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Les bactéries du genre Neisseria sont des bactéries aérobies gram négatives, et les 

espèces Neisseria gonorrhoeae et Neisseria meningitidis sont des pathogènes obligatoires de 

l’homme. N. gonorrhoeae colonise les tractus génitaux masculin et féminin et est responsable 

de la blennorragie ou gonorrhée, alors que N. meningitidis est responsable de méningites et de 

septicémies. Pendant l’infection, les bactéries pathogènes sont exposées à un stress oxydant 

généré par les mécanismes de défense de l’hôte. C’est pourquoi les bactéries pathogènes du 

genre Neisseria ont acquis différents mécanismes de défense pour détecter et combattre ce 

stress oxydant, parmi lesquels certains sont également associés à leur virulence (Seib et al., 

2004; Seib et al., 2006). Ainsi, les travaux de Taha et al. avaient dès 1988 identifié un gène 

spécifique des bactéries du genre Neisseria, appelé pilB, impliqué dans la virulence de ces 

bactéries via un rôle dans la régulation de la piliation (Taha et al., 1998). Depuis, différentes 

études ont montré que PilB ne joue aucun rôle dans la piliation mais serait impliquée dans la 

résistance au stress oxydant (Skaar et al., 2002). La protéine PilB est composée de trois 

domaines, le domaine central et le domaine C-terminal qui portent respectivement des 

activités méthionine sulfoxyde réductases (Msr) A et B (Olry et al., 2002) et un domaine N-

terminal à activité disulfure oxydoréductase possédant un repliement de type DsbE (Wu et al., 

2005 ; Ranaivoson et al., 2006). Les Msr catalysent la réduction des méthionines oxydées 

sous forme de méthionine sulfoxyde (MetSO) en Met en présence de thiorédoxine (Trx). 

Deux classes de Msr ont été caractérisées, chacune spécifique de la réduction d’un 

stéréoisomère de la MetSO au niveau de la fonction sulfoxyde : la MsrA réduit 

spécifiquement l’isomère S de la MetSO alors que la MsrB est spécifique de la réduction de 

l’isomère R. Il est à noter que les domaines Msr de PilB ont été étudiés sous forme isolées, et 

que la dénomination « Msr de Neisseria » dans ce manuscrit fait référence à ces domaines 

isolés. 

 

Mon travail de thèse concerne l’étude d’une part des facteurs structuraux et 

moléculaires impliqués dans la catalyse et dans la reconnaissance du substrat de la MsrA de 

N. meningitidis, et d’autre part des disulfure oxydoréductases périplasmiques de N. 

meningitidis possédant un repliement de type DsbE. La première partie de l’introduction est 

dédiée aux mécanismes d’oxydation des Met, aux conséquences de cette oxydation ainsi qu’à 

la présentation des propriétés biologiques, biochimiques, enzymatiques et structurales des 

Msr. La seconde partie est consacrée aux disulfure oxydoréductases de la famille des Trx et 

plus particulièrement aux protéines DsbE impliquées dans la voie de maturation des 

cytochromes c.  
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Partie I : Les méthionine sulfoxyde réductases (Msr) 
 

 Les Msr catalysent la réduction des Met oxydées sous forme de MetSO en Met. Les 

paragraphes qui suivent font l’état des connaissances 1) sur l’oxydation des Met et des 

conséquences de cette oxydation au travers d’exemples non exhaustifs, et 2) sur les Msr. 

 

I.1 Oxydation des méthionines par les Formes Activées de l’Oxygène (FAO) 

 

 Le métabolisme aérobie produit en permanence des FAO. Cette production de FAO 

est contrebalancée par des systèmes de défenses antioxydants (catalases, peroxydases, 

superoxyde dismutase…). Cependant, dans certaines conditions, cet équilibre peut être 

rompu, suite soit à une augmentation de la production de FAO (exposition à des 

concentrations élevées en O2, infection bactérienne…), soit à une diminution de l’efficacité 

des systèmes antioxydants. Ceci conduit alors à une augmentation des concentrations 

intracellulaires en FAO appelée communément stress oxydant. Ces FAO vont réagir avec de 

nombreuses biomolécules, notamment avec l’ADN, les lipides ou encore les protéines. Au 

niveau des protéines, un des acides aminés le plus sensible à l’oxydation par les FAO est la 

Met. 

 

 Les Met vont être oxydées par deux mécanismes différents, impliquant une oxydation 

à un ou deux électrons. L’oxydation à deux électrons entraîne la formation d’un dication qui 

en présence d’eau, ou d’un réactif oxydant, va former la MetSO. 

 

MetS                        MetS2+ + 2 e- 

MetS2+ + H2O                    MetS=O + 2 H+ 
 

 L’oxydation à un électron entraîne la formation d’un radical cation. Cette espèce est 

très instable et peut être oxydée en sulfoxyde par certaines FAO via une oxydation à un 

électron (pour revue, voir Schoneich 2005). 

 

MetS + Ox                   MetS.+ + Ox.- 

MetS.+ + Ox                 MetSO 
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  I.1.1 Oxydation par le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

 

 H2O2 est une petite molécule non chargée qui va donc pouvoir diffuser aisément à 

travers les membranes et donc dans les cellules. La principale source de production d’H2O2 

provient de la dismutation de l’O2
.-, qui est spontanée, ou est catalysée par les superoxyde 

dismutases (SOD). 

 

2 O2
.-  + 2H+                    H2O2 + O2 

 

H2O2 va être responsable, directement ou indirectement via la formation d’OH., de 

l’oxydation de nombreuses biomolécules. Il peut ainsi intervenir dans la transduction du 

message cellulaire ou dans la régulation de l’expression de certains gènes.  

 A forte concentration, H2O2 est capable d’oxyder les Met directement, sans passer par 

la production d’OH., par un processus d’oxydation à deux électrons. Des études de chimie 

théorique ont montré que le mécanisme d’oxydation d’un diméthyl sulfure se fait de façon 

concertée avec la rupture de la liaison O-O de H2O2 et la formation du sulfoxyde (Chu et 

Trout, 2004). Au cours de ce mécanisme, des molécules d’eau vont stabiliser  les charges de 

l’état de transition grâce à la formation de liaisons hydrogènes avec H2O2 (Figure 1). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
Figure 1 : Stabilisation de l’état de transition de l’oxydation d’une molécule de diméthyl sulfure 
par H2O2 faisant intervenir trois molécules d’eau (d’après Chu et Trout, 2004). 
Dans ce modèle, trois molécules d’eau (O4, O5 et O6) stabilisent la distribution de charge induite par la 
séparation entre les deux oxygènes de H2O2 (O2 et O3). C7-S1-C8 représente la molécule se diméthyl 
sulfure. 
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  I.1.2 Oxydation par le radical hydroxyle (OH.) 

 

 Parmi toutes les FAO, le radical hydroxyle est le plus réactif. Cette grande réactivité 

l’empêche de diffuser dans la cellule. Il est donc actif uniquement au niveau de son lieu de 

formation. 

 Il peut être généré dans la cellule par clivage réducteur de l’H2O2 (1), par coupure 

homolytique d’H2O2 (2), ou par la réaction de Fenton faisant intervenir le fer sous forme Fe2+ 

ou des métaux de transition (3). 

 

H2O2 + H+ + e-                    H2O + OH.   (1) 

H2O2                      OH. + OH.     (2) 

Fe2+ + H2O2                       Fe3+ + OH- + OH.  (3) 
 

 OH. va réagir avec la Met suivant une réaction d’oxydation à un électron. La première 

étape de la réaction consiste en une addition d’OH. sur l’atome de soufre de la Met entraînant 

la formation d’un radical hydroxysulfuranyl. 

 

OH. + MetS                  MetS.OH- 

 

Ce radical sulfuranyl est très instable et présente une réactivité assez complexe au 

niveau des protéines et des peptides. En effet, la déshydratation de ce radical engendre la 

formation d’intermédiaires radical cations à liaison à trois électrons de type S...N ou S...O 

(deux électrons dans une orbitale σ-liante et un électron sur une orbitale σ*-antiliante). Ces 

intermédiaires radicalaires vont pouvoir évoluer vers différentes formes et notamment vers le 

clivage de la chaîne principale des protéines et des peptides.  

 Les MetSO ne pourront être formées qu’en présence d’O2. Le radical cation peut ainsi 

réagir avec O2 pour former un azasulfonium, qui pourra s’hydrolyser pour former un 

sulfoxyde (Miller et al., 1998), ou encore réagir directement avec O2 pour former un 

intermédiaire radical peroxyle. Ce radical peroxyle peut ensuite réagir via une oxydation à 

deux électrons pour former un sulfoxyde (Schoneich et Bobrowski, 1994).  
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 I.1.3 Oxydation par le peroxynitrite (HOONO) 

 

Le peroxynitrite provient de la réaction entre le NO. et l’O2
.- et présente une faible 

durée de vie. Les sites de production du peroxynitrite sont associés aux sources d’O2
.- 

(NADPH oxydases ou chaîne respiratoire des mitochondries), puisque l’O2
.-, contrairement au 

NO. qui est relativement stable et diffusible, présente une demi-vie très courte et donc ne peut 

diffuser à travers les membranes. 

 

O2
.- + NO.                     OONO- 

 

Le peroxynitrite va oxyder les Met suivant une réaction d’oxydation à deux électrons 

(Perrin et Koppenol, 2000). Un mécanisme catalytique de cette oxydation a été proposé 

(Figure 2). La première étape de ce mécanisme consiste en l’attaque nucléophile du soufre de 

la Met sur l’azote du HOONO entraînant la formation d’un adduit entre ces deux molécules. 

La perte d’un groupement hydroxyle au niveau de cet adduit ainsi que l’addition d’une 

molécule d’eau au niveau du soufre de la Met entraîne la formation d’une MetSO et de nitrite. 

Si l’addition de la molécule d’eau a lieu sur l’atome d’azote, il y a alors formation de Met et 

de nitrate. Le nitrite formé va lui pouvoir réagir avec une autre Met, selon un mécanisme 

d’oxydation à un électron, entraînant entre autre la formation d’éthylène.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Mécanisme proposé pour l’oxydation de la Met par le peroxynitrite (d’après Perrin et 
Koppenol, 2000). 

Peroxynitrite 

MetSO 

Met 

Acide peroxynitreux 

Methional 

Ethylène + produits 

Nitrite 
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I.2 Propriétés des sulfoxydes 

 

Avant de s’intéresser plus particulièrement au mécanisme catalytique des Msr, il est 

important de connaître les propriétés associées à la fonction sulfoxyde. La structure 

électronique des sulfoxydes a été l’objet de très nombreuses études notamment sur la nature 

de la liaison S-O. En réalité, la liaison S=O n’est pas une double liaison ordinaire de type p-π 

mais dans ce cas particulier, en plus de la liaison σ, une liaison π peut être formée via 

l’interaction entre une paire d’électrons libres de l’oxygène et l’orbitale d vacante du soufre, 

ce qui entraîne la formation d’une double liaison p-d. De plus, les distances observées grâce à 

des structures obtenues par rayon X, les fréquences d’élongation obtenues par IR, le fort 

moment dipolaire mesuré ainsi que les études de chimie théorique, suggèrent que la double 

liaison S=O est fortement polarisée (Cioloswski et Mixon, 1993 ; Dobado et al., 1999 ; Reed 

et Schleyer, 1990 ; Davies, 1981 ; Dreizler et Dendle, 1964). Enfin, la moyenne des longueurs 

de la liaison S-O, calculée à partir de résultats RX, passe de 1,492 Å pour un sulfoxyde libre à 

1,587 Å pour un sulfoxyde protoné (Calligaris, 2004). Tous ces résultats confortent 

l’hypothèse selon laquelle la liaison S-O serait une liaison simple σ polarisée dont la longueur 

dépend fortement des interactions électrostatiques mises en jeu. Les atomes de soufre et 

d’oxygène portent alors respectivement des charges, totales ou partielles, positives et 

négatives.  

 

I.3 Conséquence de l’oxydation des méthionines 

 

L’oxydation des Met peut être considérée comme une modification post-

traductionnelle non enzymatique qui entraîne des changements de propriété de ce résidu. En 

effet, la chaîne latérale de la Met est plutôt hydrophobe et flexible. Au contraire, après 

oxydation en MetSO, la chaîne latérale devient plus polaire et plus encombrante. En fonction 

de la localisation des résidus Met oxydés, les conséquences peuvent être différentes. Ainsi 

l’oxydation de Met enfouies au sein d’une protéine va engendrer des changements 

conformationnels locaux pouvant mener à l’altération ou à la perte de la fonction de certaines 

protéines. L’oxydation de résidus Met localisés à la surface de protéines peut avoir un rôle de 

protection de ces protéines vis-à-vis d’un stress oxydant. Ces conséquences variées de 

l’oxydation des Met sont illustrées au travers d’exemples non exhaustifs dans les paragraphes 

suivants.  
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I.3.1 Modulation de la fonction des protéines 

 

 I.3.1.1 Altération de la fonction des protéines 

 

 Dans certains cas, l’oxydation des Met en MetSO va entraîner une altération de la 

fonction des protéines. C’est le cas par exemple de la cathepsine G, une protéase à Ser 

présente dans les granules azurophiles des neutrophiles. Cette protéase est impliquée dans les 

mécanismes de défense de l’hôte vis-à-vis des microorganismes pathogènes. L’activité 

protéolytique de cette protéine est limitée par HOCl qui est un produit spécifique de la 

myéloperoxydase également présente au niveau des granules azurophiles des neutrophiles. 

Ainsi, HOCl est responsable de l’oxydation de la Met110, localisée à l’intérieur du site actif 

de la cathepsine G. Ceci engendre un changement conformationnel au niveau du site actif qui 

entraîne la rupture des interactions de la triade catalytique et la formation d’un site de clivage 

protéolytique à l’intérieur de l’enzyme. L’enzyme va donc s’autoprotéolyser entraînant le 

relargage d’un peptide contenant l’Asp catalytique, la protéase est alors inactivée (Shao et al., 

2005).  

Un autre exemple d’altération de la fonction concerne la protéine GroEL. GroEL est 

une protéine chaperone oligomérique d’Escherichia coli (E. coli) qui est impliquée dans le 

repliement des protéines nouvellement synthétisées ainsi que dans le repliement des protéines 

dénaturées au cours d’un stress. C’est une protéine dont la fonction est cruciale et une délétion 

du gène codant la protéine GroEL est considérée comme potentiellement létale chez tous les 

organismes. GroEL est sensible à l’oxydation par les espèces réactives générées par les 

phagocytes comme ONOO- et HOCl. L’oxydation des Met de GroEL entraîne le passage de la 

protéine d’une forme oligomérique à une forme monomérique inactive. La structure 

tétradécamérique de GroEL montre que ces deux résidus Met sont localisés à l’interface entre 

les deux heptamères, c’est pourquoi leur oxydation entraîne une perte de la structure 

oligomérique (Khor et al., 2004). C’est également le cas de la protéine Ffh de la particule SRP 

(Signal Recognition Particle) qui permet l’addressage des protéines chez les eucaryotes et les 

bactéries. Chez E. coli, la particule SRP est constituée de la protéine Ffh, de l’ARN 4,5S et du 

récepteur FtsY. La protéine Ffh possède un domaine riche en Met appelé M-domaine. Il a été 

montré que ce domaine possédait le site de fixation à l’ARN 4,5S et qu’il était nécessaire pour 

la fixation de la séquence signal des protéines au cours de la sécrétion. L’oxydation des Met 

du M-domaine de la protéine Ffh entraîne une incapacité à interagir avec l’ARN 4,5S pour 

former le complexe SRP actif (Ezraty et al., 2004).  
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I.3.1.2 Modulation des canaux ioniques 

 

 L’oxydation des Met peut affecter la fonction des canaux à potassium voltage-

dépendant qui jouent un rôle essentiel dans les activités de transduction du signal cellulaire. 

Les canaux à K+ voltage-dépendant s’ouvrent en réponse à une dépolarisation et vont ensuite 

être soumis à une période d’inactivation. La vitesse d’inactivation des canaux à K+ joue un 

rôle essentiel puisqu’elle détermine l’excitabilité cellulaire, et donc entre autre la fréquence du 

rythme cardiaque. L’inactivation des canaux K+ voltage-dépendant est liée à la structuration 

des vingt premiers acides aminés de la protéine. Ces résidus vont former une structure 

globulaire qui va bloquer le pore du canal et ainsi entraîner l’inactivation du canal. Il a été 

montré que l’oxydation de la Met3 de ces protéines joue un rôle prépondérant dans la 

régulation du mécanisme d’inactivation. En effet, lorsque la Met est oxydée, la présence de 

l’oxygène polaire entraîne la destructuration du domaine globulaire et permet au canal d’être 

rapidement de nouveau actif, le temps d’inactivation étant diminué (Ciorba et al., 1997 ; 

Ciorba et al., 1999). 

Dans le cas des canaux à K+ hERG, qui jouent un rôle prépondérant dans le potentiel 

d’action du cœur ainsi que dans la fonction neuronale, l’oxydation des Met entraîne un effet 

inverse. En effet, l’oxydation des Met des canaux hERG par la chloramine-T entraîne une 

altération de la fonction de ces canaux allant jusqu’à une inhibition quasi totale empêchant 

leur ouverture (Su et al., 2007).  

L’oxydation des Met module également la fonction de canaux à Ca2+. La calmoduline 

est une protéine de 148 acides aminés capable de lier le calcium. Elle est composée de deux 

domaines globulaires connectés par une chaîne flexible. La calmoduline possède 9 Met toutes 

oxydables en MetSO. Ces Met contribuent à la fixation de la calmoduline à ses cibles via des 

interactions hydrophobes. Une de ses cibles est RyR2 (ryanodine receptor Ca2+ release 

channel) qui gouverne le relargage de Ca2+ du réticulum sarcoplasmique et qui permet au 

muscle cardiaque de se contracter. La fixation de la calmoduline à RyR2 entraîne son 

inactivation. L’oxydation des Met, et notamment de la Met124, de la calmoduline entraîne un 

changement conformationnel de la protéine responsable d’une diminution de la coopérativité 

de liaison du calcium et de la perte de l’association productive entre la calmoduline et RyR2 

(Balog et al., 2006). 

Un phénomène identique est observé entre la calmoduline et des ATPases 

membranaires dépendantes de la concentration en Ca2+ (Gao et al., 1998; Gao et al., 2001).  
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I.3.2 Rôle dans la protection des protéines  

 

 A l’intérieur des protéines, certaines Met vont être plus sensibles à l’oxydation que 

d’autres. Ceci est à corréler avec l’exposition de ces résidus à la surface des protéines. Des 

études ont ainsi montré que les Met exposées à la surface sont plus sensibles à l’oxydation par 

la chloramine-T (Shechter et al., 1975). Ces Met pourraient donc fonctionner comme un 

système de défense antioxydant pour les protéines en piégeant les FAO et empêchant ainsi 

l’oxydation de Met essentielles pour la structure ou la fonction des protéines.  

L’oxydation de la glutamine synthétase par H2O2 a été étudiée afin de mettre en 

évidence les Met les plus sensibles à l’oxydation, leur localisation au sein de la protéine et de 

corréler oxydation des Met et perte de l’activité catalytique de l’enzyme (Levine et al., 1999). 

La glutamine synthétase possède au total 15 Met. Pour une concentration en H2O2  de 160 

mM, seules 8 des 15 Met présentes sont oxydées, et dans ces conditions, l’activité γ-glutamyl 

transférase reste quasiment inchangée, avec une diminution de seulement 15%. 

L’augmentation de la concentration en H2O2 n’entraîne pas d’oxydation supplémentaire. Les 

Met non oxydées sont enfouies dans le cœur de l’enzyme alors que les Met oxydées sont 

toutes localisées en surface, entourant le site actif de l’enzyme.  

Des études menées sur l’interféron α2-b (Gitlin et al., 1996) et sur un recombinant de 

l’huSCF (human Stem Cell Factor) (Hsu et al., 1996) ont également permis de montrer que 

les Met les plus sensibles à l’oxydation sont localisées à la surface des protéines. 

 

I.3.3 Maladies neurodégénératives 

 

 De nombreuses études ont montré qu’il existait une corrélation entre l’oxydation des 

Met et les maladies neurodégénératives comme celle d’Alzheimer ou de Parkinson.  

Dans le cas de la maladie de Parkinson, on observe l'agrégation de l'α-synucléine dans 

les cellules dopaminergiques. En condition normale, l'α-synucléine fibrille. Cette fibrillation 

est inhibée suite à l'oxydation de résidus Met de l'α-synucléine, ce qui a pour conséquence de 

favoriser l’agrégation de l'α-synucléine. Ces agrégats d'α-synucléine sont cytotoxiques pour 

les cellules, en contribuant à la destruction des cellules dopaminergiques d'une zone du 

cerveau, la substance noire, qui participe au contrôle des mouvements (Glaser et al., 2005). 

L'oxydation des Met du peptide β-amyloïde serait également, en cas d'oxydation non 

contrôlée, un facteur favorisant la destruction des cellules corticales, sur le même principe que 

pour l'α-synucléine. 



Introduction : Les Méthionine Sulfoxyde Réductases 

10 

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, le dépôt de peptides β-amyloïdes (Aβ) au 

niveau des plaques séniles est un élément important dans la pathologie de cette maladie. En 

conditions normales, les peptides Aβ fibrillent ce qui empêche leur aggrégation. L’oxydation 

d’une Met en position 35 ralentit cette fibrillation, et favorise l'agrégation sous forme de 

plaques séniles structurées en feuillets-β toxiques pour les cellules corticales.  

 

I.3.4 Dégradation des protéines 

 

L’oxydation des protéines serait un marqueur de dégradation par le protéasome 20S. 

Dans ces conditions, la dégradation des protéines est ATP indépendante et ne nécessite pas 

d’ubiquitinylation. C’est le cas par exemple de la calmoduline sous forme oxydée (CaMox) 

qui est reconnue par le protéasome pour être dégradée. Cette dégradation entraîne le relargage 

de grands fragments polypeptidiques du côté N-terminal et de petits peptides du côté C-

terminal qui sont fortement enrichis en MetSO. L’ampleur de la dégradation de CaMox est 

directement liée à la stoechiométrie d’oxydation des deux Met144 et Met145 situées dans le 

fragment C-terminal (Sacksteder et al., 2006). 

 

 I.4 Rôle des Msr 

 

Les Msr catalysent la réduction des MetSO en Met et sont donc impliquées dans la 

lutte contre le stress oxydant, le vieillissement cellulaire et la pathogénicité des bactéries. Ces 

différents rôles sont illustrés dans les paragraphes qui suivent.  

 

  I.4.1 Lutte contre le stress oxydant 

 

 Les Msr vont jouer un rôle dans la lutte contre le stress oxydant soit via leur rôle de 

réparation permettant de restaurer la fonction des protéines oxydées (voir paragraphe suivant), 

soit via leur rôle dans la détoxication des FAO en réduisant les MetSO exposées à la surface 

des protéines (Levine et al., 1996). Les premières preuves de l’implication des Msr dans la 

protection des cellules contre le stress oxydant ont été décrites chez E. coli où des souches 

déficientes en MsrA montrent une sensibilité accrue à H2O2 (Moskovitz et al., 1995). Des 

études similaires ont été menées chez Staphylococcus aureus où la délétion du gène msrA 

entraîne une augmentation de la sensibilité de la souche à H2O2 (Singh et al., 2001).  
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D’autres études menées chez les eucaryotes ont également permis de mettre en 

évidence l’implication des Msr dans la lutte contre le stress oxydant. En effet, des souris ne 

possédant plus le gène msrA sont plus sensibles au stress oxydant et présentent des problèmes 

neurologiques (Moskovitz et al., 2001). D’autre part, la surexpression de MsrA rend la 

drosophile plus résistante au paraquat (Ruan et al., 2002). Plus récemment, il a également été 

montré l’implication de MsrA (Kantorow et al., 2004) et MsrB (Marchetti et al., 2005) dans 

la protection des cellules epithéliales de la lentille humaine vis-à-vis du stress oxydant, 

entraînant la formation de cataracte. Il a également été montré que MsrA est essentielle dans 

ces cellules pour le maintien des fonctions mitochondriales (Marchetti et al., 2006). Enfin, des 

cellules PC12 humaines surexprimant le gène msrA sont moins sensibles au stress oxydant 

généré au cours d’un phénomène d’hypoxie/réoxygénation (Yermolaieva et al., 2004).  

 

  I.4.2 Régulation et réparation de protéines 

 

La réduction des MetSO en Met peut moduler ou restaurer la fonction des protéines 

oxydées. L’oxydation des Met et leur réduction par les Msr pourrait constituer un mécanisme 

de régulation très important au niveau biologique au même titre que les mécanismes de 

régulation impliquant l’oxydation/réduction des Cys ou encore les mécanismes de 

phosphorylation/déphosphorylation.  

 

   I.4.2.1 La calmoduline 

 

 Comme décrit dans le paragraphe 1.3.1.2 page 8, la calmoduline intervient dans la 

régulation des canaux Ca2+-dépendant et des canaux hERG. La réduction des Met oxydées de 

la calmoduline par les MsrA et B a été très largement étudiée in vitro. La MsrA seule ne 

permet pas la réduction de la totalité des isomères R et S des MetSO de la calmoduline. 

Néanmoins, la réduction de la calmoduline par la MsrA lui permet de recouvrer sa capacité à 

se lier au domaine inhibiteur de la pompe Ca-ATPase (Sun et al., 1999). De façon similaire, 

l’utilisation seule de la MsrB ne permet pas la réduction de toutes les MetSO au sein de la 

calmoduline. En revanche, l’utilisation combinée de ces deux enzymes permet la réduction de 

la totalité des MetSO de la calmoduline (Grimaud et al., 2001).  

 Cet exemple illustre donc bien les mécanismes de régulation métabolique engendrés 

par le processus d’oxydation/réduction des Met au sein de protéines régulatrices. 
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   I.4.2.2 Ffh 

 

 L’oxydation des Met du M-domaine de la protéine Ffh empêche son interaction avec 

l’ARN 4,5S et la formation du complexe SRP. La protéine Ffh oxydée au niveau de ses Met 

se révèle être un substrat de MsrA et MsrB et la réduction des MetSO permet à la protéine de 

recouvrer ses capacités à lier l’ARN 4,5S. D’autres expériences réalisées in vivo ont montré 

que dans des souches d’E. coli, les délétions des gènes msrA et msrB entraînaient 

l’accumulation de Ffh oxydée au niveau de ses Met (Ezraty et al., 2004).  

Ceci montre l’importance de MsrA et MsrB dans le processus de réparation de la 

protéine Ffh, permettant ainsi la formation d’une particule SRP fonctionnelle.  

 

   I.4.2.3 La protéine ribosomique L7/L12 

 

 La protéine ribosomique L7/L12 est une protéine dimérique constituée de la protéine 

L7 et de la protéine L12, L7 correspondant à une forme N-acétylée au niveau N-terminal de 

L12. Cette protéine est essentielle pour l’efficacité de synthèse des protéines chez les 

bactéries. En effet, la sous-unité 50S du ribosome sans L7/L12 est incapable d’interagir de 

façon efficace avec les facteurs impliqués dans les étapes d’initiation, d’élongation et de 

terminaison de la synthèse protéique. La forme biologiquement active de la protéine L7/L12 

capable de se fixer au ribosome est la forme dimérique. Les protéines L7 et L12 possèdent 3 

Met aux positions 14, 17 et 26 (Figure 3). 
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Figure 3 : Structure tridimensionnelle de la protéine L7/L12 sous forme dimérique.  
Les Met de chaque protéine sont représentées en jaune ou en bleu (d’après Bocharov et al., 2004). La 
figure a été réalisée avec le logiciel Pymol (d'après le fichier PDB 1rqu). 
 

L’oxydation de ces Met en MetSO entraîne une dissociation des protéines L7 et L12. 

Le complexe actif n’est donc plus formé et il n’y a plus de fixation au niveau du ribosome 

(Caldwell et al., 1978). Des études ont montré que ces MetSO pouvaient être réduites par la 

MsrA, ce qui permet à la protéine de recouvrer son activité biologique (Brot et al., 1980). 

 

  I.4.3 Implication dans le vieillissement cellulaire 

  

 Le vieillissement cellulaire est caractérisé par une augmentation du taux des protéines 

oxydées, due à une altération de l’homéostasie redox. La quantité de protéines oxydées résulte 

de la différence entre la vitesse d’oxydation des protéines et la vitesse de dégradation et de 

réparation de ces protéines. Le rôle des Msr dans le vieillissement cellulaire est 

particulièrement bien documenté. Il a ainsi été montré que chez des drosophiles 

transgéniques, la surexpression du gène msrA retarde l’apparition du vieillissement et rend les 

drosophiles plus résistantes au stress oxydant généré par le paraquat (Ruan et al., 2002). Au 

contraire, des souris ne possédant plus le gène msrA sont plus sensibles au stress oxydant ; 

elles présentent une accumulation de protéines oxydées et voient leur durée de vie diminuée 

de 40% (Moskovitz et al., 2001). Il a également été montré que dans des organes 
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particulièrement riches en Msr, comme le foie et les reins, l’activité Msr est significativement 

diminuée au cours du vieillissement. Cette diminution est directement liée à une diminution 

de l’expression des gènes codant les différentes Msr existantes (Petropoulos et al., 2001). 

D’autres études ont été menées sur des cellules sénescentes humaines (Picot et al., 

2004). Il a ainsi été montré une diminution de l’expression des Msr au cours de la sénescence 

qui entraîne une diminution de l’activité Msr dans la cellule et une accumulation de protéines 

oxydées. 

 

  I.4.4 Pathogénicité des bactéries  

 

 Depuis quelques années, la MsrA est considérée comme un déterminant de la 

virulence chez de nombreux pathogènes. En effet, le rôle antioxydant des Msr permet aux 

bactéries de résister aux FAO générées par l’hôte lors d’une infection. 

 Erwinia chrysanthemi est un pathogène de plantes. La délétion du gène msrA empêche 

l’invasion des plantes par la bactérie en augmentant la sensibilité de celle-ci aux agents 

oxydants (El Hassouni et al., 1999). Les plantes en réponse à l’invasion par E. chrysanthemi 

produisent une quantité accrue de FAO. Des délétions au niveau du gène msrA permettraient 

donc de diminuer la virulence d’E. chrysanthemi en réduisant le temps de survie de la bactérie 

dans les plantes. 

 S. aureus est une des principales causes d’infections nosocomiales et a acquis de 

nombreuses résistances aux antibiotiques. Chez ce microorganisme, msrA et msrB sont les 

deux premiers cistrons d’un opéron qui inclus un troisième cistron codant une PTS perméase 

et un quatrième cistron de fonction inconnue (Singh et al., 2003). Cet opéron est induit par 

des antibiotiques permettant l’inhibition de la synthèse du peptidoglycane, ce qui suggère un 

lien entre l’activité MsrA/MsrB et la biochimie de la paroi bactérienne. La délétion des 

cistrons msrA et msrB est responsable d’une augmentation de la sensibilité de la bactérie vis-

à-vis d’H2O2.  

 N. meningitidis et N. gonorrhoeae sont des bactéries pathogènes obligatoires de 

l’homme responsables respectivement de la méningite et de la blennorragie. Ces deux 

pathogènes sont exposés à de fortes concentrations de FAO au cours de l’infection, produites 

par les cellules immunitaires de l’hôte. La protéine PilB est décrite jouer un rôle dans la 

pathogénicité de ces bactéries en permettant une meilleure résistance vis-à-vis d’H2O2. Elle 

est constituée de trois domaines fonctionnels : le domaine central et le domaine C-terminal 

portant respectivement l’activité MsrA et MsrB et le domaine N-terminal portant une activité 
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disulfure oxydoréductase de type DsbE (Olry et al., 2002 ; Wu et al., 2005 ; Ranaivoson et 

al., 2006). A partir du gène pilB, deux formes protéiques sont produites suite à la présence 

d’un site interne de réinitiation de la traduction : une forme périplasmique contenant les trois 

domaines cités précédemment et une seconde forme cytoplasmique ne contenant que les 

domaines MsrA et MsrB (Skaar et al., 2002). La protéine PilB a été décrite comme étant 

ancrée dans la membrane externe de la bactérie. Des études in vivo ont permis de démontrer 

que l’absence de la forme périplasmique de cette protéine entraînait une diminution de la 

résistance des bactéries à H2O2 (Skaar et al., 2002). 

Les cellules du système immunitaire et notamment les macrophages produisent de 

grandes quantités de FAO et de Formes Activées de l’Azote en réponse à une invasion par un 

microorganisme. Une souche délétée du gène msrA de Mycobacterium smegmatis est plus 

sensible à H2O2 en comparaison avec la souche sauvage. Ceci suggère donc un rôle important 

de la MsrA dans la survie intracellulaire de M. smegmatis à l’intérieur des macrophages. De 

ce point de vue, MsrA peut être considérée comme un facteur de virulence important dans la 

survie des microorganismes à l’intérieur des macrophages (Douglas et al., 2004).  

 

 I.5 Propriétés des Msr 

 

L’oxydation des Met en MetSO par les FAO engendre la formation de deux 

stéréoisomères de configuration R ou S sur la fonction sulfoxyde. Les Msr catalysent la 

réduction stéréospécifique des MetSO libres ou incluses dans un polypeptide. Les MsrA 

catalysent spécifiquement la réduction de l’isomère S de la MetSO alors que les MsrB 

réduisent spécifiquement l’isomère R de la MetSO.  

 

  I.5.1 Distribution tissulaire et localisation subcellulaire  

    

   I.5.1.1 MsrA 

 

 Chez les mammifères, un seul gène code la MsrA. Cette protéine est retrouvée dans le 

cytosol, dans les mitochondries et dans le noyau (Kim et Gladishev, 2005). La MsrA est 

fortement produite dans les reins, le foie, le cerveau et le cœur (Kuschel et al., 1999).  
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   I.5.1.2 MsrB 

 

 Les mammifères possèdent 3 gènes msrB qui codent les protéines MsrB1, MsrB2 et 

MsrB3. MsrB1 est localisée au niveau du cytosol et du noyau, MsrB2 est localisée au niveau 

des mitochondries et MsrB3 est présente sous deux formes protéiques, MsrB3A et MsrB3B 

qui proviennent de l’épissage alternatif au niveau du premier exon du gène correspondant. 

MsrB3A est localisée au niveau du réticulum endoplasmique et MsrB3B au niveau des 

mitochondries.  

La protéine MsrB1 est principalement retrouvée dans le foie et le pancréas (Lescure et 

al., 1999), la MsrB2 dans le cœur, les muscles squelettiques, le foie et les reins (Jung et al., 

2002), et la MsrB3 dans les muscles lisses, le cœur, l'aorte et les muscles squelettiques 

(Hansel et al., 2003). 

 

  I.5.2 Organisation génomique 

 

 Les gènes msrA et msrB possèdent des homologues dans la quasi-totalité des génomes 

séquencés disponibles à ce jour. En effet, ces deux gènes sont présents à la fois chez les 

bactéries, les archae et les eucaryotes ce qui suggère des propriétés essentielles de ces deux 

gènes ou de leur protéine correspondante. Seuls quelques organismes ne possèdent pas ces 

deux gènes : certaines archae, des bactéries hyperthermophiles et certaines bactéries 

pathogènes obligatoires (Kryukov et al., 2002). 

 Ces deux gènes vont pouvoir être organisés de différentes manières au sein des 

génomes bactériens. Chez de nombreuses bactéries incluant E. coli, les gènes msrA et msrB 

constituent deux unités transcriptionnelles distinctes et éloignées l’une de l’autre dans le 

chromosome. Ces deux gènes vont pouvoir être organisés en opéron comme par exemple chez 

Bacillus subtilis et S. aureus, et dans certains cas, comme chez les bactéries du genre 

Neisseria, msrA et msrB sont fusionnés pour conduire à la synthèse d’un seul polypeptide, 

appelé PilB, contenant trois domaines, deux portant les activité MsrA et MsrB et un domaine 

N-terminal supplémentaire possédant un repliement de type DsbE . 

Le nombre de copies des gènes msrA et msrB varie en fonction des organismes. Par 

exemple, E. coli ne possède qu’une seule copie de msrA et msrB alors que S. aureus possède 

trois copies de msrA et une copie de msrB (Pour revue, Ezraty et al., 2005).  
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I.5.3 Mécanisme catalytique des Msr 

 

 Les MsrA et B caractérisées jusqu’ici sont des enzymes à Cys essentielles et qui 

présentent toutes le même mécanisme catalytique faisant intervenir la chimie de l’acide 

sulfénique (Figure 4) (Boschi-Muller et al., 2000 ; Olry et al., 2002 et pour revue voir Boschi-

Muller et al., 2005). La première étape de ce mécanisme, également appelée étape réductase, 

consiste en la formation d’un complexe michaelien entre la Msr et la MetSO et à l’attaque 

nucléophile de la Cys catalytique (SC) de la Msr sur la fonction sulfoxyde. Ceci entraîne la 

formation d’un état de transition appelé sulfurane. Cet état de transition va ensuite se 

réarranger pour permettre la libération d’une mole de Met par mole d’enzyme ainsi que la 

formation d’un intermédiaire acide sulfénique.  

Au cours de la deuxième étape, la Cys de régénération (SR) attaque l’intermédiaire 

acide sulfénique entraînant la libération d’une mole d’eau par mole d’enzyme ainsi que la 

formation d’un pont disulfure intramoléculaire. Enfin, la troisième étape permet la 

régénération de la Msr grâce à la réduction du pont disulfure intramoléculaire par la Trx in 

vivo. Ceci aboutit au relargage d’une Msr sous forme réduite ainsi que d’une Trx sous forme 

oxydée, la Trx étant elle-même réduite par la Thiorédoxine réductase (TrxR) NADPH-

dépendante. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 4 : Mécanisme catalytique des Msr à deux Cys.  
La formation du complexe Msrred/substrat n’est pas explicitée. L’étape MetSO réductase peut être 
divisée en deux sous-étapes. Le substrat sulfoxyde est attaqué par la Cys catalytique (SC) lors de 
l’étape IA, conduisant à la formation d’un état de transition de type sulfurane. Ce sulfurane doit se 
réarranger dans l’étape IB pour aboutir à l’intermédiaire acide sulfénique. L’attaque de la Cys de 
recyclage (SR) sur cet intermédiaire permet de former un pont disulfure intramoléculaire et de libérer 
une molécule d’eau, lors de l’étape II. Enfin, le pont disulfure est réduit par la Trx au cours de l’étape 
III (d’après Olry et al., 2002). 
 

La vitesse de la première étape de ce mécanisme catalytique est rapide (790 s-1 pour la 

MsrA de N. meningitidis et 85 s-1 pour la MsrB de N. meningitidis). La vitesse de la seconde 
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étape est limitée par celle de la première étape. Enfin, la troisième étape de réduction du pont 

disulfure par la Trx est l’étape cinétiquement limitante du mécanisme. Plus précisément, c’est 

l’étape de dissociation entre la Msr réduite et la Trx oxydée qui constitue le processus limitant  

 (Figure 5) (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-Muller et al., 2005). 

 

 
Figure 5 : Mécanisme de réduction du pont disulfure intramoléculaire des Msr par la Trx. 
Le mécanisme a minima peut être décrit par trois étapes : la formation d'un complexe Msr 
oxydée / Trx réduite (étape A), le transfert de pont disulfure entre la Msr et la Trx (étape B), et la 
dissociation du complexe Msr réduite / Trx oxydée (étape C). C'est l’étape C qui est l'étape 
cinétiquement limitante du mécanisme des Msr (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-
Muller et al., 2005). 

 

Le mécanisme cinétique des Msr est de type ping-pong (Figure 6), en présence de 

réducteur comme la Trx ou le DTT (Boschi-Muller et al., 2001 ; Boschi-Muller et al., 2005). 

Ce mécanisme peut en effet être décrit par deux demi-réactions. 

