéines solubles sont les mêmes que celles décrites 

dans le § (1) page 132, en utilisant le tampon MES en présence de DTT (10 mM) et 0.1% 

Triton X-100. 

(2) Précipitation au sulfate d’ammonium 

Après extraction, l’extrait cellulaire est dilué à une DO280nm de 50 puis est amené à 

55% de saturation en SA et incubé 2 à 3 heures à 4 °C sous agitation douce. La protéine 

ScSrx(WT ou DM) est récupérée dans le culot après 30 min de centrifugation à 12000 g. 

 

(3) Chromatographie échangeuse de cations 

Le culot de précipitation repris dans le tampon MES est injecté, après filtration sur une 

membrane d’acétate de cellulose (0,45 μm), sur une colonne échangeuse de cations de type 
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SP-Sépharose HP de 75 ml (résine portant des groupements sulfopropyl), Amersham 

Biosciences), couplée au système FPLC ÄKTATM Avant (GE Healthcare®), préalablement 

équilibrée avec le même tampon (MES). La protéine ScSrx est éluée par un gradient linéaire 

en KCl de 0 à 1 M en 3 volumes colonne. Cette étape permet de séparer ScSrx d’une grande 

partie des contaminants protéiques et nucléiques grâce à son caractère basique (pI théorique 

de 9,2). Les fractions contenant ScSrx, identifiées par électrophorèse en conditions 

dénaturantes de type SDS-PAGE sont rassemblées. 

 

(4) Chromatographie d’interactions hydrophobes 

Les fractions contenant ScSrx issues de la chromatographie échangeuse de cations sont 

ajustées à 1 M de SA, puis injectées sur colonne d’interactions hydrophobe de type phényl-

Sépharose HP de 75 ml, Amersham Biosciences, couplée au système FPLC ÄKTATM Avant 

(GE Healthcare®), préalablement équilibrée dans le tampon MES additionné de SA (1 M). 

Les protéines suivies par la mesure de la DO280nm, sont éluées par deux gradients linéaires en 

SA, le premier de 1 à 0,5 M en 1,5 volumes colonne, et le deuxième de 0,5 à 0 M en 4,5 

volumes colonne. Cette étape permet de séparer ScSrx des contaminants protéiques en 

fonction de leur degré d’hydrophobie de surface. 

 

(5) Concentration et conservation 

Les fractions contenant ScSrx sont concentrées par ultrafiltration sur membrane 

Amicon YM10 (limite d’exclusion de 10 kDa). La Srx est conservée sous forme précipitée à -

20°C en présence de DTT (20 mM) et de SA (70% de saturation). La concentration molaire 

est déterminée spectrophotométriquement à 280 nm (ε280 nm = 7280 M-1.cm-1).  

 

d) Production et purification de la Trx1 d’E. coli 

 

(1) Culture et extraction 

Le même protocole est utilisé que celui décrit dans le § (1) page 133. 
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(2) 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 à 3 heures à 4 °C sous agitation douce. La protéine Trx1 

est récupérée dans le culot après 30 min de centrifugation à 12000 g. 

 

(3) 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 partie des contaminants protéiques. Les 

fractions contenant Trx1, identifiées par électrophorèse en condition dénaturante de type 

SDS-PAGE sont rassemblées. 

 

(4) Chromatographie échangeuse d’anions 

Le même protocole est utilisé que dans le § (3) page 133. La Trx1 est éluée à une 

concentration de 320 mM de KCl. 

 

(5) Concentration et conservation 

Les fractions contenant Trx1 sont concentrées par ultrafiltration sur membrane 

Amicon YM10 (limite d’exclusion de 10 kDa). La Trx1 est conservée à -20°C. La 

concentration molaire est déterminée spectrophotométriquement à 280 nm (ε280 nm = 14500 M-

1.cm-1). 

 

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

Le même protocole décrit dans le § d) page 135. 
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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, ainsi que d’analyser les complexes protéiques produits au cours de la 

réaction de ScSrxC84 en absence vs présence de réducteur (cf. § (3) page 145). 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 (151). 

 

b) Détermination des coefficients d’extinction molaire des protéines 

recombinantes. 

