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« Gréace a l’oxygene jerespire, et sa rouille me détruit »
Michel Serres, Hominiscence.
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AVANT-PROPOS

L’ oxygene moléculaire, ou O,, est essentiel a la respiration cellulaire : I'utilisation de
I’ oxygene comme accepteur final de la chaine de phosphorylation oxydative mitochondriale
permet la production efficace d’ énergie sous forme d’ ATP. L’ utilisation du pouvoir oxydant
de I’ oxygene dans de nombreuses réactions enzymatiques permet également la mise en place
de nouvelles transformations métaboliques (oxydase, oxygénase, hydroxylase (CytP450)). A
I’ opposé, I’ oxygeéne peut étre toxique. Ainsi, certains organismes anagrobies sont incapables
de survivre en présence d oxygene. Cette toxicité est auss visible chez les organismes
aérobies : I'exposition d' E. coli a des pressions élevées en oxygene cause une inhibition de
croissance immeédiate. Chez I’homme, I’augmentation de la pression partielle en oxygéne
induit une hyper-excitabilité neuronale, et entraine des dommages pulmonaires progressifs
pouvant ére al’ origine d’ une fibrose [1].

Pourquoi I’ oxygéne est-il toxique ?

L’oxygene est un oxydant capable dinactiver certaines enzymes par oxydation [1].
Cependant, la réactivité d’' O, est trop limitée pour rendre compte de la toxicité observée. La
majorité de cette toxicité est en fait associée aux intermédiaires réactifs de I’ oxygene (IRO),
dont les plus connus sont I’ion superoxyde, le peroxyde d’ hydrogene et le radical hydroxyle.
La respiration constitue une source permanente d’'IRO et les variations du métabolisme
cellulaire induisent une fluctuation de leur production. La cellule peut également étre exposée
a une production exogene d’'IRO, en particulier au cours des réactions inflammatoires ou
immunitaires. La majorité des organismes possedent des systémes anti-oxydants capables de
catalyser la réduction du peroxyde d hydrogéne et de I'ion superoxyde. L’étude de ces
systemes a permis de montrer que |’ expression de ces enzymes est induite spécifiquement
lorsgue la concentration de I’un ou I’autre de ces oxydants augmente. L’ existence d'un tel
systeme de défense dénote de la toxicité de ces oxydants, qui peut étre liée a la réactivité de
ces molécules vis-avis de |'ensemble des composants cellulaires. Cependant, la nature
inductible de la réponse anti-oxydante pourrait également refléter la nécessité pour la cellule

de réguler la concentration de ces oxydants et non de simplement les éliminer. Ainsi, notre
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hypothese est que cette réponse inductible s'inscrit dans le cadre d’ un contréle homéostatique
du potentiel redox intracellulaire et que la production endogéne d oxydants participe a
I’ établissement de ce potentiel. L’'étude de ces systémes chez E. coli a permis d étayer
I’existence d’'une homéostasie redox et plus précisement d’une homéostasie du peroxyde
d’ hydrogene. Le maintien de cette homeéostasie repose sur |’ activation de voies de régulation,
capables d'induire une réponse globale adaptée. Aing, la cellule est capable de détecter la
présence de peroxyde d’ hydrogene ou d'ion superoxyde grace a des mécanismes moléculaires
spécifigques. Notre étude a porté sur la caractérisation d’un détecteur des peroxydes chez la
levure S. cerevisiae et a permis de montrer que la notion d homéostasie redox peut

vraisemblablement étre généralisée aux eucaryotes.
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Chapitrel. LesIntermédiaires Réactifs de |’ Oxygene
(IRO)

|. Définition des IRO

A. Le paradoxe des radicaux libres

La notion d’intermédiaires réactifs de |’ oxygene est souvent associée a la notion de radical
libre. Cependant, cette appellation entretient une confusion concernant les notions de
réactivité et de radical. En effet, les IRO sont des molécules réactives comprenant des especes
radicalaires et non radicalaires *. [1]. Réciproquement, la notion de réactivité n'est pas
toujours associée a celle de radical, méme s I’ organisation éectronique d’'un radical rend
souvent ce compose instable. En effet, IO, dans son état stable, dit triplet, est lui-méme un
radical, car il posséde deux électrons non appariés a spin paraléle. Cependant, sa réactivité est
limitée aux molécules capables d’ apporter un ou deux éectrons non appariés dont le spin est
anti-paralléle par rapport a ceux de la molécule d' O,. Cette restriction de spin est en partie
responsable de I’ absence de réactivité d' O, vis-avis d’ une grande quantité de molécules. Un
apport d’énergie entraine la réorganisation des éectrons et transforme I’ oxygene triplet en
oxygene singulet, beaucoup plus réactif, car dans ce cas, la restriction de spin est abolie.
D’autres IROs peuvent également étre formés par réductions mono ou bi-éectroniques de
I’ oxygene. Is représentent ainsi divers états d’ oxydation de I’ oxygéne, comprenant par ordre
de réduction, I'ion superoxyde (O,"), le peroxyde d’ hydrogene (H,0,) et le radical hydroxyle
(OH) (Fig 1). Il existe aussi d’ autres types d' IRO, comme |’ ozone (O,), I’ acide hypochlorique

(HOCI), ou les dérivés azotés (NO, peroxynitrite...), qui ne seront pas abordésici.

! Un radical est un atome ou une molécule possédant un ou plusieurs éectron(s) non
appari€(s) sur une orbitale atomigque ou moléculaire.
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Macrophages

NADPH oxydases Metaux

2+ 2+
Mitochondrie Fe™, Cu

chaine respiratoire
Réaction de Fenton

, l

e ® e 3 ®
02 —>02 — > H202 —e’ OH

Figure 1. Les IRO représentent différents états de réduction de I’ oxygéne. L’ion superoxyde (O,")
issu de la réduction a un électron de |’ oxygéne peut étre produit au cours de la respiration, ou lors de
I" activation des macrophages au cours de la réponse immunitaire. Sa dismutation conduit a la production
de peroxyde d' hydrogéne (H,0,). La réaction du H,O, avec des métaux de transition au cours de la
réaction de Fenton entraine la production de radical hydroxyle (OH").

Réaction d’Haber-Weiss

O, + F63+ — Fe2+ + O,

Réaction de Fenton
H,O, + Fe** —P Fe®' + OH + OH’

Figure 2. L’anion superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne participent & la formation de radical
hydroxyle par lesréactions d’'Haber-Weiss et de Fenton. Le fer peut étre remplacé par le cuivre.
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B. Lesproductionsd O, ", d' H,0O, et d OH" sont liées

L’une des plus importantes sources de O, in vivo est probablement la chaine de transport
d’ électrons présente chez les cellules aérobies [2]. Ainsi, la réduction incompléte de
I’oxygeéne au cours de la respiration entraine la production d'IRO. Dans les conditions
physiologiques, I'ion superoxyde est rapidement transformé en peroxyde d’hydrogene par
dismutation. Cette réaction peut étre spontanée, mais €elle est le plus souvent catalysée par des
enzymes appelées superoxyde dismutases (SOD) [2]. Paralélement, I'ion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogene participent a la production de radical hydroxyle, via les réactions

d’ Haber-Weiss et de Fenton (Fig. 1 et 2).

II. Latoxicité des IRO est fonction de leur réactivité
A. Réactivité des IRO

1) Leradica hydroxyle

Parmi les IRO décrits ci-dessus, le radical hydroxyle est sans conteste le composé le plus
réactif. Cette réactivité est telle qu'elle limite sa diffusion et circonscrit donc le lieu de
réaction d OH a son lieu de formation. Elle rend également impossible I'existence de
mécanismes enzymatiques de détoxification % La formation du radical hydroxyle doit donc
étre prévenue grace a |’ élimination de I’ion superoxyde et du peroxyde d’ hydrogene par des
systemes enzymatiques spécifiques (voir chapitre I1). OH  réagit avec I'ensemble des
composants cellulaires gréce a trois types de réactivité. i) OH est capable de réaction
d’addition, entrainant par exemple I’ hydroxylation des bases puriques et pyrimidiques ainsi
gque de certains acides aminés aromatiques. ii) OH" peut arracher un hydrogéne ou iii)
transférer son électron non apparié a de nombreuses molécules, entrainant ainsi la formation
de nouvelles espéces radicalaires, tel que le radical peroxyle (ROO’). Ce phénomeéne est
impliqué dans I’initiation des réactions en chaine responsables de la peroxydation lipidique

[3, 4]. Les produits terminaux de la peroxydation lipidique, incluant la malonedialdéhyde et le

2 En revanche, latoxicité du radical hydroxyle et de ses dérivés est prévenue grace ade
petites molécules de type a-tocophérol, capables de stopper les réactions radicalaires.
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4-hydroxy-nonénal, sont également toxiques car ils peuvent rapidement modifier I' ADN et les

proténes en formant des adduits [5].

2) Le peroxyde d’ hydrogéne et I’ anion superoxyde

Contrairement au radical hydroxyle, laréactivité d' O, et d'H,0, est beaucoup plus restreinte,
ce qui permet a ces molécules de diffuser. Ces deux composés réagissent avec des
composants cellulaires spécifiques distincts.

L’ une des caractéristiques essentielles d’'H, O, est saréactivité spécifique avec certains résidus
cystéine et méthionine des protéines [6]. L’ oxydation d une cystéine par le H,O, entraine la
formation d'un acide sulfénique (SOH). Cette espéce peut ensuite s oxyder en acide
sulfonique (SO,H) ou sulfinique (SO;H) ou réagir avec une autre cystéine pour former un
pont disulfure. Seules les oxydations en acide sulfénique ou en pont disulfure sont réversibles,
car ces formes peuvent étre réduites par différentes thiol-réductases spécifiques. L’ oxydation
d’ une cystéine en acide sulfénique est décrite comme une réaction d’ addition nucléophile de
la cystéine, sous forme thiolate (Cys-S) sur la molécule de H,O, [7]. Cette réactivité, a la
base du mécanisme catalytique de certains anti-oxydants, est plus amplement décrite dans le
chapitre 1l (paragraphe 11B.3). L’ oxydation d’un résidu méthionine par le H,0O, conduit a la
formation de meéthionine-sulfoxyde, dont la réduction est catalysée par une enzyme
spécifique, la méthionine-sulfoxyde réductase.

L’ anion superoxyde, O, présente quant & lui une réactivité spécifique vis-a-vis du Fer. Il peut
agir soit en tant que réducteur, en catalysant par exemple la réduction du Fe(I11) en Fer(I1) au
cours de la réaction d'Haber-Weiss (Fig. 2), soit en tant qu'oxydant en entrainant en
particulier la destruction des centres Fer-Soufre, présents dans les protéines a [4Fe-4S] aprés
oxydation du Fer(Il) en Fer(l1l) (revue par [8]). L’ action de I'ion superoxyde sur les centres
Fer-Soufre est en grande partie responsable de la toxicité de ce radical. En effet, |’ oxydation
du Fer entraine non seulement I'inactivation des enzymes a centre Fer-Soufre, parmi
lesquelles se trouvent des activités essentielles au métabolisme cellulaire, mais déclenche

aussi lalibération massive de Fer libre dans la cellule.

20



B. La concentration des |RO doit étre controlée

1) Pourquoi les IRO sont-ilstoxiques ?

Invivo, I’exposition des cellules aux IRO, et en particulier au peroxyde d’ hydrogene, peut, a
de faibles doses, induire une inhibition de la croissance et a des doses plus fortes, entrainer la
mort. Les bases moléculaires de tels phénoménes sont encore étonnamment mal connues.
L’ une des hypotheses avancées est que la présence de ces IRO endommage de fagon non
spécifigue I’ ensemble des composants cellulaires, en particulier via la production de radical
hydroxyle. La moindre réactivité des peroxydes et de I'ion superoxyde suggere par ailleurs
gue cette toxicité peut étre associée a I’'inactivation de cibles plus spécifiques [9, 10]. Une
autre hypothese, non exclusive, peut cependant étre proposée : la concentration des IRO doit
étre régulée car elle participe au maintien d’une homéostasie redox. Le maintien d’ un état
redox intracellulaire déterminé (défini par la somme des états dans lesquels se trouvent
chaques couples redox présents), est une condition essentielle au bon fonctionnement des
activités cellulaires [11, 12], définissant ainsi la notion d’ homéostasie redox. L’ ensemble des
composants de la cellule participe al’ établissement de cette homéostasie. Cependant, certains
sont plus importants que d autres. Aingi, le contrdle de I état redox des métaux et des thiols
constitue un parameétre essentiel de la régulation homéostatique. En quoi les IRO participent-
ils a cette homéostasie ? Le peroxyde d’ hydrogene et I’ion superoxyde sont des molécules
redox, dont la présence modifie vraisemblablement I’ équilibre homeéostatique, en particulier
gréce a leur réactivité respective vis-a-vis des thiols et des métaux. Il est donc probable que
ces molécules contribuent & |’ établissement de ce potentiel redox intracellulaire. Lorsque leur
concentration n’est pas ou est insuffisamment régulée, le potentiel redox intracellulaire varie
et peut devenir incompatible avec le fonctionnement de certaines activités, créant alors un
stress oxydant. Une telle hypothése pose la question suivante : la concentration en IRO, et en
particulier la concentration en H,O, est-elle elleméme sujette a une régulation
homéostatique ? En d’ autres termes, la production de peroxyde d' hydrogéne par la respiration

est-elle« utile» ?
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2) Une homéostasie du peroxyde d’ hydrogéene ?

Ces questions ont été posées expérimentalement en particulier grace au systeme bactérien. En
phase exponentielle de croissance, la production d’'ions superoxyde par le métabolisme
respiratoire est estimée a environ 4.10° M/s chez E. coli [13]. Une partie de O,” est ensuite
métabolisé, conduisant a la production de 1 a 14.10° M/s de H,O, [14]. Cependant, la
concentration intracellulaire, en O, et en H,O, est mesurée aux environs de 10° M et 10’ M
respectivement. De plus, malgré une variabilité importante de la quantité de H,O, produit en
fonction de la phase de croissance (augmentation de plus de 10 fois de la production de H,O,
au cours de la phase exponentielle), les variations relatives de la concentration intracellulaire
en H,0, sont inférieures a un facteur 2 (entre 0,13 et 0,25 M) [15]. Ce paramétre est donc
finement régulé. La concentration mesurée en peroxyde d'hydrogene n'est pas nulle,
suggérant que ce composé peut contribuer a I'éablissement d'un potentiel redox
intracellulaire.

Les deux chapitres suivant seront consacrés a |’analyse des mécanismes moléculaires
permettant a la cellule de réguler 1a concentration de peroxyde d’ hydrogéne et nous verrons
en quoi I'éude de ces systémes permet de mettre en évidence I’ existence d’ une éventuelle

homéostasie des peroxydes.
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Chapitrell. Laréponse adaptative aux IRO

Les organismes uni et pluricellulaires sont soumis a des variations constantes de leur
environnement et de leur métabolisme, d’'ordre chimique, thermique ou osmotique. Ces
variations peuvent étre incompatibles avec le bon fonctionnement de la cellule si elles ne sont
pas compensées. La survie de la cellule dépend donc de sa capacité a s adapter a ces nouvelles
conditions de croissance, en mettant en place une réponse de stress. Cette stratégie suppose
I’ existence d’'un systeme de détection, permettant a la cellule de « sentir » la variation d'un
parameétre donné, et de transmettre ensuite I’information a un systeme effecteur, en charge de
corriger specifiguement cette variation. Elle définit ains les bases nécessaires a I’ existence
d’une régulation homéostatique. Une telle régulation est-elle mise en place en réponse a la
variation de la concentration en oxydant ? Deux systémes expérimentaux ont permis d’ étudier
cette question. Le premier repose sur |’ étude du phénomeéne d’ adaptation et S appuie sur une
étude de viabilité cellulaire. Le deuxieme repose sur I’ étude des effecteurs et des régulateurs

de laréponse et S appuie sur les nouveaux outils d’ analyse globale des génomes.

|. Le phénomeéne d’ adaptation aux RO

A. Lacapacité d’ adaptation a un oxydant donné

Le phénomene d adaptation est mis en évidence par la capacité de la cellule a accroitre sa
résistance face a un stress donné lorsgue cette cellule a été auparavant exposée au méme
stress, mais d' une amplitude plus faible. Une réponse adaptative au stress oxydant a été
initialement décrite chez les bactéries [16, 17] puis chez les levures [18-20]. Une réponse
adaptative au peroxyde d hydrogéne et aux composés générateurs d'ions superoxyde comme
la ménadione ou le paraguat aainsi été mise en évidence chez E. coli, S. typhimurium[16, 17,
21] et S cerevisiae [18-20] (Fig. 3). L’ existence d' une adaptation physiologique de la cellule
a des doses croissantes d’un oxydant donné implique que la cellule possede des systémes

effecteur et détecteur spécifiques.
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Figure 3. Mise en évidence du phénomeéne d’adaptation au H,O, chez S. cerevisiae. Les cellules sont
pré-traitées ou non pendant 15 minutes avec 0,2 mM de H,0,, puis exposées pendant une heure aux doses
de H,0, indiquées. Le pourcentage de survie est ensuite mesuré grace au dénombrement des colonies
croissant sur un milieu dépourvu d’ oxydant aprés I’ exposition.
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B. Le phénomene d  adaptation croisée

La nature du stress imposé peut déterminer en partie la nature des défenses induites. Dans
quelle mesure cette induction est-elle spécifique d’ un oxydant donné? Cette question peut étre
posée expérimentalement gréce a I’étude des phénoménes d adaptation croisée. Aing,
I’ exposition d’ E. coli a de faibles doses de H,O, induit non seulement une résistance accrue a
cet oxydant mais aussi a la ménadione [17], suggérant I’induction de défenses communes en
réponse a ces deux oxydants. Cette adaptation croisée est en revanche imparfaite chez S
cerevisiae [19, 20]. L’ éude expérimentale des réponses croisées ne permet pas d obtenir des
renseignements précis sur la nature des défenses induites, ni sur |’ existence d’ un mécanisme
de détection commun aux deux réponses. Il permet d’'évauer d'une fagon globale la
spécificité des réponses cellulaires par rapport a un oxydant donné, et de postuler I’ existence
de mécanismes de détection et de régulation, a la fois distincts e¢ communs pour différentes

classes d’ oxydants.

I1. Etude génomique de |’ adaptation aux IRO

La réponse adaptative et plus généralement le contréle de I’homéostasie redox nécessite la
synthése de protéines de novo, tant chez les bactéries [16, 17] que chez la levure [18, 20].
L'analyse de gels d electrophorése & deux dimensions, et plus récemment, I’ utilisation de
puces a ADN, a permis de caractériser de facon relativement exhaustive |I’ensemble des
activités induites ou réprimées par les stress oxydants, en particulier les stress induits par
H,O, et O,". L’analyse de ces réponses génomiques a permis d apprécier leur complexité, et

le large spectre des activités recrutées pour adapter la cellule a ce type de stress.
A. Les stimulons

1) Description générale

La réponse au stress oxydant se caractérise, chez E. coli comme chez S cerevisiae, par la
modulation de I’ expression d’un hombre important de genes, pouvant représenter jusqu’a 14

% des genes putatifs chez S. cerevisiae. [22]. En réponse a une dose unigque d’ oxydant, cette
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réponse est a la fois rapide et transitoire : chez la bactérie comme chez la levure, elle est
observée des 5 a 10 minutes de traitement au H,O, avec un retour au niveau de base apres
une heure d’exposition [17, 22]. L’ observation expé&imentale d’ une telle réponse transitoire
montre d'une part que la cellule détecte rapidement la présence de H,0O,, et d autre part qu'il
existe des mécanismes de rétrocontréle permettant I’arrét de la réponse. Ces deux aspects
reposent sur I’ existence de régulateurs spécifiquement activés ou désactivés en fonction de la
concentration en oxydant. L es mécanismes moléculaires responsables de ces réponses chez E.

coli, sont exposés dans le chapitre 111

2) Description des activités recrutées ou réprimées en réponse a
un stress oxydant
Les activités régulées par le stress H,O, ou O,— ont éé identifiées par analyse globale (gels
d’ électrophorése bi-dimensionnelle des protéines et puces a ADN) chez E. coli, et chez S.
cerevisiae, [22-25]. Ces analyses ont permis de dégager un certain nombre de traits
caractéristiques de ces réponses de stress. Tout d'abord, la cellule met en place des
mécanismes de défense impliquant I'induction de protéines a activité anti-oxydante, des
protéines de choc thermique et de réparation de I’ADN et des pompes a efflux, permettant
I’élimination des toxiques. Les activités anti-oxydantes comprennent les catalases, les
superoxydes dismutases et |es peroxydases, ainsi que les enzymes de la voie des thiorédoxines
et du glutathion ; leur réle dans le contréle de la concentration en H,O, est analysé dans le
paragraphe suivant. En outre, la cellule induit une répression générale de |’ anabolisme au
profit du catabolisme. Ainsi, chez S. cerevisiae, les genes impliqués dans les phénomeénes de
croissance cellulaire, le métabolisme des ARNS, la synthése protéique et la sécrétion sont
réprimeés en réponse au H,0, [22, 24, 25]. Paralléement, la répression des enzymes de la
glycolyse au profit en particulier des enzymes de la voie des pentoses phosphate [23] pourrait
permettre |'augmentation de la production de NADPH, coenzyme essentiel des voies de

réduction thiol-dépendantes.

3) Les anti-oxydants responsables du contréle de la concentration
en peroxydes
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Les anti-oxydants sont essentiels au maintien de I’homéostasie redox car ils catalysent
I’ élimination des IRO par réduction. La concentration en peroxyde d' hydrogéne est contrélée
grace a deux types d activités reposant sur deux modes de catalyse différents. i) Les
superoxyde dismutases et les catalases catalysent respectivement la dismutation de I'ion
superoxyde en peroxyde d’ hydrogene et la dismutation du peroxyde d’ hydrogéne en eau grace
aux propriétés redox des métaux. L’ activité réductrice de ces deux enzymes ne dépend pas du
pouvoir réducteur du NADH ou du NADPH. ii) Les peroxydases catalysent la réduction du
peroxyde d’ hydrogene en eau et des peroxydes organiques en leur alcool correspondant grace
au pouvoir réducteur du NADPH (ou du NADH). L’activité de ces enzymes repose sur la
présence de thiols ou de sélénothiols réactifs. Leur description sera détaillée car |a découverte
relativement récente de ces enzymes a permis de leur attribuer un réle essentiel dans la
réduction des peroxydes. De plus, elles constituent un modéle pour I’ étude de la réactivité du

peroxyde d’ hydrogéne vis-a-Vvis des cystéines.

(a) Les superoxyde-dismutases et leur double réle dans la protection contre
le stress superoxyde

(1) Troistypes de Super oxyde-dismutases

L’ activité superoxyde-dismutase (SOD) est retrouvée chez la plupart des organismes aérobies.
Elle catalyse la conversion de deux molécules d' O,  en H,0, et O, par un mécanisme de
dismutation métal-dépendant. Le métal de transition, présent au sein du site actif, est tout
d'abord réduit par une premiére molécule d'O, , libérant O,. Sa ré-oxydation par une
deuxiéme molécule d' O, permet la régénération du métal catalytique et la libération d’une
molécule de H,0,. Il existe trois types de SOD, en fonction de la nature du métal de transition
impliqué : les superoxyde-dismutases Fer-dépendantes, (Fe-SOD), les superoxyde-dismutases
Manganese-dépendantes, (Mn-SOD) et les superoxyde-dismutases Cuivre-dépendantes,

(Cu/Zn-SOD), le zinc jouant dans ce cas un rdle structural .
(2) L’ analyse phénotypique de mutants deficients en activité SOD
définit latoxicitéd’ O,
Chez E. coli, comme chez S cerevisiae, I'absence d'activité SOD entraine un défaut de

croissance en conditions aérobies, diverses auxotrophies en milieu minimum, une
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hypersensibilité a I’oxygene et aux agents générateurs d’'ions superoxyde, ainsi qu’une
augmentation du taux de mutations spontanées [26-29]. Une partie de ces phénotypes est
imputée a I'inactivation par I'ion superoxyde des protéines a centres Fer-Soufre, dont
certaines participent aux voies de biosynthése des acides aminés [30]. Parallelement, la
destruction des centres Fer-Soufre entraine une libération de Fer et donc une augmentation de
la concentration en Fer libre dans la cellule [31, 32]. Pourquoi cette libération de Fer est-elle
toxique ? La premiere hypotheése est que la participation de ce métal de transition aux
réactions de Fenton et d’'Haber-Weiss permet la production de radical hydroxyle. Cette
hypothese est compatible avec I’observation d'une augmentation du taux de mutations
spontanées. Cependant, chez la levure, I'import de Fer est accru dans les mutants SOD et
I’gjout de Fer dans le milieu supprime certains des phénotypes associés a I’ absence de SOD
[33, 34]. Cette observation a conduit ces auteurs a proposer une deuxieme hypothése non
exclusive : I’exposition a I'ion superoxyde entraine une carence relative en Fer et cette
carence est responsable d’ une partie des phénotypes observés en absence de SOD. En effet, e
Fer libéré par la destruction des centres Fer-Soufre n’apparait pas disponible pour leur
reconstruction, mais au contraire sequestré dans la vacuole [35].

Les superoxyde-dismutases permettent donc de prévenir la toxicité associée a la présence
d'ions superoxyde. Ce-faisant, elles participent a la production d'un autre composé
potentiellement toxique, le peroxyde d hydrogéne. D’autres activités, les catalases et les

peroxydases sont alors mises en jeu.

(b) Les catalases et les peroxydases a thiol sont les principales activités
responsables de |a réduction des peroxydes

(2) les catalases
Les catalases sont des protéines homotétramériques, dont |’ activité catalytique repose sur la
présence d’ un héme. Les catalases réduisent par dismutation deux molécules d’'H,O, en eau et
O, en utilisant le pouvoir catalytique du Fer. La catalase a été I’ une des premieres enzymes
décrites chez la bactérie E. coli, qui possede deux types de catalases codées par les génes
KaE [36] et KatG [37]. S cerevisiae possede également deux catalases, une catalase
cytoplasmique, Ctal, et une catalase peroxisomale, Cttl [38, 39].
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(2) Les peroxydases a thiol (ou thiol-per oxidases)
(i) Une activité catalytique reposant sur un thiol réactif

Les thiol-peroxydases sont de petites protéines catalysant la réduction a un éectron des
peroxydes (ROOH) en leur alcool correspondant (ROH). Ainsi, le peroxyde d' hydrogéne est
réduit en eau. L’ étude de leur activité catalytique est un modéle pour I’ analyse de la réactivité
des peroxydes vis-a-vis des cystéines. Le site catalytique des thiol-peroxydases est constitué
d’ une cystéine réactive, capable de réaliser une attague nucléophile de la fonction peroxyde.
Cette réaction entraine de fagcon concomitante la libération d’ une molécule d’ eau ou d’alcool
et la formation d'un acide sulfénique (Cys-OH) au niveau du site catalytique [40]. La
réactivité de la cystéine catalytique nécessite sa présence sous forme thiolate (Cys-S), plus
nucléophile que la forme protonée. L’ abondance du thiolate est directement dépendante du pH
du milieu et du pKa de la cystéine. Or, a pH physiologique, la plupart des cystéines sont
protonées car leur pKa est d environ 8,5. La forme thiolate peut étre stabilisée par le micro-
environnement de la cystéine catalytique. En particulier, la présence de groupements électro-
attracteurs a proximité du site actif permet la stabilisation de la forme thiolate de la cystéine,
chargée négativement. Cette stabilisation se traduit par une diminution du pKa mesuré pour la
cystéine réactive. Ce facteur est important tant que le pKa n'est pas significativement
inférieur au pH physiologique. En effet, la diminution du caractére basique du thiolate
diminue également sa nucléophilie, et par la méme sa réactivité. La réactivité est ains
théoriquement maximale lorsgue le pKa de la cystéine est égal au pH intracellulaire [6].
L abaissement du pKa n'est pas le seul paramétre nécessaire au fonctionnement du site
catalytique des thiol-peroxydases. Un autre paramétre important est la capacité du site actif a
protoner et ains a stabiliser I'espéce RO, produite suite & la réduction de la fonction
peroxyde [40].

Certaines peroxydases possedent une sélénocystéine a la place de la cystéine catalytique.
Cest en particulier le cas des glutathion-peroxydases chez les eucaryotes supérieurs. La
sélénocystéine présente une réactivité comparable a la cystéine catalytique des thiol-

péroxydases, et s oxyde, en présence de peroxyde, en acide séléninique. Les propriétés
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nucléophiles du sélénium améliore sa réactivité et donc I’ efficacité peroxydatique de ce type
d enzyme [41].

Une seule cystéine est responsable de la réduction des peroxydes. Cependant, I'acide
sulfénique (ou séléninique) formé est ensuite conjugué a une autre cystéine pour former un
pont disulfure, protégeant ainsi I’ enzyme d’ une inactivation éventuelle associée a |’ oxydation
irréversible de la cystéine catalytique en acide sulfinique. L’ activité des thiol-peroxydases est
ensuite régénérée par réduction du pont disulfure, grace au pouvoir réducteur du NADPH (ou
du NADH), relayé par des enzymes a activités thiol-transférase appartenant a la voie des

thiorédoxines ou du glutathion.

(i) Les voies des thiorédoxines et du glutathion régénerent les thiol-
peroxydases grace au pouvoir réducteur de NADPH

Il existe deux voies majeures capables de transférer le pouvoir réducteur du NADPH aux

thiol-peroxydases, la voie des thiorédoxines et la voie du glutathion.

La voie des thiorédoxines. Les thiorédoxines catalysent la réduction de ponts disulfures
gréace a une activité thiol-transférase conférée par la présence dans son site actif de deux
cystéines vicindes au sein du motif conservé, Trp-Cys-Gly-Pro-Cys. Les thiorédoxines
peuvent réduire un pont disulfure grace a un processus catalytique en deux étapes (Fig. 4A).
La premiere cystéine du site actif réalise une attague nucléophile du pont disulfure du
substrat, entrainant la réduction d’ une des deux cystéines de ce pont et la formation d’un pont
intermol éculaire entre la thiorédoxine et son substrat. Ce pont disulfure inter-moléculaire est
ensuite attagué par la deuxiéme cystéine du site actif, permettant la libération du substrat
réduit et de la thiorédoxine oxydée [42]. Une fois oxydées, les thiorédoxines peuvent étre
réduites par une enzyme a FAD NADPH-dépendante, la thiorédoxine réductase [43].
L’ abondance et |e potentiel redox tres bas (-270 mV pour Trx1 chez E. coli) des thiorédoxines
[43] en font des thiol-réductases majeures. Les thiorédoxines sont incapables de réduire
directement les IRO [44]. En revanche, leur implication dans le cycle catalytique de
nombreuses peroxydases leur confére un rle majeur dans la réduction des peroxydes (Fig.

4B).
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ROOH S-S Trx-[S]2 NADP’
Peroxydase , \
Thiorédoxine-
dépendante __Préductase
ROH 2 SH Trx-[SH]2 NADPH

Figure 4. Réduction des ponts disulfures par les thiorédoxines A. Modéle illustrant I’ activité thiol-
transférase des thioredoxines. B. Réduction des thiol-peroxydases thioredoxine-dépendantes gréce au
pouvoir réducteur du NADPH.
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La voie du glutathion. Le glutathion (GSH) est un tripeptide glutamate-cystéine-glycine
présent dans la cellule a des concentrations de I’ ordre du millimolaire (revues [45, 46]). Le
glutathion est un composeé redox qui peut étre présent soit sous forme réduite (GSH) soit sous
forme oxydée (GSSG). L’ oxydation du GSH en GSSG fait intervenir la formation d’un pont
disulfure intermoléculaire entre les résidus cystéines de deux molécules. Le couple
GSH/GSSG posséde un potentiel redox de —240 mV. L’ abondance du glutathion associé a son
pouvoir réducteur élevé lui ont valu d' étre défini dans de nombreuses études, comme un
tampon redox, capable d’ absorber les équivalents oxydants. Cependant, la capacité du GSH a
réduire directement les IRO in vivo est discutable. En revanche, il participe activement a la
réduction des peroxydes par le biais de glutathion peroxydases qui utilisent le GSH comme
donneur d’électrons. La forme oxydée dimérique GSSG peut étre réduite en deux molécules

de GSH par I’ action d’ une enzyme a FAD NADPH-dépendante, |a glutathion réductase.

L es glutar édoxines. sont de petites protéines capables, al’instar des thiorédoxines, d’ activité
thiol-transférase (revue par [47]). A la différence des thiorédoxines, elles utilisent le pouvoir
réducteur du NADPH via le glutathion et la glutathion réductase pour catalyser la réduction
de ponts disulfures ou de disulfures mixtes protéine-glutathion .

Deux types de glutarédoxines ont été décrites en fonction de leur activité catalytique et de leur
séquence : les glutarédoxines a dithiol (consensus CPYC), généraement associées a la
réduction de ponts disulfures et des disulfures mixtes, et les glutarédoxines a monothiol
(consensus PXCG/AFS/P) (bien qu’ elles puissent contenir plus d une cystéine) dont I’ activité
est généralement restreinte a la réduction des disulfures mixtes. Le role physiologique de ces
enzymes dans la réponse au stress oxydant est encore tres mal connu. En particulier, il
n'existe pas d’ exemple de thiol-peroxydase dont la réduction dépende des glutarédoxines.
Cependant, une étude récente a montré que les glutarédoxines a dithiol de S cerevisiae

seraient elles-mémes capables d’ activité peroxydase in vitro [48].
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Figure 5. Les voies de réduction impliquant des enzymes a thiol réactif. Modéle décrit chez les
microor ganismes. Le pouvoir réducteur du NADPH, provenant de |’ oxydation du glucose, est utilisé
pour la réduction de ponts disulfures (illégitimes, régulateurs ou présents dans le cycle catalytique de
certaines enzymes, comme la ribonucl éotide réductase ou la PAPS réductase) et pour la réduction des
peroxydes.
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Deux chaines de transfert d’électrons dépendent du pouvoir réducteur du NADPH.
L’ensemble des systémes de réduction impliquant des enzymes a thiol réactif utilise le
NADPH comme donneur final d'électrons. La voie des pentoses phosphate permet le
couplage entre I’ oxydation du glucose et le recyclage de NADPH, gréce a I’ action de deux
enzymes, la glucose 6-phosphate deshydrogénase (G6PDH) et la gluconate-6-phosphate
deshydrogénase. Le potentiel redox trés bas (-315 mV) du couple NADPH/NADP' permet un
transfert d’'éectrons suivant un gradient de potentiel (Fig. 5). Le pouvoir réducteur du
NADPH est transféré aux premiéres réductases grace a la présence d un groupement FAD. La
réduction du FAD en FADH, permet, au sein de ces mémes enzymes, la réduction d' un
premier pont disulfure. La régénération de ce dithiol, doté d’'une activité thiol-transférase,
permet ensuite la réduction d autres ponts disulfure, selon un gradient de potentiel. Aing, la
thiorédoxine réductase et la glutathion réductase rédui sent respectivement la thiorédoxine et le
glutathion. Le glutathion peut ensuite donner ses électrons aux différentes glutarédoxines
(dont le potentiel varie entre =198 et —233 mV chez E. coli) [49]. La description de ces
systemes définit deux voies de réduction a priori distinctes, la voie des thiorédoxines,
congtituée de la thiorédoxine réductase et de la thiorédoxine et la voie du glutathion,
congtituée de la glutathion-réductase, du glutathion et des glutarédoxines (Fig. 5). La
séparation de ces deux voies est compatible avec I'ensemble des données expérimentales
obtenues a ce jour. Cependant, les potentiels redox calculés pour chague réductase n’ excluent
pas qu’ une équilibration du flux d électrons d’ une voie al’ autre puisse se faire (Par exemple,
la glutathion réductase peut théoriquement réduire la thiorédoxine). Ces données suggerent
gue les réactions permettant |e transfert d' électrons entre les différents acteurs d’ une voie sont

soumises a un contrdle cinétique et ne résultent pas d' une équilibration des potentiels.

Conclusion

Ainsi, les thiorédoxines et le glutathion permettent, par I’intermédiaire d’ enzymes a FAD, la
régénération de la forme active réduite des peroxydases par un échange dithiol/disulfure. Le
pouvoir réducteur du NADPH est donc utilisé pour protéger la cellule contre les variations de

la concentration en peroxydes. Outre leur implication dans la réduction des peroxydes, la
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capacité des enzymes de la voie du glutathion et des thiorédoxines a réduire des ponts
disulfures est essentielle au maintien de I’ équilibre « thiol-redox » cytoplasmique. Celui-ci
impligue non seulement la réduction de ponts disulfures illégitimes Sils existent, mais
également la réduction spécifigue d’ enzymes, telles que la ribonucléotide réductase, dont le
cycle catalytique comporte une étape de réduction. Le role des thiol-transférases est encore
tres mal connu. En particulier, le réle essentiel du glutathion chez S. cerevisiae [50] N’ est pas

connu.

(iii) Les différentes familles de thiol -peroxydases

Deux classes majeures de peroxydases ont été décrites : les peroxyrédoxines (Prx) et les
glutathi on-peroxydase (Gpx).

- Les peroxyrédoxinesou la famille AhpC/Tsa

L’ activité des peroxyrédoxines dépend de la présence d'un résidu cystéine absolument
conservé au sein du motif VCP. En fonction de la présence d une deuxiéme cystéine
conservee, les peroxyrédoxines sont classées en 1-Cys ou 2-Cys Prx [51]. Les 2-Cys-Prx ont
été les plus étudiées, grace a deux enzymes modéles, Tsal chez S. cerevisiae et AhpC chez E.
coli. Le cycle cataytique de ces enzymes inclut la formation de deux ponts disulfures
intermol éculaires entre deux sous-unités d’ un homodimere (Fig. 6). Ainsi, la cystéine réactive
d’ une sous-unité est oxydée par le H,O, en acide sulfénique puis forme un pont disulfure avec
la deuxiéme cystéine conservée de |’ autre sous-unité [40, 44, 52-54]. Laréduction de Tsal est
dépendante des thiorédoxines in vitro et in vivo ([44, 55], données du laboratoire). A la
différence de Tsal, la réduction d’ AhpC ne dépend pas de la voie des thiorédoxines, mais
d’ une enzyme spécifique AhpF, dont le gene est exprimé en opéron avec ahpC [56]. AhpF
catalyse laréduction d’ AhpC en utilisant le pouvoir réducteur du NADH (et dans une moindre
mesure du NADPH) [57], gréce a la présence au sein de la méme enzyme d’un groupement
FAD et de deux dithiols réactifs [52]. AhpF est donc fonctionnellement apparenté au systéme
thiorédoxine/thiorédoxine réductase, dont il présente égaement les caractéristiques
structurales [58-60]. Un changement de conformation de I’enzyme au cours des différents
transferts d’électrons permet a I’enzyme de passer de |'activité thiorédoxine réductase a

|’ activité thiorédoxine.
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Figure 6. Modéle de réduction catalytique des peroxydes par les 2-Cys-per oxyr édoxines: I’exemple
de Tsal. La cystéine catalytique (en rouge) de chague monomere réagit avec le peroxyde d’' hydrogéne
pour former un acide sulfénique. Cette espéce réagit ensuite avec la deuxiéme cystéine conservée (en
bleu) de I’ autre monomeére et forme un pont disulfure intermoléculaire, réductible par |es thiorédoxines.
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Figure 7. Modéle deréduction catalytique des peroxydes par les GPx (glutathion peroxydase). La
cystéine (ou la sélénocystéine) catalytique réagit avec le peroxyde d' hydrogéne pour former un acide
sulfénique (séléninique). Cette espece réagit ensuite avec une molécule de glutathion pour former un
pont disulfure mixte, qui est ensuite réduit par une deuxiéme mol écule de glutathion.
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S cerevisiae contient cing peroxyrédoxines [61]. Pourquoi la cellule maintient-elle une telle
diversité ? L’ étude des peroxyrédoxines de S. cerevisiae suggere que ces enzymes ont alafois
des fonctions redondantes et spécifiques. Trois de ces enzymes sont cytoplasmiques, une est
mitochondriale et |a derniére nucléaire [61]. D’ autre part, les trois enzymes cytoplasmiques,
Tsal, Ahpl et Tsa2, présentent des specificités de substrat différentes : Tsal réduit
préférentiellement H,O, alors que I'affinité d’Ahpl est plus grande pour les peroxydes
organiques [44, 61-63]. Enfin, Tsa2 serait capable de réduire les peroxynitrites [64].

E. coli contient également une autre protéine de la famille AhpC/Tsa, appelée BCP pour
« Bacterioferrintin Comigratory Protein », dont |’ activité dépend, au moinsin vitro, delavoie

des thiorédoxines [65].

- Les glutathion-per oxydases

Les glutathion-peroxydases (GPx) ont été les premiéres thiol-peroxydases découvertes,
initialement décrites chez les Eucaryotes supérieurs, comme des séléno-enzymes, capables de
catalyser la réduction des peroxydes. Leur activité catalytique repose sur I’ oxydation d’ une
selénocystéine catalytique en acide séléninique et sur sa réduction par le glutathion (Fig. 7).
L’ acide sééninique réagit avec une molécule de GSH, formant un pont disulfure mixte entre
laprotéine et le glutathion (Protéine-Cys-S-SG). Ce pont est ensuite attaqué par une deuxiéme
molécule de glutathion qui permet la réduction de la cystéine catalytique de la peroxydase et
la libération d’'une molécule de GSSG [41]. Il existe deux types majeurs de GPx selon leur
spécificité de substrat : les glutathion-peroxydases classiques (GPx), catalysant la réduction
des hydroperoxydes solubles et les « phospholipide-hydroperoxyde glutathion-peroxydases »
(PH-GPx), capable de réduire les hydroperoxydes de lipides estérifiés. Les GPx sont
homotétramériques alors que les PH-GPx sont monomeériques. La présence de GPx et de PH-
GPx a récemment été décrite chez les levures. La découverte et le clonage chez Hanseluna
mrakii [66] d une activité GPx a permis d'identifier par homologie de séquence trois GPx
chez S. cerevisiae, Gpx1, Gpx2 et Gpx3 [67]. Une comparaison de ségquence avec les
protéines mammiferes a permis d assimiler ces trois enzymes a des PH-GPx [68]. A la

différence de la majorité des GPx eucaryotes, |’ activité de ces enzymes ne dépend pas d’ une

37



seélénocystéine mais d'un thiol réactif. La définition de leur activité catalytique en tant que
GPx et PH-GPx a été établie grace a des tests peroxydase in vitro en présence de glutathion et
de glutathion réductase et de NADPH [67, 68].

La définition des Prx comme thiorédoxine-dépendantes et des GPx comme glutathion-
dépendantes n’ est pas absolue

D’ apres I’ éude de protéines modéles, les protéines de la famille AhpC/Tsa sont généralement
assimilées a des peroxydases thiorédoxine-dépendantes (TPx) et les protéines de la famille
GPx, a des peroxydases glutathion-dépendantes. Or, cette attribution peut étre abusive. En
effet, des études in vitro ont montré que des protéines de la famille GPx sont en fait
thiorédoxine-dépendantes ([69, 70]; voir résultats). L’analyse fonctionnelle de chaque
peroxydase doit donc étre rigoureuse et de nouvelles techniques permettant cette analyse in

vivo doivent étre mises au point.

4) Importance relative des anti-oxydants dans le contréle de la
concentration en H,O, chez S. cerevisiae et E. coli

Le role physiologique des différents anti-oxydants déecrits précédemment peut étre évalué
gréce a I'éude phénotypique de mutants présentant un défaut dans ces activités. Deux
systemes expérimentaux sont utilisés afin de déterminer le rle d'une activité dans la
tolérance de la cellule aux oxydants. Le premier mesure la survie de la cellule aprés une
exposition bréve mais intense a un oxydant ; il est réalisé en milieu liquide et est appelé test
de survie. Le deuxieme mesure la capacité de la cellule a croitre et a survivre en présence de
cet oxydant ; il est réalisé en milieu solide et est appelé test en gouttes. Alors que le test de
survie mesure une toxicité aigué, le test en gouttes mesure la capacité de la cellule a croitre en

présence de |’ oxydant au cours d’ une exposition prolongée.
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(a) La réponse anti-oxydante aux peroxydes chez S. cerevisiae.

(1) Deux peroxyredoxines, Tsal et Ahpl et une GPx , Gpx3 sont
essentielles pour larésistance aux per oxydes.

Comme nous I’ avons vu précédemment, il existe trois types d’ enzymes capable de réduire les
peroxydes : les peroxyrédoxines, les glutation-peroxydases et les catalases. L’importance
physiologique de chacune de ces activités a été testée: des souches invalidées pour chacun des
génes correspondants ont été crées et leur sensibilité aux peroxydes a été mesurée par test en
gouttes. I en résulte que trois enzymes contribuent de facon prédominante a la résistance aux
peroxydes. Les souches invalidées pour TSAL et AHP1 sont hypersensibles au H,0O, et au t-
butyl-hydroperoxyde respectivement [63, 71]. De plus, I'invalidation simultanée de ces deux
génes altéere tres sévéerement la capacité de la souche mutante a croitre en conditions aérobies
(Biteau et Toledano, données non publiées). Ces deux peroxyrédoxines jouent donc un réle
majeur dans le contrble de la concentration en peroxydes. Parallélement, I'invalidation
simultanée des trois glutathion-peroxydases [67, 68] entraine une hypersensibilité au H,O, et
aux hydroperoxydes de lipides. Ce phénotype est essentiellement associé a I'invalidation de
GPX3 [67, 68].

L’ analyse du role des catalases chez lalevure repose sur un nombre trés restreint d’ études. En
particulier, aucune éude phénotypique de type test en gouttes n'a été réalisée chez des
mutants acatal asemiques. En revanche, la survie d’ un mutant acatalasémique est compromise
aprés exposition a de fortes doses de H,O,, et dans ce cas, sa capacité a mettre en place une
réponse d’ adaptation est altérée [72]. Une autre étude montre que I’ activité catalase ne semble
requise chez S. cerevisiae, que lorsgue les autres activités anti-oxydantes, en particulier le
glutathion, font défaut [73].

L’ ensemble de ces études suggere que les catalases n’ont pas un réle de premier plan dans la
réduction des peroxydes chez S. cerevisiae et que les thiol-peroxydases apparaissent donc
comme les activités essentielles au contréle de la concentration en peroxydes chez cet

organisme.
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(2) Lerdle desthiorédoxines danslaréduction des per oxydes
L’invalidation de la thiorédoxine réductase (TRR1) (données du laboratoire ; [74]) et
I"invalidation simultanée des deux thiorédoxines cytoplasmiques (TRX1 et TRX2) (données du
laboratoire ; [55]) entrainent une hypersensibilité trés marquée des mutants au H,0O,. La voie
des thiorédoxines joue donc un rdle central en réponse aux peroxydes. Quel est ceréle ? La
surexpression d’Ahpl permet daugmenter la résistance de la cellule aux peroxydes
organiques, sauf en I’ absence de TRX1 et TRX2 [63] et Tsal et Ahpl sont décrites comme des
enzymes thiorédoxine-dépendantes in vitro et in vivo [44, 62, 63]. Ces données suggerent
donc que le role essentiel joué par les thiorédoxines dans la tolérance aux peroxydes est au

moins en partie relayé par ces deux thiol-peroxydases.