 

Msrréd + MetSO                    Msrox + Met 

Msrox + Trxréd                    Msrréd + Trxox 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Schéma du mécanisme cinétique de type ping-pong des Msr. 
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I.5.4 Structures tridimensionnelles 

 

 Les MsrA et les MsrB présentent un mécanisme catalytique identique. Pourtant ces 

deux protéines ne présentent aucune identité de séquence. Leurs structures tridimensionnelles 

s’avèrent être également différentes. Les Msr sont toutes deux des protéines monomériques de 

170 à 211 résidus pour les MsrA et d’environ 146 résidus pour les MsrB. 

 

   I.5.4.1 Structure tridimensionnelle des MsrA 

 

 Actuellement, les structures tridimensionnelles des MsrA d’E. coli, de Bos taurus de 

Mycobacterium tuberculosis, de Populus trichocarpa et de N. meningitidis ont été résolues 

par diffraction aux rayons X et la structure de la MsrA d’E. coli a été résolue par RMN (Tête-

Favier et al., 2000 ; Lowther et al., 2000 ; Taylor et al., 2003 ; Rouhier et al., 2007 ; 

Ranaivoson et al., 2008 ; Coudevylle et al., 2006 ). Toutes ces MsrA présentent la même 

structure globale  (Figure 7) : 

- une partie centrale appelée corenzyme qui contient 4 hélices α, 8 brins β ainsi que des 

coudes β. C’est dans cette partie que se situe le site actif contenant la Cys51 qui se trouve 

positionnée à l’extrémité N-terminale de l’hélice α1. Cette partie corenzyme est suffisante 

pour catalyser la réduction de la MetSO en présence de DTT (Boschi-Muller et al., 2001). 

- une extrémité N-terminale ne possédant pas de structure secondaire particulière de type 

hélice α ou feuillet β et qui est stabilisée par un grand nombre de liaisons hydrogène et de 

contacts de van der Waals avec le corenzyme. Cette extrémité peut être de longueur variable 

allant d’une quarantaine de résidus chez la MsrA d’E. coli à moins de cinq chez la MsrA de B. 

subtilis et N. meningitidis 

- une extrémité C-terminale non structurée dans laquelle se trouvent de nombreux résidus 

Glycine ainsi que les Cys198 et Cys206. 
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Figure 7 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle du monomère de la 
MsrA d’E. coli 
Les structures secondaires en hélices α sont représentées en rouge, et les brins β en bleu. Les 3 Cys 
impliquées dans le mécanisme catalytique sont représentées en jaune. La Cys51 catalytique est liée 
covalemment à une molécule de diméthyl arsenate. La figure a été réalisée avec le logiciel Pymol 
(d'après le fichier PDB 1FF3). 

 

Le site actif des MsrA est très évasé et est localisé à la surface de la protéine. Dans 

toutes les structures tridimensionnelles obtenues à ce jour, excepté celle de la MsrA de N. 

meningitidis, une molécule est présente au sein du site actif, pouvant mimer un complexe 

michaelien enzyme/substrat ou un état de transition. Ainsi, on observe la présence d’un adduit 

diméthyl arsenate sur la Cys51 catalytique dans le cas de la MsrA d’E. coli, d’un adduit avec 

le DTT pour la MsrA de B. taurus, d’une Met provenant d’un monomère adjacent dans le cas 

de la MsrA de M. tuberculosis et d’une molécule de β-mercaptoéthanol pour la MsrA de 

peuplier (Figure 8). 

L’ensemble de ces structures montre que le site actif est centré autour de la Cys51 

localisée à l’extrémité N-terminale de l’hélice α1. L’examen des alignements de séquence 

ainsi que des structures tridimensionnelles montre la présence dans le site actif de résidus 

fortement conservés et a permis de définir trois sous-sites à l’intérieur du site actif : 1) une 

poche hydrophile composée des résidus Tyr82, Tyr134 et Glu94, qui sont bien positionnés 

pour interagir avec l’atome d’oxygène de la MetSO via des interactions de type liaisons H ; 2) 

une poche hydrophobe constituée des résidus Phe52 et Trp53, dans laquelle sont localisés les 

groupements ε-méthyle et γ-méthylène du substrat sulfoxyde. Le Trp53 est positionné de 

façon adéquate d’une part via une interaction de type « stacking » π-π entre son noyau indole 
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et le noyau phényl de la Tyr189 et d’autre part via une liaison H entre le groupement NH de 

son noyau indole et le Nδ de l’His186 ; 3) un sous-site pouvant interagir avec la chaîne 

principale du substrat constitué des résidus Asp129 et Tyr197. Le groupement carboxylate de 

l’Asp129 est impliqué dans trois liaisons H : une entre l’un de ces oxygènes et le groupement 

NH du squelette du substrat MetSO et les deux autres entre son deuxième oxygène et d’une 

part le groupement hydroxyle de la Tyr197 et d’autre part une molécule d’eau qui elle-même 

interagit avec le groupement NH de la chaîne principale de la Cys51. Le noyau phényl de la 

Tyr197 formerait une interaction π-π avec la liaison peptidique existante entre le groupement 

NH de MetSO et le groupement CO du résidu précédent. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Représentation de la structure des sites actifs des MsrA de M. tuberculosis et de B. 
taurus. 
A) Site actif de la MsrA de M. tuberculosis dans lequel une MetSO a été modélisée à partir d’une Met 
initialement présente provenant d’un monomère de MsrA adjacent. Le dipeptide His-MetSO est 
représenté en violet, les acides aminés du site actif en jaune. La molécule d’H2O est représentée en 
rouge foncé. Les traits pointillés représentent les liaisons H potentielles. B) Site actif de la MsrA de B. 
taurus dans lequel un substrat sulfoxyde est modélisé (représenté en bleu) à la place d’une molécule de 
DTT initialement présente et qui pontait les Cys51 et Cys198 du même monomère. Les chaînes 
latérales des acides aminés sont représentées en vert, les traits pointillés représentent les liaisons H.  
 

Récemment, quatre structures de la MsrA de N. meningitidis ont été résolues, 

correspondant aux quatre intermédiaires générés au cours du cycle catalytique de l’enzyme : 

une structure sous forme réduite avec pour la première fois un site actif non occupé, une 

structure du variant C51S de la MsrA en complexe avec un substrat AcMetSONHMe, 

représentatif du complexe michaelien, une structure du variant C198S de la MsrA avec 
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l’intermédiaire acide sulfénique sur la Cys51 et enfin, une structure de l’enzyme sous forme 

oxydée (pont disulfure C51-C198) (Ranaivoson et al., 2008). 

Globalement, le repliement de l’enzyme reste inchangé dans toutes les structures 

tridimensionnelles décrites ainsi que dans les structures de la MsrA d’E. coli obtenue par 

RMN (Coudevylle et al., 2006). Les structures des formes oxydées pont disulfure de la MsrA 

de N. meningitidis, obtenue par cristallographie, et de la MsrA d’E. coli obtenue par RMN, 

présentent par contre des changements de conformations importants en comparaison avec les 

autres structures. Ceci était prévisible étant donné que dans les structures précédentes, la 

distance mesurée entre les atomes de soufre des Cys51 et Cys198 est d’au moins 8 Å et donc 

incompatible avec la formation d’un pont disulfure. Dans ce cas, un mouvement global 

restructure complètement la région Thr121-Thr132 contenant les deux petits brins β3’ et β3’’. 

Le résidu Asp129 est ainsi déplacé de plus de 10 Å, ce mouvement semblant majoritairement 

lié à des rotations au niveau des chaînes principales des résidus Thr121 et Thr132. Ces 

rotations entraînent un basculement vers le solvant de la chaîne polypeptidique 123/132 et ont 

pour conséquence d’exposer la surface à caractère hydrophobe du site actif (Ranaivoson et al., 

2008 ; Coudevylle et al., 2006).  

 

   I.5.4.2 Structures tridimensionnelles des MsrB 

 

 Actuellement, seule la structure tridimensionnelle de la MsrB de N. gonorrhoeae a été 

décrite (Lowther et al., 2002). Les MsrB sont des protéines monomériques d’environ 146 

acides aminés. Le cœur de l’enzyme est composé de deux feuillets β anti-parallèles twistés, 

composés respectivement de trois et cinq brins β dont le brin β8 qui contient la Cys117 

catalytique, ainsi que de trois hélices α et de cinq hélices 310 (Figure 9). La Cys63 impliquée 

dans le processus de régénération de l’enzyme est localisée à l’intérieur d’une boucle et est 

positionnée à une distance de 3,2 Å de la Cys117, ce qui est tout à fait compatible avec la 

formation d’un pont disulfure. 

 

 

 

 

 

 



Introduction : Les Méthionine Sulfoxyde Réductases 

 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 9 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle du monomère de la 
MsrB de N. gonorrhoeae. 
Les deux conformations de la Cys117 catalytique, et la Cys63 de recyclage sont représentées. Les 
structures secondaires en hélice α sont représentées en rouge, celles des brins β en jaune. La molécule 
d'eau qui mime la position du Zn dans le cas des MsrB à métal est représentée. La figure a été réalisée 
avec le logiciel Pymol (d'après le fichier PDB 1L1D). 
 

 Comme pour les MsrA, le site actif des MsrB est localisé à la surface de l’enzyme. Le 

site actif de la MsrB de N. gonorrhoeae à l’intérieur duquel une molécule de cacodylate non 

liée covalemment est présente représente un bon modèle de complexe Michaelien entre 

l’enzyme et son substrat MetSO. L’examen du site actif de cette structure de MsrB permet de 

définir deux sous-sites : 1) une poche hydrophile constituée des résidus His103, His100, 

Thr26 et Asn119, qui sont bien positionnés pour interagir avec l’atome d’oxygène de la 

MetSO via des interactions de type liaisons H. En effet, un des oxygène du cacodylate forme 

une liaison H avec le Nδ de l'His103. Cette interaction pourrait mimer une interaction entre 

l’oxygène du sulfoxyde de la MetSO et l’His103. L’azote ε de l'His100, l'oxygène de la Thr26 

et l'azote de l'Asn119 établissent une liaison H avec une molécule d'eau elle même établissant 

une liaison H avec l’oxygène du cacodylate qui pourrait mimer l’oxygène de la fonction 

sulfoxyde ; 2) une poche hydrophobe constituée essentiellement de la chaîne latérale du résidu 

Trp65, dans laquelle est localisé un des deux méthyles du cacodylate. Ce méthyle pourrait 

mimer le méthyle ε de la MetSO (Figure 10). 
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Figure 10 : Représentation du site actif de la MsrB de N. gonorrhoeae. 
Les chaînes latérales des résidus conservés Thr26, Trp65, His100, His103, Cys117 (deux 
conformations) et Asn119 sont représentées. La molécule de cacodylate est nommée CAC sur le 
schéma. Les différentes distances sont indiquées en Å. Les structures secondaires en hélice α sont 
représentées en rouge et les brins β en jaune. Cette figure a été réalisée à l’aide du logiciel PyMol 
(d'après le fichier PDB 1L1D).   
 

L’inspection des structures tridimensionnelles révèle également l’existence d'une 

région présentant des homologies structurales avec le site de fixation du Zn2+ des enzymes de 

type Mss4 (impliquées dans la régulation de la protéine Rab qui est un facteur d’échange 

GTP/GDP) (Yu et Schreiber, 1995; Zhu et al., 2001). Cette région de la MsrB correspond à la 

région qui contient le site de fixation du Zn2+ pour les métalloMsrB (Kryukov et al., 2002; 

Olry et al., 2005). 

 

  I.5.5 Les différentes sous-classes de Msr 

 

   I.5.5.1 Les différentes sous-classes de MsrA 

 

 Au sein des MsrA, il existe différentes sous-classes qui diffèrent au niveau du nombre 

et de la localisation des Cys impliquées dans le mécanisme de régénération (Figure 11). En 

effet, si la Cys51 catalytique (en se basant sur la numérotation de la MsrA d’E. coli) est 

conservée dans toutes les MsrA, le nombre et la localisation des Cys impliquées dans la 

formation du pont disulfure intramoléculaire varient. Ainsi, quatre sous-classes peuvent être 

définies.  

Asn 119 

Trp 65 

CAC 

Thr 26 

H2O 

2,9 

2,6 

2,6 

2,9 

6,9 

Cys 117 
His 100 

2,5 

His 103 



Introduction : Les Méthionine Sulfoxyde Réductases 

 25 

La première sous-classe est représentée par la MsrA d’E. coli ; dans ce cas, deux Cys 

sont impliquées dans le processus de recyclage de l’enzyme : la Cys198 et la Cys206. Il y a 

alors formation de deux ponts disulfures successifs au niveau du mécanisme catalytique : le 

pont C51-C198 puis le pont C198-C206, ce dernier étant celui qui est réduit par la Trx 

(Boschi-Muller et al., 2000).  

La deuxième sous-classe est représentée par l’enzyme de N. meningitidis, qui fait 

intervenir une seule Cys dans son mécanisme de régénération : la Cys198, dans ce cas il y a 

uniquement formation du pont disulfure C51-C198 (Olry et al., 2002) qui est réduit par la 

Trx. 

La troisième sous-classe est représentée par la MsrA de B. subtilis qui ne possède 

qu’une seule Cys de régénération en position 54. Dans ce cas, c’est le pont disulfure C51-C54 

qui est formé (Boschi-Muller et al., 2005) et réduit par la Trx. 

Enfin, la quatrième sous-classe est représentée par la MsrA de Rhodobacter 

capsulatus. Dans ce cas, seule la Cys51 catalytique est présente, ce qui suggère, si l’enzyme 

est active, un mécanisme de régénération différent impliquant une réduction directe de 

l’intermédiaire acide sulfénique. Pour l’instant, aucune donnée biochimique n’est disponible 

pour cette sous-classe à propos de la nature du réducteur impliqué (Boschi-Muller et al., 

2005). 

Quelques cas de MsrA où la Cys51 catalytique est remplacée par une sélénoCystéine 

ont également été rapportés (Kim et al., 2006). 
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         1        10        20        30        40        50        60        70                                    
 |        |         |         |         |         |         |         |          

E. c MSLFDKKHLVSPADALPGRNTPMPVATLHAVNGHSMTNVPDGMEIAIFAMGCFWGVERLFWQLPGVYSTAA  
B. s -----------------------------------MS---EKKEIATFAGGCFWCMVKPFDEQPGIEKVVS  
N. m ----------------------------------------MNTRTIYLAGGCFWGLEAYFQRIDGVVDAVS  
C. r ----------------------------MATNGNGAS----GAELATFALGUFWHPEASFANVPGVVKTRV  
C --------------------------------------------------GCFW----------G------ 
 

         80        90       100       110       120       130       140              
         |         |         |         |         |         |         |  

E. c GYTGGYTPNPTYREVCSGDTGHAEAVRIVYDPSVISYEQLLQVFWENHDPAQGMRQGNDHGTQYRSAIYPL  
B. s GYTGGHTENPTYEEVCSETTGHREAVQITFHPDVFPYEKLLELFWQQIDPTDAGGQFADRGSSYRAAIFYH  
N. m GYANGNTKNPSYEDVSYRHTGHAETVKVTYDADKLSLDDILQYFFRVVDPTSLNKQGNDTGTQYRSGVYYT  
C. r GYTGGSRPNPTYESVCAGD-GHTEAMRVWFDPAIISYEDLLKQFFREHDPTQKSK------CQYKSAVWYH  
Cons GY-GG------Y—--------H-E-V----D-----------------DP-----Q--D-G--YR--I--- 
 
                   

       150      160       170       180       190       200       210             
       |         |         |         |         |         |         |    

E. c PEQDAAARASLERFQAAMLAADDDRHITTEIANATPFYYAEDDHQQYLHKNPYGYCGIGGIGVCLPPEA-- 
B. s DKQKELAEASKQRLAESGIFKDP---IVTDILKAEPFYEAEGYHQHFYKKNPAHYQRYRTGSGRAGFISEH 
N. m PAEKAVIAAALKREQQKYQLP-----LVVENEPLKNFYDAEEYHQDYLIKNPNGYCHIDIRKADEPLPGKT 
C. r EAHGTALAAVMKELEGKYRVR-----LATTVDPAGDWWDAEEYHQKYIEKSMMRRGSAGWW---------- 
Cons ---------------------------------------AE--HQ----K-P------------------- 
 
           220       230    
            |         | 
E. c --------------------- 
B. s WGAK----------------- 
N. m KTAPQGKGFDAATYKKPSDAE 
C. r --------------------- 
Cons --------------------- 

 
Figure 11 : Alignement des séquences des MsrA d'E. coli (E. c), de B. subtilis (B. s), de 
N. meningitidis (N. m) et de Chlamydomonas reinhardtii (C. r). 
Chacune de ces enzymes est représentative d’une des quatre sous-classes de MsrA, qui diffèrent par la 
position des résidus Cys de recyclage impliqués dans le mécanisme de régénération (E. coli : 
C51/C198/C206 ; B. subtilis : C51/C54 ; N.  meningitidis : C51/C198). La protéine de C. reinhardtii 
est un cas particulier de MsrA où la Cys essentielle est remplacée par un résidu sélenocystéine (U). 14 
protéines présentant cette particularité ont été identifiées dans les banques de données. La 
numérotation utilisée est basée sur celle de l'enzyme d'E. coli. Les structures secondaires indiquées 
sont celles correspondant à l'enzyme d'E. coli (Tête-Favier et al., 2000) : les hélices α sont indiquées 
par des traits rouges, les brins β par des flèches bleues. Les résidus Cys sont indiqués sur fond jaune. 
La séquence consensus (cons) présente les résidus conservés à plus de 90 % dans les séquences de 
MsrA putatives extraites des banques génomiques (génomes entièrement séquencés). 
 

   I.5.5.2 Les différentes sous-classes de MsrB 

 

 Plusieurs sous-classes de MsrB peuvent être définies en se basant sur la différence de 

localisation existant au niveau de la Cys impliquée dans le mécanisme de régénération. Dans 

le cas des MsrB, la Cys catalytique est en position 117 et est conservée dans l’ensemble des 

MsrB. Quatre sous-classes de MsrB peuvent alors être définies (Figure 12). 
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 La première sous-classe est représentée par la MsrB de N. meningitidis (60% des 

MsrB). Dans ce cas, la Cys de régénération se situe en position 63 et le pont disulfure formé 

est le pont C117-C63, réductible par la Trx (Olry et al., 2002). 

 La seconde sous-classe est représentée par la MsrB de Xanthomonas campestris qui 

possède une Cys de régénération en position 31 (5% des MsrB). Il y a formation d’un pont 

disulfure C117-C31, réductible par la Trx (Neiers et al., 2004). 

 La troisième sous-classe est représentée par la MsrB de Mycoplasma pulmonis, qui ne 

possède que la Cys117 catalytique (31% des MsrB). Tout comme pour la MsrA de R. 

capsulatus, se pose alors la question de la nature du réducteur de l’intermédiaire acide 

sulfénique. 

 Enfin la quatrième sous-classe est représentée par l’enzyme humaine MsrB2 (aussi 

appelée hCBS1), qui possède une Cys de régénération en position 60 (1% des MsrB). Ceci 

suggère que le mécanisme de régénération de l’enzyme pourrait passer par la formation d’un 

pont disulfure C117-C60. 

 Il est à noter que la MsrB humaine SelX possède une SeCys en remplacement de la 

Cys117 catalytique et possède une Cys de régénération en position 63. 

 En plus de ces différentes sous-classes, il est à noter qu’environ 50% des MsrB, et 

notamment les MsrB d’E. coli, de R. capsulatus et de X. campestris possèdent deux motifs 

supplémentaires CXXC permettant la fixation d’un atome de Zn2+ (Olry et al., 2005). 
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                                      0         10       20      
                                                       |         |         |   
E. c  --------------------------------------------MANKPSAEELKKNLSEMQFYTQV 
N. m  -------------------------------------------MTYKKPSDAELKRTLTEEQYQTQV 
M. p  ----------------------------------------------MNKTKEQRLKELTTLQYKTQV 
X. c  -------------------------------------MSQFDLTPPSPAQRDALIAGLSDEEQRLLV 
H. s (MsrB2)  MARLLWLLRGLTLGTAPRRAVRGQAGGGGPGTGPGLGEAGSLATCELPLAKSEWQKKLTPEQFYTRV 
H. s (SEL X) ------------------------------------------------------------MSFCFFS 
Cons          ------------------------------------------------------------------- 
 
         30        40        50       60              70                 80  
     

       |         |         |         |         |                |      
E. c  NHGTEPPFTGRLLHNKRDGVYHCLICDAPLFHSQTKYDSGCGWPSFYEPVS-------EESIRYIKD 
N. m  NSATEYAFSHEYDHLFKPGIYVDVVSGEPLFSSADKYDSGCGWPSFTRPID-------AKSVTEHDD 
M. p  EGQTEKAFDNEYNNHYEEGIYVDIVDGTPLFKSQDKYNSGSGWPAFTSPIK-------KDEIVENAD 
X. c  HHGTEAPFCGVFLDNKLDGVYTCRLCGLPLRSNAKFDFSGTGWPSFFAPYD-------PAHVREIRD 
H. s (MsrB2) EKGTEPPFSGIYLNNKEAGMYHCVCCDSPLF-SEKKYCSGTGWPSFSEAHGTSGSDESHTGLIRRLD 
H. s (SEL X) G-G------EVFQNHFEPGVYVCAKCGYELFSSRSKYAHSUPWPAFTETIH--------ADVSAKRP 
Cons             ------------------G----------LF-S--------GWP-F--------------------D 
 
 
                        90       100         110        120       130                     

      |         |          |          |         |                          
E. c              LSHGMQRIEIRCGNCDAHLGHVFP-DGPQPT-GERYCVNSASLRFTDGENGEEING---------- 
N. m FSYNMRRTEVRSHAADSHLGHVFP-DGPRDKGGLRYCINGASLKFIPLEQMDAAGYGALKSKVK--  
M. p  FSYGLRRVEVKSKNAQSHLGHVFT-DGPKDKGGLRYCINSAALRFIPKKDLEKEGYKEYLKLFED- 
X. c TGYGMIRTEIVCARCDSHLGHVFP-DGPPPT-GERHCLNSVSLAFTEDGQPLPNPLQRAGADTQPA 
H. s (MsrB2) TSLGSARTEVVCKQCEAHLGHVFP-DGPGPN-GQRFCINSVALKFKPRKH---------------- 
H. s (SELX) EHNRSEALKVSCGKCGNGLGHEFLNDGPKPG-QSRFUIFSSSLKFVPKGKETSASQGH-------- 
Cons                  ------R-E--------HLGH-F----P------R-C-N--------------------------- 
 
Figure 12 : Alignement des séquences des MsrB de d’E. coli (E. c), N. meningitidis (N. m), de 
M. pulmonis (M. p),de X. campestris (X. c), de la MsrB2 et de SelX d'H. sapiens (H. s). 
Les MsrB peuvent être divisées en quatre sous-classes selon le nombre et la position des Cys 
impliquées dans le mécanisme de recyclage : deux Cys (cas de N. meningitidis et E. coli avec la Cys 
de recyclage en position 63) ou une seule Cys (cas de M. pulmonis). La MsrB de X. campestris ne 
possède pas de Cys en position 63 mais possède une Cys en position 31. Elle forme une troisième 
sous-classe, la quatrième étant représentée par la MsrB2 (hCBS1) humaine ne possèdant pas de Cys en 
position 63 mais une Cys en position 60. Parmi les MsrB, certaines possèdent quatre Cys 
supplémentaires, impliquées dans la fixation d’un métal (cas de E. coli, de X. campestris, d'H. sapiens 
MsrB2 et SelX). La numérotation utilisée est celle de l'enzyme d'E. coli. Les structures secondaires 
indiquées sont celles correspondant à l'enzyme de N. gonorrhoeae (Lowther et al., 2002) : les hélices α 
sont indiquées par des traits rouges, les brins β par des flèches bleues. Les résidus Cys impliqués dans 
la chélation d’un ion métallique sont indiqués sur fond bleu, les autres Cys sont indiquées sur fond 
jaune. La protéine humaine SelX est un cas particulier de MsrB où la Cys essentielle en position 117 
est remplacée par un résidu sélenocystéine (U). La séquence consensus (cons) présente les résidus 
conservés à plus de 90% dans les séquences de MsrB putatives extraites des banques génomiques 
(génomes entièrement séquencés). 
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  I.5.6 Stéréosélectivité et spécificité de substrat 

 
 Les MsrA et les MsrB présentent des stéréosélectivités différentes. En effet, la MsrA 

est spécifique de la réduction de l’isomère S de la MetSO alors que la MsrB réduit 

spécifiquement l’isomère R de la MetSO. Ceci a été montré par l’utilisation des deux 

stéréoisomères de la MetSO (Moskovitz et al., 2000 ; Olry et al., 2002), et à l’aide de la 

calmoduline oxydée (Grimaud et al., 2001). La géométrie des sites actifs de la MsrA et de la 

MsrB sont symétriques l’un par rapport à l’autre, ce qui permet d’expliquer au niveau 

structural cette stéréosélectivité de substrat (Lowther et al., 2002). Des études enzymatiques 

réalisées à l’état stationnaire sur les MsrA et MsrB de N. meningitidis, en utilisant des 

analogues de la MetSO, ont permis de suggérer que 1) les Msr présentent une meilleure 

affinité pour les substrats sulfoxydes inclus dans une chaîne polypeptidique. Ainsi la 

protection des groupements NH2 et COOH sous forme amide permet d’augmenter l’affinité 

apparente de l’enzyme pour son substrat, 2) la présence de la fonction sulfoxyde est 

essentielle pour la fixation de la MetSO, 3) la stéréochimie du Cα n’a aucune influence sur la 

reconnaissance du substrat, 4) la présence d’au moins deux CH2 entre le Cα et l’atome de 

soufre de la fonction sulfoxyde est nécessaire, 5) la poche hydrophobe permettant la 

reconnaissance du groupement méthyle du substrat n’est pas adaptée pour fixer efficacement 

des substrats avec des groupements plus encombrants tels que le groupement éthyle (Olry et 

al., 2002). 
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C35 
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Boucle contenant la 
cis-Pro 

Partie II : Les disulfure oxydoréductases de la famille des Trx 
 

Le maintien de l’équilibre redox au sein des cellules est primordial puisqu’il va 

permettre de réguler de nombreux processus cellulaires tels que le métabolisme, la 

signalisation ou encore la transcription. Cette régulation redox passe entre autre par des 

processus d’oxydation/réduction de résidus Cys. Dans ce cadre, les protéines disulfure 

oxydoréductases de la famille des Trx jouent un rôle essentiel. Ces protéines partagent le 

même type de repliement, retrouvé chez les Trx (cinq brins β, qui forment un cœur 

hydrophobe, entourés d’hélices α), mais ne présentent qu’un faible taux d’identité de 

séquence (Figure 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13 : Structure tridimensionnelle de la Trx1 d’E. coli  
Les structures secondaires en hélice α sont représentées en rouge, les brins β en bleu. Les Cys 
catalytiques Cys32 et Cys35 formant un pont disulfure intramoléculaire sont représentées sur la 
structure. Cette figure a été réalisée avec le logiciel Pymol à partir du fichier PDB 2FCH. 

 

Ces protéines possèdent également une séquence signature commune, CXXC, au sein 

de leur site actif, la Cys N-terminale de cette signature étant la Cys catalytique. Cette région 

fortement conservée est toujours localisée au début d’une hélice α. La nature des acides 

aminés présents entre les deux Cys varie en fonction des enzymes et a comme conséquence 

une influence sur leur potentiel redox. Une autre particularité de ces protéines est la présence 

d’une boucle conservée contenant un résidu cis-Pro en position 76. 

Il existe une très grande variabilité du potentiel redox chez les « Trx-like » allant de  

-270 mV pour la Trx1 d’E. coli à -124 mV pour la DsbA (Aslund et al., 1997). Ces protéines 

« Trx-like » vont donc avoir des rôles différents : soit un rôle de réducteur permettant la 

réduction de ponts disulfures (Trx et Glutarédoxines (Grx)), soit un rôle d’oxydant permettant 
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la formation de ponts disulfures (DsbA et PDI), soit un rôle à la fois de réducteur et d’oxydant 

dans le cas de l’isomérisation des ponts disulfures non natifs (PDI et DsbC). Dans tous les 

cas, le mécanisme catalytique des protéines contenant un centre redox de type Trx est basé sur 

l’échange de ponts disulfures. Les Cys du site catalytique vont jouer le rôle soit d’accepteur 

d’électrons lorsqu’elles sont sous forme oxydée, soit de donneur d’électrons lorsqu’elles sont 

sous forme réduite. Des études par mutagenèse dirigée ont montré qu’en faisant varier la 

nature des résidus présents entre les deux Cys du site actif, il est possible de rendre les 

variants de ces protéines plus oxydants ou plus réducteurs. Par exemple, un variant TrxPDI 

dans lequel les résidus du site actif de la Trx ont été remplacés par ceux de la PDI présente un 

potentiel redox augmenté de 35 mV (Krause et al., 1991).  

 

 II.1 Les disulfure oxydoréductases cytoplasmiques 

 

  II.1.1 Les Trx 

 

Les Trx sont des protéines présentes chez tous les êtres vivants. Elles présentent un 

potentiel redox à pH 7,0 de -0,270 V (Laurent et al., 1964) et vont donc avoir un rôle de 

réducteur au niveau du cytoplasme. Elles sont impliquées dans de nombreux processus 

physiologiques explicités de façon non exhaustive dans le paragraphe suivant. 

 

   II.1.1.1 Rôle des Trx 

 

 La première fonction décrite pour la Trx1 d’E. coli est sa fonction de donneur 

d’électrons à la ribonucléotide réductase (RNR), enzyme essentielle à la synthèse de l’ADN, 

qui catalyse la réduction des quatre ribonucléotides en leur désoxyribonucléotide 

correspondant (Laurent et al., 1964). La Trx1 permet également la réduction de 

sulfonucléotide réductases (APS réductase et PAPS réductase), enzymes qui catalysent la 

réduction d’adénylate sulfate en sulfite. Ainsi, l’adénosine-5’-phosphosulfate (APS) est 

réduite par l’APS réductase et la 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate (PAPS) est réduite 

par la PAPS réductase. Le mécanisme catalytique proposé pour ces deux Sulfonucléotide 

réductases fait intervenir la Trx (Carroll et al., 2005) (Figure 14). 
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Figure 14 : Mécanisme de réduction de l’APS ou de la PAPS par une Sulfonucléotide réductase, 
APS réductase ou PAPS réductase (d’après Chartron et al., 2007). 

 

La Trx1 humaine joue le rôle de facteur de croissance pour de nombreuses cellules, 

notamment les lymphocytes (Wakasugi et al., 1990) et les fibroblastes (Oblong et al., 1994).  

La Trx1 est également impliquée directement dans la résistance au stress oxydant en 

tant que peroxydase en réduisant H2O2 (Nakamura et al., 1994).  

Elle est également donneur d'électrons pour de nombreuses cibles : les Msr (Gonzalez 

Porque et al., 1970), la glutathion peroxydase (Bjornstedt et al., 1994), les peroxyrédoxines à 

1 Cys (Pedrajas et al., 2000), les peroxyrédoxines à 2-Cys typiques (Netto et al., 1996) et 

atypiques (Seo et al., 2000).  

La Trx1 joue aussi un rôle dans la transduction du signal intracellulaire, en régulant 

l’activité de protéines qui se fixent sur l’ADN, comme par exemple les protéines Jun/Fos et le 

facteur nucléaires NFκB. La Trx est un facteur important dans la régulation de l’activité de 

fixation à l’ADN de p53, soit de façon directe soit via la protéine Ref-1 (Ueno et al., 1999).  

 

 II.1.1.2 Mécanisme catalytique 

 

Les Trx vont catalyser la réduction de pont disulfures au sein de protéines oxydées. 

Les Trx sont des enzymes possédant deux Cys catalytiques, la Cys32 et la Cys35, au sein 

d’une signature WCGPC. La chaîne latérale de la Cys32 est accessible au solvant et possède 

un pKa de 7,5 (Chivers et al., 1997b). Ceci lui permet de se retrouver à pH 7,0 en partie sous 

forme thiolate et de pouvoir jouer le rôle de nucléophile. Au contraire, la Cys35 présente une 

valeur de pKa de l’ordre de 9, ce qui la rend très peu réactive. Le caractère nucléophile de la 

Cys35 pourrait être augmenté par une catalyse basique. Le mécanisme proposé pour la 

réduction de protéines oxydées sous forme pont disulfure par la Trx peut se décomposer en 
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trois étapes. La première étape consiste en l’attaque nucléophile de la Cys32 sous forme 

thiolate au niveau des Cys de la protéine cible impliquée dans le pont disulfure 

intramoléculaire. Il y a alors formation d’un pont disulfure intermoléculaire entre la Trx et sa 

cible. Au sein de cet intermédiaire intermoléculaire, le pKa de l’Asp26 est abaissé (de 9,2 à 

7,6), ce qui lui permet d’être en partie sous forme déprotonée à pH 7,0. Ainsi, dans la seconde 

étape, l’Asp26 va pouvoir accepter le proton de la Cys35. La Cys35 ainsi déprotonée va 

pouvoir, dans une ultime étape attaquer la Cys32, ce qui entraîne la libération de la protéine 

cible sous forme réduite et de la Trx sous forme oxydée avec un pont disulfure C32-C35 

(Figure 15). La Trx, pour être de nouveau active, devra être réduite à son tour. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 15 : Mécanisme de réduction d’une cible oxydée sous forme pont disulfure par la Trx. 
(d'après Chivers et Raines, 1997) 

 

II.1.1.3 Spécificité de substrat 

 

 Les Trx sont des protéines ubiquitaires capables de réduire de nombreuses cibles 

protéiques possédant des fonctions très diverses. L’examen des séquences de ces différentes 

cibles ne semble pas indiquer l’existence d’une séquence signature permettant une 

reconnaissance spécifique par la Trx. Quels sont donc alors les facteurs structuraux et 

moléculaires impliqués dans la reconnaissance entre la Trx et ses cibles ? 

 Les premières structures décrites entre la Trx et ses cibles sont deux structures de 

complexes covalents par pont disulfure entre la Trx1 humaine, très similaire à la Trx1 d’E. 

coli, et des peptides correspondant à des fragments de protéines cibles (NFκB et Ref-1) (Qin 

et al., 1995 ; Qin et al., 1996) et la structure d’un complexe covalent par pont disulfure entre 

la Trx réductase et la Trx1 d’E. coli (Lennon et al., 2000). Ces trois structures montrent une 
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reconnaissance localisée entre la Trx et ses cibles via l’implication d’interactions 

hydrophobes. 

Récemment, la structure tridimensionnelle de la Trx1 d’E. coli liée covalemment par 

un pont disulfure intermoléculaire entre sa Cys catalytique et une des Cys de la PAPS 

réductase a été résolue (Chartron et al., 2007). Dans cette structure, la Trx interagit avec les 

10 derniers résidus de la PAPS réductase. La reconnaissance de ce segment consiste 

essentiellement en des contacts hydrophobes, des liaisons H entre chaînes principales et un 

réseau de ponts salins. Une conséquence de ces nombreux contacts est que la Cys32 de la 

Trx1 est positionée de façon optimale pour réaliser une attaque nucléophile sur la PAPS 

réductase. La Cys35 serait alors également bien positionée pour attaquer le pont disulfure 

intermoléculaire. De plus, la modélisation de l’intermédiaire sulfocystéine de la PAPS 

réductase dans la structure du complexe suggère l’existence d’une poche putative de liaison 

du sulfite au niveau de l’interface protéine-protéine constituée de nombreux résidus fortement 

conservés et notamment le Trp31, la Gly33, et la Pro34 de la Trx. Ce site pourrait permettre 

de positioner correctement la Cys32 de la Trx pour l’attaque nucléophile de l’intermédiaire 

sulfocystéine de la PAPS réductase.  

Très récemment, la première structure d'un complexe covalent entre la Trx et une de 

ses cibles protéiques a été obtenue par RMN. Il s’agit d’un complexe entre la Trx et l’arsenate 

réductase (ArsC) (Li et al., 2007). ArsC est une enzyme impliquée dans la détoxication de 

l'arsenate. Elle catalyse la réduction de l'arsenate (AsV) en arsenite (AsIII). Son mécanisme 

catalytique fait appel à trois résidus Cys : la Cys10 est responsable de la première attaque 

nucléophile sur l'arsenate et conduit à la formation d'un intermédiaire covalent ArsC-AsV ; 

l'attaque de la Cys82 conduit dans un deuxième temps à la formation d'un pont disulfure 

intramoléculaire C10-C82 et au relargage de l'arsenite ; et finalement l'attaque de la troisième 

Cys, la Cys89, conduit à la libération de la Cys10 et à la formation d'un pont disulfure 

intramoléculaire C82-C89 exposé en surface. Ce pont disulfure sera ensuite réduit par la Trx 

(pour revue, voir Messens et Silver, 2006). Le complexe qui a été étudié par RMN entre ArsC 

et la Trx de B. subtilis est un complexe artificiel intermoléculaire entre les Cys32 (équivalent 

E. coli) de la Trx et Cys89 d'ArsC, à partir de variants protéiques ne possédant plus les autres 

Cys (voir Figure 16).  

Globalement, les structures de la Trx réduite, oxydée et en complexe ne présentent pas 

de différences majeures. Des ajustements structuraux locaux sont observés au niveau d'un 

résidu Val en position C-terminale du cinquième brin β, et au niveau d'une hélice α. Au 

niveau d'ArsC, la boucle qui contient les Cys82 et Cys89 adopte une conformation 
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intermédiaire de celle des formes réduites et oxydées. En effet, cette boucle adopte une 

structuration en hélice α dans la forme réduite, alors que dans la forme complexée cette hélice 

n'est pas complètement formée. Les interactions impliquées au sein de ce complexe sont 

essentiellement des interactions de type hydrophobe.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 16 : Représentation schématique de la structure du complexe entre la Trx de B. subtilis et 
ArsC de B. subtilis. 
Les résidus Cys32 de la Trx (nomenclature d'E. coli) et Cys89 d'ArsC sont représentés. Les hélices α 
et brin β sont représentés respectivement en rouge et jaune. La figure a été réalisée avec le logiciel 
Pymol à partir du fichier PDB 2ipa. 

 

Il est à noter que toutes les protéines Trx-like possèdent un résidu cis-Proline qui 

semble être important pour la reconnaissance entre la Trx et ses cibles puisqu’il permettrait de 

positionner correctement la chaîne latérale du résidu Ala adjacent impliqué dans les 

interactions hydrophobes avec ses partenaires.  

 

  II.1.2 Les Glutarédoxines  

 

Le système Grx, tout comme le système Trx, joue un rôle primordial dans le maintien 

de l’équilibre redox de la cellule en permettant la réduction des protéines oxydées sous forme 

pont disulfure (pour revue, Ritz et Beckwith, 2001). La première Grx isolée à partir du foie de 

cochon a été découverte par E. Racker en 1955 et nommée thioltransférase (Racker, 1955). 