Le coefficient d’extinction molaire à 280 nm a été déterminé à l’aide des méthodes de 

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

concentration en protéine par une relation empirique : 

 

C =  
DO 280 nm –  10 (2,5 x Log DO 320 nm – 1,5 ∗ Log DO 350 nm)

5540 x nombre de Trp par monomère +  1480 x nombre de Tyr par monomère
 

 

La méthode de Gill et von Hippel est fondée sur la mesure des densités optiques à 280 

nm pour la protéine en conditions native et dénaturante (en présence de chlorure de 

guanidinium). Le calcul de la concentration en condition dénaturantes repose sur la valeur 

théorique du coefficient d’extinction molaire à 280 nm (ε dénat = 1280 x nombre Tyr + 5690 x 

nombre Trp). 

 

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

(DTNB). 

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

DTNB (0,3 mM) en suivant l’apparition du thionitrobenzoate libéré à 412 nm (ε 412nm = 13600 

M-1.cm-1) (Figure 58 page 138). La concentration en protéine (7,35 μM) est choisie pour 
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donner un signal de 0,1 DO 412nm par thiol libre. En conditions dénaturantes (SDS 2% final, en 

présence d’urée 8 M), l’expérience permet de doser la totalité des cystéines réduites. Le 

tampon utilisé est TE (pH 8). 

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

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

masse 

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

trace de sels, les protéines sont dessalées par chromatographie en phase inverse sur une 

colonne de type C8 (Vydac 208TP52, 2,1 x 250 mm, 5 μm ; PerkinElmer Life Sciences) 

couplée au système HPLC ÄKTA explorer (Amersham Biosciences). Les protéines éluées 

sont ensuite lyophilisées puis solubilisées dans l’acétate d’ammonium (50 mM), pH 6.8, en 

absence ou en présence de DTT (10 mM), pour être 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 MicrOTOF-Q (Bruker 

Daltonics). 

 

4. Caractérisation enzymatique  

 

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

sulfinique 

La forme de Tsa1CP–SO2H, substrat de ScSrx, 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 10 
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minutes, un second puis un troisième ajout de 5 mM de H2O2 chacun suivi d’une incubation 

de 10 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 Econo-Pac 10DG (Bio-Rad) pour éliminer le DTT et H2O2 en excès. La 

concentration molaire est déterminée spectrophotométriquement à 280 nm (ε 280nm = 27500 M-

1.cm-1). 

 

b) Détermination des paramètres cinétiques à l’état stationnaire 

 

(1) Test d’activité de la ScSrxWT via le système couplé 

Trx1/TrxR/NADPH.   

Les tests d’activité sont effectués dans le tampon TK à 30 °C en utilisant la Trx1 et la 

TrxR d’E. coli produites et purifiées au laboratoire. La disparition du NADPH est suivie par 

la diminution de la DO340nm au cours du temps à l’aide d’un spectrophotomètre d’absorption 

UV mc2 (Safas, Monaco). Le mélange réactionnel comporte : Tsa1–CP–SO2H (50 μM), ATP 

(1 mM), MgCl2 (1 mM), Trx (50 μM), Trx réductase (0.5 μM), NADPH (200 μM), l'ajout de 

SrxWT déclenchant la réaction. Une mesure à blanc est enregistrée systématiquement avant 

l’ajout de SrxWT et est déduite de la mesure finale.   La Trx jouant le rôle de réducteur dans 

les cycles catalytiques de la ScSrxWT et de la Tsa1WT (Figure 59 page 141), deux moles de 

NADPH sont consommées par mole de Tsa1CP–SO2H réduite, soit un coefficient d’extinction 

molaire à 340 nm résultant de 2 x 6200 M-1.cm-1 ou 12400 M-1.cm-1.  