(3) Leglutathion est essentiel en casde stressaigu

Le caractere essentiel du glutathion chez S. cerevisiae arendu son éude difficile et a souvent
engendré des résultats contradictoires. La construction dans le laboratoire d’ une souche
contenant une quantité trés réduite de glutathion, ySOG [50]; voir résultats) a permis de
mettre en évidence le réle essentiel de ce dernier en cas de stress aigu. A la différence des
mutants de la voie des thiorédoxines, les mutants de la voie du glutathion ne présentent
gu’ une sensibilité trés modérée aux peroxydes en test en gouttes [50]. En revanche, la survie
d’ une souche ySOG est significativement diminuée aprés exposition des cellules a de fortes
doses de H,O,. Le réle physiologique du glutathion en tant que réducteur des peroxydases

glutathi on-dépendantes reste mal connu.

(4) Lerdle essentiel du NADPH
Comme nous I’ avons vu auparavant, le dénominateur commun des thiol-peroxydases est leur
dépendance vis-a-vis du NADPH. La principale voie de réduction du NADP® en NADPH est
le cycle des pentoses phosphate. Or, I'inactivation de certaines enzymes de la voie des
pentoses, en particulier la G6PDH [75, 76] entraine une augmentation de la sensibilité des
mutants au H,0,. Il a é&é montré par la suite gue I’inactivation de chacune des enzymes de la
voie des pentoses confere une hyper-sensibilité aux oxydants [77]. Les profils d’ expression

génique en réponse au H,O,, suggerent une redistribution des activités en faveur de la voie
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des pentoses phosphate et donc de la production de NADPH et soulignent d autant

I”importance de ce métabolite au cours des réponses anti-oxydantes. [23].

(5) Conclusion
Les études phénotypiques ont permis de montrer gque les thiol-péroxydases et la voie des
thiorédoxines ont un réle prédominant dans le contréle de la concentration en peroxydes chez
la levure. La tolérance de la levure vis-avis des peroxydes dépend donc ultimement du

pouvoir réducteur du NADPH.

(6) Le phénomene de compensation

Les données phénotypiques suggerent que la tolérance de la cellule aux peroxydes implique
au moins trois peroxydases différentes. Or, |’absence d'une de ces enzymes peut étre
compensée par la stimulation de I’ expression des autres anti-oxydants. Ainsi, I'invalidation
d’ AHP1 entraine une stimulation de I’expression de TSAL [61]. L’induction de cette autre
peroxydase minore sans doute le phénotype observé pour le simple mutant Dahpl. Ce
phénoméne montre donc qu'il est difficile de quantifier pratiquement le réle physiologique
d’ une activité en étudiant |e phénotype du mutant correspondant méme si I’ existence de cette
compensation est une preuve indirecte de I’ importance d’ une activité donnée.

Plus spécifiquement, ce phénomene de compensation confirme I’ importance du contréle de la
concentration en peroxydes car il met en avant |’ existence de rétrocontréles permettant a la

cellule de détecter un défaut de réduction des peroxydes.

(b) La réponse anti-oxydante aux peroxydes chez E.coli.

(1) Deux enzymes essentielles au contrdle de la concentration en
peroxydes : le systéme peroxydatique AhpCF et la catalase
KatG

Le contréle de la concentration en peroxydes fait intervenir deux systémes enzymatiques
majeurs chez E. coli: les catalases, en particulier katG et le systeme AhpCF, aussi appelé
AhpR pour « akyl-hydroperoxyde-reductase » [78, 79]. Les activités de KatG et d’ AhpR
présentent deux niveaux de complémentarité : i) KatG réduit spécifiquement I'H,O,, alors

gu'AhpR peut réduire I'H,O, et les peroxydes organiques ii) AhpR n'est efficace qu’aux
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faibles doses de H,O, alors que KatG peut réduire des doses plus importantes. Ainsi, AhpR
est responsable de la réduction des faibles doses de peroxyde d’ hydrogene produites par le
meétabolisme cellulaire [80]. A de plus fortes doses, le défaut d’ activité d’ AhpR est compensé
par KatG, dont I’ activité est stimulée lorsque les doses de peroxyde d’ hydrogene augmentent
[80]. Aingi, I'invalidation de katG (combinée ou non avec I'invalidation de katE, la deuxieme
catalase existant chez E. coli) entraine une hypersensibilité marquée au H,O, [36, 37, 81].
Parallelement, I'invalidation d’ AhpR ne présente qu’ un faible défaut de tolérance au H,O,. Ce
phénotype peu marqué observé pour la souche ahpR™ est lié a I’ utilisation de doses d’'H,0,
trop fortes, I'induction de katG compensant aors I’absence d’ AhpR [80]. L’ expression de
KatG [82] et d AhpR [17] est induite en réponse au H,0, et le rle complémentaire essentiel
d’ AhpR et de KatG dans le contrdle de la concentration en H,O, est souligné par |’ observation
d’un important défaut de croissance en aérobiose lorsque ces deux activités sont absentes
simultanément [80]. Parallelement, AhpR est impliqué dans la résistance aux akyl-
hydroperoxydes [57, 79], La réduction des alkyl-hydroperoxydes par AhpR et non KatG est
compatible avec le mode d’ action de ces enzymes (en particulier, le site actif des catalases ne

permet pas la réduction des peroxydes complexes).

(2) Quel rdle pour la voie desthiorédoxines ?
Chez S cerevisiae, la voie des thiorédoxines joue un réle majeur dans le contréle de la
concentration intracellulaire en peroxydes, par I'intermédiaire de peroxydases thiorédoxine-
dépendantes. Or, chez E. coli, AhpR et KatG sont indépendants des voies thiol-rédox
classiques. Dans ce cadre, les thiorédoxines sont elles impliquées dans le contrdle de la
concentration en peroxydes chez E. coli ? Seules deux activités peroxydase thiorédoxine-
dépendantes ont été décrites chez E. cali, une protéine de 20 kD, tpx aussi appelée p20 [83],
et une protéine de la famille Tss/AhpC, BCP [65]. Les données in vitro suggérent que Bep et
tpx se comportent préférentiellement comme des alkyl-hydroperoxydases. Tpx est une
protéine périplasmique [83] et son absence, comme celle de Bep entraine une hypersensibilité
des souches aux peroxydes [65, 84]. L’ activité de ces deux enzymes pourrait rendre compte
d’un réle éventuel des thiorédoxines dans la réponse aux peroxydes chez E. coli. L’étude

phénotypique de mutants affectés dans la voie des thiorédoxines n’a pas permis de conclure
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qguant au réle physiologique de cette voie chez E. coli. A la différence de S. cerevisiae, la
double délétion des deux thiorédoxines cytoplasmiques, trxA et trxC n’entraine pas d hyper-
sensibilité au H,O, ; le double mutant est paradoxalement hyper-résistant au H,O, [85, 86]. Ce
phénotype peut étre explique par un phénomene de compensation. En effet, |” hyper-résistance
observée chez un mutant trxB~ (invalidé pour |a thiorédoxine reductase) est entre-autres liée a

I"induction des catalases [85].

(3) Quel réle pour le glutathion ?

A la différence de la levure, le glutathion n’est pas essentiel chez E. coli : I'invalidation du
géne gshA, codant la premiere enzyme de biosynthése du GSH n’entraine aucun défaut de
croissance. De plus, contrairement & ce qui est observe chez S cerevisiae, aucune sensibilité
des mutants gshA n’est constatée en test de survie [87]. Le glutathion ne semble jouer aucun

réle dans la tolérance aux peroxydes chez E. coli.

B. lesrégulons

Comme nous |I’avons vu précédemment, la cellule répond aux oxydants par la mise en place
d’'une résistance cellulaire acquise. Cette réponse physiologique est globale et implique
I’activation et la répression transcriptionnelle d’un nombre important de genes. D’autres
niveaux d’ activation existent, mais leur réle dans la réponse au stress oxydant sont moins
connus (contrble de la stabilité des ARNs, modifications post-traductionnelles...). Des
régulateurs, capables de détecter un signal de stress spécifique convertissent ce signal en

réponse transcriptionnelle. Ces régulateurs controlent |’expression d’un ensemble de genes

appel é régulon.

1) Caractérisation des régulons peroxyde et superoxyde chez E.
coli.

Chez E. cali, les réponses aux peroxydes et au superoxyde impliquent deux régulons bien
distincts : le régulon OxyR contréle la majorité des anti-oxydants en réponse aux peroxydes et
le régulon SoxR répond spécifiguement au stress superoxyde induit par la présence de

composes a activité redox cyclique.



Induction ?

Géne Fonction ARN / essais-b-galactosidase  Gels2D® PucesaADN ©

Voie du glutathion

gorA  Glutathione réductase H, OxyR® H
grxA  Glutarédoxine 1 H, [94] H H
Voiedes thioredoxines
trxC  Thioredoxin 2 H H
Autres antioxydants
ahpC Alkyl Hydroperoxyde peroxydase H, OxyR® H
ahpF  Réductase d AhpC H, OxyR® H
sufE  oxydoréductase H
katG Catalase H, OxyR® H
hemH Ferrochelatase synthése de I'héme H
hemF  Coproporphyrinogéne |11 oxydase. synthesedel’héme H, [95]
sodA  Mn-SOD OxyR®
Protéines du méatbolisme du soufre
sufA  Synthéese des centres Fer-Soufre H H
sufS  Homologue a NifS sélénocystéine lyase H H
Pompes a efflux
sufB  Transporteur ABC H
sufC  Transporteur ABC H
sufD  Transporteur ABC H
Régulateurs
fur Répresseur de|’import de fer H [96] H
OxyR Régulateur de laréponse aux peroxydes H,[93, 97]
OxyS ARN régulateur de la réponse aux peroxydes [97]
rcsC  Régulateur de la synthese des polysaccharides de la H, [95]

paroi
Métabolisme
2wvf  G-6-P deshydrogénase OxyRC
gldA  Glycérol deshydrogénase H, [95]
Autres
dps  Protéinedeliaison al’ ADN (non spécifique) OxyRC H
flu Antigene 43 H
fhuF  Réductase de fer ferrique H

uvrD  ATPase ADN-dépendante, ADN hélicase [95]

@H = Peroxyde d’ hydrogéne, OxyR® = mutant constitutif d’ OxyR

b Gels bidimensionnels des protéines [17] [92)]
¢ Zheng et col., 2001 [25]

Tableau 1. Principaux génes controlés par OxyR. Les genes dont I’ expression est réprimée par OxyR
sont notés en gris.



Aingi, I'invalidation d’ OxyR entraine une hypersensibilité aux peroxydes [88], alors que celle
de SoxR diminue la tolérance de la cellule aux composés générateurs d'ions superoxyde, tels

gue le paraquat ou la ménadione [89]

(a) Lerégulon OxyR (Tableau 1)

Le locus OxyR a été identifié dans un crible génétique recherchant des mutants hyper-
résistants au H,0O, [17] et code un régulateur majeur de laréponse aux peroxydes chez E. coli
[88, 90]. OxyR est un activateur de transcription de la famille LysR, en particulier capable
d’activer |’expression de KatG et d’ AhpC en réponse au H,0, [17, 91, 92]. Il peut en outre
fonctionner comme un répresseur de sa propre expression [88, 93]. Une analyse globale du
régulon OxyR a permis d’identifier une vingtaine de géenes dont I’ expression est stimulée par
le peroxyde d’ hydrogéne de fagon OxyR dépendante (tableau 1) [17, 25, 91, 92]. Parmi ces
geénes se trouvent, outre katG et ahpC, ahpF, des génes codant |a voie des thiorédoxines et du
glutathion (grxA, codant la glutarédoxine 1, gorA, codant la glutathion réductase et trxC,
codant la thiorédoxine 2) [25].

(b) Le régulon SoxRS (Tableau 2)

Le locus SOX a été identifié par deux cribles indépendants, |I’un recherchant des mutants
hyper-résistants a la ménadione, un composé a activité redox cyclique générateur d’'ions
superoxyde [98], I'autre permettant |’ expression constitutive de genes normalement induits
par ces composes [89]. L’ identification du locus SOX arévélé |’ existence de deux genes soxS
et soxR [99, 100]. soxR et soxS codent tous deux des facteurs de transcription appartenant
respectivement a la famille MerR et AraC. L’ activation de SoxR par des composeés a activité
redox cyclique, stimule |’expression de SoxS [101, 102]. SoxS active ensuite le régulon
SoxRS en se liant spécifiqguement aux promoteurs de ses genes cibles [99, 103] (voir auss
Fig. 10). Le régulon SoxS est constitué de 37 genes induits et de 58 genes réprimés [24]. Les
geénes induits par SoxS comprennent en particulier sodA et zwf, codant respectivement la Mn-
SOD et la G6PDH [89]. SoxS induit également |a synthese d’isoenzymes redox-résistantes en
remplacement de certaines enzymes redox-sensibles [104]. Ainsi I'induction de fumC codant
pour une fumarase redox-résistante permet le maintien de cette fonction dans le cycle de

Krebs [105].
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Induction ?

Géne Fonction ARN / essais-b-gal actosidase Gels2D® Puces &
ADN ®
Réductases
fldA flavodoxine +
fpr Ferredoxine réductase NADPH P[106] +
dépendante H [107]
nfnB nitroréductase +
Antioxydants
sodA Mn-SOD P[89, 98] SoxR® +
H (Manchado et col., 2000)
sod" [102]
Protéines du métabolisme du soufre
cysK Cystéine synthase A +
map M éthionine aminopeptidase +
Régulateurs
fur Répresseur de |’import de fer P[96] +
micF ARN régulateur de laréponse P[108]
superoxydes H [107]
SOXS Régulateur de laréponse au P, Répression de soxS par [ui méme
superoxyde [109]
M étabolisme
2wf G-6-P deshydrogénase P89, 98] SoxR® +
fumC Fumarase C P[105]
sod™ [104, 110]
Autres
nfo Endonucléase IV P89, 98] SoxR® +
acrA Composant de la pompe a efflux Surexpression de SoxS [111]
AcrAB
tolC Pompe a efflux Surexpression de SoxS [111]
ompF Porine (régulation indirecte par micF)
IpxC Enveloppe et division cellulaire +

@ P = Paraguat, H = Peroxyde d’ hydrogéne; SoxR® = mutant constitutif de SoxR, sod™ : mutants déficients en
superoxyde-dismutase

® Greenberg et col., 1990 [98]
¢ Pomposiello et col., 2001 [24] (géne dont I’ expression est modulée & lafois par e paraguat et la surexpression de

SoxS)

Tableau 2. Principaux génes contrdlés par SoXxRS. Les génes dont |’ expression est réprimée par SoxR

sont notés en gris.
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De méme, I’induction Sox-dépendante d’ une NADPH ferredoxine réductase (fpr) permet une
compensation de |’inactivation de la pyruvate ferredoxine réductase [106]. La définition du
régulon SoxRS par puce & ADN a été réalisée dans des conditions de surexpression de SoxS
[24]. Ainsi, ce protocole expérimental mime |’ activation de SoxRS par I’ion superoxyde mais
ne la reproduit probablement pas fidelement. De fait, parmi les genes induits par la
surexpression de SoxS, seuls 14 sont induits en réponse par le paraguat. La définition du
régulon SoxRS donnée par Pomposiello et col.[24] dépasse donc la simple activation de SoxS

par le stress superoxyde .

(c) Soécificité des réponses peroxyde et superoxyde

Les régulons OxyR et SoxR sont décrits comme deux régulons indépendants répondant
spécifiguement I'un a une augmentation de la concentration en peroxydes et |'autre a la
production d’ions superoxyde par les composes a activité redox cyclique. Cette spécificité est
le résultat de leur capacité a détecter chacun des signaux redox différents (voir chapitre 111).
Cependant, un certain nombre de genes du stimulon peroxyde sont également induits par
I’exposition des cellules a I'ion superoxyde [21, 24]. Ceci peut étre expliqué par la
dismutation du superoxyde en peroxyde d hydrogene, permettant |’activation secondaire
d’'OxyR [112]. En revanche, il est plus difficile de comprendre I’ activation du régulon SoxRS
en réponse au peroxyde d hydrogéne [25, 107]. Cette activation intervient a des doses plus
importantes de H,O, et suggére que SoxR peut étre activé méme indirectement par le H,0.,.

L es bases mol éculaires responsabl es de cette activation sont inconnues.

(d) Existence d autres régulateurs

Qu'il s'agisse de laréponse peroxyde ou superoxyde, le nombre de génes induits ou réprimés
dépasse largement le nombre des génes régulés par SoxRS ou OxyR, suggerant I’ existence
d’ autres régulateurs capables de ressentir les stress imposés. Le recrutement de ces autres

régul ateurs peut étre indirect.
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- L’ exemple du represseur Fur (pour « ferric iron uptake »)

L’ expression du régulateur Fur est par exemple stimulée de facon OxyR ou SoxR-dépendante
en réponse au peroxyde d’ hydrogene ou a I’ion superoxyde respectivement [96]. Fur est un
répresseur qui régule I’ expression de protéines impliquées dans le transport du fer en inhibant
leur transcription lorsgue le fer est abondant [113]. Le réle physiologique de cette induction
pourrait étre lié alanécessité de réprimer I’import de fer en présence d’ions superoxyde ou de
peroxyde d hydrogéne, conditions dans lesquelles la production de radical hydroxyle par les
réactions de Fenton et d'Haber-Weiss est favorisée. Cette hypothése est éayée par
I’ observation d’ une hypersensibilité au H,O, et d’ une augmentation du taux de mutations

spontanées dans une souche invalidée pour fur [114].

- La double réponse ala ménadione, un composeé générateur d’ions superoxyde

Deux composés a activité redox cyclique, la ménadione et le paraguat, sont couramment
utilisés pour créer expérimentalement un stress superoxyde. Or |’ étude des régulons répondant
a ces deux composés dévoile un autre niveau de complexité de cette réponse. Le principal
régulateur activé par le paraquat est SoxR aors que la ménadione active SoxRS mais
également un autre régulateur, MarA [24, 115]. MarA est un facteur de transcription de la
méme famille que SoxS, impliqué dans la résistance pléiotropique aux antibiotiques. La
meénadione est donc capable d activer alafois SOXRS et MarA par des signaux différents. Les
moyens utilisés pour produire expérimentalement I'ion superoxyde font que cette réponse,
contrairement a la réponse peroxyde, n’est jamais pure. Premiérement, les composes a activité
redox cyclique présentent une réactivité chimique qui leur est propre. Aingi, la réactivité
chimique de la ménadione est vraisemblablement responsable de I'activation de MarA.
Deuxiemement, I’ exposition de la cellule a ces composés entraine a une oxydation du pool de
NADPH [116 ]. Les moyens techniques limitent donc I’ éude du stress superoxyde au sens
strict. La majorité des études portant sur SoxR ont ainsi été réalisées avec le paraquat, une

molécule dont les effets paralléles semblent les plus limités.
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2) Lerégulon peroxyde chez S. cerevisiae (Tableau 3)

Chez S cerevisiae, la réponse au peroxyde d hydrogéne est essentiellement contrélée par le
facteur de transcription Y apl, qui régule, en association avec un autre facteur de transcription,
Skn7, lamagjorité des anti-oxydants induits par le H,O, (voir Tableau). L’ invalidation de YAP1
[117, 121, 136] ou de SKN7 [76] entraine une hyper-sensibilité au H,O,, et une perte de la
capacité d’ adaptation.

(a) Yapl, le régulateur majeur de la réponse anti-oxydante aux peroxydes

Yapl est un activateur de la transcription, identifié comme une proténe capable de se fixer
spécifiquement au site de liaison &I’ ADN du facteur de transcription mammifére AP-1 (ARE
pour AP-1 recognition element) [137]. YAP1 code une protéine de 650 acides aminés de la
famille des « leucine-zipper » a domaine basique (b-Z1P), homologue a Gen4 et c-jun [138].
A la différence des autres facteurs de la famille AP-1, le b-ZIP de Yapl est situé en N-
terminal de la protéine et permet une liaison spécifique de Yapl a des sites A(T/G)ACTAA
appelés YRE pour « Yapl Response Element » [121, 139, 140]. Ce site est différent du site
AP1 canonique. L’étude du régulon Yapl par gel d éectrophorese bi-dimensionnelle a
montré que Y apl contréle |’ expression de 32 protéines en réponse au H,0, [123]. Y apl induit
en particulier I’expression de la magjorité des activités anti-oxydantes, incluant les enzymes
des voies des thiorédoxines et du glutathion, les peroxyrédoxines et les superoxyde-
dismutases. Le régulon Yapl comprend également des enzymes de la voie des pentoses
phosphates. L’analyse du régulon Yapl par puce a ADN a permis d éendre le nombre de
genes dont I’ expression est stimulée de fagon Y apl-dépendante en réponse au H,0O, aenviron
70 ([22]; Biteau et Toledano données du laboratoire). Yapl apparait donc comme un

activateur majeur de la réponse peroxyde.
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Geéne Fonction

Induction @

Régulation

Northern blot / essais-b-galactosidase Gels2D” Puces
aADN°©
Voiedu glutathion
GSH1 Glutamate-cystéineligase H, M [117] H,D.M
GSH2 Glutathione synthétase H, TB [118] H,D.M
GLR1 Glutathione réductase H, D [119] H H,D,M
GPX1 Glutathione peroxydase M [67] H,DM
GPX2 Glutathione peroxydase H, TB, CH, P, M, D [67] H,D,M
GRX1 Glutarédoxine 1 H, M, D [120] H H,D.M
GRX2 Glutarédoxine 2 H, M, D [120] H,D,M
Voiedesthioredoxines
TRX2 Thioredoxin 2 H, TB, M, D [121] H H,D.M
TRR1 Thioredoxin reductase 1 H, D [122] H H,D.M
TSAL Thiol peroxydase H, D [123, 124] H H,D.M
AHP1 Thiol peroxydase H, TB, D [63, 123] H H,D.M
mTPx Thiol peroxydase H, D [61] H,DM
TSA2 Thiol peroxydase H, D [61] H H,D.M
Autres antioxydants
CCP1 Cytochrome-c peroxydase H [123] H H,D,M
CTAL Catalase A, peroxysomale H
CcTT1 Catalase T, cytosolique  H [125, 126] H H,D,M
SOD1 Superoxyde dismutase H, P[128] H H,D.M
SOD2 Superoxyde dismutase P[128] H H,D.M
CUPL Métallothionéine M [129]
Protéines de choc thermique
SSA1 famille H SP70 H[117, 130] H D
SSA3 familleH SP70 H D
SSA4 famille H SP70 HD
HSP12 HSP H[124] H H,D.M
HSP26  HSP H[127, 131] H H,D
HSP42 HSP H HDM
HSP82  HSP H[123] H H,D
HSP104 HSP H[131] H H,D.M
Pompes a efflux
FLR1 Pompe a efflux ATP- H, TB, D [132] H,D.M
dépendante
ATR1 Pompe a efflux ATP- H,D.M
dépendante
M étabolisme des sucres
ZWF1 G-6-P dehydrogenase H[133] H H,D
TSL1 Trehal ose-6-P synthase H,DM
TPS1 Trehal ose-6-P synthase H H,D
TPS2 Trehal ose-6-P synthase H,DM
ALD3 Aldéhyde dehydrogénase M [134] HD
Autres
UBI4 Ubiquitine H H,D.M
GRE1 HD
GRE2 Homologue a une H[135] H H,DM
dihydrofavonol réductase
GRE3 Aldose réductase H [135]) H,DM
PDI1 Protéine disulfide H D
isomerase

Northern blot / essais-b-galactosidase

Yap1 [117]
Yap1 [118]
Yapl [119]

Yapl[67]

Yapl/Skn7 [121]
Yapl/Skn7 [122)

Y apl/Skn7 [123, 124)
Y ap1/Skn7 [63]

Y apl/Skn7 [123]

Msn2 [127]

Y apl/skn7 [123]; Skn7 [131]

skn7 [131]; Msn2 [124]
Skn7 [131]; Msn2 [127]
Y apl/Skn7 [123]
skn7 [131]

Yapl [132]

#H = Peroxyde d’ hydrogéne, TB= ter-butyl hydroperoxyde, D = Diamide, M = Ménadione, P = Paraquat, CH = Cuméne Hydroperoxyde,

® Godon et a., 1998 [23]
¢ Gasch et a., 2000 [22]
¢ Lee etd., 1999b [123]

Tableau 3. Liste des principaux génes régulés par Y apl, Skn7 et Msn2/4.
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Yapl

Yapl/skn7
Yapl/skn7
Yapl/skn7
Yapl/skn7

Yapl/skn7
Yapl/skn7
Yapl/skn7

Yapl/skn7
Yapl/skn7

Yapl/skn7

Yapl/skn7

Yapl

Yapl

Yapl

Yapl

PucesaADN °©

Yapl
Yapl
Yapl

Yapl
Msn2/4

Yapl
Yapl
Yapl

Yapl

Yapl
Yapl
Msn2/4
Yapl

Msn2/4

Yapl

Yapl

Yapl
Msn2/4

Msn2/4

Yapl

Msn2/4



(b) Kn7 participe au contrdle d’ une partie du régulon Yapl

Skn7 a été identifié au cours d’ un crible recherchant des mutants hyper-sensibles au peroxyde
d hydrogene [76, 141]. Skn7 est un facteur de transcription, dont la partie C-terminae
présente des similitudes avec le domaine receveur des systémes a deux composants
procaryotes. D’ autre part, la partie N-terminale de Skn7 est homologue au domaine de liaison
al’ADN, en hélice-tour-hélice, présent chez le facteur de transcription Hsf1 [141, 142]. Skn7
est nécessaire a I’induction d’ environ la moitié des génes du régulon Yapl, tel qu'il a été
défini par gel d'électrophorése a deux dimensions [123]. Cette étude a permis d’identifier
deux sous-groupes séparant parmi les genes Y apl-dépendants, les peroxyrédoxines et les
enzymes de la voie des thiorédoxines, co-régulées par Y apl et Skn7 et les enzymes de la voie
du glutathion et des pentoses phosphates, dont I'induction est indépendante de Skn7. En
réponse au H,O,, Skn7 ne contrdle aucun géne indépendamment de Y apl. La faculté de Skn7
a co-réguler I'expression de TRX2, TRR1, ou TSAl est associée a sa capacité a lier les
promoteurs de ces géenes indépendamment de Yapl [122, 123]. L’ ensemble de ces données
suggére gue Y apl et Skn7 coopérent pour activer un certain nombre de génes en réponse aux

peroxydes.

(c) D’ autres régulateurs sont impliqués dans la réponse peroxyde chez S
cerevisae

Les régulons Yapl et Skn7 ne représentent qu’une partie des genes dont |’ expression est
modul ée en réponse au péroxyde d’ hydrogene. D’ autres facteurs de transcription ont en effet
été impliqués dans la mise en place de cette réponse.

- Lesrégulateurs Msn2 et Msn4

Les facteurs de transcription Msn2 et Msn4 se lient et activent |I’expression de genes
contenant un Stress Response Element (STRE : CCCCT), en réponse a divers stress
environnementaux, incluant le stress peroxyde mais aussi la transition diauxique et les stress
osmotique, thermique et acide [143, 144]. Ainsi, en réponse au H,O,, I'induction d’ environ
180 genes est affectée par I’invalidation simultanée des régulateurs Msn2 et Msn4 [22] parmi

lesquels, la catalase CTT1, plusieurs HSP et diverses enzymes du métabolisme des sucres [22,
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145]. L’invalidation simultanée de MSN2 et MSN4 entraine une hyper-sensibilité au H,O, en
test en gouttes. Cependant, ce mutant est toujours capable d adaptation [145]. Cette étude
phénotypique ainsi que |’ étude protéomique des cibles de ces régulateurs indiquent que
Msn2/4 ne seraient pas impliqués dans le contréle de I’ homéostasie redox a proprement parlé
mais permettraient la réparation ou la dégradation des composants endommagés et la

réorganisation des voies métaboliques une fois cette homéostasie rétablie.

- Hsf1, Met4 et Rpn4

Le stimulon H,O, compte un certain nombre de protéines de choc thermique (HSP) [23, 127,
131]. L’induction de ces génes en réponse aux peroxydes est relayée par le facteur de
transcription Hsfl, en association avec Skn7 [131] ou Msn2/4 [127]. D’autre part,
I"implication de deux autres régulateurs, Rpn4d et Met4, dans le contrdle du stimulon H,O, a
€été mise en évidence grace a une analyse par puce a ADN réalisée au laboratoire (Biteau et
col., données non publiées). Met4 contrle indépendamment de Yapl les genes du

meétabolisme du Soufre et Rpn4, les géenes du protéasome.

(d) S _cerevisiae ne semble pas posséder de régulon superoxyde distinct

Outre son réle dans la réponse peroxyde, Y apl semble important dans la réponse superoxyde.
En effet, I'invalidation de ce régulateur entraine une hyper-sensibilité ala ménadione [136]. A
ladifférence d'E. coli, le méme régulateur semble donc impliqué dans les deux réponses chez
S cerevisiae. Aucun régulateur permettant une réponse spécifique a I’ion superoxyde n’est
connu chez S cerevisiae et |'activation du régulon Yapl/Skn7 pourrait étre relayée par la

production de peroxyde d' hydrogéne apres dismutation de I’ion superoxyde.

C. Contrdle de la concentration en peroxydes endogenes

Comme nous I’avons vu précédemment, la concentration en H,O, est finement régulée au
cours des différentes phases de croissance chez E. coli. En réponse a un stress H,O, exogéne,

la cellule induit I'expression des stimulons présentés ci-dessus et cette induction est
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essentielle a la survie cellulaire. La cellule utilise-t-elle les mémes systemes inductibles pour
contréler la concentration des peroxydes produits par e métabolisme ? Chez E. coli, | absence
de KatG et d’ AhpCF mais surtout celle du régulateur OxyR entraine une augmentation
sensible de la concentration en H,O, intracellulaire [15, 80]. De plus, I’ expression du régulon
OxyR est modulée au cours des différentes phases de croissance, paralelement a la
production de H,O, [146, 147]. L’ expression de katG est en particulier induite au cours du
passage en phase exponentielle de croissance [146]. Ainsi, la production métabolique de H,0O,
est au moins en partie contrecarrée par I’induction des enzymes du régulon OxyR. La cellule
utilise donc des systémes inductibles afin de réguler la production de H,O, endogéne. La
nécessité d' adapter en permanence la concentration d’' antioxydants au niveau de production
de H,O, suggére i) que la production constitutive d’ antioxydants peut étre délétere, et/ou ii)
gue la cellule doit tolérer une concentration intracellulaire de H,O, minimale. La mesure de la
concentration intracellulaire en H,O, chez E. coli, montre d ailleurs que celle-ci n'est pas
nulle. Ces données indiguent donc que le H,0, peut ne pas étre simplement toxique mais qu'il

pourrait participer al’ établissement de I’ homéostasie redox cellulaire.
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Chapitrelll. Lesdétecteursdu stress oxydant :

car actérisation des mécanismes moléculaires de détection

Lacellule percoit les variations de la concentration en peroxydes ou en ions superoxyde grace
a des détecteurs spécifiques. Chez E. coali, la spécificité des réponses peroxyde et superoxyde
repose sur |’ existence de deux régulons distincts, le régulon OxyR et le régulon SoxR. La
caractérisation des mécanismes moléculaires responsables de |'activation de ces deux
régulateurs a permis d établir les bases de la spécificité du processus de détection. Dans un
cas comme dans I'autre, le régulateur est aussi le détecteur. Chez S cerevisiae, les
mécanismes moléculaires responsables de I’ activation de la voie Yapl/Skn7, contrblant le
régulon peroxyde, sont encore mal connus et I’étude du facteur de transcription Yapl

constitue I’ objet de mon travail de thése.

|. Les détecteurs du stress oxydant chez les Procaryotes
A. Les détecteurs du H,0O,
1) Chez E. coli

(a) OxyR est activé par oxydation

Laforme active d OxyR, capable de stimuler |a transcription, est une forme oxydée [148]. En
effet, dans un systéme de recongtitution in vitro, OxyR active la transcription de katG
lorsgu’il est oxydé et la présence d’ un agent réducteur, comme le dithiotréitol (DTT) inhibe la
réaction. Cette inhibition est réversible. Pourquoi OxyR est-il inactif en conditions
réductrices ? L’ éude de I'interaction d’ OxyR avec I"’ADN a montré que seule la forme
oxydée d'OxyR est capable de se lier aux promoteurs des génes induits de fagcon OxyR-
dépendante, suggerant que I’oxydation de ce régulateur permet son recrutement aux
promoteurs de ses genes cibles [97] (Fig.8A). L’ existence d’ une liaison coopérative d OxyR
et de I’ARN Polymérase [149] indique que la forme oxydée d OxyR serait en outre capable

derecruter I’ ARN Polymérase afin d'initier la transcription.
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A Cas d'un géne induit par OxyR B Cas du promoteur d'OxyR

Pas de fixation a 'ADN Répression de la transcription d'oxyR
Pas d'activation d'oxyS

H,O
- .
Polymérase Polymérase

Liaison et initiation de la transcription Répression de la transcription d'oxyR
Repositionnement et activation de la
transcription d'oxyS

Figure 8. Contréledel’activité d’ OxyR. Modéle représentant |’ induction de |’ expression d' un géne
cible d' OxyR (par exemple AhpC ou KatG) (A) et le réle de répresseur joué par OxyR au niveau de
son propre promoteur (B).
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OxyR est également capable de se lier a son propre promoteur et d'en réprimer la
transcription [88, 93]. Dans ce cas, la capacité d OxyR alier I’ADN est indépendante de son
état d’ oxydation [97]( Fig. 8B). En revanche, la transcription d’ oxyS, un gene cible d OxyR
localise téte-béche avec oxyR, est spécifiguement induite en conditions oxydantes.
L’activation d’ oxyS ne dépend pas de la capacité dOxyR a lier I’ADN mais d'un
repositionnement d’ OxyR au niveau du promoteur. La forme réduite d’ OxyR se lie a deux
fois deux sillons adajacents séparés par un tour d’hélice et réprime oxyR sans activer oxyS.
L’ oxydation d’ OxyR entraine un déplacement de son site de liaison, permettant son contact
avec quatre sillons majeurs consécutifs et stimulant ainsi I’expression d’oxyS, tout en
maintenant la répression d’ oxyR. Ce déplacement est di a un changement de conformation

majeur d OxyR lors de latransition entre les formes réduite et oxydée.

(b) L’oxydation d’OxyR dépend de la formation d'un pont disulfure
intramol éculaire

Le centre redox d' OxyR est congtitué de deux cystéines, les cystéines 199 et 208 dont
I’ oxydation en un pont disulfure intramoléculaire conduit au changement de conformation
responsable de I'activation d’ OxyR en réponse aux peroxydes [150]. La mutagénése de la
cystéine 199 (C199S) et dans une moindre mesure de la cystéine 208 (C208S) induit une
hypersensibilité aux peroxydes [149]. Ces deux mutants sont transcriptionnellement inactifs
in vitro comme in vivo [149, 150]. La mutagénese des quatre autres cystéines d’ OxyR
n’entraine au contraire aucune altération fonctionnelle ou phénotypique pour |’ ensemble des
tests effectués [149]. En particulier, un mutant ne possedant plus que les cystéines 199 et 208
(OxyR,c.») est sauvage. L’ éude par spectrométrie de masse de la protéine mutante OXyR ¢ 4,
purifiée et oxydée al’air, a démontré |’ existence d’ un pont disulfure entre les cystéines 199 et
208 [150Q]. In vivo, I'éat redox d une protéine peut étre visualisé grace a des techniques
spécifiques (voir Résultats) [151, 152]. L'analyse par ces techniques des mutants des
cystéines d OxyR a permis de confirmer laformation de ce pont disulfure en réponse au H,0O,

[152].
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Le potentiel redox du couple OxyR,./OxyR,, est de —185 mV [150]. Cette valeur, inférieure
d’ environ 100 mV acelle du potentiel redox intracellulaire (-280 mV), est compatible avec la
présence d OxyR sous forme réduite dans des conditions de croissance standard [151, 152].
OxyR est oxydé in vivo dés 30 secondes d’ exposition au H,O, [151]. En réponse a une dose
unique de H,0,, cette oxydation est transitoire avec un retour a |’ état réduit aprés 5 minutes
d’ exposition. Le profil d’oxydation d’ OxyR est corrélé avec la cinétique d’ activation de ses
geénes cibles. Les doses requises in vivo pour I’ oxydation d’ OxyR sont faibles (a partir de 5
mM de H,O, gouté dans le milieu). Ces données montrent qu’OxyR est activé par un
changement de conformation de la protéine, induit par la formation d'un pont disulfure

intramol éculaire entre les cystéines 199 et 208.

(c) OxyR est réduit par la glutarédoxine 1

OxyR est désactiveé par réduction. Afin de caractériser le systéme enzymatique responsable de
sa réduction, les profils cinétiques d’ activation et de désactivation d’ OxyR ont été déterminés
dans différents mutants de la voie des thiorédoxines et du glutathion. La désactivation
d’ OxyR est retardée dans des mutants grxA, gorA ou gshA, mais pas dans des mutants trxA ou
trxB, suggérant qu’ OxyR pourrait étre réduit par la glutarédoxine 1, viala voie du glutathion
[150]. La réduction d’OxyR in vitro en présence de glutarédoxine 1, de glutathion et de
glutathion réductase étaye cette hypothése. L’ expression de grxA et de gor A étant stimul ée par
OxyR en réponse au H,0,, le systeme apparait auto-régulé [17, 94]. La persistance d une
réduction méme retardée, dans le mutant grxA, suggére cependant qu’'en |'absence de
glutarédoxine 1, OxyR peut étre réduit par un autre systéme, moins efficace (par exemple les

thiorédoxines).

(d) Bases structurales de la réactivité d OxyR vis a vis des peroxydes

L’ oxydation d’'OxyR par le H,0, est directe [151]. En effet, en présence du systeme de
réduction décrit ci-dessus, OxyR se conduit comme une thiol-peroxydase, réduisant H,O, par

consommation de NADPH.
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R266 ¢C199(S @

R266
C199
[ C208
OXered OXyROX

Figure9 Structures simplifiées du centre redox d’' OxyR. Comparaison des formes réduite (contenant
la cystéine 199 mutée en sérine) et oxydée. Le résidu arginine 266 et I'hélice a contenant la cystéine 199
stabilisent vraisemblablement la forme thiolate de ce résidu.
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La reconstitution in vitro du systéme d’oxydation/réduction d’OxyR a montré que cette
protéine peut étre oxydée par 2 nM de H,0, en présence de 25 mM de GSH [151]. La
réactivité d OxyR vis a vis des peroxydes est donc bien supérieure a celle du glutathion. Les
déterminants de cette réactivité ne sont pas clairement établis. Cependant, une étude
structurale d'OxyR a permis de caractériser I’environnement électronique de chacune des
cystéines du pont disulfure régulateur [153] (Fig. 9) et de proposer un modele mécanistique
de latransition entre les formes réduite et oxydée.

Le cristal de laforme réduite d OxyR montre que les deux cystéines 199 et 208 sont espacées
de 17,3 A et que la cystéine 199 est localisée dans une étroite poche hydrophobe. Ce résidu
est en contact étroit avec une arginine, chargée positivement, dont la présence est susceptible
d'augmenter la réactivité de la cystéine 199. L’observation d’un phénotype d hyper-
sensibilité au H,O, ainsi que d'un défaut d’ activation d’ OxyR chez un mutant dépourvu de ce
résidu arginine étaye cette hypothése [149]. La présence de trois petites hélices a, formant des
petits dipdles électro-attracteurs, a proximité de la cystéine 199 peut également augmenter ala
réactivité de la cystéine 199. Les données de mutagénese, confortées par les données
structurales, suggerent donc que le H,O, induit la formation d’un acide sulfénique au niveau
de la cystéine 199 [150, 153]. Sa présence au sein d’un environnement hydrophobe pourrait
rendre cette forme instable et la cystéine oxydée serait alors soustraite a cet environnement

par laformation du pont disulfure avec la cystéine 208.

(e) Un mécanisme controversé

Une étude récente, réalisée par le groupe de Stamler, a remis en cause le modéle d’ activation
par formation d’un pont disulfure, décrit ci-dessus. Il propose que I’ activation d’ OxyR par les
peroxydes repose sur la formation d’un acide sulfénique au niveau de la cystéine 199 et que
cette espece suffit & induire une conformation active de la protéine [154]. Des études
d’ oxydation in vitro ont permis de montrer que la cystéine 199 est la seule cystéine redox
réactive et gque la forme Cysl199-SOH est stable et active transcriptionnellement. La stabilité
de cet acide sulfénique suggére qu’aucun thiol vicinal, permettant sa condensation en pont
disulfure, n'est présent. Cette donnée est compatible avec I’éoignement structural des

cystéines 199 et 208 décrit par Choi et col [153]. OxyR peut donc étre oxydé in vitro, sans
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guil n'y ait formation d'un pont disulfure intramoléculaire. Les auteurs expliquent ces
nouveaux résultats par le fait que les techniques d analyse réalisées pour I'identification
formelle du pont Cys199-Cys208 sont discutables (protéine tronquée et/ou mutée pour les
guatre autres cystéines (OxyR ,.,)). L’utilisation de ces mutants aurait ains occulté
I’ oxydation de la cystéine 199 en acide sulfénique, en permettant la formation illégitime du
pont 199-208. In vivo, I’hypothese de Stamler est étayée par |’ observation, en réponse au
H,0,, d'une oxydation de la cystéine 199 et par la purification d'une forme d OxyR
conjuguée au glutathion (OxyR-S-SG), vraisemblablement issu de la conjugaison du dérivé
sulfénique avec une molécule de GSH [154]. Cependant, aucune preuve formelle de

I’ existence de laforme Cys199-SOH n’a pu étre apportée in vivo.

2) Chez B. subtilis

Des homologues d’ OxyR ont été décrits dans de nombreuses bactéries [155-157]. Cependant,
aucun homologue d’ OxyR n'a été trouvé chez B. subtilis. La réponse aux peroxydes chez cet
organisme semble contrdlée, au moins en partie, par deux répresseurs récemment découverts,
PerR et OhrR, dont I'inactivation permet I'induction des anti-oxydants. D’une maniére

générae, |’ étude de ces systémes reste trés préliminaire.
(@) PerR

PerR est une petite métalloprotéine de la famille des « ferric uptake repressor » (Fur),
contrblant, en réponse aux peroxydes, |'expression d'une catalase (KatA), d'un opéron
responsable de la biosynthese de I’ héme et d’ une alkyl-hydroperoxyde-réductase homologue
au systeme AhpR d'E. coli [158]. L’ exposition des cellules au H,O, inactive PerR et permet la
levée de larépression. Aingl, I’invalidation de perR entraine une hyper-résistance au H,0,. Le
mécani sme mol éculaire responsable de cette inactivation n’est pas connu. 1l est possible qu'il
fasse intervenir la formation d’un pont disuflure car PerR peut étre réactivé en présence d’ un
dithiol réducteur [159]. A I'instar des autres membres de la famille Fur, PerR contient deux
centres métalliques par monomere [159]. Le premier site contient un atome de Zinc, dont la
fonction semble structurale. L’ autre site contient un métal qui peut étre soit un atome de Fer
soit un atome de Manganése. La capacité du H,O, a inactiver PerR semble dépendre de la

nature du métal présent dans ce site [159, 160]. Cependant, les bases moléculaires de cette
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inactivation sont inconnues. Des homologues de PerR sont présents chez de nombreuses
bactéries Gram+ et Gram-. La caractérisation du mécanisme moléculaire de détection des
peroxydes par cette protéine constituera donc un nouveau modéle d’ étude des détecteurs du

stress oxydant chez les procaryotes.

(b) OhrR

OhrR régule I’ expression du géne ohrA, responsable avec ohrB de lamajorité de I’ activité

alkyl-hydroperoxyde réductase chez B. subtilis [161]. OhrR réprime |’ expression d ohrA et
est spécifiquement inactivé par les akyl-hydroperoxydes in vivo. In vitro, la liaison d’ OhrR
au promoteur d ohrA est inhibée en présence de divers peroxydes et |e traitement ultérieur par
le DTT permet de restaurer cette liaison [162]. L’ unique résidu cystéine d’ OhrR est nécessaire
a la dérepression d'ohrA, et donc a I'inactivation d’OhrR. L’utilisation de méthodes
spectrophotométriques associées a une analyse par spectrométrie de masse a permis de
montrer que la cystéine d OhrR est oxydée in vitro en acide sulfénique. Ces données
suggérent gque la réactivité unique de la cystéine d OhrR contrdle I’ activité de ce régulateur.

Cependant, laformation de cet acide sulfénique in vivo reste a démontrer.

B. Laréponse au O, - et aux composés a activité redox cyclique
chez E. coli

L’utilisation de diverses techniques de biophysique a permis de montrer que |’ activité de
SoxR est régulée par son état redox. Cependant la nature du signa responsable de cette

modification redox est encore un sujet de controverse.

1) Laprésence d’' un centre Fer-Soufre dans SoxR est essentielle a

I’ activité de SoxR
SoxR est une métalloprotéine contenant un centre [2Fe-2S] par monomere [163, 164]. La
présence de ce centre est essentielle a son activité. Deux formes de SoxR peuvent étre
produites : laforme Fe-SoxR, contenant le centre [2Fe-25], et |a forme Apo-SoxR, dépourvue
de centre métallique [163]. L’ analyse de I’ activité transcriptionnelle de SoxR in vitro montre

gue seul Fe-SoxR est capable de stimuler I'expression de SoxS [163, 164]. De plus la
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mutagénese individuelle des quatre cystéines, nécessaires a la formation du centre métallique,

rend SoxR transcriptionnellement inactif [165].

2) L’ activité de SoxR dépend de |’ état redox du centre [2Fe-29]

La présence de métal n'est pas une condition suffisante a I’ activation de SoxR. L’analyse
spectroscopique et par Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) a permis de montrer
que le centre Fer-Soufre de SoxR peut étre soit oxydé ([Fe**-Fe*]) soit réduit ([Fe*-Fe*])
[163, 164]. La forme réduite de Fe-SoxR ne présente pas d’ activité transcriptionnelle mais
peut étre réactivée par simple incubation a I'air [166, 167]. In vitro, |'activité
transcriptionnelle de SoxR dépend du potentiel redox [167]. L’ état redox du centre Fer-soufre
de SoxR constitue donc un niveau de contréle de I’ activité de ce régulateur in vitro. Le couple
SoxR,/SoXR,, a un potentiel redox de —285 mV, une valeur proche du potentiel redox

intracellulaire mesuré.