Plus tard, en 1976, le système Grx a été identifié comme donneur d'électrons pour la 

ribonucléotide réductase dans une souche d'E. coli mutante n'exprimant plus la Trx1 

(Holmgren, 1976). Dans ce système Grx, les électrons sont transférés du NADPH à la 

Trx 

ArsC 

Boucle contenant la 
cis-Pro 
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glutathion réductase, puis au GSSG et finalement à l'une des trois Grx nommées Grx 1, Grx 2 

et Grx 3 (Figure 17). En terme de structure tridimensionnelle et de mécanisme catalytique, 

trois classes de Grx ont pu être définies. La première classe est représentée par les Grx 1 et 3 

d’E. coli, de poids moléculaire 10 kDa avec un motif CXXC (en général CPYC) au sein de 

leur site actif, et adoptant un repliement Trx contenant quatre brins β antiparallèles entourés 

de trois hélices α. Ces enzymes possèdent 33% d’identité entre elles et sont capables de 

réduire la ribonucléotide réductase, tout comme la Trx. La seconde classe de Grx, représentée 

par la Grx 2 d’E. coli, est reliée d’un point de vue structural aux glutathion S-transférases 

(GST) possédant une activité glutarédoxine oxydoréductase. La Grx 2 d’E. coli possède un 

motif CPYC au sein de son site actif et est composée de deux domaines : un domaine N-

terminal avec un repliement de type Grx 1 et un domaine C-terminal composé exclusivement 

d’hélices α. La troisième catégorie correspond aux Grx possédant un site actif monothiol 

(CGFS). Ces Grx ont été identifiées chez la levure (yGrx3, yGrx4 et yGrx5) et chez l’homme. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 17 : Représentation des structures tridimensionnelles des A) Grx1, B) Grx2, C) Grx3 d’E. 
coli. 
Les structures secondaires en hélices α sont représentées en rouge, les brins β en bleu. Pour chaque 
structure, la Cys N-terminal du motif CXXC est représentée. Le domaine C-terminal de la Grx 2 est 
représenté en violet.  La figure a été réalisée avec le logiciel Pymol à partir des fichiers PDB 1ego, 
1g7o et 3Grx.  
 
 Les trois Grx d’E. coli catalysent la réduction des ponts disulfures de différentes 

cibles. Dans un premier temps, la Cys N-terminale exposée au solvant du motif CPYC réalise 

une attaque nucléophile sur une des Cys du pont disulfure de la cible, entraînant la formation 

d’un intermédiaire pont disulfure intramoléculaire entre la Grx et sa cible. Ensuite, la seconde 

Cys du site actif sous forme thiolate attaque la Cys N-terminale de la Grx permettant ainsi le 

relargage de la cible sous forme réduite et de la Grx sous forme oxydée. Dans ce mécanisme, 

la deuxième Cys de la Grx serait activée au cours de la formation du complexe 

intermoléculaire, contrairement aux Trx où l'activation se ferait grâce à un résidu Asp. La Grx 

A B C 
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sera ensuite réduite via l'attaque d'une molécule de GSH sur la Cys N-terminale du motif 

CPYC. L'intermédiaire dithiol avec le GSH va être régénéré par l'attaque d'une deuxième 

molécule de GSH, ce qui va permettre le relargage de GSSG et de la Grx sous forme réduite 

(Figure 18). 

 

 

 

 
 
Figure 18 : Mécanisme dithiol de réduction des ponts disulfures entre les Grx et leurs cibles. 

 

Les Grx peuvent également catalyser la réduction des protéines glutathionylées, 

formant un pont disulfure mixte avec un GSH (Figure 19). Dans ce mécanisme, les Grx 

utilisent uniquement la Cys N-terminale du motif CPYC. Dans une première étape, l'attaque 

nucléophile de la Cys N-terminale de la Grx sur la Cys de la partie GSH de la protéine 

glutathionylée permet la formation d'un intermédiaire GrxSSG, la protéine cible se retrouvant 

sous forme réduite. Dans une deuxième étape, l'attaque d'une seconde molécule de GSH 

permet le retour de la Grx sous forme réduite et le relargage de GSSG. 

 

Figure 19 : Mécanisme monothiol de réduction de cibles S-glutathionylées par les Grx. 

 

   II.1.3 Les protéines disulfure isomérases (PDI) 

 

 Les PDI sont des enzymes impliquées dans le repliement des protéines nouvellement 

synthétisées en jouant d’une part le rôle de chaperone et d’autre part en catalysant la 

formation ainsi que le réarrangement des ponts disulfures intramoléculaires au niveau du 

lumen et du réticulum endoplastique des cellules eucaryotes. Plus d’une douzaine de protéines 

appartenant à la famille des PDI ont pu être identifiées chez l’homme. Les PDI contiennent 
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quatre domaines présentant un repliement de type Trx (a, b, b’ et a’), un « linker » (x) et un 

domaine C-terminal (c) organisés selon un motif abb’xa’c. Seulement deux des quatre 

domaines « Trx-like » (a et a’) contiennent le motif catalytique caractéristique des Trx CXXC 

(Figure 20). Les protéines « PDI-like » diffèrent entre elles par le nombre de domaines « Trx-

like » ainsi que par l’arrangement relatif des domaines les uns par rapport aux autres.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Structure tridimensionnelle d’une PDI (d’après Gruber et al., 2006). 
Les domaines a (en orange) et a’ (jaune) sont homologues aux Trx et contiennent le motif catalytique 
CXXC (en vert). Les domaines b (bleu foncé) et b’ (bleu clair) possèdent également un repliement de 
type Trx. Le “linker” flexible (noir) est situé entre les domaines b et a’. L’extension C-terminale 
(rouge) possède un signal de rétention au réticulum endoplasmique (K/H)DEL.  
  

II.2 Les disulfure oxydoréductases périplasmiques 

 

II.2.1 Les Dsb (DsbA/DsbC/DsbG/cDsbD/DsbE)  

 

 Les Dsb (Disulfide bond protein) appartiennent à la famille des oxydoréductases. Elles 

catalysent la formation des ponts disulfures au niveau du périplasme des bactéries par deux 

mécanismes distincts : l’oxydation des Cys des protéines nouvellement sécrétées et 

l’isomérisation des ponts disulfures non-natifs de ces mêmes protéines (pour revue, voir 

Messens et Collet, 2006) (Figure 21).  

La DsbA est une protéine monomérique dont la forme oxydée sous forme pont 

disulfure catalyse la formation de ponts disulfures au niveau des protéines nouvellement 

sécrétées dans le périplasme. La DsbA se retrouve alors sous forme réduite et sera réoxydée 

par la protéine transmembranaire DsbB, qui va transférer ses électrons aux quinones sous 
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forme oxydées. La DsbB constitue la seule protéine appartenant au système Dsb ne possédant 

pas un repliement de type Trx. La cytochrome oxydase terminale réoxyde à son tour les 

quinones sous forme réduites et transfère ses électrons à l’oxygène moléculaire. Dans les 

protéines contenant plus d’une paire de Cys, la DsbA peut introduire des ponts disulfures non 

natifs bloquant les protéines dans des conformations non natives. Les DsbC et DsbG 

catalysent l’isomérisation des ponts disulfures non présents dans la structure native des 

protéines, ces deux enzymes étant conservées sous forme réduite grâce à la protéine DsbD. 

Cette protéine transmembranaire à trois domaines permet le transfert des électrons de la Trx 

cytoplasmique vers le périplasme. 

 

Figure 21 : Schéma du système bactérien Dsb impliqué dans le repliement des protéines par 
formation de ponts disulfures (d’après Gruber et al., 2006)  
La DsbA est représentée en bleu et son site actif apparaît en jaune dans la forme oxydée de la protéine 
et en violet dans la forme réduite ; la DsbB est représentée en vert. La protéine DsbC est représentée 
en bleu foncé et son site actif apparait respectivement dans sa forme oxydée et réduite en jaune et en 
rose. La DsbC est régénérée par la protéine transmembranaire DsbD à trois domaines (α, β γ) 
(représentée en violet avec les sites actifs de ses 2 domaines α et γ en rose). Cette protéine permet le 
transfert des électrons du cytoplasme provenant du NADPH via la Trx (représentée en gris avec son 
site actif en rose) vers le périplasme.  
  

Ce système Dsb contient une protéine supplémentaire appelée DsbE qui n’est pas 

impliquée dans le repliement des protéines nouvellement synthétisées mais dans la voie de 

maturation des cytochromes c. Cette enzyme, également réduite par la protéine DsbD fait 

l’objet du paragraphe II.3.2.3.2 page 57.  
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  II.2.2 Le domaine N-terminal de la protéine PilB de N. meningitidis 

 

 La protéine périplasmique PilB de N. meningitidis est constituée de trois domaines 

fonctionnels : le domaine central et le domaine C-terminal qui portent respectivement des 

activités MsrA et MsrB (Olry et al., 2002), ainsi qu’un domaine N-terminal (domaine N-ter) 

qui possède une séquence d’ancrage à la membrane. Cette protéine est décrite jouer un rôle 

dans la pathogénicité et la résistance au peroxyde d’hydrogène (Skaar et al., 2002).  

 Le domaine N-ter de la protéine PilB possède un centre redox WCPLC correspondant 

à un centre disulfure redox de type Trx avec un potentiel redox de -0,230 V. Il a été montré 

que ce domaine N-ter est capable de recycler l’activité réductase des domaines Msr isolés de 

PilB (Wu et al., 2005), avec cependant une meilleure efficacité pour le domaine MsrB. La 

structure du domaine N-ter a été résolue par diffraction des rayons X et a montré un 

repliement de type Trx et plus particulièrement de type DsbE avec une boucle additionnelle 

FLHE (voir paragraphe II.3.2.2 page 51) (Ranaivoson et al., 2006) (Figure 22).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
` 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 22 : Structure tridimensionnelle du domaine N-ter de la protéine PilB de N. meningitidis.  
Le repliement de type Trx est représenté en bleu ; les extensions représentées en rouge et en vert sont 
spécifiques du repliement DsbE. La boucle FLHE supplémentaire du domaine N-ter est indiquée par 
une flèche. La figure a été réalisée à l’aide du logiciel PyMol à partir du fichier PDB 2FY6. 
 
 Des études récentes in vitro ont montré que le domaine N-ter de la protéine PilB de N. 

gonorrhoeae était réduit par le domaine N-terminal de la protéine DsbD d’E. coli (Brot et al., 

2006). 

 

 

 

99FLHEKK104 
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 II.3 Les DsbE 

 

  II.3.1 Les cytochromes c bactériens et leurs systèmes de maturation 

 

   II.3.1.1 Les cytochromes c bactériens 

 

Les cytochromes c sont des protéines de 8 à 14 kDa impliquées dans le transfert 

d’électrons et localisées du côté périplasmique de la membrane. Dans ces cytochromes, le 

cofacteur hémique est lié covalemment via deux liaisons thioéthers entre les deux 

groupements vinyles de l’hème et les deux Cys de l’apocytochrome c au niveau d’un motif de 

liaison CXXCH (Figure 23). L’His, présente au niveau de ce motif, sert de ligand axial au 

Fe2+ de l’hème.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Représentation schématique d’un hème de type c. 
L’hème est relié aux deux Cys de l’apocytochrome c via deux liaisons thioéthers impliquant les 
groupements vinyles de l’hème. L’atome de Fe2+ est coordiné par quatre noyaux pyrolles et par une 
His de l’apocytochrome c appartenant à la signature CXXCH (non montré sur le schéma). 
 

 Chez les bactéries, la fixation covalente de l’hème à l’apocytochrome a normalement 

lieu dans le périplasme. Jusqu’ici, trois systèmes de maturation des cytochromes c ont été mis 

en évidence, deux retrouvés chez les bactéries et un spécifique des organismes eucaryotes. 

Ces trois systèmes sont décrits dans le paragraphe II.3.1.4 page 47. Dans le cas particulier du 

cytochrome c552 d’Hydrogenobacter thermophilus produit dans le cytoplasme d’E. coli, 

l’hème peut être fixé covalemment à l’apocytochrome dans le cytoplasme (Daltrop et al., 

2002). D’un point de vue chimique, la formation de liaisons thioéther ne se fait pas 

facilement, le mécanisme restant à déterminer. Des études in vitro ont permis de montrer que 
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la fixation de l’hème de façon covalente à l’apocytochrome c était possible en présence de 

réducteur (DTT), ce qui implique que le pont disulfure de l’apocytochrome c doit être réduit 

pour l’obtention de cytochromes c matures. De nombreuses études ont également montré que 

l’hème est essentiel à la structuration des cytochromes c. En effet, des études de dichroïsme 

circulaire ont montré qu’en absence de l’hème, le cytochrome c est complétement destructuré 

comparé à la forme ayant fixé l’hème (Fischer et al., 1972). 

Les cytochromes c ne possèdent pas de repliement caractéristique. En effet, il existe 

une très grande variabilité au niveau des structures tridimensionnelles de ces protéines et elles 

peuvent également adopter plusieurs niveaux d’oligomérisation. Les cytochromes c sont 

caractérisés par un spectre d’absorption particulier avec trois pics d’absorbance dans le 

visible : les bandes γ (415 nm) (ou de Soret), β (520 nm) et α (550 nm) (Figure 24). Lorsque 

les cytochromes c sont sous forme apo, ces trois bandes disparaissent. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Spectre d’absorption d’un cytochrome c dans la région visible 
 

 II.3.1.2 Rôle des cytochromes c 

 

Les cytochromes c sont impliqués principalement dans le transfert des électrons au 

sein de la chaîne respiratoire. Chez les bactéries, cette chaîne respiratoire est localisée dans la 

membrane plasmique et elle est composée de quatre complexes protéiques : le complexe I ou 

NADH déshydrogénase I, le complexe II ou succinate déshydrogénase, le complexe III ou 

complexe bc1 et enfin le complex IV ou oxydases terminales (Figure 25). Les cytochromes c 

permettent le transfert des électrons entre le complexe III et le complexe IV. Ces différents 

complexes permettent le transfert des électrons le long de la chaîne respiratoire via une 

succession de réactions d’oxydoréduction jusqu’à un accepteur final exogène. Dans le cas de 

la respiration aérobie, l’accepteur final d’électrons est l’O2. Ces multiples réactions 

γ 
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d’oxydoréduction permettent la création d’un gradient électrochimique de part et d’autre de la 

membrane ce qui permet à l’ATP synthase de produire de l’ATP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 25 : Représentation schématique de la chaîne respiratoire des bactéries en conditions 
aérobie. 
I : Complexe I ou NADH déshydrogénase I ; II : Complexe II ou succinate déshydrogénase ; III : 
Complexe III ou complexe bc1 ; cyt c : cytochromes c ; IV : complexe IV ou oxydases terminales ; 
AS : ATP synthase. 

 

La particularité des chaînes respiratoires bactériennes par rapport aux chaînes 

respiratoires mitochondriales est leur faculté d’adaptation. Ainsi, elles sont capables 

d’accepter différents substrats et non pas exclusivement du succinate pour réduire les 

quinones, et d’accepter différents accepteurs finaux et non pas uniquement de l’O2. Ainsi, en 

absence d’oxygène, des accepteurs finaux alternatifs vont pouvoir être utilisés tels que les 

nitrates, les nitrites ou encore le fumarate (Figure 26). 
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Figure 26 : Représentation schématique des cytochromes intervenant dans la chaîne respiratoire 
bactérienne (d’après Thöny-Meyer, 1997). 
La chaîne respiratoire faisant intervenir différents accepteurs finaux d’électrons est représentée. Les 
oxydoréductases terminales sont encadrées en vert et le type de cytochrome associé est indiqué en 
dessous. SDH, FDN et HYD contiennent un cytochrome de type b et MOX un cytochrome de type c. 
SDH : Succinate déshydrogénase, FDN : Formate déshydrogénase, HYD : Hydrogénase, Q/QH2 : 
quinone/quinol présentes dans la membrane, bc1 : complexe bc1, c : cytochromes c, MOX : Méthanol 
oxydase.  
  

Les cytochromes c ne sont pas impliqués uniquement dans le transfert des électrons du 

complexe bc1 vers les oxydases terminales. En effet, dans le cas des bactéries 

méthylotrophiques Gram négatives, le méthanol est oxydé en formaldéhyde par une méthanol 

déshydrogénase périplasmique (MOX) et les électrons passent alors de cette MOX via un 

cytochrome c vers une oxydase terminale (Anthony, 1992). Dans le cas des bactéries 

sulfatoréductrices, le cytochrome c3 tétrahémique joue le rôle de transporteur d’électrons 

entre une hydrogénase et la thiosulfate réductase (Barret et Clark, 1987).  
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Il est à noter qu’il existe des protéines contenant un hème de type c qui n’interviennent 

pas au niveau de la chaîne respiratoire bactérienne mais qui vont avoir un rôle catalytique ou 

de détoxication. Par exemple les cytochromes c’ jouent un rôle dans la détoxication du NO. 

Les cytochromes c’ appartiennent à la famille des cytochromes c puisqu’ils possèdent une 

signature CXXCH et que l’hème est également lié via deux liaisons thioéthers entre les 

groupements vinyles de l’hème et les groupements thiols de deux Cys. Ils présentent un 

spectre d’absorbance similaire à celui observé pour les cytochromes c avec les trois bandes 

caractéristiques : γ, β et α. Ces cytochromes c’ présentent cependant un repliement très 

caractéristique composé de quatre hélices α et peuvent être retrouvés sous forme 

monomérique, dimérique (le plus souvent) ou encore tétramérique (Figure 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Représentation de la structure tridimensionnelle du cytochrome c’ de R. capsulatus. 
Les structures secondaires en hélices α sont représentées en rouge. L’hème est représenté en vert et les 
deux Cys impliquées dans la fixation de l’hème sont représentées en bleu. La figure a été réalisée avec 
le logiciel Pymol à partir du fichier PDB 1CPR.  
 

Les cytochromes c’ sont des protéines périplasmiques retrouvées généralement chez 

les organismes photosynthétiques ou dénitrifiants méthylotrophes et dont le rôle est de réduire 

le soufre. Cependant, l’analyse des génomes de nombreux pathogènes tels que N. 

meningitidis, B. pertusis et Pseudomonas aeruginosa a montré l’existence de gènes codant 

des cytochromes c’ (Cross et al., 2000). L’hème des cytochromes c’ se lie préférentiellement 

à de petites molécules non chargées telles que l’oxyde nitrique (NO) ou le monoxyde de 

carbone (CO). Il a été décrit que l’expression de ce cytochrome c’ permettait d’augmenter la 

résistance de R. capsulatus au NO (Cross et al., 2000). Ces cytochromes agissent non 

seulement par séquestration du NO mais permettraient également de transformer le NO en 

entités non toxiques pour la cellule telles que du N2O (Cross et al., 2001).  
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  II.3.1.3 Les cytochromes de N. meningitidis  

 

La bactérie pathogène de l’homme N. meningitidis est capable d’utiliser des accepteurs 

finaux d’électrons différents de l’O2 au cours de la respiration, en alternative à la respiration 

aérobie (Rock et al., 2005). L’analyse du génome de N. meningitidis a mis en évidence 

l’existence de trois accepteurs terminaux d’électrons putatifs : une oxydase de type 

cytochrome cbb3, une nitrite réductase (AniA) et une nitrique oxyde réductase (NorB). Les 

cytochromes cbb3 présents chez les autres organismes ont la particularité de posséder une très 

forte affinité pour l’O2 et sont souvent associés à une croissance dans des conditions où l’O2 

est limité. Ceci explique que N. meningitidis soit adaptée à une croissance en conditions 

microaérobies. Le génome révèle également la présence d’homologues des complexes I, II et 

III de la chaîne respiratoire, ce qui suggère que les électrons entrent dans la chaîne respiratoire 

via une NADH déshydrogénase ou une succinate déshydrogénase, puis que ces électrons sont 

transférés au complexe bc1, ou aux 2 autres accepteurs terminaux d’électrons AniA et NorB, 

via des ubiquinones (il est à noter que les méningocoques sont capables de synthétiser de 

l’ubiquinone mais pas de la ménaquinone). Des études menées par Deeudom et al., ont 

conduit à proposer une organisation de la chaîne respiratoire de N. meningitidis (Deeudom et 

al., 2006) (Figure 28).  
 

 

 

 

 

 
Figure 28 : Représentation schématique de la chaîne respiratoire de N. meningitidis (d’après 
Deeudom et al., 2005). 
[H] : NADH déshydrogénase ou succinate déshydrogénase, Q : ubiquinone, AniA : nitrite réductase, 
NorB : oxyde nitrique réductase, bc1 : complexe bc1, cbb3 : cytochrome oxydase cbb3. Le chemin 
emprunté par les électrons est représenté par des flèches. Le chemin permettant le transfert des 
électrons des ubiquinones vers AniA reste à déterminer et est donc représenté en traits pointillés. 

 

N. meningitidis possède également un cytochrome c’, qui a été purifié et caractérisé in 

vitro (Huston et al., 2005). Tout comme chez R. capsulatus, ce cytochrome c’ permettrait 

d’augmenter la résistance des bactéries vis-à-vis du NO (Stevanin et al., 2005). 
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II.3.1.4 Les différents systèmes de maturation des cytochromes c et les 

systèmes modèles 

 

La maturation des cytochromes c est une modification post-traductionnelle qui se 

produit chez toutes les bactéries et les archae qui possèdent des cytochromes c ainsi que dans 

les mitochondries et les chloroplastes des cellules eucaryotes. Cette maturation consiste en la 

fixation covalente de l’hème sur l’apocytochrome via deux liaisons thioéthers. Trois systèmes 

distincts de maturation des cytochromes c ont pu être mis en évidence : les eucaryotes 

possèdent un sytème III qui contient une seule enzyme appelée CCHL (cytochrome c haem 

lyase) permettant la fixation de l’hème à l’apocytochrome. Les bactéries, les plantes, les 

archae ainsi que certains protozoaires utilisent un système de maturation de type I ou II qui 

font intervenir respectivement neuf et quatre protéines. Chez les bactéries utilisant un système 

I ou II, la maturation des cytochromes c a lieu dans le périplasme. Ceci implique d’une part 

que l’hème et l’apocytochrome soient transloqués à travers la membrane plasmique, et d’autre 

part que les Cys de l’apocytochrome soient sous forme réduite pour pouvoir fixer l’hème. En 

effet, le périplasme des bactéries est un milieu oxydant, et les Cys de l’apocytochrome c 

sécrété vont être oxydées sous forme pont disulfure via la protéine DsbA. De ce fait, après son 

export vers le périplasme, l’apocytochrome va être incapable de fixer l’hème. 

 

II.3.1.4.1 Système I 

 

Le système I de maturation des cytochromes c a été étudié essentiellement chez E. coli 

et est composé de neuf protéines membranaires dont la protéine DsbD, les huit autres étant 

codées par les gènes ccmABCDEFGH (Thöny-Meyer et al., 1995) (Figure 29). Toutes ces 

protéines sont essentielles pour la formation de cytochromes c matures. Les gènes ccmA, 

ccmB, ccmC ainsi que leurs homologues retrouvés chez les bactéries Gram négatives, codent 

les protéines CcmA, CcmB et CcmC qui constituent les différentes sous-unités d’un 

transporteur ABC (ATP-binding cassette). L’organisation de ce transporteur fait intervenir 

deux protéines CcmA pour une protéine CcmB et une protéine CcmC (Page et al., 1997), et 

peut-être également la protéine CcmD (Goldman et al., 1997). Au départ, ce transporteur était 

supposé permettre l’export de l’hème du cytoplasme vers le périplasme. Néanmoins, aucune 

preuve expérimentale n’a pu être apportée pour corréler cette hypothèse. Par contre, le fait 

que les mutants délétés des gènes ccmABC soient capables de produire des cytochromes b 

périplasmiques (qui diffèrent des cytochromes c uniquement par une fixation non covalente 
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de l’hème, mais dans les deux cas c’est le même hème qui est utilisé) et que la production de 

cytochromes c ne peut pas être restaurée par l’apport d’hémine exogène semble indiquer que 

ce transporteur n’est pas impliqué dans le transport de l’hème (Page et al., 1997, Goldman et 

al., 1996). A l’heure actuelle, il existe une controverse concernant l’appartenance de CcmC et 

CcmD au transporteur. Il a été montré que CcmC fonctionne de façon tout à fait indépendante 

et est impliqué dans la catalyse du transfert de l’hème à la protéine CcmE (Schulz et al., 1999) 

et que CcmD pourrait assister l’interaction entre CcmC et CcmE (Ahuja et Thöny-Meyer, 

2005). L’hème serait ensuite transféré à la protéine CcmF puis à l’apocytochrome c réduit. 

CcmC et CcmF possèdent un domaine riche en Trp (appelée domaine WWD) orienté vers le 

périplasme et impliqué dans la fixation de l’hème. En ce qui concerne la réduction des Cys de 

l’apocytochrome, deux protéines sont supposées être impliquées : CcmG (DsbE) et CcmH. La 

protéine CcmG reçoit les électrons de la protéine DsbD (voir paragraphe II.3.2.3.2 page 57) et 

les transfèrerait à l’apocytochrome via la protéine CcmH (Reid et al., 2001 ; Fabianek et al., 

2000).  

Les mitochondries de plantes possèdent un système de maturation des cytochromes c 

de type I, mais l’analyse des génomes des mitochondries de plante a montré que les 

mitochondries ne possèdent pas toutes les séquences orthologues correspondant aux gènes 

ccm du système I (pour revue, voir Giegé et al., 2007). Des orthologues de ccmB, ccmC et 

ccmF ont été identifiés dans tous les génomes mitochondriaux étudiés jusqu’ici. Chez A. 

thaliana, trois gènes codent des protéines similaires aux différents domaines de CcmF 

(Unseld et al., 1997) et l’analyse du génome d’A. thaliana a permis d’identifier des 

composants du système Ccm : AtCcmE, AtCcmA et AtCcmH (Meyer et al., 2005).  
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Figure 29 : Représentation schématique du système postulé de maturation des cytochromes c de 
type I. 
A, B, C, D, E, F, G et H représentent les 8 protéines codées respectivement par les gènes 
ccmABCDEFGH. L’hème est représenté par une étoile violette. L’hème est exporté du cytoplasme 
vers le périplasme par un mécanisme qui reste encore inconnu et est transféré via CcmC, E et F 
jusqu’à l’apocytochrome c. L’apocytochrome c est exporté du cytoplasme vers le périplasme via un 
système Sec. Il est réduit par des e- provenant de la Trx cytoplasmique qui sont ensuite transférés à la 
DsbD puis à CcmG, CcmH pour finalement aboutir à l’apocytochrome c. 
 

II.3.1.4.2 Système II 

 

Le système II de maturation des cytochromes c est beaucoup plus simple que le 

système I puisqu’il est constitué seulement de quatre protéines codées par les gènes ccsA, 

ccsB, ccsX et dsbD chez Bordetella pertussis (Beckett et al., 2000) (Figure 30). B. pertussis 

s’avère être un modèle de choix pour l’étude de ce système puisqu’elle possède trois 

cytochrome oxydases et une seule est prédite être une cytochrome c oxydase (Kranz et al., 

2002). De ce fait, les mutations au niveau des gènes ccsA, B, X et dsbD codant des protéines 

essentielles pour la maturation des cytochromes c ne sont pas létales, à l’inverse de ce qui est 

observé chez B. subtilis où des mutations dans les gènes ccsA et ccsB sont létales (Sun et al., 

1996 ; Le Brun et al., 2000). Contrairement à ce qui est retrouvé dans le système I, aucune 

protéine de type ABC transporteur ni aucune protéine chaperone de l’hème n’est impliquée 

dans l’assemblage des cytochromes c dans le système II. Dans le cas du système II, l’export 

de l’hème du cytoplasme vers le périplasme ainsi que la ligation de l’hème à l’apocytochrome 

sont postulés impliquer les protéines CcsA, qui possèdent un domaine périplasmique WWD 

(Goldman et al., 1998), et CcsB. La protéine CcsX (DsbE) doit permettre la réduction des Cys 

de l’apocytochrome et la DsbD, tout comme dans le système I, permet la réduction de CcsX. 

Une différence des plus importantes existant entre le système I et le système II est que dans le 
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cas du système II, CcsX transfèrerait directement ses électrons à l’apocytochrome c sans 

passer par un intermédiaire (CcmH chez E. coli). 

 

 
Figure 30 : Représentation schématique du systéme postulé de maturation des cytochromes c de 
type II. 
L’hème est représenté par une étoile violette. L’hème est exporté du cytoplasme vers le périplasme 
probablement via CcsA et CcsB puis transféré à l’apocytochrome c. L’apocytochrome c est exporté du 
cytoplasme vers le périplasme via un système Sec et est réduit par des e- provenant de la Trx 
cytoplasmique qui sont ensuite transférés à la DsbD puis à la DsbE (CcsX) pour finalement aboutir à 
l’apocytochrome c. 

II.3.1.4.3 Système III 

 

Le système III de maturation des cytochromes c constitue le système le plus simple 

puisqu’il ne fait intervenir qu’une seule protéine appelée cytochrome hème lyase (CCHL) qui 

lie à la fois l’hème et l’apocytochrome (Dumont et al., 1988). Cette enzyme est impliquée non 

seulement dans la fixation de l’hème à l’apocytochrome, mais également dans l’import de 

l’apocytochrome dans les mitochondries (Dumont et al., 1991).  

 

  II.3.2 Les DsbE 

 

Les DsbE sont des disulfures oxydoréductases périplasmiques. Deux types de DsbE, 

celles possèdant un caractère réducteur et celles, comme dans le cas particulier de la bactérie 

Gram positive M. tuberculosis, qui possèdent un caractère oxydant ont été décrites jusqu’à 

présent (Goulding et al., 2004). Des études in vivo, réalisées chez E. coli et B. pertussis, ont 

permis de montrer que les DsbE réductrices étaient impliquées dans la maturation des 

cytochromes c. Ainsi une délétion du gène ccmG chez E. coli ou du gène ccsX chez B. 

pertussis ne permet plus d’obtenir des cytochromes matures ayant fixé l’hème (Beckett et al., 

2000 ; Thöny-Meyer et al., 1995). Ces protéines sont postulées permettre la réduction de 
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l’apocytochrome c, soit directement dans le cas des systèmes de maturation des cytochromes 

c de type II, soit via la protéine CcmH dans le cas des systèmes de maturation des 

cytochromes c de type I. Après réduction de l’apocytochrome c, les DsbE se retrouvent 

oxydées sous forme pont disulfure et doivent donc être régénérées pour être de nouveau 

actives. Le partenaire protéique permettant la régénération des DsbE sous forme réduite est la 

DsbD.  

 

   II.3.2.1 Propriétés biochimiques 

 

Les DsbE possédant un caractère réducteur ont un potentiel redox compris entre -

0,217 et -0,175 V. Par contre, la DsbE de M. tuberculosis présente un potentiel redox de -

0,128 V proche de celui observé pour les DsbA (-0,124 V) en accord avec son caractère 

oxydant. De plus, si ces deux classes de DsbE possèdent deux Cys essentielles avec la Cys 

catalytique exposée au solvant, les pKa de ces deux résidus diffèrent suivant le type de DsbE. 

En effet, le pKa de la Cys catalytique de la DsbE de M. tuberculosis est de 5, ce qui est 

particulièrement bas comparé à ce qui peut être observé pour les Trx (7,5) ou encore pour la 

CcmG d’E. coli (6,8). Le pKa de la Cys de régénération n’a pas été déterminé pour la DsbE de 

M. tuberculosis. Pour les DsbE réductrices, le pKa de la Cys de régénération est élevé, de 

l’ordre de 9.  

 

   II.3.2.2 Caractéristiques structurales 

 

A ce jour, plusieurs structures tridimensionelles de DsbE ont été résolues : CcmG d’E. 

coli, CcmG de Bradirhizobium. japonicum, ResA de B. subtilis, ainsi que la structure d’une 

DsbE particulière de la bactérie Gram positive de M. tuberculosis (Ouyang et al., 2006 ; 

Edeling et al., 2002 ; Colbert et al., 2006 ;  Goulding et al., 2004). La DsbE de M. 

tuberculosis présente une activité plutôt oxydante et cette différence de fonction par rapport 

aux autre DsbE se retrouve également au niveau de sa séquence et de sa structure. 

Les DsbE sont des protéines monomériques constituées d’hélices α et de feuillets β 

qui contiennent un domaine avec un repliement de type Trx avec deux insertions 

supplémentaires (Figure 31). Le domaine Trx est caractérisé par la présence d’un motif βαβ 

lié via une hélice α à un autre motif ββα formant ainsi un feuillet β mixte composé de quatre 

brins β entouré de trois hélices α. La première insertion est située à l’extrémité N-terminale 

de la protéine et présente une structure en épingle à cheveux contenant deux brins β. La 
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seconde insertion, également appelée insertion centrale, est localisée après le motif βαβ et est 

composée d’une hélice α ainsi que d’un brin β.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Comparaison des structures tridimensionnelles de la A) CcmG de B . japonicum et B) 
Trx1 d’E. coli (d’après Edeling et al., 2002). 
Le domaine Trx est coloré en jaune, les insertions dans le domaine Trx sont représentées en rose et les 
Cys catalytiques sous forme pont disulfure sont représentées en bleu clair. La figure a été réalisée avec 
le logiciel Pymol à partir des fichiers PDB 1KNG et 2FCH. 
 

Ces insertions sont conservées chez tous les homologues DsbE. Une délétion de 

l’insertion centrale empêche la formation de cytochromes c matures, sans toutefois changer la 

stabilité de la protéine (Edeling et al., 2002). Cette insertion centrale pourrait donc avoir un 

rôle dans l’interaction entre la DsbE et ses deux partenaires protéiques : l’apocytochrome c ou 

la DsbD. Au contraire, une étude cristallographique a montré que l’insertion située en N-

terminal et contenant deux brins β était essentielle pour le maintien de la structure globale de 

la protéine ainsi que pour le maintien de la structure du site actif (Ouyang et al., 2006). Une 

délétion de cette partie N-terminale empêche la formation de cytochromes c matures. Des 

alignements de séquences d’homologues CcmG ont permis de mettre en évidence l’existence 

d’une région strictement conservée GVXGXPETF appelée région « Fingerprint » (Figure 32).  

Insertion 2 

Insertion 1 

A 

 
B 
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Figure 32 : Alignement de séquence de CcmG de différents organismes. 
La séquence strictement conservée du site actif est encadrée en rouge et la région Fingerprint est 
encadrée en vert. Sont représentées les séquences des CcmG d’E. coli, B. japonicum (B jap), X. 
campestris (X camp), P. aeruginosa (P aeru), Haemophilus influenzae (H influ), Vibrio cholerae (V 
chol).  
 

La structure de CcmG montre que cette région forme une boucle proche du site actif. 

A l’intérieur de ce motif se trouve la Pro de conformation cis qui est retrouvée chez toutes les 

protéines « Trx-like ». La structure de la CcmG d’E. coli révèle que le résidu cis-Pro de cette 

région « Fingerprint » aide à stabiliser la structure du site actif grâce à des interactions de van 

der Waals avec le pont disulfure du site actif et en formant une liaison H avec une des Thr du 

site actif (Ouyang et al., 2006). De plus, cette Pro en conformation cis permettrait de 

positionner correctement le résidu Ala adjacent pour permettre une interaction avec le 

partenaire DsbD. Le résidu Glu de cette région « Fingerprint » forme un pont salin avec le 

résidu Arg158 (parfois remplacé par une Lys dans les différentes séquences de CcmG) ainsi 

qu’un réseau de liaisons H avec les chaînes principales des résidus présents à l’extrémité N-

terminale de la région « Fingerprint » permettant de conserver la cis-Pro dans une position 

appropriée et donc de stabiliser le site actif (Figure 33).  
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Figure 33 : Représentation du site actif de la CcmG d’E. coli. 
Les chaînes latérales du résidu Arg158 et des résidus de la région fingerprint Tyr141, Gly142, Ala143, 
Pro144, Glu145, Thr146 et Phe147 ainsi que les résidus du site actif Cys80, Pro81, Thr82 et Cys83 
sont représentés. Les deux Cys catalytiques sont sous forme pont disulfure, et les liaisons H sont 
représentées par des traits pointillés. La figure a été réalisée à l’aide du logiciel Pymol (d'après le 
fichier PDB 2B1K).  

 

Le site actif des DsbE, comme toutes les « Trx-like », possède une signature CXXC. 

Néanmoins, une des particularités du site actif est qu’il est localisé dans un environnement 

constitué de nombreux résidus à caractère acide. Ceci est dû à la présence de deux Glu 

strictement conservés chez toutes les DsbE et d’un Asp qui n’est pas strictement conservé.  

 La DsbE de M. tuberculosis possède une structure tridimensionnelle quelque peu 

différente de celle décrite ci-dessus. Des alignements de séquence et des superpositions de 

structures 3D ont permis de mettre en évidence que deux régions strictement conservées dans 

les DsbE ne sont pas retrouvées dans la DsbE M. tuberculosis. En effet, la région N-terminale 

structurée en épingle à cheveux est beaucoup plus petite dans la DsbE M. tuberculosis, ce qui 

ne lui permet pas d’adopter une structuration similaire, et la région « Fingerprint » n’est pas 

conservée. 

 

   II.3.2.3 Rôle des DsbE dans la maturation des cytochromes c 

 

    II.3.2.3.1 Rôle dans la réduction d’un apocytochrome c 

 

 Dans le système de maturation des cytochromes c de type I, la protéine CcmG est 

suggérée être impliquée dans la réduction de l’apocytochrome, indirectement en transférant 

ses électrons à la protéine CcmH. Cependant, aucune information n’est disponible ni au 
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niveau biochimique ni au niveau structural qui permettrait de confirmer cette hypothèse. Par 

contre, des études récentes ont permis de montrer que la protéine CcmH était capable 

d’interagir avec un peptide mimant un apocytochrome c. Ainsi, des études d’interactions ont 

été réalisées entre un mime peptidique d’un apocytochrome c de P. aeruginosa et la CcmH de 

P. aeruginosa par une technique de FRET (Di Matteo et al., 2007). Cette technique a permis 

d’obtenir les constantes cinétiques suivantes : kon = 0,05 µM-1.s-1, koff = 0,5 s-1, d’où un KD de 

10 µM, ce qui reflète une faible affinité de CcmH pour l’apocytochrome, en accord avec le 

rôle de CcmH comme intermédiaire de la chaîne de maturation des cytochromes c.  

 Récemment, des études utilisant le système double hybride de levure ont montré que la 

protéine CcmH d’A. thaliana (AtCcmH) était capable d’interagir avec un apocytochrome c 

provenant du même organisme (Meyer et al., 2005). Des tests in vitro ont également permis 

de montrer que le domaine 1 d’AtCcmH, contenant les deux Cys catalytiques, était capable de 

réduire un peptide mimant un apocytochrome c.  

En ce qui concerne les systèmes de maturation de type II, aucune donnée biochimique 

et structurale n’est disponible concernant la réduction d’un apocytochrome c entier par les 

DsbE. Les seules études réalisées ont été faites avec des peptides mimant un apocytochrome 

c.  