Les paramètres cinétiques de la ScSrxWT pour les cosubstrats Mg2+ 
ou Mn2+ 

et ATP ou 

le γ-thio-ATP sont déterminés en utilisant le système couplé Trx/TrxR/NADPH, en faisant 

varier la concentration de MgCl2, MnCl2, ATP ou γ-thio-ATP, respectivement, dans une 

gamme allant de 0,5 à 10 KM, la concentration des autres substrats restant fixe. La variation de 

la constante de vitesse mesurée kobs est analysée à l’aide du logiciel Sigma plot 6.0, par 

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

𝑘𝑘𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 =  
𝑘𝑘 𝑚𝑚𝑐𝑐𝑥𝑥 [S] 
(𝐾𝐾M + [S])

 

 

Avec [S] correspondant à la concentration du substrat variable, kmax  : la constante de 

vitesse maximum de la réaction dans ces conditions et KM la constante de Michaelis. 
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(2) Test d’activité de la ScSrxC84 via le système couplé 

Trx1/TrxR/NADPH 

Les mêmes conditions détaillées dans le § (1) page 139 ont été utilisées, en substituant 

la ScSrxWT par ScSrxC84 pour déclencher la réaction. La Trx1 jouant le rôle de réducteur de 

Tsa1CP–SO–S–CSrx et Tsa1CP–S–S–CRTsa1 (Tsa1 notée Prx dans la Figure 60 page Figure 

60), deux moles de NADPH sont consommées par mole de Tsa1CP–SO2H, soit un coefficient 

d’extinction molaire à 340 nm résultant de 12400 M-1.cm-1. 

 

(3) Test d’activité de la ScSrxC84 via le système couplé 

GSH/Grx1/GR/NADPH 

Les tests d’activité sont effectués dans le tampon TK à 30 °C en utilisant la Grx1 d’E. 

coli, en présence de GSH et la glutathion réductase. La disparition du NADPH est suivie par 

la diminution de la DO340nm au cours du temps. Le mélange réactionnel comporte : Tsa1CP–

SO2H (50 μM), ATP (1 mM), MgCl2 (1 mM), Grx1 (50 μM), GSH (concentrations variables), 

glutathion réductase (0.5 μM), NADPH (200 μM), l'ajout de ScSrxC84 déclenchant la réaction. 

Une mesure à blanc est enregistrée systématiquement avant l’ajout de ScSrxC84 et est déduite 

de la mesure finale.    Une stœchiométrie de 2 moles de NADPH par mole de Tsa1CP–SO2H 

a été utilisée dans les calculs des constantes de vitesse pour tenir compte de l'oxydation de 2 

moles NADPH dans la réduction du produit ScSrxC84 glutathionylée et de la Prx (Figure 61 

page 143), soit un coefficient d’extinction molaire à 340 nm résultant de 12400 M-1.cm-1. 
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Figure 59 : Schéma représentatif du système couplé Trx1/TrxR/NADPH correspondant à un cycle catalytique de ScSrxWT en présence de son substrat Tsa1CP–
SO2H 
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Figure 60 : Schéma représentatif du système couplé Trx1/TrxR/NADPH correspondant à un cycle catalytique de ScSrxC84

 en présence de son substrat Tsa1CP–
SO2H 
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Figure 61 : Schéma représentatif du système couplé GSH/Grx/GR/NADPH correspondant à un cycle catalytique de ScSrxC84

 en présence de son substrat 
Tsa1CP–SO2H 
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c) Détermination des paramètres cinétiques à l’état pré-stationnaire  

 

(1) Étude cinétique de la réaction catalysée par la ScSrxWT, 

en fonction du pH 

Cette technique est fondée sur la variation d’intensité d’émission de fluorescence de 

Tsa1WT, en fonction de son état d’oxydation (Figure 48 page 80). Les mesures ont été 

effectuées à l’aide d’un appareil de cinétique rapide Applied Photophysics SX18MV-R 

(Leatherhead, UK) (stopped-flow). La première seringue contient ScSrxWT 10 μM dans un 

tampon (tricine 25 mM, imidazole 100 mM, acide acétique 75 mM) dont la force ionique est 

ajusté à 0.1 M avec KCl, de pH variable (de 4.5 à 9.2). La deuxième seringue contient la 

Tsa1CP–SO2H 80 μM, ATP ou γ-thio-ATP 2 mM, MgCl2 ou MnCl2 2 mM, dans le même 

tampon. La température est maintenue à 30 °C. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 

295 nm et un filtre permet de mesurer l’émission de fluorescence intrinsèque de la Tsa1 aux 

longueurs d’onde supérieures à 320 nm. Les données expérimentales obtenues sont ajustées 

par régression non linéaire contre une équation décrivant une phase exponentielle 

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

correspondantes (équation ci dessous) : 

𝑦𝑦 = 𝐴𝐴𝑒𝑒−𝑘𝑘𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 .𝑡𝑡 + B.t + C 

avec A : l’amplitude de la phase exponentielle, B : la pente correspondant au bruit de fond 

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

exponentielle. 