3) Le centre Fer-soufre de SoxR est rapidement oxydé in vivo

Lamise au point d' une technique de RPE, permettant la visualisation de |’ état d’ oxydation de
SoxR invivo [168, 169] a permis de conclure que I’ activité de SoxR dépend essentiellement
de I'état d' oxydation du centre [2Fe-2S]. En absence d'inducteur, 90 % de la protéine est
détectée sous forme Fe-SoxR réduite. Le traitement des cellules au paraquat entraine la
disparition rapide (< 2 minutes) du signal RPE, disparition correspondant & une oxydation et
non a une destabilisation du centre [2Fe-2S] de SoxR puisque le signal RPE peut étre de
nouveau détecté aprés perméabilisation et traitement des cellules avec un agent réducteur
puissant, la dithionite. L’ élimination du paraguat par lavage des cellules permet également de
restaurer ce signal, indiquant que le centre Fer-Soufre de SoxR est rapidement réduit aprés
élimination de I'inducteur [168, 169]. La stimulation de I’ expression de SoxS est corrélée in
vivo avec |’ oxydation de SoxR [168]. Le centre Fer-Soufre de SoxR est donc oxydé in vivo et

son oxydation contréle |’ activité de SoxR.
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Figure 11. Activation de SoxR par oxydation de son centre Fer-Soufre. Représentation des différents
signaux susceptibles d’oxyder SoxR. La présence d'ions superoxyde ou I'augmentation du rapport
NADP/NADPH sont vraisemblablement deux signaux de nature différente capables d activer SoxR.
L’ oxydation du NADPH en NADP" par les composés a activité redox cyclique pourrait limiter la capacité
d’ une réductase spécifique aréduire SoxR et donc conduire a son activation.
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Un autre modéle d’ activation de SoxR par assemblage-désassemblage du centre Fer-Soufre a
également été propose [170, 171]. Cependant, les données in vivo obtenues par RPE suggerent

gue ce mode d’ activation n’ est pas prépondérant.

4) Comment laforme oxydée de SoxR active-t-ellela
transcription de soxS ?

La présence du centre Fer-Soufre de SoxR ne contrdle ni sa liaison au promoteur de soxS ni
le recrutement de I’ ARN polymérase [163]. Comment I’ état d’ oxydation du centre Fer-Soufre
régule-t-il la transcription de soxS? La liaison de SoxR au promoteur de soxS présente des
caractéristiques inhabituelles. Les boites —10 et —35 du promoteur de soxS sont anormal ement
espacées et SoxR se lie entre ces deux ségquences, un site généralement |ié par les répresseurs.
L’activation de SoxR provoquerait un remodelage structural des régions —10 et —35 du

promoteur, permettant alors I’ induction de SoxS [172].

Aingi, laliaison, au promoteur de SoxS, de Fe-SoxR (oxydé au cours de la purification) et de
I”’ARN polymérase promeut la formation d’un complexe de transcription ouvert, indétectable
en présence d’ Apo-SoxR [164] (Fig. 10). L’ oxydation du centre Fer-Soufre de SoxR serait

donc indispensable al’ initiation de la transcription.

5) Quel est le signal détecté par SoxR ? (Fig. 11)

SoxR est activé par I’ exposition des cellules a des composés a activité redox cyclique. Ces
molécules sont réduites par le biais de réductases NADPH-dépendantes et leur ré-oxydation
se fait par réduction de I’ oxygéne moléculaire. Leur cycle d oxydo-réduction entraine donc
simultanément une production importante d'ions superoxyde et une oxydation du pool de
NADPH. SoxR est-il activé par la production d'ions superoxyde ? La réactivité spécifique de
I"ion superoxyde avec les centres Fer-Soufre, rend cette hypothése attractive. Afin de tester ce
mécanisme, la concentration intracellulaire en ion superoxyde a été artificiellement modulée
soit par la surexpression soit par |’ invalidation des superoxyde-dismutases et |’ effet sur | état
d’ activation de SoxR a été analysé. L’ activité basale de SoxR est augmentée dans des mutants

dépourvus de superoxyde-dismutase [104, 173] et cette activation est dépendante de la
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présence d oxygene [110]. L’absence de SOD accroit également I'intensité de la réponse
transcriptionnelle aprés induction par le paragquat [110]. Ces résultats suggérent que O, est
effectivement un inducteur de SoxR.

O, ne semble cependant pas étre le seul signal détecté par SoxR. En effet, la surexpression
de I’activité SOD ne diminue pas I’induction du régulon SoxR par le paraquat. [105, 174],
suggérant que dans ce cas, |’ activation de SoxR est indépendante de la concentration en ion
superoxyde. SoxR est-il activé en réponse al’ oxydation du NADPH? La déplétion artificielle
du NADPH dans un mutant de la G6PDH (z2wf), permet une stimulation accrue des génes
SoxRS-dépendants en réponse au paraguat [105], conduisant les auteurs a postuler que
I’ augmentation du rapport NADP*/NADPH agit comme un signa d’ activation pour SoxR. Ce
rapport pourrait en particulier influer sur la capacité de SoxR a étre réduit par une réductase

spécifique.

6) Quelle réductase pour SoxR ?

Le potentiel redox du couple SoxR /SoxR,, éant proche du potentiel redox intracellulaire, le
maintien d’une forme majoritairement réduite, observée en RPE in vivo, impliquerait |la
réduction permanente de SoxR par une réductase spécifique. L’ inhibition de cette réductase
pourrait donc permettre |’ oxydation et I’ activation de SoxR. Le réle de différentes réductases
dans la réduction de SoxR a été testé, sans succes. L’effet de I'invalidation ou de la
surexpression d’ une ferredoxine oxidoreductase NADPH dépendante (fpr), identifiée comme
une cible de SoxRS [106] atout d’abord été analysé. En effet, cette enzyme aurait pu étre le
lien manquant entre |’ état redox de SoxR et celui du pool de pyridine nucléotide. Cependant,
lafpr est incapable de réduire SoxR in vitro en présence de NADPH [166], et la surexpression
de cette enzyme entraine une stimulation de I’activité de SoxR plutét qu'une atténuation
[175]. La surexpression de la fpr entrainant une oxydation accrue du NADPH, cette
observation renforce I'idée que le rapport NADP/NADPH est important dans le contréle de
I’ activité de SoxR. Les tentatives d'identification de la réductase de SoxR ont été jusque-la
infructueuses. Cet échec peut s expliquer si plusieurs voies de réduction de SoxR existent ou

S cette réductase est essentielle a la viabilité cellulaire. Une équipe a cependant isolé une
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activité capable de réduire SoxR in vitro en présence de NADPH [176]. Maheureusement,

I”identité de cette activité reste encore inconnue.

C. Conclusion

Ces études montrent gu’ OxyR est |e détecteur des peroxydes. OxyR permet le maintien d’ une
concentration en peroxydes stable par le jeu de son activation directe par le H,0O, et de son
inactivation par la glutarédoxine 1, un géene cible d’ OxyR dont I’ induction permet la mise en
place d’ un rétrocontréle négatif. La concentration en peroxyde d’ hydrogene est donc soumise
a un contréle de type homéostatique. L’ étude du régulateur SoxR n’a pas permis de décrire un
tel systeme en réponse al’ion superoxyde. En particulier, la nature du signal détecté par SoxR
est encore débattue. L’ion superoxyde étant détoxifié par sa réduction en peroxyde
d’ hydrogene, le contréle de la concentration en H,O, est un paramétre dont la régulation est

centrale.

I1. Les détecteurs du stress oxydant chez S. cerevisiae

Les données décrites dans le chapitre 1l (paragraphe 11.B.2) ont mis en évidence le role
essentiel de la voie Yapl/Skn7 dans la mise en place des défenses anti-oxydantes chez la
levure. Le facteur Yapl apparait comme un régulateur clé de cette voie. Yapl est en effet
capable d’ activer la transcription de certains de ses genes cibles en |’ absence de Skn7 [123],
suggérant qu'’il est capable de détecter lui-méme la présence de peroxydes. D’ autre part, Y apl
est activé par un nombre relativement important de composés incluant les peroxydes mais
ausss des chimiques comme le diéthylmaéate [121], le bénomyl ou le
méthylméthanesulfonate (MM S) [132], un agent thiol-oxydant, le diamide [121], e cadmium
[177-180] et le sélénite [181]. La variété des composés induisant |’ activation de Y apl a rendu
la recherche du mécanisme moléculaire d activation de ce facteur encore plus attractive : a
quel niveau s exerce la régulation permettant I’ activation de Yapl dans des conditions aussi
diverses ? Quelle est la nature commune de cette régulation et comment les différents signaux

engendrés par ces inducteurs sont-ils globalement intégrés par un seul régulateur ?
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Figure 12. L’accumulation nucléaire de Yapl en réponse a un stress oxydant dépend de son
interaction avec |I’exportine Crm1. En absence de stress, Yapl est continuellement importé dans le
noyau par I'importine Psel et exporté hors du noyau par I'exportine Crm1. En présence d'un stress
oxydant, I’interaction entre Y apl et Crm1 est interrompue et Y apl s accumule dans le noyaul.
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A. L’ activité de Y apl est contrélée post-transcriptionnellement.

Aucune stimulation de la synthese de Y apl n’'a été observée en réponse a un inducteur [121,
182]. De plus, I’addition de cycloheximide au cours de I’induction ne prévient pas la
stimulation Yapl-dépendante de TRX2 [121]. Le controle de Yapl est donc post-
transcriptionnel. L’étude de la liaison de Yapl au promoteur de TRX2, I'un de ses genes
cibles, [121] a montré que le traitement des cellules au H,O,, mais surtout au diamide ou au
diéthylmaléate, permet de stimuler in vitro la fixation de Yapl al’ ADN. Cependant, le niveau
modeste de cette stimulation ainsi que I’ observation d’une liaison de Yapl au promoteur de
TRX2 en dehors de toute induction suggerent que ce mécanisme n’est pas majoritairement

responsable de I’ activation de Y apl in vivo [183].

1) L’ activité de Y apl est contrélée au niveau de son export
nucléaire

L’ activité de Yapl est en fait régulée par sa localisation subcellulaire [183]. En absence
d’inducteur, Yapl est mgjoritairement cytoplasmique [183]. Cette localisation est le résultat
d’un processus dynamique impliquant I'import de Yapl dans le noyau grace a I'importine
Psel [184] et son export hors du noyau gréace a |’ exportine Crm1 [185, 186]. La localisation
globalement cytoplasmique de Yapl implique que I'export est plus rapide que I'import.
L’ export de Yapl repose sur la présence dans la partie C-terminale de ce régulateur d’un
signal d’'export nucléaire (NES) non canonique, riche en résidus hydrophobes (leucine,
isoleucine) permettant I’ interaction de ce facteur avec Crm1. Un complexe coopératif est ains
formé composé de Y apl, de son exportine et de la petite GTPase Ran ; I’ hydrolyse de GTP au
niveau du pore nucléaire permet ensuite le relargage de Yapl hors du noyau [185]. En
absence du NES, par exemple lorsque la partie C-terminale de Y apl est tronquée ou lorsgue
les résidus hydrophobes sont mutés, I’ interaction entre Y apl et Crml est interrompue et Y apl
s accumule dans le noyau [183, 185]. L’ exposition des cellules au diamide, au diéthylmal éate
[183] ou au H,O, [187] entraine une concentration de Yapl dans le noyau, indiquant que
I”accumulation nucléaire de Yapl est une étape essentielle du contrdle de son activité (Fig.

12).
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Figure 13. Description schématique des domaines de Yapl. Les domaines riches en cystéines ( n-CRD et c-
CRD) sont indiqués en bleu ciel et le domaine de liaison a1’ ADN en bleu foncé. Le détail du domaine c-CRD
indique les résidus constituant le signal d'export en vert et leur localisation par rapport aux motifs CSE
(indiqués en rouge).
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Des tests d'interaction par double-hybride ont permis de montrer que |’accumulation
nucléaire de Y apl en réponse a ces inducteurs est le résultat d’ une inhibition de I’ interaction
entre Yapl et Crml [185, 186, 188]. L’ activité de Yapl est donc régulée au niveau de son
interaction avec I’ exportine Crm1. Aucune régulation de I'import de Yapl n’'a été observée

[184].

2) Recherche du mécanisme moléculaire impliqué dans
I"inhibition de I interaction entre Y apl et Crm1

La recherche du meécanisme permettant I'inhibition de I'interaction Yapl-Crml sS'est
rapidement orientée vers |’existence d’'une atération de la fonction NES de Yapl. Or, ce
signal d'export nucléaire présente une localisation tres particuliére au sein d'un domaine
appelé c-CRD pour « Cysteine Rich Domain ». Les résidus hydrophobes du NES sont en effet
intercalés avec trois motifs Cystéine-Sérine-Glutamate (CSE), présents en C-terminal de la
protéine (Fig. 13). La mutagenése simultanée des trois résidus cystéines présents du c-CRD
prévient complétement |’accumulation nucléaire et I’activation de Yapl en réponse aux
oxydants [183]. Cette absence de réactivité est associée a une persistance de I'interaction
entre Yapl et Crm1 en présence de diamide [185].

Ces données dévoilent I'importance de ces résidus cystéines dans le contréle de I’ interaction
Y apl-Crml. De plus, la fusion du domaine c-CRD de Yapl a Gal4 (contenant un domaine
d’import nucléaire) confére a cette protéine de fusion la capacité de s accumuler dans le
noyau en réponse au diamide et au diéthyl-maléate [183]. Le c-CRD contient donc les
informations nécessaires a la régulation de I'interaction entre Yapl et Crml par ces deux
composes. Cette régulation implique probablement la modification des résidus cystéine
présents dans ce domaine. L’observation d’une interaction entre Yapl et Crml in vitro en
présence d’'agents réducteurs mais pas d agents oxydants étaie cette hypothése [185] et

suggeére que cette modification est une modification redox.

B. Des réponses distinctes au peroxyde d’ hydrogene et au diamide

Deux classes de mutants présentant une hypersensibilité au H,O, ont été obtenus [182, 187,

189]. La premiere est congtituée de mutants de Y apl présentant une hypersensibilité au H,O,,
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au diamide et au cadmium. La deuxiéme classe est constituée de mutants de Y apl présentant
une hypersensibilité au H,O, mais paradoxalement une hyper-résistance au diamide ou au
cadmium. L’activation de Yapl en réponse a ces différents composés nécessitant sa
trandocation nucléaire, I'obtention de cette deuxieme classe de mutants implique deux
possibilités : i) la réponse au H,O, nécessite I'interaction de Yapl avec un autre régulateur,
inutile a la réponse au diamide ou au cadmium ii) Yapl détecte la présence du H,O, et du
diamide par des mécanismes moléculaires différents. Ces deux hypothéses ne sont dailleurs
pas exclusives. Les données de mutagenese ont également permis d’identifier deux domaines
distincts dans Yapl, en fonction de leur implication dans la réponse au diamide ou au
peroxyde d hydrogéne. Seule la partie C-terminde de Yapl, contenant le c-CRD est
nécessaire a I’induction par le diamide alors que la présence d’un domaine central (résidu
220-335) est indispensable, en plus du c-CRD, a la réponse au H,0, [182, 187]. Il est
intéressant de noter que cette partie centrale contient également un domaine riche en cystéine

(troisrésidus), appelé n-CRD [187] (Fig. 13).
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[11. Conclusion

L’ensemble des données présentées ici corrobore |'existence de systemes inductibles
responsables du maintien de I’homéostasie redox intracellulaire et en particulier du contrdle
de la concentration en peroxydes. Ces systemes sont les mieux décrits chez la bactérie, mais
sont probablement conservés chez les eucaryotes. Comme nous I’ avons vu chez |a bactérie, la
compréhension des déterminants qui régissent I’homéostasie redox intracellulaire passe par
I’étude des régulateurs/détecteurs en charge de corriger une perturbation redox. La
caractérisation du régulateur est associée a la définition d’un régulon, dont la fonction
physiologique peut étre définie par rapport ala nature du signal détecté. Chez les eucaryotes,
la recherche des détecteurs et des régulateurs des réponses peroxyde et superoxyde doit
permettre de mieux cerner la notion de stress oxydant et donc d’ homeostasie redox chez ces
organismes.

Afin d éudier les mécanismes de régulation de I’homéostasie redox intracellulaire chez un
eucaryote, nous avons choisi la levure Saccharomyces cerevisiae, trés largement utilisé
comme organisme eucaryote modéle. Cet organisme offre des avantages techniques
considérables, incluant la disponibilité de la séquence compléte de son génome, la facilité des
manipulations génétiques et biochimiques et la rapidité de croissance. C'est un des seuls
modeles eucaryotes permettant d’intégrer les approches de biologie moléculaire et cellulaire,
les analyses génomiques globales et 1a physiologie des fonctions cellulaires. C'est aussi un
des seuls modéles eucaryotes permettant d aborder le fonctionnement d ensemble de
I”homéostasie redox intracellulaire. L’ identification du facteur de transcription Y apl comme
le régulateur majeur de la réponse peroxyde chez S. cerevisiae nous a conduit a étudier les
modalités de son activation en réponse au H,O,. Depuis sa découverte, les données obtenues
sur le contrdle de Y apl suggéraient que son activité pouvait étre régul ée de fagon redox. Nous
avons donc élaboré des expériences nous permettant d’ une part de mesurer |’ état redox de
Yapl in vivo et d'autre part, de caractériser son mode d’ activation en réponse a différents
inducteurs. De nombreuses études montrent que I’ activité d une protéine peut ére modulée
par son état redox. En particulier, I’oxydation des résidus cystéine ou méthionine d une

protéine peut aisement conduire & son inactivation. Le probléme posé par I’interprétation de
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tels resultats est de savoir s cette modification est spécifique et présente un réle
physiologique. Cependant, si la pertinence de I’ inactivation d une protéine par oxydation est
souvent difficile a cerner, la caractérisation chez E. coli de protéines spécifiquement activées
par oxydation est une indication forte que I’oxydation d’une protéine peut effectivement
relayer une réponse physiologique. C'est en particulier le cas des régulateurs OxyR et SoxR.
La caractérisation des modifications redox capable de promouvoir I’ activation de ces deux
régul ateurs a nécessité la mise au point de protocoles fiables permettant I’ identification de ces
modifications in vivo. Cependant, malgré un nombre important d’ éudes, les mécanismes
d’activation dOxyR et de SoxR présentent encore des zones d ombre. Ceci dénote
I’importance de la mise au point de différentes techniques d études permettant I’ analyse de
I état redox des protéinesinvivo et I’intérét de la confrontation des résultats obtenus par ces

différentes techniques.
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Figure 14. Mesure del’activation de Yapl en réponse au H,0,. A. Cinétique d' expression de TRX2.
Les ARNSs totaux sont extraits apreés exposition d'une souche sauvage a 0,4 mM de H,O, durant les
tempsindiqueés. L’ expression de TRX2 et de ACT1 a été quantifiée par RT-PCR semi-quantitative apres
Séparation sur gel des produits de PCR marqués au P* et exposition au Phosphorimager (Gel). Les
rapports TRX2/ACT1 ont ensuite éé calculés et reportés en fonction du temps (Graphique).B.
Accumulation nucléaire de Yapl en réponse au H,O, Une souche Dyapl exprimant la fusion GFP-
Yapl a été exposee au H,0O, (0,3 mM) durant les temps indiqués et le marquage GFP correspondant a
€été observe au microscope a fluorescence.
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RESULTATSPremierePartie: Controleredox de

I"activité de Yapl par les peroxydes

l. Yapl est activé par oxydation en réponse aux peroxydes

A. Mesure de |’ activation de Y apl en réponse au H,0O,

L’ activation de Y apl peut aisément étre mesurée par la quantification de I’ expression de I’ un
de ses genes cibles, la thiorédoxine 2 (TRX2) [121]. Apres traitement des cellules au H,0,
(0,4 mM), I’ expression de TRX2 augmente rapidement, atteint un maximum apres 30 minutes
d’exposition, puis redescend a son niveau de base aprés 60 minutes (Fig. 14A). Ce profil
d’ expression est caractéristique de la réponse génomique, observée pour les génes cibles de
Y apl aprés induction H,O, (doses moyennes et faibles) ([22]; Biteau et Toledano, données du
laboratoire). L’activation de Yapl peut également étre suivie par |’observation de sa
localisation sub-cellulaire [183] gréce a I’ utilisation d'une fusion GFP-Y apl. En absence de
stress, Yapl est magjoritairement cytoplasmique. L’ exposition des cellules au H,O, (0,3 mM)
entraine une accumulation nucléaire de Y apl des 12 minutes de traitement (Fig. 14B). Cette
concentration de Y apl dans le noyau est transitoire; Yapl est présent de fagon prépondérante
dans le noyau pendant |a premiére demi-heure de traitement, puis redevient progressivement

cytoplasmique avec un retour ala situation basale apres 1 heure.

B. Yapl est oxydé en réponse au H,0O,

La partie C-terminale de Yapl, auss appelée c-CRD pour « Cysteine Rich Domain »
contient le signal d’export nucléaire (NES) entouré de 3 residus cystéines, C598, C620 et
C629 (Fig. 13). La mutagénése simultanée de ces trois cystéines empéche |’ accumulation

nucléaire de la protéine apres induction [186].
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Figure 15. Yapl est oxydé in vivo en réponse au H,0,. A. Des cellules exprimant myc-Yapl ont été
exposées ou non pendant 2,5 min a 0,4 mM d'H,0, (lignes 1 a 4) ou a 1 mM de t-butyl-hydroperoxyde
(lignes 5 et 6), puis lysées en présence de TCA. Apres resuspension du précipitat en présence
d’iodoacétamide, les extraits protéiques ont été séparés sur gel dénaturant non réducteur et révélés au moyen
de I'anticorps anti-myc 9E10. La seule différence existant entre les lignes 1 et 2, et 3 et 4 réside dans le fait
gue les précipitats apres TCA des lignes 3 et 4 ont été préalablement traités avec 200 mM de DTT avant
resuspension en présence d' un excés d’'iodoacétamide (3,2 M). B. Cinétique d oxydation de Yapl. Des
cellules exprimant myc-Yapl ont été exposees a 0,4 mM de H,O, pendant les temps indiqués. Les extraits
ont été réalisés comme décrit en A (lignes 1 et 2), puis traités a la phosphatase alcaline et séparés sur gel
dénaturant réducteur ou non réducteur. C. Détermination de la dose minimale de H,O, nécessaire &
I"oxydation de Yapl. Des cellules exprimant myc-Yapl ont été exposées pendant 5 min au doses de H,0,
indiquées et les extraits ont été réalises comme décrit en A (lignes 1 et 2).
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L’ absence de réactivité du mutant Y ap1°>%T<020AC2T et |3 présence de ces résidus cystéines au
sein d'un domaine de régulation essentiel, nous ont conduit a rechercher |’ existence d’ une
oxydation in vivo de Y apl en réponse au H,O,. La nature labile des modifications redox ainsi
gue leur propension a survenir par simple exposition a I’air nous ont amenés a utiliser un
protocole d extraction des protéines adapté [152]. Les cellules sont lysées en absence d’ agent
réducteur et en présence d'acide trichloroacétique (TCA), qui permet en abaissant tres
fortement le pH de maintenir les cystéines dans leur état redox natif : les ponts disulfures dga
présents dans la cellule sont maintenus, alors que la protonation des thiols prévient
I’ oxydation non spécifique des cystéines libres. La re-solubilisation des protéines, par re-
suspension du culot protéique a pH alcalin, est réalisée en présence d un agent alkylant des
thiols, I’iodoacétamide. Les cystéines libres, qui ont ainsi été bloguées, ne présentent plus de
réactivité a |’ oxydation lors des étapes ultérieures. Les protéines sont ensuite separées sur un
gel dénaturant en conditions non réductrices. Si I’ oxydation d'une protéine s est traduite in
vivo, par la formation d’ un pont disulfure intramoléculaire, le changement de conformation
induit par la présence de cette modification covalente entrainera une altération de la migration
électrophorétique de la protéine oxydée par rapport a la protéine réduite. Nous avons ains
observé qu’apres traitement des cellules au H,O,, une forme de Yapl étiquetée avec 9
épitopes myc (myc-Yapl) adopte une migration éectrophorétique plus rapide, visible
uniquement en conditions non réductrices (Fig. 15A, lignes 1 et 2). L’gout de DTT lors de
I’ électrophorése abolit la différence de migration visible entre les échantillons non induit et
induit au H,O, (Fig. 15A, lignes 3 et 4), indiquant que le changement de migration observé en
conditions non réduites est lié a une oxydation de Y apl par le H,O,. L’ exposition des cellules
au t-butyl-hydroperoxyde (t-BOOH) reproduit également cette altération de migration (Fig.
15A, lignes 5 et 6). Cette oxydation de Yapl intervient trés rapidement (2,5 minutes aprés
traitement au H,0,) (Fig. 15B), et reste maximale pendant 15 minutes. Puis, la réduction de
Yapl samorce des 30 minutes d’ exposition au H,O, pour étre totale aprés 60 minutes
d’induction. L’ oxydation de Y apl est observée pour de faibles doses de H,O, (100 mM) et est
maximale dés traitement des cellules avec 200 M de H,O, (Fig. 15C).
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Figure 16. Identification des cystéines redox de Yapl. A. Représentation schématique des cystéines
de Yapl. B. Des cellules Dyapl exprimant myc-Y ap]“3%3A C310A.CIA gt myc-Y gp] “98T-CO0ACNT gnt été
exposées ou non pendant 5 minutes & 0,4 mM de H,0,. Les extraits ont été réalisés comme décrit dans
lafigure 15A (lignes 1 et 2) et révélés apres migration sur gel dénaturant non réducteur. C. Des cellules
Dyapl exprimant les différents mutants de myc-Y apl ont éé exposées ou non pendant 5 minutes a 0,4
mM de H,0,. Les extraits ont été réalisés comme décrit dans la figure 15A (lignes 1 et 2), les protéines
ont été séparées sur gel dénaturant réducteur ou non réducteur et révélées au moyen de |’ anticorps anti-
myc. D. Gel préparatif dénaturant non réducteur séparant les formes réduites et oxydées de Yapl. Yapl
a été purifié a partir d' une souche Dyapl exprimant myc-Y apl exposée a 0,6 mM de H,O, pendant 5

HO, -

COOH

Gel non Gel
réducteur réducteur

+ -+

— .

minutes.
Peptides tryptiques Yapl o Y apl,, Yapl,, réduit et alkylé
contenant les cystéines de (DTT puislAA)
Yapl
279-305 Non détecté Non détecté Non détecté
306-313 Cys™® akykée NEM | Cys™ alkykée NEM Cys™ akykée NEM
314-319 Cys™ akykée NEM | Cys™ akykée NEM Cys™ akykée NEM
598-604 Cys™*® akykée NEM Non détecté Cys™® akykée IAA
611-626 Cys® alkykée NEM | Cys"® alkykée NEM Cys™® akykée NEM
627-632 Non détecté Non détecté Non détecté

Tableau 4. Description sommaire des peptidestryptiques observés a partir des échantillons Yapl,
et Yapl,, avec ou sans réduction/alkylation par I'iodoacétamide. Y apl a été purifié en présence de NEM
a partir de cellules Dyapl exprimant myc-Yapl sur un plasmide a bas nombre de copies et exposées au
H,0, (0,6 mM) pendant 5 minutes. Aprés migration sur gel dénaturant non réducteur, les formes oxydées
et réduites de Yapl sont séparées et digérées par la trypsine. Une moitié de la bande contenant la forme

oxydeée a éé réduite et alkylée par le DTT et I'iodoacétamide avant digestion.
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La cinétique d apparition de la forme oxydée de Yapl est comparable a la cinétique
d’ activation de Y apl, visualisée en termes d’ expression génique et de translocation nucléaire,

suggérant un lien entre activation et oxydation.

C. L’ exposition des cellules au H,O, entraine laformation d’ un
pont disulfure entre les cystéines 303 et 598 de Y apl

L’ utilisation concertée du systeme expérimental décrit ci-dessus et de la mutagenése dirigée
nous a permis d'identifier sans ambiguité deux cystéines, I’une dans le c-CRD (C598) et
I”autre dans la partie médiane de Yapl (n-CRD) (C303) comme étant le centre redox de la
protéine. Les protéines issues des alédles mutants myc-YgplSRACHIAGIA  of myc-
Y gpl BT CODALEIT e oot pas capables de reproduire le changement de mobilité
électrophorétique lié a I’oxydation de la protéine sauvage, suggérant qu’'une ou plusieurs
cystéines de ces deux domaines (c-CRD et n-CRD) sont essentielles a I’ oxydation de Y apl
par le H,O, (Fig. 16B). Nous avons donc effectué une analyse systématique de I’ effet de la
substitution en alanine de chacun des six résidus cystéine de Yapl. Parmi les six résidus
cystéine présents dans Y apl, seule la mutagenese de la cystéine 303 ou de la cystéine 598
entraine la disparition de la modification de migration électrophorétique visible aprés
induction au H,O, (Fig. 16C). La présence de ces seuls résidus dans la protéine myc-
Y gp] C310A CIIAC0ALORT ot de plus suffisante pour reproduire la différence de migration
caractéristique de la forme oxydée de Yapl. Ces résultats indiquent que les cystéines 303 et
598 sont non seulement nécessaires mais auss suffisantes a I’ oxydation de Y apl par le H,0,.
La disparition totale de la forme oxydée de Yapl s I'une ou I’ autre des cystéines 303 et 598
est absente sous-tend I’ existence d' un pont disulfure entre ces deux cystéines. Nous avons
cherché a montrer formellement, par spectrométrie de masse, que ce pont disulfure est formé
en réponse a un traitement des cellules par le H,O,. Pour cela, nous avons purifié sur une
résine d affinité anti-myc (9510), la forme oxydée de myc-Yapl. Aprés exposition au H,O,
(0,6 mM), les cellules exprimant myc-Y apl ont été lavées puis lysées en présence de N-éthyl-
maléimide (NEM), un agent alkylant des cystéines permettant en particulier de prévenir la

réduction de Y apl par les réductases cellulaires au cours de lalyse.
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Figure 17. Activité des mutants de substitution des cystéines de Yapl. A. Sensihilité au H,0O,
des mutants cystéine. Une souche Dyapl, transformée ou non avec les plasmides exprimant Myc-
Y apl ou les différents mutants cystéine est cultivée en phase stationnaire puis sa tolérance au H,O,
est mesurée sur milieu solide contenant des concentrations croissantes de cet oxydant. B. Activité
transcriptionnelle des mutants cystéine de Y apl. L’ expression de TRX2 et de ACT1 a été quantifiée
par RT-PCR semi-quantitative, a partir de souches identiques a celles décrites en A, exposees ou
non a 0,4 mM de H,O, pendant les temps indiqués. Les ARN totaux ont été extraits et traités
comme dans la figure 14A. C. Le rapport TRX2/ACT1 a été mesuré aprés quantification de le
radi oactivité incorporée au Phosphorl mager, puis rapporté en fonction du temps.
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La migration sur gel non réducteur de la protéine purifiée a permis de dissocier la partie
réduite de Y apl de la partie oxydée (Fig. 16D). Les bandes correspondant aux formes réduites
et oxydées de Yapl ont éé digérées par la trypsine et analysées par nanochromatographie
liquide couplée ala spectrométrie de masse (nanoESI-Q-TOF MS/MS) (Tableau 4). Trois des
résidus cystéines (Cys310, Cys315 et Cys620) sont alkylés par le NEM dans la forme réduite
comme dans la forme oxydée. Ces cystéines étaient donc libres lors de la lyse des cellules et
ne participent pas directement a la forme oxydée de Yapl. Le peptide contenant la cystéine
598 est en revanche présent et alkylé NEM dans la forme réduite mais absent dans la forme
oxydée. Laréduction/alkylation par le DTT et I'iodoacétamide de I’ échantillon correspondant
a la forme oxydée de Yapl permet de nouveau de détecter le peptide contenant la cystéine
598 sous forme carbamidométhylée. Ces résultats indiquent que la cystéine 598 est oxydée en
réponse au H,O, et participe a la congtitution de la forme oxydée de Yapl. Les peptides
contenant les cystéines 303 et 629 n’ont pas pu étre observés par les différentes techniques
utilisées, trés probablement a cause de leur taille. D’ autres stratégies de digestion devront étre
mises en place pour espérer détecter ces peptides. Ces données associées aux données de
mutagenese suggerent tres fortement I’ existence d’un pont disulfure entre les cystéines 303 et
598 de Yapl. Il est intéressant de noter que les protéines mutantes myc-Y ap1<*'®, myc-
Y apl1®®®*, et par voie de conséquence Y gplOMSIPACRALST T na gont pas complétement
oxydables, bien que leur participation directe dans la modification redox observée sur gel soit

largement exclue par les données précédentes (voir discussion).

D. L’ oxydation de Y apl est essentielle pour son activation

L’identification des résidus impliqués dans I’oxydation de Yapl nous a permis de tester
I’importance de cette oxydation dans le processus d’ activation. Pour cela, nous avons tout
d’abord exprimé les différents alléles mutants de Y apl dans une souche invalidée pour Y apl
(Dyapl) et mesuré la sensibilité au H,O, des souches correspondantes (Fig. 17A). Alors que
les alléles yapl1=™ et yapl1“®* récupérent complétement I hypersensibilité d'une souche
Dyapl, tous les autres mutants testés sont hypersensibles au H,0O,, les mutants exprimant les

aléles yap1=®* et yap1“®'* étant les plus sensibles.
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Figure 18. Les cystéines 303 et 598 sont essentielles & I'accumulation nucléaire de Yapl en
réponse au H,0,. La souche Dyapl, transformée avec un plasmide exprimant GFP-Y apl ou les
différents mutants cystéine est exposée pendant 12 minutes a 0,3 mM de H,0, puis le marquage
GFP est observé au microscope afluorescence
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Figure 19. Les cystéines 303 et 598 ont un réle essentiel dans la régulation de I’interaction
entre Yapl et Crml. A. L'interaction entre Yapl et Crm1 est mesurée par double hybride au
moyen d'un gene rapporteur LacZ. Yapl est exprimé en fusion avec le domaine d' activation de
LexA (pJG4-5-Yapl) et Crml avec le domaine de liaison a1’ ADN (pKW422). Les vecteurs vides
PEG202 et pKW422 ont été utilisés comme controles. A. Essai b-galactosidase en milieu solide, en
absence ou en présence de 1,25 mM de H,0O,. B. Essai b-galactosidase en milieu liquide en absence
(-) ou en présence (+) de 0,5 mM de H,O,. Les histogrammes représentent la moyenne de quatre
expériences indépendantes.



Nous avons ensuite mesure |’ activité transcriptionnelle des différents mutants (Fig. 17B et
17C) ainsi que leur capacité a se concentrer dans le noyau en réponse a une exposition
auH,0, (Fig. 18). De la méme facon, les mutants Yapl=™* et Yapl®®* ont un profil
d’activité transcriptionnelle (Fig. 17B et 17C) et une accumulation nucléaire sauvages
(données non montrées). En revanche, les mutants Yapl=®* et Yapl®® présentent non
seulement un défaut d'activité transcriptionnelle mais également une absence totae
d accumulation nucléaire. Les mutants Yapl®'™ et Yapl®®* ont des phénotypes plus
complexes. Ces deux mutants présentent un défaut d’ activité transcriptionnelle, malgré une
faible induction de TRX2 aprés une heure de traitement ainsi qu’ une altération de leur capacité
a s accumuler dans le noyau. Le mutant Y ap1“*'® est capable de se concentrer dans le noyau
mais de facon relativement inefficace et retardée, alors que le mutant Yapl®®®* est
partiellement nucléaire en absence de stress avec une |égere augmentation de sa concentration
nucléaire apres exposition au H,0,. Ces phénotypes peuvent étre rapprochés du défaut

d’ oxydation décrit pour ces mutants dans |le paragraphe précédent.

E. L’ oxydation de Y apl contréle son interaction avec Crml

Les données de relocalisation indiquent que I’oxydation de Yapl est requise pour son
accumulation nucléaire. Nous avons donc mesuré par double-hybride I’impact des mutations
C303A et C598A sur I'interaction de Yapl avec I’exportine Crml1 (Fig. 19). En absence
d’ agent oxydant, I’interaction entre Yapl et Crml se traduit par la coloration bleue des
colonies. En présence de H,O,, I'interaction entre Yapl et Crml est interrompue (pas de
coloration et baisse de I’ activité b-galactosidase), alors qu’ elle persiste lorsque les mutants
Y apl1=®* et Y ap1*** sont exprimés a la place de la protéine sauvage. Ces données indiquent
gue I’oxydation de Yapl permet une inhibition de I'interaction entre Yapl et Crml. Le
changement de conformation induit par la formation du pont disulfure 303-598, masque
probablement le NES et entraine |’accumulation nucléaire de Yapl en réponse au H,0,.
L’ existence d’ un changement de conformation au cours de la transition réduit/oxyde a été

mise en évidence gréce a un anti-corps polyclonal conformationnel, dirigé contre un peptide
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C-terminal de Yapl (Fig. 20). En effet, cet anti-corps reconnait la forme oxydée avec une

affinité nettement diminuée.

1: Control & Gel non réducteur

2: H,0,
3. t-BOOH
Gel réducteur
Anticorps
polyclonal
anti-Yapl

Figure 20. Un anticorps polyclonal dirigé contre la partie C-terminale de Yapl ne
reconnait plus la forme oxydée. Une souche sauvage a été exposée ou non pendant 5 minutes
a0,4 mM de H,0, ou 1 mM de t-BOOH. Les extraits sont réalisés comme décrit dans la figure
15A.
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F. Conclusion/ Discussion

Nous avons montré que |’exposition de cellules au peroxyde d hydrogene entraine la
formation d’un pont disulfure intramoléculaire entre les cystéines 303 et 598 de Y apl. Cette
oxydation est cruciale pour |’activation de Yapl en réponse au H,O, car €elle contréle
I"interaction entre Yapl et Crm1 et régule ains sa localisation subcellulaire. Ces données sont
donc compatibles avec les précédents résultats de mutagénése, montrant que le c-CRD et la
partie médiane de Y apl sont indispensables a |’ accumul ation nucléaire de Y apl en réponse au

H,0, [187].

1) Validité des techniques d’investigation

Contrairement aux techniques classiques d’extraction des protéines, la méthode que nous
avons utilisée pour déterminer I'état redox de Yapl est adaptée a I'observation des
modifications redox in vivo. En effet, I’abaissement rapide du pH gréace a I’ajout d’ acide
trichloroacétique (TCA) diminue de facon drastique la réactivité des cystéines et permet de
figer I'état redox des protéines tel qu'il était a I'intérieur de la cellule. Cet état redox est
maintenu de facon comparable au cours de lalyse. Lors de leur re-solubilisation & pH acalin,
I’ oxydation non spécifique des protéines est prévenue par I'gjout d’'un agent alkylant des
thiols, I'iodoacétamide. Le blocage définitif des cystéines libres se fait a un pH égal a 8,
permettant I’ alkylation de la majorité des cystéines. Une fois modifiées de fagon covalente,
les protéines peuvent étre analysées par séparation sur gel dénaturant et les profils de

migration en conditions réductrices ou non réductrices peuvent étre comparés.

L’utilisation d'une technique de lyse non dénaturante (sans TCA) a été nécessaire, en
particulier pour I’ analyse du pont disulfure en spectrométrie de masse. Dans ce cas, le blocage
des cystéines par I'agent alkylant (NEM) est réalisé in vivo. Ce blocage est a priori moins
efficace que I'arrét par le TCA (pH intracellulaire et vitesse de réaction) et pose de plus le
probléme de I’ existence d’ une réponse physiologique de la cellule aux agents alkylants des

thiols. Cette technique n’a donc pas été utilisée en premiere intention pour I’ analyse de I’ état
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redox des protéines, mais seulement afin de confirmer par spectrométrie de masse les résultats

prédits par la mutagénése.

2) L’ oxydation de Y apl repose sur laformation d’ un pont
disulfure intramol éculaire entre les cystéines 303 et 598

La mutagenese dirigée nous a permis de désigner deux cystéines comme essentielles a
I’ oxydation et al’ activation de Yapl : les cystéines 303 et 598. Bien que nous n’ ayons pas été
capables d’identifier formellement le pont disulfure, un faisceau d arguments nous permet
d'appuyer son existence. L’'analyse par spectrométrie de masse a permis d éiminer
formellement I"implication des cystéines 310, 315 et 620 dans la forme oxydée. Bien que le
peptide contenant la cystéine 629 n'ait pas pu étre détecté, son implication dans le pont
disulfure est peu probable aux vues des données génétiques. Par ailleurs, la mutagenése de
I’'une ou de I'autre des cystéines 303 et 598 suffit a abolir totalement la différence de
migration électrophorétique induite par |’oxydation. L’interprétation la plus ssimple de ce
résultat est laformation d’un pont disulfure entre ces deux cystéines. La présence d’ un métal-
redox actif ou d' un groupement prosthétique ne peut cependant pas étre éliminé. Elle sera

recherchée lorsque nous obtiendrons la protéine Y apl purifiée en quantité suffisante.

3) Role des autres cystéines de Y apl

Parmi les 4 autres cystéines de Y apl, C315, C620 et C629 ne semblent pasimpliquées dansle
processus d’ oxydation. Bien que les cystéines 620 et 629, aient été associées, dans des études
de mutagenese précédemment publiées, au contrdle de I’ accumulation nucléaire de Y apl, les
phénotypes observés sont vraisemblablement liés a une modification de la structure du NES,
diminuant I’ efficacité de I’export par Crml, plutét qu'a une atération de la fonction de
détection du H,O,. Ceci est bien illustré par le fait que la substitution de la cystéine 620 en
thréonine promeut I’ accumulation nucléaire de Y apl [183] alors que sa substitution en alanine
n'apas d effet (nos données). De méme, la substitution de la cystéine 629 en alanine ([187] et
nos données) altére la fonction du NES alors que le mutant de substitution en thréonine

présente un profil sauvage [183]. La mutagenese de la cystéine 629 en aanine est également
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associée a un défaut d activation et a une hyper-sensibilité de la souche en réponse au H,0,.
Ces phénotypes sont partagés par I’ ensemble des mutants constitutivement nucléaires ([187]
et nos données), sans que la cause de ce phénomeéne soit comprise (voir discussion générale).
Le réle de la cystéine 310 apparait plus complexe. Nos données montrent que cette cystéine
n'est pas indispensable a I’ oxydation de Yapl ; cependant, cette oxydation est relativement
inefficace et corréle avec un défaut d’ activité transcriptionnelle et une hyper-sensibilité du
mutant au H,O,. Des données obtenues récemment au laboratoire suggérent que la cystéine
310 jouerait un role dans la stabilisation du pont disulfure entre les résidus 303 et 598. Cette
observation est compatible avec le défaut d oxydation et I’accumulation nucléaire retardée
observés dans ce mutant. De plus, la localisation des deux cystéines 310 et 629 a proximité
des cystéines 303 et 598 n’exclut pas que ces résidus jouent un réle structural important, en
particulier dans I’ établissement de la réactivité du centre redox. Par ailleurs, I’ existence d'un
mécanisme d’ oxydation concerté impliquant les cystéines 310 et 629 et reposant sur la mise
en place d’ une chaine de transfert de ponts disulfures aboutissant a la forme la plus stable, ne
peut pas étre exclu. Cependant, la capacité a étre oxydé du mutant Y gp1 <3104 C31A CO0A.CE2T "na

possedant plus que les cystéines 303 et 598, suggére qu’ un tel mécanisme N’ est pas essentiel.

4) Conclusion : Comment Y apl est-il oxydé en réponse aux
peroxydes ?

Chez E. coli, OxyR est oxydé directement par les peroxydes [49] : OxyR est en méme temps
le détecteur et I’ activateur de la réponse aux peroxydes. Ce mécanisme est-il conservé chez S.
cerevisiae : I’oxydation de Yapl est-elle directe ? Notre incapacité a reproduire |’ oxydation
de Yapl in vitro, en présence de H,O,, suggérait qu’un mécanisme plus complexe était en

effet responsable de I’ oxydation de Y ap1 (données non montrées).
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Figure 21. En réponse au H,0,, Yapl interagit de fagon transitoire avec une petite protéine
d’environ 20 kD. A. Analyse invivo de I’ état redox de Yapl. La souche Dyapl exprimant myc-Y apl est
exposée a 0,4 mM de H,0O, pendant les temps indiqués. Les extraits, réalisés comme décrit dans la figure
15A, sont ensuite séparés sur gel dénaturant non réducteur ou réducteur et révélés au moyen de I’ anticorps
anti-myc 9510. La bande de haut poids moléculaire correspondant a Yapl en interaction avec la petite
protéine est signalée par une astérisque. B. Effet des mutations des cystéines de Yapl sur laformation de la
bande de haut poids moléculaire. Les extraits ont été réalisés & partir d’ une souche Dyapl exprimant les
alléles mutants indiqués, non traitée ou exposée 4 0,4 mM de H,O, pendant 2 minutes. Les protéines sont
ensuite séparées comme décrit en A.
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I1. L” oxydation de Y apl en réponse aux peroxydes est relayée par la
peroxydase Gpx3

A. Yapl interagit avec une protéine d environ 20 kD via un pont
disulfure inter-moléculaire

L’ observation d’ un auto-radiogramme plus exposé de la cinétique d oxydation de myc-Y apl
a permis de mettre en évidence I’ apparition d’ une bande de haut poids moléculaire, inductible
et présente durant les 15 premieres minutes d’ exposition au H,O, (Fig. 21A). La période
pendant laguelle cette bande est visible sur le gel correspond a la période pendant laguelle
I’ oxydation de Yapl est maximale. Cette bande immunoréactive, d’intensité tres modérée,
disparait lorsque les protéines sont séparées en conditions réductrices. D’aprés ses
caractéristiques de migration, cette bande pourrait correspondre a |’ association covaente
d’ une faible proportion de Yapl (environ 10%) et d une protéine d’ environ 20 kDa via un

pont disulfure inter-moléculaire.

L’analyse des mutants des cystéines de Yapl a montré que cette bande était quasiment
indétectable dans la souche exprimant myc-Y ap1°°%AC02A.CST 4l ors que son abondance était
accrue dans une souche exprimant myc-Y gp1«®ACIASIA (Fig. 21B). La stabilisation de
cette bande de haut poids moléculaire est reproduite dans des cellules exprimant le simple
mutant myc-Y ap1<***, Dans ce cas, la proportion de Yapl impliquée dans cette interaction
atteint 30 a 50 %. La présence de cette bande apres exposition au H,O, de cellules exprimant
le mutant myc-Y gp1 10 CIACODALEST - na possédant plus que les cystéines 303 et 598,

suggére que la cystéine 598 est impliquée dans |’ interaction de Y apl avec son partenaire.