 A ce jour, aucune structure cristallographique d’un complexe entre une DsbE et un 

apocytochrome c n’a pu être obtenue. Néanmoins, des études de cristallographies ainsi que de 

RMN menées sur la protéine ResA sous forme oxydée et réduite ont permis d’émettre des 

hypothèses quant aux facteurs impliqués dans la reconnaissance entre ResA et 

l’apocytochrome c. Tout d’abord des structures cristallographiques des formes oxydées et 

réduites de ResA ont été obtenues (Crow et al., 2004). Ces deux structures ne présentent que 

très peu de différences au niveau du repliement global de la protéine. La seule grande 

différence se retrouve au niveau des deux Cys catalytiques. En effet, dans la forme oxydée de 

l’enzyme, les deux Cys sont reliées par un pont disulfure et leurs groupements thiols se 

trouvent à une distance de 2,16 Å. Au contraire, dans la forme réduite, l’atome de soufre de la 

Cys catalytique subit une rotation de 228° ce qui entraîne une augmentation de la distance 

entre les deux atomes de soufre qui passe alors à 4,5 Å. La Cys catalytique partiellement 

exposée au solvant se retrouve alors dans une région fortement hydrophobe et semble bien 

positionnée pour jouer son rôle de nucléophile pour aller réduire le pont disulfure de son 

partenaire oxydé. Ces observations sont tout à fait en accord avec le mécanisme des protéines 

Trx-like : dans un premier temps les protéines « Trx-like » interagissent avec leur cible par 

interactions hydrophobes, et dans un deuxième temps leur Cys N-terminale du site actif, 
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activée sous forme thiolate, réalise une attaque nucléophile sur le pont disulfure 

intramoléculaire de leur cible. Ceci ne constitue pas la seule différence existant entre la forme 

réduite et la forme oxydée de ResA. En effet, la comparaison des deux structures 

cristallographiques a permis de mettre en évidence l’existence d’une cavité dans la forme 

réduite de l’enzyme qui n’existe pas dans la forme oxydée (Figure 34). Cette cavité est 

constituée de résidus hydrophobes ainsi que de quelques résidus polaires et est localisée à 

proximité de la Cys catalytique. Le fait que cette cavité soit exclusivement présente dans la 

forme réduite de ResA suggère qu’elle pourrait être impliquée dans la reconnaissance de 

l’apocytochrome c. Le volume de cette cavité n’est pas assez grand pour pouvoir accepter une 

chaîne polypeptidique même courte mais est suffisant pour accepter la chaîne latérale d’un 

acide aminé. Un tel acide aminé devrait avoir les caractéristiques suivantes : posséder à la fois 

une partie hydrophobe et polaire pour s’adapter parfaitement dans la cavité, être proche de la 

signature CXXC et être conservé dans les apocytochromes c. L’His du motif CXXCH de 

l’apocytochrome semble un bon candidat pour remplir ce rôle. Lorsque l’His est modélisée à 

l’intérieur de la cavité, elle semble être bien positionnée et stabilisée par les résidus de cette 

cavité et notamment par le résidu Glu79 qui se trouve au fond de la cavité et qui forme des 

liaisons H avec l’His.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 34 : Représentation de la conformation ouverte et fermée de la cavité du site actif dans 
les structures des formes oxydées (A) et réduites (B) de ResA (d’après Crow et al., 2004). 
(A) Conformation fermée dans ResA sous forme oxydée. (B) Conformation ouverte dans ResA sous 
forme réduite. Les résidus constituant la cavité sont représentés en sticks. Les résidus qui bordent la 
cavité sont représentés par des sphères semi-transparentes. 

 

D’autres études ont permis de montrer que l’élément important pour la fixation de 

l’hème à l’apocytochrome c est le motif CXXCH. Ainsi, le petit peptide AACLACHAIG, qui 

contient ce motif CXXCH, peut fixer l’hème (Braun et al., 2005). De plus, des souches 
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mutées au niveau de la séquence codant l’His de cette signature caractéristique dans le gène 

dsbE sont incapable de maturer les cytochromes c (Allen et al., 2005). Ce résidu semble donc 

essentiel pour la fixation de l’hème comme suggéré par les études cristallographiques décrites 

ci-dessus. 

Tous ces résultats ont été confortés par une étude RMN des interactions existant entre 

la protéine ResA de B. subtilis et un peptide mimant un apocytochrome c (Colbert et al., 

2006). Il est cependant intéressant de noter que ces études ont été faites avec ResA et le 

peptide mimant l’apocytochrome tous deux soit sous forme oxydée, soit sous forme réduite, 

étant donné que les conditions utilisées en RMN ne permettent pas de maintenir les deux 

partenaires sous des formes redox différentes.  

 

   II.3.2.3.2 Rôle vis-à-vis de leur partenaire réducteur 

 

 La réduction des ponts disulfures de nombreuses protéines « Trx-like » périplasmiques 

se fait par l’intermédiaire de la protéine transmembranaire DsbD. Ainsi les électrons 

provenant du NADPH cytoplasmique sont transférés à la TrxR puis à la Trx et enfin au 

périplasme via la DsbD (Kadokura et al., 2003). La protéine DsbD est constituée de trois 

domaines : un domaine N-terminal de type immunoglobulmine (nDsbD), un domaine central 

transmembranaire (TMD), et un domaine C-terminal qui possède un repliement de type Trx 

(cDsbD) (Gordon et al., 2000 ; Goulding et al., 2002 ; Stirnimann et al., 2006). Chacun de ces 

domaines possède une paire de Cys qui est essentielle au transport des électrons (Stewart et 

al., 1999). Les électrons sont transportés à travers la membrane cytoplasmique grâce à des 

échanges de ponts disulfures intramoléculaires entre les trois domaines de la DsbD. Dans un 

premier temps, les électrons sont transférés de la Trx au TMD, ils passent ensuite au domaine 

cDsbD et enfin aboutissent au domaine nDsbD (Katzen et Beckwith, 2000). Les électrons 

vont alors pouvoir être transférés du domaine nDsbD vers ses différentes cibles 

périplasmiques (Figure 35). 
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Figure 35 : Représentation schématique du mode de fonctionnement de la protéine DsbD 
(d’après Stirnimann et al., 2006). 
Le transfert des électrons est représenté par des flèches noires. 
 

La réduction de la CcmG d’E. coli par la nDsbD a été étudiée par suivi en cinétique 

rapide (stopped-flow) de la variation d’émission de fluorescence de la CcmG (Stirnimann et 

al., 2005). Cette étape de réduction est très efficace avec une constante de vitesse de 

deuxième ordre d’environ 3.105 M-1.s-1. 

Les protéines DsbC, DsbG et CcmG (ou DsbE) sont connues comme étant des 

substrats de la protéine DsbD. Plusieurs structures cristallographiques de nDsbD en complexe 

avec un de ces partenaires ont pu être obtenues, plus particulièrement des complexes 

covalents via un pont disulfure intermoléculaire entre nDsbD et DsbC (Haebel et al., 2002) ou 

encore nDsbD et CcmG (Stirnimann et al., 2005). Un autre complexe covalent entre nDsbD et 

cDsbD a également été cristallisé (Rozhkova et al., 2004). 

 Au sein du complexe covalent nDsbD-CcmG, la protéine nDsbD présente la même 

orientation que dans le complexe avec cDsbD (Goulding et al., 2002) (Figure 36). Deux 

régions sont impliquées dans l’interface : la région N-terminale et une région nommée cap-

loop (résidus 68 à 72). En plus du pont disulfure intermoléculaire, cinq liaisons H ainsi que 

des liaisons hydrophobes sont impliquées au niveau de l’interface et notamment une liaison H 

avec la chaîne principale du résidu Ala adjacent au résidu cis-Pro conservé chez toutes les 

Périplasme 

Cytoplasme 

Biogenèse des 
cytochromes c 
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protéines « Trx-like ». Trois autres résidus de CcmG sont impliqués dans l’interface : deux 

résidus Glu très conservés et un résidu Asp moins conservé au sein de ces DsbE. Le rôle de 

ces trois résidus a déjà été discuté dans un paragraphe précédent comme étant impliqués dans 

l’environnement constitué de nombreux résidus à caractère acide du site actif des DsbE. 

L’étude de différents variants Ala de la DsbE au niveau de ces trois résidus a montré qu’ils 

sont indispensables à la maturation des cytochromes c.  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 36 : Représentation du complexe covalent nDsbD-SS-CcmG (A) et de son interface (B) 
(d’après Stirnimann et al., 2005). 
(A) La CcmG d’E. coli est représentée en gris, nDsbD en rouge et le pont disulfure est coloré en jaune. 
(B) Interface entre nDsbD et CcmG. Les résidus appartenant à la nDsbD et impliqués dans l’interface 
sont montrés en vert, les résidus de la CcmG intervenant au niveau de l’interface sont représentés en 
gris avec leur atomes colorés. Les liaisons H apparaissent en pointillés jaunes. Le résidu R8 adopte 
deux conformations différentes. 
 
 La surface d’interaction entre nDsbD et ses différents partenaires est quasiment 

similaire, que ce soit au sein du complexe avec cDsbD, CcmC ou CcmG. La majorité des 

résidus impliqués dans la liaison de nDsbD à un de ses substrats Trx-like sont communs. 

Seulement quelques résidus forment des contacts spécifiques entre nDsbD et un substrat 

spécifique. Comme dit précédemment, deux régions flexibles sont impliquées dans la 

reconnaissance de ces substrats « Trx-like » : la région cap-loop et le segment N-ter. Ce 

dernier segment présente une très grande adaptibilité au sein des différents complexes, et 

notamment les résidus Arg8 et Ser9 qui peuvent adopter plusieurs conformations suivant les 

complexes (Figure 37).  
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Figure 37 : Représentation schématique de la surface de nDsbD impliquée dans l’interaction 
avec différents partenaires (d’après Stirnimann et al., 2005). 
(A) complexe nDsbD-SS-CcmG, (B) complexe nDsbD-SS-DsbC, (C) complexe nDsbD-SS-cDsbD.  
Les résidus de la DsbD impliqués dans les trois complexes sont représentés en vert ; les résidus 
impliqués dans une interaction spécifique sont représentés en bleu ; l’Arg8 est représentée en violet et 
la Cys109 impliquée dans le pont disulfure intermoléculaire est représentée en jaune. La région cap 
loop est entourée par un rond noir. 
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Objectifs 

 
 Les travaux réalisés sur les Msr par notre équipe avant que je ne débute mon projet de 

thèse avaient permis de mettre en évidence un mécanisme catalytique original, à trois étapes, 

de réduction d’une fonction sulfoxyde par des thiols commun aux MsrA et aux MsrB. La 

vitesse de la première étape de ce mécanisme, appelée l’étape réductase, est très rapide. 

L’étape réductase aboutit à la formation d’un intermédiaire acide sulfénique sur la Cys 

catalytique ainsi qu’à la libération d’une mole de Met par mole d’enzyme. Au cours de la 

deuxième étape, un pont disulfure intramoléculaire est formé entre la Cys catalytique et la Cys 

de régénération avec la libération d’une molécule d’eau. La dernière étape conduit à la 

régénération des Msr sous forme réduite via l’intervention de la Trx. Le fait que les MsrA et 

MsrB soient structuralement différentes alors que leur mécanisme catalytique est semblable 

posait la question de la nature des résidus impliqués dans la catalyse des trois étapes et dans la 

spécificité structurale vis-à-vis du substrat sulfoxyde et du partenaire réducteur.  

 Les études menées sur le mécanisme, la catalyse et la spécificité structurale des Msr 

ont été réalisées sur les domaines MsrA et MsrB isolés de la protéine PilB de N. meningitidis, 

protéine périplasmique à trois domaines structuraux. Le domaine N-terminal porte une 

activité disulfure oxydoréductase de type Trx, recyclant les activités réductases des domaines 

Msr de PilB. Ce domaine N-terminal a plus précisément un repliement structural de type 

DsbE. Ces DsbE sont connues pour être des disulfure oxydoréductases périplasmiques 

impliquées dans la maturation des cytochromes c.  

 

 Dans ce contexte, mon travail de thèse avait pour objectif principal la caractérisation 

des résidus du site actif de la MsrA de N. meningitidis impliqués d’une part dans la catalyse 

de l’étape réductase et d’autre part dans la spécificité structurale vis-à-vis du substrat 

sulfoxyde et de la Trx. Le fait que le domaine N-terminal de la protéine PilB possède un 

repliement de type DsbE m’a conduit à initier un projet consacré à la caractérisation des 

disulfure oxydoréductases périplasmiques de N. meningitidis, dans le but d’identifier les 

facteurs moléculaires et structuraux impliqués dans la reconnaissance sélective de leurs 

différents partenaires : apocytochrome c et domaines Msr. 
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 Les résultats sont présentés en deux parties : 

 

 La première partie, sous forme de deux publications complétées par des résultats non 

publiés, est consacrée à la caractérisation des acides aminés de la MsrA de N. meningitidis 

impliqués dans la catalyse de l’étape réductase ainsi que dans la reconnaissance du substrat 

sulfoxyde. 

 

 La deuxième partie est consacrée à la caractérisation des trois disulfure 

oxydoréductases périplasmiques putatives de N. meningitidis, dans le but d’identifier la DsbE 

de N. meningitidis et de comparer ses propriétés à celles du domaine N-terminal de PilB 

L’état d’avancement du projet est présenté. 

 

 Une autre publication et un article de revue sont joints en annexe. La publication est 

issue de notre collaboration avec l’équipe du Dr. M. Ruiz Lòpez, sur l’étude d’une réaction 

modèle de l’étape réductase des Msr par une approche de chimie théorique : la réaction de 

réduction du diméthylsulfoxyde (DMSO) par du méthanethiol. L’article de revue, qui est sous 

presse, fait l’état actuel des connaissances sur les facteurs structuraux et moléculaires 

impliqués dans la catalyse et la spécificité structurale des Msr. 

 

 L’ensemble des résultats est discuté dans la partie Discussion/Perspectives. 

 



 
 
 
 
 
 
 

Résultats 
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Partie I : Caractérisation des acides aminés de la MsrA de N. meningitidis 

impliqués dans la catalyse de l’étape réductase et dans la reconnaissance du 

substrat sulfoxyde 
 

Comme cela est décrit dans l’Introduction (paragraphe I.5.4.1, page 19), l’examen des 

alignements de séquence ainsi que des structures tridimensionnelles des MsrA d’E. coli, B. 

taurus, M. tuberculosis et N. meningitidis montrait la présence dans le site actif de résidus 

conservés donc potentiellement impliqués dans la catalyse et/ou la reconnaissance du substrat 

sulfoxyde (figure 1, publication 2). Ainsi trois sous-sites ont pu être définis : 

- le premier sous-site hydrophile est composé des résidus invariants Tyr82, Glu94 et 

Tyr134 qui sont bien positionnés pour que leurs chaînes latérales interagissent, via des 

liaisons H, avec l’oxygène de la fonction sulfoxyde du substrat dans le complexe Michaelien 

et ainsi stabiliser la forme polarisée de la fonction sulfoxyde. Dans ce contexte, le résidu 

Glu94 pouvait également jouer le rôle de catalyseur acide/base général.  

- le second sous-site est constitué des résidus invariants Phe52 et Trp53, qui forment 

une poche hydrophobe dans laquelle peuvent se fixer les groupements ε-méthyle et γ-

méthylène du substrat. De plus, les résidus invariants His186 et Tyr189 en formant 

respectivement une liaison H et une interaction de type « stacking » avec le noyau indole du 

Trp53, conduisent à un positionnement défini du noyau indole. Ces quatre résidus étaient 

donc de bons candidats pour fixer efficacement le substrat, directement pour les résidus Phe52 

et Trp53, et indirectement pour les résidus His186 et Tyr189. 

- le dernier sous-site est constitué de deux autres résidus invariants, Asp129 et Tyr197, 

qui sont positionnés dans la structure de la MsrA de M. tuberculosis pour interagir avec le NH 

de la chaîne principale de la Met-1 qui occupe le site actif. Ces résidus pourraient être 

impliqués dans la reconnaissance de la chaîne principale du substrat.  

Afin de valider ou non ces hypothèses, nous avons réalisé une étude sur la MsrA de N. 

meningitidis en utilisant une approche d’ingénierie protéique par mutagenèse dirigée couplée 

à la caractérisation des paramètres cinétiques des différents variants générés. Les pKa 

apparents des résidus impliqués dans la catalyse de l’étape réductase ont également été 

déterminés. L’enzyme sauvage ainsi que les variants du résidu Glu94 ont été caractérisés 

essentiellement par  le Dr. Mathias Antoine. Quant à moi, j’ai plus particulièrement 

caractérisé les variants des résidus Phe52, Trp53, Tyr82, Asp129, Tyr134, His186, Tyr189 et 

Tyr197. 
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Les résultats obtenus ont montré que le premier sous-site, dans lequel se trouve 

l’oxygène de la fonction sulfoxyde, joue un rôle essentiel dans la catalyse de l’étape réductase 

(publication 1), alors que les deux autres sous-sites sont impliqués dans la fixation du substrat 

(publication 2).  

Les résultats sont présentés en deux parties correspondant aux deux publications, 

suivies d’une troisième partie consacrée à l’étude de la spécificité de la MsrA vis-à-vis d’un 

substrat protéique, la protéine L7/L12 d’E. coli. 

 

 I.1 Résidus impliqués dans la catalyse de l’étape réductase 

 

  I.1.1 Résumé des résultats 

 

 Afin de mettre en évidence le rôle des résidus Tyr82 et Tyr134, les variants Y82F, 

Y134F et Y82F/Y134F de la MsrA ont été générés. Pour tous ces variants, aucune 

modification significative de l’affinité apparente de l’enzyme pour le substrat 

AcMetSONHMe, déterminée pour la première étape et exprimée par la valeur de la constante 

KS, n’a été observée. En revanche, si la substitution d’un seul résidu Tyr en Phe n’entraîne 

qu’une faible diminution de la constante de vitesse maximale de l’étape réductase (kmax) 

(facteur 16 et 3 respectivement pour les variants Y82F et Y134F), la substitution simultanée 

des deux résidus engendre une diminution importante, d’un facteur 2.104, de la constante kmax. 

Ces résultats montrent que ces deux résidus sont impliqués dans la catalyse de l’étape 

réductase et non pas dans la reconnaissance du substrat sulfoxyde. Les résultats obtenus sur 

les variants du Glu94 montrent que ce résidu joue un rôle essentiel dans la catalyse de l’étape 

réductase, compatible avec un rôle de catalyseur acide. 

Dans l’enzyme sauvage, la vitesse de l’étape réductase dépend de la déprotonation 

d’un seul groupement ionisable, le groupement thiol de la Cys51 catalytique. C’est également 

le cas pour tous les variants de MsrA générés. Le pKa apparent de ce groupement ionisable est 

de 9,3 dans l’enzyme sauvage libre et de 5,7 dans le complexe MsrA 

sauvage/AcMetSONHMe. Pour les différents variants générés, le pKa apparent dans le 

complexe MsrA/AcMetSONHMe est compris entre 7,5 et 9,5, ce qui montre que les résidus 

Glu94, Tyr82 et Tyr134 sont impliqués, directement ou indirectement, dans l’abaissement du 

pKa apparent de la Cys catalytique lors de la formation du complexe Michaelien.  
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  I.1.2 Publication 1 

 

Mathias ANTOINE, Adeline GAND, Sandrine BOSCHI-MULLER et Guy BRANLANT 

(2007) Characterization of the amino acids from N. meningitidis MsrA involved in the 

chemical catalysis of the methionine sulfoxide reduction step. J. Biol. Chem., 281, 39062-70. 

 

Pages 66 à 74 
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I.2 Résidus impliqués dans la reconnaissance du substrat sulfoxyde 

 

  I.2.1 Résumé des résultats 

 

 Pour les résidus Phe52 et Trp53, les variants F52L, W53A et W53F ont été générés, 

d’autres variants en position 52 tels que F52A n’ayant pu être produits. Les paramètres 

cinétiques de l’étape réductase obtenus pour les variants F52L et W53F montrent une 

diminution importante de la constante de vitesse de deuxième ordre (k2 AcMetSONHMe), 

respectivement d’un facteur 745 et 1000, reflétant à la fois une diminution de l’affinité 

apparente vis-à-vis du substrat (KS) et une diminution de la constante de vitesse maximale de 

l’étape réductase (kobs max). Dans le cas du variant W53A, les résultats obtenus à l’état 

stationnaire montrent une diminution importante de l’affinité apparente (augmentation d’un 

facteur 1300 de la valeur du KM) avec une diminution du kcat d’un facteur 10. Pour les résidus 

His186 et Tyr189, deux types de variants ont été générés : d’une part les variants H186N et 

Y189F, qui conservent la possibilité d’interagir avec le noyau indole du résidu Trp53 via 

respectivement une liaison H et une interaction de type « stacking », et d’autre part les 

variants H186A et Y189A incapables d’interagir avec le Trp53. Pour les variants H186A et 

Y189A, une diminution du k2 AcMetSONHMe est observée, reflétant une diminution de l’affinité 

apparente vis-à-vis du substrat (KS) ainsi qu’une diminution de la constante de vitesse de 

l’étape réductase (kobs max). Les valeurs de KS, kobs max et k2 AcMetSONHMe obtenues pour les 

variants H186N et Y189F sont du même ordre de grandeur que celles obtenues pour la MsrA 

sauvage. 

Pour les résidus Asp129 et Tyr197, les paramètres cinétiques des variants D129A, 

D129N, Y197A et Y197F ont été déterminés à la fois à l’état stationnaire et pour l’étape 

réductase. La valeur du k2 AcMetSONHMe de l’étape réductase est diminuée pour tous les variants 

générés (facteur variant de 3 à 37), reflétant essentiellement un effet sur l’affinité apparente de 

l’enzyme pour son substrat. Les paramètres cinétiques de ces variants ont également été 

déterminés avec la MetSO ou le DMSO comme substrat. 

L’ensemble de ces résultats montre l’existence de deux sites de reconnaissance du 

substrat sulfoxyde dans les MsrA. D’une part, une poche hydrophobe qui joue un rôle majeur, 

constituée des deux résidus Phe52 et Trp53, le noyau indole de ce dernier étant positionné de 

façon adéquate par des interactions spécifiques avec les chaînes latérales des résidus His186 

et Tyr189, et d’autre part un site de reconnaissance de la chaîne principale du substrat 

constitué des chaînes latérales des résidus Asp129 et Tyr197.  
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  I.2.2 Publication 2 

 

Adeline GAND, Mathias ANTOINE, Sandrine BOSCHI-MULLER et Guy BRANLANT 

(2007) Characterization of the amino acids involved in substrate specificity of Methionine 

Sulfoxide Reductase A. J. Biol. Chem., 282, 20484-91. 

 

Pages 77 à 84 
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 I.3 Etude d’un substrat protéique : la protéine L7/L12 d’E. coli 

 

 Les études cinétiques de l’étape réductase montrent que les MsrA présentent une faible 

affinité apparente pour un substrat sulfoxyde, même protégé type AcMetSONHMe (KS = 55 

mM). Une hypothèse pour expliquer cette faible affinité serait que les résidus adjacents à la 

MetSO joueraient un rôle dans la reconnaissance, bien que l’examen des séquences de 

protéines substrat ne montrent pas de séquence signature particulière autour de la MetSO. 

Pour confirmer ou infirmer cette hypothèse, la stratégie retenue a consisté à déterminer les 

paramètres cinétiques de l’étape réductase de la MsrA pour la protéine L7/L12, dont les Met 

ont été oxydées en MetSO. En effet, la protéine L7/L12 ainsi oxydée a été décrite comme 

étant un substrat des MsrA (Brot et al., 1980, Introduction, paragraphe I.4.2.3, page 12). 

 La séquence codant la protéine L7/L12 a été clonée à partir de l’ADN génomique d’E. 

coli dans un vecteur permettant l’expression de la protéine avec un étiquette His du côté N-

terminal. Cette protéine a été produite en quantité suffisante pour réaliser notre étude et 

obtenue pure après chromatographie d’affinité sur complexe Ni2+ (IMAC). Le rendement 

obtenu est de 125 mg par litre de culture. La pureté de la protéine a été vérifiée sur gel SDS-

PAGE 12,5% (Figure 38) ainsi que par la détermination de la masse par spectrométrie de 

masse électrospray en conditions dénaturantes (Résultat non montré).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Gel SDS-PAGE bilan de purification de la protéine L7/L12 portant une étiquette His 
du côté N-terminal 
1 : Marqueur de taille, 2 : extrait cellulaire, 3 : surnageant de sonication, 4 : échantillon après 
chromatographie d’affinité sur complexe Ni2+ (IMAC). Les productions ont été réalisées dans des 
cellules BL21 (DE3). L’expression est induite par ajout d’IPTG à 1 mM lorsque la DO600 nm est de 0,6, 
puis les cultures sont laissées sous agitation à 37°C pendant 18 H.  
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L’oxydation des trois Met de la protéine L7/L12 a été réalisée en présence de 0,1 % 

d’H2O2 et de 50 % d’acide acétique permettant de rendre les Met accessibles pour 

l’oxydation. Lorsque les Met de L7/L12 sont oxydées, le dimère est dissocié et la protéine se 

retrouve alors à l’état monomérique. L’oxydation des trois résidus Met a été vérifiée par 

spectrométrie de masse électrospray en conditions dénaturantes (résultats non montrés). 

Les paramètres cinétiques de l’étape réductase de la MsrA sauvage ont été déterminés 

avec comme substrat la protéine L7/L12 oxydée au niveau de ses trois résidus Met en sous-

saturation. En effet, les expériences réalisées avec un appareil de cinétique rapide (« stopped-

flow ») consomment une grande quantité de substrat et au vu des protocoles de purification et 

d’oxydation de la protéine L7/L12, il nous était impossible d’obtenir de fortes concentrations 

en substrat. Les expériences ont donc été réalisées en faisant varier la concentration en 

substrat de 8 à 75 µM (soit 24 à 225 µM compte tenu de la présence de 3 MetSO par 

monomère). Les résultats obtenus s’ajustent sur l’équation d’une droite (y = ax + b) ce qui 

permet d’obtenir une valeur de k2 de 2,7.104 M-1.s-1 (Figure 39), similaire à celle obtenue avec 

le substrat AcMetSONHMe (k2 = 1,4.104 M-1.s-1). De plus, les vitesses mesurées avec la 

protéine L7/L12 comme substrat sont équivalentes à celles obtenues avec le substrat 

AcMetSONHMe, pour des concentrations équivalentes. Ces résultats montrent que le fait que 

les constantes k2 soient similaires pour les deux substrats reflète des constantes kobs max et KS 

elles aussi similaires. L’affinité apparente de la MsrA pour L7/L12 n’est donc pas améliorée 

par rapport à celle pour l’AcMetSONHMe. Ceci confirme, comme attendu d’après l’absence 

de séquence signature, que les résidus adjacents à la MetSO dans les protéines n’interviennent 

pas dans la reconnaissance. 
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Figure 39 : Détermination des paramètres cinétiques de l’étape réductase de la MsrA sauvage de 
N. meningitidis avec la protéine L7/L12 oxydée comme substrat. 
Les vitesses ont été mesurées en suivant la variation du message d’émission de fluorescence de 
l’enzyme qui passe de la forme réduite à la forme pont disulfure, à l’état pré-stationnaire grâce à un 
appareil de mélange rapide. Les mesures sont réalisées à 25°C dans du tampon Tris-HCl 50 mM, 
EDTA 2 mM, pH 8,0. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 284 nm et l’émission de 
fluorescence est collectée au travers d’un filtre de seuil égal à 320 nm. Le mélange réactionnel 
comporte : la protéine L7/L12 oxydée (en concentrations variables) et MsrA (10 µM). Les valeurs 
expérimentales ont été ajustées par régression linéaire à l’équation d’une droite y = ax + b qui donne 
une valeur de k2 de (2,7 ± 0,5).104 M-1.s-1.  
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Partie II : Les disulfure oxydoréductases périplasmiques de N. meningitidis 
 

 Les études menées au laboratoire sur le mécanisme, la catalyse et la spécificité 

structurale des MsrA et B ont été réalisées sur les domaines MsrA et MsrB isolés de la 

protéine PilB de N. meningitidis. PilB est une protéine périplasmique à trois domaines, 

contenant deux domaines Msr et un domaine supplémentaire à l’extrémité N-terminale, 

appelé domaine N-ter. Récemment, il a été montré que ce domaine N-ter est capable de 

réduire les domaines MsrA, certes avec une faible efficacité, et MsrB de N. meningitidis (Wu 

et al., 2005), qu’il possède un repliement caractéristique des protéines de type DsbE 

(Ranaivoson et al., 2006) et qu’il est réduit par le domaine N-terminal de la protéine 

transmembranaire DsbD (nDsbD) (Brot et al., 2006). Comme décrit dans l’Introduction 

(paragraphe I.3.2 p50), les DsbE sont des disulfure oxydoréductases périplasmiques, 

appartenant à la famille des Trx, impliquées dans la maturation des cytochromes c, plus 

précisément dans la réduction du pont disulfure intramoléculaire entre les deux Cys de 

l’apocytochrome c, ces deux Cys sous forme réduite formant un lien covalent avec l’hème 

générant l’holocytochrome c. De plus, les DsbE sont réduites par le domaine nDsbD 

(Stirnimann et al., 2006). Ainsi, bien que possédant un repliement identique, le domaine N-ter 

et les DsbE semblent avoir des cibles différentes mais le même partenaire réducteur. Quels 

sont alors les facteurs structuraux et moléculaires permettant d’une part la reconnaissance 

spécifique de leurs cibles et d’autre part leur interaction avec le même partenaire réducteur ?  

 Pour essayer de répondre à ces questions, une étude des relations structure-fonction du 

domaine N-ter de PilB de N. meningitidis d’un côté, et d’une DsbE de l’autre, a été entreprise. 

La caractérisation du domaine N-ter est réalisée par Laure Selme, et je me suis intéressée pour 

ma part à l’étude de la DsbE. L’examen du génome de N. meningitidis suggérait l’existence 

d’un système de maturation de type II, bien qu’aucune « DsbE-like » n’avait pu être identifiée 

(Tinsley et al., 2004 ; Sinha et al., 2004). Des recherches par identité de séquence dans le 

génome de N. meningitidis (sérogroupe C) montrent l’existence de trois disulfure oxydo-

réductases putatives périplasmiques, que l’on a nommé DsbE1, DsbE2 et DsbE3, d’où la 

question : sont-elles impliquées dans le système de maturation des cytochromes c, processus 

vital pour la fonctionnalité du système de transport d’électrons de cette bactérie pathogène ? 

De plus, qu’en est-il du rôle respectif de ces DsbE putatives et du domaine N-terminal ? Y a-t-

il redondance ? Sinon, comment peut-on expliquer la sélectivité de cible des DsbE putatives 
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pour les apocytochromes c et du domaine N-terminal pour les domaines Msr ? La DsbD est-

elle le partenaire réducteur de ces trois DsbE putatives ? 

 L’étude de ces trois DsbE putatives a donc été entreprise par différentes approches : 1) 

la caractérisation in vitro de formes solubles de ces trois protéines, 2) l’étude du mécanisme 

de réduction d’une cible potentielle de type apocytochrome c et de réduction par le domaine 

N-terminal de la DsbD (nDsbD) de N. meningitidis, et 3) une approche fonctionnelle via la 

complémentation de différentes souches bactériennes déficientes en DsbE.  

Les techniques utilisées pour ces différentes approches ont dû être mises au point. La 

protéine DsbE3t n’ayant pas été obtenue sous forme soluble, toutes les études ont été réalisées 

uniquement sur la DsbE1t et la DsbE2t. 

 

 II.1 Analyse des séquences des DsbE1, DsbE2 et DsbE3 

 

 L’analyse des alignements de séquences de la CcmG d’E. coli, de ResA de B. subtilis 

et de CcsX de B. pertussis avec les trois DsbE putatives de N. meningitidis pouvait donner 

une première indication quant au rôle de ces des trois DsbE putatives (Figure 40). Tout 

d’abord, les pourcentages d’identité de séquences entre les trois DsbE de N. meningitidis et 

les protéines ResA et CcsX sont respectivement de 33 et 35%, 11 et 18% et 21 et 23%. ResA 

et CcsX ont été prises comme référence étant donné que chez B. subtilis et B. pertussis, le 

système de maturation des cytochromes c est un système de type II, tout comme chez N. 

meningitidis. Au vu de ces pourcentages, il semblerait que la DsbE1 soit la protéine la plus 

proche des DsbE en terme de séquence protéique. Les DsbE possèdent certaines 

caractéristiques structurales supplémentaires par rapport à des protéines de type Trx 

classiques, à savoir : une extension N-terminale structurée en épingle à cheveux et qui 

contient deux brins β, une insertion centrale, une région très conservée appelée région 

« Fingerprint » ainsi qu’un site actif composé d’acides aminés acides : Glu86, Glu145 et 

Asp107 dans la CcmG d’E. coli (Ouyang et al., 2006 ; Edeling et al., 2002).  

Les protéines DsbE2 et DsbE3 possèdent toutes les deux une séquence signature de type 

WCXXC, contrairement à la protéine DsbE1 qui elle présente une séquence signature un peu 

particulière où le résidu Trp localisé en amont de la Cys catalytique est remplacé par une Ser. 

Néanmoins, il est à noter que la protéine CcsX de B. pertussis, qui est décrite intervenir dans 

la maturation des cytochromes c, possède un site actif similaire avec une Ser à la place du Trp 

habituellement retrouvé en amont de la Cys catalytique. Il est intéressant de noter que la  
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DsbE2 possède une séquence signature retrouvée chez les Trx, à savoir une signature 

WCGPC. Cette DsbE2 pourrait donc être une Trx périplasmique réduisant des ponts 

disulfures intramoléculaires de protéines périplasmiques mais non impliquée dans la 

maturation des cytochromes c. L’examen des alignements de séquences (Figure 40) montre 

que les trois DsbE putatives semblent posséder une insertion centrale (résidus 110 à 133) qui 

n’est pas présente dans la séquence de la Trx1 d’E. coli. Il est un peu plus difficile de se 

prononcer quant à la région N-terminale en épingle à cheveux puisqu’à partir des alignements 

de séquences, il est impossible de savoir si les trois DsbE putatives possèdent une extension 

N-terminale structurée en épingle à cheveux et composée de deux brins β. En ce qui concerne 

la région « Fingerprint », si dans le cas des DsbE d’organismes possédant un système de 

maturation des cytochromes c de type I cette région est strictement conservée, il n’en est pas 

de même pour les DsbE d’organismes possédant un système de maturation des cytochromes c 

de type II (Figure 41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 41 : Alignement de séquences de la région « Fingerprint » de différentes DsbE. 
Sont représentées les régions « Fingerprint » des séquences de DsbE d’organismes possédant un 
système de maturation des cytochromes c de type I (E. coli, Nitrobacter winogradskyi, Mesorhizobium 
loti, Legionella pneumophilae, B. japonicum), des séquences d’organismes possédant un système de 
maturation des cytochromes c de type II (B. subtilis, B. pertussis) ainsi que les trois séquences des 
DsbE putatives de N. meningitidis (N. men DsbE1, DsbE2 et DsbE3).  
 

Dans le site actif de la CcmG d’E. coli, trois résidus acides sont présents, deux résidus 

Glu (Glu86, Glu145) et un résidu Asp (Asp107). Aucun de ces trois résidus n’est conservé 

dans la DsbE3. Par contre dans les DsbE1 et DsbE2, le résidu Glu86 et un Asp, 

respectivement en position 107 et 108 pour la DsbE1 et la DsbE2, sont bien conservés. Il est à 

noter que le second Glu est localisé au niveau de la région « Fingerprint » qui n’est pas 

conservée dans les DsbE appartenant à un système de maturation de type II. 

. . 140 145 
E. coli 
N. winogradskyi 
M. loti 
L. pneumophila 
B. japonicum 
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B. pertusis 
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 II.2 Etudes in vitro des trois DsbE putatives  

 

  II.2.1 Production et purification des formes solubles des trois DsbE 

 

 Un préalable à toute étude était de pouvoir disposer des trois DsbE sous forme soluble 

et en grande quantité. Pour cela, différentes constructions ont été réalisées afin de produire 

des formes cytoplasmiques solubles (délétion de la séquence codante correspondant à la 

séquence d’export de la protéine vers le périplasme et à la séquence permettant la fixation à la 

membrane cytoplasmique). Nous avons ainsi réussi à produire les trois DsbE « tronquées » 

dans le cytoplasme en quantité suffisante pour pouvoir réaliser notre étude (Figure 42). Ces 

protéines sont appelées DsbE1t, DsbE2t et DsbE3t et leurs masses théoriques respectives sont 

de 14966, 15318 et 13424 Da. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 42 : Analyse sur gel SDS-PAGE des productions des protéines DsbE1t (A), DsbE2t (B) et 
DsbE3t (C) 
1 : Marqueur de taille ; 2 : Extrait cellulaire. Les productions ont été réalisées dans des cellules 
BL21(DE3) pour la DsbE1t et la DsbE2t et dans des cellules C41 pour la DsbE3t. L’expression des 
protéines est induite par ajout d’IPTG à 1 mM lorsque la DO600nm est de 0,6, puis les cultures sont 
laissées sous agitation à 37°C pendant 18 h. 

 

L’analyse par électrophorèse SDS-PAGE des fractions solubles et insolubles après 

sonication des différents culots cellulaires a montré que les DsbE1t et DsbE2t étaient solubles 

alors que la DsbE3t était insoluble (résultats non montrés). Il reste donc encore à mettre au 

point un protocole de purification adapté permettant de disposer de la DsbE3t pure, sous 

forme soluble et en quantité suffisante pour l’étudier.  
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 Des protocoles de purification ont été mis au point pour la DsbE1t et la DsbE2t. Pour 

ces deux protéines, les protocoles utilisés sont similaires et font intervenir, après l’étape de 

sonication, une étape de purification par filtration sur gel et une étape de purification par 

chromatographie échangeuse d’anions. Il est à noter que pour la DsbE2t une étape 

supplémentaire de précipitation au sulfate d’ammonium à 65% est réalisée avant la 

chromatographie par gel filtration. Les rendements obtenus sont respectivement de 144 et 50 

mg par litre de culture pour la DsbE1t et la DsbE2t. La pureté des protéines a été vérifiée sur 

gel SDS-PAGE 12,5% (Figure 43) ainsi que par la détermination de la masse par 

spectrométrie de masse électrospray en conditions dénaturantes. Les groupements thiols libres 

ont également été dosés par le DTNB (résultats non montrés). Pour ces deux protéines, les 

deux Cys du site actif sont bien titrées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 43 : Gel SDS-PAGE bilan de purification de la DsbE1t (A) et de la DsbE2t (B). 
(A) 1 : Marqueur de taille, 2 : surnageant de sonication, 3 : échantillon après filtration sur gel 
(ACA54), 4 : échantillon après chromatographie échangeuse d’anions (Q-sépharose). 
(B) 1 : surnageant de sonication, 2 : surnageant de précipitation au sulfate d’ammonium 65%, 3 : culot 
de précipitation au sulfate d’ammonium 65%, 4 : échantillon après chromatographie par filtration sur 
gel (ACA54), 5 : échantillon après chromatographie échangeuse d’anions (Q-sépharose), 6 : 
concentrat, 7 : marqueur de taille. 
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  II.2.2 Caractérisation biochimique de la DsbE1t et de la DsbE2t 

 

   II.2.2.1 Détermination du potentiel redox de la DsbE1t et de la DsbE2t 

 

 Une technique couramment utilisée pour la détermination des potentiels redox à 

l’équilibre est basée sur une différence d’intensité de fluorescence existant entre les formes 

oxydées et réduites des protéines. Dans le cas de la Trx1 d’E. coli, cette augmentation de 

fluorescence est essentiellement attribuée au Trp situé juste en amont de la séquence signature 

CXXC, la formation du pont disulfure entraînant une diminution du signal d’émission de 

fluorescence du Trp. La DsbE2t possède également un Trp localisé juste avant sa séquence 

signature CXXC. Dans la DsbE1t, un Trp est aussi présent mais localisé quatre résidus en 

amont de la séquence signature.  

Nous avons donc dans un premier temps réalisé les spectres d’excitation et d’émission 

de fluorescence de la DsbE1t et de la DsbE2t sous forme réduite et oxydée. Ainsi, la DsbE1t 

sous forme réduite et oxydée présente un maximum d’excitation de fluorescence pour une 

longueur d’onde de 284 nm (Figure 44). Le maximum d’émission de fluorescence est retrouvé 

à 306 nm pour la forme oxydée et à 316 nm pour la forme réduite et l’intensité de 

fluorescence de la forme réduite de la protéine est très largement supérieure (90%) à celle de 

la forme oxydée. Ce résultat suggère, si l’on admet que la fluorescence observée est liée 

essentiellement à la présence du Trp, que comme dans le cas de la Trx1 d’E. coli, l’émission 

de fluorescence du Trp est diminuée par la formation du pont disulfure intramoléculaire. En 

ce qui concerne la DsbE2t, un maximum d’excitation de fluorescence est observé pour une 

longueur d’onde de 284 nm pour les formes réduite et oxydée. Le maximum d’émission de 

fluorescence est retrouvé à 320 nm pour la forme réduite et à 340 nm pour la forme oxydée et 

l’intensité de fluorescence de la forme oxydée de la protéine est supérieure de 20% à celle de 

la forme réduite. La variation d’émission de fluorescence entre la forme réduite et la forme 

oxydée de la DsbE2t est donc inversée comparée à celles observées pour la Trx1 d’E. coli et 

la DsbE1t.  