La variation de kobs en fonction du pH est ajustée par régression non linéaire contre 

l’équation ci dessous : 

y = 𝑘𝑘 𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑚𝑚𝑐𝑐𝑥𝑥

1 + 10 p𝐾𝐾app1 – pH+ 10 pH−p𝐾𝐾app2 +  γ 𝑘𝑘 obs max

1 + 10 pH−p𝐾𝐾app2 

 

Avec pKapp1 and pKapp2 correspondants aux valeurs de pKa apparents mesurée, kmax 

représente la constante de vitesse maximum de la réaction dans ces conditions et γ kmax la 

constante de vitesse à pH élevé. 
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(2) Étude cinétique de la réaction catalysée par la ScSrxC84, 

en présence du GSH 

Le recyclage de ScSrxC84 par GSH a été suivi à l’aide d’un appareil de cinétique à l’aide d’un 

appareil de cinétique rapide stopped-flow. Une seringue contient Tsa1CP–SO2H (80 μM), 

l'ATP (2 mM), MgCl2 (2 mM) et du glutathion à des concentrations variables, comme 

indiqué, dans un tampon TK. L'autre seringue contenant  

ScSrxC84 (10 μM) dans le tampon TK. Les données expérimentales obtenues sont ajustées par 

régression non linéaire contre une équation décrivant une phase exponentielle décroissante 

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

(équation II). 

 

(3) Étude cinétique de la réaction catalysée par la ScSrxC84 

sur gel SDS-PAGE 

L'analyse cinétique des espèces formées pendant la réaction catalysée par ScSrxC84 a 

été suivie en incubant Tsa1CP–SO2H C171A (30 μM), ScSrxC84 (30 μM), ATP (1 mM) et de 

MgCl2 (1 mM) dans un tampon TK, en absence vs présence de GSH (5 mM), comme indiqué. 

La réaction a été arrêtée par acidification suite à l’ajout de TCA (20 %), les protéines 

précipitées sont alors lavées à trois reprises dans l'acétone, séchées à l'air (speedVac) et 

dissoutes dans un tampon 100 mM de Tris-HCl, pH 8, EDTA 10 mM, SDS 1% et N-

éthylmaléimide 50 mM à 30 ° C pendant 1 h et à l’abri de la lumière. Les protéines sont 

ensuite séparées sur un gel SDS-PAGE 15% non réducteur, suivi d'une coloration au bleu de 

Coomassie. La quantification des espèces présentes a été réalisée par densitométrie à l’aide du 

logiciel ImageJ. 

 

(4) Étude cinétique de la réaction catalysée par la ScSrxC84 

par chromatographie en phase inverse C8 

Le suivi de l’évolution des espèces protéiques en présence de GSH, a été également 

réalisé par chromatographie en phase inverse. Les mélanges réactionnels contenant ScSrxC84 

(30 μM), Tsa1CP–SO2H C171A (30 μM), ATP (1 mM) et de MgCl2 (1 mM) ont été incubés 

en présence de 0,1 , 1 et 10 mM de GSH dans un tampon TK à 30 °C. La réaction a été arrêtée 

à différents temps comme indiqué par acidification à l'aide du TFA (0,1% concentration 

finale). Les aliquots issus ont été chargés sur une colonne Vydac 208TP52 (C8), 2,1 x 250 
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mm, 5 μm (PerkinElmer Life Sciences), préalablement équilibrée dans H2O, 0,1% de TFA, 

couplée au système ÄKTA explorer (Amersham Biosciences). Les protéines ont été éluées en 

utilisant un gradient linéaire de 30 à 80 % de B (TFA 0,1% dans de l'acétonitrile), à un débit 

de 1 mL/min. Les fractions recueillies ont été stockées à -20 °C puis analysées par 

spectrométrie de masse. Le calcul de l’aire de surface des pics a permis de suivre l’évolution 

des espèces en fonction du temps. 