B. Le partenaire de Y apl est |a glutathion-peroxydase Gpx3

Nous avons profité de la stabilisation de cette forme de haut poids moléculaire dans le mutant
Y apl1=®™* pour identifier ce partenaire covalent de Yapl. Aprés exposition au H,O,, les
cellules exprimant myc-Y ap1<*** ont été lavées et lysées en présence de NEM et Yapl et son
partenaire ont éé copurifiés sur une résine d affinité anti-myc (9510) en absence d’ agent

réducteur.
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Figure 22. La glutathion-per oxydase Gpx3 est la protéine de 20 kD interagissant avec Yapl. A. Gel
préparatif dénaturant non réducteur séparant myc-Y ap1“*®* libre ou associé a son partenaire. Yapl a été
purifié a partir d’une souche Dyapl exprimant myc-Yapl=®* exposée a 0,6 mM de H,O, pendant 5
minutes. B. Identification du peptide 96-108 de Gpx3 par fragmentation en mode MS/MS. L’ identification
est réalisée par comparaison des profils de fragmentation expérimentaux et des profils théoriques calculés
apartir de la banque de données NCBInr. C. La bande de haut poids moléculaire associée a myc-Y ap1<*#
est absente dans une souche Dgpx3 exposée au H,0,. Les souches Dyapl et DyaplDgpx3 exprimant myc-
Y ap1“®®* non traitées (lignes 1 et 4), exposées a 0,4 mM de H,0O, (lignes 2 et 5) ou a 1 mM de t-BOOH
(lignes 3 et 6) pendant 2 minutes, ont été lysées suivant le protocole décrit en Fig. 15A. D. L’interaction
entre Yapl et Gpx3 est également observée avec la protéine Yapl sauvage. Une souche Dyapl co-
exprimant myc-Y apl et HA-Gpx3 a été exposee ou hon 40,4 mM de H,O, pendant 2 minutes. Les extraits
ont été réalisés comme décrit en Fig. 15A, dialysés puis purifiés par immunoprécipitation (IP) soit avec
I’anticorps anti-myc 9510 soit avec I’ anticorps anti-HA 12CA5. Les immunoprécipitats ont ensuite été
separés sur gel dénaturant non réducteur et révélés comme indiqué soit au moyen soit de I’ anticorps anti-
HA soit de I'anticorps anti-myc. E. Les protéines Yapl et Gpx3 réduites interagissent de fagon non
covaente. Des extraits issus d’'une souche Dyapl surexprimant ou non myc-Yapl ont été incubés en
conditions réductrices (2 mM de DTT) pendant 3 heures & 4°C avec une résine sépharose couplée a |’ anti-
myc 9510. Un extrait contenant His-Gpx3 recombinant (S1), a été réalisé en anaérobiose et déposé sous
argon sur la résine fixant ou non Yapl réduit. Aprés lavage de larésine, le matériel fixé spécifiquement 3
la résine a été élué par compétition avec le peptide myc et les protéines ont éé bloquées au NEM. Les
éluats ont ensuite été déposés sur gel SDS-PAGE non réducteur et révélés au moyen d'un anticorps
monoclonal anti-His.
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Les deux formes, libre et associée de Yapl, ont éé séparées sur un gel dénaturant non
réducteur (Fig. 22A). Une anadyse par nano-chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (nanoESI-Q-TOF MS/MS) a permis d'identifier, apres digestion
tryptique de la bande de plus haut poids moléculaire, comme seules proténes présentes dans

cette bande, Y apl (avec 40% de couverture) et Gpx3 (avec 27% de couverture) (Fig. 22B).
Nous avons confirmé génétiqguement les résultats de spectrométrie de masse en montrant
gu’ aprés traitement au H,O,, la bande de haut poids moléculaire n’est plus visible dans une
souche invalidée pour GPX3 (Dgpx3), exprimant myc-Yapl=®* (Fig. 22C). Nous avons
également montré que Gpx3 interagit covalemment avec la protéine Yapl sauvage, en co-
exprimant myc-Yapl et une version éiquetée HA de Gpx3 (Fig. 22D). Apres
immunoprécipitation dénaturante de myc-Yapl, |'association de Gpx3 et de Yapl est
observée spécifiquement dans les immunoprécipitats issus de cellules induites, par la
révélation d’une bande unique immunoréactive HA, migrant a la taille de la bande de haut
poids moléculaire révélée par I’ anti-myc. Réciproguement, I'immunoprécipitation dénaturante
de HA-Gpx3 permet de révéler myc-Yapl en conditions induites. L’ induction par le H,O,,
entrainant la formation d'un pont disulfure inter-moléculaire entre Y apl et Gpx3, nous avons
recherché une éventuelle interaction non covalente entre ces deux protéines en conditions non
induites. La protéine recombinante Gpx3, exprimée dans E. coli, est retenue spécifiquement
par myc-Y apl, immobilisé sur une colonne sépharose anti-myc. Ces résultats ont été obtenus
avec des protéines reduites et |’ expérience a été réalisee en anaérobiose (Fig. 22E) ou aprées
alkylation des protéines (données non montrées). Yapl et Gpx3 sont donc probablement
associés en un pré-complexe en absence de H,0,.

Gpx3 est I'une des trois glutathion-peroxydases présentes chez S. cerevisiae. Son poids
moléculaire observé est de 21 kDa. Cette valeur correspond au poids prédit du partenaire de

Y apl et indique que Y apl et Gpx3 interagissent avec une stoechiométrie 1:1.

C. L'association de Y apl et de Gpx3 par un pont disulfure entre les
cystéines 36 de Gpx3 et 598 de Y apl permet I’ oxydation de
Y apl.

La cinétique d'interaction de Gpx3 avec Yapl, la stabilisation de cette interaction dans le
mutant Y ap1“®* ainsi que la fonction peroxydase de cette protéine nous ont conduit a penser

gue |’ oxydation de Y apl par le peroxyde d’ hydrogéne pourrait étre relayée par Gpx3.
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Figure 23. La formation d’un pont disulfure entre les cystéines 598 de Yapl et 36 de Gpx3 permet
I’oxydation de Yapl. A. Gpx3 est essentiel a I’oxydation de Yapl par le H,O,. Les souches Dyapl,
Dyap1Dgpx3 transformées avec myc-Y apl ont éé exposées ou non & 0,4 mM de H,O, pendant les temps
indiqués. Les extraits ont été réalisés et analysés sur gel non réducteur comme décrit en Fig. 15A . B.
L’ oxydation de Yapl invitro nécessite la présence de Gpx3. 100 miM de H,O, ont été gjoutés a 1 nM de
Yapl purifié et réduit en présence ou non de Gpx3 purifié réduit (exceés molaire de 10 fois). La réaction &
été réalisée en anaérobiose pendant 10 minutes a température ambiante et a été arrétée par gjout de NEM (10
mM). L’état redox de Yapl est visuaisé aprés migration sur gel dénaturant non réducteur. La forme
correspondant au pont disulfure entre Yapl et Gpx3 est signalée par une astérisque. C. Identification des
cystéines de Gpx3 essentielles a I’oxydation de Yapl. La souche Dyapl co-exprimant myc-Yapl et les
différents alléles sauvage et mutants de Gpx3 (Gpx3°*%S, Gpx3°*S, Gpx3“®° et HA-Gpx3“**S8%) a été
traitée ou non avec 0,4 mM de H,O, pendant 2 minutes. Les extraits ont été réalisés comme décrit en Fig.
15A, séparés sur gel dénaturant non réducteur et révélés avec I'anticorps anti-myc. Un schéma décrivant
I’emplacement des cystéines de Gpx3 est placé en dessous. D. Identification du pont disulfure reliant Y apl
et Gpx3 par spectrométrie de masse. Le spectre MS/M S correspondant & la fragmentation des peptides liés
par pont disulfure est représenté deux fois (Masse moléculaire totale: 1847,82 Da) et est interprété soit par
rapport & la séquence de Yapl soit par rapport a la séquence de Gpx3. Le pic précurseur est triplement
chargé (Masse moléculaire; 616,94 Da)
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Nous avons donc analysé |’ état redox de Yapl in vivo, et nous avons observé qu’ en absence
de Gpx3, aucune oxydation de Yapl n'est visible, et ce jusqu’a 90 minutes d exposition au
H,O, (Fig. 23A). Gpx3 est également nécessaire al’ oxydation de Yapl in vitro (Fig. 23B). En
anaérobiose, I'gjout de 100 mM d'H,O, aux protéines Yapl et Gpx3 purifiées et réduites
permet la formation du pont disulfure intermoléculaire observé in vivo et une oxydation de
Yapl Gpx3-dépendante. Cependant, la relative inefficacité de I’ oxydation de Yapl in vitro
par rapport a son oxydation in vivo suggere qu’ un autre composant pourrait étre nécessaire a

cette oxydation.

Gpx3 possede trois cystéines, aux positions 36, 64 et 82 (Fig. 23C). Afin d’identifier laou les
cystéines impliquée(s) dans I'oxydation de Yapl, nous avons remplacé chacune de ces
cystéines par des sérines et nous avons co-exprimé les mutants correspondants avec myc-
Yapl dans une souche Dgpx3 (Fig. 23C). L’ oxydation de Yapl en réponse au H,O, est
sauvage dans les mutants Gpx3“%*S, Gpx3%%°, Gpx3“**>“¥?°, En revanche, Yapl n’'est plus
oxydé dans le mutant Gpx3<**® et aucune bande, correspondant a I’ association covalente de
Yapl et de Gpx3, n’est observée. La cystéine 36 de Gpx3 semble donc étre, avec la cystéine
598 de Yapl, impliquée dans I'interaction Yapl/Gpx3. Nous avons cherché a préciser
biochimiquement cette interaction en visualisant formellement |’ association entre Yapl et
Gpx3 par spectrométrie de masse. Pour cela, nous avons analyseé par nanoESI-Q-TOF MS/MS
I”échantillon non réduit utilisé précédemment pour I'identification de Gpx3, contenant
Y ap1=®** associé covaemment a Gpx3 (Fig. 22A). Un ion dont la masse expérimentale
correspond ala masse théorique calculée de |’ association des peptides 598-604 de Y apl et 36-
43 de Gpx3 par un pont disulfure a été détecté dans la digestion tryptique. La fragmentation
de cet ion par MS/MS a permis de déterminer formellement la présence des deux peptides de
Y apl et de Gpx3 sus-cités (Fig. 23D). Dans cet échantillon, ni le peptide 598-604 de Y apl ni
le peptide 36-43 de Gpx3 n’ont été détectés sous leur forme libre. Ces données indiquent que
la liaison covalente de ces deux protéines n’implique pas d autres cystéines que les cystéines
598 et 36, a moins que deux ponts disulfures ne soient nécessaires a |’ association covaente
des deux protéines. Or, la capacité du mutant Gpx3“**>“®?° 3 g'associer covalemment avec

Y apl montre qu’ un seul pont disulfure est suffisant.

95



temps (min) d’ exposition au H,O, (400 M)

0 60 90

5 15 30 45
Dgpx3
GFP-YAP1

B C
TRX2/ACT1 TRX2/ACT1
unités arbitraires unités arbitraires
70 60
- = Y252 . = Y252
-9
Dopx3 - Dgpx3
40
40
30
20
. 20
10 10
0 ‘ 0
0 200 400 600 800 0O 20 40 60 80 100 120

Concentration en H,O, (M)

Temps d exposition au H,O, (min)

Figure 24. Gpx3 est essentielle a I'activation de Yapl par le H,0,. A. Gpx3 est nécessaire a
I”accumulation nucléaire de Y apl. Les souche Dyapl et Dgpx3, exprimant GFP-Y apl ont été exposées a
0,4 mM de H,0, pendant les temps indiqués et le marquage GFP a été observé au microscope a
fluorescence. B. Mesure de I’ expression de TRX2 dans la souche Dgpx3 exposée au H,0,: dose-réponse.
Les ARN totaux sont extraits a partir des souches sauvage (Y252) et Dgpx3, exposées pendant 30
minutes aux doses de H,O, indiquées. Les rapports TRX2/ACT1 ont été déterminés par RT-PCR
quantitative « on line ». C. Cinétique d’induction de TRX2 dans la souche Dgpx3. Les ARN totaux sont
extraits a partir des souches sauvage (Y 252) et Dgpx3, exposees a 0,4 mM de H,O, pendant les temps

indiqués. L’ expression de TRX2 est mesurée comme en B.
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L analyse du méme matériel apres réduction et alkylation par I’iodoacétamide nous a permis
d’ observer la disparition du peptide correspondant au pont disulfure intermoléculaire et de
détecter les peptides 598-604 de Yapl et 36-43 de Gpx3 libres et carbamidométhylés

(données non montreées).

Nous avons montré qu’en réponse au H,O,, Gpx3 et Yapl s associent grace a la formation
d’un pont disulfure intermoléculaire entre la cystéine 36 de Gpx3 et la cystéine 598 de Y apl.
Cette association est indispensable a la formation du pont intramoléculaire 303-598 de Y apl.
La cystéine 36 de Gpx3, qui est essentielle a |’ activité de Yapl, est aussi le résidu conserve,
présent sous forme cystéine ou sélénocystéine au sein du site actif des protéines appartenant a

lafamille des glutathion-peroxydases.

D. Gpx3 est essentiel al’ activation de Y apl par les peroxydes

L’ oxydation de Yapl par les peroxydes entraine son accumulation rapide dans le noyau, et
permet I’induction de ses genes cibles. Or, dans une souche Dgpx3 exposée au H,0O,, Yapl
reste majoritairement cytoplasmique et ce jusqu’a 90 minutes d’ exposition, ce qui contraste
avec la localisation exclusivement nucléaire observée durant les 30 premieres minutes
d’ exposition d’une souche sauvage (Fig. 24A). Parallélement, I’ activité transcriptionnelle de
Y apl est tres altérée en absence de Gpx3. L’induction de TRX2 aprés 30 minutes d’ exposition
au H,O, est tres limitée quelles que soient les concentrations d’ oxydant utilisées (50 a 800
mM) (Fig. 24B). En cinétique, |’ absence de Gpx3 abolit |a réponse transcriptionnelle durant la
premiere heure d' exposition (0,4 mM), méme si I’ expression de TRX2 augmente modérément

aprés une heure de traitement (Fig. 24C).

Elle est corrélée avec I’ observation d’ un marquage partiellement nucléaire dans 10-30% des
cellules Dgpx3 aprés 30 minutes d'exposition au H,O,. Cette augmentation tardive de
I’expression de TRX2 n’est pas observée dans une souche invalidée a la fois pour YAPL et
pour GPX3 (données non montrées) ; cette réponse résiduelle est donc Y apl-dépendante mais

Gpx3 indépendante (voir aussi Résultat 2°™ Partie paragraphe 111 A.2).
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Figure 25. L’activité peroxydase de Gpx3 requiert la formation d'un pont disulfure
intramoléculaire entre les cystéines 36 et 82. A. Mesure in vivo de I’ é&at redox de Gpx3. Une souche
Dgpx3 exprimant HA-Gpx3, HA-Gpx3“*S, HA-Gpx3°*S ou HA-Gpx3®®* a éé exposée pendant 2
minutes a 0,4 mM de H,0,. Les extraits ont été réalisés comme décrit dans les méthodes (blocage NEM),
séparés sur gel dénaturant non réducteur et révélés au moyen d'un anticorps anti-HA. B. Gpx3 possede
une activité peroxydase in vitro. L’ activité des protéines recombinantes Gpx3 et Gpx3“®% purifiées a été
testée en présence de thiorédoxine, thiorédoxine réductase et de H,O, (carrés blancs et carrés gris). Les
différents contrdles sont réalisés en omettant I’ un des composants de la réaction. L’ activité peroxydase est
représentée par la décroissance de la densité optique a 340 nm en fonction du temps. C. Mesure de la
tolérance au H,0, des différents mutants de Gpx3. La sensibilité au H,O, des souches sauvage (Y 252)
Dyapl, Dgpx3Dyap1, Dgpx3 exprimant ou non HA-Gpx3 ou les aléles mutantes HA- Gpx3<%, Gpx3°°*S,
Gpx3°¥% et Gpx3°5°% g été testée comme décrit en figure 17A.
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E. L’ activité peroxydase de Gpx3 fait intervenir laformation d’ un
pont disulfure intramol éculaire entre les cystéines 36 et 82.

Nos résultats identifient Gpx3 comme la protéine permettant de détecter la présence de
peroxydes a I'intérieur de la cellule et de transmettre le signal a Yapl. Cependant, d’ autres
études avaient attribué a Gpx3 un réle enzymatique de réduction des peroxydes et des
hydroperoxydes de lipides [67, 68]. Nous avons cherché a déterminer si ces deux fonctions
étaient couplées en caractérisant les résidus cystéine essentiels a I’ activité peroxydase de
Gpx3. Pour cela, nous avons tout d abord analysé les modifications de I’ état redox de Gpx3
en réponse au H,0,. Avec une technique similaire a celle utilisée pour Yapl, nous avons
observé que Gpx3 est tres rapidement oxydé apres exposition des cellules au H,O, (Fig. 25A).
Cette oxydation est visualisée par |'apparition d'une bande dont la migration
électrophorétique est plus rapide. La disparition de cette bande en conditions réductrices
(données non montrées) et dans les mutants Gpx3<** et Gpx3“®*° indique que Gpx3 s oxyde
trés probablement par la formation d’un pont disulfure intramoléculaire entre les cystéines 36
et 82. La présence de ce pont a été confirmée par nanoESI-Q-TOF MS/MS apres digestion
chymotryptique de la forme oxydée de Gpx3 exprimée dans E. coli et purifiée (données non
montrées). Afin de mieux cerner le rdle de ce pont disulfure intramoléculaire au cours du
cycle peroxydatique, nous avons mesuré |’ activité peroxydase de Gpx3 et de ses différents
mutants in vitro (Fig. 25B). Pour cela, nous avons mesuré la consommation de NADPH, en
suivant la décroissance de la DO,,,,,,,, lors du mélange de Gpx3 purifiée a partir d'E. coli, du
peroxyde d hydrogéne et du systeme de réduction (thiorédoxine, thiorédoxine réductase,
NADPH ou glutathion, glutathion réductase, NADPH). Aprés purification, I'activité
peroxydase de la protéine sauvage recombinante est significative en présence de H,O, et du
systéme thiorédoxine/thiorédoxine réductase (voir aussi paragraphe IV.B.1). En revanche, le

mutant Gpx3“®*® ne présente aucune activité peroxydase détectable.

Ces données indiguent que le cycle peroxydatique de Gpx3 fait intervenir la formation d’ un
pont disulfure intramoléculaire entre les cystéines 36 et 82. La formation d’ un pont disulfure
intramol éculaire au cours du cycle catalytique d une peroxydase et en particulier d’une GPx

est inhabituelle.
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F. L’ activité régulatrice de Gpx3 est plus importante que son
activité de peroxydase

Nous avons confirmé I hypersensibilité au H,O,, précédemment décrite pour la souche bgpx3
[67, 68]. Cependant, ce phénotype, auparavant attribué a un défaut d’ activité peroxydase, peut
étre également expliqué par un défaut d activation de Yapl. Afin de préciser I'importance
physiologique respective des deux phénomeénes, nous avons utilisé les différents mutants de
Gpx3 pour découpler ces deux fonctions. Alors que la cystéine 36 est indispensable a
I’ activation de Y apl et al’ activité peroxydase de Gpx3, lacystéine 82 n’est nécessaire qu’ala
fonction peroxydase. Le mutant Gpx3<**® présente un phénotype de sensibilité similaire a
bgpx3 (Fig. 25C). En revanche, les mutants Gpx3°*®, Gpx3“#°, Gpx3°**5“*?* sont normo-
résistants. L’ absence de sensibilité de ces deux derniers mutants suggere qu’in vivo, I activité
peroxydase de Gpx3 en réponse au H,O, est négligeable par rapport a son activité régulatrice
sur Yapl. Le phénotype d hypersensibilité de la souche Dgpx3 est donc majoritairement
attribuable a un défaut d’ activité de Y apl. Pourtant, I'invalidation de GPX3 ne reproduit pas
le phénotype d hypersensibilité d une souche invalidée pour YAP1 (Dyapl). La tolérance
résiduelle de la souche Dgpx3 par rapport a la souche Dyapl est perdue lorsque les deux genes
sont simultanément invalidés (Dgpx3Dyapl). Ces données, associées aux données de
localisation et d'activation transcriptionnelle présentées ci-dessus suggerent que Yapl

posséde une activité résiduelle en I’ absence de Gpx3.

[11. Mécanisme de détection du peroxyde d hydrogene chez S
cerevisiae : modele et discussion

A. Présentation du modéle

En réponse a un traitement par le peroxyde d hydrogéne, Gpx3 et Yapl interagissent
covalemment via la formation d’un pont disulfure intermoléculaire entre les cystéines 36 de

Gpx3 et 598 de Y apl.

Cette interaction est transitoire et coincide avec la cinétique d oxydation de Yapl. De plus,

I’ oxydation de Y apl nécessite, in vivo et in vitro, la présence de Gpx3. Ces données suggerent
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fortement que I’ interaction redox entre Y apl et Gpx3 promeut I’ oxydation de Y apl, désignant
Gpx3 comme le détecteur des peroxydes de lavoie Yapl. Parmi les 3 cystéines présentes dans
Gpx3, seule la cystéine 36 est essentielle a I’ oxydation de Yapl. Ce résidu est également la
cystéine conservée présente sous forme cystéine ou séléno-cystéine dans le site actif de
I”’ensemble des glutathion-peroxydases. Ces deux observations la désignent comme le site
primaire de détection des peroxydes. Ainsi, NOUS Proposons gu’ en réponse a une exposition
des cdlules au H,0,, la cystéine 36 de Gpx3 est directement oxydée en acide sulfénique
(cys36-SOH). L’ acide sulfénique ainsi formé va ensuite pouvoir réagir avec la cystéine 598,
probablement sous forme thiolate, par substitution nucléophile et permettre la formation du
pont disulfure intermoléculaire observé. La stabilisation de cette liaison dans le mutant
Yapl=®* suggére que la cystéine 303 de Yapl est capable de réaliser une attaque
nucléophile du pont disulfure 36-598, permettant son isomeérisation en 303-598. La formation
du pont intramoléculaire de Yapl a pour conséquence la libération de Gpx3 sous forme

réduite (voir Fig. 26A).

B. Discussion du modéle : déterminants de la réactivité des
cystéines

1) Formation de cys36-SOH et du pont disulfure 36-598

La formation transitoire d' un acide sulfénique lors de I’ oxydation d’un thiol organique par
I'H,O, a éé montrée in vitro [190]. Depuis, des exemples, de plus en plus nombreux,
montrent que I’ oxydation des cystéines entraine la formation de dérivés sulféniques dans des
protéines natives [191]. La formation d'un acide sulfénique constitue en particulier la
premiere étape catalysant la dégradation du peroxyde d hydrogéne par la peroxydase de
bactérie AhpC [40]. Ce mécanisme est vraisemblablement conservé lors de I’ oxydation de
Gpx3 par le H,O,. Nous chercherons cependant a identifier formellement cet intermédiaire

grace al’ utilisation du mutant Gpx3<%%°,
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82

Gpx3,o Gpx3,, Pont disulfure
intermoléculaire

Figure 26. Modéle décrivant la double fonction de Gpx3, en tant que détecteur des peroxydes
et en tant que peroxydase. A. Yapl est associé en pré-complexe avec Gpx3. Le mécanisme de
détection repose sur |’ oxydation par les peroxydes de la cystéine 36 de Gpx3, en acide sulfénique
(Cys36-SOH), réduisant de fagon concomitante le peroxyde en alcool. La forme Cys36-SOH réagit
alors avec la cystéine 598 de Yapl, entrainant la formation d'un pont disulfure intermoléculaire,
converti en un pont disulfure intramoléculaire entre les cystéines 303 et 598 de Y apl. Laformation
de ce pont entraine la réduction simultanée de Gpx3. B. L’ activité peroxydase de Gpx3 repose sur
I’oxydation de la cystéine 36 en acide sulfénique et sur sa condensation avec la cystéine 82,
permettant la formation d’un pont disulfure intramoléculaire dans Gpx3. L’ efficacité de la fonction
peroxydase de Gpx3 repose sur réduction par les thiorédoxines (voir aussi paragraphe IV B) et
implique vraisemblablement un pool de Gpx3 libre.
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La présence d une cystéine vicinale permet la condensation de I’ acide sulfénique et de ce
résidu en un pont disulfure [192]. La formation du pont disulfure intermoléculaire entre Y apl
et Gpx3 suppose donc que le dérivé sulfénique Cys36-SOH et la cystéine 598 sont
suffisamment proches I’un de I’ autre. L’ association non covalente de ces deux protéines en
pré-complexe impose probablement des contraintes structurales propres au rapprochement de

ces deux cystéines.

2) Attaque nucléophile de la cystéine 303

Le pont entre les cystéines 36 de Gpx3 et 598 de Y apl est formé de fagon transitoire. 1l peut
cependant étre stabilisé en absence de la cystéine 303. Ces données montrent que ce pont
disulfure est d’'une part instable et d' autre part, que la cystéine 303 participe a cette instabilité.
Le pKa des cystéines impliquées dans I'isomérisation d’'un pont disulfure gouverne la
dynamique et le sens de cet échange. En effet, lorsqu’un thiolate attaque un pont disulfure
mixte, le thiol partant sera celui dont le pKa est le plus bas [6, 193]. De fagon plus générale,
un pKa bas limite la stabilité du pont disulfure dans lequel la cystéine réactive est impliquée.
Cette instabilité permet en particulier le transfert de ce pont a d’ autres cystéines, comme cela
a été décrit pour la protéine thiol-oxydase DsbA [193]. Parmi les trois cystéines, 36 de Gpx3
et 303 et 598 de Yapl, la cystéine 36 doit donc étre la cystéine dont le pKa est le plus bas.

Nous chercherons a mesurer le pKa de ces cystéines en utilisant les deux protéines purifiées.

C. Discussion du modele: modalités d’interaction de Gpx3 et de
Yapl

1) Compétition des fonctions régulatrice et enzymatique de Gpx3.

L’ exposition des cellules au H,O, entraine une oxydation de Yapl Gpx3-dépendante mais
auss la formation d’ un pont disulfure intramoléculaire entre les cystéines 36 et 82 de Gpx3
(voir Fig.13B). Une fois la cystéine 36 oxydée en acide sulfénique, les cystéines 598 de Y apl
et 82 de Gpx3 entrent donc en compétition pour la formation d'un pont disulfure.
L’interaction des cystéines 598 de Yapl et 36 de Gpx3 doit donc étre favorisée soit par la

réactivité de la cystéine 598, soit plus probablement par I’interaction préalable des protéines

103



Yapl et Gpx3, permettant le rapprochement spatial des cystéines impliquées. L’étude

structurale du pré-complexe Y apl/Gpx3 nous permettra de répondre a cette question.

2) Relation Structure-Fonction chez les PH-GPx

Gpx3, et deux autres protéines de S cerevisiae, Gpx1 et Gpx2, appartiennent a la famille des
glutathion-peroxydases [67], e a la sousfamille des phospholipide-hydroperoxydes
glutathion peroxydases (PH-GPx) [68]. L identification de Gpx3 en tant que détecteur des
peroxydes et transducteur pour la voie Yapl décrit donc une nouvelle fonction pour une
protéine de la famille des PH-GPx. Une telle activité avait été pressentie pour la PH-GPx
humaine [194], en se basant tout d'abord sur des données structurales. La modélisation de la
structure des PH-GPx et sa comparaison avec la structure connue de la GPx d’ érythrocytes
bovins a permis de mettre en évidence des différences structurales notables entre ces deux
enzymes [41]. Tout d abord les PH-GPx sont monomeriques, alors que les GPx sont des
enzymes tétramériques. Le site actif est conserve chez ces deux enzymes, mais il adopte dans
la PH-GPx, une conformation plus « ouverte », liée a I’ absence de quatre résidus arginine.
Cette structure est en théorie responsable de I’ activité catalytique de la PH-GPx vis-a-vis des
hydroperoxydes de phospholipides. Elle pourrait en outre permettre la réduction du site
catalytique par des molécules de taille supérieure au GSH, et en particulier par les thiols des
protéines, conférant ainsi a cette enzyme une activité de thiol-oxydase. L’ existence de cette
enzyme sous forme d’un monomere pourrait également favoriser son interaction avec des
protéines substrats. Un réle régulateur de la PH-GPx humaine, compatible avec les données
structurales exposées ci-dessus, a ensuite été décrit au cours du processus de spermatogénése
[195-197]. Alors que la PH-GPx humaine est détectée sous forme soluble, active dans les
spermatides, elle est majoritairement inactive dans les spermatozoides matures. Dans ce cas,
elle est présente sous forme insoluble au niveau de la piece intermédiaire, suggérant que
I’ activité thiol-oxydase de la PH-GPx serait responsable de |’ oxydation de proténes dont elle
entrainerait |I’agrégation. L’ activité de la PH-GPx lui confererait ainsi un réle structural

dynamique dans le processus de spermatogenése [195] [197].
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Chez la levure, Gpx1, Gpx2 et Gpx3 ne sont pas des séléno-enzymes ; le sélénocystéine
présent au sein du site actif des GPx chez les eucaryotes supérieurs est remplacée par une
cystéine réactive. Cependant, une modélisation structurale de Gpx3 nous a permis de
comparer les caractéristiques structurales majeures de cette enzyme avec la GPx bovine (Fig.
27). Cette structure est comparable a celle décrite pour la PH-GPx humaine. En particulier, les
sites catalytiques de Gpx3 et de la PH-GPx présentent une structure similaire. L’ absence de la
boucle responsable de la tétramérisation de la GPx bovine est également absente chez Gpx3,
suggérant que cette enzyme est monomeérique. Ces données structurales sont donc
compatibles avec le réle de thiol-oxydase que nous avons décrit pour Gpx3. L’ensemble de
ces données suggerent que, contrairement aux GPx, la sous-famille des PH-GPx pourrait jouer

un réle régulateur majeur en tant que thiol-oxydases.

3) Essai de comparaison de laréactivité de Gpx1, Gpx2 et Gpx3
vis-avisde Yapl
Gpx3 présente un haut degré d'identité avec Gpx2 (74%) mais aussi Gpx1 (58%) (voir aussi
Annexe 1). Cependant, I’ absence d’ oxydation de Y apl dans la souche Dgpx3 indique que seul
Gpx3 est capable d’ étre le détecteur et le transducteur de lavoie Y apl. Contrairement a GPX2
[67] et ala majorité des thiol-peroxydases de levure [22, 23], dont I’ expression est induite de
facon Y apl-dépendante en réponse aux peroxydes, I’ expression de GPX3 n’est pas modul ée.
D’autre part, le niveau d expression basale de GPX3 est supérieur a celui de GPX1 et de
GPX2 (50 fois et 2 fois respectivement d’ aprées les données du transcriptome obtenues par le
laboratoire de Young : http://web.wi.mit.edu/young/expression/) [67]. Le profil d expression
de GPX3 est donc compatible avec sa fonction de détecteur des peroxydes et moins avec une
fonction d’ anti-oxydant. Nous avons ensuite comparé les modélisations structurales de Gpx2
et de Gpx3, afin de chercher a comprendre les bases de la spécificité d’ oxydation de Y apl par
Gpx3 (Fig. 28). Gpx2 et Gpx3 présentent des structures tres comparables sauf au niveau de
deux domaines. L’un, constitué de quatre acides aminés, est localise a proximité de la
cystéine 82 de Gpx3/Orpl. Ce domaine, conservé chez la GPx de S pombe, pourrait

notamment influer sur laréactivité de ce résidu.
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Figure 27. Modédlisation structurale de Gpx3 et comparaison avec la GPX bovine

A. Superposition du modéle de Gpx3 monomeérique (ruban vert) et de la structure du tetramere de la
Bovin Glutathion Peroxidase (PDB : 1GP1) (ruban jaune). La boucle présente dans la protéine bovine
et absente dans GPX3 est colorée en rouge. Cette boucle est directement impliquée dans la formation
du tétramére.

B. Représentation du modéle de GPX3 en rubans (du Nter bleu au Cter rouge). Lestrois cystéines
C36, C64 et C82 sont représentées.

106



L autre domaine est présent sur une boucle externe et présente des différences significatives
au niveau de la répartition des charges en surface des deux protéines, Gpx3 présentant un
caractere plus basigue. Ce domaine pourrait donc constituer une cible privilégiée pour I’ étude
d’ une interaction entre Y apl et Gpx3. Nous testerons par mutagenese dirigée I’importance de
ces domaines pour la formation du pré-complexe Yapl/Gpx3 et pour I'activité de thiol-

oxydase de Gpx3.

Figure 28. Analyse comparée des surfaces des modéles de Gpx3 et Gpx2 (A) face aux deux
cystéines C36 et C82, (B) vue de dos par rapport a I’ orientation (A). Identification des variations de
séquences entre les deux protéines et de leur distribution structurale. En magenta les cystéines 36 et
82 ; en bleu, les résidus identiques entre les deux protéines ; en orange, les régions qui varient a
proximité des deux cystéines exposée a la surface C36 et C82. Les autres résidus différents entre les
deux protéines adoptent des couleurs allant de cyan a jaune a mesure que le taux de similitude
diminue.

(A) (B)

H69 (GPX3) > K70 (GPX2)

ET7IAQ (GPX3) > QTSITE (GPX2)
v

Remarques :

1 - Laface comportant les deux cystéines C36 et C82 (A) est plus conservée entre GPX2 et GPX3 que
laface opposée (B).

2 - Le motif E771AQ dans GPX3 est modifié en un motif proche mais non identique dans GPX2
(Q78IAE). Toutefois ce motif est identique ala séquence de la seule Gpx de S. Pombe.
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D. Gpx3 est-elle une enzyme bi-fonctionnelle

La mesure in vitro de I’ activité peroxydase des trois GPx de S. cerevisiae a confirmé la
capacité de ces enzymes a réduire les peroxydes simples et les peroxydes estérifiés [68, 72].
Dans ces études, Gpx3 a été désignée comme I'enzyme la plus active. Cependant, nos
données, montrant I’absence de sensibilité du mutant Gpx3“®%°, indiquent que
I” hypersensibilité de la souche Dgpx3 au H,O, est essentiellement due au défaut d’ activation
de Yapl. Nos expériences n’excluent pas un role de Gpx3 dans la réduction des peroxydes
esterifiés. En effet, |’ activité peroxydase de Gpx3 est associée in vitro a la formation d'un
pont disulfure entre les cystéines 36 et 82 et la formation de ce pont disulfure in vivo suggere
gue Gpx3 pourrait avoir conservé sa fonction de peroxydase (voir Fig. 26B). L’ implication
d’un pont disulfure intramol éculaire dans le cycle catalytique d' une peroxydase n’ est pas sans
précédent [198]. Cependant, ce mécanisme est peu courant et surprenant pour une enzyme
appartenant a la famille des glutathion-peroxydases. Ainsi, le pool de Gpx3 associé a Yapl en
pré-complexe aurait la fonction de détecteur des peroxydes, et le pool libre, la fonction de
peroxydase. De récents résultats obtenus au laboratoire utilisant une colonne d’exclusion,
suggére que ces deux pools co-existent(Monceau et Toledano). La formation d’un pont
disulfure entre les cystéines 36 et 82 de Gpx3 pourrait par ailleurs lui permettre d’ oxyder
d’autres substrats que Yapl par échange de pont disulfure. En effet, de données obtenues
récemment au laboratoire montrent qu’en réponse au H,0,, Gpx3 s associe de fagon redox a

une autre protéine de 55 kDa (Barrault et Toledano) dont I’identité n’ est pas encore connue.
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IV. Laréduction de Y apl

La désactivation de Yapl peut étre suivie par la chute de I’expression de TRX2, et par le
retour de Y apl dans le cytoplasme aprés 30 minutes d’ exposition au H,0, (0,4mM) (Fig. 14A
et 14B). Elle est associée a sa réduction (Fig. 15B). La réduction de Yapl pourrait étre
couplée, comme c'est le cas chez E. coli, aux systémes de contrdle de I’ état redox. Afin de
tester cette hypothéese, nous avons donc mesuré la capacité de Yapl a étre désactivé/réduit

dans des mutants de la voie des thiorédoxines et des mutants de la voie du glutathion.

A. Lavoie des thiorédoxines et non celle du glutathion est
impliguée dans le contrdle de I’ activité de Y apl

1) Utilisation de mutants spécifiques de la voie des thiorédoxines
ou du glutathion

Nous avons mesuré |'activité transcriptionnelle et |'état d’oxydation de Yapl dans des
mutants affectant I’ une ou I’ autre des voies de réduction (Fig. 29). Lavoie du glutathion a été
testée en utilisant deux mutants différents. Le premier est une souche invalidée pour la
glutathion réductase (Dglrl), dans laquelle le glutathion est présent & 60% sous forme oxydé
[199]. Le deuxiéme (Dgshl-pro2-1Dglrl) permet de tester |’ effet d’une diminution drastique
de la concentration en glutathion, qui est essentiel chez S. cerevisiae [50]. Il consiste en une
délétion du gene codant la g-glutamyl-cystéine synthétase (Dgshl), I’enzyme limitante de la
synthése du glutathion, et possede une mutation dans un géne de la voie de biosynthése de la
proline, qui permet de restaurer 0,5% de la synthese sauvage de glutathion (pro2-1).
L’invalidation de la glutathion réductase (Dglrl) dans cette souche permet ensuite d obtenir
théoriquement les 0,5% de glutathion présents sous forme oxydée. L’ effet de I’invalidation
simultanée de la glutarédoxine 1 et de la glutarédoxine 2 a également été testé. La voie des
thiorédoxines a été testée en utilisant soit une souche invalidée pour la thiorédoxine réductase

(ptrrl) soit une souche invalidée pour les deux thiorédoxines cytosoliques (Dtrx1Dtrx2).
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Figure 29. L’ activité de Yapl est dérégulée dans les mutants de la voie des thiorédoxines.
Expression de TRX2 (A) et TRR1 (B) dans les souches sauvage (Y 252) et mutantes D glr1, D gshl
Dglrlpro2-1, Dtrx1Dtrx2 (B), Dtrrl (A) et D tsal. Les ARN totaux ont été extraits a partir de
cellules exposées a 0,4 mM de H,O, pendant les temps indiqués et la mesure de I’ expression de
TRX2 et TRR1, par RT-PCR semi-quantitative a été réalisée comme décrit en figure 14A. C et D.
Mesure de |’ état redox invivo de Yapl dans les mutants Dtrx1Dtrx2 (C) et Dtrrl (D). Les souches
mutantes exprimant myc-Yapl sont exposées a 0,4 mM de H,O, pendant les temps indiqués. Les
extraits sont ensuite préparés comme décrit en Fig. 15A puis séparés sur gel dénaturant non
réducteur et révélés au moyen de I’ anticorps anti-myc.
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2) Leniveau basal d' activation et la désactivation de Y apl sont
dérégulés dans les mutants de la voie des thiorédoxines.

La cinétique d expression de TRX2 et TRR1 est sauvage dans I’ensemble des mutants
affectant la voie du glutathion, indiquant que Yapl est normalement régulé dans ces
conditions (Fig. 29 A et B). En revanche, I’ activité de Yapl est dérégulée dans les souches
affectées dans la voie des thiorédoxines. Premiérement, le niveau basal d activation
transcriptionnelle de Yapl est augmenté. Deuxiemement, Y apl est encore inductible et reste
actif pendant les 120 minutes suivant I’ exposition au H,O,. Cette dérégulation est spécifique
car seules les protéines du régulon Y apl, visibles sur gel d’ électrophorése a deux dimensions,
présentent une éévation de leur expression basale (données non montrées). La dérégulation
observée dans les mutants de la voie des thiorédoxines est corréée avec une localisation
partiellement nucléaire de Yapl dans les mutants Dtrx1Dtrx2 et Dtrrl mais pas dans les
mutants de la voie du glutathion ([200] et nos données, non montrées). L’ analyse de I’ état
redox de Yapl dans les mutants Dtrx1Dtrx2 et Dtrrl a montré que Yapl était partiellement
oxydé dans ces deux souches, en absence de tout oxydant (Fig. 29C et 29D). Aprés exposition
des cellules au H,0,, Yapl est encore oxydable, bien que plus faiblement dans la souche
Dtrx1Dtrx2, mais n’est plus réduit dans I’ heure qui suit le traitement. Ces données indiquent
gue la présence ou |’ absence des thiorédoxines influe sur la capacité de Yapl a étre réduit.
Les thiorédoxines pourraient en particulier réduire directement Yapl gréce a leur activité
thiol-transférase. Elles pourraient également réduire Yapl par I'intermédiaire d’ une autre

réductase.

B. Gpx3 joue-t-il unréle danslaréduction de Yapl ?

Nous avons montré que Gpx3 est le détecteur du peroxyde d’ hydrogéne et permet |’ oxydation
et I’activation de Yapl en réponse au H,O,. Son état d’ oxydation et celui de Yapl sont donc
couplés. Gpx3 intervient-il également dans la réduction de Yapl ? Les données décrites
précédemment suggérent gque les thiorédoxines participent directement ou non a la réduction
de Yapl. Or, deux études ont décrit précédemment que I’ état redox de Gpx3 est contrélé in
vitro par lavoie du glutathion [67, 68]. Un réle de Gpx3 dans la réduction de Y apl semblait

donc exclu. Nous avons donc réévalué in vivo et in vitro le mécanisme de réduction de Gpx3.
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Figure 30. Gpx3 est réduite par la voie des thiorédoxines. Mesure in vivo de I’ éat redox de Gpx3 dans|s
souche sauvage (Y252) et les mutants Atrx1A trx2, A girl et AglrlA gshl-pro2-1. Les différentes souches
exprimant HA-Gpx3 ont été exposées a 0,4 mM de H,O, pendant les temps indiqués. Les extraits
correspondant au point 0, réalisés a partir de cellules non traitées, ont été alkylés soit avec le NEM (contréle de
migration), soit avec I' AMS. Les autres points ont été alkylés uniquement avec I' AMS. Les extraits ont ensuite
été séparés sur gel dénaturant non réducteur et révélés au moyen d'un anti-HA. B. Réduction in vitro de Gpx3.
La protéine recombinante Gpx3 purifiée et réduite (ligne 1) a été oxydée en présence de 0,25 mM de H,0,
(ligne 2) et incubée en présence de GSH (0,3 mM), de glutathion réductase (2 M) et de NADPH (0,3 mM)
(ligne 3), de glutathion réductase et de NADPH (ligne 4), de thiorédoxine (20 M), de thiorédoxine-réductase
(1 mM) et de NADPH (0,3 mM) (ligne 5) ou de thiorédoxine-réductase et de NADPH (ligne 6). La réaction,
poursuivie a 30°C pendant 10 minutes, a éé arrétée par I'gjout de 10 mM final de NEM et le résultat a été
analysé par migration sur gel dénaturant non réducteur.
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1) Laréduction de Gpx3 dépend des thiorédoxines

Nous avons mesuré |’ état redox de Gpx3 dans les mutants de chacune des voies du glutathion
et des thiorédoxines en employant une méthode similaire a celle utilisée pour la mesure de
I’état redox de Yapl (Fig. 30A). Afin de mieux résoudre les formes réduite et oxydée de
Gpx3, nous avons utilisé un agent alkylant de haut poids moléculaire, I'AMS. La fixation
covaente de cette molécule sur les cystéines entraine un incrément de masse de 0,5 kDa. Les
trois cystéines libres de la forme réduite de Gpx3 seront alkylées (incrément de 1,5 kDa) alors
gue dans la forme oxydée, seule la cystéine 64 est accessible a |’ alkylation (incrément de 0,5
kDa). Cette akylation différentielle gjoute une différence de 1kDa a la différence de
migration dga induite par le pont disulfure et permet de voir que Gpx3 est oxydé a 50%
environ dés 2 minutes d’ exposition au H,O, puis réduit a partir de 15 minutes. Cette cinétique
est comparable & la cinétique d’ oxydation/réduction observée pour Yapl. L’interruption de la
voie du glutathion n’entraine aucune altération de la cinétique d oxydation/réduction de
Gpx3. En revanche, dans la souche Dtrx1Dtrx2, Gpx3 est partiellement oxydé (10%) en
absence d’ oxydant, et s oxyde totalement pour ne plus se réduire apres traitement des cellules
au peroxyde dhydrogene. Afin de confirmer in vitro, la réduction de Gpx3 par les
thiorédoxines, nous avons mesuré son activité peroxydase. En présence de thiorédoxine et de
thiorédoxine réductase, I’ activité peroxydase de Gpx3 est significative alors qu’en présence
de glutathion et de glutathion réductase, elle n’est pas détectable (voir paragraphe 1.E). La
réduction de la protéine Gpx3 recombinante a également été testée in vitro, grace a la
visualisation des formes oxydée et réduite par migration sur gel (Fig. 30B). Gpx3,
préalablement oxydé, est réduit efficacement par I’gout de thiorédoxine, de thiorédoxine
réductase et de NADPH (ligne 5), alors que cette réduction est minime en présence de
glutathion, glutathion réductase et NADPH (ligne 3). L’ ensemble de ces résultats montre que
Gpx3 est réduit par la voie des thiorédoxines.
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Figure 31. Les thiorédoxines réduisent Yapl in vitro. A. Réduction de Yapl, dans un extrait brut en
présence de thiorédoxine recombinante. Une souche Dyapl exprimant myc-Y apl, exposée a 0,4 mM de H,0O,
pendant 5 minutes a été lysée dans un tampon contenant du Tris pH=8 (100 mM), du SDS (0,1%), de ’'EDTA
(1 mM), et des antiprotéases. 25 ng d’ extrait brut ont été incubés en absence ou en présence de 1, 10 et 20 mvi
de thiorédoxine purifiée (Spirulina sp. SIGMA), 1,3 nM de thiorédoxine réductase et 1 mM de NADPH
pendant 30 minutes a 37°C. La réaction a été arrétée par gjout d'iodoacétamide (75 mM) et les échantillons
ont été séparés sur gel dénaturant non réducteur. B. Réduction de Y apl,, purifié en présence de thiorédoxine
ou de Gpx3 recombinants. Yapl a été purifié en absence d'agent réducteur, a partir d’une souche Dyapl
surexprimant myc-Yapl. 1 nM de Yapl purifié, oxydé a été incubé en anaérobiose pendant 30 minutes avec
des concentrations croissantes de Gpx3 et de thiorédoxine réduites.
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Figure 32. Gpx3 est responsable de la dérégulation de Yapl dans la souche A trx1A trx2. A. Mesure de
I"état redox de Yapl dans les souches Dtrx1Dtrx2 et Dtrx1Dtrx2Dgpx3. Les souches mutantes exprimant
myc-Yapl ont été exposées ou non & 0,4 mM de H,O, pendant 2 minutes et les extraits ont éé réalisés
comme décrit en Fig. 15A. B. Mesure de |'expression de TRR1 dans les souches sauvage (Y252),
Dtrx1Dtrx2 et Dtrx1Dtrx2Dgpx3. Les ARN totaux ont été extraits a partir des souches exposées a 0,4 mM de
H,0, pendant les temps indiqués. L’induction de TRR1 a é&é mesurée par RT-PCR « on line » comme décrit
danslafigure 24B.
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2) Lesthiorédoxines et non Gpx3 réduisent Yaplin vitro

Une fois réduit, Gpx3 pourrait réduire Yapl et ains relayer le pouvoir réducteur des
thiorédoxines. Afin de tester cette hypothése, nous avons mesuré la capacité de la
thiorédoxine et de Gpx3 aréduire Y apl, apartir des protéines purifiées. Pour cela, nous avons
utilisé la protéine recombinante Gpx3 purifiée en conditions réduites et la thiorédoxine de E.
coli commerciale, réduite soit chimiquement, soit en présence de thiorédoxine réductase et de
NADPH. La thiorédoxine est capable de réduire Yapl dans un extrait brut, en présence de
thiorédoxine réductase et de NADPH (Fig. 31A). Afin de déterminer si cette réduction est
directe ou fait intervenir Gpx3 ou une autre protéine du lysat, nous avons testé la capacité de
la thiorédoxine, de Gpx3 ou du mélange des deux protéines a réduire Y apl purifié a partir de
lalevure sous forme oxydée (Fig. 31B). Lathiorédoxine et Gpx3 sont réduites en présence de
DTT (20 mM). Aprés dialyse de I’ agent réducteur en conditions anaérobiques, la thiorédoxine
recombinante est capable de réduire Yapl méme en absence de Gpx3, alors que Gpx3 réduit
n'en est pas capable. Ces données montrent qu’in vitro, les thiorédoxines, mais pas Gpx3,

peuvent réduire directement Y apl.