Ces deux protéines présentent donc une différence d’émission de fluorescence entre 

leur forme réduite et oxydée, ce qui devrait permettre de déterminer le potentiel redox de ces 

protéines en utilisant cette différence d’intensité de fluorescence.  
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Figure 44 : Spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des DsbE1t (A), DsbE2t (B).  
La mesure est effectuée en tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. La concentration en 
protéine est de 10 µM. Les spectres d’excitation de fluorescence des formes réduites (bleu) et oxydées 
(rouge) des deux DsbEt sont représentés en pointillés (émission suivie à 340 nm) ; les spectres 
d’émission de fluorescence sont représentés en ligne pleine (excitation à 284 nm). L’oxydation des 
DsbE1t et DsbE2t se fait par ajout d’un excès de DTNB (100 µM de DsbE pour 300 µM de DTNB) en 
tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 pendant 20 min à température ambiante. L’excès de 
DTNB ainsi que TNB- formé est éliminé par passage sur colonne de dessalage EconoPac 10DG.  

 

La constante d’équilibre redox Kéq a été déterminée en se basant sur la variation du 

message de fluorescence des DsbEt à différents rapports de concentration de GSH/GSSG. Les 

formes oxydées des deux DsbEt ont été incubées en présence de 100 µM de GSSG avec des 

concentrations croissantes en GSH (0 à 180 mM) pendant 20 H. La fraction de DsbEt sous 

forme réduite à l’équilibre est calculée à partir des intensités de fluorescence des formes 

complètement oxydées et réduites des DsbEt.  

Les résultats ont été ajustés par régression non linéaire à l’équation 1, permettant la 

détermination de la valeur de la constante d’équilibre (Kéq). R correspond à la quantité de 

protéine sous forme réduite obtenue à l’équilibre.  

 

R = ([GSH]2/[GSSH]) / (Kéq + [GSH]2/[GSSH])  (Equation 1) 

 

Les constantes d’équilibre déterminées pour la DsbE1t et la DsbE2t sont 

respectivement de 0,27 ± 0,01 et 0,80 ± 0,01 M. Des potentiels redox de -0,230 et -0,237 V 

ont ainsi pu être déterminés respectivement pour les DsbE1t et DsbE2t à 25°C et à pH 7,0. 

Les potentiels redox ont été calculés grâce à l’équation de Nernst (Equation 2) en utilisant une 

valeur de -0,240 V pour le potentiel redox du glutathion (E’0 GSH/GSSG) (Aslund et al., 1997).  

Spectres fluorescence de la DsbE1 tronquée
29/03/07

Longueur d'onde (nm)

200 250 300 350 400 450 500

Intensité de fluorescence (U
A

)

0

20

40

60

80

100
In

te
ns

ité
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

e 
(U

A
) 

A 

Spectres de fluorecence de la DsbE2 tronquée
29/03/07

Longueur d'onde (nm)

200 250 300 350 400 450 500

Intensité de fluorescence (U
A

)

0

10

20

30

40

50

DsbE2 ox ém 
DsbE2 ox exc 
DsbE2 red ém 
DsbE2 red exc 

In
te

ns
ité

 d
e 

flu
or

es
ce

nc
e 

(U
A

) 

B 



Résultats : Disulfures oxydoréductases périplasmiques de N. meningitidis 
 

 96 

E’0 = E’0 GSH/GSSG – (RT/nF) ln Kéq   (Equation 2) 

 
Le potentiel redox mesuré pour les deux DsbEt est plus proche de celui des Trx 

cytoplasmiques (-0,230 à -0,270 V) et des DsbE (-0,217 to -0,175 V) que des PDI (-0,110 V) 

ou des DsbA (-0,124 V), ce qui suggère que ces deux protéines doivent être plutôt des 

protéines qui possèdent un rôle de réducteur.  

 

   II.2.2.2 Détermination des pKa des Cys  

 

La titration des pKa des Cys des DsbE1t et DsbE2t a été réalisée en utilisant le réactif 

chimique 2PDS pour des pH allant de 5,5 à 9,5 pour lesquels l’enzyme sauvage ainsi que les 

deux variants monocystéiniques sont stables. L’ajout de réducteur sur l’enzyme sauvage 

isolée après réaction avec le 2PDS n’entraîne pas de libération de pyridine-2-thione, ce qui 

montre que pour la DsbE1t comme pour la DsbE2t cette réaction entraîne la formation d’un 

pont disulfure intramoléculaire (résultats non montrés).  

Pour la DsbE1t sauvage, la réaction suit une cinétique de pseudo-premier-ordre avec la 

formation de deux moles de pyridine-2-thione par mole d’enzyme. La courbe représentant la 

constante k2 (constante de vitesse de pseudo-second ordre) en fonction du pH s’ajuste sur une 

monosigmoïde avec un pKapp supérieur à 9 et un k’ de 1.105 M-1.s-1 (Figure 45). Afin de 

pouvoir assigner plus précisément un pKapp à chacune des Cys du site actif, leurs pKapp ont 

été déterminés par la même technique pour les deux variants DsbE1t C34A et C37A. Les 

résultats obtenus montrent des pKapp supérieurs à 9 pour les Cys34 et Cys37 respectivement 

avec des valeurs de k’ respectivement de 2,4.104 et 29,6 M-1.s-1. Si pour les deux Cys les 

pKapp sont du même ordre de grandeur avec des valeurs supérieures à 9, leur constante de 

vitesse varie d’un facteur 800. Ceci peut s’expliquer soit par une différence de réactivité entre 

ces deux Cys, soit par une différence d’accessibilité. Des études précédentes ont permis de 

montrer que la Cys du glutathion, assimilée à une Cys libre, présentait un pKa de 8,8 et une 

valeur de k’ de 5,34.104 M-1.s-1 (Marchal et al., 1999). La Cys34 présente une réactivité 

similaire à celle d’une Cys libre non activée. Par contre, la Cys37 présente une réactivité 

beaucoup plus faible, ce qui reflète probablement un problème d’accessibilité de cette Cys 

dans le mutant C34A.  

Le fait que dans l’enzyme sauvage les deux Cys réagissent avec la même vitesse peut 

s’expliquer par le fait que dans ces conditions, la Cys37 attaque la Cys34 pour former un pont 
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disulfure intramoléculaire et n’attaque pas le 2PDS, la réaction intramoléculaire étant une 

réaction très favorable. Au vu des valeurs de pKapp élevées pour les deux Cys ainsi que de la 

valeur du k2, la Cys catalytique est accessible mais n’est pas activée dans l’enzyme libre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 45 : Variation en fonction du pH de la constante de pseudo second-ordre k2 de la réaction 
des groupements thiols de la DsbE1t de N. meningitidis sauvage (A) ou des variants C37A (B) et 
C34A (C) avec le 2PDS. 
Les expériences ont été réalisées à 25°C avec un polytampon Tris 120 mM, Imidazole 30 mM, acide 
acétique 30 mM de pH 5,5 à 9 pour l’enzyme sauvage et le variant C34A et de pH 5,5 à 9,5 pour le 
variant C37A. Pour chaque expérience, la concentration en enzyme est de 10 µM, celle en 2PDS est de 
200 µM. Les valeurs de k2 ont été ajustées à l’équation d’une monosigmoïde (f = y + (k’ / (1+10 (pKa-

pH))) et les paramètres obtenus sont les suivants : (A) pKapp = 9,7 ± 0,3 et k’ = (1,0 ± 0,7).105 M-1.s-1, 
(B) pKapp = 9,5 ± 0,1 et k’ = (2,4 ± 0,2).104 M-1.s-1 (C) pKapp = 10,5 ± 2,7 et k’ = 29,6 ± 0,1 M-1.s-1. 
Les points représentent les valeurs expérimentales et les traits continus représentent les ajustements. 
 

 La réaction de la DsbE2t sauvage avec le 2PDS donne un profil de variation de la 

DO343 nm en fonction du temps biexponentiel, reflétant deux vitesses de réaction et permettant 

la libération de deux moles de pyridine-2-thione par mole d’enzyme. Comme dit 

précédemment, au cours de cette réaction entre l’enzyme sauvage et le 2PDS, on observe la 
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formation d’un pont disulfure intramoléculaire. La seconde vitesse représente probablement la 

vitesse de l’attaque de la Cys33 sur l’intermédiaire Cys30-pyridine-2-thione, entraînant la 

libération d’une mole de pyridine-2-thione. Dans ces conditions, cette réaction ne peut pas 

être considérée comme une réaction de second ordre mais est une réaction de premier ordre.  

 La courbe, associée à la première vitesse, représentant la constante k2 en fonction du 

pH s’ajuste sur une monosigmoïde donnant des valeurs de pKapp supérieure à 9 avec un k’ de 

3,5.105  

M-1.s-1 (Figure 46). La courbe représentant la constante de vitesse observée (kobs) de formation 

du pont disulfure intramoléculaire, en fonction du pH donne une valeur de pKapp supérieur à 

9 pour la Cys33 avec une valeur de kobs max de 4,5 s-1. Les pKapp ont été déterminés par la 

même technique pour les deux variants C30A et C33A. Pour les variants C30A et C33A, les 

valeurs de pKapp obtenues sont toutes les deux supérieures à 9 avec des k’ de 7,7.104 M-1.s-1 

et 10,7.104 M-1.s-1 (Résultats non montrés). Ces résultats montrent que dans l’enzyme sauvage 

les deux Cys sont accessibles mais ne sont pas activées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 46 : Variation en fonction du pH des constantes de vitesse de la réaction de la DsbE2t 
sauvage de N. meningitidis avec le 2PDS. 
Les expériences ont été réalisées à 25°C avec un polytampon Tris 120 mM, Imidazole 30 mM, acide 
acétique 30 mM de pH 5,5 à 9. Pour chaque expérience, la concentration en enzyme est de 10 µM, 
celle en 2PDS est de 200 µM. La courbe noire représente la constante de pseudo second-ordre et la 
courbe rouge la constante de vitesse observée. Pour la courbe noire, les résultats obtenus ont été 
ajustés à l’équation d’une monosigmoïde (f = y + (k’ / (1+10 (pKa-pH))) et les paramètres obtenus sont 
les suivants : pKapp = 9,2 ± 0,1 et k’ = (3,5 ± 0,2).105 M-1.s-1. Pour la courbe rouge, les résultats 
obtenus ont été ajustés à l’équation d’une monosigmoïde (f = y + (kobs max / (1+10 (pKa-pH))) et les 
paramètres obtenus sont les suivants : pKapp = 10,6 ± 0,2 et kobs max = 4,5 ± 0,1 s-1. Les points 
représentent les valeurs expérimentales et les traits continus représentent les ajustements. 
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II.2.3 Réduction des DsbEt oxydées par la nDsbD 

 

Le clonage de la séquence codant la nDsbD, ainsi que la production et la purification 

de la protéine nDsbD de N. meningitidis ont été réalisés au laboratoire par Laure Selme. Les 

spectres d’émission de fluorescence des formes oxydées et réduites de la nDsbD étant 

identiques, la réduction des deux DsbEt oxydées sous forme pont disulfure par le domaine 

nDsbD de N. meningitidis a été suivie en se basant sur la différence d’émission de 

fluorescence des DsbEt lors de leur passage d’une forme oxydée à une forme réduite.  

Dans le cas de la DsbE1t oxydée, et pour des concentrations en nDsbD allant de 50 à 

400 µM, une augmentation du signal de fluorescence est observée. Les courbes obtenues 

s’ajustent sur l’équation d’une monoexponentielle croissante (y = ae-kobs.t + c) ce qui permet 

d’obtenir une valeur de kobs pour chaque concentration en nDsbD. La variation du kobs en 

fonction de la concentration en nDsbD s’ajuste à l’équation d’une droite et donne une valeur 

de k2 de 1.105 M-1.s-1 (Figure 47).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Cinétique de réduction de la DsbE1t par le domaine N-ter de la protéine DsbD 
(nDsbD). 
Les vitesses ont été mesurées en suivant la variation du message d’émission de fluorescence de la 
DsbE1t qui passe de sa forme oxydée à réduite, à l’état pré-stationnaire grâce à un appareil de 
cinétique rapide (Stopped-flow). Les expériences ont été réalisées à 25°C, en tampon Tris-HCl 50 
mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 284 nm et seules les longueurs 
d’ondes d’émission supérieures à 320 nm sont collectées grâce à un filtre. La concentration en DsbE1t 
sous forme oxydée est de 10 µM et celle en nDsbD réduite varie de 50 à 400 µM. Les valeurs 
expérimentales obtenues ont été ajustées à l’équation d’une droite (y = ax + b) qui donne une valeur de 
k2 de (1,0 ± 0,1).105 M-1.s-1. 
 

 En ce qui concerne la DsbE2t, dans les mêmes conditions, aucune variation de signal 

d’émission de fluorescence n’a pu être observée en présence de nDsbD réduite jusqu’à une 

concentration de 400 µM. Ceci peut être dû soit au fait que le DsbE2t sous forme oxydée n’est 
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pas réduite par la protéine nDsbD, soit à un problème de sensibilité de la technique. Pour s’en 

assurer, la DsbE2t oxydée est incubée en présence de nDsbD réduite pendant 10 min et les 

deux protéines sont ensuite séparées par chromatographie échangeuse d’anions. Le dosage des 

groupements thiols libres sur ces deux protéines montre que la DsbE2t se retrouve sous forme 

réduite alors que la nDsbD est sous forme oxydée. Le domaine N-terminal de la protéine 

DsbD est donc bien capable de réduire la DsbE2t. 

 

II.2.4 Réduction d’un apocytochrome c oxydé par les DsbEt 

 

   II.2.4.1 Production/purification d’un apocytochrome c oxydé 

 

Un pré-requis pour pouvoir tester la capacité des DsbE à réduire un apocytochrome c 

oxydé était d’obtenir de l’apocytochrome c en quantité suffisante. Nous avons décidé de nous 

intéresser plus particulièrement au cytochrome c’ de N. meningitidis, qui est décrit être 

impliqué dans la résistance au NO. La production ainsi que la purification de ce cytochrome 

c’ avait été récemment décrite (Huston et al., 2005). Cependant, ce protocole décrit une 

production du cytochrome c’ dans le périplasme ce qui aboutit à l’obtention de cytochrome c’ 

mature mais en assez faible quantité. Par ce protocole, nous avons obtenu effectivement du 

cytochrome c’ sous forme holo. Pour obtenir une grande quantité de cytochrome c’ sous 

forme apo, nous avons mis au point un nouveau protocole de production de l’apocytochrome 

c’ dans le cytoplasme.  

Le cytochrome c’ a été produit sous une forme tronquée soluble (délétion de la 

séquence codante correspondant à la séquence d’export au périplasme ainsi qu’à la séquence 

d’ancrage à la membrane). Un protocole de purification a ensuite été élaboré, qui a permis 

d’obtenir l’apocytochrome c’ pur. Comme pour les DsbE1t et DsbE2t, la pureté de la protéine 

a été vérifiée sur gel SDS-PAGE (Figure 48) ainsi que par spectrométrie de masse 

électrospray en conditions dénaturantes (résultats non montrés). Le rendement de cette 

purification est de 53 mg par litre de culture.  
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Figure 48 : Gels SDS-PAGE de production (A) et de purification (B) de l’apocytochrome c’ de N. 
meningitidis. 
(A) 1 : marqueur de taille, 2 : extrait cellulaire. Les productions ont été réalisées dans des cellules 
BL21(DE3). Les cultures sont induites à l’IPTG lorsque la DO600 nm est de 0,6 et les cellules sont 
laissées sous agitation pendant 3 H à 37°C. 
(B) 1 : marqueur de taille, 2 : surnageant de sonication, 3 : échantillon après chromatographie par 
filtration sur gel (ACA54), 4 : échantillon après chromatographie échangeuse d’anions (Q-sépharose), 
5 : échantillon après chromatographie hydrophobe (Phényl-sépharose). 
 

Les spectres d’absorbance de la protéine ont été réalisés de 350 à 600 nm afin de 

vérifier que la protéine est bien sous forme apo. En effet, lorsque les cytochromes c sont sous 

forme holo, ils présentent un spectre d’absorbance caractéristique composé de trois pics 

d’absorbance dans la région visible : les bandes γ (415 nm) (ou de Soret), β (500 nm) et α 

(650 nm). Lorsque le cytochrome c se retrouve sous forme apo, aucune bande n’est 

observable entre 350 et 750 nm. Le spectre du cytochrome c’ obtenu après purification ne 

présente aucune des trois bandes d’absorbance caractéristique de la présence de l’hème, ce qui 

montre que le cytochrome c’ purifié est bien sous forme apocytochrome (Figure 49). 
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Figure 49 : Spectres d’absorbance du cytochrome c’ de N. meningitidis sous forme holo et apo. 
Les spectres d’absorbance sont réalisés à 25°C, en tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. 
Les concentrations en cytochromes c’ sous forme holo et apo sont de 100 µM et les spectres 
d’absorbance sont réalisés pour des longueurs d’onde allant de 350 à 750 nm. Le spectre d’absorbance 
de la forme holo du cytochrome c’ de N. meningitidis est représenté en rouge et le spectre du 
cytochrome c’ obtenu après purification est représenté en vert.  
 

 Les spectres de dichroïsme circulaire réalisés sur l’holocytochrome c’ présentent deux 

bandes négatives à 208 et 222 nm, caractéristiques d’une structuration en hélice α (Figure 50). 

Ceci était attendu puisque les cytochromes c’ sont constitués de quatre hélices α. Ces deux 

bandes négatives sont également retrouvées sur les spectres réalisés sur l’apocytochrome c’ 

réduit et oxydé, ce qui prouve que ces deux formes d’apocytochrome c’ sont également bien 

structurées en hélice α. La structure préexiste donc dans la forme apo même si une différence 

significative des spectres est observée entre les formes holo et apo oxydée par rapport à la 

forme apo réduite à 222 nm, ce qui montre une différence du taux en hélice α (Figure 50). La 

différence observée à 208 nm n’est pas significative et ne peut pas être interprétée en terme de 

différence de structuration des protéines les unes par rapport aux autres.  
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Figure 50 : Spectres de dichroïsme circulaire du cytochrome c’ sous forme holo et apo. 
Le spectre de dichroïsme circulaire du cytochrome c’ sous forme holo est représenté en rouge, celui de 
l’apocytochrome c’ sous forme réduite est représenté en vert et celui de l’apocytochrome c’ sous 
forme oxydée pont disulfure est représenté en bleu. La forme oxydée a été obtenue en mélangeant 
l’apocytochrome avec du 2PDS en tampon Tris-HCl 10 mM pH 8,0 pendant 20 min à température 
ambiante. L’excès de 2PDS ainsi que la dithiopyridine formés sont éliminés par passage sur colonne 
de dessalage EconoPac10DG. Les spectres de dichroïsme circulaire ont été enregistrés sur un 
dichrographe CD6 Jobin Yvon avec une vitesse de 2 nm/s. Les cuves en quartz utilisées présentent un 
trajet optique de 1 mm. Les échantillons contiennent 12,5 µM de protéine en tampon Tris-HCl 10 mM, 
pH 8,0. 
    

II.2.4.2 Réduction de l’apocytochrome c’ oxydé par les DsbE1t et 

DsbE2t 

 

 La technique utilisée pour suivre la réduction de l’apocytochrome c’ oxydé par les 

DsbEt est basée sur la différence d’émission de fluorescence des DsbEt lors du passage de 

leur forme réduite à oxydée, l’apocytochrome c’ ne présentant pas de différence d’émission 

de fluorescence lors du passage de sa forme oxydée à sa forme réduite (résultats non 

montrés).  

 La vitesse de réduction de l’apocytochrome c’ oxydé par la DsbE1t a été suivie à la 

fois sur un fluorimètre et sur un appareil de cinétique rapide (Stopped-flow), en faisant varier 

la concentration en apocytochrome c’. Les tests réalisés pour une concentration de 10 µM 

d’enzyme et des concentrations en apocytochrome c’ allant jusqu’à 200 µM ne montrent 

aucune variation de l’émission de fluorescence. Dans ces conditions, l’apocytochrome c’ n’est 
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pas réduit par la DsbE1t. Ceci peut s’expliquer soit par l’absence de reconnaissance entre les 

deux partenaires, soit par l’absence de réactivité pouvant être liée à des potentiels redox non 

adaptés entre ces deux partenaires. Le fait que la DsbE1t soit capable de réduire la Cystine 

(Figure 51), certes avec une constante de vitesse faible (k2 =8 M-1.s-1 comparé à la valeur 

obtenue pour la réduction de la cystine par la Trx1 d’E. coli : k2 = 703 M-1.s-1 (Dr. Mathias 

Antoine, résultats non publiés)) montre que cette protéine est bien une oxydoréductase 

capable de réduire les ponts disulfures. Cette faible réactivité vis-à-vis de la cystine pourrait 

être due au fait que la réaction est faite à pH 8,0 et que dans ces conditions la Cys catalytique, 

qui présente un pKa élevé (supérieur à 9), n’est pas sous forme thiolate. Au contraire, le pKa 

de la Cys catalytique de la Trx étant de 7,5, à pH 8,0 elle sera majoritairement sous forme 

thiolate ce qui peut expliquer sa meilleure réactivité vis-à-vis de la cystine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 51 : Réduction de la cystine par la DsbE1t. 
Cette expérience a été réalisée à 25°C dans du tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0. La 
concentration en DsbE1t est de 10 µM et la concentration en cystine varie de 100 à 400 µM. Les 
valeurs expérimentales ont été ajustées à l’équation suivante : kobs = kobs maxS/(KS + S) Les paramètres 
obtenus sont kobs = (5,5 ± 1,8).10-3 s-1 et KS = 686 ± 308 µM. Les points représentent les valeurs 
expérimentales et la ligne continue l’ajustement.  
 

 Les mêmes expériences ont été réalisées avec la DsbE2t, et dans les mêmes conditions 

aucune variation de l’émission de fluorescence n’est observée que ce soit pour la réduction de 

l’apocytochrome c’ ou pour la réduction de la cystine. Le fait qu’aucune réduction ne soit 

observée, même avec la cystine doit provenir d’un problème de sensibilité de la technique 

comme vu précédemment lors de la réduction de la DsbE2t par la protéine nDsbD. Il 

semblerait que la méthode de suivi de l’émission de fluorescence entre les formes réduites et 

oxydées de l’enzyme ne soit pas adaptée pour l’étude de la DsbE2t.  
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II.3 Détermination du rôle des DsbE in vivo 

 

 Afin d’identifier la DsbE impliquée dans la maturation des cytochromes c chez N. 

meningitidis, nous avons entrepris une étude de complémentation fonctionnelle de souches 

bactériennes délétées du gène dsbE. Le phénotype associé à ces souches mutantes se traduit 

par leur incapacité à synthétiser des cytochromes c matures. Deux souches mutantes ont été 

testées : 1) une souche ΔccmG d’E. coli qui constitue le système modèle pour l’étude des 

systèmes de maturation de type I, et 2) une souche ΔccsX de B. pertussis, qui constitue le 

système modèle pour l’étude des systèmes de maturation de type II.  

 

  II.3.1 Tests de complémentation chez E. coli 

 

Cette expérience est réalisée avec des cellules EC29 d’E. coli n’exprimant plus la 

protéine CcmG. Les cellules EC29 ainsi que les plasmides PRJ3290 et pEC210 nous ont été 

fournis par le Dr Linda Thöny-Meyer de l’Institut de Microbiologie de Zurich. Le plasmide 

pRJ3290 contient l’ORF codant le cytochrome c550 de B. japonicum et le plasmide pEC210 

contient l’ORF codant la CcmG d’E. coli.  

Le plasmide pRJ3290 utilisé pour transformer des cellules EC29 d’E. coli permet de 

surproduire le cytochrome c550 qui sera visualisable sur gel SDS-PAGE lorsque les cultures 

sont réalisées en anaérobie dans un milieu contenant des nitrites. Le pEC210 contenant soit 

l’ORF codant la CcmG, soit une ORF codant une des trois DsbE putative de N. meningitidis 

est utilisé pour transformer les cellules ayant incorporé le plasmide pRJ3290.  

 Après fractionnement subcellulaire des culots cellulaires, les fractions périplasmiques 

sont déposées sur gel SDS-PAGE et traitées pour mettre en évidence la présence de l’hème. 

Ceci permet de mettre en évidence les cytochromes c ayant fixé l’hème de façon covalente. 

Les résultats sont présentés dans la Figure 52. 
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Figure 52 : Gel SDS-PAGE de coloration de l’hème à l’o-dianisidine de fractions périplasmiques.  
Les tests ont été réalisés dans des cellules d’E. coli EC29 n’exprimant plus le gène ccmG. Ces cellules 
ont été transformées par : 1) le plasmide pRJ3290 c550 B. japonicum ; 2) les plasmides pRJ3290 et 
pEC210 contenant la séquence codant la CcmG d’E. coli ; 3) les plasmides pRJ3290 et le plasmide 
pEC210 contenant la séquence codant la DsbE1 de N. meningitidis ; 4) le plasmide pRJ3290 et le 
plasmide pEC210 contenant la séquence codant la DsbE2 de N. meningitidis et 5) le plasmide 
pRJ3290 et le plasmide pEC210 contenant la séquence codant la DsbE3 de N. meningitidis. Les 
cultures sont réalisées en conditions anaérobies en présence de nitrites. Après fractionnement 
subcellulaire, les fractions périplasmiques sont déposées sur gel SDS-PAGE. La présence de l’hème 
au sein des cytochromes c est révélée par une technique de coloration spécifique de l’hème par le 
réactif chimique o-dianisidine.  
 

En absence de CcmG (piste 1), aucune bande n’est visible sur le gel confirmant qu’en 

absence de DsbE le cytochrome c550 n’est pas maturé. Par contre, quel que soit le plasmide 

cotransformé dans les cellules, on observe une bande sur gel correspondant au cytochrome c 

550 ayant fixé l’hème. Deux hypothèses peuvent alors être envisagées : 1) les trois DsbE 

putatives sont effectivement capables de maturer les cytochromes c, ou 2) la réduction des 

Cys de l’apocytochrome c550 est aspécifique et liée à la forte concentration dans le 

périplasme des DsbE qui ont un caractère réducteur, suite à une forte surproduction des DsbE 

par le plasmide pEC210. 

Cependant, il est à noter que le système de maturation des cytochromes c chez E. coli 

est un système de type I et dans ce type de système, contrairement à ce qui est proposé pour 

les systèmes de type II, CcmG ne réduit pas directement l’apocytochrome c mais transfère ses 

électrons à la protéine CcmH qui réduit l’apocytochrome c. Il est donc fortement probable que 

ces deux systèmes ne soient pas compatibles et qu’il soit impossible d’utiliser un système I 

pour pouvoir mettre en évidence le rôle d’une DsbE appartenant à un système II.  
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  II.3.2 Tests de complémentation chez B. pertussis 

 

 Afin de palier les éventuels problèmes de surproduction de protéines, nous avons 

décidé d’utiliser une approche basée sur le remplacement de gène par recombinaison 

homologue. Ceci permet de n’avoir qu’une seule copie du gène dsbE et évite ainsi d’avoir un 

dosage non-physiologique des protéines. Cette expérience est réalisée avec la souche RK102 

de B. pertussis délétée au niveau du gène ccsX (gène BP036). Les souches de B. pertussis 

nous ont été fournies par le Pr. Robert G. Kranz (Biology Department, St Louis, USA). Pour 

l’instant, cette étude n’a pu être menée qu’avec la DsbE1 de N. meningitidis. Les expériences 

de conjugaison et de recombinaison homologue chez B. pertussis ont été réalisées en 

collaboration avec le Dr. Rudy Antoine (Inserm U629, Lille). 

Après s’être assuré que les cellules BC39 délétées du gène ccsX ont bien intégré au 

sein de leur génome la séquence codant la DsbE1 de N. meningitidis, un test oxydase a été 

réalisé. Les souches qui sont oxydase plus, comme B. pertussis, possèdent un cytochrome c 

qui est capable d’oxyder le tétraméthyl-ρ-phénylènediamine (TMPD) (Figure 53). Lorsque le 

TMPD est oxydé, une coloration bleue apparaît. Une déficience en cytochrome c empêche 

l’oxydation du TMPD et aucune coloration n’est alors observée.  

 

 

 

 

Figure 53 : Schéma de la réaction du test oxydase avec le réactif TMPD (d’après Beckett et al., 
2000) 
 

 Pour l’instant, ces tests n’ont été réalisés que pour la DsbE1. Les résultats obtenus 

montrent clairement une coloration bleue pour la souche sauvage (ligne 1), et l’absence de 

coloration pour la souche délétée du gène ccsX (ligne 2). En ce qui concerne les souches 

complémentées par le gène dsbe1 (ligne 3 à 6), les résultats sont moins tranchés (Figure 54). 

On observe une coloration bleue dans les zones de plus forte densité cellulaire. Il semblerait 

donc que la DsbE1 de N. meningitidis complémente partiellement la déficience du mutant 

ΔccsX de B. pertussis.  
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Figure 54 : Résultats du test TMPD après complémentation par la DsbE1 de N. meningitidis. 
Les différentes souches sont étalées sur une membrane de nitrocellulose et cette membrane est trempée 
dans une solution de TMPD 10%. 
SM : Souche sauvage de B. pertussis ; ΔccsX : souche RK102 de B. pertussis délétée du gène codant la 
protéine CcsX ; 1, 2, 3 et 4 : Souche RK102 complémentée avec le gène dsbe1. 
 

En parallèle, des expériences de Western-Blot ont été réalisées afin de s’assurer que 

pour chaque clone la protéine DsbE1 est exprimée et les résultats obtenus montrent que 

chacun des 4 clones de B. pertussis obtenus après conjugaison exprime la protéine DsbE1.  

 La protéine DsbE1 étant effectivement exprimée dans les souches conjuguées de B. 

pertussis, plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ce phénotype de 

complémentation partielle : 1) la DsbE1 pourrait être toxique pour les cellules. En effet, très 

peu de conjugants ont pu être obtenus et un retard important de croissance est observé pour 

chaque clone obtenu après conjugaison ; 2) l’efficacité de réduction des apocytochromes c de 

B. pertussis par la DsbE1 de N. meningitidis pourrait être moins efficace que celle par CcsX, 

liée à des spécificités structurales légèrement différentes liées à l’espèce ; ou 3) le taux 

d’expression de la dsbE1 dans la souche RK102 de B. pertussis est peut-être inférieur à celui 

de ccsX.  
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 Les études biochimiques et d’enzymologie menées au laboratoire avant le début de ma 

thèse sur les MsrA et MsrB avaient montré que les Msr réduisent la MetSO par un mécanisme 

catalytique à trois étapes. La première étape, appelée étape réductase, conduit à la formation 

d’un intermédiaire acide sulfénique sur la Cys catalytique et au relargage d’une mole de Met. 

Ensuite, un pont disulfure intramoléculaire est formé via l’attaque de la seconde Cys, appelée 

Cys de régénération, sur l’acide sulfénique. Ce pont disulfure intramoléculaire est ensuite 

réduit dans une ultime étape par la Trx, permettant la régénération des Msr sous forme 

réduite. Des études approfondies d’enzymologie par des approches expérimentales originales 

avaient aussi montré que pour les MsrA et MsrB, l’étape cinétiquement limitante de la 

réaction globale est associée à la réduction du pont disulfure par la Trx, et plus 

particulièrement au relargage de la Trx oxydée ; une reconnaissance spécifique ayant lieu 

entre la Msrox et la Trxréd. La vitesse de l’étape réductase est rapide, et cette étape est 

cinétiquement déterminante dans le mécanisme à deux étapes qui permet la formation du pont 

disulfure intramoléculaire (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004 ; Boschi-Muller et al., 

2005).  

 Les résultats obtenus au cours de ma thèse ont permis d’identifier les résidus 

conservés du site actif de la MsrA de N. meningitidis impliqués dans la catalyse de l’étape 

réductase et dans la reconnaissance du substrat sulfoxyde. Ces travaux ont été réalisés sur le 

domaine MsrA de la protéine PilB. J’ai également initié un nouveau projet visant à 

caractériser les disulfure oxydoréductases périplasmiques appartenant à la famille des DsbE 

de N. meningitidis, dont fait partie le domaine N-terminal de la protéine PilB.  

 Ces différents points vont maintenant être discutés en intégrant les données 

structurales des MsrA et MsrB de N. meningitidis obtenues par RX en collaboration avec le 

Dr F. Tête-Favier de l’équipe Biostructure (UMR 7036 CNRS-UHP), celles de la MsrA d’E. 

coli obtenues par RMN en collaboration avec l’équipe de RMN des protéines dirigée par le 

Dr. M.T. Cung (UMR 7568 CNRS-INPL), et les résultats de chimie théorique obtenus en 

collaboration avec l’équipe de Chimie et Biochimie Théoriques dirigée par le Dr. M. Ruiz-

López (UMR 7565 CNRS-UHP). 

 

Partie I : Mécanisme catalytique de l’étape réductase des MsrA 
 

 La vitesse de l’étape réductase de la MsrA de N. meningitidis est très rapide. Ceci 

implique une catalyse acide assistée pour augmenter le caractère électrophile de l’atome de 
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soufre de la fonction sulfoxyde afin de faciliter l’attaque nucléophile du thiolate et de 

favoriser la formation de l’intermédiaire acide sulfénique. Les résultats obtenus en combinant 

l’utilisation des techniques de cinétique rapide et d’ingénierie protéique nous a permis de 

montrer que 1) la Cys catalytique est activée au sein du complexe enzyme-substrat (le pKapp 

de la Cys catalytique est diminué d’au moins 2 unités de pH dans le complexe Michaelien par 

rapport à la MsrA libre) 2) les résidus Tyr82, Tyr134 et Glu94 jouent un rôle essentiel dans la 

catalyse de l’étape réductase, le Glu94 ayant un rôle supplémentaire en tant que catalyseur 

acide/base.  

Dans un site actif, la stabilisation de la forme thiolate d’une Cys catalytique doit se 

faire par un environnement chargé positivement ou partiellement positif. Comme décrit dans 

l’introduction, la liaison SO de la fonction sulfoxyde n’est pas une double liaison, mais plutôt 

une simple liaison fortement polarisée avec une charge partielle positive sur l’atome de soufre 

et une charge partielle négative sur l’atome d’oxygène, la polarisation de la liaison étant 

fortement dépendante de l’environnement. L’examen de la structure du complexe inactif 

MsrA C51S/AcMetSONHMe résolue par radiocristallographie (Ranaivoson et al., 2007) 

montre une distance très courte (3,3 Å) entre les atomes de soufre de la fonction sulfoxyde du 

substrat et de la Cys catalytique (mimé par l’atome d’oxygène du résidu Ser51 dans le 

complexe inactif) (Figure 55). Ainsi la Cys pourrait être stabilisée sous forme thiolate par la 

charge positive portée par l’atome de soufre de la fonction sulfoxyde polarisée du substrat au 

sein du complexe enzyme-substrat. La stabilisation de la fonction sulfoxyde sous forme 

polarisée impliquerait des interactions entre son oxygène et les chaînes latérales de Glu94, 

Tyr82 et Tyr134. De plus, la courte distance de 2,5 Å mesurée dans le complexe inactif 

MsrA/AcMetSONHMe entre l’un des oxygènes du Glu94 et l’oxygène de la fonction 

sulfoxyde est en faveur d’une liaison H forte entre ces deux atomes, suggérant que la fonction 

sulfoxyde est protonée et stabilisée par la forme carboxylate du Glu94.  
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Figure 55 : Représentation de la structure du site actif du variant C51S de la MsrA de N. 
meningitidis en complexe avec une molécule de substrat AcMetSONHMe. 
Les chaînes latérales des résidus conservés Phe52, Trp53, Tyr82, Glu94, Asp129, Tyr134, His186, Tyr 
189, Tyr197, ainsi que la Ser51 en remplacement de la Cys catalytique sont représentés. Le substrat 
AcMetSONHMe est représenté en jaune. Les liaisons H sont représentées par des traits pointillés. La 
distance entre l’atome de soufre de la fonction sulfoxyde du substrat et celui de la Cys catalytique 
(mimé par l’atome d’oxygène du résidu Ser51 dans le complexe inactif) est de 3,3 Å. La distance entre 
l’un des oxygènes du Glu94 et l’oxygène de la fonction sulfoxyde est de 2,5 Å. La figure a été réalisée 
avec le logiciel PyMol à partir du fichier PDB 3bqf.  

 

Restait posée la question de la nature du catalyseur acide responsable de la protonation 

de la fonction sulfoxyde. Le fait que le Glu94 ait été clairement démontré jouer un rôle majeur 

dans la catalyse, et qu’il soit correctement positionné pour interagir avec l’oxygène de la 

fonction sulfoxyde suggère qu’il joue ce rôle de catalyseur acide, bien que sa contribution 

n’ait pas pu être mise en évidence dans les études cinétiques en fonction du pH. De plus, il est 

probable que le proton qui est transféré sur la fonction sulfoxyde provienne de la Cys 

catalytique via le Glu94.  

Concernant le chemin réactionnel permettant de décrire la réaction de réduction d’une 

fonction sulfoxyde, de géométrie tétraédrique, par un thiolate conduisant à la formation d’un 

intermédiaire acide sulfénique, lui aussi de géométrie tétraédrique, rien n’était connu au début 

du projet. L’étude théorique d’une réaction modèle en solution a été réalisée par des 

approches de chimie quantique en collaboration avec l’équipe du Dr. M. Ruiz-Lòpez. Cette 

étude a montré que la réaction de réduction du DMSO par le méthanethiol implique deux 

étapes principales (voir publication Annexe 1 page 133) : 1) l’ionisation du système par 

transfert de proton du thiol vers le DMSO et la formation d’un intermédiaire ou état de 
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transition de type sulfurane de géométrie bipyramide trigonale, et 2) la décomposition de 

l’intermédiaire ou état de transition pour former, en solution, soit un acide sulfénique, soit un 

disulfure. Les énergies d’activation de ces deux étapes sont similaires, autour de 20 kcal/mol. 

De plus, l’examen de la structure du complexe MsrA C51S/AcMetSONHMe montre que la 

géométrie et le positionnement relatif de la fonction sulfoxyde par rapport au groupement 

thiol de la Cys51 (mimé par le groupement hydroxyle de la Ser51) sont compatibles avec la 

formation d’un intermédiaire ou état de transition de type sulfurane avec une géométrie 

bipyramide trigonale dans laquelle les atomes d’oxygène de la fonction sulfoxyde et de soufre 

de la Cys51 seraient en position apicale. 

L’ensemble de ces résultats nous a permis de proposer un scénario de l’étape réductase 

des MsrA (Figure 56). Ainsi, dans la MsrA sous forme réduite, la Cys51 catalytique est 

présente sous forme protonée à pH 8,0. La diffusion du substrat sulfoxyde, fortement hydraté 

et polarisé en solution, vers le site actif entraîne une désolvatation de la fonction sulfoxyde. 