 

d) Étude de la stabilité des complexes type Michaelien par anisotropie de 

fluorescence  

L’anisotropie de fluorescence représente l’outil adapté pour étudier la stabilité de 

complexes quaternaires de type Michaelien (Tsa1CP–SO2H/ATP/Mg2+/Srx). Dans ces 

expériences, un analogue d’ATP fluorescent et non hydrolysable (mant-ADP et mant-AMP-

PNP) (Figure 52 page 92, Figure 56 page 97) a été utilisé comme sonde pour caractériser la 

formation du complexe. Le principe de l’anisotropie de fluorescence repose sur la vitesse de 

rotation du fluorophore. Cette vitesse dépend de la taille de la sonde fluorescente (libre ou 

engagée dans un complexe), celle ci "tourne" moins vite en solution lorsqu’elle est impliquée 

dans un complexe macromoléculaire qu’à l’état libre. L’exploitation de cette différence 

d’anisotropie a permis de déterminer la constante de dissociation du complexe (Kd). La titration 

est réalisée par dilution en cascade de Tsa1CP–SO2H et ScSrx ajoutées ensemble 

(stœchiométrie 1 :1). Les mesures ont été réalisées à l’aide d’un appareil Spectrofluorimètre 

SAFAS Xenius XC, λexc 355 nm; λem 448 nm. 

L’appareil determine l’anisotropie des échantillons excités par une source polarisée 

verticalement selon la relation : 

𝐴𝐴 =  
𝐼𝐼𝑉𝑉𝑉𝑉 − 𝐺𝐺. 𝐼𝐼𝑉𝑉𝑉𝑉
𝐼𝐼𝑉𝑉𝑉𝑉 + 2 𝐺𝐺. 𝐼𝐼𝑉𝑉𝑉𝑉

 

 

Avec : 𝐼𝐼𝑉𝑉𝑉𝑉 : intensité de fluorescence enregistrée avec une polarisation verticale pour 

l’excitation et l’émission ; 𝐼𝐼𝑉𝑉𝑉𝑉 : intensité de fluorescence enregistrée avec une polarisation 

horizontale pour l’émission. Le facteur 𝐺𝐺 de l’appareil représente le ratio de la sensibilité du 

détecteur pour la lumière polarisée verticalement et horizontalement et est calculée à chaque 

mesure. 
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5. Techniques de manipulation des levures 

 

a) Transformation de cellules compétentes de levures  

La préparation de cellules de levure compétentes et leur transformation est réalisée à 

partir de 10 mL de cellules cultivées à 30 °C, en phase exponentielle de croissance. À une 

absorbance (A600nm) d’environ 0,4 à 0,6 unités, les cellules sont lavées dans 1 mL d’eau 

stérile, avant d’être reprises dans 1 mL tampon TE-LiAc (Acétate de lithium 0,1 M ; Tris 10 

mM EDTA 1 mM, pH 7,5). Le culot cellulaire est ensuite repris dans un volume de 100 μL de 

TE-LiAc et la suspension cellulaire est incubée 30 min à 30 °C. La transformation est réalisée 

par l’ajout de 0,5 à 1 μg d’ADN (plasmide pRS316–SRX1-HA2 ou pRS316–SRX1-C48S-

HA2), de 45 μg d’ADN de sperme de saumon dénaturé (10 min à 100 °C) et de 300 μL de 

tampon TE-PEG (PEG 4000 40 % ; TE-LiAc). A l’issue de cette étape, les cellules sont 

incubées pendant 1 h à 30 °C, puis ensuite pendant 15 min à 42 °C, avant d’être lavées dans 1 

mL d’eau stérile, puis étalées sur milieu sélectif solide (SD URA-) et incubées à 30 °C 

pendant 1 à 3 jours. 

Avant chaque expérience, les souches ∆gsh1 ∆srx1 et ∆gsh1 sont cultivées dans un milieu de 

préculture contenant une concentration en GSH suffisante (100 μM) pour assurer une 

croissance similaire à celle d’une souche non invalidée pour le gène GSH1. Ces cellules 

également sont supplémentées en GSH (100 μM) pendant la phase de régénération pendant la 

transformation avant d’être étalées sur un milieu sélectif solide supplémenté par le GSH (100 

μM) (SD URA-, + GSH) à 30 °C pendant 3 à 5 jours. 