3) Gpx3 est responsable de la dérégulation de Y apl dans la
souche ptrx1ptrx2

L’intervention directe de Gpx3 dans la réduction de Y apl a été écartée par les tests in vitro.
Cependant, la dérégulation de Yapl observée dans les mutants des thiorédoxines peut
dépendre de Gpx3. En effet, le niveau basal d’oxydation de Yapl observé dans la souche
Dtrx1Dtrx2 ne peut étre expliqgué uniguement par un défaut de réduction. Il nécessite
I’ activation préalable de la voie Yapl probablement via I’ oxydation de Gpx3. Nous avons
donc construit une souche invalidée a la fois pour les thiorédoxines 1 et 2 et pour Gpx3
(Dtrx1Dptrx2Dgpx3) et nous avons comparé I état d’ oxydation et d’activation de Yapl dans
cette souche et dans la souche Dtrx1btrx2 (Fig. 32). Contrairement a ce que nous avions
observé dans le mutant Dtrx1btrx2, dans la souche Dtrx1Dtrx2bgpx3, Y apl est complétement
réduit en absence d’ oxydant et n’est plus oxydable aprés exposition des cellules au H,0, (Fig.
32A).
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Figure 33. Modédlisation du role de Gpx3 et des thior édoxines dans le contréle de I’ activité de Yapl.
L es thiorédoxines contrdlent indirectement la concentration en H,O, par |’ intermédiaire des peroxydases.
Elles régulent donc I activation Gpx3-dépendante de Y apl. Elles peuvent également réduire directement
Yapl.
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Corréativement, la triple délétion abroge I’augmentation du niveau basal d’expression des
genes cibles, observée dans le mutant Dtrx1Dtrx2 et limite leur induction en réponse au H,0O,
(Fig. 32B). L’ oxydation de Yapl par Gpx3 est donc une éape indispensable a |’ observation
d’ une dérégulation de Y apl dans les mutants de la voie des thiorédoxines, suggerant que cette
dérégulation fait intervenir une production accrue de peroxydes. Ces données n’excluent

cependant pas I’ existence d’ un défaut de réduction de Y apl dans le mutant Dtrx1Dtrx2.

C. Conclusion/Discussion

1) Deux modéles non exclusifs impliquant les thiorédoxines dans
le contrble de Y apl

L’ importance de la voie des thiorédoxines dans le controle de I’ activité de Y apl a éé montrée
par différentes études [74, 188, 200]. L’ absence de thiorédoxine ou de thiorédoxine réductase
se traduit par une localisation partiellement nucléaire de Yapl en absence de tout stress
exogene, ainsi que par une augmentation de son activité basale. Les thiorédoxines catalysent
laréduction des ponts disulfures grace au pouvoir réducteur du NADPH et de la thiorédoxine-
réductase. Elles peuvent donc directement réduire Yapl. D’autre part, elles contrélent
indirectement la concentration intracellulaire en peroxyde d’ hydrogéne, car elles réduisent les
peroxydases thiorédoxine-dépendante de la cellule (Tsal, Tsa2, Ahpl...). L'importance de
cette fonction est soulignée par I’ extréme sensibilité au H,O, des souches Dtrx1btrx2 [55] et
Dtrrl ([74], données du laboratoire). Le défaut de réduction du H,O, pourrait étre responsable
de ladérégulation de Y apl observée dans ces mutants (Fig. 33).

Nos données ne permettent pas conclure quant au réle des thiorédoxines dans la réduction de
Y apl. En effet, nous avons montré que I’ augmentation du niveau basal d’ activation de Y apl
dans les mutants des thiorédoxines est dépendante de la présence de Gpx3. Gpx3 étant oxydé
par les peroxydes, |'activation basale de Yapl dans le mutant Dtrx1Dtrx2 est donc
vrai semblablement associé a un défaut de contrdle de la concentration intracellulaire en H,O,.
La stimulation de la voie d activation de Yapl peut cependant ne pas étre suffisante pour
observer une activation basale en présence d’'un systeme efficace de réduction. Ces
expériences n’excluent donc pas que les thiorédoxines réduisent Yapl. Ainsi, nous avons

observé qu’in vitro, une thiorédoxine recombinante pouvait réduire Yapl purifié. Nous
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n’avons cependant pas pu obtenir de preuves de cette interaction in vivo, malgré I’ utilisation
de mutants susceptibles de stabiliser I'interaction (essai de co-précipitation). L’une des
hypotheses pouvant expliquer cet échec est que Yapl est réduit par une réductase utilisant le
pouvoir réducteur des thiorédoxines. Les données in vitro suggerent que Gpx3 n'est pas
impliqué dans la réduction de Yapl. Il nous faudra cependant mettre au point un systéme
permettant de tester cette hypothese in vivo. La compréhension du réle des thiorédoxines dans
la réduction de Yapl nécessitera I'utilisation de stratégies expérimentales permettant de
découpler leur réle dans le contréle de la concentration intracellulaire en H,O, et leur activité
thiol-transférase. Par exemple, I'andyse de I'état redox de Yapl dans des mutants
simultanément invalidés pour les trois peroxydases thiorédoxine-dépendantes (Tsal, Ahpl et
Tsa2) devrait nous permettre d évaluer le seul effet d'un défaut de contréle de la
concentration en H,O,. L’analyse du mutant Dtsal, présentant une persistance de la réponse
au-dela de 60 minutes (Fig. 29A et 29B), souligne déja I’importance de la concentration en
H,O, dans le contrble de Yapl. D’autre part, nous rechercherons biochimiquement et

génétiquement laréductase de Y apl

2) Contrdle cinétique de laréduction

L’ efficacité de la réduction permet de contrdler la cinétique de réponse. La vitesse de
réduction de Yapl doit donc étre inférieure a sa vitesse d oxydation pendant la premiere
demi-heure de traitement, puis cette tendance doit s'inverser. Dans le cadre d un contréle
enzymatique de |’oxydation et de la réduction, la stabilité de la forme oxydée peut étre
modulée d’'une part par I’abondance de la réductase et d'autre part par la concentration
intracellulaire en peroxyde d hydrogéne. Dans |’ hypothése d’ une réduction de Yapl par les
thiorédoxines, ces deux criteres sont respectés, puisque I'induction des thiorédoxines,
conjointement aux peroxydases permet en méme temps d’augmenter la concentration en
réductase et d’ @iminer I'inducteur. Lalocalisation des thiorédoxines n’ éant pas régulée par le
H,O, [200], I'augmentation de son expression semble étre un paramétre essentiel. Cette
hypothése pourra étre testée grace a I’ utilisation d’un mutant inactif mais oxydable de Y apl
(mutant du domaine de liaison al’ ADN), dans lequel les concentrations en thiorédoxines et en

H,O, pourront étre artificiellement control ées.
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3) Gpx3 : une glutathi on-peroxydase thiorédoxine-dépendante.

L’ étude de la réduction de Gpx3 nous a permis de mettre a jour un nouveau type d’ activité
peroxydase, reposant sur la formation d’ un pont disulfure intramoléculaire et sur sa réduction
invitro et in vivo par les thiorédoxines. La réduction d’ une enzyme de la famille des GPx par
les thiorédoxines et non par le glutathion n’est pas sans précédent [69] [70] et pourrait étre
liée a la structure particuliére du site actif précédemment décrite [41]. La comparaison de la
structure des PH-GPx et de la cGPx bovine montre en particulier que la PH-GPx (et par
modélisation structurale, Gpx3) ne possede pas les résidus basiques responsables de
I’ orientation du GSH en direction de la sélénocystéine catalytique. Cet agencement structural
ainsi que par |I’oxydation de Gpx3 en un pont disulfure intramoléculaire pourraient favoriser
la réduction de Gpx3 par un dithiol, plutét que par le GSH. Par ailleurs, nous avons comparé
les séquences primaires d’ enzymes de type glutathion peroxydases, présentes chez différentes
especes (voir Annexe 1). Chez |’ ensemble des enzymes bactériennes et fongiques, la cystéine
correspondant au résidu 82 chez Gpx3, est conservée, suggérant que |I’oxydation de ces
enzymes peut al’instar de Gpx3 conduire alaformation d’ un pont disulfure intramoléculaire.
Elle est en revanche absente chez les GPx de mammifére. La présence de cette cystéine
conservee est d’ autre part associée a I’ absence de conservation d’'un résidu arginine (parfois
histidine) impligué dans la liaison du glutathion [201, 202]. Ces données suggérent que
I’ensemble des GPx présentes chez les microorganimes pourrait étre paradoxaement
thiorédoxine-dépendantes. De nouvelles expériences doivent étre réalisées pour tester cette
hypothese. Chez les plantes, un second résidu cystéine est également conservé et se situe aun
acide aminé de décalage par rapport ala cystéine 82 de Gpx3.

La description de Gpx3 comme une peroxydase thiorédoxine-dépendante relance la question
du réle du glutathion dans la réponse aux peroxydes. En effet, les cystéines 36 et 82 étant
également conservés chez Gpx1 et Gpx2, il est possible que les trois GPx précédemment
décrites chez la levure soient thiorédoxine-dépendantes. Dans ce cas, la voie du glutathion
apparait isolée de toute activité peroxydase, mettant ainsi en exergue I’importance de la voie

des thiorédoxines dans | e contr6le de la concentration en peroxyde.
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Figure 34. Production d’ions superoxyde par la ménadione. La ménadione alterne entre les formes
quinone et semiquinone, alternativement réduite par des quinones réductases et oxydée par I’ oxygene
moléculaire. Cette réduction a un éectron entraine la production d’'ions superoxyde.
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RESUL TATS Deuxiéme Partie:
Un deuxieme mode d’ activation de Yapl en réponse aux

électrophiles

Chez E. coli, la réponse au peroxyde d hydrogéne, contrblée par OxyR et la réponse a I’ion
superoxyde, mise en oeuvre par le régulon SoxRS sont distinctes. 1l existe également chez S.
cerevisiae une réponse adaptative en réponse a la toxicité des composés a activité redox
cycligues. Cependant, les bases moléculaires de cette réponse restent encore largement
inconnues. Nous avons donc étudié chez S. cerevisiae laréponse cellulaire ala ménadione. Ce
travail a été réalise en collaboration avec Dulce Azevedo, étudiante en thése dans le
laboratoire de Claudina Pousada-Rodrigues (Lisbonne, Portugal), et Frédérique Tacnet,

chercheur au laboratoire.

|. Bases moléculaires de I'activation de Yapl en réponse a la
meénadione.

A. qu’ est-ce que laménadione ?

La ménadione ou vitamine K3 est un composé a activité redox cyclique entrainant la
génération d'ions superoxyde (O,") par réduction de I’ oxygéne moléculaire [116 , 203]. La
meénadione tire son activité redox de la présence d’'un groupement quinone, qui peut étre
réduit en semiquinone (réduction a un éectron) ou en hydroquinone (réduction a deux
électrons) (Fig. 34). Seule laforme semiquinone peut se réoxyder efficacement en quinone en
utilisant le pouvoir oxydant de I’ oxygene. Cette forme est dite auto-oxydable. Elle est donc
responsable de la production d’'ions superoxyde et de son caractére cyclique. La ménadione
est réduite in vivo par les chaines de transfert d’ électron en utilisant le pouvoir réducteur du
NADPH. La mesure de la consommation en oxygene en présence d'inhibiteurs de la
cytochrome oxydase (cyanure et/ou azide), permet de suivre I’ activité redox de la ménadione,
en mesurant la « respiration dite cyanure-résistante » [116, 204]. La ménadione possede
également des propriétés électrophiles vis-a-vis des thiols organiques, tout d’abord mises en

évidence par son addition sur le glutathion pour former un adduit appel é thiodione [205].
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Figure 35. Mesure de I'activité de Yapl en réponse a la ménadione. A. Mesure de I’ expression de TRX2,
TRR1 et SOD1 en fonction de la dose d'exposition. Les ARN totaux ont été extraits d'une souche sauvage
exposée aux doses de ménadione indiquées pendant 30 minutes et la quantification de |’ expression des génes
TRX2, TRR1 et SOD1, rapportée a ACT1 a été réalisée comme décrit en Fig. 14A. B. Cinétique d’ expression
de TRX2. Les ARN totaux ont été extraits d’ une souche sauvage et d’ une souche Dyapl exposée a 0,25 mM
de ménadione pendant les temps indiqués et la quantification de I’ expression de TRX2, rapportée a ACT1 a
été réalisée comme décrit en Fig. 24B. C. Ciné&tique d accumulation nucléaire de Yapl. Le marquage GFP
d’ une souche Dyapl exprimant GFP-Y apl, exposée a 0,25 mM de ménadione pendant les temps indiqués, a
été observée au microscope a fluorescence comme décrit en Fig. 14B.
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Laformation de cet adduit in vivo [206] permet probablement I’ élimination du toxique par des
pompes a efflux. A de faibles doses, |a toxicité de la ménadione dépend de la production
d’ions superoxyde. Ainsi, chez lalevure, elle est exclusivement visible en conditions aérobies

[204] et elle est accrue dans un mutant déficient en activité SOD [130].
B. Lerble de Yapl dans laréponse ala ménadione

A I'instar d’E. coli, lalevure est capable de développer une réponse adaptative ala ménadione
[19, 20]. Ce processus d adaptation est dépendant d’ une néo-synthése protéique et implique
I"induction d’un stimulon. La comparaison des stimulons ménadione et H,O, [22] montre que
les réponses génomiques impliquées sont pour une grande part similaires, suggérant
I’ existence de régulateurs communs. L’invalidation de Y apl entrainant une hypersensiblité a
la ménadione, nous avons analysé le role de Yapl dans la réponse cellulaire a ce composé

[136].

1) Laménadione induit une réponse Y apl-dépendante

(a) Yapl est activé en réponse a la ménadione

La mesure par RT-PCR quantitative de I’expression de TRX2, TSA1 et SOD1, trois génes
cibles de Yapl, en réponse a la ménadione nous a permis de conclure que Y apl est activé en
réponse a ce composé. Aprés 30 minutes d exposition, I’ induction de I’ expression de ces trois
génes est maximale pour une dose de ménadione non toxique, égale a 250 M, puis décroit
lorsgue les doses augmentent (Fig. 35A). L’ analyse de la cinétique d'induction de TRX2 en
réponse a 250 MM de ménadione montre que I’ expression de ce géne est maximale entre 40 et
60 minutes d’ exposition puis décroit (Fig. 35B) ; I’ expression de TRX2 reste cependant élevée
a moins que la ménadione ne soit éliminée par lavage des cellules (données non montrées).
Cette induction est dépendante de Yapl car elle est complétement abolie dans une souche
Dyapl. L’ activité de Yapl dépend de son accumulation nucléaire en réponse a un inducteur.
Nous avons donc analysé sa localisation sub-cellulaire aprés exposition des cellules a la

ménadione.
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Figure 36. Yapl est oxydé en réponse a la ménadione. A. Cinétique d’ oxydation de Yapl. Une souche Dyapl
exprimant myc-Y apl a été exposée ou non a 0,25 mM de ménadione pendant |es temps indiqués. Les extraits ont
été réalisés comme décrit en figure 15A et séparés sur gel dénaturant non réducteur. B. L’ oxydation de Y apl par
la ménadione nécessite la présence des cystéines 303 et 598. Une souche Dyapl exprimant myc-Yapl, myc-
Y ap1“®* ou myc-Y apl <> a été exposée ou non a 0,25 mM de ménadione pendant 5 minutes. Les extraits ont
été réalisés comme décrit en Fig. 15A et séparés sur gel dénaturant non réducteur. C. L’oxydation de Yapl
dépend de la production d'ions superoxyde. Une souche Dyapl exprimant myc-Y apl a été exposée ou non a 0,25
mM de ménadione pendant 5 minutes, en aérobiose ou en anaérobiose. Les extraits ont été réalisés comme décrit
en Fig. 15A et séparés sur gel dénaturant non réducteur.
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En effet, la fuson GFP-Yapl s accumule efficacement dans le noyau apres 20 minutes
d’ exposition a 250 M de ménadione (Fig. 35C) et Yapl reste présent dans le noyau durant
les deux heures suivant le traitement. Ces données indiquent que Yapl est activé

spécifiguement par la ménadione.

(b) Yapl est oxydé en réponse a la ménadione

Nous avons vu précédemment que Yapl est spécifiquement activé par le H,O,. Or,
I’exposition des cellules a la ménadione engendre une production d'ions superoxyde,
rapidement dismutés en H,0O.., suggérant que I’ activation de Y apl par la ménadione pourrait
étre indirecte. L’analyse de I’état redox de Yapl nous a permis de montrer que Yapl est
effectivement oxydé en réponse a la ménadione (Fig. 36). Cette oxydation est comparable a
celle observée en réponse au H,0,, puisqu’ elle dépend de la présence des cystéines 303 et 598
(Fig. 36B) et de Gpx3 (données non montrées). L’ oxydation de Yapl en réponse a la
ménadione est cependant plus limitée puisqu’elle n’affecte au maximum que 50% de la
protéine (contre 90 % en réponse au H,0,), quelle que soit la dose de ménadione utilisée
(données non montrées). Aprés exposition des cellules a 250 M de ménadione, Yapl est
oxydé rapidement et de fagon persistante (Fig. 36A), & moins que la ménadione ne soit
éliminée (données non montrées). Ces données suggerent donc que I’ oxydation de Y apl par
la ménadione est effectivement indirecte. Ainsi, en conditions anaérobies, dans lesquelles il
n'y a pas de production d'ions superoxyde ni de H,O,, le traitement des cellules par la

ménadione n’ entraine pas d’ oxydation de Y apl (Fig. 36C).

2) L’ oxydation de Y apl n’est pas indispensable a son activation
par laménadione

Les données précédentes montrent que I'activation et |'oxydation de Yapl suivent des
cinétigues similaires, suggérant que I’ oxydation de Y apl par le H,O, peut étre responsable de
son activation en réponse a la ménadione. Nous avons donc mesuré la tolérance a la
ménadione des mutants Yapl1“=®* et Yap1“®*. Or, de fagon surprenante, ces mutants sont

normo-tol érants ala ménadione (Fig. 37A).
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Figure 37. L'oxydation de Yapl n'est pas essentielle a son activation par la ménadione (Md). A.
Sensibilité a la ménadione des mutants cystéine de Yapl. Une souche Dyapl, transformée ou non avec les
plasmides exprimant myc-Y apl ou les différents mutants cystéine, est cultivée en phase stationnaire puis la
tolérance a la ménadione de ces différentes souches est mesurée sur un milieu solide minimum contenant des
concentrations croissantes de ce compose. B. Cinétique d expression de TRX2. Les ARN totaux ont été
extraits a partir d' une souche Dyapl, transformée avec myc-Y apl ou myc-Y apl1®**®, exposée a 0,25 mM de
ménadione pendant les temps indiqués. La quantification de I’ expression de TRX2, rapportée & ACT1 a été
réalisée comme décrit en Fig. 24B. C. Cinétique d’ expression de TRX2. Les ARN totaux ont éé extraits &
partir d' une souche sauvage ou dans une souche Agpx3, exposée a 0,25 mM de ménadione pendant les temps
indiqués. La quantification de I’ expression de TRX2, rapportée a ACT1 a été réalisée comme décrit en Fig.
24B. D. Le mutant Y ap1®°®* s’ accumule dans le noyau en réponse a la ménadione. Le marquage GFP d’ une
souche Byapl, transformée avec GFP-Yapl1©®* est observée selon le protocole décrit en figure 14B. E.
L'accumulation nucléaire de Yapl en réponse a la ménadione ne dépend pas de la production d'ions
superoxyde. Une souche Dyapl, transformée avec GFP-Yapl, est exposée sous argon a 0,25 mM de
ménadione pendant 15 minutes. Les noyaux sont marqués par I'gout de DAPI pendant les 5 dernieres
minutes d'induction. Les marquages sont observés au microscope a fluorescence aprés lavage des cellules et
gjout de DABCO en anaérobiose.
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Corrélativement, le mutant Y ap1“°*®* ne présente pas de défaut, ni d’ activité transcriptionnelle
(Fig. 37B) ni d’accumulation nucléaire (Fig. 37D) en réponse a ce compose et |’ activation de
Yapl par la ménadione n'est pas affectée par I'absence de Gpx3 (Fig. 37C). Ces données
indiquent donc que I’ oxydation de Y apl en réponse a la ménadione n’ est pas indispensable a
son activation. Ceci est confirmé par la capacité de la ménadione a promouvoir
I’accumulation nucléaire de Yapl en anaérobiose (Fig. 37 E). L’ activation de Yapl par la
meénadione peut donc étre relayée par un mécanisme indépendant de la production d’'ions

superoxyde et donc de peroxyde d’ hydrogene.

3) Lestrois cystéines C-terminales de Y apl sont indispensables a
son activation par la ménadione
Nous avons cherché a voir si des résidus cystéines, autres que les cystéines 303 et 598, sont
nécessaires a |’activation de Yapl par la ménadione. La mutagenése de chacune des six
cystéines de Yapl en alanine n’atere pas la résistance des souches a ce composé (données
non montrées). Seule la mutagenése simultanée des trois cystéines C-terminaes
(Y gp1So%BACODALNTY ' majs pas celle des cystéines N-terminales (Y gp1“3%ACIACIA “confére
un phénotype d’ hypersensibilité similaire a celui observée pour la souche byapl (Fig. 37A).
De la méme maniére, le mutant Y gp1=>%400ACST et |e seul & ne pas s accumuler dans le
noyau et a étre transcriptionnellement inactif en réponse a la ménadione (Fig. 38A et 38B).
Les cystéines C-terminales sont donc essentielles a I’activation de Yapl en réponse a la
meénadione. Sont-elles suffisantes ? La construction d une fusion entre le c-CRD de Yapl, la
GFP et le domaine de liaison &I’ ADN de Gal4, contenant un signal de localisation nucléaire
(NLS), a permis de montrer que le c-CRD contient les informations suffisantes pour que la
protéine de fusion saccumule dans le noyau en réponse a la ménadione (Fig. 38C).
Contrairement au H,O,, le mécanisme moléculaire d’ activation de Yapl par la ménadione

n’implique donc que laréactivité des cystéines C-terminales.
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Figure 38. Les cystéines C-terminales de Yapl sont nécessaires et suffisantes & son activation par la
ménadione. A. Le c-CRD est essentiel a I’accumulation nucléaire de Yapl en réponse a la ménadione. Le
marquage GFP d'une souche [Oyapl, transformée avec GFP-Yapl, GFP-Ygpl®BACGIAGIA o GFP-
Y g “3%TCOACONT ot ohservée selon le protocole décrit en Fig. 14B. B. L’induction de TRX2 par la ménadione
nécessite la présence des cystéines C-terminales de Yapl. Les ARN totaux ont été extraits a partir d’une
souche Dyapl, transformée avec myc-Yapl, myc-Y apl@RACIACISA o) myc-Y gpl“PT A AT e exposée a
0,25 mM de ménadione pendant les temps indiqués. La quantification de |’ expression de TRX2, rapportée a ACT1
a été réalisee comme décrit en Fig. 24B. C. Le ¢-CRD de Yapl s'accumule dans le noyau en réponse a la
ménadione. Représentation schématique de la fusion du c-CRD avec la GFP et le NLS de Gal4. Une souche
Dyapl, transformée avec GFP-CRDY apl a été exposée a 0,25 mM de ménadione pendant 15 minutes et le
marquage GFP a été observé comme décrit en Fig. 14B.
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4) L’ activation de Y apl par la ménadione implique une
modification des cystéines C-terminales

La structure chimigque de la ménadione peut étre comparée a celle du NEM, utilisé comme un
alkylant des thiols. Ces molécules possedent toutes deux des groupements carbonyles
conjugués a une double liaison, leur conférant une réactivité de type accepteur de Michaél
(voir schéma ci-dessous) [207]. La formation d’ adduits ménadione au niveau des cystéines C-

terminales de Y apl pourrait masguer le NES et permettre ainsi son activation.

Formation d’ un thio-éther par réaction d’ un thiolate sur le NEM
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(a) La partie C-terminale de Yapl est modifiée in vivo par |la ménadione

Nous avons montré précédemment que le c-CRD de Y apl contient les éléments responsables
de son activation enréponse a la ménadione. Nous avons donc utilisé une construction
contenant le c-CRD fusionné a une étiquette protéine A et au domaine de liaison al’ ADN de
Gal4 (contenant le NLS), afin de visualiser in vivo, la formation éventuelle de thio-éthers
ménadione sur les cystéines C-terminale de Yapl (Fig. 39A). Nous avons pour cela utilisé
I”’AMS, un agent de haut poids moléculaire (0,5 kDa par molécule) akylant les cystéines. En
absence de modification des cystéines, I'incrément de masse entrainé par I'AMS serade 1,5
kDa ; en revanche, la formation d adduits sur les cystéines limitera leur accessibilité a
I’alkylation et diminuera d’autant I’incrément de masse lié a leur modification par I'AMS.
Ainsi, nous avons observé que I’ exposition des cellules a la ménadione entraine une |égere

diminution de I’ incrément de masse constaté dans |’ échantillon controle.
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Figure 39. L activation de Yapl par la ménadione impliqgue une modification de ses cystéines C-
terminales. A. Le ¢c-CRD de Yapl est modifié aprés exposition au NEM ou a la ménadione.
Représentation schématique de la fusion du c-CRD avec I’ étiquette protéine A et le NLS de Ga4. Une
souche Dyapl, transformée avec la construction Gal4-cCRD-Y apl-TAPtag a été exposée a 0,1 mM de
NEM ou 0,25 mM de ménadione pendant 15 minutes et les extraits ont été réalisés selon le protocole
décrit dans les méthodes. Les échantillons ont ensuite été séparés sur gel dénaturant réducteur. B.
L’ exposition au NEM empéche |’ oxydation ultérieure de Yapl par le H,O,. Une souche Dyapl exprimant
myc-Yapl a éé exposée 4 0,1 mM de NEM pendant 15 minutes. La moitié de I’ échantillon est ensuite
exposée & 0,4 mM d'H,O, pendant 5 minutes. Apres lavage des cellules au TCA, les extraits ont été
réalisés comme décrit en Fig 15A et les échantillons ont été séparés sur gel dénaturant non réducteur.
L' oxydation de Yapl par le H,O, sert de contrdle. C. L’ exposition a la ménadione empéche I’ oxydation
ultérieure de Yapl par le H,O,. Une souche Dyapl exprimant myc-Yapl a éé exposée a 0,25 mM de
ménadione en anaérobiose pendant 15 minutes. La moitié de |’ échantillon est ensuite exposée & 0,4 mM
d'H,0, pendant 5 minutes. Apres lavage des cellules au TCA, les extraits ont été réalises comme décrit en
Fig. 15A et les échantillons ont été séparés sur gel dénaturant non réducteur. L’ oxydation de Yapl par le
H,O, sert de contrble.
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Cette diminution est comparable a celle observée aprés traitement des cellules au NEM. Ces
données suggerent que |’ une au moins des cystéines C-terminales de Y apl est modifiée par le

traitement ménadione.

(b) L’ oxydation de Yapl par le H,O, et sa modification par la menadione
sont deux phénomeénes exclusifs

L’ exposition de cellules au H,O, entraine la formation d un pont disulfure entre les cystéines
303 et 598. S au cours d’ une exposition antérieure au NEM ou a la ménadione, ces cystéines
étaient modifiées, la formation de ce pont serait empéchée. Aing, |’ exposition des cellules au
NEM (100 nM) pendant 5 minutes prévient totalement la formation du pont disulfure en
réponse a un traitement ultérieur au H,0O, (Fig. 39B). De méme, |’ exposition anaérobique des
cellules alaménadione (250 nM pendant 5 minutes) limite I’ oxydation ultérieure de Y apl par
le peroxyde d’ hydrogene (Fig. 39C). Ces données indiquent que les cystéines 303 et/ou 598
sont directement modifiées ou que leur réactivité est altérée par la ménadione et le NEM.
L’ exposition a de faibles doses de NEM (100 nM) de cellules exprimant la partie C-terminale
de Yapl a permis de montrer par spectrométrie de masse que les 3 cystéines C-terminales de
Y apl étaient effectivement alkylées in vivo par le NEM (données non montrées). Aux vues de
la structure chimique de la ménadione, la ménadione pourrait modifier les résidus cystéines de
Yapl par une addition covalente similaire. Cette modification n’a cependant pas pu étre

directement observée par spectrométrie de masse.

I1. Existe-t-il un mécanisme généra d activation de Y apl impliquant
laréactivité des cystéines C-terminales ?

A. L’ activation de Y apl par le 4-hydroxynonénal est indépendante
de Gpx3

Les données obtenues avec la ménadione suggerent que Yapl peut étre activé par des
molécules capables d’interagir avec ou de modifier les cystéines. Nous avons cherché a tester
cette hypothése en mesurant la capacité de Yapl, et des mutants Y apl«0ACIACGIA g

Y g ©o9ACe0ACE9A 3 g accumuler dans le noyau en réponse a différents composés.
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Figure 40. Yapl est activé par diverses molécules ayant un réactivité vis a vis des thiols. A.
Localisation cellulaire de la fusion GFP-cCRD-Y apl aprés exposition au H,O, ou au 4-hydroxy-nonénal
(4-HNE). Une souche Dyap1, transformée avec la construction GFP-cCRD-Y apl, est exposée a 0,4 mM de
H,O, ou 0,25 mM de 4-HNE pendant 15 minutes. Les marquages sont ensuite observés au microscope &
fluorescence comme décrit en Fig. 14B. B. Expression de TRX2 en réponse au 4-HNE. Les ARN totaux
ont été extraits a partir des souches sauvage (Y 252), Dgpx3 et Dyapl exposées a 0,25 mM de 4-HNE
pendant les temps indiqués. L’ expression de TRX2 est mesurée comme décrit en Fig. 24B. C. Mesure de
I"état redox de Yapl en réponse au diamide. Des cellules Dyapl exprimant myc-Y apl ont été exposées a 2
mM de diamide pendant les temps indiqués. Les extraits ont été réalisés comme décrit dans la figure 15A
et révélés aprés migration sur gel dénaturant non réducteur. D. Expression de TRX2 en réponse au diamide.
Les ARN totaux ont été extraits a partir des souches sauvage (Y 252) et Dgpx3, exposées a 2 mM de
diamide pendant les temps indiqués. L’ expression de TRX2 est mesurée comme décrit en Fig 24B.
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Nous avons en particulier recherché des composés naturels dont la structure chimique leur
confére une éventuelle réactivité avec les thiols. Aingi, le 4-hydroxynonéna (4-HNE), un
sous-produit de la peroxydation lipidique, possede une fonction carbonyle conjuguée a une
double liaison. A I'instar de la ménadione, cette configuration chimique lui confére une
réactivité de type accepteur de Michaél. L’ exposition des cellules au 4-HNE entraine une
accumulation nucléaire de Y apl et une induction de TRX2. Cette activation de Y apl par le 4-
HNE est indépendante de la présence de Gpx3 et, contrairement au H,O,, ne nécessite que la
présence des cystéines C-terminales (Fig. 40A et 40B). L’ activation de Y apl par le 4-HNE est
indépendante de toute production de H,O, et repose vraisemblablement les propriétés
électrophiles de cette molécule. D’autres éectrophiles, comme le diéthyl-maéate et
I"iodoacétamide ont également été testés et permettent I’ accumulation nucléaire de la fusion
cCRD-GFP (données non montrées). Y apl apparait donc comme le régulateur d une réponse

aux électrophiles.

B. Le cas du diamide

Le diamide a été largement utilisé dans la littérature comme un agent oxydant des thiols et en
particulier du glutathion [208]. L’exposition de cellules au diamide induit I’expression
transcriptionnelle de TRX2 de fagon Y apl-dépendante, ainsi que I’ accumulation nucléaire de
Yapl [121, 183]. Nous avons donc analyse I'état redox de Yapl en réponse au diamide.
L’exposition des cellules au diamide n'induit pas la formation du pont disulfure
intramoléculaire constatée en réponse aux peroxydes (Fig. 40C). Cette observation est
compatible avec I'ensemble des données présentes dans la littérature suggérant que les
mécanismes moléculaires de détection du diamide et du peroxyde d' hydrogéne par Y apl sont
distincts [182, 187]. En particulier, la partie C-terminae (c-CRD) de Y apl est suffisante ala
régulation de I’interaction entre Yapl et Crm1 par le diamide [183], alors qu’elle ne I’ est pas
pour le peroxyde d hydrogéene (Fig. 40A). L’ analyse de I’ activité transcriptionnelle de Y apl
nous a permis de montrer que I’activation de Yapl par le diamide est également Gpx3-
indépendante (Fig. 40D). Ces observations, associées a |I"hyper-sensibilité au diamide du
mutant Y gpl©%ACOXTCET 1183] quggerent que le diamide pourrait activer Yapl par un

mécanisme similaire a celui décrit pour les électrophiles.
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[11. Conclusion/Discussion
A. Activation de Y apl par la ménadione

1) Laménadione active Y apl, indépendamment de la production
d’ions superoxyde.

La capacité de la ménadione a activer Yapl en anagrobiose, ainsi que I'inductibilité des
mutants Y ap1“®*, Y apl1®** et Dgpx3 montrent que la stimulation de la voie Yapl peut se
faire indépendamment de la production d’ions superoxyde et de peroxyde d’ hydrogene. Ces
données impliquent que la ménadione en tant que composé chimique stimule, directement ou
non, |’ activation de Y apl. Nous avons pu voir que la ménadione modifie le c-CRD in vivo et
gque cette modification prévient I'oxydation ultérieure de Yapl par le H,0,. L'une des
hypothéses que nous favorisons est que ces cystéines sont bloquées par leur liaison covalente
avec la ménadione. Bien que ce compose puisse étre considéré comme un accepteur de
Michaél, nous n'avons pas pu détecter de thio-éther correspondant a la fixation d une
molécule de ménadione sur une cystéine de Yapl. Ce résultat peut étre expliqué par divers
problémes techniques. D’ une part, I’ adduction due la méandione peut étre instable lors de la
lyse et du traitement de I’ échantillon. 1l a en particulier été montré gu’ une liaison thio-éther
entre la ménadione et |e glutathion peut étre hydrolysée in vitro par passage en milieu akalin,
et que cette liaison est par ailleurs photosensible [209]. D’ autre part, le lysat peut contenir des
enzymes capables de réduire I’adduit. Nous avons essayé de bloquer I'activité de ces
éventuelles réductases en traitant les cellules et/ou le lysat au NEM, apres exposition a la
ménadione. Mais dans ce cas, les cystéines de Yapl sont alkylées par le NEM et non par la
ménadione (données de spectrométrie de masse). Cette observation peut étre expliquée par
une attague nucléophile du NEM sur les éventuelles cystéines modifiées, ou par I’instabilité
des adduits ménadione, lors de la lyse, laissant les thiols libres a I’ akylation par le NEM.
Notre capacité a observer ces modifications semble donc directement dépendante des
constantes d’ association et de dissociation propres a chaque type d adduit et de leur stabilité
au cours des différents traitements subis par |’ échantillon. L’étude de la modification des
cystéines par la ménadione est donc difficile et les expériences de spectrométrie de masse ne

permettent pas d’ étayer |” hypothese que nous avons formul ée.
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Cependant, une étude tres récente a montré que Papl, I homologue de Y apl chez S. pombe est
modifié in vitro par le diéthylmaléate. Cette modification implique I'addition de cette
molécule sur deux des cystéines C-terminales de Papl [210]. L’ensemble de ces données
suggéerent que Y apl et Papl sont effectivement impliqués dans une réponse aux électrophiles.
Il sera cependant essentiel de montrer formellement I’ existence d adduits au niveau des

cystéines C-terminales de ces deux régulateursin vivo.

2) Coexistence des mécanismes d’ activation Gpx3-dépendant et
Gpx3-indépendant

(a) en réponse a la ménadione

Nos données indiquent que la formation du pont disulfure 303-598 n’'est pas nécessaire a
I’activation de Yapl par la ménadione. L’ exposition aérobie des cellules a la ménadione
entraine cependant |’ oxydation de Y apl, trés probablement via la dismutation du superoxyde
en H,O,. Il est donc probable que dans ces conditions, cette oxydation joue un réle dans
I’ activation de Y apl. En effet, la forme oxydée représente environ 50% de la protéine totale,
suggérant que la moitié de Yapl est activé par la présence de H,O,. Ces données indiquent
gue les deux modes d’ activation co-existent mais que la cinétique d’ activation associée au

mécanisme Gpx3-indépendant doit étre |égerement plus lente.

(b) en réponse aux peroxydes dans la souche Agpx3

La description d’'un deuxiéme mode d activation de Yapl permet plus généralement de
commenter |’ existence d’ une réponse transcriptionnelle tardive de Y apl dans la souche bDgpx3
exposée au H,0, (Fig. 24C). En effet, I'exposition au H,O, de cellules incapables d induire
rapidement les antioxydants, pourrait entrainer la formation de sous-produits d’ oxydation
responsables de la stimulation de la voie d activation Gpx3-indépendante. Il nous faudra
caractériser le mécanisme responsable de cette activation tardive. D’autre part, nous
chercherons a savoir s la présence de lipides insaturés, dont la peroxydation entraine en

particulier 1a production de 4-HNE, stimule I’ activité de Y apl.
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B. Relation réactivité-toxicité

Nos données suggérent que tout composé électrophile présentant une réactivité vis-a-vis des
thiols va induire plus ou moins efficacement la voie Yapl. Cette hypothése pose un certain
nombre de questions. Premiérement, tout composé activant Yapl par ce biais est-il
nécessairement toxique ? L’activation de Yapl par ces molécules est-elle spécifique ?
L’ activation anaérobie de Y apl par la ménadione indique que lavoie Y apl peut étre activée a
des doses ne présentant pas de toxicité réelle pour la cellule [204]. A des doses plus élevées,
une certaine toxicité peut cependant étre associée au caractére éectrophile des quinones telles
gque la ménadione [207]. En effet, la modification par les composés éectrophiles, des
cystéines ou d'autres résidus possedant des propriétés nucléophiles comparables, peut
entrainer I’inhibition de certaines activités. Aing, la toxicité du 4-HNE est également liée a
son caractere électrophile. Ce composé réagit avec les cystéines mais aussi avec les résidus
lysine et histidine des protéines, permettant entre-autres I’'inhibition d’ enzymes telles que la
Glyceraldéhyde-3-Phosphate deshydrogénase [211]. L’ activation de la voie Yapl permet de
contrer la toxicité des éectrophiles par I'induction de pompes a efflux. Ces protéines
transportent, dans la vacuole ou dans le milieu extérieur, le toxique, sous forme conjuguée au
glutathion [46]. Le caractére éectrophile de ces composés est donc responsable de leur
toxicité mais aussi de leur détection et de leur éimination. Une souche Dyapl possede une
tolérance diminuée vis-a-vis de nhombreux composés éectrophiles (données non montrées),
suggérant que cette réponse est physiologique. Cependant, la détection des électrophiles par
Y apl apparait moins spécifique que la détection des peroxydes. En effet, I activation de Y apl
par la ménadione, mais aussi par le diamide et le cadmium est accrue dans la souche Dgshl-
pro2-1 (données non montrées), suggérant que les cystéines du glutathion sont en compétition

avec les cystéines de Y apl pour laformation d adduits.
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Figure 41. Modéle d'activation de Yapl par le peroxyde d’ hydrogéne. A. En absence de H,0,, Yapl
est associé & Gpx3, et décrit un cycle entre le noyau et le cytosol gréce a I'importine Psel et |’ exportine
Crml. Yapl et Gpx3 sont associés en pré-complexe. B. La détection du H,O, par Gpx3 entraine la
formation d’un pont disulfure intermoléculaire entre Yapl et Gpx3. La résolution rapide de ce pont en un
pont intramoléculaire dans Y apl entraine la réduction concomitante de Gpx3. Une fois oxydé, Yapl n'est
plus capable d'interagir avec I’ exportine Crm1 et s'accumule dans le noyau, ou il induit I’ expression de ses
genescibles.
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DISCUSSION GENERALE

l. Yapl/Gpx3 est le systeme détecteur des peroxydes chez S
cerevisiae.

A. Récapitulation des deux modes d’ activation de Y apl
1) Lemodele d activation de Y apl par |es peroxydes

(a) Description du modele

- Existence d’ une homéostasie du peroxyde d’ hydrogeéne

Nos données montrent que comme E. coli, S cerevisiae posséde un systeme détectant
spécifiguement les peroxydes (Fig. 41). Ce systeme comprend un détecteur, Gpx3, et un
régulateur Y apl. En absence de Gpx3, Y apl n’est pas activé par |es peroxydes. Gpx3 possede
une activité thiol-oxydase capable de relayer I’oxydation de Yapl par le H,0O,. Une fois
oxydé, Yapl saccumule dans le noyau, ou il active I’expression de ses genes cibles.
L’ activité de Yapl est soumise a un rétrocontréle négatif, impliquant vraisemblablement une
réduction par les thiorédoxines. L’identification du systéme Y apl/Gpx3 suggere que chez S
cerevisiae, comme chez E. coli, la concentration intracellulaire en peroxydes est soumise aun

controle homéostatique.

- Gpx3, un récepteur des peroxydes

Le systeme Yapl/Gpx3 posséde deux niveau de spécificité : une spécificité au niveau du
mécanisme de détection (Gpx3 et non Yapl est oxydé par le H,O,) et une spécificité au
niveau de la transduction du signal redox (seul Yapl, et peut étre une autre protéine sont
oxydés par Gpx3 ). Il peut ains étre comparé aux systemes ligand-récepteur-transducteur
classiques. Ces données nous ont donc amené a proposer une nouveau nom pour Gpx3 : Orpl
pour « Oxidant Receptor Peroxidase 1 ». En outre, Gpx3/Orpl peut réduire des peroxydes
complexes tels que hydroperoxydes de lipides [68], permettant outre une spécificité et une

efficacité de laréponse cellulaire au H,O,, une certaine diversification des inducteurs.
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Figure 42. Deux modes d’activation de Yapl, I'un Gpx3-dépendant, |I’autre Gpx3-indépendant. Le
H,O, induit la formation d’ un pont disulfure dans Y apl alors que les électrophiles modifient, probablement
par liaison covalente, les cystéines du c-CRD. Ces deux modifications entrainent une inhibition de
I'interaction entre Y apl et Crm1 et permettent son accumulation nucléaire. Le pont disulfure intramol éculaire
induit par I’exposition des cellules est probablement réduit, directement ou non, par les thiorédoxines. La
voie permettant |a desactivation de Y apl aprés son activation par les éectrophiles n’ est pas connue.

140



(b) Questions posees par le modele

L'étude du mécanisme de détection des peroxydes par Gpx3/Orpl doit étre affinée.
Premiérement, des études biochimiques et structurales devront étre menées afin de mieux
comprendre comment Gpx3/Orpl s oxyde en réponse au H,O,. Deuxiemement, le mécanisme
de détection devra étre replacé dans son contexte cellulaire. Nous ignorons en particulier si
I’ oxydation de Y apl par Gpx3/Orpl alieu dans un compartiment cellulaire préférentiel.

Le mécanisme de transduction du signal redox de Gpx3/Orpl a Yapl devra également étre
affiné. Dans le modele actuel, 1a forme oxydée de Gpx3/Orpl, responsable de I’ oxydation de
Yapl est I'acide sulfénique (Cys36-SOH) et I’oxydation de Yapl en un pont disulfure
intramol éculaire entraine la réduction de Gpx3/Orpl. Nous ne savons pas s la réduction de
Gpx3/Oprl et I'oxydation de Yapl entraine une dissociation du complexe. Par ailleurs,
I’exposition des cellules au H,O, entraine aussi la formation d'un pont disulfure
intramol éculaire Cys36-S-S-Cys82 dans Gpx3/Orpl. Ce pont pourrait oxyder Yapl par un
mécanisme d’échange de pont disulfure. Bien que les données génétiques indiquent que la
formation de ce pont n'est pas nécessaire a |I’oxydation de Yapl par Gpx3/Orpl, il est
important de savoir S'il existe un deuxieme mode d’ oxydation de Yapl par Gpx3. Les essais
préliminaires de reconstitution du systéme avec Yapl et Orpl purifiés permettent une
oxydation de Yapl dépendante de Gpx3/Orpl. Cependant, la relative inefficacité de cette

oxydation indique qu’ un autre composant du systéme est probablement manquant.

2) Comparaison du mode d’ activation de Y apl par le H,O, et par
les électrophiles

Yapl est activé par un nombre important de composés de natures chimiques variées. Ces
différents inducteurs agissent tous au niveau de I'interaction entre Yapl et Crml, par deux
mécanismes clairement distincts: la formation d’un pont disulfure intramoléculaire entre les
cystéines 303 et 598 par les peroxydes et la modification des cystéines C-terminales,
probablement par addition de molécules a caractére éectrophile (Fig. 42). Chacune de ces
modifications résulte en une atération du NES de Yapl et dans les deux cas, les cystéines

congtituent la cible de la régulation. Comment les mémes résidus sont-ils capables de détecter
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des molécules aussi diverses que les peroxydes, le cadmium ou les éectrophiles ? La
réactivité des cystéines de Y apl vis-a-vis de molécules électrophiles suppose que ces résidus
présentent un caractéere nucléophile (associé a leur présence sous forme thiolate). L’ oxydation
d’une cystéine en acide sulfénique par le H,0O, étant également une réaction de substitution
nucléophile, Yapl devrait pouvoir étre directement oxydé par le H,O,. Ce n'est pas le cas.
Pourquoi ? La présence d une cystéine sous forme thiolate est nécessaire mais peut ne pas étre
suffisante & son oxydation par les peroxydes. L’environnement de la cystéine réactive doit
aussi permettre la stabilisation de I’ alcoolate (RO ), produit consécutivement a la réduction
du peroxyde (Ellis et Poole, 1997). Il est possible que Yapl ne possede pas un tel
environnement favorable a proximité de ses cystéines réactives. |l est également possible que
la formation d'un pont disulfure entre Yapl et Gpx3/Orpl permette le rapprochement
structural des cystéines 303 et 598, sans lequel le pont disulfure intramoléculaire de Y apl ne
peut se faire. L’ensemble de ces hypothéses devra étre testé par des études biochimiques et
structurales et I’ éude de la réactivité des cystéines de Y apl vis-a-vis des éectrophiles devra

étre poursuivie.

B. Comparaison des systémes fongique et bactérien de détection du
stress oxydant

1) Yapl et OxyR sont des homologues fonctionnels

Yapl et OxyR permettent tous deux le contrdle de la concentration intracellulaire en

peroxydes chez S. cerevisiae et E. coli.

(a) L' activité d OxyR et de Yapl est contrdlée par leur état redox

L’activation d’OxyR comme de Yapl dépend de la formation d’'un pont disulfure
intramoléculaire. Il existe cependant une différence majeure entre ces deux systemes. Alors
gu’ OxyR sert alafois de détecteur et de régulateur [151], ces deux fonctions sont découplées
chez S cerevisiae. Ainsi, OxyR associe la fonction peroxydatique de Gpx3/Orpl et la
fonction effectrice de Y apl.