Le caractère polarisé de la fonction sulfoxyde est conservé via les interactions avec les résidus 

Tyr82, Tyr134 et Glu94. Dans ce contexte, la stabilisation de la forme thiolate de la Cys51 

serait assurée par la charge positive, ou partiellement positive, portée par l’atome de soufre de 

la fonction sulfoxyde qui est proche de l’atome de soufre de la Cys51. C’est une catalyse 

assistée par le substrat. La forme protonée de la fonction sulfoxyde est stabilisée non 

seulement via une liaison H forte avec le résidu Glu94, mais également via des liaisons H 

avec les résidus Tyr82 et Tyr134. Le rôle supplémentaire du Glu94 est probablement de 

participer au transfert de l’atome d’hydrogène de la fonction thiol de la Cys51 sur l’atome 

d’oxygène de la fonction sulfoxyde du substrat. Le caractère polaire de la fonction sulfoxyde 

doit par ailleurs être un facteur clé dans le transfert de proton. Le mécanisme catalytique, 

certainement concerté, conduit à l’attaque nucléophile du thiolate de la Cys51 sur l’atome de 

soufre de la fonction sulfoxyde polarisée avec la formation d’un état de transition de type 

sulfurane qui est stabilisé par les résidus Glu94, Tyr82 et Tyr134. Cet état de transition évolue 

ensuite de façon irréversible vers la formation de l’intermédiaire acide sulfénique et la 

libération de Met. 
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Figure 56 : Représentation schématique du mécanisme catalytique proposé pour l'étape 
réductase de la MsrA de N. meningitidis. 
Les quatre groupements fonctionnels des résidus Cys51, Tyr82, Glu94 et Tyr134 essentiels à la 
catalyse de l’étape réductase sont représentés. RSOCH3 et RSCH3 représentent respectivement la 
MetSO et la Met. Le substrat se fixe dans le site actif sous une forme fortement polarisée. Un état de 
transition de type sulfurane est alors formé et est stabilisé par les résidus du site actif. Le 
réarrangement de cet état de transition permet la libération d’une mole de Met ainsi que la formation 
de l’intermédiaire acide sulfénique. Le chemin conduisant à la formation de cet intermédiaire à partir 
de l’état de transition de type sulfurane reste à déterminer. 

 

Plusieurs questions restent cependant posées, en particulier celle du chemin emprunté 

par le proton qui doit être transféré de la Cys catalytique à la fonction sulfoxyde et celle du 

mécanisme conduisant de l’état de transition de type sulfurane de géométrie bipyramide 

trigonale à l’intermédiaire acide sulfénique. Ainsi au sein de l’état de transition, le 

groupement hydroxyle du substrat et l’atome de soufre de la Cys catalytique se retrouvent en 

position apicale, ce qui exclut la possibilité d’un transfert direct de la fonction hydroxyle sur 

l’atome de soufre. Deux mécanismes passant par un sulfurane sont donc envisageables, soit 

via un réarrangement, soit via l’attaque d’une molécule d’eau (Figure 57). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 57 : Schéma des deux mécanismes envisageables pour la formation de l’intermédiaire 
acide sulfénique à partir du sulfurane.  
Dans le mécanisme 1, un réarrangement direct du sulfurane est proposé. Dans le mécanisme 2, une 
molécule d’eau supplémentaire intervient, attaquant le soufre de la Cys51 du sulfurane, la molécule 
d’eau devant être activée par un catalyseur basique noté B. 
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L’utilisation de substrat ou d’H2O marqué à l’O18 montre que l’oxygène de l’intermédiaire 

acide sulfénique peut être celui initialement présent sur le substrat sulfoxyde, suggérant que le 

mécanisme de réarrangement du sulfurane pourrait être celui privilégié dans le site actif de la 

MsrA (Dr. Mathias Antoine, résultats non publiés). Pour répondre à cette question, l’étude de 

l’étape réductase des MsrA, à partir des structures tridimensionnelles connues, a été entreprise 

en collaboration avec l’équipe du Dr M. Ruiz-López (E. Thiriot et G. Monard) par des 

méthodes mixtes de chimie théorique de type QM/MM, compte tenu de la taille des systèmes 

enzymatiques à traiter. Bien que préliminaires, les résultats suggèrent que la formation du 

complexe Michaelien, en modifiant les pKa effectifs des résidus dans le site actif, induit un 

transfert de proton de la Cys51 vers la MetSO via le Glu94. Le système (CysS-/MetSOH+/Glu-

) ainsi formé peut conduire à une espèce sulfurane via la formation d’une liaison S-S. D’un 

point de vue énergétique, ces deux espèces sont assez proches et présentent une barrière 

d’activation faible, de sorte que l’on peut postuler un équilibre thermodynamique entre elles. 

La formation de l’acide sulfénique se ferait alors selon l’un de ces deux mécanismes : 1) 

dissociation homolytique de la liaison S-S du sulfurane, induisant une dissociation spontanée 

de la liaison S-O opposée, puis un réarrangement des unités pour former l’acide sulfénique 

avec libération de la Met, ou 2) transfert électronique du résidu CysS- vers MetSOH+ 

induisant également la dissociation de la liaison S-O (Figure 58).  
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Figure 58 : Mécanisme proposé pour la réaction aboutissant à la formation de l’intermédiaire 
acide sulfénique (Thiriot et al., résultats non publiés). 
Le site actif de la MsrA est représenté de façon schématique avec les groupements fonctionnels des 
résidus conservés Glu94 et Cys51. Le substrat entre dans le site actif sous une forme fortement 
polarisée. Au sein du complexe enzyme/substrat, la Cys catalytique est déprotonée et la fonction 
sulfoxyde du substrat est protonée. Le transfert du proton de la Cys vers le substrat est suggéré passer 
via le résidu Glu94. Le système CysS-/MetSOH+/Glu- ainsi formé peut conduire à une espèce 
sulfurane par formation d’une liaison S-S. D’un point de vue énergétique, ces deux formes sont assez 
proches et présentent une barrière d’activation faible, de sorte que l’on peut postuler un équilibre 
thermodynamique entre elles. La formation de l’acide sulfénique se ferait alors selon l’un de ces deux 
mécanismes : 1) dissociation homolytique de la liaison S-S du sulfurane, induisant une dissociation 
spontanée de la liaison S-O opposée, puis un réarrangement des unités pour former l’acide sulfénique 
avec libération de la Met, ou 2) transfert électronique du résidu CysS- vers MetSOH+ induisant 
également la dissociation de la liaison S-O.  
  

Les MsrA et MsrB constituent un modèle intéressant d’évolution convergente 

impliquant un mécanisme catalytique identique mais faisant intervenir des résidus 

catalytiques différents. En effet, un scénario de l’étape réductase a également été proposé pour 

la MsrB de N. meningitidis (Neiers et al., 2007) (Figure 59). Les résultats montrent que les 

deux classes de Msr partagent : 1) une activation de la Cys catalytique après fixation du 

substrat, 2) un rôle majeur de la forme polarisée de la fonction sulfoxyde du substrat dans la 

stabilisation de la forme thiolate de la Cys catalytique, et 3) un transfert de proton de la Cys 

catalytique sur l’oxygène de la fonction sulfoxyde du substrat. Cependant, les MsrA et MsrB 

présentent également des différences au niveau catalyse. Ainsi, les profils de variation de la 

constante de vitesse (kmax) de l’étape réductase en fonction du pH sont différents avec un 

profil en forme de cloche pour les MsrB, reflétant la contribution de la Cys catalytique et de 

l’His103 en tant que catalyseur acide-base, alors que pour les MsrA le profil est de type 
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+ 

δ- 

δ+ 

δ- 

monosigmoïdal croissant, reflétant seulement la contribution de la Cys catalytique. Cette 

différence associée au fait que la constante de vitesse maximale de l’étape réductase des MsrB 

est 16 fois inférieure à celle des MsrA, pourrait être due à un état de transition de nature 

légèrement différente, au sein de l’étape réductase, entre les deux classes de Msr. Les 

différences entre les MsrA et MsrB concernent également la nature du catalyseur acide et des 

autres résidus intervenant dans la stabilisation de la fonction sulfoxyde polarisée et de l’état 

de transition. Ainsi, dans le cas des MsrA, le rôle de catalyseur acide-base doit être joué par le 

résidu Glu94, qui n’est cependant pas titrable à l’inverse du résidu His103 dans les MsrB. De 

plus, dans le cas de la MsrA, les résidus Tyr82 et Tyr134 interagissent directement avec 

l’atome d’oxygène de la fonction sulfoxyde alors que dans les MsrB, ce rôle est assuré par les 

résidus Thr26, His100 et Asn119, de façon indirecte via une molécule d’eau. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 59 : Représentation schématique du mécanisme catalytique proposé pour l'étape 
réductase de la MsrB de N. meningitidis (Neiers et al., 2007). 
Les cinq groupements fonctionnels des résidus Thr26, His100, His103, Cys117 et Asn119 ainsi que la 
molécule d’eau formant un réseau de liaisons H sont représentés. RSOCH3 et RSCH3 représentent 
respectivement la MetSO et la Met. Le substrat se fixe dans le site actif sous une forme fortement 
polarisée. Un état de transition de type sulfurane est formé et est stabilisé via l’His103 et un réseau de 
liaison H formé entre la molécule d’eau et les résidus His100, Thr26 et Asn119. Le réarrangement de 
cet état de transition permet la libération d’une mole de Met ainsi que la formation de l’intermédiaire 
acide sulfénique. Le mécanisme permettant la formation de cet intermédiaire reste à déterminer. 
 

 Dans ce contexte, la comparaison des mécanismes catalytiques de réduction d’une 

fonction sulfoxyde par les Msr et par les réductases à cofacteur molybdoptérine guanine 

dinucléotide (MGD) comme les DMSO réductases, met en évidence deux voies de réduction 

retenues au cours de l’évolution : d’une part, le mécanisme catalytique des Msr basé sur la 

réactivité des Cys et la chimie de l’acide sulfénique, et d’autre part, un mécanisme faisant 

intervenir un cofacteur molybdène, dans le cas des DMSOR (Figure 60). Pour ces dernières, 

le sulfoxyde se lie directement au cofacteur molybdène, ce qui entraîne une fragilisation de la 

liaison S-O permettant ainsi la formation de DMS. Bien que différents, ces deux mécanismes 
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de réduction d’une fonction sulfoxyde ont en commun l’activation de la fonction sulfoxyde, 

via soit la protonation de l’oxygène de cette fonction dans le cas des Msr, soit la coordination 

à un atome de molybdenium dans le cas des DMSOR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 60 : Mécanisme chimique détaillé de la réduction du DMSO catalysée par la DMSOR 
(Garton et al., 1997). 
Au cours de ce mécanisme catalytique, l’oxygène de la fonction sulfoxyde du DMSO vient 
directement se fixer au Mo, probablement à la place d’une molécule d’eau initialement présente. Cette 
coordination à l’atome de Mo entraîne la fragilisation de la liaison SO de la fonction sulfoxyde ce qui 
permet la formation de DMS et aboutit à l’oxydation de la DMSOR sous forme oxydée MoVI. La 
DMSOR sera ensuite régénérée grâce au transfert de deux protons et de deux électrons à l’atome de 
Mo ce qui permet de libérer l’oxygène sous forme d’une molécule d’eau et la régénération de la forme 
réduite MoIV du métal. 
 

Partie II : Facteurs structuraux/moléculaires impliqués dans la 

reconnaissance du substrat sulfoxyde  
 

L’examen des structures tridimensionnelles des MsrA d’E. coli, de B. taurus et de M. 

tuberculosis suggérait l’existence de trois sous-sites essentiels à la fixation sélective de la 

Met-S-SO. Les travaux réalisés au cours de ma thèse ont permis de caractériser ces trois sous-

sites : le sous-site hydrophile composé des résidus Tyr82, Tyr134 et Glu94 dont les chaînes 

latérales stabilisent la forme polarisée du substrat comme indiqué dans le paragraphe 
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précédent, ne joue aucun rôle dans la reconnaissance du substrat. Le sous-site hydrophobe 

composé des acides aminés Phe52, Trp53, His186 et Tyr189 joue un rôle majeur dans la 

reconnaissance du substrat via des interactions de van der Waals avec les groupements ε–

méthyle et γ-méthylène du substrat. Dans ce contexte, les résidus His186 et Tyr189 sont 

impliqués indirectement dans la reconnaissance du substrat en permettant un positionnement 

adéquat du noyau indole du Trp53 grâce d’une part à une liaison H entre le Nδ de l’His186 et 

le NH du noyau indole et d’autre part à une interaction π-π entre le noyau phényl de la 

Tyr189 et le noyau indole du Trp53. De plus, la distance entre l’atome de soufre de la 

fonction sulfoxyde, chargé positivement dans le complexe Michaelien, et le noyau indole du 

Trp53 est compatible avec une interaction cation/π. Le troisième sous-site est impliqué dans la 

reconnaissance du substrat mais sa contribution en terme énergétique est beaucoup plus faible 

que celle de la poche hydrophobe. Tous ces résultats sont donc en faveur d’une 

reconnaissance du substrat essentiellement basée sur la reconnaissance des groupements ε–

méthyle et γ-méthylène de la MetSO.  

Il est d’ailleurs intéressant de noter que des études similaires réalisées au laboratoire 

par Fabrice Neiers sur la MsrB de N. meningitidis ont montré que le mode de reconnaissance 

du substrat pour les MsrB est similaire à celui observé pour les MsrA, c’est à dire une 

reconnaissance principalement des groupements ε–méthyle et γ-méthylène du substrat par une 

poche hydrophobe (Neiers et al., 2007). Dans le cas des MsrB, on retrouve une poche 

hydrophobe, constituée en particulier de la chaîne latérale du résidu Trp65, et une poche 

hydrophile, constituée des résidus His101 et d’une molécule d’eau stabilisée par trois liaisons 

H avec des résidus invariants. D’ailleurs, la stéréosélectivité des deux classes de Msr 

s’explique par la symétrie des deux sites actifs due à une orientation spatiale inverse de la 

poche hydrophobe et de la poche hydrophile par rapport à la chaîne latérale de la Cys 

catalytique. 

Les études menées avec la protéine L7/L12, substrat protéique des Msr, a montré, dans 

le cas de la MsrA, que la reconnaissance n’était pas améliorée comparée à un substrat 

AcMetSONHMe mimant une MetSO incluse dans un polypeptide. Ceci suggère donc que les 

résidus adjacents à la MetSO ne favorisent pas la reconnaissance par la MsrA. Ceci est en 

accord avec le fait que 1) le site actif est localisé à la surface de la protéine et ne semble 

pouvoir accepter que la chaîne latérale du résidu MetSO, et 2) il n’existe aucune séquence 

signature particulière autour de la MetSO dans les protéines substrat. La reconnaissance entre 

les Msr et leurs substrats est donc très localisée à la MetSO ce qui est en accord avec leur rôle 
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de réparation de l’ensemble des MetSO retrouvées dans des protéines très diverses et donc 

dans des environnements différents. Pour être réduites par les Msr, les MetSO doivent donc 

être accessibles, ce qui implique soit que les MetSO soient localisées à la surface des 

protéines, soit que les protéines soient dépliées afin de rendre les MetSO accessibles. 

Récemment, une constante de dissociation de 70 nM a été déterminée pour la 

formation du complexe inactif entre la calmoduline oxydée et la MsrA bovine, par 

spectroscopie de fluorescence (Xiong et al., 2006). Comment concilier ces résultats, qui 

suggèrent l’existence d’une forte affinité entre la MsrA et ses substrats protéiques, et nos 

résultats (constante d’affinité apparente de 55 mM avec le substrat AcMetSONHMe) ? Une 

explication possible est que la constante de dissociation mesurée entre la MsrA bovine et la 

calmoduline oxydée représente l’équilibre de formation d’un complexe inactif, qui n’est pas 

forcément représentatif de l’équilibre de formation du complexe compétent pour la catalyse.  

Reste posée la question de la meilleure affinité apparente observée pour 

l’AcMetSONHMe, mimant un substrat inclus dans un polypeptide, par rapport à la MetSO. 

Bien que les résultats aient montré que les résidus Tyr197 et Asp129 sont impliqués dans des 

interactions avec la chaîne principale du substrat, ces interactions ne sont pas discriminantes 

en ce qui concerne la meilleure reconnaissance du substrat AcMetSONHMe. De plus, 

l’examen de la structure du complexe inactif MsrA C51S/AcMetSONHMe n’a pas permis 

d’identifier d’interactions stabilisatrices supplémentaires avec le substrat. Dans ce contexte, la 

seule explication est que cette moins bonne reconnaissance de la MetSO libre soit due à un 

effet déstabilisateur lié à des interactions répulsives via les charges positives et négatives 

portées respectivement par les groupements amine et carboxyle de la MetSO. Cependant, les 

structures tridimensionnelles disponibles n’ont pas permis d’identifier des facteurs sructuraux 

permettant de conforter cette hypothèse. Un autre point important concerne l’absence d’effet 

inhibiteur significatif avec le produit de la réaction AcMetNHMe pour des concentrations 

allant jusqu’à 400 mM. Ces résultats montrent que les Msr présentent une faible affinité pour 

ce produit bien que les groupements ε–méthyle et γ-méthylène soient présents. La différence 

existant entre le substrat et le produit de la réaction, est la présence de l’oxygène sur l’atome 

de soufre du substrat. Ceci a comme conséquence que l’atome de soufre de la fonction 

sulfoxyde porte une charge positive, ou au moins une charge partielle positive, alors que dans 

l’AcMetNHMe l’atome de soufre est plutôt chargé négativement. Ceci conduit 

vraisemblablement à une répulsion électrostatique entre l’atome de soufre de l’AcMetNHMe 

et la Cys catalytique. Il en résultera une vitesse de dissociation du produit plus élevée ou une 

vitesse d’association du produit plus lente. 
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Récemment, une nouvelle classe de Msr a été découverte, strictement spécifique des 

Met-R-SO, et appelée fRMsR (Lin et al., 2007). La structure tridimensionnelle de la fRMsr 

d’E. coli a été obtenue en complexe avec une molécule de MES (Badger et al., 2005) (Figure 

61). Cette structure est similaire à celle observée pour des protéines appartenant à la famille 

des domaines GAF. Ces domaines GAF sont des domaines senseurs généralement retrouvés 

en tandem avec différents domaines effecteurs et impliqués dans les voies de signalisation des 

nucléotides cycliques, dans la transcription ou encore dans la phosphotransduction.  

Bien que rien ne soit connu concernant son mécanisme catalytique et ses spécificités 

structurales, l’examen de la structure tridimensionnelle de la fRMsr d’E. coli et des 

alignements de séquences de différentes fRMsr putatives présentes dans les banques de 

données permet d’avancer certaines hypothèses. Ainsi trois Cys sont présentes dans le site 

actif, dont deux sont conservées dans toutes les séquences de fRMsr. Ceci suggère l’existence 

d’un mécanisme catalytique similaire à celui démontré pour les Msr d’ores et déjà 

caractérisées. D’autre part, cette enzyme reconnaît spécifiquement les Met-R-SO libres, les 

Met-R-SO incorporées dans un peptide et le DMSO n’étant pas réduits. Ces résultats 

suggèrent l’existence d’une reconnaissance spécifique des groupements carboxylate et amine 

protoné de la Met-R-SO, c’est-à-dire un mode de reconnaissance du substrat différent de celui 

des MsrA et MsrB. Le site actif des fRMsr est enfoui, ce qui pourrait expliquer la spécificité 

de reconnaissance de ces enzymes pour un substrat MetSO libre. Le site actif de la fRMsr 

contient un résidu Trp conservé ainsi que de nombreux résidus acides conservés. Cependant, 

la structure tridimensionnelle disponible ne permet pas de prévoir comment les groupements 

ε-méthyle, sulfoxyde, α-carboxylate et α-amine de la MetSO sont stabilisés dans le site actif. 

L’étude de cette fRMsr, qui vient d’être engagée dans le groupe, permettra de caractériser les 

facteurs structuraux et moléculaires impliqués dans la spécificité de substrat et dans la 

catalyse de cette nouvelle Msr. 
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Figure 61 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la fRMsr d’E. coli. 
(A) Structure tridimensionnelle de la fRMsr d’E. coli. Les structures secondaires en hélice α sont 
représentées en rouge, les brins β en bleu. Les trois Cys conservées du site actif sont représentées. 
(B) Vue du site actif de la fRMsr d’E. coli à l’intérieur duquel une molécule de MES est présente. Les 
résidus conservés du site actifs Trp62, Tyr66, Cys84, Ile87, Val93, Cys94, Ile116, Cys118, Glu125, 
Asp141 et Asp143 sont représentés. La molécule de MES est représentée en jaune. Cette figure a été 
réalisée avec le logiciel Pymol à partir du fichier PDB 1VHM. 
 

Partie III : Régénération de l’activité réductase  
 

 Les études cinétiques réalisées précédemment ont montré que pour la MsrA comme 

pour la MsrB la vitesse de formation du pont disulfure est rapide et limitée par la vitesse de 

formation de l’intermédiaire acide sulfénique (Antoine et al., 2003 ; Olry et al., 2004). Il est 

donc impossible d’atteindre expérimentalement la vitesse de cette étape et de l’étudier.  

 Pour que l’intermédiaire pont disulfure puisse se former, il est nécessaire que 1) la Cys 

de régénération se rapproche de la Cys catalytique, 2) la Cys de régénération soit sous forme 

déprotonée, et 3) l’intermédiaire acide sulfénique soit protoné pour permettre le départ de la 

molécule d’eau.  

 L’examen de la structure tridimensionnelle de la MsrA de N. meningitidis sous forme 

réduite (Ranaivoson et al., 2008) montre que la Cys198 n’est pas en position pour réaliser une 

attaque nucléophile sur l’intermédiaire acide sulfénique, la distance entre les deux SH étant de 

8 Å et la chaîne latérale de la Cys198 étant orientée à l’opposé du site actif. Le 

positionnement de la Cys198 est dépendant du résidu Tyr197 qui, dans les formes réduites et 

en complexe avec le substrat, est en interaction via une liaison H avec le résidu Asp129. Pour 
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qu’il y ait formation du pont disulfure, il est donc nécessaire dans un premier temps qu’il y ait 

rupture de cette liaison H pour que la chaîne latérale de la Cys198 puisse se réorienter vers le 

site actif. 

 Au cours de cette étape, la Cys de régénération doit être sous forme déprotonée pour 

permettre l’attaque nucléophile sur l’intermédiaire acide sulfénique. Cette réaction étant 

intramoléculaire, il est possible que l’intervention d’un catalyseur ne soit pas nécessaire pour 

qu’elle soit efficace, une réaction intramoléculaire étant beaucoup plus favorable qu’une 

réaction intermoléculaire. D’autre part, l’intermédiaire acide sulfénique doit être protoné pour 

permettre la formation de l’intermédiaire pont disulfure avec le départ d’une molécule d’eau. 

L’examen de la structure tridimensionnelle de la MsrA de N. meningitidis oxydée sous forme 

acide sulfénique montre la présence d’une molécule d’eau entre la fonction acide sulfénique et 

le carboxyle du Glu94 (Figure 62).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 62 : Représentation du site actif de la MsrA C198S de N. meningitidis oxydée sous forme 
acide sulfénique (d’après Ranaivoson et al., 2008). 
Les chaînes latérales des résidus conservés Phe52, Trp53, Tyr82, Glu94, Asp129, Tyr134, Tyr197 
ainsi que la Cys51 sous forme acide sulfénique sont représentés. Les molécules d’eau sont 
représentées en rouge. Les liaisons H sont représentées par des traits pointillés jaunes. 
 

 Des études précédentes réalisées au laboratoire par le Dr. Mathias Antoine sur des 

variants C198S et E94A/C198S de la MsrA avec un substrat marqué à l’O18 ont montré que le 

Glu94 peut catalyser l’attaque d’une molécule d’eau sur l’intermédiaire acide sulfénique, 

probablement via la protonation de la fonction sulfénique pour favoriser le départ de la 

molécule d’eau. L’ensemble de ces résultats permettent de proposer le mécanisme suivant 
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pour la formation du pont disulfure intramoléculaire et le départ de la molécule d’eau : attaque 

de la Cys198 sous forme déprotonée sur l’intermédiaire acide sulfénique et départ de la 

molécule d’eau catalysée par le Glu94 (Figure 63). Dans ce mécanisme, la Cys198 doit être 

déprotonée et le Glu94 doit être protoné. Reste donc posée la question de la provenance de ce 

proton sachant qu’à la fin de l’étape réductase, le Glu94 se retrouve sous forme déprotonée. Il 

est tentant de proposer que le proton vienne de la Cys198, probablement via un relais de 

molécules d’eau. 

 

 

 

 

 
Figure 63 : Schéma de la réaction proposée pour la formation de l’intermédiaire pont disulfure. 
 
 L’examen des structures de la MsrA de N. meningitidis sous forme acide sulfénique et 

sous forme oxydée pont disulfure obtenues par radiocristallographie (Ranaivoson et al., 2008) 

et des structures des formes réduite et oxydée sous forme pont disulfure 51/198 de la MsrA 

d’E. coli obtenues par RMN (Coudevylle et al., 2006) montre l’existence d’un changement 

conformationnel qui est concomitant ou consécutif à la formation du pont disulfure. En effet, 

aucun changement de structure n’est observé entre les formes réduites, en complexe avec le 

substrat ou sous forme acide sulfénique, obtenue par diffusion de DMSO dans un cristal de 

MsrA. Par contre dans la forme oxydée pont disulfure, un basculement du segment 121-132, 

et donc la rupture de la liaison H préexistante entre l’Asp129 et la Tyr197, est observé (Figure 

64). Celui-ci entraîne une modification importante de la surface moléculaire, qui devient plus 

hydrophobe, et du site actif qui devient plus accessible. Une hypothèse est que ce basculement 

permettrait la reconnaissance spécifique entre la MsrA oxydée et la Trx réduite, et donc la 

réduction du pont disulfure. Reste posée la question des facteurs structuraux et moléculaires 

qui engendrent ce changement conformationnel. 
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Figure 64 : Superposition des structures de la MsrA de N. meningitidis sous forme réduite et 
oxydée (d’après Ranaivoson et al., 2007). 
La structure de la forme réduite est représentée en bleu et la structure de la forme oxydée est 
représentée en jaune. Le positionnement du segment 121-132 dans la forme oxydée est représenté en 
rouge. Les résidus Cys51, Cys198, Asp129 et Tyr197 du site actif sont représentés. La liaison H entre 
l’Asp129 et la Tyr197 présente dans la forme réduite est représentée par un trait rouge pointillé. 
 

Partie IV : Facteurs structuraux/moléculaires impliqués dans l’interaction 

entre MsrA et Trx. 
 

 La Trx est une protéine ubiquitaire, capable de réduire de nombreuses cibles 

protéiques possédant des structures très variées, dont les Msr. Peu d’informations sont 

disponibles concernant les facteurs structuraux et moléculaires impliqués dans la 

reconnaissance entre la Trx et ses cibles, et aucune séquence signature n’existe. Les résultats 

cinétiques obtenus ont permis de montrer qu’il existait une reconnaissance spécifique entre les 

Msrox et la Trxréd. Néanmoins, la faible affinité entre les deux partenaires n’a pas permis de 

déterminer les paramètres thermodynamiques et cinétiques de l’association entre les deux 

partenaires par des techniques biophysiques telles que la microcalorimétrie (ITC) ou la 

résonnance plasmonique de surface (A. Gand, résultats non publiés). La seule façon de 

pouvoir identifier les facteurs structuraux et moléculaires impliqués dans la reconnaissance 

spécifique entre les Msr et la Trx est donc de résoudre la structure d’un complexe covalent 

entre ces deux partenaires. Un préalable à l’étude d’un tel complexe était d’identifier la Cys 

des Msr impliquée dans le pont disulfure intermoléculaire avec la Cys32 de la Trx.  

 Des études réalisées au laboratoire par  le Dr. Mathias Antoine avaient permis 

d’identifier clairement par deux approches différentes la Cys198 comme étant la Cys 

impliquée dans la formation du pont disulfure intermoléculaire avec la Trx. La première 

approche est basée sur des critères cinétiques indirects en suivant la cinétique de formation du 
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pont disulfure intermoléculaire entre la MsrA et la Trx à partir de variants de Msr ne 

possédant plus qu’une Cys activée par du DTNB (adduit Msr-TNB) et du variant Trx C35S 

qui ne possède plus que la Cys32 catalytique. Ceci a permis de montrer qu’il existait une 

différence de réactivité des deux adduits Msr-TNB vis-à-vis de la Trx, l’adduit MsrC198-

TNB (k2 = 3.105 M-1.s-1) étant 104 fois plus réactif que l’adduit MsrC51-TNB (k2 = 21 M-1.s-1) 

vis-à-vis de la Trx C35S (Figure 65). La seconde approche a permis d’identifier directement 

le pont disulfure intermoléculaire formé entre la Cys198 de la MsrA et la Cys32 de la Trx par 

analyse par spectrométrie de masse du complexe covalent formé entre la MsrAox et la Trx 

C35S, en collaboration avec le groupe du Dr. A. Van Dorsselaer à Strasbourg. Pour cela, 

après purification par filtration sur gel, le complexe covalent a été analysé par ESI-MS après 

protéolyse par AspN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 65 : Représentation schématique de la réaction de formation d’un complexe covalent 
entre la Trx C35S et les variants monocystéiniques des Msr activées par le DTNB (A) et 
cinétique de formation des complexes covalents MsrA/Trx C35S après activation de la MsrA par 
le DTNB (B). 
(A) L’unique Cys d’un variant monocystéinique de Msr est activée par ajout de DTNB. Ceci entraîne 
la formation d’un adduit Cys-TNB. La Trx C35S va réagir avec la Cys activée ce qui permet d’une 
part le relargage d’une mole de TNB- et d’autre part la formation d’un complexe covalent Msr/Trx 
C35S. La cinétique de formation du complexe covalent est suivie grâce à la libération de TNB-.   
(B) Cinétique de formation du complexe MsrA C51S/Trx C35S (courbe rouge) et du complexe MsrA 
C198S/Trx C35S (courbe bleue). Les résultats expérimentaux ont été ajustés sur l’équation kobs = kobs 

max S / Ktrx+S (avec Ktrx constante apparente d’affinité). Les paramètres obtenus à partir de cet 
ajustement sont les suivants : kobs max = 510 ± 48 et (2,1 ± 0,8). 10-2 s-1 et 1,7 ± 0,2 et 1 ± 0,1 mM 
respectivement pour les complexes MsrA C51S/Trx C35S et MsrA C198S/Trx C35S, ce qui 
correspond à des constantes cinétiques de pseudo deuxième-ordre k2 de 3.105 et 21 M-1.s-1. 
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Pour la MsrB, les résultats obtenus au laboratoire par le Dr. Alexandre Olry par les 

mêmes approches ont montré qu’il n’existait aucune différence de réactivité vis-à-vis de la 

Trx C35S entre les adduits MsrBC63-TNB (k2 = 13,5 M-1.s-1) et MsrBC117-TNB (k2 = 9,4 M-

1.s-1), les deux étant faiblement réactifs. Une hypothèse est que la présence de TNB fixé sur 

une Cys de la MsrB diminue l’accessibilité pour la Trx ou/et perturbe le positionnement vis-à-

vis de la Cys32 de la Trx. D’autre part, les études par spectrométrie de masse du complexe 

covalent formé entre la MsrBox et la Trx C35S, après purification du complexe par gel 

filtration, avait permis d’identifier un complexe avec un pont disulfure intermoléculaire entre 

la Cys117 catalytique de la MsrB et la Cys32 de la Trx (MsrBC117-TrxC32).  

L’analyse des espèces formées après réaction entre la MsrBox et la Trx C35S sur un 

gel SDS-PAGE montre que peu de complexe MsrB-Trx est formé (environ 20% alors que 

pour la MsrA environ 90% de complexe MsrA/TrxC35S est formé) et que de nombreuses 

espèces de plus haut poids moléculaire sont générées issues probablement de réactions 

secondaires. Ainsi, la faible quantité de complexe MsrB-Trx purifié par filtration sur gel et 

analysé par spectrométrie de masse ne permet pas d’exclure l’existence de l’autre complexe. 

C’est pourquoi, j’ai mis en place une autre technique de purification du complexe 

MsrB/TrxC35S par électrophorèse SDS-PAGE. Le complexe a été digéré à la trypsine dans le 

gel et les peptides générés ont été extraits et analysés par spectrométrie de masse LC-MS. Les 

résultats obtenus dans ces conditions montrent que les deux complexes MsrBC63-Trx et 

MsrBC117-Trx sont formés, dans des proportions non déterminables par cette approche 

(Résultats non montrés).  

 Deux hypothèses peuvent expliquer ces résultats : 1) soit la Cys32 de la Trx peut 

former un pont disulfure intermoléculaire aussi bien avec la Cys63 qu’avec la Cys117, ce qui 

semble peut probable compte tenu du fait que la réaction d’échange de pont disulfure est 

rapide et doit faire intervenir la formation d’un complexe MsrBox/Trxréd dans lequel la Cys32 

de la Trx doit être correctement positionnée pour attaquer une seule des deux Cys ; 2) soit la 

formation observée des deux ponts disulfures est liée à l’utilisation d’un mutant 

monocystéinique de la Trx qui conduit à l’accumulation d’un complexe MsrB/Trx instable en 

équilibre avec les formes libres. La réaction de formation du complexe étant faite sur des 

temps longs (de l’ordre de la dizaine de minutes), largement supérieurs au temps nécessaire à 

la réduction de la Msrox par la Trxréd, il est possible qu’elle soit soumise à un contrôle 

thermodynamique plutôt qu’à un contrôle cinétique. Ainsi, même si un seul complexe est 

favorisé cinétiquement, l’autre pourrait se former de façon artéfactuelle dans les conditions 

utilisées. Il serait donc intéressant de pouvoir étudier la formation du complexe entre la 
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MsrBox et la Trx C35S sur des temps plus courts et de quantifier la quantité de complexe 

MsrBC63-TrxC32 et MsrBC117-TrxC32 formé afin de voir si un des deux complexe est 

privilégié. Pour cela, le complexe formé en solution à différent temps va être analysé par 

spectrométrie de masse (LC-MS/MS) et la quantité de chaque complexe formé va être 

mesurée. Ces expériences sont actuellement en cours.  

 Comment expliquer qu’il y ait moins de complexe formé entre la Trx C35S et la MsrB 

qu’entre la Trx C35S et la MsrA ? Une explication serait l’existence d’un changement 

conformationnel associé à la formation du complexe MsrA/Trx C35S, qui n’existerait pas 

pour les MsrB. L’irréversibilité de cette étape de changement conformationnel, dans les 

conditions utilisées, permettrait de déplacer l’équilibre vers la formation du complexe. Cette 

hypothèse est confortée par l’analyse des données structurales qui montre 1) l’existence d’un 

changement conformationnel important entre la MsrA de N. meningitidis sous forme réduite 

et oxydée, caractérisé notamment par un rapprochement des deux résidus Cys dans la forme 

oxydée (distance de 8 Å dans la forme réduite), et 2) l’absence de changement 

conformationnel important entre la MsrB de N. meningitidis sous forme réduite et oxydée (la 

distance entre les deux Cys étant de 2,75 Å dans la forme réduite, Kaufmann et al., résultats 

non publiés). Il est donc possible que l’accumulation du complexe MsrA/Trx soit due au 

changement conformationnel observé entre la forme oxydée et la forme réduite qui entraîne 

l’éloignement des Cys51 et Cys198 et empêche ainsi la réaction inverse de se faire, c’est-à-

dire la formation de MsrAox et de Trx C35S. Au contraire, la faible distance entre les Cys63 et 

Cys117 de la MsrB de N. meningitidis et le fait qu’aucun changement conformationnel 

n’intervienne entre la forme oxydée et la forme complexée avec le substrat pourrait permettre 

à la réaction inverse de se faire, c’est-à-dire la formation de MsrBox et de Trx C35S. 

L’équilibre entre ces deux réactions serait tel que seulement 20% de complexe MsrB/Trx 

C35S serait formé. Cette hypothèse est confortée par le fait que 1) dans le cas de la MsrA de 

B. subtilis qui possède une Cys de régénération en position 54, donc proche de la Cys 51 

catalytique, peu de complexe MsrA/Trx C35S est formé, et 2) l’introduction par génie 

génétique d’une Cys en position 54 dans un variant de la MsrA de N. meningitidis ne 

possédant plus la Cys de régénération en position 198, conduit à la formation de seulement 

20% de complexe (Dr. Mathias Antoine, résultats non publiés).  

 Bien que peu de données existent concernant les interactions entre la Trx et ses cibles, 

des études de cristallographie et de RMN de complexes covalents formés entre la Trx et deux 

de ses cibles, ArsC et la PAPS réductase, ont montré que cette reconnaissance impliquait 

essentiellement des interactions de type hydrophobe (Chartron et al., 2007, Li et al., 2007). 
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Les études menées par RMN sur la MsrA d’E. coli et par RX sur la MsrA de N. meningitidis 

montrent toutes les deux l’existence d’un basculement du segment 121-132 dans la forme 

pont disulfure de la MsrA. Ce basculement découvre une surface hydrophobe proche du site 

actif qui, ainsi exposée, pourrait permettre l’établissement d’interactions hydrophobes et la 

formation du complexe avec la Trxréd lors de l’étape de régénération de l’activité réductase 

(Figure 66). La nature du pont disulfure intermoléculaire ayant été déterminée pour la MsrA 

de N. meningitidis, impliquant la Cys de régénération, la détermination par 

radiocristallographie ou par RMN de la structure tridimensionnelle d’un complexe covalent 

entre la MsrA C51S et la Trx C35S va pouvoir être entreprise afin de caractériser les zones 

spécifiques d’interaction, même si le modèle MsrA de N. meningitidis n’est peut-être pas le 

meilleur modèle. En effet, la Cys198 se trouvant dans l’extrémité C-terminale peu structurée, 

il est possible que le positionnement relatif entre les deux partenaires dans le complexe 

covalent MsrA C51S / Trx C35S ne soit pas représentatif de celui formé lors de l’échange de 

pont disulfure entre la MsrAox et la Trxréd. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 66 : Représentation des surfaces moléculaires de la MsrA d’E. coli sous forme réduite et 

oxydée à l’état pont disulfure Cys51-Cys198 (d’après Coudevylle et al., 2006).  

La surface moléculaire est colorée en fonction de l’hydrophobie des chaînes latérales la composant. A) 

Surface de la MsrA réduite. B) Surface de la MsrA oxydée à l’état pont disulfure C51-C198. 

 

Partie V : Les disulfure oxydoréductases périplasmiques de N. meningitidis 

 
 Comme décrit dans la partie Résultats, afin de pouvoir identifier les facteurs 

structuraux et moléculaires impliqués dans la sélectivité de cibles du domaine N-ter de PilB et 

des DsbE, il était nécessaire d’identifier et de caractériser au préalable la DsbE de N. 

meningitidis impliquée dans la maturation des cytochromes c. 
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 Deux des trois DsbE putatives de N. meningitidis ont été surproduites sous forme 

soluble chez E. coli et purifiées à homogénéité. Leur caractérisation biochimique et 

enzymatique, bien qu’elle ne soit que préliminaire, montre que 1) la DsbE1 présente une 

séquence plus proche de celle de la CcmG d’E. coli que la DsbE2, 2) les signatures CXXC 

des DsbE1 et DsbE2 correspondent à un centre disulfure redox avec un potentiel redox 

respectivement de –0,230 et –0,237 V, proche de celui des Trx, 3) les Cys catalytiques de la 

DsbE1 et DsbE2 ne sont pas activées dans les formes libres, 4) la protéine nDsbD de N. 

meningitidis est capable de recycler la DsbE1 et la DsbE2, 5) la DsbE1 ne réduit pas 

l’apocytochrome c’ oxydé de N. meningitidis produit sous forme soluble, et 6) la DsbE1 est 

capable de complémenter partiellement une souche de B. pertussis déficiente en DsbE.  