 

b) Modification génétique des souches de levure 

Au cours de ce travail, certaines des souches de levure (∆gsh1, ∆srx1, 

∆srx1∆trx1∆trx2) ont été préparées dans le laboratoire du Dr. Michel Toledano (laboratoire 

LSOC équipe stress oxydants et cancer -CEA Saclay). La souche ∆srx1∆gsh1 a été préparée 

au laboratoire. Pour ce faire, les levures ont été transformées avec environ 1 μg d’ADNdb 

linéaire obtenus par PCR et permettant la modification d’un locus spécifique par 

recombinaison homologue. Ce fragment d’ADN est obtenu à partir du plasmide pUG6 

(aimablement fourni par le Dr. Christophe Jacob), porteur de la cassette KanMX permettant la 

résistance à la généticine. Pour cela, des oligonuclotides avec amorces complémentaires du 

gène SRX1 (en 5’) (40 nt) et des extrémités de la séquence kanMX (en 3’) (20 nt) ont été 

 147 



MATERIEL & METHODES 

 

utilisés (Figure 62 page 149). Après amplification utilisant comme matrice le plasmide pUG6, 

les fragments obtenus sont purifiés et dosés par mesure d’absorbance à 260 nm. Ce produit de 

PCR (fragment chimère) purifié a été ensuite utilisé pour transformer des cellules ∆gsh1. A 

l’issue de la transformation, les cellules sont incubées 24 h à 30 °C, sur milieu YPD puis 

répliquées, à l’aide d’un velours, sur le milieu sélectif YPD + généticine. L’invalidation dans 

les clones positifs obtenus a été par la suite confirmée par PCR sur l’ADN génomique à l’aide 

d’amorces extérieures au cadre ouvert de lecture de SRX1.  
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Figure 62 : Schéma de l’invalidation du gène SRX1  
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c) Analyse des extraits cellulaires    

 

(1) Extraction des protéines par lyse à pH acide 

La protéine Srx1 étant indétectable en conditions standard de croissance (Biteau et al., 

2003), les cellules en début de phase exponentielle de croissance (0.3 à 0.4 DO 600 nm /mL) 

sont traitées avec 100 μM d’H2O2 pendant 15 min afin d’induire l’expression de SRX1. Les 

cultures sont ensuite exposées à 500 μM d’ H2O2 pendant les temps indiqués. Le traitement 

est arrêté par ajout dans le milieu d’acide trichloracétique (TCA) (20 % final). Les cellules 

sont lavées dans le TCA 20 %, puis congelées dans un bain d’azote liquide. La lyse est 

effectuée dans 400 μL de TCA 20 %, à l’aide de billes de verre (taille 425-600 μm). Les 

échantillons sont alternativement vortexés pendant une minute et refroidis dans la glace. Cette 

étape est répétée cinq fois. Le lysat est ensuite récupéré, les billes de verre sont lavées avec 

200 μL de TCA 5 % et les produits de lavage sont ajoutés au lysat. Les extraits sont ensuite 

centrifugés 10 minutes à 20 000g. Le culot, contenant les protéines précipitées, est ensuite 

lavé 3 fois à l’acétone puis séché sous vide. Les protéines sont alors resolubilisées dans 100 

μL de tampon Tris 100 mM pH 8, SDS 1 %, EDTA 1 mM, N-ethylmaléimide (NEM) 50 mM 

sous agitation à 30°C pendant 30 min à l’abri de la lumière. 

 

(2) Analyse des formes oxydées des protéines par western 

blot redox 

Les échantillons protéiques sont dosés par la méthode de Bradford, et une quantité de 

10 μg environ est déposée dans chaque puits. Les protéines sont dénaturées par ajout d’une 

solution tampon de Laëmmli [SDS (2 %), Tris-HCl pH 8.7 (62.5 mM), glycérol (10 %), bleu 

de bromophénol (0.01 %)], avec ou sans ajout de DTT 10 mM. Les échantillons sont incubés 

5 minutes à 95°C, puis déposés sur gel SDS PAGE (acrylamide : bis acrylamide; 30 : 0.4). 