OxyR et Yapl sont rapidement réduits/désactivés aprés exposition des cellules au peroxyde

d’ hydrogene. Bien que les données obtenues ne permettent pas de conclure formellement, la
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réduction de Yapl apparait dépendante de la voie des thiorédoxines, et celle d OxyR, de la
voie du glutathion via la glutarédoxine 1. Les thiorédoxines et la glutarédoxine 1 étant
respectivement des génes cibles de Yapl et dOxyR, I'activité des deux régulateurs est
rétrocontrélée. Alors que les thiorédoxines sont essentielles au contréle de la concentration
intracellulaire en peroxydes chez S. cerevisae, chez E. coli, la glutarédoxine 1 n'est pas
impliquée dans la réduction du H,O, [212]. Ainsi, contrairement a S. cerevisiae, il ne semble
pas y avoir de couplage entre la réduction du H,O, et la réduction d OxyR chez E. coli. Le
défaut de désactivation d’ OxyR observé dans les mutants de la voie du glutathion peut donc a

priori étre considéré comme une mesure directe du défaut de réduction de ce facteur.

(b) L’ état redox de Yapl et d’ OxyR contréle leur activité a des niveaux
différents

L’ oxydation de Yapl régule sa localisation subcellulaire alors que I’oxydation d’ OxyR
contréle sa liaison aux promoteurs des genes cibles [97, 148]. Le systéme levure revét donc

une dimension plus complexe liée ala présence d’ une compartimentalisation cellulaire.

2) Laréponse au stress « disulfure »

L’ activité basale d OxyR est augmentée dans des mutants simultanément inactivés pour la
voie des thiorédoxines et du glutathion. Or, chez E. coli, ces deux voies de réduction ne sont
pas essentielles au maintien de I’homéostasie des peroxydes. Ainsi, OxyR peut étre activé
indépendamment d’ une augmentation de la concentration en H,O, [151]. Quel est mécanisme
d’activation impliqué ? Les auteurs ont observé, dans ces mutants, une accumulation de thiols
oxydés sous forme de ponts disulfures. Ce phénomeéne, appelé stress « disulfure » peut étre
suivi par la mesure du rapport GSSG/GSH et I’ activation dans le cytosol d’ une enzyme
périplasmique, la phosphatase alcaling® Les auteurs proposent que dans ces mutants, le
potentiel redox intracellulaire atteint une valeur supérieure a celle du potentiel du couple
OxyR./ OxyR.,, entrainant ains I’oxydation d'OxyR. lls proposent également que le

diamide, un agent oxydant des thiols, pourrait de méme activer indirectement OxyR, en

® L’ activité de cette enzyme, normalement périplasmique, dépend de laformation de deux
ponts disulfures. Dans le cytoplasme, ces ponts sont réduits et |’ activité de I’ enzyme est
négligeable.
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oxydant le glutathion en GSSG. Nos données n’ ont pas permis de mettre en évidence unetelle
réponse pour Yapl, bien qu'il soit activé par le diamide. En effet, I’élévation du rapport
GSSG/GSH, dans un mutant de la glutathion réductase (Dgshl) ou 60% du glutathion est sous
forme oxydée, n’entraine pas I'activation de Yapl. Bien que le mécanisme moléculaire
d’activation de Yapl par le diamide ne soit pas encore clairement établi, la modification
impliquée est clairement différente de I’oxydation du facteur observée en réponse aux

peroxydes.

3) Lanature de lamodification des cystéines module-t-elle la
réponse cellulaire ?

L’ équipe de Stamler a proposé qu'’il existe différentes formes actives d OxyR et que la nature
de la modification activant OxyR entraine des transitions allostériques différentes permettant
de moduler la réponse physiologique [154]. Cette hypothese est séduisante car elle
permettrait, & partir de la réactivité d’ une seule protéine, d obtenir une réponse cellulare
complexe et adaptée a I'inducteur. Ce modele s oppose au mécanisme d’ activation « tout ou
rien » associé par I’ équipe de Storz a la formation du pont disulfure intramoléculaire [150].
Ainsi, I’éguipe de Stamler a montré que la cystéine 199 d’ OxyR peut ére modifiée par
formation d'un acide sulfénigue (Cys199-SOH), par formation d’ un pont disulfure avec le
glutathion (Cys199-SSG) ou par nitrosylation (Cysl199-SNO). Ces trois formes sont
transcriptionnellement actives in vitro mais leur conformation et leur mode de recrutement
aux promoteurs sont différents [154]. Chez S cerevisiag, il existe également différentes
formes du régulateur, associées aux deux modes d’ activation de Yapl. Cependant, la nature
de I'étape controlée par ces modifications (I’accumulation nucléaire) semble plutot
S apparenter a un mécanisme d’ activation de type « tout ou rien », rendant peu probable une

modulation de laréponse, similaire a celle décrite par Stamler.

C. Il existe d autres niveaux de contrle de |’ activité de Y apl

Nos données et les données de la littérature [187] ont montré que des mutants
constitutivement nucléaires ne sont pas hyper-résistants au H,O, comme on aurait pu

I’ attendre, mais au contraire, hyper-sensibles. Ainsi, le mutant Y ap1-%1%-%%5 dont le NES est
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muté, est hypersensible au H,O, et son activité transcriptionnelle n’ est pas inductible (données
non montrées). L’accumulation nucléaire de Yapl est donc une étape nécessaire mais pas
suffisante a son activation par le H,0O,. En revanche, le mutant Yapl1-*°-%% est hyper-
résistant et reste transcriptionnellement actif en réponse au diamide ou au cadmium.
L’ activation de Yapl par le H,O, semble donc impliquer un niveau supplémentaire de
régulation, absent dans le mutant yap1-°°%-%%° QOr, I'H,0, induit spécifiquement I’ oxydation
de Yapl et nous avons observé que le mutant Y ap1-°95-°35 ' est plus oxydable par le H,O..
(données non montrées). Ce défaut d’ oxydation apparait comme un défaut intrinseque de ce
mutant et n’est pas lié a sa localisation constitutivement nucléaire (données non montrées).
Ces données suggerent donc que le réle du pont disulfure Cys303-Cys598 en réponse aux
peroxydes pourrait aller au-dela de la seule régulation de I’ interaction Y ap1-Crm1.

La phosphorylation de Yapl pourrait également constituer un autre niveau du contréle de
I’activité de ce facteur. En effet, Yapl est phosphorylé en réponse au H,O, et cette
phosphorylation dépend de la capacité de Yapl a s accumuler dans le noyau (voir annexe
Delaunay et col., 2000). Il est intéressant de noter que les mutants constitutivement
nucléaires, inactif en réponse au H,O,, sont incomplétement phosphorylés (voir annexe,

Delaunay et col., 2000).

I1. Un systéme de détection conserveé chez les eucaryotes ?
A. Chez les autres levures

Des homologues structuraux de Yapl ont été identifiés chez Schizosaccharomyces pombe
(Papl), chez Candida albicans (Capl) et chez Kluyveromyces lactis (Klyapl). La
comparaison des ségquences de ces protéines avec celle de Y apl indique la conservation, dans
Papl, Capl et Klyapl, du domaine de liaison & I’ADN de type b-ZIP, mais aussi des deux
domaines c-CRD et n-CRD. Papl, Capl et Klyapl sont essentiels a la tolérance aux
peroxydes chez ces trois levures [213-215]. A I'instar de Yapl, Papl [213] et Capl [216]
s accumulent dans le noyau en réponse au H,O, et I’accumulation nucléaire de Papl est
dépendante de son interaction avec I’ exportine Crm1 [213, 217]. Il a été récemment montré
gue les résidus cystéine de Papl, homologues aux résidus 303 et 598 de Y apl sont également

essentiels al’ activation de Papl par le H,O, [210]. Le mécanisme de détection des peroxydes
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gue nous avons décrit chez S cerevisiae est donc vraisemblablement conservé chez ces
levures. En particulier, S. pombe possede un homologue structural de Gpx3/Orpl [218], dont

le réle dans la réponse peroxyde chez cet organisme devra étre testé.

B. Chez les eucaryotes supérieurs

1) Bachl et Bach2

Il est intéressant de noter que chez I’homme, deux régulateurs, Bachl et Bach2 appartiennent
a la famille des facteurs de transcription de type b-ZIP et que leur régulation en réponse au
H,O, est similaire & celle décrite pour Y apl. En effet, Bachl et Bach2 s accumulent tous deux
dans le noyau en réponse au H,O,, par un mécanisme dépendant de Crm1 [219]. Le réle de
Bachl et de Bach2 en réponse au H,O, n’est pas connu. Une étude récente suggere qu’en
réponse a un stress oxydant, Bach2 et non Bachl aurait un réle pro-apoptotique dans les
lignées lymphoides [220]. Ces deux régulateurs sont actuellement étudiés au laboratoire.

La description d une régulation homéostatique de la concentration en peroxydes est encore
prématurée chez les mammiféres. En particulier, s I'activité de nombreux facteurs de
transcription semble pouvoir ére modulée par le H,O,, il n'a pas éé montré que ces
régulateurs contrélent une réponse anti-oxydante comparable a celle décrite chez la bactérie

ou lalevure.

2) Nrf2 et laréponse aux éectrophiles

Une réponse au stress chimique, lié al’ exposition des cellules a des composés électrophiles, a
été mise en évidence gréace a des études in vivo et in vitro, effectuées sur un modele murin
[221, 222]. Le facteur de transcription Nrf2 controle, en réponse aux éectrophiles,
I’ expression des genes de phase |1, permettant entre autres la détoxification de ces molécules.
L’ activité de Nrf2 est modulée par sa localisation subcellulaire. En absence d’inducteur, Nrf2
est maintenu dans le cytosol gréce a son interaction avec Keapl, une protéine riche en
cystéine [223]. La modification de certaines cystéines de Keapl par les électrophiles entraine
une inhibition de I'interaction entre Keapl et Nrf2 et permet |’ accumulation de Nrf2 dans le
noyau [224]. A I'instar de Yapl, la modification des résidus cystéine par les éectrophiles

apparait responsable de |’ activation du régulateur.
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[11. L’ activité d’ une protéine peut étre régulée par son oxydation

De nombreuses études montrent que I’ état redox d’une proténe peut réguler son activité. Ce
mode de contrdle nécessite la présence au sein de la protéine d’ un centre rédox, capable d’ étre
oxydé puis réduit. 1l existe différents types de centres redox, dont les mieux documentés sont

les protéines athiols réactifs (cystéine) et les protéines a centre Fer-Soufre.

A. Les différents types de modifications redox

Comme nous I'avons vu, les résidus cystéine d’ une protéine peuvent étre la cible d’ une
oxydation et ainsi controler son activité. |l existe différents types d’ oxydation d’un résidu
cystéine dont le mieux décrit est le pont disulfure. 1l peut étre intramoléculaire, impliquant
deux cystéines de la méme protéine, comme dans le cas d'OxyR ou de Yapl, ou
intermoléculaire ; dans ce cas, le pont est formé entre deux cystéines n’ appartenant pas a la
méme chaine polypeptidique. La glutathionylation d’ une protéine, impliquant laliaison d’ une
cystéine avec le glutathion (CysS-SG) est un cas particulier de pont disulfure
intermol éculaire (revue en [225]). Dans certains cas, |’ oxydation d’ une cystéine peut conduire
a la formation d'un acide sulfénique stable (Cys-SOH) [191]. L’ensemble de ces
modifications est réversible, par le jeu de réductases spécifiques (thiorédoxines,
glutarédoxines). L’ oxydation des résidus cystéines est donc propice a la mise en place d'un
contréle redox. Bien gu’ aucun exemple bien documenté ne soit décrit, les résidus méthionine
représentent également une cible potentielle de régulation redox. La méthionine peut étre
oxydée en méthionine sulfoxyde, dont la réduction est catalysée par une enzyme specifique,
las méthionine sulfoxyde réductase.

Les centres Fer-Soufre peuvent en théorie présenter différents états d oxydo-réduction,
dépendant de I’ état redox du Fer. Aingi, I’ oxydation d’ un centre Fer-Soufre peut comme dans
le cas de SoxR conduire a I'activation de la protéine [226]. L’ oxydation du Fer peut
également conduire a la déstabilisation et a la perte du centre métallique. Ainsi, I’ oxydation
puis la perte de son centre Fer-Soufre, conduit a I'inactivation de FNR, un régulateur de la
réponse a |’anaérobiose chez E. coli, [227]. Il est donc difficile dans ce cas de distinguer

régulation redox et assemblage/désassemblage du centre métallique.
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B. Régulation redox et contréle de |’ homeéostasie

Comment la cellule peut-elle concilier homéostasie redox et régulation redox ? Le milieu
intracellulaire étant un milieu globalement réducteur, une régulation redox implique
généralement, en premier lieu, une oxydation. Or, cette oxydation devrait étre prévenue par
les systémes responsables du maintien de I’ homéostasie redox. Cette observation pose deux
questions essentielles : comment I’oxydation transitoire de certaines protéines est-elle
possible ? et comment une telle oxydation peut-elle étre engendrer une régulation spécifique ?
L’ étude des protéines régulées par formation d’un pont disulfure a permis de montrer que
I’ oxydation des cystéines est un processus sélectif catalytique. Ainsi, I’ oxydation d’ OxyR par
de trés faibles doses de H,O, intervient en présence de concentrations millimolaires de GSH
[150]. De méme, I’ étude des mécanismes de formation des ponts disulfures structuraux dans
les voies de sécrétions a montré que ce processus était catalysé, chez E. coli, comme chez S.
cerevisiae, par des thiol-oxydases spécifiques [228]. Ainsi, notre étude et la découverte du
systeme Y apl/Orpl conforte I'idée que le peroxyde d’ hydrogéne et des enzymes a activité
thiol-oxydase peuvent catalyser la formation spécifique de ponts disulfures indépendamment
de I'éat redox intracellulaire et ainsi permettre la mise en place d une régulation redox.
L’ efficacité et la spécificité de la régulation dépend également du temps pendant laquelle
I’ oxydation est maintenue. Selon les principes de |I’homéostasie redox, la demi-vie d une
protéine oxydée dans un environnement globalement réducteur devrait étre trés courte. Or, la
réduction des ponts disulfures apparait également comme un processus sélectif, catalysé par
des réductases spécifiques [229] dont I’ activité peut étre contrélée. Ainsi, I'intervention de
mécanismes catalytiques d oxydation et de réduction rend possible I'existence d une
régulation redox, indépendante du maintien de |’homéostasie redox. Comment cette
régulation peut-elle étre spécifique ? Le mécanisme le plus simple permettant une spécificité
d’ oxydation est la compartimentalisation des réactions. Or, |'implication d’ une catalyse dans
les processus d’ oxydo-réduction permet d’ aborder la question de |a spécificité de larégulation
redox sous un angle différent. Dans ce cas, les réactions d' oxydo-réduction sont des réactions
controlées de fagon cinétique. Les vitesses relatives d’ oxydation et de réduction de proténes

réactives détermine donc la stabilité de la modification redox et peuvent ainsi jouer sur la
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nature de la réponse induite. Comment les paramétres cinétiques peuvent-ils ére modulés,
afin d'autoriser des régulations redox spécifiques différentes ? Les cinétiques de réactions
peuvent tout d'abord étre modulées par la concentration des oxydases et des réductases.
D’autre part, I’oxydation et la réduction d’un substrat dépendent de sa capacité a interagir
avec ces enzymes. Ainsi, la specificité des mécanismes de régulation redox reposerait sur
I’ existence d’ oxydases et de réductases spécifiques permettant I’ oxydation et la réduction de

protéines cibles via des interactions régul ées.

C. Conclusion

Gpx3/Orpl est le deuxieme exemple, aprés OxyR, d’'un mécanisme de détection des
peroxydes, reposant sur |'activité peroxydatiqgue dun thiol réactif. La spécificité de la
détection est associée a la trés haute réactivité de ce thiol vis-avis des peroxydes. Cette
réactivité pourrait étre partagée par une famille de peroxydases (peut-étre les PH-GPX), dont
la fonction serait de candliser le signal redox et de le transférer par oxydation sur des
protéines specifiques. En particulier, la trés haute réactivité des sélénothiols, présents chez les
PH-GPx des eucaryotes supérieurs, suggere que toute oxydation d'un thiol en réponse aux
peroxydes pourrait étre relayée par ces enzymes, qui joueraient alors le réle de récepteurs des
peroxydes.

Ces données mettent également en avant le réle maeur joué par le H,O, dans |’ oxydation
sélective des thiols. L’ existence de thiol-oxydases capables de transduire un signal gréace au
pouvoir oxydant du H,O, suggere que cette molécule pourrait étre plus généralement
responsable de la formation de ponts disulfures régulateurs. Cependant, I’ éude récente du
détecteur de |'aérobiose, CrtJ, chez la bactérie photosynthétique Rhodobacter capsulatus,
montre que la formation d’ un pont disulfure dans ce régulateur est spécifiquement induite par
I’ oxygene moléculaire (et non par le H,0,) [230]. Cette éude suggere donc que I’ oxydation
d’ une protéine peut non seulement étre sélective, mais aussi dépendre de la nature du signal

redox, dévoilant encore un autre niveau de complexité.
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Matériels et méthodes

[. Milieux et conditions de cultures

Les cellules de levure sont cultivées a 30°C en YPD (1% d’ extrait de levure, 2% de Peptone,
et 2% de glucose) ou en milieu minimum (SD) (0.67 % de « yeast nitrogen base », 2% de
glucose). Le glucose peut étre remplacé par 2% de raffinose (S raffinose) ou 2% de galactose
(S galactose). Les acides aminés sont gjoutés en fonction des besoins. L’gout de casamino
acides (0,1%) conduit a1’ obtention d’ un milieu sans tryptophane, sans uracile, sans adénine et
sans tyrosine. Les autres acides aminés sont gjoutés séparément selon les conditions décrites
par Sherman [231]. Les cultures anaérobiques sont réalisées dans les mémes milieux
supplémentés en ergosterol (30 mg/L) et en Tween 80 (0.2%), et dégazés a I'argon. Les
cellules sont ensuite cultivées dans une boite a gants sous flux d’ argon (Jacomex, France). Les
conditons d’ anaérobioses sont contrdlées par |e changement de couleur d’ un indicateur coloré
(Anaerocult, Merck). Les cultures d'E. Coli sont réalisées a 37°C dans un milieu LB (1%
tryptone, 0.5% d’ extrait de levure, 1% NaCl) supplémenté en ampicilline (100 ug/mL) ou en
milieu TB (bacto-tryptone (12 g/L), extraits de levure (24 g/L), glycerol (0.4%), KH,PO,
(1.15 g/L), K,HPO, (6.25 g/L)), supplémenté en kanamycine (40 mg/L) pour les plasmides

d’ expression de protéines recombinantes.

[1. Souches

Toutes les souches ont été construites a partir de la souche YPH98 [232] (MATa, ura3-52,
lys2-801amber, ade2-101ochre, trpl-D 1, , leu2-D 1). L’ ensemble des invalidations de gene a
été réalisé par intégration en une étape de la cassette d’'invalidation par recombinaison
homologue au locus [233]. Différents marqueurs ont été utilisés pour invalider les génes:. les
génes TRP1 et LEU2 de S cerevisiae, le gene URA3 de K. lactis, et |a cassette d'invalidation
KAN, portée par le plasmide pKan-Mx4 (Eurofan, [234]), permettant la résistance au G418
(Sigma).

153



¢ < 4
2 ﬂ S2
st PCR1 s2
AAAAAAAAAAAA » PCR2 4+—
4 AAAAAAAAAAAA
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— Séquence contenant la S1;S2: sitesde
mutation ou I’ étiquette clonage
aintroduire

Figure 43. Introduction d’une mutation ou d’'une éiquette par PCR en deux étapes.
Deux fragments de PCR (PCR1 et PCR2) sont produits par une premiére amplification (1+2 ;
3+4). Les PCR1 et PCR2 s hybrident par I'intermédiaire de la partie complémentaire (en
vert). Puis le fragment est allongé et amplifié gréce aux oligonulcéotides 1 et 4, contenant les
sites de clonage..

Fragment de
PCR ainsérer
[ | ||
Recombinaison
homologue | |
- Séquences
Plasmide linéarisé I | homologues

Figure 44. Introduction du fragment de PCR mutagénisé par recombinaison
homologue. Le fragment de PCR est co-transformé dans la levure avec le plasmide
linéarisé. Il recombine ensuite avec le plasmide linéarisé gréce aux homologies de
séquences, permettant la recircul arisation du plasmide et sa réplication dans lalevure.
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[11. Plasmides

Construction de myc-Y apl et des mutants cystéines de YAP1

La construction myc-Y apl contient 9 épitopes Myc insérés en N-terminal de Y apl, clonés au
site Accl, un site naturel de YAPL, situé trois codons apres I’ ATG. Elle est clonée au site
EcoRI du plasmide centromérique pRS316 [123]. Myc-Y apl a ensuite été sous-cloné entre les
sites Sacl et Hindlll de pRS315. La protéine de fusion complémente |’ hypersensibilité aux
oxydants d une souche Byapl. Un fragment de 1.17 kb codant les substitutions C303A,
C310A et C315A a éé amplifié a partir de pLDB538 (un don de L. Davis, université de
Brandeis) [185]. Ce fragment a ensuite éé inséré par recombinaison homologue chez la
levure dans pRS316 myc-Yapl ; la construction est extraite puis amplifié chez E. coli,
conduisant a I’ obtention du mutant Y gpl«0ACIAGIA 1y g HO19SLES Y gn] S04 Y gp1 A,
Y apl=A Y apl1©%A ) Y ap1©°2% et Y ap1“%* ont été préparés par une méthode de PCR en deux
étapes (Fig. 43), et les fragments mutés ont également été introduits dans myc-Yapl par
recombinaison homologue dans lalevure (Fig. 44). Pour cela, le plasmide pRS316 myc-Y apl
a été digéré par BseRl et Pacl pour I'introduction des mutants N-terminaux et par Pacl et
BstEll pour I'introduction des mutants C-terminaux. 2 ng de plasmide linéarisé et 500 ng de
produit de PCR ont été co-transformés dans une souche Dyapl, et les transformants ont été
selectionnés sur milieu “URA. Les plasmides sont ensuite été extraits et amplifiés dans E.
coli, pour étre sequencés. Un fragment de 327 pb codant les substitutions C598T, C620A et
C629T a été extrait de PIdb518 [185] par digestion Ndel-Pacl et sous-cloné dans pRS315
myc-Yapl conduisant a |’ obtention du mutant Y gp1“>%TC020A9T  GEP-Y gpl est une fusion
N-terminale de Yapl avec la GFP exprimée a partir du vecteur pRScp-GFP HA-YAP1
(TRP1, CEN6-ARSH4) (un don de S. Kuge, Université de Tokyo) [183]. Les fusions GFP-
Yapl contenant les mutations individuelles Cys-Ala ont été réalisées par sous-clonage des

fragments correspondants entre les sites BamHI et BstEll de pRScp-GFP HA-Y AP1.
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Construction de HA-Gpx3, His-Gpx3 et des mutants cystéines de GPX3

Un fragment d’ ADN contenant la phase codante de GPX3 flanquée de 400 pb en amont et de
210 pb en aval a é&é amplifié par PCR et cloné au site BamHI de pRS316. Les mutants de
GPX3 contenant les substitutions des cystéines en sérines ont été préparés par une méthode
d’amplification par PCR en deux étapes et clonés de méme dans pRS316, conduisant &
I’ obtention de Gpx3<*%5, Gpx3“*S, Gpx3<%%°, et Gpx3“**5<%2° | |La fusion N-terminale entre
I étiquette 3HA et Gpx3 (HA-Gpx3) a également été réalisée grace a deux étapes de PCR au

moyen d’ oligonucl éotides contenant la séquence de |’ épitope HA.

Oligonucléotide (brin supérieur)
TGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTGCTCAGTGC.TCAGA
ATTCTATAAGCTAGC

Oligonucléotide (brin inférieur)
CTGCATAGTCCGGGACGTCATACGGATAGCCCGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTAAAAGAT.C
ATGATAAACTTGAATACTTTAC)

Lafonctionnalité de la protéine de fusion a été testée en mesurant la tolérance au H,O, d’ une
souche Dgpx3, transformée avec HA-Gpx3.

Les mutants de substitution des cystéines en sérines ont été transférés dans HA-Gpx3 en
remplagant le fragment EcoRI-EcoRI de pRS316-HA-Gpx3 par la séquence mutante
correspondante, présente dans les mutants dérivés de pRS316-Gpx3. Pet28a-His-Gpx3 a été
construit par sous-clonage de la phase codante de GPX3 entre les sites BamHI et Xhol du
plasmide d’ expression Pet28a (Novagen), placant I’ étiquette 6His a I’ extrémité N-terminale

de Gpx3.

Construction des plasmides GFP-CRDY apl et Gal4-cCRD-Y apl-TAPTag

La GFP a été introduite en N-termina du c-CRD de Yapl par PCR en deux étapes. La
ségquence codant la GFP entiere a été amplifiée a partir de pY GFP3 [235]. Le ¢-CRD (acides
aminés 570 a 650) a été amplifié, a partir de la séquence YAP1 sauvage. Les séquences GFP
et c-CRD ont ensuite été couplées par une troisiéme PCR. Le produit de cette PCR est purifié,
digéré par EcoRI et BamHI et cloné dans le plasmide pGBTY9, en fusion avec le domaine de

liaison al’ ADN de Gal4, contenant le signal d’ export nucléaire.
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La fusion c-CRDY apl-TAPtag est construite de maniére analogue a celle décrite ci-dessus.
Le TAPtag est amplifié a partir du plasmide pBS1479 [236]. Le produit fina de PCR est
purifié, puis digéré avec Pstl et cloné dans pGBT9, en fusion avec le domaine de liaison a

I”’ADN de Gal4.

V. Tests de sensibilité en milieu solide

Le milieu utilisé est un milieu solide, réalisé a partir de milieu minimum (SD) dans lequel
5g/L d'agar ont été rajoutés avant |’ autoclavage. Ce milieu est ensuite refondu et supplémenté
en acides aminés selon les besoins. Lorsque le milieu est a une température d’ environ 60°C,
les boites sont préparées selon le protocole suivant : une quantité appropriée d’ oxydant est
agjoutée a une petite quantité de milieu liguéfié (cela afin de faciliter le mélange et
I”homogénéité du milieu) puis une quantité plus importante est rajoutée (gsp 20 mL). Apres
une nouvelle phase de mélange, le milieu contenant |’ oxydant est versé dans une boite de
Petri. L’ oxydant est gjouté dans un volume compris entre 10 niL et 250 niL de solvant. Les
cellules en phase stationnaire sont diluées & une concentration d’environ 100 cellules par ni.
Pour ce faire, nous avons considéré qu’'une DOy, ,, de 0,1 représente approximativement
3,5.10° cellules/mL. Les cellules (20 ni) sont ensuite déposées sur les boites contenant des
concentrations croissantes d’ oxydant. La tolérance des différentes souches a un oxydant

donné est déterminée apres 2 jours d’incubation a 30 °C.
V. Transformations

Electroporation des levures [237]

Les cellules sont cultivées sur la nuit en milieu YPD ou milieu sélectif. Environ 25 mL d’'une
culture & saturation ou 50 mL d’une culture de DOy, de 1.3-1.5 sont centrifugés et le culot
de cellules est resuspendu dans 10 mL de milieu neuf auquel sont gjoutés 250 L d'une
solution de DTT a 1M et 200 ni d'une solution tampon HEPES 1M. Les cellules sont ensuite
incubées pendant 15 min a 30°C, puis lavées et centrifugées a froid, trois fois, avec 30 mL
d’'eau a 4°C. Entre les lavages, les cellules sont maintenues dans la glace. Les cellules sont

ensuite lavées avec une solution 1 M de sorbitol, et resuspendues dans 70 L. d’ une solution
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de sorbitol 1 M et conservées dans la glace. 40 L de cellules compétentes et environ 100 ng
de plasmide sont utilisés pour une transformation. Pour I'intégration de cassettes
d’invalidation par recombinaison homologue, 500 ng a 2 g d’ ADN linéaire sont nécessaires.
L’ électroporation est effectuée dans une cuvette Biorad Gene Pulser de 0.2 cm (ref 165-2089)
sous une tension de 1500 Volts a I’aide d’un Electroporateur Eppendorf 2510. Les cellules
sont ensuite resuspendues dans 600 ni d’ une solution de sorbitol 1 M dont 100 a 200 . sont
étalés sur milieu sélectif. L’ efficacité de I’ éectroporation peut étre améliorée par |’ utilisation

de boites contenant du sorbitol 1 M. Les boites sont incubées a 30°C pendant 2 a4 jours.
Transformation par choc thermique

Les cellules, en phase exponentielle de croissance (D.O.gy0,m=0,4-0,8), sont centrifugées et
lavées une fois dans I’ eau et une fois dans un tampon TELiAc (Acétate de Lithium 100mM ;
TrisEDTA 1x). Les cellules sont ensuite reprises dans le tampon TeLiAc (100 m de tampon
pour 10 ml de culture initiale) et incubées pendant 30 minutes a 30°C. L’ADN plasmidique
(300ng) ou la cassette d'invalidation (1 a 2 ng) sont ensuite mélangés a 100 m de cellules puis
400 m de PEGTeLiAc (TELIAC 100 mM et PEG 40 %) est gjouté et le mélange est incubé
pendant 30 minutes a 30°C. Les cellules subissent ensuite un choc thermique de 20 minutes a
42°C, puis le PEG et |’ acétate de lithium sont éliminés par centrifugation. Les cellules sont
reprises dans de I'eau et étalées sur milieu sélectif. Dans le cas d’'une invalidation par la
cassette kan-Mx4, une fois centrifugées, les cellules sont reprises dans 500 m de Y PD liquide
et incubées a 30°C pendant 2 heures avant d'étre étalées sur des boites YPD solide
supplémenté avec 200 ng/ml de Généticine (G418, Sigma). Les transformants sont visibles

aprés 2 a5jours d’'incubation & 30 °C selon les souches.
Electroporation d’ E. coli [238]

Une préculture de 50 ml d’E.coli (DH10 ou XL1Blue) est réalisée en LB sur la nuit . Les
cellules sont ensuite diluées a une D.O.q,, de 0.1 dans 1 litre de milieu et incubées a 37°C
pendant environ 2 heures jusqu'a ce que la D.O.qy,,, ateigne 0.5-0.6. La croissance des
cellules est arrétée dans la glace pendant 30 a 60 min puis les cellules sont centrifugées a

froid, et lavées 2 fois avec de |’ eau stérile, et 1 fois avec du glycérol 10%, les deux solutions
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ayant éé préalablement refroidies. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 2 mL de
glycérol 10%, échantillonnées par 90 m et conserveées & —80°C. La transformation par
électroporation nécessite 40 L de cellules compétentes, mélangées a 5 L. d’une solution
contenant I’ ADN a transformer. Les cellules sont ensuite électroporées a 1500 Volts dans une
cuvette Biorad Gene Pulser de 0.1 cm. Puis, les cellules sont resuspendues dans 200 . de LB
et incubées pendant 30 min a 37°C. Les celules sont ensuite étalées sur boites LB
supplémentée en ampicilline (ou TB supplémenté en kanamycine pour les plasmides de la

famille Pet28) et incubées une nuit a 37°C.
V1. Séquengage

L e séquencage automatique a été réalise al’aide d’ un kit de réaction de sequencage « Big dye
terminator cycle » et d’ un sequenceur d ADN Perkin Elmer ABI Prism 377 selon le protocole
indiqué par le constructeur. Les ségquences sont ensuite analysées a |'aide du logiciel

« Sequencher 3.1 ».

V1. Extraction de plasmides a partir de lalevure

1 a2 mL d'une culture saturée sont centrifugés et resuspendus dans 200 L de tampon de lyse
(2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl (pH 8), 1 mM Na,EDTA), puis
0,3 g de hille de verre (« acid washed glass beads » Sigma), et 200 L. de phénol-chloroforme
sont gjoutés. Les échantillons sont ensuite vortexés 2 & 3 minutes a température ambiante,
centrifugés pendant 10 minutes et la phase agueuse est récupérée. 1 ni. de cet échantillon est

dilué dans 5 L d’ eau et électroporé dans E.coli pour amplification.

VIII. Analyse de cellules exprimant les fusions Yapl-GFP par
microscopie afluorescence

Des cellules exprimant la fusion Yapl-GFP et ses dérivés sont cultivées en phase
exponentielle de croissance. Lorsgue leur DOgy,,,, atteint 0,3-0,4, les cellules sont induites

avec les doses et pendant le temps indiqués. Cing minutes avant lafin de I’induction, 5 mg/ml
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de DAPI (un colorant de I’ADN) sont gjoutés, les cellules sont centrifugées, lavées dans de
I’ eau et resuspendues dans 100 i d’ une solution de DABCO (75% glycerol, 0.25x de tampon
phosphate salin, 200 mM de diazabicyclooctane). Les marquages GFP et DAPI sont ensuite
analysés a |’aide d’'un microscope a fluorescence Leica DMRXA équipé d’ une caméra CCD

refroidie Roper Scientific Micro-Max et du logiciel MetaMorph (Universal Imaging, Inc.).

| X. Expériences de double hybride

La souche EGY 48 portant le plasmide psH18-34 (un plasmide de 2m comportant un gene
rapporteur lacZ sous le contrdle de huit opérateurs lexA) [239] a été transformée avec les
plasmides PKW442 [CRM1-LexA " [240] ou pEG202 (IexA ,.,"") et soit e plasmide pJG4-
5 vide soit le plasmide pLDB439 contenant Yapl [YAP1-B42*°[185]], ou les plasmides
contenant les mutants de Yapl, pYAP1®%®-B42°° ou pYAP1“%®A-B42*°, Les mutations
C303 et C598 ont été introduites par clonage d’un fragment muté issu d’une PCR en deux
étapes dans pLDB439, entre les sites BamHI et Pacl (C303A) ou entre les sites Pacl et Xhol
(C598A). L’interaction Yapl/Crml a été mesurée en phase liquide : les cellules ont été
cultivées dans un milieu sélectif contenant 2% de raffinose jusqu’ a ce que la DOgy, ., ateigne
0.3-0.5. Elles ont ensuite été transférées dans un volume équivalent d’ un milieu contenant 2%
de galactose pendant 30 min afin de permettre |’expression des protéines de fusion. Les
cellules sont alors exposées ou non a 500 "M de H,O, pendant 1 heure. L’activité b-
gaactosidase a été mesurée selon le protocole décrit en [241]. L’interaction a également été
mesurée en phase solide : une culture de cellules en phase exponentielle de croissance,
réalisée en milieu 2% S raffinose, a été déposée en goutte & une densité de 4.5.107 cellules sur
une milieu solide contenant 1% S raffinose/2% gal actose et incubée pendant 2 heures et demi
a 30°C . L’ activité b-galactosidase est révélée grace au dépdt sur les cellules d'un top agar
contenant 0.04% de X-gal.
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X. Expériences de RT-PCR quantitative

Les ARN totaux ont été isolés selon le protocole décrit par Lee et col [123]. Les expériences
de RT-PCR quantitative radioactive ont été réalisées selon le protocole décrit par Godon et
col [23]. Les ADNc ont été synthétisés a partir de 1 ng d’ ARN total et rétrotranscrits a partir
de I’hybridation aléatoire d hexanucléotides. Les PCR quantitatives ont éé réalisées en
utilisant des oligonucléotides spécifiques pour

TRX2 (GGTCACTCAATTAAAATCCGCTTC/ GGAAGCAATAGCTTGCTTGATAGC),

TRR1 (CCAGGGCAGAAATCAAGCCAATCC / ATAAACCGCTGACTGGCAAATCGG),

ACT1 (TTGGATTCCGGTGATGGTGTTACT/ TGAAGAAGATTGAGCAGCGGTTTG)

et une solution de dNTP contenant du dCTP radiomarqué.

Les produits de la PCR marqués au *P sont séparés sur gel de polyacrylamide, séchés, et
exposés sur un film dautoradiographie. Les signaux sont quantifiés a I'aide d'un
Phosphorlmager.

Les RT-PCR quantitatives « on-line » ont été réalisées au moyen d’'un appareil Bio-Rad
iCycler. La PCR est rédisée grace a des oligonucléotides spécifiques, en présence de
SYBRGreen (Molecular Probe), permettant de suivre I’ amplification par fluorescence.

5 pM de de chaque oligonucléotide sont utilisés amplifiant spécifiguement TRX2,TRR1, ou
ACT1.

TRR1: CACACACCGCCGCCATCT/ ACCTGGGAAGTTTTCGATTTC;

TRX2: GAACAATATTCTGACGCTGCT/ CCGACGACTCTGGTAACCT ;

ACT1: CTATTGGTAACGAAAGATTCAG/ CCTTACGGACATCGACATCA

Lesréactions sont réalisées en triplicats, dans les conditions recommandeées par |e fournisseur.

Les cycles-seuils ainsi que les rapports TRX2/ACT1 ou TRRI/ACT1 ont été calculés grace
au logiciel iCycler iQ RT (Bio-Rad).
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XI. Extraits protéiques, anayses électrophorétiques et purification
des protéines

Protocole d’ extraction TCA permettant de visualiser I’ état redox de myc-
Y apl et de Gal4-cCRDY apl-TAPtag

A partir d une pré-culture en milieu sélectif, les cellules sont diluées a une DOgy,,,, de 0.1 et
incubées a 30°C jusgu’ a ce que la DOgy,,,, ateigne 0.3-0.4. Les cellules sont ensuite induites
aux doses et aux temps indiqués. 10 ml de culture sont utilisés par point de cinétique ou de
dose-réponse. L’ induction est arrétée par ajout dans le milieu d’ acide trichloroacétique (TCA)
(20% final) et les cellules sont centrigugées pendant 1 minute. Le culot est ensuite lavé dans
500 L de TCA 20% et les échantillons sont transférés dans un tube de microcentrifugation.
Le culot est ensuite congelé dans un bain carboglace/éthanol (EtOH) puis éventuellement
conservé a-80°C. Lalyse est effectuée dans 100 nl. de TCA 20% en présence de 50 4 100 mg
de bille de verre (taille 425-600 mm). Les échantillons sont alternativement vortexés pendant
une minute et refroidis sur de la glace. Cette étape est répétée 5 fois. Le lysat est ensuite
récupéré et placé dans un nouveau tube. Les billes de verre sont lavées avec 100 i de TCA
5% et ce lavage est poolé avec le lysat récupéré al’ étape précédente. Les extraits sont ensuite
centrifugés 3 minutes a 20000g, et le surnageant est soigneusement décanté. Le culot,
contenant les protéines précipitées, est ensuite lavé 3 fois avec 200 uL d acétone froid
(resuspension et centrifugation 3 minutes a 20000g), puis seché sous vide afin d’ éliminer les
restes d’ acétone. Les culots sont alors resuspendus dans 100 ni. d’un tampon contenant 1.5%
de SDS, 100 mM de Tris pH=8, 1 mM d'EDTA, un cocktail d antiprotéases (PMSF 1 mM et
Complete Protease inhibitor cocktail (Boehringer Mannheim ref 1836145) (1 pastille pour 10
ml)), et 75 mM d'iodoacétamide. Les protéines sont ensuite resolubilisées et akylées par
incubation sous agitation (1000 rpm) a 25°C pendant 20 min. Les extraits sont ensuite
centrifugés pendant 3 minutes a 20000g et |e surnageant est récolté.

Les extraits sont ensuite dialysés en sacs collodions (Sartorius, 13202), contre une solution
tampon contenant 50 mM de NaCl, 10 mM de MgCl,, 10 mM de Tris pH=8, pendant |a nuit.
La concentration des extraits protéiques est déterminée par Test de Bradford, et myc-Y apl est
déphosphorylé par gjout de 20 U de phosphatase alcaline bovine pendant une heure a 37°C.
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Les échantillons sont ensuite préparés par gjout d une solution tampon de Laemli (2% SDS,
625 mM TrissCl pH 8.7, 10% glycé&ol, 0.01% de bleu de bromophénol). Le b-
mercaptoethanol (5%) est rajouté ou ommis comme indiqué (conditions réductrices ou non
rédutrices). Les échantillons sont incubés 5 minutes & 95°C, puis déposés sur gel 8%
(acrylamide/bisacrylamide 30:0,4). Apres transfert des gels sur membrane de nitrocellulose,
I”’immunodétection est réalisée au moyen d’ un anticorps anti-myc monoclonal (9510) et du kit

de détection ECL-Plus (Amersham-Pharmacia).

Les cellules exprimant la construction Gal4-cCRP-TAPtag sont exposées a la ménadione ou
au NEM aux concentrations et pendant les temps indiqués. Elles sont ensuite lysées en
présence de TCA 20 % selon le protocole utilisé pour myc-Y apl, puis les culots protéques
sont resolubilisés en présence d AMS (15 mM) (4-acetamido-4’-maleimidylstilbene-2,2’ -
disulfonic acid, Molecular Probe) dans 50 ni. d’un tampon contenant 1.5% de SDS, 100 mM
de Tris, 1 mM d'EDTA et un cocktail d antiprotéases (PMSF 1 mM et Complete Protease
inhibitor cocktail (Boehringer Mannheim ref 1836145) (1 pastille pour 10 ml)) et incubés
pendant 2 heures a 37°C. Ils sont ensuite séparés sur gel SDS-PAGE non réducteur 15% et
révélés au moyen d'un anticorps peroxydase anti-peroxydase reconnaissant |’ étiquette

protéine A (SIGMA P2026).
Analyse de |’ état redox de HA-Gpx3 par lyse TCA

Des cellules exprimant la fusion HA-Gpx3 sont induites au H202 pendant le temps et 1a la
concentration indiqués. L’induction des cellules est stoppée par gjout de TCA 100% dans la
culture et les cellules sont lysées selon un protocole identique a celui décrit pour myc-Y apl.
L es protéines précipitées sont resol ubilisées dans un tampon contenant 100 mM Tris pH8, 1%
SDS, et soit 50 mM de NEM (N-ethylmalémide) soit 15 mM d'AMS (4-acetamido-4 -
maleimidylstilbene-2,2 -disulfonic acid, Molecular Probe), comme indiqué dans la Iégende
des figures. Aprés dosage des protéines par test de Bradford et reprise des échantillons en
tampon Laemli contenant ou non du b-mercaptoétanol, les extraits sont incubés pendant 5

minutes a 95 °C et séparés sur gel 15% SDS-PAGE (acrylamide/bisacrylamide 30 ;0,4).
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Purification de Y apl pour analyse par spectrométrie de masse et tests
fonctionnels.

Pour I'analyse de myc-Yapl et myc-Yap1**®* par spectrométrie de masse, 10 litres d’une
souche Dyapl exprimant pRS-316-myc-Yapl ou myc-Yapl*** ont éé cultivés en milieu
sdlectif jusgu’ & une DOgy,,, d environ 0,8 puis exposés a 0,4 mM d'H,O, pendant 5 min. Les
cellules induites ont ensuite été sedimentées, lavées avec une solution d’ eau froide contenant
du NEM (10 mM) et reprises dans un tampon L [Tris-Cl pH=8 (100 mM), NaCl (50 mM),
0.2% deoxycholate, 0.15% NP-40, NEM (50 mM), anti-protéases| pour étre lysées dans une
presse de French. Les extraits sont ensuite ultracentrifugés a 100000g pendant 30 minutes
puis ce premier surnageant est centrifugé une nouvelle fois pendant une heure & 100000g. Le
S100 ainsi obtenu est alors dialysé contre un tampon D [Tris-Cl pH=8 (100 mM), NaCl (50
mM), 0.15 NP-40] sur la nuit afin d’ @iminer le NEM en excés. L’ extrait dialyseé est ensuite
incubé pendant deux heures avec 500 m de phase Sépharose 4B non couplée afin d’ éliminer
les protéines se fixant non spécifiquement sur la phase solide puis, myc-Yapl ou myc-
Yap1*™* est purifié par deux immunoprécipitations successives réalisées a 4°C au moyen
I’ anticorps monoclonal anti-Myc (9510) couplé covalemment a une résine de sépharose
(protocole au bromure de cyanogéne). Apres lavages, Y apl est élué dans un tampon E [Tris-
Cl pH=8 (50 mM), NaCl (50 mM)] contenant 2 nmg/mL d'un peptide Myc synthétique
(AEEQKLISEEDLLRKR). Les élutions sont concentrées sur centricon YM100 (Millipore) et
la concentration protéique de I’ éluat est mesurée par test de Bradford. La proténe purifiée est
ensuite déposée sur un gel 8% SDS-PAGE en conditions non réductrices. Le gel est ensuite
précautionneusement coloré avec du bleu de Coomassie colloidal (Bio-Rad), en évitant toute
contamination de kératine.

Pour les essais de reconstitution in vivo, Yapl est purifié a partir de cellules exprimant
pR3426-myc-Yapl (un plasmide de surexpression). Les cellules sont lysees a la presse de
French dans un tampon D, contenant du DTT (1 mM). La purification est menée dans des
conditions identiques a celles décrites ci-dessus, excepté que I’ ensemble des tampons contient

1mM deDTT.
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Expression et Purification de Gpx3 dans E. coli

La protéine Gpx3 recombinante est exprimée dans une souche d'E. coli BL21 (DE3)
(Invitrogen), exprimant le plasmide Pet28a-His-Gpx3. La culture est réalisee a 37°C dans un
milieu Terrific Broth [bacto-tryptone (12 g/L), extraits de levure (24 g/L), glycerol (0.4%),
KH,PO, (1.15 g/L), K,HPO, (6.25 g/L), kanamycine (40 mg/L)]. Une pré-culture saturée est
ré-ensemencée dans 20 ml de milieu a une DOy, de 0.1. Lorsque la DOgy, ,,, atteint 0.5, les
cellules sont induites pendant 2 heures avec de |'isopropyl b-D-thiogalactopyranoside
(IPTG,1 mM), puis lavées et resuspendues dans 500 m de tampon de lyse [Tris-Cl pH=8 (100
mM), NaCl (50 mM), DTT (20 mM), PMSF (1mM)]. Les cellules sont lysées par trois cycles
successifs de congél ation-décongel ation dans de |’ azote liquide, puis les extraits sont soniqués
(20 secondes a puissance moyenne). Les extraits sont ensuite clarifiés par centrifugation
(20000 g, 4°C pendant 20 minutes), puis le surnageant est incubé pendant une heure avec 100
M de résine de Nickel (agarose Ni-NTA, Qiagen), en présence de 50 mM d’imidazole. La
résine est ensuite lavée avec un tampon E contenant de I’imidazole (50 mM) et les proténes

retenues sont éluées dans un tampon E contenant 500 mM d’imidazole.

Les extraits contenant His-Gpx3, utilisés pour les essais d’interaction non covalente entre
Yapl et Gpx3 (« pull-down »), ont été réalisés en anagrobiose, dans une boite a gants sous
flux d'argon (Jacomex, France). Les cellules exprimant le plasmide Pet28a-His-Gpx3 sont
lysées en présence de billes de verre dans le tampon de lyse décrit ci-dessus, préalablement
dégazé a I’argon. Les cellules sont aternativement vortexées et congelées dans de |’ azote
liquide. Puis 10 U d’ ADNasel et 10 mM de MgCl, sont gjoutés au lysat afin de diminuer la
viscosité de |’ extrait, liée a la présence d’ ADN. Aprés incubation pendant 5 minutes a 37°C,

les extraits sont centrifugés et le surnageant est utilisé pour |’ essai d’interaction.