 Les DsbE1 et DsbE2 sont donc bien des disulfure oxydoréductases avec un caractère 

réducteur comparable à celui de la Trx. De plus, les pKapp des deux Cys des DsbE1 et DsbE2 

présentent des valeurs élevées dans les formes libres. Ces résultats sont comparables à ceux 

précédemment obtenus sur la protéine ResA de B. subtilis ainsi que sur la protéine CcmH d’E. 

coli (Lewin et al., 2006 ; Stirnimann et al., 2006, Di Matteo et al., 2007). De plus, dans le cas 

du domaine C-terminal de la protéine DsbD, la Cys catalytique possède également un pKa 

élevé de 9,3. Au contraire, dans la Trx 1 d’E. coli, les pKa des deux Cys ont des valeurs 

différentes l’une de l’autre, la Cys catalytique ayant un pKa compris entre 6,7 et 7,5 et la Cys 

de régénération un pKa plus élevé compris entre 8,5 et 9 (Chivers et al., 1997). Ainsi, bien 

que préliminaires, les résultats montrent que les DsbE1 et DsbE2 présentent toutes les deux 

des propriétés comparables à celles des DsbE décrites. Cependant, les DsbE1 et DsbE2 

réduisent l’insuline (résultats non montrés) alors qu’il a été montré que les protéines CcmG 

d’E. coli, CycY de B. japonicum et AtCcmH sont ne réduisent pas l’insuline (Fabianek et al., 

1997, Meyer et al., 2005). 

 Reste posée la question du rôle in vivo des DsbE1 et DsbE2, et notamment de leur 

capacité à intervenir dans la réduction des Cys des apocytochromes c nécessaire à 

l’attachement covalent de l’hème. Les tests réalisés en utilisant de l’apocytochrome c’ oxydé 

de N. meningitidis, produit sous forme apo soluble dans le cytoplasme d’E. coli et purifié à 

homogénéité, montrent que la DsbE1 ne le réduit pas. Ces résultats suggèrent que soit la 

DsbE1 ne joue pas ce rôle, soit le modèle utilisé in vitro n’est pas adapté, ou soit que la DsbE 

dans le système II n’interagit pas directement sur l’apocytochrome c in vivo. La DsbE1 étant 

capable de réduire la cystine, il est probable que dans l’apocytochrome c’ le pont disulfure ne 

soit pas accessible à la DsbE1. Se posent alors plusieurs questions : est-ce que la structuration 

tridimensionnelle de l’apocytochrome c’ purifié est identique à celle retrouvée in vivo ? Est-ce 
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spécifique à l’apocytochrome c’ ou aurait-on le même résultat avec un autre apocytochrome 

c ? En effet, l’apocytochrome c’ purifié est structuré alors que d’autres études montrent que 

les apocytochrome c sont peu ou pas structurés (Fisher et al., 1972 ; Daltrop et al., 2002). Le 

cytochrome c’ de N. meningitidis a été choisi pour cette étude car il appartient à la famille des 

cytochromes c et est impliqué dans la résistance de ces bactéries pathogènes vis-à-vis du NO 

produit par les macrophages de l’hôte (Stevanin et al., 2005)  

 Aucune étude décrivant la réduction d’un apocytochrome c oxydé sous forme pont 

disulfure par une « DsbE-like » n’a été décrite dans la littérature. Cependant, des études 

précédentes ont montré que 1) l’élément important et suffisant pour l’interaction entre ces 

deux partenaires est la présence de l’His du motif conservé CXXCH des cytochromes de type 

c (Braun et al., 2004 ; Allen et al., 2005), et 2) la protéine ResA est capable de réduire un 

peptide mimant un cytochrome c550 sous forme oxydée (Colbert et al., 2006). Il sera donc 

intéressant de tester la réduction par la DsbE1 1) d’un peptide oxydé correspondant au site de 

fixation de l’hème, et 2) d’un autre apocytochrome c comme par exemple l’apocytochrome 

c550 de B. japonicum. D’autre part, il faudra mettre au point une méthode permettant de 

suivre l’oxydation ou la réduction de la DsbE2. En effet, les résultats montrent que la 

différence de fluorescence existant entre les formes réduites et oxydées de la DsbE2 ne 

permet pas de suivre la réduction de la DsbE2 par la nDsbD. L’introduction d’un résidu Trp 

supplémentaire par génie génétique pourrait peut être permettre d’obtenir une différence 

d’intensité de fluorescence entre les deux formes suffisante pour pouvoir suivre la réaction. 

 En parallèle, le rôle de ces DsbE devra être testé directement in vivo chez N. 

meningitidis par délétion des gènes correspondants. Cependant, N. meningitidis ne possédant 

qu’une seule cytochrome oxydase, la délétion du gène codant la DsbE devrait donc être létale. 

Des expériences préliminaires de délétion du gène dsbE1 chez N. meningitidis semblent 

effectivement indiquer que ce phénotype est létale (résultats non montrés).  

En ce qui concerne les mécanismes de réduction d’un apocytochrome c oxydé dans le 

système de maturation des cytochromes c de type II, les seules données connues le sont sur la 

base d’études in vivo par délétion de gène ainsi que par l’étude de la protéine ResA de B. 

subtilis. Des questions restent posées et notamment : est-ce que cette réduction nécessite 

l’intervention d’un autre partenaire  ou la formation d’un complexe avec le système d’export 

de l’hème ? Jusqu’ici, les seules données disponibles dans la littérature concernent le système 

I. Dans le système I, la protéine DsbE a été montrée être essentielle à la maturation des 

cytochromes c par des études par délétion de gène et l’hypothèse de son rôle dans la réduction 

de l’apocytochrome oxydé en présence de CcmH a été émise. Or, des études récentes 
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suggèrent que c’est plutôt CcmH qui réduirait directement l’apocytochrome c. La protéine 

CcmG pourrait alors jouer un rôle dans la réduction de la protéine CcmH. Ainsi, il a été 

montré que la protéine CcmH de P. aeruginosa était capable d’interagir avec un peptide 

correspondant à la séquence de fixation de l’hème de l’apocytochrome c551 de P. aeruginosa 

(Di Matteo et al., 2007). Il a également été montré que la protéine AtCcmH, qui est une 

protéine homologue à CcmH chez A. thaliana est capable de réduire un peptide mimant le site 

de fixation de l’hème d’un cytochrome c d’A. thaliana (Meyer et al., 2005). Aucune 

interaction directe entre CcmG et un apocytochrome c, ni aucune réduction d’un peptide 

correspondant à la séquence de fixation de l’hème d’un apocytochrome c par la protéine 

CcmG n’ont été jusqu’ici mises en évidence. Pourtant chez les organismes qui possèdent un 

système de maturation des cytochromes c de type II, aucune protéine homologue à CcmH 

n’est retrouvée et il a été montré que la protéine ResA de B. subtilis était capable de réduire 

directement un peptide mimétique du site de fixation de l’hème d’un cytochrome c550 

(Colbert et al., 2006). Dans ce système, il semblerait donc que ce soit bien les DsbE qui 

réduisent directement l’apocytochrome c.  

Bien que préliminaires, les résultats montrent clairement que 1) la DsbE1 est réduite 

efficacement par le domaine nDsbD, aussi efficacement que la protéine CcmG d’E. coli par la 

nDsbD d’E. coli (3.105 M-1.s-1) (Stirnimann et al., 2005), et 2) la DsbE1 est capable de 

complémenter, certes partiellement, une souche de B. pertussis déficiente en DsbE. Ces 

résultats, qui demandent à être confortés, suggèrent que la DsbE1 de N. meningitidis est bien 

la DsbE impliquée dans le système de maturation des cytochromes c. Quel est alors le rôle des 

DsbE2 et DsbE3 ? En effet, trois protéines homologues à CcmG sont retrouvées dans le 

génome de N. meningitidis. Or jusqu’à présent, tous les organismes étudiés ne possèdent 

qu’une seule protéine de type DsbE impliquée dans la maturation des cytochromes c. Parmi 

les trois DsbE putatives, une seule doit donc être impliquée dans la maturation des 

cytochromes c. Reste à savoir quel est le rôle des deux autres protéines. Chez B. japonicum, 

deux protéines homologues à CcmG ont été décrites : la protéine CycY et la protéine TlpA. Il 

a été montré que CycY était impliquée dans la maturation des cytochromes c alors que TlpA 

était impliquée dans la maturation des cytochromes aa3 (Capitani et al., 2001). Il se pourrait 

donc que parmi les trois DsbE, l’une puisse jouer un rôle similaire à celui de la protéine TlpA.  

Une question importante qui reste posée concerne la nature des déterminants 

moléculaires ou structuraux impliqués dans la reconnaissance spécifique entre les « DsbE-

like » et leurs partenaires. Ainsi, au moins trois « DsbE-like » pourraient être présentes dans 

le périplasme de N. meningitidis : le domaine N-ter de PilB, la DsbE1 et la DsbE2. Toutes les 
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trois sont réduites par le domaine nDsbD, par contre elles réduisent à priori des cibles 

différentes (domaines Msr de PilB pour le N-ter, apocytochrome oxydé pour DsbE1 ou 

DsbE2). Ceci implique qu’il doit exister des facteurs moléculaires et structuraux permettant 

des reconnaissances sélectives, bien que les strutures 3D soient très proches. Ainsi, le 

domaine N-ter de la protéine PilB de N. meningitidis possède un repliement de type DsbE, 

mais avec une insertion supplémentaire. Cette insertion est une boucle située au niveau de 

l’insertion centrale du repliement DsbE (résidus 99 à 102) et qui est constituée des résidus 

FLHEKK (Figure 67).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 67 : Structures tridimensionnelles du domaine N-ter de PilB de N. meningitidis (A) et de 
ResA de B. subtilis (B). 
Le repliement de type Trx est représenté en bleu, l’extension N-terminale en vert et l’insertion centrale 
en rouge. La boucle FLHE supplémentaire du domaine N-ter est indiquée par une flèche. Les figures 
ont été réalisées à l’aide du logiciel PyMol à partir des fichiers PDB 1SU9 pour la protéine ResA de B. 
subtilis et 2FYU pour le domaine N-ter de la protéine PilB de N. meningitidis.  

 

Cette boucle pourrait être responsable de la spécificité de reconnaissance du domaine 

N-ter vis-à-vis des Msr. Les données structurales obtenues par la résolution des structures 

tridimensionnelles des DsbE1 et DsbE2, ainsi que de complexes covalents avec la nDsbD, 

devraient permettre d’expliquer au niveau moléculaire ces différences de sélectivité de cibles. 
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111eoretical computations have been canied out ta illvestigate the reactioll mechanisill of the sulfoxide reduction
by thials in solution. TItis reactioll is a suitable model for enzymatic processes involving methionine sulfoxide
reductases (Msrs). Recent investigations on the Msr mechanism have clearly shawn that a sulfenic acid
intennediate is fonned on the catalytic cysteine of the active site concomitantly ta the methionine product. In
contrast, expellmental studies for the reaction of a number of thiols and sulfoxides in solution did not observe
sulfenic acid fonnation. Only, a disulfide was identified as the final product of the process. The present study
has been canled out at the MP2/6-311+G(3d2f,2df,2p)//B3LYP/6-311G(d,p) level of theory. The solvent
effect in DMSO has been incorporated using a discrete-continuum model. TIle calculations provide a basic
mechanistic framework that allows discussion on the apparent discrepancy existing between expetlmental
data in solution and in the enzymes. TIley show that, in the early steps of the process in solution, a sulfurane
intennediate is fonned the rate of which is limiting. Then, a proton transfer from a second thiolmolecule ta
the sulfurane leads ta the fonnation of either a sulfenic acid or a disulfide though the latter is much more
stable than the fonner. If a sulfenic acid is fonned in solution, il should react with a thiolmolecule making
its experimental detection difficult or even unfeasible.

Introduction SCHEME 1
Cacalytic cySleine

TIle reduction reaction of sulfoxides by thiols is of consider­
able biochemical illlerest because it can be viewed as the
simplest model for enzymatic reactions involving the methionine
sulfoxide reductases (Msr).l-17 Msrs are repair enzymes that
reduce free or protein-bound methionine sulfoxide (MetSO)
oxidized by reactive oxygen or nitrogen species. TIle enzymatic
reaction mechanism has recently been investigated. TIle overall
reaction is depicted in Scheme 1.4.17 TIle catalytic cysteine reacls
with MetSO to yield a sulfelùc acid intennediate which has been
evidenced by chemical and spectroscopie methods.4 .l! At this
stage, the reduced substrate is released. Then, the enzymatic
reaction proceeds through fonnation of an intra-disulfide bond
upon the attack of the recycling cysteine to the sulfenic acid
intennediate. Finally, the oxidized form of Msrs is recycled by
thioredoxin. In some Msrs, like MsrA in E. coli, a third cysteine
could be involved in dIe recycling process. 17 In ail Msrs sludied
so far, dIe limiting step is associated to dIe drioredoxin-recyc1ing
process, whereas dIe rate of fonnation of the inrra disulfide bond
is goverued by that of the sulfenic acid iutermediate. 17

TIle reduction of sulfoxides by thiols is also imeresting from
dIe point of view of synthetic chemistry. It has attracted attention

:1: To ",·hom cOlRspondence should he addressed. E-mail: Manud.Ruiz@
cbf.uhp-nancy.fr (M.R.): Guy.Branlant@maem.uhp-nancy.fr(G.B,).Phone
+33383684378 (M.R): +33 383684304 (G.B.). Fax: +33383684371
(M.R); +33 383684307 (G,B,).
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since many decades because of high yields, mild experimental
conditions, the ease of purification and the use of the sulfoxide
(namely, dimethyl sulfoxide, DMSO) also as the solvent. 21 - 28

Both acids and bases, in particular aliphatic amines, catalyze
the reaction.24.26 Catalytic effects by halogen-hydrogen ha­
lides,26 metals,2\l-31 and alumina32 have also been investigated.
Early kinetic studies by Wa11ace22 and Wallace and Mahon23

indicated that the activation energy correlated with the pKa of
the thio!. Moreover, while the reaction was found to be overall
second order, in the excess of one of the reagenls, pseudo-first­
order kinetics was observed. On the basis of these findings, the
amhors proposed a reaction mechanism that involves initial
fonnation of a thiol-sulfoxide adduct of sulfurane type fo11owed
by reaction of this illlermediate with a second thiol molecule
according to eqs }-2.
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Figure L Schematic representation of the chemical species invoived in stepwise re<lctions of methanethiol and DMSO <Incl optimized stmctures
al the 83LYP/6-311G** ievel (re<lctants, intenllediates, transition sm,ctures) and approximate MP2/6-311 +G(3d2f,2df,2p) energies in DMSO solutioll.
M indudes the e1ectrost<ltic free energy of soiv<ltion in the die1ectric continuuIll and is given re1ati\-e to complex 1. Vaiues are in angstrOillS and
kcallmoi.

Figure 2. Schematic represent<ltion of the chemical species in­
volved in the concerted reaction of methanethiol and DM50 10 yie1d
a sulfenic acid and optimized stmclUres at the B3LYP/6-311G** leve1
(reactants. imenllediales, transition stmctures) and approximate MP21
6-311 +G(3d2f,2df,2p) energies in DMSO solution. !lE inc1udes the
e1ectrostatic fcee energy of solvation in the die1ectric continuum and is
given re1atiw to complex 1 Values are in angstrOlllS and kcal!mo1.

The predicted energies clearly suggest that formation of the
sulfenic acid at this reaction step is very unlikely, the energies
of TS I - 4 or TS2-4 being quite high (bath TSs exhibit similar
energies). Rather, the sulfurane intermediate should be formed
in a stepwise process 1-2-3 Ihat involves an activation energy
of 20.4 kcalJmol in the firsl step and a fast recombination of
the ions in 2 to fonn the adduct 3.

Since polar species are present, one may expect the solvent
to play a cmcial role in the process. Indeed, long-range
electroslatic interactions are fundamental to stabilize dIe ion pair.
Moreover, the analysis of the results shows dlat hydrogen bonds
with the discrete DMSO molecule are very important 100. This
can be illustrated by looking at the geometries of inrermediates
2, 3, and 4 in Figure 1. Stmcture 2 shows that the hydrogen
bond distance between the transferred proton and the oxygen
atom of the solvating DMSO is very short (1.385 A) in
agreement with the work by Fu et a1,54 Hydrogen-bond distances
in 3 and 4 are larger (1.622 and 1.677 A, respectively) but still
correspond to strong interactions.

Hydrogen bonds in transition stmctures are also noticeable.
TSI-2 merils some specific comments. As shown, proton
transfer has already taken place in this transition slmcture. IRC
calculations confirm that the reaction coordinate at the TS
basically corresponds 10 a rearrangement of the DMSO solvent
molecule that is necessary to stabilize the charge separation.
Another interesting result concems dIe reaction 1-3. A TS may
be 10cated in gas phase, whereas in solution, computations
systematically lead 10 TSl-2 and show that, to a large extenl,
this is due to interactions with the explicit solvent DMSO
molecule.

Properties of the Sulfurane Reaction Intermediate. We
describe here some properties of the sulfurane molecule CHJS­
S(CH3)2-0H, which is present in complex 3. For the sake of
comparison, we have carried out further ca1culations for the
sulfurane species in gas phase. Results in solution correspond
to the discrete-continuum model.

Sulfuranes55- 76 are intennediates in various oxidation­
reduction reactions of sulfur compounds.28,55,56,68 They bear a
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the stepwise process, an ion pair should initially be fonned
through proton transfer from the thiol to DMSO. In our
computations, the reactants are described by a hydrogen-bonded
complex involving methanethiol and two DMSO molecules. We
then explore the porential energy surface of dIe complex looking
for stationary points. Stepwise processes leading to either the
sulfurane or the sulfenic acid have been obtained and are shown
in Figure 1. A concerted process leading to sulfenic acid has
also been identified and is represented in Figure 2. However,
any transition stmcture for a direct formation of a sulfurane
intennediate 3 from 1 could be located. Figures 1 and 2 include
some optimized geometrical parameters as weil as the predicted
values for relative energies. Note that various confoffilations
for the ion pair 2 have been obtained lying in a narrow energy
range. For simplicity, we do not describe them in detail.
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Figure 3. Schematic representation of the chemical species involved in the reactioll of methanethiol with 3 and optimized stmctures (reactants,
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Figure 4. Schematic representation of the chemical species involved in various possible reactions of the thiolate, thiosulfoniulIl ion and water and
optimized stmctmes at the 83LYP/6-311G** level in DMSO solution and approximate MP2/6-311 +G(3d2f,2df2p) relative energies. !lE inc1udes
the e1ectrostatic free energy of solvation in the dielectric continuum and is given relative 10 separated 1 + CHjSH. Values are in angstroms and
kcallmoL

reaction and the formation of the sulfurane 9. 11Ie stmcture of
9 is similar TO That of 3 and simply differs from it by a hydroxyll
thiolate group exchange. Experimenrally, it is kno....,rn that if a
sulfurane has an alkoxy ligand, iT can he exchanged readily with
the alkoxy group of an a1cohop7,6t Our results indicate That
such a rapid exchange can also Talee place between -OH and

-SR ligands in the presence of thiols. Sulfurane 9 should
undergo further processes similar to those of sulfurane 3, and
therefore it is not expected 10 he a final produci of The reaction.

In another reaction mechanism (middle reaction in Figure 4),
complex 6 leads 10 fonnation of a sulfenic acid 10, a thiol 11,
and a thioeTher 12 by crossing The transition sTmclure TS(r-to.
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SCHEME 4

where TSAo;s and TS'_2 represent the transition structures for
the assisted proton-relay (Scheme 4) and nonassisted (Figure
1) mechanisms, respectively. The expression is rigorous in the
gas phase provided the molecules are assumed to he separated
at infinity in the reactant state and can he considered to he a
reasonably good approximation for the process in solution. Our
computations lead to a free energy barrier decrease of bl'!.G =
-1.7 kcal/mol. A comparable effect may he expected if water
molecules or other chemical species hearing bifunctional groups
are present in the reaction medium.

We shaH not descrihe here the details of the subsequent steps
for the assisted reduction reaction. In principle, one could expect
the fooned ions to recombine and form a sulfurane intennediate,
as in the nonassisted process above. Our calculations show
sulfurane formation from the ions in Scheme 4 to be a feasible
reaction though it requires a larger activation free energy than
sulfurane foonation from the ions Ül 2. In the latter structure,
the explicit solvent DMSO molecule provides a sigllificant
stabilization effect. Such an interaction is absent in the system
shown in Scheme 4 where it is replaced by the interaction of
the ions with an extra thiol molecule. Thus, an increase in thiol
concentration may lead to a change of the reduction process
kinetics due to two main factors: (1) decrease of the activation
entropy associated to the proton relay mechanisms and (2)
modification of the solute-solvent intermolecular interactions.
Obtaining quantitative results for a given [DMSO]/[methane­
thiol] ratio would need taking into account the interactions with
the solvent in a more rigorous way although due to increasing
system complexity such a study might also require to combine
quantum mechanical calculations with statistical simulations.

Conclusions

whether the aurhors tried to identify a sulfenic acid or not.
Hence, the calculations agree with experimemal data in predict­
ing 13 as the major reaction product but points out to a possible
formation of a secondary product 10.

Proton Relay Mechanism, Bifunctional Catalysis. TIle rate­
derermining step in the sulfoxide reduction reaction involves
the ionization of the system through a proton transfer process
from the thiol to the sulfoxide. TIus process may substantiaHy
he favored by proton relay mechanisms and bifunctional
catalysis. A typical process is illustrated in Scheme 4, where
we assume that two methanethiol molecules are involved in
DMSO protonation. The structures of the complex and of the
proton-transfer TS have heen optimized. TIle compured activa­
tion energy is 19.6 kcal/mol that may he compared with the
corresponding value for the nonassisted process in Figure l,
20.4 kcal/mol. Computation of the activation free energy in
solution is not straightforward for the same reasons as those
presented above for the nonassisted ionization mechanism.
However, one may obtain a rough evaluation of the bifunctional
catalytic etfect by compuring the quantity

The calculations carried out in this work confirm the
experimental result that the reduction of sulfoxides by thiols in
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our theoretical srucly suggests that these intenllediates could he
fonned in the process, they should rapidly react making their
experimental detection in solution difficult or even unfeasible.

Comparison with Experimental Data in Solution. Kinetic
studies by \Vallace and Mahon23 proposed the reaction mech­
anism summarized in eqs 1 and 2. TIle authors deduced a
negligible value for k- 2 and obtained k2 » k,. Qualitatively,
our calculations are in very good agreement with these
experimental findings. \Ve show however that the foonation of
the inteonediate 3 (eq 1) acrually involves two steps, ionization,
which is rate-deteonining, and ion recombination, which is a
fast reaction.

Experimental data for methanethiol was not reported, but as
noted in the Introduction, results for u-toluenethiol should he a
good approximation. TIle measured pseudo-first-order rare
constant, k', at 100 oC with DMSO being the reagent in excess
was 4.0310-5 çl.23 Since the reaction was shown to he first
order in DMSO concentration, the true kinetic constant k
corresponding to the second-order reaction is derived from k'
= k ·[DMSO]. Taking [DMSO) as the concentration of the pure
liquid ([DMSO] = 14.1 mol L-') and using transition stare
theory, the experimental free energy of activation is estimared
to he 31.4 kcal/mol for u-toluenethiol, which is in satisfactory
agreement with our compured value 29.6 kcallmol for methane­
thiol considering the different approximations made. Nore also
that these values correspond to different temperatures. An
estimation of the free energy of activation at 100 oC gives 30.5
kcal/mol (assuming the same dielectric constant and empirical
correction TO free energy that the one used above).

Let us now consider the products of the reaction. Our study
predicts the fomlation of sulfellic acid 10 and disulfide 13 in
competing reactions. The disulfide is the most stable species,
and if theonodynamic control would apply, only this species
should he observed. However, the sulfenic acid is substantially
more stable than 6 and backward reaction appears to he unlikely.
In the experimental work of \Vallace and Mahon,23 the only
reported product was the disulfide although it is not clear

2

1
~

Schematic reaction coordinate

Figure 6. Free-energy profile for the reduction of DMSO by
methanethiol in DMSO solution. The x-axis represents a schematic
reaction path combining severa! coordinates for individual steps.
Approximate MP2/6-311 +G(3d2f,2df,2p) rdative energies (in italics,
in kcal/mol) using optimized slmclUres al the B3LYP/6-311G** leve1
and eq 3. The hydrogen-bonded stmcture 5 (ll..G = 23.i kcalJmol) is
Ilot inc1uded for simplicily. Ii lies between 3 and 155-6.
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gOllorrhoeae has been solved [13-17]. Doth Msrs character­
ized to date present a similar three·step catalytic mecha­
nism (Fig. 1) [18,19]. The first step, called the reductase
step, leads to the fonnation of a sulfenic acid on the cata­
lytic Cys with the concomitant release of Met. Then, an
intra-disulfide bond is formed, via the attack of a second
Cys (ca lied the recycling Cys) on the sulfenic acid interme­
dia te and the concomitant release of a water molecllle.
Finally, the dislllfide bond is reduced by thioredoxin
(Trx) in the last step. For both classes of MSTS, the rate-lim­
iting step is associated with the Trx-recycling process,
whereas the rate of formation of the intra-dislllfide bond
is governed by that of fonnation of the slllfenic acid inter­
mediate, the rate of which is fast [20-22].

ln the present review, recent chemical, structural and
enzymatic data related to MsrA and MsrD catalytic mech­
anism, in particlllar of the reductase step and sllbstrate
speciflcities towards MetSO and Trx or Trx-like proteins
are presented and discussed in tenns of evolution.

Chcmical mcc!mllism or thc suJroxidc rcductioll U)' thiols

To disCllSS and interpret the reductase mechanism of
Msrs, which has been recently characterized, a brier review
of what is known on the electronic structure of the sul fox­
ide function and on the chemical mechanism of reduction
of sulfoxides by thiols has to be introduced.

The electronic structure of the sulfoxide function has
been subject to extensive studies. The S-O bond is not a
p-n double·bond. Indeed, in addition to the cr bond, a n
bond can be formed through the interaction of an unshared
electron pair l'rom oxygen and the vacant sulfur d orbitaIs,
resulting in a p-d double-bond. Moreover, the S-O bond
distances deduced l'rom X-ray structures, the values of
the IR stretching frequencies and of the dipole moment
of the S-O bond determined on chemical models, and
theoretical chemical studies on sulfoxide models support
a S-O bond with a highly polarized double·bond character

Fig. l. The three-step mechanism of Msrs (adapted from [12D. In step 1, a
Michaelis complex is formed œtween Msr and MetSO (step lA), which
precedes the nucleophilic :lII:lck of Cys-X on the sulfur :llOm of the
sulfoxide function of MetSO leading to the formation of a sulfenic acid
intermediate on Cys-X with a concomitant release of 1 mot of Met per mol
of enzyme (step IH). In step Il, nucleophilic attack of Cys-Y on the sulfur
atom of the sulfenic acid leads to formation of a Cys-X/Cys- y disulfide
bond and a release ofa water molecule. In step III, return of the active site
to a fully reduœd state proœeds t"ia reduction of the Msr disulfide bond by
roouce<l Trx. RSOCH] and RSCH] represent MetSO and Met, respec­
tively. For N. meningilii/is MsrA, Cys-X = C51 and Cys- y = C198, for
N. meningilii/is Msrl:l, Cys-X = CI17 and Cys- y = (63.

[23-27]. In that context, it is important to note that average
S-O bond distances, deduced l'rom X-ray studies, increase
l'rom 1.492 Â for a free sulfoxide to 1.513 Â for an H-bond­
ing sulfoxide and 1.587 Â for a protonated sulfoxide [28].
Altogether, these data support the S-O bond as a polarized
single cr bond with its strength depending mainly on its
electrostatic environment and, at least a partially positive
and negative charge on the Sand 0 atoms, respectively.

The chemical reduction of sulfoxides by thiols was stud­
ied 40 years ago [29,30]. The reaction products were char­
acterized as disulfides and sulfides. The mechanism was
shown to proceed through the rate-detennining formation
of an unstable sulfoxide-thiol adduct of sulfurane type,
which is rapidly consumed by reaction with another mole·
cule of thiol (Fig. 2). From kinetic studies, it was also pro­
posed that the reaction proceeds through the protonation
of the sulfoxide via general acid/base catalysis. No sulfenic
acid intermediate was observed under the experimental
conditions used in contrast to what was observed in MSTS
in which the recycling Cys was substituted by a Ser residue
[12,18,19,22]. Recently, quantum chemistry calculations
have however shown the possible implication of a sulfenic
acid in the chemical reaction in solution [31]. They showed
that first, a slllrurane intennediate is formed whose rate is
limiting in the ove rail reduction process. Then, a proton
transfer l'rom a second thiol molecule to the sulfurane leads
to the formation of either a sullenic acid or a disulfide
though the latter is much more stable than the former in
solution. Therelore, the fonnation of a sullenic acid inter­
mediate was probably not reported in the experimental
chemical study because of its fast decay into a dislllfide spe­
cies due to the presence of thiols.

Catal)'sis or thc rcdllctasc stcp or Msrs

The rate of the reductase step of both Msrs has been
shown to be fast [20,21]. This implies the presence of an
acid catalyst to increase the electrophilic character of the
sulfur atom of the sulfoxide substrate in order to facilitate
the nucleophilic attack of the thiolate of the catalytic Cys
and the lormation of a sulfurane type transition state.
Examination of the available 3D structures of MsrA and
MsrD shows that the geometries of the active sites are dif­
ferent and that, except for the catalytic Cys residue, the
invariant amino acids present are dilTerent (Fig. 3)
[17,32]. However, inspection of the crystallographic struc-

Fig. 2. The reduction of a sulfoxide function by thiols (adaptoo from [30]).
An unstable sulfoxide-thiot adduct of sulfurane type is propose<! to he
formed. The sulfura ne is rapidly consumed by reaction with another
molecule of thiol. From kinetic studies, it was establishal that the rate­
determining step is associatooto the formation of the sulfurane, andthat
the reaction is subject to general acid/base catalysis.
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Fig.4. Proposed calalYlic mechanism orthe reduclase step of MsrA (A) and MsrB (B) from N. 1/!i'llillgilitiis (adapted from [33.34]). For each Msr (A and
B). only Ihecatalytic fUllcliona! groups are represellle<l, i.e. Cys-51. Glu-94. 1'yr-82. and 1'yr-134 for MsrA and Cys-117. His-JOO. His-JOJ. Asn-119 and
Thr-26 for MsrB. RSOCH) and RSCH) represenl i\1etSO and Mel. respectively. For ooth Msrs, the subslralt: binds 10 the active sile wilh ils sulfoxide
fUIlclion largely polarized leading 10 Ihe formation of a transition siaie compa tible Wilh the formation of a suifurane type transition siaie of bipyramidal
geometry. In Ihis transition slale. Ihe calalYlic Cys is deprolonaloo. In the lasi siep. the rearrangemelll of Ihe transition slate leads 10 the formation of a
sulfenic add interme<liate on the catalytlc Cys residlJe and of Mel. The natlJre of Ihis rearrangelllenl remains to be rletermine<l.

MsrA, and (4) the nature of the other invariant amino
acids that stabilize the polarizcd form of the sulfoxide func~

tion and the transition state, which are Tyr-82 and Tyr-1J4
for MsrA and Thr-26. His-I 00 and Asn-119 for MsrD (via a
water molecule, see Fig. 3).

From an evolutionary point of view, it is also interesting
to compare MsrA and MsrD to other sulfoxide reductases
in terms of mechanism and catalysis. Indeed, a molylxle­
num oxotransferdse named dimethylsulfoxide reductase
(DMSOR) exists, which catalyzes the reduction of DMSO.
Structural and spectroscopic studies have suggested that
the oxygen atom of the substrate binds directly to the
molylxlenum of reduced (Mo IV

) enzyme leading to a weak­
ening of the 5-0 bond essential for the oxygen atom trans~

fer to the molybdcnum [35-38]. Altogether, these results
bring to light two ways of reduction of sulfoxides he Id dur~

ing the cvolution. The first one is based on thiol reactivity
coupled with the sulfenic acid chemistry ancl is used by
Msrs. The second one is used by molybdenum-containing
enzymes like DMSOR ancl is based on the redox properties
of molybdenum. Anyway, both mechanisms of reduction
have in common the activation of the sulfoxide function
either via the protonation of the oxygen, or nia its coordi­
nation to a molybdcnum atom. In both cases, the sulfoxide
function of the bound substrate is strongly polanzed. filcil­
itating the transfer of the oxygen atom and the reduction of
the sliifoxide fLlnction.

However, further investigations on Msrs remain to be
done to explain in particular how the sulfenic acid interme­
dia te is formed from a sulfurane transition state. The the-

oretical study of the DMSO reduction by thiols and the
geometry of Msr active sites support a sulfurane intermedi­
ate of trigonal bipyramidal geometry, with the sllifur of the
thiol and the OH group in apical position and the two
methyl groups and the lone pair in equatorial position
[31]. However. such a geometry is not compatible with a
direct shirt of the OH group to the sulfur atom of the thiol.
ln this context, it is important to note that preliminary data
suggest that the oxygen of the sulfenic aid intemlediate
comes from the sulfoxide fllnction (Antoine et al. llnpub­
lishecl results). Another question concems the reductase
mechanism and catalysis of seleno~Msrs. Indeed, seleno­
protein forms of MsrA and MsrD have been recently char­
acterized [39--41]. Ali these seleno-Msrs are at least as efTi­
cient catalyst (as measured by the kŒJKM ratio) LInder
steady~state conditions as the Cys-containing Msrs, but
nothing is known concerning the catalytic efficiency of their
rcductase step. For instance. it is not known if the reduc~

tase step is also dependent of an acid/base catalyst? Taking
into account the fact that a selenoCys has a low l'Ka vaille
and is chemically more reactive than a Cys, one can
hypothesize that substituting selenoCys for Cys will favor
the rate of the reduction of the sulfoxide function. in par­
ticular of the nllcleophilic attack on the sllifoxide function.

Substrate specificity

Despite the distinct three~dimensional structures of
MsrA and MsrD, both active sites can be represcnted as
an open basin casily accessible to the sulfoxide substrate.
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member to show enzymatic activity. Although speculative,
the binding and reduction of free Met-/?-SO by the IRMsr
GAF domain may function as a key element in cell signal­
ing in response to oxidative stress and nutrients. Additional
structural and enzymatic studies are necessary to evaluate
the binding mode of substrate and to determine the role
of the active site residues during catalysis. It is clear, how·
ever, that part of the structural origins for the selectivity of
IRMsr for free Met-/?-SO against protein-bound MetSO, is
due to the nature of the active site.

Regeneration or the retluctasc acth'ity or Msrs

Kinetic studies on the catalytic mechanism of the MsrA
and MsrD l'rom N. lJIenillgilidi.s have shown that the rate of
the sulfenic acid intermediate formation is fast (790 S-I and
85 S-I for MsrA and MsrD, respectively) and is rate-deter­
mining in the process leading to formation of the Msr
disulfide bond. Furthermore, the overall rate-limiting step
is associated with the Trx-recycling process, which behaves
as an apparent irreversible process [20,21]. Finally, the
rates of formation of oxidized Trx l'rom oxidized Msr
and reduced Trx, determined under single turn-over condi­
tions, were 50 S-I and 5 S-l for MsrA and MsrD, respec·
tively. These values are 15- and 5-fold higher than kCal

values detennined under steady·state conditions for MsrA
(3.4s-1) and MsrD (1.1 S-I), respectively. These data sup­
port a rate·limiting step that takes place after the two-elec­
tron chemical exchange and is associated with the release of
oxidized Trx. Altogether, these results suggest a similar
general scheme for the Trx-recycling process of disullide
oxidized MsrA and MsrD involving first the formation of
a productive oxidized Msr/reduced Trx complex, followed
by the electron-transfer chemical step leading to the accu­
mulation of the reduced Msr/oxidized Trx complex whose
dissociation is rate-limiting.

K'

l
,,.

- Trxo~ .':::;: MsrA,ed + Trxo~

Therefore, it is probable that productive interactions
and thereby specific structural recognitions exist between
oxidized Msrs and reduced Trx, which are likely a prere­
quisite for the oxido-reduction process to be efficient. This
can probably be extended to ail cytoplasmic Msrs.

The PilD protein of the Nei.s.seria genus comprises three
domains. Two fonns have been recently reported to be pro­
duced in vivo [49]. One form, containing the three domains
is secreted l'rom the bacterial cytoplasm to the outer mem­
brane. The second form, which is cytoplasmic, only con­
tains the central and the C-terminal domains. The
secreted fonn was shown to be involved in survivalunder
oxidative conditions. While the central and the C·tenninal
domains display MsrA and MsrD activities, respectively,
the N-tenninal domain exhibits a disulfide reductase activ­
ity that is able to recycle the Msr domains [50]. ln particu-

lar, the N. lJIenillgilidi.s MsrD activity is shown to be
recycled with a catalytic efficiency similar to that observed
with Trx 1 l'rom E. coli. Recently, the crystal structure of
the N-terminal domain has been determined and has
revealed additional features with respect to the canonical
Trx-fold [51]. The N-terminal domain fold is rather similar
to the DsbE subclass family involved in cytochrome c mat­
uration process. However, a major dilTerence is the pres­
ence of a unique 99FLHE IÜS loop absent in ail Trx/DsbE
proteins of known structure, which is stabilized within
the structure by hydrogen bonds and covers one edge of
the active site. This structural feature of the N-terminal
domain of PilD cou Id be important in defining its Trx-recy·
cling selectivity compared to Trx1. An alternative role of
the 99FLHE IÜ2 100p would be to promote selective interac­
tions in the NeÙ.seria periplasm with the recycling partner
of the oxidized form of PilD that is likely the N-terminal
domain of DsbD [52]. Moreover, the fact that the N-termi­
nal domain displays a DsbE-like fold raises the question of
its possible involvement in the cytochrome c maturation
pathway.

ln the X-ray structures solved so far, the active site of
Msrs is always occupied by a molecule that is covalently
or non-covalently bound to the catalytic Cys. In ail these
structures, the distance and orientation of the catalytic
and recycling Cys are variable. For instance, while the recy·
cling Cys is in position to form a disulfide bond in the
MsrD l'rom N. gonorrhoeae, it is not the case in the MsrA
l'rom E. coli or Bo.s lalll"ll.s and probably not in the MsrD
l'rom XanlhOlJlona.s CtllJlpe.slri.s [13,14,17,22]. These dilTer­
ences rely on the position of the recycling Cys, which has
allowed the identification of dilTerent sub-classes of MsrA
and MsrD [12], and argue for significant confonnational
changes of Msrs upon intra-disulfide bond formation. This
was recently confinned by the detennination of the three­
dimensional structure of oxidized disulfide form of E. coli
and N. lJIeningilidi.s MsrA [32,53], which show a significant
conformational change that would be a prerequisite for the
formation of the intra-disulfide bond and for the Trx-recy·
cling process efficiency. In these structures, the active site is
more exposed to the solvent than in reduced form. A
hydrophobic patch is also present on the molecular surface.
This solvent-exposed hydrophobic surface of the oxidized
form likely plays a role in Trx interaction during the reduc·
tion step. Indeed, several studies have shown that the Trx
active site exhibits large solvent-exposed hydrophobic sur­
face [54,55], such a surface playing a key role during the
interaction with other partners.

Moreover, the Trx-recycling process is specific of disul­
fide oxidized Msrs. Indeed, the sulfenic acid intennediate
formed on the catalytic Cys can not be reduced by Trx
[12]. Sequence comparisons of putative MsrDs show that
the catalytic Cys is almost conserved whereas about 25%
of the MsrDs have no putative recycling Cys. These mon­
ocysteinic MsrDs have been shown to display reductase
activity ([40] and Neiers F. et al., unpublished results).
These results argue for the generality of the sulfenic acid
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mechanism, but, at the same time, raise the question of
how the activity of these Msrs is recycled ill vivo. Indeed,
difTerent reductants (i.e. glutaredoxin, thionein or seleno­
compouncls) were shown to be able to regenerate monocy­
steinic MsrD ill vitro [56-59], but no eviclenœ has been
shown for their ill vivo implication yet.