Après séparation par électrophorèse, les protéines sont transférées sur membrane de 

nitrocellulose. L’immuno-détection est réalisée au moyen d’un anticorps spécifique et d’une 

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

 
Les peroxyrédoxines (Prx) sont des peroxydases à thiol, ubiquitaires, qui jouent un rôle central dans 

la physiologie du peroxyde d’hydrogène. Une famille de Prx dite "2-Cys-Prx typique" possède une propriété 
unique de suroxydation de la Cys catalytique sous forme acide sulfinique, qui constitue un mécanisme de 
régulation des fonctions des 2-Cys-Prx typiques en tant que peroxydase, capteur de peroxyde ou protéine 
chaperon. La réduction des 2-Cys-Prx typiques suroxydées est catalysée par la Sulfirédoxine (Srx), une 
sulfinyl réductase ATP-dépendante dont la constante catalytique est de l’ordre de 1-2 min-1, une valeur 
faible qui doit être corrélée au rôle de Srx dans la régulation redox. L’objectif de ce travail était d’analyser 
l’enzymologie de la régulation du système Prx/Srx au niveau, du processus de suroxydation des 2-Cys-Prx 
typiques, de l’étape limitante de la Srx, et de son recyclage par les systèmes redox cellulaires.  

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les deux étapes du cycle catalytique de la 2-Cys-Prx 
typique majeure de S. cerevisiae Tsa1, dont la compétition contrôle la sensibilité à la suroxydation, par une 
stratégie combinant cinétiques rapides, système enzymatique couplé et modélisation cinétique. Ces travaux 
suggèrent que cette compétition est contrôlée par une réorganisation conformationnelle au cours du cycle 
catalytique de la Tsa1. Dans un second temps, l’étude de la première étape du mécanisme catalytique de Srx, 
qui consiste en l’activation ATP-dépendante du groupement acide sulfinique de la 2 Cys-Prx a permis, i) de 
montrer que l’étape limitante de la réaction catalysée par Srx était associée au processus chimique de 
transfert de phosphate, et ii) de proposer un modèle d’assemblage du complexe Michaelien Prx/Srx/ATP 
formé lors de ce processus. Enfin, par une approche combinant cinétiques enzymatiques in vitro et génétique 
de la levure in vivo, nous avons établi que le mécanisme de recyclage des Srx à 1 Cys existant chez les 
plantes ou les mammifères implique le rôle du glutathion comme réducteur cellulaire, contrairement à la Srx 
de S. cerevisiae qui est recyclée par le système thiorédoxine. De façon inattendue, la spécificité du 
glutathion dans ce mécanisme est assurée par un événement de reconnaissance au sein du complexe Prx/Srx. 

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

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

 
The peroxiredoxins (Prx) are ubiquitous thiol peroxidases, which play a central role in the 

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

We have first characterized the competition mechanism between the two steps of the catalytic 
mechanism of the major typical 2-Cys-Prx of S. cerevisiae, Tsa1, through a strategy combining rapid 
kinetics, coupled enzyme system and kinetic modelling analysis. This work suggests that the sensitivity to 
hyper-oxidation is controlled by a conformational reorganization during the catalytic cycle of Tsa1. Next, 
the study of the first step of Srx catalytic mechanism, which involves the ATP-dependent activation of the 
sulfinic acid form of typical 2-Cys Prx i) has shown that the rate-limiting step is associated with the 
chemical phosphate transfer process, and ii) provided an assembly model of the Michaelien complex 
Prx/Srx/ATP, formed during this process. Finally, through the combination of in vitro enzyme kinetics and 
in vivo yeast genetic tools, we established that the recycling mechanism of one Cys Srx, existing in plants or 
mammals, involves the glutathione (GSH) as reducer in cells, contrary to the Srx from S. cerevisiae, which 
is recycled by the Thioredoxin system. Unexpectedly, our study suggests that GSH binds the thiolsulfinate 
complex, confirming the role of GSH as the primary reducing system of 1-Cys-Srx. 

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