XI1. Tests peroxydase

L’ activité peroxydase de Gpx3 est suivie par la décroissance de la DO a 340 nm, mesurant la

consommation de NADPH par le systéme. La réaction est réalisée dans un tampon contenant
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du 100 mM de Tris-Cl pH=8, 0,3 mM de NADPH (Sigma), et 1,34 mM de thioredoxine (E.
Coali, Sigma) et 0.18 M de thioredoxine réductase (E. coli, Sigma) ou 0,3 a 3mM de GSH
(Sigma) et 2 mM de glutathion reductase (Sigma). La protéine Gpx3 purifié (2.5 ng = 1.35
nmM) est gjoutée a 100 ni de tampon, et la mesure de la densité optique est débutée 1 min
apres |’ addition de H,O, (100 V).

X111, Analyses de spectrométrie de masse (CPL-MS/MS et analyses
MS/MS)

Les protéines séparées sur gel SDS-PAGE ont été digérées par la trypsine, d apres le
protocole de Shevchenko [242]. La moitié de chague échantillon a été réduite et alkylée par le
dithiothréitol (DTT) et I’iodoacétamide avant la digestion enzymatique.

Pour identifier Gpx3, le produit de digestion de la bande de gel correspondant a
Y apl=** associé a son partenaire a été analysé par chromatographie capillaire en phase
liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS), a I’aide d’un systeme
chromatographique Famos-Switchos-UltiMate (LC Packings, Amsterdam, Pays-Bas)
connecté a un spectrométre de masse hybride nanoESI-QqTOF (QTOF2, Micromass,
Manchester, Royaume-Uni). Les séparations chromatographiques ont été menées sur une
colonne capillaire a polarité de phase inversée (Pepmap C18, 75 um d.i., 15 cm de longueur,
LC Packings), a un débit de 200 nL/min, avec un gradient de 100% de tampon A
(H,Ofacétonitrile/AF, 96/4/0,1, v:v) a 50% de tampon B (H,O/acétonitrile/AF, 10/90/0,085,
v:v) en 50 min, suivi par 15 min & 100% B. Les données de LC-MS/MS ont été obtenues en
mode automatique et converties en fichiers .PKL gréace au logiciel Massynx (Micromass),

puis soumises au programme de recherche Mascot (http://www.matrixscience.com/). Les

protéines ont été identifiées par confrontation des données expérimentales a la banque de
données NCBInr.

Pour identifier les ponts disulfures, les peptides tryptiques des protéines Y apl et Gpx3
ont été analysés par fragmentation manuelle en spectrométrie de masse en tandem sur le
QTOF2. Des ions de masses correspondant aux peptides liés par un pont disulfure ou a leurs
constituants réduits et alkylés ont été détectés, sélectionnés et fragmentés, permettant la

détermination de la sequence les composant.
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Tableau 5. Liste des souchesdelevure

Nom de la souche Génotype Origine
Y252 aura3lys?2 ade2 trpl leu2 [232]
yapl (LEU2) Y252 Dyapl::LEU2 [123]
yapl (TRP1) Y252 yapl:TRP1 [123]
Dtsal Y252 tsal::TRP1 [123]
Dglrl Y252 giIrl::URA [123]
Dgshlpro2-1 Y252 gsh1l:LEU PRO2-1 [50]
Dglrl Dgshlpro2-1 Y252 glrl::URA gshl:LEU PRO2-1 |[50]
Dtrx1D trx2 Y252 trx1::URA3 trx2::KAN [188]
Dtrrl Y252 trrl::KAN [123]

D gpx3 (TRP)

Y252 gpx3::TRP

Delaunay et col., 2002

D gpx3 (KAN)

Y252 gpx3::KAN

Delaunay et col., 2002

Dyapl Dgpx3 (TRP)

Y252 yapl:LEUZ2 gpx3::TRP

Delaunay et col., 2002

Dyapl Dgpx3 (KAN)

Y252 yapl:: TRP1 gpx3::KAN

Delaunay et col., 2002

Dtrx1 Dtrx2 Dgpx3

Y252 trx1::URA trx2::Kan
gpx3::TRP

Delaunay et col., 2002

Dgrx1 Dgrx2

CY4 grx1::KEUZ2 grx2::HIS3

[120]

EGY48

a ura3 trpl his3 LEXA ;g LEU2

[239]
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Tableau 6. Liste des plasmides

Nom du plasmide description Origine
PRS316 Myc-Y apl Plasmide URA3, AMP? portant Y ap1 étiqueté Cette étude [123]
avec 9 myc exprimeé sous son propre promoteur
PRS316 Myc-Y apl1=*** | pRS316 Myc-Y apl, mutant C303A [188]
PRS316 Myc-Y ap1='®* | pRS316 Myc-Y apl, mutant C310A [188]
PRS316 Myc-Y apl1=™* | pRS316 Myc-Y apl, mutant C315A [188]
PRS316 Myc-Y apl1=® | pRS316 Myc-Y apl, mutant C598A [188]
PRS316 Myc-Y apl1“®®* | pRS316 Myc-Y apl, mutant C620A [188]
PRS316 Myc-Y ap1“®** | pRS316 Myc-Y apl, mutant C629A [188]
pRS316 Myc- pRS316 Myc-Y apl, mutant C303AC310AC315A | [188]
Y ap 1C3O3AC310A C315A
pRS315 Myc-Y apl Plasmide LEU2, AMP® portant Y apl étiqueté Cette étude
avec 9 myc exprimeé sous son propre promoteur
pRS315 Myc- pPRS315 Myc-Y apl, mutant C598TC620AC629T | [188]
Y ap 1C598TC620A C629T
PRS315 Myc-Y apl1“®®* | pRS315 Myc-Y apl, mutant C303A Delaunay et col,
2002
pRScp-GFP-Y AP1 Plasmide TRP1, AMP® portant Yapl fusionnéa |[183]
la GFP (N-terminal), exprimé sous le promoteur
Cupl
PRScp-GFP-Y AP1 <% | Plasmide dérivé de pRScp-GFP-Y AP1 contenant | [188]
la mutation C303A
PRScp-GFP-Y AP1 < | Plasmide dérivé de pRScp-GFP-Y AP1 contenant | [188]
la mutation C310A
PRScp-GFP-Y AP1 <™ | Plasmide dérivé de pRScp-GFP-Y AP1 contenant | [188]
la mutation C315A
PRScp-GFP-Y AP1“** | Plasmide dérivé de pRScp-GFP-Y AP1 contenant | [188]
la mutation C598A
PRScp-GFP-Y AP1 | Plasmide dérivé de pRScp-GFP-Y AP1 contenant | [188]
la mutation C620A
PRScp-GFP-Y AP1 " | Plasmide dérivé de pRScp-GFP-Y AP1 contenant | [188]
la mutation C629A
pRScp-GFP-Y APL Plasmide dérivé de pRScp-GFP-Y AP1 contenant | [188]
CIIACIIONCIISA la mutation C303AC310AC315A
pRScp-GFP-Y APL Plasmide dérivé de pRScp-GFP-Y AP1 contenant | [188]
Co9BTCO20ACE29T la mutation C598T C620A C629T
pPRS316 Gpx3 Plasmide URA3, AMP? portant Gpx3, exprimé | Cette étude
SOUS SON propre promoteur (Delaunay et cal.,
2002)
PRS316 Gpx3“** PRS316 Gpx3, mutant C36S Cette étude
(Delaunay et cal.,
2002)
PRS316 Gpx3°** PRS316 Gpx3, mutant C64S Cette étude
(Delaunay et cal.,
2002)
pPRS316 Gpx3-%*° PRS316 Gpx3, mutant C82S Cette étude
(Delaunay et cal.,
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2002)

PRS316 Gpx3°*°%° | pRS316 Gpx3, mutant C64SC82S Cette étude
(Delaunay et cal.,
2002)
PRS316 Gpx3-HA Plasmide URA3, AMP? portant Gpx3 étiqueté Cette étude
3HA exprimé sous son propre promoteur (Delaunay et col.,
2002)
PRS314 Gpx4-HA Plasmide TRP1, AMP? portant Gpx3 étiqueté Cette étude
3HA exprimé sous son propre promoteur (Delaunay et col.,
(clonage Kpnl) 2002
PRS316 Gpx3“**-HA | pRS316 Gpx3-HA, mutant C36S Cette étude
(Delaunay et cal.,
2002)
PRS316 Gpx3“**-HA | pRS316 Gpx3-HA, mutant C64S Cette étude
(Delaunay et cal.,
2002)
PRS316 Gpx3“¥*°-HA | pRS316 Gpx3-HA, mutant C82S Cette étude
(Delaunay et cal.,
2002)
PRS316 Gpx3“*°<%%>- | pRS316 Gpx3-HA, mutant C64SC82S Cette étude
HA (Delaunay et cal.,
2002)
GFP-CRDY apl Plasmide exprimant lafusion du c-CRD de Yapl | Azevedo et col (en
en fusion avec le domaine deliaison al’ADN de | préparation)

Ga4 contenu dans PGBT9 et |a GFP.

Gal4-cCRD-Y apl-

Plasmide exprimant lafusion du c-CRD de Yapl

Azevedo et col (en

TAPTag en fusion avec le domaine deliaison al’ADN de | préparation)
Gal4 contenu dans PGBT9 et I’ étiquette TAPtag

PSH18-34 Plasmide URA3, AMP? portant un géne [239]
rapporteur LacZ exprime sous le contréle de 8
opérateurs LexA

PEG202 Plasmide HIS3, AMP? portant e domaine de [239]
liaison al’ ADN de LexA

PKW422 Plasmide PEG202 portant CRM1 en fusion avec | [240]
le domaine deliaison al’ ADN de LexA

PJG4-5 Plasmide TRP1, AMP® portant le domaine [239]
d’ activation (B42"° étiqueté HA) de LexA

pLDB439 Plasmide PJG4-5 portant YAP1 en fusion avec le |[185]
domaine d’ activation (B42"° étiqueté HA) de
LexA

pLDB518 Plasmide LEU2, AMP? exprimant [185]
Y ap 1C598TC620A C629T _ G FP

pL D8538 P' asrn| de expl’l mant Yap1C303A310A315AC598TC629T _ [185]

GST
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ANNEXE 1(pages suivantes):

Alignement multiple d’ une sélection représentative de différentes séquences homologues a
GPX3 dans différents régnes du vivant. En haut, sont indiquées les structures secondaires
observée dans la structure de cGPx bovine (séquence GSHC_BOVIN indiquée en rouge), le
code couleur correspondant a celui utilisé pour la figure 27B. La position des cystéines
conservées est indiquée par un astérisque. La colonne correspondant a Cys82 est en rouge sur
gris dans la section des Champignons, Bactéries, et Plantes (gris foncé). Elle est absente chez
les métazoaires sauf dansle casdelaGSHC_BOVIN (non significatif).
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The yeast transcription factor Yapl activates expres-
sion of antioxidant genes in response to oxidative
stress. Yapl regulation involves nuclear accumulation,
but the mechanism sensing the oxidative stress signal
remains unknown. We provide biochemical and
genetic evidence that upon H,0, treatment, Yapl is
activated by oxidation and deactivated by enzymatic
reduction with Yapl-controlled thioredoxins, thus
providing a mechanism for autoregulation. Two
cysteines essential for Yapl oxidation are also essen-
tial for its activation by H,0,. The data are consistent
with a model in which oxidation of Yapl leads to
disulfide bond formation with the resulting change of
conformation masking recognition of the nuclear
export signal by Crml/Xpol, thereby promoting
nuclear accumulation of the protein. In sharp contrast
to H;0,, diamide does not lead to the same Yapl
oxidized form and still activates mutants lacking
cysteines essential for H,O, activation, providing a
molecular basis for differential activation of Yapl by
these oxidants. This is the first example of an H,0,-
sensing mechanism in a eukaryote that exploits the
oxidation of cysteines in order to respond rapidly to
stress conditions.

Keywords: oxidation/oxidative stress/sensing/thiol/Yap1

Introduction

Living cells have adaptive responses to oxidative stress,
indicating that they sense increased levels of reactive
oxygen species and respond to the signal by increasing the
expression of defence activities. The mechanisms by
which cells sense reactive oxygen species are relatively
well understood in prokaryotes (Zheng and Storz, 2000),
but not in eukaryotes.

The yeast transcription factor Yapl, a bZIP DNA-
binding protein of the AP-1 family (Moye-Rowley et al.,
1989), is an essential regulator of the H,0O, adaptive
response (Schnell er al., 1992; Kuge and Jones, 1994)
and controls many proteins of the H,O, stimulon (Lee
et al., 1999a). These include most cellular antioxidants
and enzymes of the glutathione and pentose phosphate
pathways.

Yapl is activated upon exposure to peroxides or to thiol-
modifying drugs such as diamide (Kuge and Jones, 1994)
by a mechanism acting at the level of subcellular protein
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localization (Kuge er al., 1997). Yapl is restricted to the
cytoplasm by virtue of rapid nuclear export by the export
receptor Crm1/Xpol (Kuge et al., 1998; Yan et al., 1998).
Upon exposure to oxidants, Yapl accumulates in the
nucleus due to loss of the Yapl-Crm1 interaction. Yapl
contains a short C-terminal domain (the CRD) carrying a
non-canonical leucine rich nuclear export signal (NES)
embedded in three repeated cysteine-containing motifs
(see Figure 3A), which is important for the interaction with
Crml (Kuge et al., 1997, 1998; Yan et al., 1998).
Oxidation of these cysteines might modify the NES in a
way that prevents recognition by Crml, as suggested by
(i) the constitutive cytoplasmic phenotype of a Yap1 allele
bearing substitutions of all three C-terminal CRD
cysteines (Kuge er al., 1998), (ii) the dithiothreitol
(DTT) enhancement of the co-precipitation of Crml with
Yapl (Yan et al., 1998) and (iii) the sensitivity of the
Yap1-Crm1 two-hybrid interaction to diamide (Yan et al.,
1998). Yapl has another cluster of three cysteines (C303,
C310, C315), but these appear not to be involved in Yap1—
Crml interaction (Yan et al., 1998). However, deletion
mutagenesis has shown that a mutant protein lacking an
internal segment between amino acids 225 and 335 was
still inducible by diamide, but not by H,O, (Wemmie et al.,
1997). This suggested the intriguing possibility that
different mechanisms are used to activate Yapl by these
two oxidants, and that Yap1 N-terminal cysteines might be
important for activation by H,O, but not by diamide.

We sought to understand how H,0O; activates Yapl. We
provide biochemical and genetic evidence that, in response
to H,O,, Yapl is activated by oxidation and deactivated by
enzymatic reduction with Yapl-controlled thioredoxins,
thus providing a mechanism for autoregulation. Two
cysteines essential for Yapl activation by H,O, are likely
to form a disulfide bond upon oxidation. In sharp contrast,
diamide does not lead to the same oxidized form of Yapl
and still activates mutants lacking cysteines essential for
the H,O, response, thus providing a molecular basis for
the differential activation of Yapl by these oxidants. This
is the first example of an H,O,-sensing mechanism in a
eukaryote that exploits the oxidation of cysteines in order
to respond rapidly to stress.

Results

Kinetics of the activation of Yap1 by H.0,

In response to 0.3 mM H,0,, the Yapl target gene TRX2 is
expressed rapidly and transiently, with expression peaking
at ~30 min and returning to baseline after 60 min
(Figure 1A). The nuclear accumulation of a green fluor-
escent protein (GFP)-Yapl fusion protein and its subse-
quent cytoplasmic redistribution paralleled the expression
of TRX2 (Figure 1B). Nuclear GFP-Yapl staining was
maximal 5 min after H,O, treatment and was sustained for
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Fig. 1. Kinetics of Yap! activation. (A) Expression of TRX2. Total RNA was isolated from a wild-type strain, grown to an ODjggo of 0.3 in sclective
minimal medium, before and 10, 20, 30, 45 and 60 min after treatment with 300 pM H,0,, and TRX2 and ACT!/ (control genc) mRNAs were
quantificd by RT-PCR. An autoradiogram of the separated **P-labelled PCR products is shown in the upper pancl and a plot of the TRX2/ACT !
signal ratio quantificd on a Phosphorlmager in the lower panel. (B) Nuclear redistribution of Yapl. A Avap/ strain expressing GFP-Yapl at an
ODgoo 0f 0.3, treated with 300 pM H20, for the time indicated and analysed for GFP staining. (C) Yap! phosphorylation. Extracts of a dyap/
strain expressing Mye-tagged Yapl (yMye-Yapl), before and 3, 10, 15, 30, 45 and 60 min after treatment with 300 uM H,O, were immunoblotted
with the anti-Myc monoclonal antibody after SDS-PAGE. (D) Yap] phosphorylation correlates with Yapl nuclear localization. dyap/ strain
cultures expressing Myc-Yap|, Yap[LO1951623S gp Yap | CS%T.CE20AC69T hefore and 20 min after HaO0a wreatment, were processed as in (C).

30 min. After 45 min, nuclear staining was half-maximal;
after 60 min, it was indistinguishable from that of
untreated cells. Yapl activation also correlated with an
altered migration of the protein on SDS—polyacrylamide
gels. Within 5 min of H,0, treatment, Myc-tagged Yapl
was shifted to more slowly migrating bands and this
migration shift persisted for 1 h, being maximal at 30 min
(Figure 1C). This migration shift must have been caused
by protein phosphorylation, because it disappeared when
extracts were treated with calf intestinal phosphatase (not
shown). Yap! phosphorylation could occur in the nucleus
as suggested by (i) its kinetics, (ii) the constitutive
phosphorylation of a constitutively nuclear mutant
Yap1L6195.L6238 and (iii) its absence in the constitutively
cytoplasmic mutant Yap]CS98TC60ACUT (Figure 1D),
Therefore, although its role is not elucidated, phosphoryl-
ation of Yap! correlates with its presence in the nucleus.

Yap1 becomes oxidized upon exposure to H;0;

The non-inducible nature of the cytoplasmic
Yap 1 C3¥T.C20A.COT mytant demonstrated the importance
of the C-terminal cysteines in Yapl control and further
suggested that Yapl could be activated by direct oxi-
dation. To test this hypothesis, we established a method to
analyse directly the in vivo redox state of Yapl. If
oxidation leads to covalent modification of Yapl, a change
in conformation might be detectable by electrophoresis
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under non-reducing conditions, as previously shown for
OxyR (Tao, 1999). After H,0, treatment, yeast cells were
lysed with trichloroacetic acid (TCA) to protonate all free
thiols and the precipitated proteins were re-solubilized
with excess iodoacetamide to alkylate free thiols irrevers-
ibly and prevent their subsequent oxidation. As suspected,
Yap! from H2O»-treated cells migrated more quickly than
the protein from untreated cells under non-reducing
conditions (Figure 2A, lanes 1 and 2). However, this
mobility shift was not seen when the extract was treated
with 200 mM DTT prior to iodoacetamide (Figure 2A,
lanes 3 and 4) or after electrophoresis under reducing
conditions (Figure 2B). These data demonstrate that the
more quickly migrating species observed under non-
reducing conditions is an oxidized form of Yapl. Cellular
treatment with r-butyl hydroperoxide, an organic peroxide,
resulted in a similar oxidation-dependent electrophoretic
migration shift (Figure 2A, lanes 5 and 6). We next
performed a time-course analysis of the Yapl redox status
after H,O, treatment. In this experiment, Yapl was
dephosphorylated in vitro to prevent an offset of the
redox-dependent migration by the shift induced by phos-
phorylation. The oxidized form was observed as early as
2.5 min after H,O, treatment and disappeared at 60 min
(Figure 2B). The minimum concentration of H,0,
required to detect oxidized Yapl was 100 pM and the
amount of the oxidized form increased with increasing
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Fig. 2. In vivo oxidation of Yapl. (A) yMyc-Yap! culturcs (grown to an ODgy of 0.4) before and after 2.5 min treatment with 400 pM HaO; (lancs 1
and 2) or | mM /-butyl hydroperoxide (lancs 5 and 6) were lysed using TCA, treated with jodoacetamide and immunoblotted after non-reducing
SDS-PAGE. Lanes 3 and 4 arc the same as lanes | and 2 except that the TCA-precipitated protein pellet was dissolved in the presence of 200 mM
DTT, before adding a 3.2 M excess of iodoacctamide. (B) Time course of Yapl oxidation by HxO-. A yMyc-Yapl culture before and 2.5, 5, 15, 30,

45 and 60 min after treatment with 400 pM H»0,, processed as in (A) (lanes 1

and 2}, except that Yap! was dephosphorylated and separated under

non-reducing or reducing conditions as indicated. (C) The minimum H,0. concentration required to oxidize Yapl in vivo. A yMyc-Yapl culture
treated for 5 min with 25, 50, 100, 150, 200, 300 and 800 pM H.0, and processed as in (A) (lancs 1 and 2). (D) Time-course analysis of Yapl redox
status in response to diamide. A yMyc-Yapl culture before and 5, 15, 30, 45 and 60 min after treatment with 2 mM diamide, processed as in

{A) (lanes 1 and 2) and separated under non-reducing or reducing conditions as indicated.

H,0: concentration (Figure 2C). Therefore, the appear-
ance of the oxidized form of Yapl was well correlated
with the kinetics of Yapl activation.

Since diamide can also activate Yapl-target gene
expression and Yap!l nuclear redistribution (Kuge and
Jones, 1994; Kuge ef al., 1997), we monitored the in vive
redox status of Yapl after treatment with this oxidant.
Unexpectedly, =1 h after treatment with 2 mM diamide, a
concentration able to activate Yapl fully (not shown), we
did not observe the redox-dependent migration shift of
Yapl observed on non-reducing PAGE after treatment
with H,0, (Figure 2D). The redox-dependent migration
shift was not observed with higher concentrations of
diamide (=10 mM). These experiments indicate that
treatment with H-O; or t-butyl hydroperoxide, but not
diamide, results in a distinctive oxidation-dependent
change of conformation of Yapl and suggest different
modes of activation of Yapl by these oxidants.

Cysteine residues important for the in vivo
oxidation of Yap1

The residues important for the peroxide-induced redox-
dependent mobility shift were identified by analysing
Yapl cysteine substitution mutants (Figure 3). The
Yap | CSWT.CO20ALONT eongtitutive cytoplasmic allele and
a mutant allele, YaplGPACHACIISA with alanine sub-
stitutions for all three N-terminal cysteine residues could
not reproduce the redox-dependent mobility shift observed
under non-reducing PAGE (Figure 3B), demonstrating
that one or more cysteines of both the N- and C-terminal
parts of the protein are required for the formation of the
oxidized form of Yapl. Analysis of individual cysteine to
alanine substitution mutants showed that of the six
cysteines of Yapl, only C303 and C598 were required

for the occurrence of the oxidized form (Figure 3C).
These two residues were also sufficient for the occur-
rence of the oxidized form of Yapl since a mutant
protein with substitution of all four other cysteines,
Yap] CHOT.CISA.CO20A.C629T  reained the redox-dependent
mobility shift observed with the wild-type protein
(Figure 3C). However, it is noteworthy that Yap]C3104
and YaplC1OTCISACE0ACEIT  and, 10 a lesser degree,
Yapl©62%A, could not be fully oxidized, suggesting that
C310 might play an accessory role in the oxidation of
C303 and C598.

Cysteine C303 and C598 are essential for the
regulation of Yap1 by H,0:

The importance of C303 and C598 for the in vive oxidation
of Yapl by H»O, suggested that these two amino acid
residues are essential for the regulation of Yapl by this
oxidant. This suggestion was tested by investigating the
capacity of cysteine substitution mutants to rescue the
H40, hypersensitivity of the Ayapl strain (Figure 4A).
Yapl1©3134 and Yap1©529A had a wild-type H,0, tolerance
phenotype. All the other cysteine mutants were defective
in this assay, with Yap1©393A and Yap1©31°A displaying the
highest sensitivity. The Yap! cysteine mutants were also
tested for their capacity to activate TRX2 expression
(Figure 4B and C) and to redistribute into the nucleus in
response to H,O, (Figure 5A). Again, in both assays,
Yapl€35A and Yap1©620A had a wild-type phenotype. In
contrast, Yap1©3934 and Yap1©598A were unable to activate
TRX?2 transcription and did not redistribute to the nucleus
upon H,0, treatment. Yapl©104 and Yapl©6294 had a
more complex phenotype. In these mutants, slight expres-
sion of TRX2 was seen 1 h after H,0, treatment. Yap©3!04
had an inefficient and delayed H,O;-induced redistribution
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Fig. 3. ldentification of Yap) redox-active cysteines. (A) Schematics of Yapl. (B) Both N- and C-terminal cystcines are required to oxidize Yapl.
Ayapl strain cultures expressing Myc-Yapl, YaplCUACHIACHSA op Yap |CST.CEWACEIT hefore and 5 min afier treatment with 400 uM H20,
were processed as in Figure 2A (lanes 1 and 2) and immunoblotted after non-reducing SDS-PAGE. (C) Cysteines C303 and C598 arc the
redox-active Yapl cysteines. Ayap/ strain cultures expressing Mye-Yapl, Yapl S0, Yapi©i0A, Yap|CHIA, Yap|C3%A, Yap| €624 o

Yap1€89A, and Yap] CHTCUSACCOACIT before and 5 min aftcr HyO; treatment, as in Figure 2B and immunoblotied after non-reducing or

reducing SDS-PAGE, s indicated.

to the nucleus and Yapl©62A had a partial constitutive
nuclear phenotype but further concentrated in the nucleus
after H,O» treatment. The ability of cysteine mutants o
redistribute to the nucleus was confirmed by their phos-
phorylation pattern (Figure 5B). Yap1©¥15A and Yap|C620A
had a wild-type phosphorylation pattern whereas
Yapl©33A and Yapl©98A did not undergo phosphoryl-
ation. Yapl©0A and Yapl©2°A retained an inducible
but lower phosphorylation level. Other Yap] substitutions,
C3038S, C3108, C310T, C598S, C629S and C629T, were
analysed and produced phenotypes similar to the
cormresponding C—A substitutions in all functional assays
tested.

The critical role of C303 and C598 is at the level of
the Crm1-Yap1 interaction

The data above demonstrate the critical role of the Yapl
N-terminal C303 and the C-terminal C598 in the activation
of Yap! by H;O,, probably due to their oxidation to a
disulfide bond resulting in a change of conformation
masking recognition of the Yapl NES by Crml. To
provide further support for this model, we sought to
evaluate whether the defective nuclear redistribution of
YaplC303A and YaplC%8A was due to their maintained
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interaction with Crm1/Xpol under oxidative stress condi-
tions, using a two-hybrid assay. As shown by Kuge er al.
(1997) and Yan et al. (1998), Crm! and full-length Yapl
interact in the two-hybrid assay. This interaction has also
been shown to be sensitive to diamide (Yan et al., 1998).
We therefore evaluated the effect of H.O, on the
interaction between CRM 1-LexABP and either full-length
Yapl-B42AP, YaplG0IA_B42AD or Yapl©9A-B42AP
(Figure 6). Whereas the interaction of Crm! with wild-
type protein was, as expected, sensitive to HyO,, inter-
action of Crm] with both YapI®3A and Yap1©5%4 was
not modified by this treatment. These data demonstrate
that the effect of these two mutations is exerted at the level
of the interaction between Yapl and Crml.

Yap1 is deactivated (reduced) by the

thioredoxin system

The data presented demonstrate that activation of Yapl by
H,05 involves the oxidation of the protein to a probable
disulfide bond, indicating that this regulator might directly
sense the increased levels of H,O». In yeast, the H,O»-
sensing mechanism might be coupled to the systems that
control the cell redox status, as in Escherichia coli (Zheng
et al., 1998). To explore this possibility, Yapl activation
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Fig. 4. Activity of Yap] cysteine substitution mutants. (A) Yap! cysteine residues important for tolerance to H20,. The Avapl strains not expressing
or expressing Myc-Yapl, YapIC¥0%4, YaplC310A, Yap]CHSA, Yap]CS98A, Yap ] C620A or Yap] 6294 were tested for their tolerance to increasing
concentrations of H»0, by the patch assay on solid medium. (B) The same strains as in (A) were used to measure the amount of TRX2 and

ACT! mRNAs by RT-PCR as in Figure 1A, Cells were reated with 300 pM H,0; for the time indicated. (C) The TRX2/ACT signal ratios
quantified from the RT-PCR shown in (B) on a Phosphorimager were calculated and plotted as a function of time of exposure to H20,.

was monitored in strains carrying mutations of the two
main cellular thiol disulfide reducing pathways (Figure 7).
The GSH pathway was tested with strains deleted for the
glutathione reductase gene GLR! (Aglrl), or for both
glutaredoxin genes GRX1 and GRX2 (Agrx]Agrx2), and
with the Agshlpro2-14girl strain. The latter strain lacks
the y-glutamy! cysteine synthase gene (GSH1), encoding
the rate-limiting enzyme of glutathione synthesis, and
the glutathione reductase gene (GLRI), and harbours a
third mutation in the proline biosynthesis enzyme gene
PRO2, which restores the synthesis of GSH to ~0.5% of
the wild-type cellular content (our unpublished observa-
tions). The thioredoxin pathway was tested with strains
lacking the thioredoxin reductase gene TRRI (Atrrl), or
both thioredoxin genes TRX ! and TRX2 (Atrx! Arrx2). The
time-course-induced expression of TRX2 and 7RRI in
response to H>O, was similar to that of the wild-type strain
in Aglrl, Agshlpro2-1Aglrl (Figure 7A and B) and
AgrxlAgrx2 (not shown). By contrast, in strains inactiv-
ated in the thioredoxin pathway, Yap| was constitutively
partially active (~20-50%), further activated after H,0,

treatment and remained maximally active after 2 h. This
deregulated gene expression was specific to Yapl, since
only the proteins of the Yap! regulon were constitutively
high in AtrxlAtrx2, as shown by two-dimensional gel
electrophoresis (data not shown). We also monitored Yapl
activity in a strain deleted for TSA/ (Atsal), which
encodes a thioredoxin-dependent thiol peroxidase (Chae
et al., 1994). In this strain, Yapl was not activated
constitutively, but activation by H»O, was prolonged
(Figure 7A and B). However, Yapl activity still decreased
to baseline levels after ~1.5 h, suggesting that the
deregulation of Yapl observed in the thioredoxin
mutants is not solely related to a strain-intrinsic peroxide-
scavenging defect, but to a lack of a direct effect of
thioredoxins on the protein redox status. Consistent with
the deregulated expression of Yap 1-target genes, Yap|l was
constitutively partially oxidized in Atrrl and AtrxlAtrx2
(Figure 7C). Deregulation was also correlated with a
constitutive nuclear localization of Yapl in Arrrl and
Atrx ! Atrx2, but not in mutants of the GSH pathway or in
the Arsal strain (Izawa ef al., 1999; data not shown).
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Fig. 5. Essential role of C303 and €598 for H,0s-induced Yap! nuclear redistribution. (A) Analysis of the cellular distribution of GFP-tagged
Yap 594 Yap1©H0A yap ] SS%A and Yap 196294, Cells taken before or 12 min after treatment with 300 pM H,0, were analysed for GFP or DAPL
staining or under visible light. (B) Phosphorylation of Yapl cysteine mutants as an indicator of their subcellular localization. Ayap/ cultures
expressing Mye-Yapl, YaplC¥A, Yap|CI0A, yap | CHIA Yap | C9HA Yap |C620A or Yap 1 C629A were taken before and after treatment with 300 pM

H,0, and processed as in Figure 1C.

Because thioredoxins are known to catalyse protein
disulfide bond reduction by NADPH-dependent thio-
redoxin reductase, they could catalyse the reduction
(deactivation) of oxidized Yapl. To test this hypothesis,
we incubated extracts containing oxidized Yapl with
increasing amounts of thioredoxin, thioredoxin reductase
and NADPH. The oxidation-dependent shift of migration
was completely eliminated within 30 min in the presence
of 20 uM thioredoxin (Figure 7D).

Discussion

Yap1 as the yeast H.0, sensor

The data presented here establish that the Yap! transcrip-
tion factor is activated by oxidation within minutes of
H,0, treatment and therefore fulfils the function of a
redox sensor. These data also provide evidence for an
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oxidation-induced change of conformation of Yapl, and
the requirement of residues C303 and C598 in its
formation. This requirement, and the lack of H,O;
reactivity of Yapl©®A and Yapl1C¥8A  establish that
C303 and CS598 are part of the Yapl redox centre.
Although a glutathione mixed disulfide or a sulfenic acid
are possible cysteine oxidation products, C303 and C598
probably oxidize to form an intramolecular disulfide bond.
The prolonged activation of Yapl in mutants of the
thioredoxin pathway and the ability of thioredoxin to
catalyse Yapl reduction in vitro indicate that the
thioredoxin system acts to deactivate (reduce) Yapl,
which is consistent with the presence of a disulfide bond in
its oxidized form. Since both TRX2 and TRR/ are targets
of Yapl, activation of the pathway by H,O, is auto-
regulated. These data substantiate the presence of a
disulfide bond in oxidized Yapl. but the participation of
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a metal or another prosthetic group in its redox-active
centre cannot be ruled out. Of the other cysteines of Yapl,
C315, C620 and C629 do not appear essential for redox
sensing. However, C620 and C629 might be important in
Yapl control by being close to or part of the NES (Kuge
et al., 1998; Yan et al., 1998; Coleman et al., 1999). In the
case of C620, an alanine substitution appears to be
tolerated for NES function (this work), whereas a
threonine substitution is not (Kuge et al., 1997).
Similarly, an alanine substitution of C629 partially
disrupts the NES function (Coleman et al., 1999; this
work) while a threonine substitution has a wild-type
phenotype (Kuge et al., 1997). The depressed activity of
Yap162A ig similar to the previously observed, but not
understood, decreased activity towards H>O, of all nuclear
constitutive Yapl alleles tested (Kuge et al., 1997;
Coleman et al., 1999; data not shown). The role of C310
is more complex. As the corresponding substitution
mutant can reproduce the oxidation-dependent electro-
phoretic migration shift and is still capable of redistribut-
ing to the nucleus upon H,O, treatment, this cysteine
residue is dispensable for redox sensing. One remarkable
phenotype of Yapl€*9A is its inefficient oxidation and
delayed nuclear redistribution, which suggests that C310
could have a role in the formation of the oxidized
conformation, perhaps by modifying the vicinal electronic
environment if this residue becomes partially oxidized to a
sulfenate upon exposure to H>O,. However, the profoundly
decreased activity of Yap1©¥1% may also indicate another
undefined functional role for the domain containing this
residue (Coleman er al., 1999). Our data also showed that
Yapl becomes phosphorylated upon exposure to HyOs.
This modification occurs outside the C-terminal CRD since
it was still observed in a Yap! truncated version lacking
this domain (not shown). As it did not occur in mutants
unable to redistribute to the nucleus, and was constitutive
in a constitutive nuclear mutant (Figure 1), this modifi-
cation probably occurs in the nucleus, and therefore at a
step after protein oxidation, which is the critical event
triggering Yapl nuclear redistribution. Although its role is
not understood, phosphorylation could be important by

providing a regulated interaction with other substrates or as
a marker for protein degradation.

The data presented here establish that activation of
Yapl by H,0O, involves the critical oxidation of the
N-terminal CRD C303 and the C-terminal CRD C598
probably to a disulfide bond, with the resulting change of
conformation masking recognition of the Yapl NES by
Crml/Xpol, thereby promoting accumulation of Yapl
into the nucleus. This model would provide a new example
of a protein regulated by reversible disulfide bond
formation, as a way to respond rapidly to oxidative stress
(Aslund and Beckwith, 1999).

The mechanisms by which H,0, and diamide
activate Yap1 are different

The model proposed above seems to contradict studies
that analysed the activation of Yapl by diamide (Kuge
et al, 1997, 1998; Yan er al., 1998). In particular,
Kuge et al. (1997) showed that the Yapl C-terminal CRD
by itself could confer regulated nuclear redistribution to a
reporter protein in response to diamide, while Yan et al.
(1998) showed that any one of the C-terminal cysteines
was required for the diamide regulation of Yapl. These
published data clearly rule out involvement of disulfide
bond formation between N- and C-terminal cysteine in the
activation of Yapl by diamide. This apparent contradic-
tion could indicate, as pointed out by Wemmie ef al.
(1997), that there is a difference in the mechanism by
which H;0, and diamide activate Yapl. This is now
clearly demonstrated by lack of the H,O,-induced redox-
dependent migration shift upon diamide treatment
(Figure 2), indicating that this oxidant does not generate
the H,0, oxidation product of C303 and C598. In addition,
YaplC*® and Yap1©% still redistributed to the nucleus in
response to diamide (data not shown), which demonstrates
the specificity of their defective H,O, response, and is
consistent with the notion that any one cysteine can fulfil
the required regulatory function needed in this process
(Yan et al., 1998). In conclusion, we propose that diamide
may activate Yapl by direct modification of one or more
C-terminal cysteines, perhaps by creation of a stable
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Atrxl Airx2 (B), Agshi Agiripro2-1 and Atsal strains. Cells were treated with 300 M H;0; for the indicated time and processed for RT-PCR as in
Figure 1A, The ACT/ autoradiograms sre not shown. (C) Yap! is oxidized in mutants of the thioredoxin system. yMye-Yapl, Arx/ Atrx2 and Atrrl
expressing Myc-Yap! (grown to an ODgy of 0.3) were processed as in Figure 2A and extracts were analysed by immunoblotting after non-reducing
PAGE. (D) Reduction of oxidized Yap] by the thioredoxin system. yMyc-Yapl (grown to an ODgy of 0.4), treated with 400 pM H,0;, lysed with
glass beads in 100 mM Tris-HCI pH 8, 0.1% SDS, | mM EDTA, complete protcase inhibitors and PMSF. Twenty-five micrograms of extracts were
incubated with 1, 10 or 20 uM thioredoxin (from Spirulina sp.), 1.3 UM E.coli thioredoxin reductase and | mM NADPH (Sigmaj for 30 min at 37°C.
lodoacetamide (75 mM) was added and the samples were analysed by immunoblotting after non-reducing PAGE.

sulfenylhydrazine thereby modifying the vicinal NES and,
hence, the recognition of Yapl by Crm]1.

Conservation of the H,0,-sensing mechanism
between eukaryotes and prokaryotes

The two best characterized oxidative stress sensors are the
E.coli transcriptional regulators OxyR and SoxR. SoxR is
activated by reversible one-electron oxidation of its
iron—sulfur centres in response to superoxide-generating
compounds or nitric oxide (Gaudu et al., 1997; Hidalgo
et al., 1997). OxyR is directly activated by H,O,
through formation of an intramolecular disulfide bond,
and is deactivated by glutaredoxins (Zheng et al., 1998).
Therefore, Yapl and OxyR appear functionally hom-
ologous. Both activators control activities important for
cellular thiol redox control and for scavenging reactive
oxygen species (Lee et al., 1999a; Zheng and Storz, 2000)
and share the function of sensing increased HO- levels.
The quite different molecular control of these regulators,
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which is exerted at the level of the subcellular localization
of the protein in the case of Yapl (Kuge and Jones, 1997)
and at the level of promoter selection and DNA binding in
the case of OxyR (Toledano er al., 1994), reflects the
greater cellular complexity in eukaryotes compared with
prokaryotes. However, the biochemical modifications that
reversibly activate these regulators, involving disulfide
bond formation and deactivation by a thioltransferase
system, appear to be conserved. Furthermore, although
OxyR is preferentially deactivated by the glutathione
pathway and Yapl by the thioredoxin pathway, in both
cases the whole system is autoregulated since each factor
is deactivated by its target genes. It will still be important
to demonstrate directly the presence of a disulfide bond in
oxidized Yapl, and whether Yapl, like OxyR (Aslund
et al., 1999), is directly oxidized by H,0,. We indeed do
not rule out the possibility that another molecule acts to
transduce the H20» redox potential to Yapl, in the same
way as protein disulfide isomerase transmits the reducing



equivalent generated during photosynthesis to the chloro-
plast polyadenylate binding protein, cPABP (Kim and
Mayfield, 1997).

Yap1 does not sense GSH/GSSG status

Apart from their conserved features, significant differ-
ences could exist between the prokaryotic and eukaryotic
redox sensing systems. OxyR can sense the cellular thiol—
disulfide status, in addition to sensing H,O». This disulfide
stress sensing is based on OxyR constitutive activation in
E.coli mutants simultaneously compromised in both
thioredoxin and GSH pathways, and was proposed to
explain OxyR activation by diamide (Aslund er al., 1999).
However, the data presented here do not support that
conclusion for Yapl. We observed that Yapl is only
constitutive in mutants of the thioredoxin pathway, but not
in mutants of the GSH pathway. This could be interpreted
as meaning that, in yeast, the drop in the cellular redox
status needed to activate Yapl is achieved after inacti-
vation of the thioredoxin but not the glutathione pathway.
However, this possibility can be ruled out by the status of
the thiol-disulfide balance, which is more oxidized in
mutants of the GSH pathway. Indeed, the percentage of
oxidized GSH (GSSG), which is thought to be the best
index of the cellular thiol redox balance, was 54% in Aglr/
compared with 22% in AtrxlAtrx2; in wild type the
proportion of GSSG was <5% (not shown), as shown
previously (Muller, 1996). Alternatively, the constitutive
activation of Yap! in mutants of the thioredoxin pathway
could be interpreted as the sole consequence of the
defective enzymatic deactivation of oxidized protein,
which accumulates as a result of endogenous production
of reactive oxygen species, and not as re-equilibration of
Yap! with an oxidizing cellular redox environment. This
hypothesis would be consistent with the idea that diamide,
although dramatically shifting the GSH/GSSG ratio
towards its oxidized form (Kosower and Kosower, 1995;
data not shown), activates Yapl not through this perturb-
ation, as proposed for OxyR (Aslund er al., 1999), but
directly, as discussed above. We conclude that Yapl has
evolved to sense increased peroxide levels but not the GSH
redox balance.

Materials and methods

Strains and culture conditions

Most of the experiments were performed with the wild-type strtin YPH98
(Sikorski und Hicter, 1989) (Marm urad-52 lys2-801%5% gqgdp2-10]00
nplal leu2Al and its isogenic derivatives. The dvapl, Aglrl, Aisal,
Agshl and Atrrl strains were described previously (Lee er al,, 1999b),
ArrxlArrx2 was prepared by a onc-step amplification protocol that
successively replaced the entire TRX/ and TRX2 open reading frames
(ORFs) with the TRP! and kanamyein genes, respectively. Agshlpro2-
1Aglr! is the Agsh/ strain carrying a PRO2 mutation that rescues the
strain's GSH auxotrophy by allowing the synthesis of traces of GSH
(0.5% of the wild-typc GSH content as determined by a microbiological
assny and by thin layer chromatography after [*3S]methionine pulse
labelling) and a deletion of the entire GLR! ORF replaced by URAS, The
pro2- 1 suppressor mutation acts by diverting the y-glutamate synthesized
in the first step of the proline biosynthetic pathway into the synthesis of
GSH (D.Spector and M.B.Toledano, unpublished observations). Given
the GSH uuxotrophy of the Agsh/ mutation, the pro2-1 suppressor
mutation ensures the presence of very low and constant levels of GSH on
minimal medium. Agrx/, Agrx2 and the double deletion Agre/Agrx2 are
not isogenic with YPH98 and were a gift from Dr C.Grant (UMIST,
Mauanchester) (Luikenhuis er al., 1998). EGY48 (Marat ura3-52 his3
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LEXAyxsyLEU2 <pSHI8-34 URA3 2p>) (R.Brent) was used for the
two-hybrid assay. The minimal medium (SD) was yeast nitrogen basc
(6.7 g/1) and dextrose (20 gfl) supplemented with the required amino
acids. Dextrose can be replaced by 2% raffinose (S raffinose) or 2%
galactose (S galactose). The H,0, sensitivity assays were performed as
described (Lee er al., 1999a).

Preparation of cell extracts and western blot analysis

Pelleted cells were washed in 20% TCA, frozen and lysed by vortexing
after adding plass beads and 12.5% TCA. The lysate was centrifuged and
the precipitated pellet dissolved in 2% SDS, 5% B-mercaptocthanol,
62.5 mM Tris-HCl pH 8.7, 10% glycerol, 0.01% bromophenol bluc,
boiled and loaded on a 10% SDS-polyacrylamide gel (30:0.4
acrylamide:bisacrylamide). To monitor the Yapl redox state, the TCA-
precipitated pelict was washed in acetone, air dried, dissolved in 75 mM
iodoacetamide, 1% SDS, 100 mM Tris-HCl pH B, | mM EDTA,
complete protease inhibitors (Bochringer Mannheim) and incubated at
25°C for |15 min. Where indicated, Yap1 was dephosphorylated with 20 U
calf intestinal phosphatase (New England Biolabs) for 45 min at 37°C,
after dialysis of the resuspended iodoacetamide-treated protein pellet for
4 h against 10 mM Tris—HCI pH 8, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl.,. Protein
extracts were scparaled by non-reducing SDS-PAGE afier adding 3%
Lacmmli sample buffer not containing f-mercaptoethanol and boiling.
The separated protcins were blotted on to a nitrocellulose membrane and
probed with the 9E10 anti-Myc monoclonal antibody: bound antibodics
were detected using an cnhanced chemilumineseence westem blotting
reagent kit (Amersham Pharmacia).

Analysis of cell GFP staining by immunofluorescence
microscopy

Five minutes after addition of DAPI, cells were centrifuged, washed,
resuspended in DABCO (75% glycerol, 0.25X phosphate-buffered saline,
200 mM diazabicyclooctane) and analysed with a Leica DMREXA
fluorescent microscope equipped with a Roper Scientific Micro-Max
cooled CCD camera and MetaMorph software (Universal Imaging, Inc.).

Two-hybrid assay

EGY48 carrying pSH18-34 (2 plasmid carrying a lacZ reporter gene
under the control of cight lexA operators) (Gyuris er al., 1993) was
transformed with PKW442 [CRMI-LexAPP (Stade er al., 1997)] or
pEG202 (lexA1.2p2) and onc of the following: pJG4-5 [B42AD
hacmagglutinin (HA) epitope tag TRPI], pLDB439 [YAPI-B42AD:
full-length Yapl cloned between the EcoRl and Xhol sites (Yan et al.,
1998) of pJG4-5], pYAP13MA-B42AD or pY AP SMAB424P, The C303
and C598 mutations were introduced by cloning into YAP1-B42AP g
mutagenized fragment gencrated by the two-step PCR method and
inserted in pLDB439 between the BamHIl and Pacl sites (C303) or
between the Pacl and Xhol sites (C598). To test interaction in liquid
medium, cells pre-grown in 2% S raffinose lacking uracil, histidine and
tryptophan were re-inoculated in the same medium to an ODggq of 0.3-0.5
and were transferred to an cquivalent volume of 2% S galactose for
30 min, Cells were then treated or not with H,O5 (500 pM) for | h. The
P-galactosidase assay was performed as described (Miller er al., 1972).
To test interaction on solid medium, cells grown in 2% S raffinose were
patched at a density of 4.5 X 107 cells on solid 1% S raffinose/2%
galactose medium and incubated for 2.5 h at 30°C. The assay was
revealed by overlaying the cells with top agar containing X-gal (0.04%).