Concllllling reltl:lrk.'i' :nlll open questions

During the past few years, the enzymology of Msrs has
proviclecl important insights into the chemical mechanism
of sulfoxicle recluction by thiols. This reaction implies the
formation of a sulfenic acicl intermecliate by a substrate­
assistecl aciclic catalysis mechanism. Incleecl, for both clas­
ses of Msrs the substrate bincls to the active site with its
sulfoxide function largely polarized, and participates via
the-partial-positive charge borne by the sulfur atom of
the sulfoxide to the stabilization of the catalytic Cys. How­
ever, several questions remain to be addressed. First, as
already pointed out, the proton on the sulfoxide function
likely comes l'rom the catalytic Cys via Glu-94 and His-
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I Matériel biologique et milieux de culture 

 

I.1 Souches bactériennes 

 

- E. coli DH5α : supE44, ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 

relA1. Cette souche est utilisée pour l’obtention d’ADN plasmidique. 

 

- E. coli BE002 : MG1655 msrA :: specΩ, msrB :: α3kan. Cette souche est utilisée pour la 

production du type sauvage et des variants des MsrA de N. meningitidis et d’E. coli. 

 

- E. coli BL21 (DE3) : F-, ompT, hsdSB (rB
- mB

-) gal, dcm. Cette souche qui contient l’ORF 

codant l’ARN polymérase T7 sous le contrôle du promoteur lac est utilisée pour la production 

de l’apocytochrome c’ et de la protéine L7/L12.  

 

- E. coli EC29 : MC1061 (hsdR araD139 Δ(araABC-leu) 7679 galU galK Δ(lac) ΦX74 rpsL 

thi) ΔccmG. Cette souche nous a été fournie par le Dr L. Thöny-Meyer (Institut für 

mikrobiologie, Zürich, Suisse) et est utilisée pour réaliser les tests de complémentation 

fonctionnelle. 

 

- E. coli S17-1: RP4-2-Tc::Mu aph::Tn7 recA [SmR]. Cette souche est utilisée pour les 

expériences de conjugaison de la souche B. pertussis BC39. 

 

- B. pertussis BC39 : dérivée de la souche TohamaIII, souche avirulente isolée d’un patient 

portant les résistances à la streptomycine et à l’acide nalidixique. Cette souche nous a été 

fournies par le Pr. Robert G. Kranz (Biology Department, St Louis, United states). 

 

- B. pertussis RK102 : BC39 ΔccsX. Cette souche nous a été fournie par le Pr. Robert G. 

Kranz (Biology Department, St Louis, United States). Cette souche est utilisée pour les tests 

de complémentation fonctionnelle.  

Toutes ces souches sont conservées en glycérol 15% à -80°C. 
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I.2 Vecteurs plasmidiques 

 

- pSKPILBMsrA : Phagemide recombinant pBluescript II SK (+) portant la séquence codante 

de la MsrA de N. meningitidis sous le contrôle du promoteur lac (Olry et al., 2002). Ce 

vecteur porte le gène de résistance à l’ampicilline et est utilisé pour la production de MsrA 

sauvage ainsi que des différents variants de MsrA. 

 

- pETDsbE1t : Phagemide recombinant pET-20b portant la séquence codante de la DsbE1t de 

N. meningitidis sous le contrôle du promoteur lac. Ce vecteur porte le gène de résistance à la 

kanamycine et est utilisé pour la production de la DsbE1t. 

 

- pETDsbE2t : Phagemide recombinant pET-20b portant la séquence codante de la DsbE2t de 

N. meningitidis sous le contrôle du promoteur lac. Ce vecteur porte le gène de résistance à la 

kanamycine et est utilisé pour la production de la DsbE2t. 

 

- pETapoc’ : Phagemide recombinant pET-20b portant la séquence codante du cytochrome c’ 

de N. meningitidis, tronqué de sa séquence d’export au périplasme, sous le contrôle du 

promoteur lac. Ce vecteur porte le gène de résistance à la kanamycine et est utilisé pour la 

production de l’apocytochrome c’ dans le cytoplasme. 

 

- pET-28b L7/L12 : Phagemide recombinant pET-28b portant la séquence codante de la 

protéine L7/L12 d’E. coli sous le contrôle du promoteur lac permettant l’expression des 

protéines avec un Tag His du côté N-terminal. Ce vecteur porte un gène de résistance à la 

kanamycine et est utilisé pour la production de L7/L12. 

 

- pEC210 CcmG : Vecteur pACYC184 dans lequel a été cloné la séquence codant la protéine 

CcmG d’E. coli (Fabianek et al., 1998). Ce vecteur est utilisé pour réaliser la 

complémentation de souche d’E. coli délétées du gène ccmG. 

 

- pRJ3290 : Vecteur pISC2 dans lequel a été cloné le gène cycA-His6 de B. japonicum (codant 

le cytochrome c550) (Ahuja et Thöny-Meyer, 2003). Ce vecteur est résistant à l’ampicilline et 

inductible à l’arabinose et est utilisé pour réaliser la complémentation de souche d’E. coli 

délétées du gène ccmG. 
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- pFUS2 : dérive du pQE30 (Qiagen, France). C’est un plasmide suicide utilisé pour 

l’inactivation de gènes par recombinaison homologue et la génération de fusion 

transcriptionnelle entre les gènes interrompus et le gène lacZ (Antoine et al., 2000). Ce 

vecteur porte un gène de résistance à la gentamycine.  

 

I.3 Milieux de culture bactérienne 

 

I.3.1 Milieu riche LB 

 

Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (5 g/L). Le pH est 

ajusté à 7,5 par ajout de NaOH et le milieu est autoclavé pendant 20 min à 1 bar. Pour les 

milieux gélosés, de l’agar est ajouté à raison de 17 g/L de milieu de culture avant stérilisation. 

Les milieux sont autoclavés 20 min à 120 °C. Afin de sélectionner les clones recombinants, 

l’antibiotique approprié est ajouté après stérilisation. Ce milieu est utilisé pour la réalisation 

des minipreparations d’ADN plasmidique ainsi que pour la production des différentes 

protéines. 

 

  I.3.2 Milieu riche SOC 

 

Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (5 g/L), KCl (2,5 

mM), MgCl2 (10 mM), MgSO4 (10 mM), glucose (20 mM). Ce milieu est utilisé pour la 

transformation des bactéries compétentes. 

 

 I.3.3 Milieu Bordet-Gengou 

 

Composition : Peptone (10 g/L), extrait de viande (10 g/L), sang de mouton défibrillé 

(100 mL/L), acide nicotinique (1 mg/L), amidon (10 g/L), cefalexine (40 mg/L), charbon (4 

g/L), NaCl (5 g/L), Agar (12 g/L). Le pH est ajusté à 7,4. Ce milieu est utilisé pour cultiver 

les souches de B. pertussis. 

 

I.3.4 Milieu minimum pour culture en anaérobie et en présence de nitrites 

 

 Composition : KH2PO4 (10,5 g/L), K2HPO4 (4,5 g/L), (NH4)2SO4 (1 g/L), nitrites (2 

g/L), citrate de sodium (0,5 g/L), glycérol (4 g/L), milieu LB (100 mL/L), fumarate (6,4 g/L), 
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solution contenant des traces de métaux (FeCl3 (4 g/L), CaCl2 (1 g/L), MgCl2 (82 g/L), 

MnCl2 (10 g/L), 2 mL d’HCl concentré après avoir dissout tous les sels dans 1L d’H2O (2 

mL/L), molybdate (0,01 mmol/L)). 

Ce milieu est utilisé pour les tests de maturation des cytochromes c chez E. coli.  

 

II Techniques de génie génétique 

 

II.1 Préparation de l’ADN plasmidique 

 

II.1.1 La minipréparation 

 

La minipréparation d'ADN est utilisée pour la préparation rapide d'une faible quantité 

d'ADN dans un but analytique, à partir de 5 ml de culture. Le protocole passe par la lyse 

alcaline des cellules grâce à une solution de NaOH 0,2 N, SDS 1%. Le mélange est ensuite 

neutralisé par une solution d’acétate de potassium/acide acétique, puis centrifugé. L’ADN 

plasmidique contenu dans le surnageant est alors directement précipité par ajout d’éthanol à 

90%. Le culot ainsi obtenu est ensuite lavé à l’éthanol à 70% puis séché, repris en tampon 

Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0, et finalement traité 1H à 37°C par la ribonucléase A 

(1 µg/ml). 

 

II.1.2 Préparation et transformation des bactéries compétentes 

 

Cette méthode est utilisée pour transformer les souches d’E. coli DH5α, BE002, 

BL21(DE3), EC29 et S17-1. Une culture bactérienne est réalisée en milieu SOB (milieu SOC 

sans glucose) à une température comprise entre 35 et 37°C, sous forte agitation. Cette dernière 

est arrêtée en phase exponentielle de croissance lorsque la DO600nm atteint 0,3-0,5. Elle est 

centrifugée et le culot est repris dans une solution de TB froid (PIPES 10 mM, CaCl2 15 mM, 

KCl 250 mM, MnCl2 55 mM, pH 6,7). Après une incubation de 30 min dans la glace et une 

nouvelle centrifugation, le culot est repris dans 1/10ème du volume initial de solution TB, en 

présence de diméthyle sulfoxyde (7% final) et incubée 2H dans la glace. Des fractions 

aliquotes sont rapidement congelées par immersion dans de l’azote liquide et stockées à -80°C 

(Inoue et al., 1990). 

La méthode classique de transformation des bactéries compétentes est utilisée 

(Sambrook et al., 1989). La transformation est réalisée en mélangeant 1 ng de plasmide et 50 
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µl de bactéries compétentes. Après incubation dans la glace pendant 30 min, le mélange est 

soumis à un choc thermique de 45 secondes à 42°C puis les cellules sont régénérées 1H à 

37°C en milieu LB avant d’être étalées sur boîte LB avec l’antibiotique de résistance 

approprié au plasmide utilisé et incubées une nuit à 37°C. 

 

II.2 Mutagenèse du matériel plasmidique 

 

La mutagenèse dirigée a été réalisée à l’aide du Kit «QuickChange Site-Directed 

Mutagenesis Kit» commercialisé par Stratagene. La méthode utilise l’ADN polymérase 

thermostable Pfu pour répliquer les deux brins du plasmide avec une grande fidélité et sans 

déplacer les oligodésoxyribonucléotides de mutagenèse. 

Elle nécessite aussi un plasmide double brin superenroulé et deux 

oligodésoxyribonucléotides de mutagenèse portant chacun la mutation à introduire. Les 

oligodésoxyribonucléotides, chacun complémentaire d’un des deux brins du plasmide, vont 

servir d’amorces 3’OH pour la synthèse de l’ADN par l’ADN polymérase, conduisant à un 

plasmide muté aux extrémités non religuées.  

Le produit de la réaction de PCR est ensuite traité avec l’endonucléase Dpn I 

(séquence cible 5’-Gm6ATC-3’), spécifique de l’ADN méthylé et hémiméthylé, afin de 

digérer l’ADN parental et ainsi sélectionner l’ADN néosynthétisé contenant la mutation. En 

effet, l’ADN isolé de la plupart des souches d’E. coli est dam méthylé et donc susceptible 

d’être digéré par DpnI. Une fraction du mélange de digestion, contenant l’ADN double brin 

muté, circulaire et coupé, est utilisée pour transformer des bactéries DH5α compétentes qui 

vont religuer les extrémités du plasmide muté et l’amplifier. Après transformation de 50 µL 

de cellules DH5α compétentes par 1 à 5 µL de mélange de PCR, les cellules sont cultivées 

pendant une nuit sur milieu solide sélectif. 

 

II.3 Clonage des ORF 

 

 La technique de PCR permet de réaliser l’amplification d’un fragment d’ADN 

génomique compris entre deux oligodésoxyribonucléotides, dont les séquences sont 

complémentaires aux bordures du fragment d’ADN à amplifier et permet également de créer 

les sites de restriction NdeI et SacI. L’ADN polymérase utilisée pour la réaction est la Pfu. La 

présence et la taille de l’ADN amplifié sont vérifiées par dépôt sur gel d’agarose 1%. Cet 

ADN est ensuite extrait du gel grâce au kit NucleoSpin (Macherey-Nagel). Cette extraction 
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est basée sur l’utilisation de colonnes échangeuses d’anions, l’ADN étant chargé 

négativement. Les vecteurs et les inserts sont ensuite digérés pendant 1h30 à 37°C par les 

enzymes de restriction NdeI et SacI à raison de 3 unités par µg d’ADN. La formation des 

liaisons phosphodiesters entre les extrémités de l’insert et du vecteur est catalysée par l’ADN 

ligase du bactériophage T4. La ligation se fait en présence d’un excès d’insert de 3 fois par 

rapport au vecteur linéarisé. Les mélanges de ligation sont placés dans un bain à 16°C pendant 

au moins 4H.  

La présence de l’insert est vérifiée par PCR sur colonies en utilisant cette fois-ci la 

Dynazyme.  

 

II.4 Construction d’une chimère dsbE N. meningitidis-BP0387 B. pertussis 

 

Chez B. pertussis, le gène BP0386 codant la protéine CcsX semble se trouver en opéron 

avec les gènes BP0389, BP0388 et BP0387, nous avons donc réalisé une chimère dsbE 

N. meningitidis-BP0387. Cette chimère est ensuite clonée dans le plasmide suicide intégratif 

pFUS2. Ce plasmide est utilisé pour transformer des cellules S17-1 d’E. coli permettant la 

transformation du pFUS2 dans la souche RK102 par une technique de conjugaison, le 

plasmide va s’intégrer dans sa totalité à l’intérieur du génome de B. pertussis par 

recombinaison homologue (Figure 68).  
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Figure 68 : Schéma de la stratégie de complémentation de B. pertussis. 
(A) Représentation schématique de la région du génome de B. pertussis contenant le gène ccsX. Le 
gène BP086, représenté en rouge correspond au gène ccsX.  
(B) Carte du plasmide intégratif pFUS2.  
(C) Représentation schématique de la stratégie de complémentation utilisée.  
 

III Production et purification des différentes protéines 

 

III.1 Production des protéines recombinantes 

 

Les MsrA de N. meningitidis, sauvage et les différents variants générés, sont produits 

dans la souche d'E. coli BE002 transformée par le plasmide recombinant pSKPILBMsrA 

portant l’ORF de la protéine à produire. Typiquement, quatre litres de LB sont ensemencés au 

1/50ème à partir d’une préculture d’une nuit en milieu LB. Les cultures sont ensuite incubées 

pendant 24 heures à 37°C  en milieu LB sous agitation avec comme antibiotique de résistance 

l’ampicilline (200 mg/l), la spectinomycine (25 mg/l) et la kanamycine (50 mg/l). 

Les cultures des cellules d’E. coli BL21(DE3), transformées avec les vecteurs 

plasmidiques pETDsbE1t, pETDsbE2t, pETapoc’ et pET28bL7/L12, permettant 

respectivement la surproduction des DsbE1t, DsbE2t et du cytochrome c’ de N. meningitidis 

A 

Plasmide intégratif 

B C 
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et de la protéine L7/L12 d’E. coli sont ensemencées au 1/50ème à partir d’une préculture d’une 

nuit en milieu LB et incubées à 37°C. L’antibiotique de résistance est la kanamicyne (200 

mg/ml). A une DO600nm comprise entre 0,6 et 0,8, l’induction de la synthèse de l’ARN 

polymérase T7 est initiée par ajout de 1 mM d’IPTG et conduit à l’induction de la synthèse en 

grande quantité d’ARN messager correspondant à la protéine recombinante. La culture est 

arrêtée de 6 à 18H après induction et après 3H pour le cytochrome c’ de N. meningitidis. 

Les cellules récoltées par centrifugation à 3000 g, sont lavées dans du tampon A 

(Saccharose 25%, EDTA 5 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 7,5) puis centrifugées et les culots 

cellulaires sont stockés à -20°C. 

 

 III.2 Désintégration des cellules 

 

Le culot cellulaire issu d'un litre de culture est repris dans 20 ml de tampon de 

purification puis les cellules sont désintégrées à une température de 4°C à l’aide d’un 

sonicateur ou d’un désintégrateur de cellules (Constant Cell Disruption Systems, 

Constantsystems). Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrifugation à 12000 g 

durant 45 min. 

 

III.3 Purification 

 

III.3.1 Purification de la MsrA et de la DsbE1t 

 

 III.3.1.1 Précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium 

 

Le surnageant de sonication est amené respectivement à 50% et 70% de saturation en 

(NH4)2SO4 pour la MsrA et la DsbE1t, et précipité 2H sous légère agitation à 4°C. A cette 

concentration en (NH4)2SO4, ces deux protéines sont précipitées, elles sont récupérées dans le 

culot après centrifugation pendant 45 min à 12000 g. 

 

III.3.1.2 Filtration sur gel 

 

Le culot est repris dans un volume minimum de tampon TE (Tris-HCl 50 mM, EDTA 

2mM, pH 8,0) puis déposé sur une colonne de filtration sur gel ACA54 (acrylamide 5%, 

agarose 4%, BIOSEPRA) dont le domaine de fractionnement se situe entre 5 et 70 kDa. 
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L’élution se fait grâce au tampon TE et est suivie par la mesure de la DO280nm. L'analyse des 

fractions est effectuée par lecture de la DO280/260nm et par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE, 12,5%). Les fractions contenant la protéine sont 

ensuite rassemblées. 

Cette étape permet d’éliminer la majeure partie des protéines contaminantes présentes 

dans le culot de précipitation et une grande quantité d’acides nucléiques. 

 

III.3.1.3 Chromatographie d’échange d’anions 

 

La solution protéique issue de la filtration sur gel est filtrée puis injectée sur une 

colonne échangeuse d’anions Q-Sépharose (agarose 6% sur laquelle sont greffés des 

groupements triméthylammonium, Amersham Biosciences) préalablement équilibrée avec le 

tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 et couplée à un système FPLC (Amersham 

Biosciences). L’élution se fait par un gradient linéaire croissant de KCl de 0 à 200 mM pour 

les MsrA et de 0 à 1 M pour la DsbE1t sous un débit de 5 ml/min. Les MsrA de 

N. meningitidis sont éluées à environ 50 mM de KCl et la DsbE1t n’est pas retenue sur la 

colonne.  

Cette étape permet d’éliminer des contaminants protéiques et surtout beaucoup 

d’acides nucléiques. 

 

III.3.1.4 Concentration et conservation des protéines 

 

Les solutions enzymatiques pures sont finalement concentrées par ultra-filtration sous 

pression d’azote à l’aide d’une membrane Amicon YM10 jusqu'à une concentration de l’ordre 

de 20-25 DO/mL. Les protéines sont ensuite précipitées en présence de (NH4)2SO4 (50% de 

saturation) et de DTT (50 mM) puis conservées à –20°C. La concentration en enzyme d’une 

solution est calculée à partir de la DO mesurée à 280 nm en utilisant les coefficients 

d’extinction molaire théoriques déterminés par la méthode de Gill et Von Hippel (Gill et Von 

Hippel, 1989): MsrA de N. meningitidis ε = 26200 cm-1.M-1, DsbE1t N. meningitidis ε = 

14770 cm-1.M-1, DsbE2t N. meningitidis ε = 29700 cm-1.M-1, apocytochrome c’ N. 

meningitidis ε = 8500 cm-1.M-1. La protéine L7/L12 ne possédant pas de Trp, sa concentration 

est déterminée par dosage selon la méthode de Bradford. 
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III.3.2 Purification de la DsbE2t 

 

Le protocole utilisé est sensiblement le même que celui utilisé pour la DsbE1t, sauf 

que le tampon utilisé est un tampon TE, pH 8,5. La précipitation se fait à 65% en sulfate 

d’ammonium. La gel filtration se fait en tampon TE pH 8,5, 150 mM de KCl afin de réduire 

les interactions non spécifiques et l’échantillon est dilué deux fois avant injection sur Q-

sépharose afin de diminuer la concentration en sels. Tout comme la DsbE1t, la DsbE2t ne se 

fixe pas sur Q-sépharose, la protéine est donc récupérée, concentrée et conservée à -20°C 

après précipitation au sulfate d’ammonium à 65%. 

 

III.3.3 Purification de l’apocytochrome c’ 

 

Le protocole de purification est sensiblement le même que celui utilisé pour les autres 

protéines. Dans ce cas, le tampon utilisé est un tampon TE pH 8,5, et la protéine est précipitée 

au sulfate d’ammonium à 60%. La protéine est ensuite déposée sur colonne gel-filtration 

toujours dans le même tampon. Les fractions contenant la protéine sont récupérées et injectées 

sur Q-sépharose. Comme pour les protéines DsbE1t et DsbE2t, l’apocytochrome c’ ne se fixe 

pas sur la colonne. Après cette étape, la protéine n’est pas encore pure. Une étape 

supplémentaire de chromatographie hydrophobe est donc réalisée. Les fractions issues de la 

chromatographie échangeuse d’anions et contenant la protéine sont amenées à une 

concentration finale de 1 M en sulfate d’ammonium. Cette solution est injectée sur une 

colonne Phenyl Sepharose (agarose 6% comprenant des groupements phényls, Amersham 

Biosciences) équilibrée en tampon TE pH 8,5, (NH4)2SO4 1 M et couplée au système FPLC. 

L’enzyme est éluée par un gradient linéaire décroissant de 1 à 0 M en (NH4)2SO4. La protéine 

est récupérée, concentrée et conservée à -20°C après précipitation au sulfate d’ammonium à 

60%. 

 

III.3.4 Purification de la protéine L7/L12 

 

   III.3.4.1 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 la séquence His-Tag fusionnée du côté N-terminal. Ces 

interactions sont dues aux propriétés des His dont le noyau imidazole possède un doublet 
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d’électrons libres (à pH>pKa), porté par un atome d’azote, pouvant former des complexes 

avec les ions métalliques divalents comme le Cu2+ ou le Ni2+. Les ions Ni2+ sont fixés à la 

résine qui possède des groupements iodoacétamides, chélateurs d’ions.  

Le surnageant obtenu après désintégration des cellules est filtré et injecté sur la 

colonne Ni Sepharose HP (5 mL, Amersham Biosciences) couplée au système FPLC 

(Pharmacia), préalablement équilibrée avec le tampon start (Na2HPO4 20 mM, NaCl 1 M, pH 

7,5) en présence de 50 mM d’imidazole. La présence d’imidazole dès le début de la 

chromatographie a pour but d’éliminer la fixation non spécifique des protéines cellulaires, 

tout en assurant la fixation de la totalité de L7/L12. La protéine est éluée grâce au tampon 

d’élution (tampon start, 1 M imidazole), l’imidazole entre en compétition avec les chaînes 

latérales des His de l’étiquette His de la protéine. L’élution est obtenue grâce à un palier 

d’imidazole à une concentration de 500 mM, et est suivie par la mesure de la DO280nm.  

 

   III.3.4.2 Concentration et conservation des protéines 

 

 Les fractions contenant L7/L12 pure sont rassemblées et concentrées par ultrafiltration 

sur membrane Amicon YM10 (limite d’exclusion 10 kDa). La protéine L7/L12 est dialysée 

contre du tampon Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 afin d’éliminer l’imidazole. La protéine 

est enfin précipitée à 70% de sulfate d’ammonium et conservée à -20°C. 

 

III.4 Contrôle de la pureté et de la masse des protéines purifiées 

 

III.4.1 Electrophorèse sur gel (SDS-PAGE) en conditions dénaturantes 

 

L’électrophorèse en conditions dénaturantes permet de suivre l’évolution du degré de 

pureté de l’enzyme au cours de chaque étape de purification. Les protéines sont révélées par 

coloration au bleu de Coomassie R-250. 

 

III.4.2 Détermination de la masse moléculaire par spectrométrie de masse 

électrospray en conditions dénaturantes 

 

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

trace de sels, 500 µg de protéines sont dessalés sur une colonne de filtration sur gel (HiPrep 

26/10 Desalting, Amersham Biosciences) couplée au système FPLC, ou sur une colonne de 
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filtration sur gel PD-10 (BioRad). L'élution est réalisée par un tampon bicarbonate 

d’ammonium 50 mM pH 7,6 fraîchement préparé. La fraction la plus concentrée est récupérée 

puis lyophilisée. 

Les masses moléculaires des protéines recombinantes ont été déterminées au 

laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-organique de Strasbourg dirigé par le Dr A. Van 

Dorsselaer. L'appareil utilisé est un spectromètre VG-Bio Q triple quadripole (Micromass). 

 

IV Préparation des substrats sulfoxydes 

 

La synthèse du substrat doublement protégé Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe est décrite 

précisément dans la publication Olry et al., 2004. 

Le produit brut de synthèse est ensuite purifié au laboratoire. Une étape de 

chromatographie d’échange de cations sur une colonne SP-Sépharose couplée à un système 

FPLC (Amerscham) a permis de se débarrasser du pyridinium, l’AcMetSONHMe et 

AcMetNHMe n’étant pas retenus sur la colonne. La colonne est préalablement équilibrée à 

pH 4,0. Après la sortie des composés non retenus, les contaminants fixés sur la colonne sont 

élués par un gradient rapide en KCl, pH 4,0, de 0 à 100 %. Le produit AcMetSONHMe a 

ensuite été isolé par HPLC en phase inverse préparative à l’aide d’une colonne DeltaPak C18 

(Waters) couplée à une chaîne HPLC (Waters), comme décrit dans Olry et al., 2004. 

 

V Techniques d’étude enzymatique pour la MsrA de N. meningitidis 

 

Toutes nos études ont été effectuées avec des préparations enzymatiques réduites 

préalablement par 50 mM de DTT pendant 30 min qui subissent ensuite deux dialyses contre 

le tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 sous un flux d'azote. Cette procédure 

permet d'obtenir des enzymes à l’état réduit et sans trace de DTT. 

Toutes les expériences faisant intervenir de la MetSO ont été réalisées avec de la D,L-

Met-R,S-SO. Le terme MetSO fait donc référence à ce mélange des 4 diastéréoisomères. La 

majorité des études enzymatiques ont été réalisées avec le substrat Ac-L-Met-R,S-SO-NHMe, 

les Msr présentant une meilleure affinité vis-à-vis de ce substrat. L’étude de la réduction de la 

protéine L7/L12 a nécessité la mise au point d’un protocole d’oxydation des 3 Met de cette 

protéine. L’oxydation se fait en présence de 50% d’acide acétique et 0,1% d’H2O2 durant 2H 

à température ambiante. La protéine est ensuite dialysée en tampon Tris 50 mM, EDTA 
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2 mM, pH 8,0. L’oxydation des 3 Met de la protéine L7/L12 a été vérifiée par spectrométrie 

de masse en collaboration avec le groupe du Dr. A. Van Dorsselaer à Strasbourg.  

La concentration en enzyme d’une solution est calculée à partir de la DO mesurée à 

280 nm en utilisant les coefficients d’extinction molaire théoriques déterminés par la méthode 

de Gill et Von Hippel (Gill et Von Hippel, 1989): MsrA de N. meningitidis ε = 26200 cm-1.M-

1.  

 

V.1 Dosage des groupements thiols libres par le 5, 5’-dinitrobis (2-nitro) benzoate 

(DTNB) 

 

Le contenu en thiols libres de l’échantillon protéique est déterminé après incubation ou 

non avec de la MetSO (100 mM, 10 min) et en absence de réducteur, en utilisant le DTNB 

dans des conditions non dénaturantes (Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0). Le suivi de 

l’apparition du thionitrobenzoate libéré (TNB-) est mesuré à 412 nm. Les mesures sont 

effectuées à deux concentrations en enzyme (7,35 et 14,7 µM correspondant respectivement à 

un ∆DO412nm/SH libre de 0,1 et 0,2) en présence de 300 µM de DTNB. La quantité de TNB- 

formé est calculée en utilisant un coefficient d’extinction molaire de 13600 cm-1.M-1 à 412 

nm.  

 

V.2 Récapitulatif des procédures décrites dans les publications et manuscrits 

 

Les procédures expérimentales suivantes sont explicitées en détail dans les 

publications Antoine et al., 2006 et Gand et al., 2007 : 

- Détermination des paramètres cinétiques KM et kcat en présence du système réducteur 

Trx/Trx réductase/NADPH à l'état stationnaire 

- Spectroscopie de fluorescence des formes réduites et oxydées de la MsrA de N. 

meningitidis. 

- Mesure de la vitesse de formation du pont disulfure à l’état pré-stationnaire par 

spectroscopie de fluorescence résolue en temps. 

- Cinétique d’apparition de l’Ac-L-Met-NHMe par mélange rapide résolu en temps. 

- Vitesse de modification des Cys51 et 198 par le 2PDS en fonction du pH. 

- Etude de la vitesse de l’étape réductase en fonction du pH. 
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VI Caractérisation biochimique des DsbE1t et DsbE2t 

 

Pour ces deux protéines, le même protocole que celui décrit pour les Msr est utilisé 

pour le dosage des groupements thiols libres par le 5,5’-dithiobis (2-nitro) benzoate (DTNB), 

pour les spectres de fluorescence des formes réduites et oxydées des DsbEt ainsi que pour 

déterminer la vitesse de modification des deux Cys des DsbEt par le 2PDS en fonction du pH. 

 

VI.1 Détermination du potentiel rédox des DsbE1t et DsbE2t à l’équilibre avec les 

formes GSH/GSSG 

 

 Le changement d’intensité de fluorescence (longueur d’excitation 284nm) est mesuré à 

la longueur d’onde maximale d’émission (320 nm) grâce à un fluorimètre Flx Safas. Les 

expériences sont réalisées dans un tampon KPi 100 mM, pH 7,0, 2 mM EDTA dégazé et 

purgé à l’He2. Les formes oxydées de la DsbE1t et de la DsbE2t (1 µM) sont incubées à 30 °C 

en présence de GSSG (0,1 mM) et de concentrations variables en glutathion réduit (GSH) (0-

180 mM) durant 20 H avant de réaliser les spectres d’émission de fluorescence. Les 

concentrations à l’équilibre de GSH et de GSSG sont calculées suivant les équations 1, 2 et 3.  

 

[GSH] = [GSH]0 – 2R[DsbEt]0 (Equation 1) 
 

[GSSG] = [GSSG]0 + R[DsbEt]0 (Equation 2) 
 

R = (F – Fox)/(Fréd – Fox) (Equation 3) 
 

[GSH]0 et [GSSG]0 représentent respectivement les concentrations initiales en GSH et GSSG, 

R est la quantité relative de protéine sous forme réduite à l’équilibre, [DsbEt]0 est la 

concentration initiale en DsbEt sous forme oxydée, F représente l’intensité de fluorescence et 

Fox et Fréd les intensités de fluorescence des protéines sous forme totalement oxydée ou 

totalement réduite. La constante d’équilibre Kéq est estimée grâce à l’équation 4 par une 

analyse des résultats par une régression non-linéaire. 

 

R = ([GSH]2/[GSSG])/(Kéq + [GSH]2/[GSSG] (Equation 4) 

 

A partir de la constante d’équilibre, et en utilisant le potentiel standard du (E’0 GSH/GSSG = 

-0,240 V), le potentiel rédox E’0 est calculé grâce à l’équation de Nernst (Equation 5).  
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E’0 = E’0GSH/GSSG – (RT/nF)ln Kéq (Equation 5) 

 

F représente la constante de Faraday (23040,612 cal.mol-1.V-1), n est le nombre d’électrons 

transférés (ici n = 2) et RT est le produit entre la constante des gaz parfaits (1,987 cal.K-1.mol-

1) et la température absolue. 

   
 VI.2 Spectres de dichroïsme circulaire 

 

Les spectres de dichroïsme circulaire ont été enregistrés en utilisant un dichrographe 

CD6 Jobin Yvon, avec une vitesse de mesure de 2 nm/s. Les cuves en quartz utilisées 

présentent un trajet optique de 1 mm. Les échantillons contiennent 12,5 µM de protéine en 

tampon Tris 10 mM, pH 8,0. La mesure du spectre dichroïque du tampon est réalisé en début 

d’expérience et les valeurs obtenues sont ensuite soustraites des données recueillies pour les 

échantillons. Deux spectres sont effectués pour chaque mesure et sont moyennés pour 

augmenter le rapport signal/bruit. 

 

VII Etude du mécanisme des DsbE 

 

 VII.1 Test de réduction de l’apocytochrome c’ oxydé et de la cystine 

 

L’oxydation de l’apocytochrome c’ se fait avec un excès de 2PDS (100 µM 

d’apocytochrome c’ pour 300 µM de 2PDS) en tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 

8,0. L’excès de 2PDS ainsi que la dithiopyridine formée sont éliminés par passage sur 

colonne de dessalage EconoPac 10 DG (Biorad).  

 La réduction de l’apocytochrome c’ oxydé par les DsbE est suivie grâce à une 

technique basée sur la différence d’amplitude d’émission de fluorescence entre les DsbE sous 

forme réduite et oxydée. Ces mesures sont réalisées à l’aide d’un appareil de cinétique rapide 

Applied Photophysics SX18MV-R (Leatherhead, UK) (Stopped-flow) ainsi qu’à l’aide d’un 

fluorimètre Flx (SAFAS). Dans tous les cas, la concentration en DsbE est de 10 µM et la 

concentration en apocytochrome c’ oxydé varie de 50 à 200 µM et la concentration en cystine 

varie de 100 à 500 µM. Les mesures se font en tampon Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 à 

25°C. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 284 nm et un filtre permet de ne mesurer 

que l’émission de fluorescence que l’émission de fluorescence de longueur d’onde supérieure 



Matériels et Méthodes 

 166 

à 320 nm sur l’appareil de cinétique rapide et l’émission de fluorescence est mesurée à 340 

nm sur le fluorimètre.  

Les traces expérimentales obtenues sont ajustées à l’équation d’une exponentielle afin 

de déterminer les constantes de vitesse correspondantes.  

 

 VII.2 Test de réduction des DsbE oxydées par la protéine nDsbD 

 

L’oxydation des DsbE se fait par ajout d’un excès de DTNB (100 µM de DsbE pour 

300 µM de DTNB) en tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0, pendant 20 min à 

température ambiante. L’excès de DTNB ainsi que TNB- formé est éliminer par passage sur 

colonne de dessalage EconoPac 10DG (Biorad).  

La réduction des DsbE est suivie grâce à une technique basée sur la différence 

d’amplitude d’émission de fluorescence entre les DsbE sous forme réduite et oxydée. Ces 

mesures sont réalisées à l’aide d’un appareil de cinétique rapide Applied Photophysics 

SX18MV-R (Leatherhead, UK) (Stopped-flow). La concentration en DsbE est de 10 µM et la 

concentration en nDsbD varie de 50 à 400 µM. Les mesures sont réalisées en tampon Tris-

HCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 à 25°C. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 284 

nm et un filtre permet de ne mesurer que l’émission de fluorescence que l’émission de 

fluorescence de longueur d’onde supérieure à 320 nm.  

Les traces expérimentales obtenues sont ajustées sur une équation à une exponentielle afin de 

déterminer les constantes de vitesse correspondantes.  

Pour la DsbE2t, une technique supplémentaire a été utilisée : la DsbE2t oxydée (50 

µM) est incubée avec la protéine nDsbD réduite (150 µM) en tampon Tris 50 mM, EDTA 2 

mM, pH 8,0 durant 10 min à température ambiante. Les deux protéines sont ensuite séparées 

par chromatographie échangeuse d’anions, et les groupements thiols libres sont titrés au 

DTNB. 

 

VIII Tests de complémentation fonctionnelle bactérienne 

 

VIII.1 Complémentation chez E. coli 

 

 Pour cette étude, la souche d’E. coli EC29 délétée du gène codant la CcmG est 

utilisée. Cette souche a été transformée par les plasmides pRJ3290, contenant l’ORF codant 

pour le cytochrome c550 de B. japonicum, et pEC210, contenant les ORF codant pour la 
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CcmG d’E. coli ou une des trois DsbE putative de N. meningitidis. Ces cellules sont cultivées 

en milieu minimum contenant des nitrites (voir paragraphe I.3.4, page 153) et en anaérobiose. 

Lorsque la DO600nm atteint 0,1 DO, les cultures sont induites avec 0,2% d’arabinose, ce qui 

permet la transcription de l’ORF portée par le plasmide pRJ3290. Les cultures sont ensuite 

incubées durant 24 H à 37°C puis centrifugées à 4000 g pendant 20 min. 

 

  VIII.1.1 Fractionnement subcellulaire 

 

 Ce fractionnement subcellulaire est réalisé afin de ne récupérer que la fraction 

périplasmique. Les culots cellulaires sont dans un premier temps lavés avec du tampon Tris-

HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, puis repris dans 5 mL de tampon SET (Sucrose 0,5 M, 

Tris-HCl 200 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3). Ensuite, 15 mg de lysozyme sont ajoutés et le tout 

est incubé pendant 30 min à 37°C. La fraction périplasmique est récupérée après 

centrifugation à 9000 g pendant 30 min.  

 

  VIII.1.2 Technique de coloration de l’hème 

 

 La concentration de protéine périplasmique est déterminée par un dosage avec le 

réactif de Bradford. 20 µg de protéines sont déposés sur un gel SDS-PAGE à 15%. Après 

migration, le gel est incubé pendant 10 min dans une solution de TCA 10% puis lavé 

abondamment à l’eau. La coloration de l’hème se fait grâce au réactif o-dianisidine : 20 mg 

d’o-dianisidine sont dissous dans du méthanol auxquels sont ajoutés 20 mL de tampon 

trisodium citrate 50 mM, pH 4,4. Le tout est incubé durant 20 min dans le noir. La révélation 

se fait par l’ajout de 0,7% d’H2O2 pendant 1 H.  

 

 VIII.2 Complémentation chez B. pertussis 

 

 Pour cette étude, la souche RK102 de B. pertussis, délétée du gène codant la CcsX est 

utilisée. Les souches de B. pertussis sont cultivées sur des boîtes Bordet-Gengou au sang. 

Pour réaliser les tests de complémentation chez B. pertussis, nous avons utilisé une approche 

basée sur la recombinaison homologue. Pour permettre la recombinaison homologue, il est 

nécessaire de réaliser une construction chimérique en fusionnant au gène codant la DsbE de 

N. meningitidis une partie de l’ADN génomique de B. pertussis (paragraphe II.4 page 155). 

Cette construction chimérique est clonée dans le plasmide intégratif pFUS2. Les cellules S17-
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1 d’E. coli sont transformées par ce plasmide (Figure 69). Ces cellules sont utilisées pour 

réaliser l’étape de conjugaison avec les cellules RK102 de B. pertussis. La conjugaison se fait 

sur milieu Bordet-Gengou au sang contenant 10 mM de MgCl2 sans antibiotique. La moitié 

d’une nappe de B. pertussis est prélevée à l’aide d’une öse stérile et étalée sur la boîte Bordet-

Gengou, 10 mM MgCl2 dans un cercle de 3-4 cm de diamètre afin de former un « patch ». 

Environ 10 colonies de cellules S17-1 sont mélangées au « patch » de B. pertussis (respecter 

les proportions d’environ trois fois plus de cellules réceptrices que de cellules acceptrices). 

Après environ 5 H d’incubation, 1/3 du « patch » est prélevé et étalé sur milieu Bordet-

Gengou contenant de la gentamycine (15 µg/mL), pour sélectionner le plasmide pFUS2, et de 

l’acide nalidixique (50 µg/mL) permettant d’éliminer les cellules S17-1 d’E. coli et de ne 

sélectionner que les cellules RK102 de B. pertussis. Les colonies apparues sont étalées sur 

milieu Bordet-Gengou contenant de la gentamycine (15 µg/mL) et de l’acide nalidixique (50 

µg/mL) et l’insertion du plasmide dans le génome de B. pertussis est vérifiée par PCR à l’aide 

d’un couple d’amorce (pFUS2/DsbE). 

Figure 69 : Représentation schématique du protocole de conjugaison entre les cellules d’E. coli 
et des cellules de B. pertussis.  
 

 L’activité oxydase est testée grâce au réactif TMPD sur des colonies striées sur une 

membrane de nitrocellulose. Cette membrane est ensuite trempée dans une solution de TMPD 

1% pendant environ 1 min. Si une coloration bleue apparaît, alors le test oxydase est positif.  
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