Construction of plasmids

Myec-Yapl contains a Mycy cpitope tag inserted at the unique Acel site,
three codons downstream from the ATG, and is expressed from the
centromeric pRS316 plasmid (Lee ef al., 1999b). A 1.17 kb fragment
encoding the C303A, C310A and C315A substitutions, amplified
from PIdB583 (a gift from L.Davis, Brandeis University) (Yan er al.,
1998), was recombined to Myc-Yapl by gap repair, resulting in
Yap | COIACHOACHSA - A 327 bp Neel-Pacl fragment of PldbSI8
encoding the CS598T, C620A and C629T substitutions (Yan er al.
1998) was subeloned into Mye-Yapl, resulting in Yap] CSBT.CE20A.C629T
Yap|LO19SL62S, yap | CI03A Yap |CHUA, Yap|CH#A, Yap | C620A, Yap|Co29A
and Yapl®'A were prepared by a two-step PCR method and the
mutagenized fragments were introduced into Myc-Yapl by gap repair.
GFP-Yapl is a GFP N-terminal fusion expressed from vector pRS
cp-GFP HA-YAP| GFP (TRP/, CEN6-ARSH4) (a gift from 5.Kuge,
University of Tokyo) (Kuge er al.. 1997). GFP-Yap] fusions carrying
individual C—A mutations were prepared by subcloning the correspond-
ing mutagenized fragments into the BamHI and BsEll sites of pRS
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cp-GFP HA-YAPI. All the constructs used in this study were sequenced
completely.

Quantitative RT-PCR assays

Total RNA was isolated as described by Lee er al. (1999b). RT-PCR
assays were performed as described by Godon et al. (1998). cDNAs were
synthesized by random hexanucleotide-primed reverse transcription from
I pg of total RNA. Quantitative PCR was performed using primers
specific for TRX2 (CGTCACTCAATTAAAATCCGCTTC, GGAAGC-
AATAGCTTGCTTGCTTGATAGC), TRR!I (CCAGGGCAGAAA-
TCAAGCCAATCC, ATAAACCGCTGACTGGCAAATCGG) and
ACT! (TTGGATTCCGGTGATGGTGTTACT. TGAAGAAGATTG-
AGCAGCGGTTTG). *P-labelled PCR products were separated on a
native polyacrylamide gel, dried, exposed to autoradiography film and
quantified on a PhosphorImager.
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Summary

The Yap1 transcription factor regulates hydroperoxide
homeostasis in S. cerevisiae. Yap1 is activated by oxi-
dation when hydroperoxide levels increase. We show
that Yap1 is not directly oxidized by hydroperoxide.
We identified the glutathione peroxidase (GPx)-like en-
zyme Gpx3 as a second component of the pathway,
serving the role of sensor and transducer of the hydro-
peroxide signal to Yap1. When oxidized by H.,O,, Gpx3
Cys36 bridges Yap1 Cys598 by a disulfide bond. This
intermolecular disulfide bond is then resolved into a
Yap1 intramolecular disulfide bond, the activated form
of the regulator. Thioredoxin turns off the pathway by
reducing both sensor and regulator. These data reveal
a redox-signaling function for a GPx-like enzyme and
elucidate a eukaryotic hydroperoxide-sensing mecha-
nism. Gpx3 is thus a hydroperoxide receptor and re-
dox-transducer.

Introduction

The concentration of reactive oxygen species (ROS) (hy-
droperoxides and superoxide anion) is narrowly set by
changes in oxidant-scavenging enzymes levels that
compensate for the continuous alterations in ROS pro-
duction rates during growth and Impromptu exogenous
insults (Gonzalez-Flecha and Demple, 2000). This ho-
meostatic control is essential to preserve cellular integ-
rity. Specialized pathways that detect minimal increases
in ROS intracellular concentration regulate this homeo-
stasis, raising the important question of the biochemical
mechanisms sensing and translating ROS signals into
a coordinated output. Solutions to this question have
been provided by the detailed characterization of the

3Correspondence: toledano@|onas.saclay.cea.fr

prokaryotic OxyR and SoxR transcription factors that
sense and transduce hydrogen peroxide (H,0,) and su-
peroxide anion signals, respectively (Kim et al., 2002;
Pomposiello and Demple, 2001; Zheng et al., 1998).

In budding yeast, the bZip transcription factor Yapi
is a functional homolog of OxyR. Yap1i-deleted strains
are hypersensitive to H,0, and t-butyl hydroperoxide
(t-BOOH) due to their inability to elevate the expression
of genes encoding most antioxidants and components
of the cellular thiol-reducing pathways (Carmel-Harel et
al., 2001; Gasch et al., 2000; Kuge and Jones, 1994; Lee
et al., 1999). Yap1 also regulates the stress tolerance to
other classes of compounds including the thiol oxidant
diamide, the electrophile diethylmaleate, and cadmium
(Kuge and Jones, 1994; Vido et al., 2000; Wu et al., 1993).
Yap1 is primarily controlled by a redox-sensitive nuclear
export regulating its nuclear accumulation upon activa-
tion (Delaunay et al., 2000; Kuge et al., 1997, 1998; Yan et
al., 1998). Redox signals inhibit Yap1 export by causing
modifications of its nuclear export signal (NES). These
modifications differ in response to peroxides and dia-
mide (Coleman et al., 1999; Delaunay et al., 2000; Kuge
et al., 2001). Upon activation by H.0., Yap1 is oxidized
to an intra-molecular disulfide bond between Cys303
and Cys598, with the resulting change of conformation
probably masking the Yap1 NES (Delaunay et al., 2000).
The close correlation between Yap1 oxidation and acti-
vation further indicates that oxidation is the trigger for
activation and suggests that Yap1 itself is a component
of the cellular mechanism sensing H,0,. Activation of
Yap1 by diamide does not lead to the formation of the
Cys303-Cys598 disulfide bond (Delaunay et al,, 2000),
but instead to disulfide bonds between C-terminal cys-
teines C598, C620, and C629 which also probably mod-
ify the Yap1 NES (Kuge et al., 2001). Two important
questions remain in the actual redox signals that are
sensed by the Yap1 pathway and in the molecular events
that lead from these signals to Yap1 oxidation.

Here, we demonstrate that Yap1 is not directly oxi-
dized by hydroperoxide. We identify the thiol peroxidase
Gpx3 as the hydroperoxide sensor that promotes the
oxidation of Yap1 to its intra-molecular disulfide bond,
the activated form of the regulator. This function of Gpx3
uncovers a tight coupling between the mechanisms of
hydroperoxide sensing and scavenging. Our findings
describe a redox-sensing mechanism in a eukaryote
involving a receptor-initiated hydroperoxide signaling
pathway based on a thiol oxidation cascade.

Results

Yap1 Is Transiently Disulfide-Linked to a 20 kDa
Protein upon Activation by H,0,

Yap1 is activated by oxidation when cells are exposed
to H,0,, but the way oxidation occurs is not understood
(Delaunay et al., 2000). We analyzed the redox forms of
Myc epitope-tagged Yap1 (Myc-Yap1) by Western blot
with an anti-Myc antibody. Using the cysteine-trapping
method, we previously showed that in H,0.-treated cells
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Figure 1, Yap1 Is Transiently Disulfide-Linked to a Small Protein upon Activation by H,0,

(A) Schematics of Yap1 deplcting its six cysteines residues and intra-molecular disulfide bond.

(B) Analysis of the in vive Yap1 redox state by an anti-Myc immunoblot. Crude extracts from a Ayap? strain carying Myc-Yap1, untreated or
exposed to H;0, (0.4 mM) during the indicated period were resolved under non-reducing or reducing conditions, as indicated. The Yap1
mixed-disulfide is indicated by an asterisk, and the Yap1 reduced and intra-molecular disulfide forms by amrows.

(C) Effects of Yap1 cysteine mutations on mixed disulfide formation. Extracts from Ayap1 strains carrying the indicated Yap1 alleles not treated
or exposed for 2 min to H.0, (0.4 mM) were prepared and analyzed as in (B) under non-reducing and reducing conditions as Indicated.

Yap1 has a distinct faster mobility than in untreated cells
(Delaunay et al., 2000; see Figure 1B). This mobility shift
occurs as early as 1 min after H,0, treatment and starts
to disappear after 30 min. It Is diagnostic of a Cys303-
§-5-Cys598 intra-molecular disulfide bond, because it
completely disappears upon reduction or when alanine
is substituted for either Cys303 or Cys598 (see schemat-
ics, Figures 1A and 1C). Further inspection of the autora-
diogram revealed a faint anti-Myc stained higher molec-
ular weight (MW) band whose presence correlated with
Yap1 oxidation, disappearing after 15 min (Figure 1B).
The absence of this band under reducing conditions
indicated a probable intermolecular disulfide linkage of
a small fraction (<10%) of Yap1 with a protein of about
20 kDa, as predicted from the band migration (Figure
1B). Analysis of Yap1 cysteine mutants showed that the
high MW Yap1 band was almost completely erased with
an allele carrying substitutions of its three carboxy-ter-
minal cysteines (Yap1C8A CS0AC52), |n contrast, the high
MW band was strongly increased with an allele carrying
substitutions of its three amino-terminal cysteines
(Yap1 9334 0310A G3184) (Figyure 1C). Such stabilization of the
Yap1 mixed disulfide was also seen in Yap1%®4, with
about 30%-50% of the total Yap1 protein involved in
this linkage (Figure 1C and see Figure 2A). Notably, the
high MW Yap1 band had a wild-type intensity in a Yap1
allele only containing Cys303 and Cys598 (Yap1C10A ¢354
cozon, Cazm)

The data indicate the transient formation of a Yap1
mixed-disulfide. This linkage presumably involves Cys598
and is stabilized when Cys303 is missing.

212

The Yap1 Disulfide-Linked Partner

Is Glutathione Peroxidase

We purified H,0,-treated Myc-Yap1®®®* by one-step
anti-Myc affinity chromatography under non-reducing
conditions. The mixed-disulfide partner copurified with
Yap1 under these conditions (Figure 2A). Analysis of the
tryptic digest of the Yap1 high MW band by nanoscale
capillary liquid chromatography-tandem mass spec-
trometry (LC-MS/MS) identified Yap1%% as the first pro-
tein candidate (40% sequence coverage) and Gpx3 as
the only other protein (27% sequence coverage, pep-
tides 26-35, 86-108, and 142-160) (Figure 2B). The iden-
tification of Gpx3 as the Yap1“*™* mixed disulfide-linked
partner was confirmed by the absence of the high MW
band in a GPX3 deleted strain (Agpx3) after exposure
to hydroperoxide (Figure 2C). Gpx3 is one of the three
budding yeast glutathione peroxidases (GPx), which are
non-selenium enzymes (Avery and Avery, 2001; Inoue
et al., 1999), The Gpx3 theoretical size of 18.5 kDa is in
agreement with the predicted size of the Yap1 mixed
disulfide partner, indicating that the two proteins form
a 1:1 stoichiometric complex. Gpx3 is a constitutively
expressed enzyme, and its expression is not altered by
oxidative stress or by mutations in YAPT (Inoue et al.,
1999).

We next tested whether Gpx3 is also the disulfide-
linked partner of wild-type Yap1, by a Myc-Yap1 immu-
noprecipitation from TCA lysates of H,O,-induced cells
expressing a HA-tagged version of Gpx3 (HA-Gpx3) (Fig-
ure 2D). The immunoprecipitated material contained a
unique anti-HA stained band that migrated at the size
of the anti-Myc stained Yap1 high MW band. A HA-Gpx3
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Figure 2. Gpx3 Is the Yap1-Mixed Disulfide Partner

{A) Preparative non-reducing SDS-PAGE of purified Myc-Yap1“®, The free and mixed-disulfide forms are indicated. Yap1 was purified from
extracts of a Ayap? strain camying Myc-Yap1®®™ axposed during 5 min to H.O, (0.6 mM).

(B) Identification of peptide 96-108 of Gpx3 by fragmentation using tandem mass spectrometry. For identification, experimental fragmentation
pattemns of selected peptides were compared to theoretical values calculated according to the NCBInr database,

(C) The Yap1=® mixed-disulfide is absent in a strain lacking Gpx3. Extracts from Ayap1 or Ayap7Agpx3 strains carrying Yapt®®* and left
untreated (lanes 1, 4) or exposed during 2 min to H;0, (0.4 mM) (lanes 2 and 5) or t-BOOH (1 mM) (lanes 3 and 6), were prepared and analyzed
as in Figure 1B under non-reducing conditions.

(D) The mixed-disulfide partner of wild-type Yap1 is also Gpx3. Yap1 was immunoprecipitated with the anti-Myc Mab (IP anti myc) or with
the anti-HA Mab (IP anti HA) from extracts of a Ayap1 strain carrying both Myc-Yap1 and HA-Gpx3 and left untreated or exposad to H,0, (0.4
mM) during 2 min, Extracts were prepared as in Figure 1B, The immunoprecipitated material resolved under non-reducing conditions was
immunoblotted with either the anti-Myc or anti-HA Mab as indicated.

(E) Reduced Yap1 and Gpx3 interact in a pull-down assay. Extracts from Ayap? strains camying or not Myc-Yap1, were incubated under
reducing conditions (DTT 2 mM) with anti-Myc Mab-bound sepharose beads during 3 hr at 4°C. A low speed supematant fraction from a
lysate of E.coll expressing His-Gpx3 (S1) was applied onto the antl-Myc Mab-bound sepharose beads. After iterative washings, the anti-Myc
bound material was eluted by competition with an excess Myc peptide and immunoblotted with anti-His Mab after non-reducing SDS-PAGE.

The experiment was performed under anaercbiosis.

immunoprecipitation under the same conditions also
showed a unique anti-Myc stained band of the size of
the high MW band (Figure 2D).

In view of the mixed-disulfide formed by wild-type
Yapl and Gpx3 in H;O0,-treated cells, we also tested
whether these proteins could interact non-covalently
under non-induced conditions (Figure 2E). E. coli-ex-
pressed Gpx3 was specifically retained by Myc-Yap1
that had been immobilized on an anti-Myc immunoaffin-
ity column. This result was obtained both under anaero-
biosis with fully reduced proteins (Figure 2E) and under
aerobiosis with reduced and then alkylated proteins (not
shown).

In summary, these data demonstrate that upon expo-
sure to H,O,, Yap1 associates with Gpx3 by a disulfide
bridge. A preformed Yap1-Gpx3 non-covalent complex
might favor this redox interaction.

Disulfide Linkage between Gpx3 Cys36 and Yap1
Cys598 Leads to Yap1 Oxidation

Inspection of the Yap1 redox state in Agpx3 showed
that neither the Yap1 high MW band nor the shift to a
faster mobility occurred, up to 90 min after treatment

with either H,O, (Figure 3A) or t-BOOH (not shown), es-
tablishing that Gpx3 is critical for the oxidation of Yap1
in vivoe. We next evaluated if Gpx3 is also required for
oxidation of Yap1 by hydroperoxides in vitro (Figure 3B).
When H;0, (100 uM) was added to premixed reduced
purified Yap1 and E. coli-expressed Gpx3, a disulfide
bond was formed between the two proteins, and Yap1
became partially oxidized to its faster mobility band in
a Gpx3-dependent manner (Figure 3B). Therefore, Gpx3
is also required for Yap1 oxidation by H,0; in vitro, al-
though oxidation is not as efficient as in vivo, maybe
due to a missing component of the reaction. At a higher
H,0; concentration (400 M), some oxidation of Yap1
was seen in the absence of Gpx3 (not shown), indicating
that the Gpx3 requirement can be bypassed in vitro.
Gpx3 carries three cysteines at positions 36, 64, and
82, with Cys36 being the conserved GPx active site-
selenocysteine/cysteine residue (see schematics in Fig-
ure 3C). To identify which of these cysteines are required
for Yap1 oxidation, we coexpressed Gpx3 cysteine mu-
tants with Myc-Yap1 in Agpx3 (Figure 3C). Upon H;0,
treatment of the strain camrying Gpx3®%, Yap1 formed
neither the shift to a faster mobility corresponding to its
intra-molecular disulfide form, nor the high MW Gpx3-
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Figure 3. Disulfide Linkage between Gpx3 Cys36 and Yap1 Cys598 Leads to Yap1 Oxidation

(A) Gpxa is required for in vivo oxidation of Yap1. Ayap? or Ayap1Agpx3 strains carrying Myc-Yap1 were left untreated or exposed to H:0,
{0.4 mM) during the Indicated period, Extracts were prepared and analyzed under non-reducing conditions as In Figure 1B.

(B) Gpx3 Is required for in vitro oxidation of Yap1. H;0; (0.1 mM) was added or not to purified reduced Myc-Yap1 (1 uM) alone or mixed with
a 10-fold molar excess of purified reduced Gpx3 as indicated, at room temperature under anaerobiosis. The reaction was stopped by NEM
{10 mM) after 10 min and the Yap1 redox state was monitored by immunobloting. The Yap1-Gpx3 mixed-disulfide is indicated by an asterisk.
Purified Yap1 and E. coli-expressed His-Gpx3 were malntained reduced by ovemight incubation in buffer E supplemented with DTT (20 mM),
dialyzed against buffer E, under anaerobiosis.

(C) Identification of Gpx3 cysteines required to oxidize Yap1. AyapTAgpx3 strains camying Myc-Yap1 and either Gpx3, Gpx35%, Gpx3®®s,
GPX3%%, or HA-Gpx3©®® ©2 g5 [ndicated, were left untreated or exposed to H,0, (0.4 mM) during 2 min. Inspection of the Yap1 redox state
is as in Figure 1B, Shown under the immunoblot is a schematic of Gpx3 depicting its three cysteines.

(D) Identification of the cysteines involved in the mixed-disulfide. The MS/MS spectrum of the fragmentation of the Yap1-Gpx3 disulfide-linked
peptide (MW = 1847.82 Da) Is interpreted twice according to the sequence of either of its Yap1 or Gpx3 constituting peptides. The basa peak

(m/z = 616.94 Da) corresponds to the triply charged precursor,

mixed disulfide. In contrast, in strains carrying Gpx3°,
Gpx3%3, or Gpx3%ScS, oxidation of Yap1 occurred
normally (Figure 3C) and with wild-type kinetics (not
shown). Thus, Cys36 is uniquely required for Yap1 oxida-
tion, probably forming the mixed disulfide with Yapl
Cys598 as suggested above. To confirm the identity of
the mixed-disulfide linked cysteines, we performed a
nanoESI-Q-TOF MS/MS analysis of the non-reduced
Yap1®®A.Gpx3 sample shown in Figure 2A. An ion with
a mass matching the theoretical mass of a disulfide
linkage between peptides 598-604 of Yap1 and 36-43
of Gpx3 was detected in the tryptic digest. Fragmenta-
tion of this peptide by MS/MS formally identified the
Yapl and Gpx3 expected sequences (Figure 3D). The
free Yap1 Cys598 and Gpx3 Cys36-containing peptides
were not detected in this sample, indicating that the
mixed disulfide could notinvolve another Yap1 cysteine,
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unless a second disulfide bond was bridging Yap1 and
Gpx3. However, the normal Yap1-Gpx3 mixed-disulfide
bond formation and Yapl oxidation observed with
Gpx3°5%558 nyles out this possibility. MS analysis of the
same material after reduction and alkylation by iodo-
acetamide showed the disappearance of this mixed di-
sulfide and the appearance of its two constitutive pep-
tides (not shown).

These data establish that the H,0,-induced Yap15®*-
Gpx3 mixed disulfide is formed between Cys598 and
Cys36. The same residues are probably bridging Yap1
with Gpx3 in the wild-type context, although in the ab-
sence of Yapl Cys598, another probably illegitimate
inter-molecular disulfide bond forms (see Figure 1C).
Moreover, formation of the Yap1-Gpx3 mixed disulfide
bond is essential for the generation of the Yap1 intra-
molecular disulfide bond.
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Figure 4. Gpx3 Is Exclusively Required for Yap1 Activation by Hydroperoxides

(A) Analysis of the GFP-Yap1 cellular localization. Exponentially growing wild-type or Agpx3 strains camying GFP-Yap1 were treated with H;0;
{0.4 mM) during the indicated period and analyzed for GFP staining as described (Delaunay et al., 2000).

(B) Dose-response of TRX2 induction. Total RNA was extracted from wild-type and Agpx3 left untreated or exposed during 30 min at the
indicated H,0, concentration. TRX2/ACTT mRNA ratios were quantified by on-line RT-PCR.

(C) Kinetics of TRX2 Induction. Wild-type and Agpx3 cells were exposed to H,0; (0.4 mM) during the indicated pericd.

(D) Wild-type and Agpx3 ware exposed to diamide (1.5 mM) during the indicated period and TRX2 induction measured as in (B).

(E) Witd-type, Agpx3, and Ayap1? cells were exposed to 4-HNE (250 M) during the indicated period and TRX2 induction measured as in (B).

Gpx3 Is Exclusively Required for the Activation

of Yap1 by Hydroperoxides

Oxidation of Yap1 by peroxides triggers its nuclear re-
distribution and its ability to activate target-gene ex-
pression (Delaunay et al., 2000). In Agpx3, a GFP-Yap1
fusion remained mainly cytoplasmic up to 90 min after
H,0, treatment, in contrast to its exclusive nuclear local-
ization in the wild-type strain during the first 30 min
of this treatment (Figure 4A). Nevertheless, a few cells
(10%-30%) showed a very partial GFP-Yap1 staining in
the nucleus in Agpx3 after 30 min, demonstrating that
Yap1 nuclear redistribution, although significantly inhib-
ited, could still occur. In Agpx3 cells, induction of the
Yapi target-gene TRX2 measured after 30 min of treat-
ment was defective through a range of H;0, concentra-
tion from 50 to 800 uM (Figure 4B). Furthermore, TRX2
induction was delayed by an hour and significantly di-
minished in Agpx3 in comparison to the wild-type kinet-
ics (Figure 4C). This residual TRX2 induction is depen-
dent upon Yap1 since it was absent in Agpx3Ayap1
strain (not shown). Yap1 is also activated by diamide
through a mechanism not involving the C303-S-S-C598
bond formation (Delaunay et al., 2000), and by electroph-
iles that supposedly operate by covalent modification
of Yap1 C-terminal cysteines (D.A,, A.D., C. R.-P,, F.T.
and M.B.T, unpublished data). We thus evaluated
whether Gpx3 was also required for activation of Yap1
by these compounds. TRX2 was fully induced by dia-
mide irrespective of the presence of Gpx3 (Figure 4D).
TRX2 was also induced in a Yap1-dependent manner
by the electrophile by-product of lipid peroxidation,
4-hydroxynonenal (4-HNE) irrespective of the presence
of Gpx3 (Figure 4E). Gpx3 is thus exclusively required
for Yap1 activation by hydroperoxide. The Gpx3-inde-
pendent Yap1 activation by 4-HNE and diamide provides
an explanation for the residual, hydroperoxide-induced

Yap1 activation occurring in the absence of Gpx3. In
this case, secondary oxidation by-products generated
by hydroperoxide might trigger the Gpx3-independent
Yap1 activation mechanism.

The Gpx3 Peroxidase Function Involves

an Active-Site Disulfide

The Yap1 hydroperoxide sensor Gpx3 is a previously
identified hydroperoxide scavenger. It was thus impor-
tant to determine whether different Gpx3 cysteine resi-
due(s) operate in its different functions.

We analyzed the redox forms of HA-Gpx3 with the
procedure used for the analysis of Yap1. In untreated
cells, HA-Gpx3 migrated as a single band, but in cells
treated with H,0,, a second faster mobility band was
apparent (Figure 5A). This faster band was diagnostic
of a Cys36-S-S-Cys82 disulfide bond because it was
seen neither under reducing conditions nor in Gpx3 cys-
teine mutants Gpx3©*® or Gpx3%*=, An MS/MS analysis
by nanoESI-Q-TOF of the chymotryptic digest of E. coli-
expressed oxidized Gpx3 confirmed the presence of this
disulfide bond (not shown). We tested the significance
of this disulfide bond by assaying in vitro the peroxidase
activity of purified E. coli-expressed Gpx3 and its cys-
teine substitution derivatives (Figure 5B). Gpx3 had a
significant peroxidase activity in the presence of thiore-
doxin and thicredoxin reductase (see below). In con-
trast, Gpx3° did not have any detectable peroxidase
activity (Figure 5B), indicating that the Gpx3 intra-molec-
ular Cys36-S-S-Cys82 disulfide is essential for the per-
oxidase catalytic mechanism.

The Yap1 Regulatory Role of Gpx3 Is Prevalent

over its Peroxidase Function

The respective in vivo hydroperoxide sensing and scav-
enging Gpx3 functions were evaluated. We confirmed
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Figure 5. The Gpx3 Peroxidase Catalytic Mechanism Involves an Active-Site Disulfide

{A) In vivo analysis of the Gpx3 redox state. NEM-blocked extracts from Agpx3 carrying HA-Gpx3, HA-Gpx3¥%, HA-Gpx3™%, or HA-Gpx3™=
left untreated or exposed to H,0; (0.4 mM) for 2 min were prepared as described in methods, and immunoblotted with an anti-HA Mab after

non-reducing SDS-PAGE.

(B) Gpx3 peroxidase assays. The complete assay in the presence of Gpx3, thioredoxin, thioredoxin reductase, NADPH, and H,0, (open
squares). Complete reaction with Gpx3 CB2S replacing Gpx3 (gray squares). Complete reaction without Gpx3 (filled triangles). Complete
reaction without thioredoxin (filled circles). Complete without H.0; (filled diamonds). Data are expressed as the decrement of the 0.D. = 340

nm over time.

(C) Plate hydroperoxide sensitivity assays. Agpx3, Ayap1, Ayap1Agpx3, or Agpx3 carrying pRS316-HA-Gpx3 or the indicated Gpx3 cysteine
mutants were grown in CASA medium to stationary phase and spotted on medium containing increasing H.0; concentrations (0.4 to 2.5 mM).

Growth was inspected after three days at 30°C.

the previously reported decreased tolerance of Agpx3
toward hydroperoxides (Avery and Avery, 2001; Inoue
et al., 1999) (Figure 5C). However, this phenotype, pre-
viously attributed to a defective peroxidase activity,
could be caused by the defective Yap1 activation, or by
both defects. We thus took advantage of Gpx3 mutants
that uncouple its two functions. While Cys36 is required
for both Yap1 activation and hydroperoxide reduction,
CysB2 Is only required for the latter function. A Agpx3
strain carrying Gpx3°*® was as sensitive to H,0; as the
Agpx3 strain. However a Agpx3 strain carrying either
Gpx3°MS, or Gpx3%%, or Gpx3%SC®S had a wild-type
tolerance to hydroperoxides (Figure 5C). These data
suggest that the hydroperoxide phenotype of Agpx3 is
primarily due to defective Yap1 activation. Tolerance
assays also showed that the Agpx3 strain, although hy-
persensitive to H,0,, was more resistant than the Ayap1
strain. However, when YAP1 was deleted in Agpx3, the
resulting strain (Ayap 1Agpx3) was as sensitive as Ayap1,
indicating that the higher H,0, tolerance of Agpx3 is
due to Yap1 and might relate to the Gpx3-independent
activation mechanism suggested above.

Gpx3 Is Reduced by Thioredoxin and not by GSH
Our data, by showing that Gpx3 oxidizes Yap1, imply
that their redox states are coupled. However, this is
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seemingly contradictory with the exclusive coupling of
Yap1 to thioredoxin (Carmel-Harel et al., 2001; Delaunay
et al., 2000; Izawa et al., 1999) and the purported cou-
pling of Gpx3 to GSH (Avery and Avery, 2001). We thus
evaluated the GSH dependence of Gpx3 by comparing
its in vivo redox state in a wild-type and in isogenic
strains with inactivation of either thiol reducing path-
ways. To better monitor Gpx3 oxidation, we increased
the separation of its reduced and disulfide forms by
alkylating free thiol groups with the high molecular mass
alkylating agent AMS. In reduced Gpx3, Cys36, Cys64,
and Cys82 are available for alkylation by AMS (3 x 0.5
kDa) whereas in oxidized Gpx3, only Cys64 is available
(0.5 kDa). This differential alkylation, by giving a further
1 kDa difference between reduced and oxidized bands,
clearly indicated that fully reduced Gpx3 became about
half-oxidized as early as 2 min after exposure to H;0,
and was then reduced after 15 min (Figure 6A), closely
paralleling the occurrence of the Yap1-Gpx3 mixed di-
sulfide (see Figure 1A). The GSH pathway was tested in
a strain lacking the glutathione reductase gene GLR1
(Agir1) or in Agir1Agsh1PRO2-1 (Spector et al., 2000).
The latter strain lacks both GLRT and ~y-glutamyl cys-
teine synthase (GSH7), but still carries approximately
0.5% of the WT cellular GSH content. In both strains,
the redox state of Gpx3 before and after treatment with
H;0, had a wild-type pattem (Figure 6A). In contrast,



g;pxa. Sensor, and Transducer of H.0 Signal to Yap1
77

A Control AMS B
NEM —AMS 1 23456
0 0 2 5 iI5 30 60 minafler H,0, Gox3
(400 M) = PR3y
WT | RS - e e e e

Agirl | a"RE e

Atrs 1 Airs2 | e T -

C D
180 | &-WT
Atrxl 160 { -m-AmxlAmrx2

Atrx] Atrx2 g 140

Atrx2 Agpx3 g —&-Arrx! Atrx2Agpx3
W0y = & = & gmo
) Yaply - 80
L S € o
Pl E 40

20

0
0 10 20 30 40 50 60
Time after H,0, treatment (min)

Figure 6. Gpx3 Is Reduced by the Thioredoxin Pathway

{A) The Gpx3 redox state in thicl redox pathways mutants. Wild-type, Agir1Agsh1PRO2-1, Aglr1, and Atrx7Atrx2 carrying pRS316-HA-Gpx3
were left untreated or were exposed to H;0; (0.4 mM) for the indicated period. TCA precipitated proteins were dissolved in the presence of
NEM or AMS as indicated.

(8) In vitro reduction of Gpx3. Ponceau stalning of blotted recombinant Gpx3 after separation under non-reducing conditions. Reduced Gpx3
alone (lane 1). Oxidized Gpx3 (lane 2). Oxidized Gpx3, GSH, glutathione reductase, and NADPH (lane 3). Oxidized Gpx3, glutathione reductase,
and NADPH (lane 4). Oxidized Gpx3, thioredoxin, thioredoxin reductase, and NADPH (lane 5). Oxidized Gpx3, thioredoxin reductase, and
NADPH (lane 6). Recombinant reduced Gpx3 (25 wM) oxidized by H.0; (0.25 mM) was incubated with GSH (0.3 mM), glutathione reductase
(2 uM), thioredoxin (20 M), thioredoxin reductase (1 1M), and NADPH (0.3 mM) in a 20 p final volume for 10 min at 30°C. The reaction was
Interrupted by NEM (10 mM) and analyzed by non-reducing SDS-PAGE.

(C) In vivo Yap1 redox state in thioredoxin pathway mutants, Extracts from Atrx1Atrx2 or AtrxTAlrx2Agpx3 carrying Myc-Yapl were left
untreated or were exposed to H.0; (0.4 mM) for 2 min and processed as in Figure 1B. Samples were separated under non-reducing conditions.
(D) Gpx3 mediates Yap1 deregulation in thioredoxin mutants. Total RNA was extracted from wild-type, Atrx1Atrx2 and Atrx1 Atrx2Agpx3 cells
exposed to H,0, (0.4 mM) for the indicated period. Induction of TRRT was measured as In Figure 4B.

in a strain lacking both cytoplasmic thioredoxin genes gesting that thioredoxin is required for Yap1 reduction,
TRX1 and TRX2 (Atrx1Atrx2), Gpx3 was constitutively and/or that its absence promotes Yap1 activation. With
partially oxidized (about 10%), and became fully oxi- the above-demonstrated essential requirement of Gpx3
dized by H,0; for up to one hour. We confirmed this for Yap1 oxidation and activation, we tested whether
in vivo observation by assaying the Gpx3 peroxidase Gpx3 could mediate the deregulation of Yap1 in thiore-

activity in vitro. This activity was significant with thiore- doxin pathway mutants. We thus deleted GPX3 in a
doxin and thioredoxin reductase as the reducing system strain lacking both thioredoxin genes (Atrx1Atrx2Agpx3)
(see above, Figure 5B), but undetectable with glutathi- (Figures 6C and 6D). In contrast to its partial constitutive
one reductase and GSH (not shown). We also assayed oxidation seen in Atrx7Atrx2, Yap1 was fully reduced in
the reduction of Gpx3 in vitro. Recombinant Gpx3 oxi- Atrx1Atrx2Agpx3 and did not oxidize upon H,0, treat-
dized by H;0; (Figure 6B, lane 2) was completely re- ment (Figure 6C). Similarly, the constitutive and unregu-
duced by the thioredoxin system (lane 5), but only mini- lated H,0; induction of the Yap1-target gene TRR1, seen
mally by the GSH system (lane 3), as shown by its distinct in Atrx1Atrx2, was suppressed in the triple deleted strain
electrophoretic redox forms (Figure 6B). These data es- (Figure 6D). Hence, Gpx3 is also essential for the consti-
tablish that thioredoxin and not GSH is the physiological tutive partial activation of Yap1 in thioredoxin pathway
electron donor system for Gpx3. mutants.

Gpx3 Mediates the Deregulation of Yap1 Discussion

in Thioredoxin Mutants

Yap1 is deregulated in strains with an inactivated thiore- We have identified Gpx3 as the hydroperoxide sensor
doxin pathway (Carmel-Harel et al., 2001; Delaunay et of the Yap1 pathway. Gpx3, hitherto known as a thiol
al., 2000; Izawa et al., 1999; see also Figure 6D), sug- peroxidase, is shown to perceive intracellular hydroper-

217



Cell
478

A
B HO, HO
2 SHS i SOl 3 w0
[,
sl sy

oxide levels and to transduce this signal to Yap1 by
virtue of specific thiol oxidation. This function of Gpx3
can be easily conceived in view of its thiol peroxidase
structure endowed with high hydroperoxide reactivity,
thus highlighting a previously unrecognized coupling
between hydroperoxide scavenging and sensing. The
data presented elucidate a hydroperoxide sensing and
signaling pathway based on a thiol oxidation cascade
in a eukaryote and stress the high specificity of thiol
oxidation reactions in vivo. In this pathway, Gpx3 actu-
ally functions as a highly specific hydroperoxide recep-
tor transducing the redox signal to downstream protein
thiols. We propose changing the name of Gpx3 to “Oxi-
dant Receptor Peroxidase 1" (Orp1).

Upon exposure to H,0; or t-BOOH, Yap1 Cys598 and
Orp1 Cys36 transiently form an inter-molecular disulfide
linkage essential for oxidation and activation of Yap1.
This is demonstrated by the in vivo and in vitro defective
hydroperoxide-induced oxidation of Yap1 in the ab-
sence of Orp1, further indicating that Orp1 is the perox-
ide receptor of the Yap1 pathway. The exclusive require-
ment of Orp1 Cys36 in Yap1 activation (Figure 3C)
indicates that this cysteine is the site of peroxide sens-
ing, agreeing with it being the conserved peroxidase
active-site residue. We propose the following model of
how Orp1 senses hydroperoxide and oxidizes Yap1 (Fig-
ure 7). Orp1 Cys36 is directly oxidized by H,0, to yield
H,0Oand a sulfenic acid Cys36-SOH, the expected oxida-
tion product of a cysteine residue by hydroperoxides
(Claiborne et al., 1999; Ellis and Poole, 1997). The na-
scent Cys36-SOH reacts with Yap1 Cys598 to form the
Om1-Yap1 disulfide linkage. This Yap1-Omp1 inter-molec-
ular disulfide linkage is then transposed to the intramo-
lecular C303-5-S-C598 disulfide of activated Yap1 with
recycling of reduced Orp1. The thiol-disulfide exchange
reaction probably results from a nucleophilic attack of
the mixed-disulfide bond by Yap1 Cys303A, as sug-
gested by stabilization of the Inter-molecular disulfide
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Figure 7. A Working Model Depicting the
Dual Hydroperoxide Sensing and Scavenging
Functions of Orp1/Gpx3

Two poois of Orp1/Gpx3 exist, (A) one in a
pre-complex with Yap1 and serving the hy-
droperoxide sensing function, and (B) the
other, either free in the cell or perhaps mem-
brane bound, serving the hydroperoxide
scavenging function. Sensing involves the
peroxidatic reaction of Orp1 Cys36 with hy-
droperoxides to yield ROH and a sulfenic acid
Cys36-SOH. Cys36-SOH then reacts with
Yap1 Cys598 to form the Orp1-Yap1 disulfide
linkage, followed by its conversion to the in-
tra-molecular Cys303-5-5-Cys598 disulfide
of activated Yap1 and the recycling of the
Orp1 reduced form. During this cycle, Yapi
reduces Orp1, whereas the former is reduced
by thioredoxin. The peroxidase function also
involves the peroxidatic reaction of Orpi
Cys36 with hydroperoxides yielding a Cys36-
SOH that condensate with the Orp1 Cys82
thiolate to form the intra-molecular Cys36-S-
$-Cys82 bridge. Reduction of Orp1 by thiore-
doxin allows for the efficiency of hydroperox-
ide scavenging.

bond in Yap1®®A, This is the simplest model that fits
the experimental data. One of the in vivo oxidized forms
of Omp1 contains a Cys36-5-S-Cys82 intra-molecular di-
sulfide bond (Figure 5A) that could also oxidize Yap1
by a mechanism of thiol-disulfide exchange reaction.
Although this possibility cannot be formally excluded,
the existence of two mechanisms of oxidation is unlikely.
The proposed model thus supposes that when formed,
the Cys36 sulfenic acid is poised to react with either
Yap1 Cys598 or Orp1 Cys82. Yet, mixed disulfide bond
formation might be favored at the expense of the Orp1
intra-molecular disulfide, if a pool of Orp1 is in a pre-
complex with Yap1, as suggested by their in vitro non-
covalent interaction (Figure 2E). Such a model describes
a two-components system for sensing and transducing
the hydroperoxide signal thus distinguishing four cys-
teines (Cys36, Cys82, Cys303, and Cys598), each car-
rying a unique redox reactivity. As the sensor, Orp1
Cys36 is endowed with high hydroperoxide reactivity,
which might relate to high nucleophilicity, low pKa value,
and the ability to stabilize the RO~ -leaving group of the
peroxide subsirate by a proton-donating group (Ellis
and Poole, 1997). The Cys36 amino acid environment
probably determines its unique reactivity. The three
other cysteines must have both a high nucleophilicity
and a much lower reactivity toward peroxides.

As presented, the proposed model addresses the
mechanism of Yap1 oxidation by hydroperoxide, but not
its reduction. Based on genetic and biochemical data,
both Yap1 (Carmel-Harel et al., 2001; Delaunay et al.,
2000; Izawa et al., 1999) and Orp1 (Figure 6) redox states
are coupled to the thioredoxin pathway. The above
model also postulates that the redox states of Yap1 and
Orp1 are coupled, suggesting that Orp1 could reduce
oxidized Yap1 with electrons from thioredoxin, in addi-
tion to oxidizing it. The Orp1-Yap1 disulfide linkage,
which starts resolving 15 min after exposure to H,0, at
the outset of Yap1 reduction (see Figure 1A), is compati-
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ble with this hypothesis. However, in vitro, thioredoxin
and not Orp1 is capable of reducing oxidized Yap1 (De-
launay et al., 2000; and data not shown), which favors a
separate reduction of Yap1 and Orp1 by the thioredoxin

pathway.

Function of Orp1 as a Dual Peroxide Sensor

and Scavenger

Orp1 was identified as one of the three yeast GPxs that
encode a cysteine residue at the conserved active site
instead of a selenocysteine most commonly found in
other GPxs (Inoue et al., 1999). All three yeast enzymes
resemble more the phospholipid hydroperoxide gluta-
thione peroxidases (PHGPx) subfamily, based on their
sequence and substrate specificity that includes H,0,,
t-BOOH, and hydroperoxides esterified to phospholip-
ids (Avery and Avery, 2001). They also share with
PHGPxs two gaps at similar positions that correspond
to dimerization and tetramerization interfaces in other
GPxs (Ursini et al., 1995), suggesting that, as PHGPx,
the yeast GPxs are monomeric. Our data suggest the
following model of peroxide reduction by Orp1, unusual
for a GPx-like enzyme. The reduction of hydroperoxide
by the active-site cysteine thiolate Cys36 leads to a
cysteine sulfenic acid Cys-SOH that reacts with Cys82
to generate an active-site intra-molecular Cys36-S-S-
Cys82 disulfide bond, which is then reduced by thiore-
doxin (see Figure 7). This mechanism is similar to the
peroxiredoxin catalytic mechanism (Chae et al,, 1994;
Ellis and Poole, 1997) and contrasts with the current
GPx catalytic model involving hydroperoxide oxidation
of the active site-selenocysteine/cysteine residue to a
selenic/sulfenic acid and its reduction by GSH (Ursini
etal., 1995). The finding of thioredoxin as the Orp1 physi-
ological electron donor system is not unprecedented in
GPx family enzymes (Bjornstedt et al., 1994) and not
surprising in view of the predicted structure of PHGPx
(Ursini et al,, 1995) and hence of Orpl. Indeed, both
enzymes lack the basic residues of cytosolic GPx that
contribute to the orientation of GSH to the peroxidase
active site.

Among the three yeast enzymes, Orp1/Gpx3 was re-
ported as the major PHGPx, on the basis of the effect
of its deletion on the tolerance to peroxides (Avery and
Avery, 2001; Inoue et al., 1999) and of its higher activity
toward phospholipid hydroperoxides in vitro (Avery and
Avery, 2001). However, one question arising from our
study is the actual in vivo contribution of Orp1 to hydro-
peroxide scavenging. Indeed, our data attribute most if
not all the hydroperoxide hypersensitive phenotype of
the Aorp1 strain to the defective regulatory function of
Orp1 in Yap1 activation (see Figure 5). In addition, the
observed low constitutive expression and lack of induc-
ibility of Orp1 (Gasch et al.,, 2000; Inoue et al., 1989),
also predicts alimited in vivo hydroperoxide scavenging
function for this enzyme, contrasting with other yeast
thiol peroxidases, including Gpx2, that are induced by
oxIdative stress (Gasch et al., 2000; Lee et al., 1999).
Nevertheless, the in vivo negligible H;0, and t-BOOH
scavenging function of Orp1 observed in this study does
not rule out an important activity toward hydroperoxides
esterified to phospholipids in membranes, as suggested
by in vitro assays (Avery and Avery, 2001).

Orp1 Is a Sensor and Transducer

of the Hydroperoxide Signal

Orp1 is identified as both a hydroperoxide sensor and
redox transducer of the Yap1 pathway. Hence, after the
prokaryotic regulator OxyR (Kim et al., 2002; Zheng et al.,
1998), Orp1 is an example of a hydroperoxide-sensing
mechanism that relies on the peroxidatic reaction of a
highly reactive thiol, which now appears as a universal
mechanism. Nevertheless, the yeast hydroperoxide-
sensing system differs fundamentally from its prokary-
otic counterpart as involving a two-component mecha-
nism instead of one, thus restricting the hydroperoxide
Yapi response to an on-off switch, in contrast to the
graded response proposed for OxyR (Kim et al., 2002).
The redox-transducing activity of Orp1 establishes the
function of a thiol oxidase for a PHGPx-like enzyme. This
function appears highly specific, based on preliminary
experiments indicating that potential Orp1 thiol oxidase
substrates might be present in addition to Yap1 but in
a very limited number. Such thiol oxidase activity has
been suspected for mammalian PHGPxs, based on their
more “opened” structure relative to other GPxs allowing
to react with thiols in bulky molecules other than GSH,
thus conferring the potential for a diversified substrate
specificity (Brigelius-Flohe, 1999; Ursini et al, 1985,
1997). The finding that PHGPx switches its function dur-
ing sperm maturation from a soluble active peroxidase
to an inactive oxidatively cross-linked form indicates a
structural role in the capsule of sperm mitochondria
(Ursini et al., 1999). This observation also suggests that
PHGPx could oxidize specific sperm protein thiols in
the presence of hydroperoxides (Godeas et al., 1997;
Maiorino et al., 1999). These examples, and the elucida-
tion of the redox signaling function of Orp1, suggest
a more widespread usage of selenol/thiol PHGPxs as
general hydroperoxide receptors that funnel oxidizing
equivalents into diverse thiol redox-based pathways.
Further, the very high hydroperoxide reactivity of
PHGPx, especially the selenol enzymes, relative to other
cellular thiols, suggests that protein thiol oxidation in
redox-based signal pathways might be uniquely initiated
by such hydroperoxide receptors.

Experimental Procedures

Strains and Growth Conditions

The S. cerevisiae strain YPHS8 (Sikorski and Hieter, 1989) (MATs,
urad-52, lys2-801*%, and ade2-107°* trp1-AT Jeu2-A1) and iso-
genic derivatives wera used in all experiments. The dyap?, Agir1,
Atrx1Atrx2, and Aglr1Agsh1PRO2-1 were previously described (Lee
et al, 1999; Spector et al,, 2000). The Agpx3, AyapTAgpx3, and
Atrx1Atrc2Agpx3 were derived from wild-type, Ayap1:LEU2,
Atrx1:URA3Atrx2::KAN strains respectively by replacing the entire
GPX3 ORF with TRP1 or KAN. Cells were grown at 30°C in YPD
[1% yeast extracts, 2% bactopeptone, and 2% glucose] or CASA
medium [0.67% yeast nitrogen base, 0.1% casaminoacids, and 2%
glucose].

Constructs

Myc-Yap1, aN-terminal Yap1 fusion with a8 Myc epitope, its mutant
alleles, and the GFP-Yap1 fusion were previously described (Delau-
nay et al., 2000; Kuge et al., 1997). A DNA fragment comprising the
GPX3 ORF flanked by 400 bp upstream and 210 bp downstream
sequences was PCR-amplified and cloned into the BamHI site of
pRS316. The GPX3 mutant camrying cysteine to serine substitution
were created by a two-steps PCR amplification method. The N-ter-
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minal HA-Gpx3 fuslon, cloned in the Kpn1 site of pRS316 {(pRS316-
HA-Gpx3), was constructed by a two-steps PCR amplification pro-
cedure with oligonucleotides containing the HA epitope sequence:
5'-TGACGTCCCGGACTATGCAGGATCCTATCCATATGACGTTCCA
GATTACGCTGCTCAGTGCTCAGAATTCTATAAGCTAGC and 5'CTG
CATAgtccgggacgtcatacggatagcccgeatagicaggaacatcgtatgggta
aaagatCATgataaacttgaatactttac. HA-Gpx3 cysteine mutants were
constructed by replacing the EcoRI-EcoRI fragment of pRS316-HA-
Gpx3 with the corresponding mutagenized sequence of pRS316-
Gpx3 derivatives. Pet28a-His-Gpx3 was constructed by subcloning
GPX3 into the BamHI and Xhol sites of Pet28a, placing the His tag
at the N terminus of Gpx3.

Protein Extracts, Electrophoretic Analysis,

and Protein Purifications

For analysis of the in vivo Yap1 redox state, extracts were prepared
by the TCA acid lysis method as described (Delaunay et al., 2000).
Extracts were resolved by non-reducing or reducing 8% SDS-PAGE
as indicated and analyzed by immunoblotting with the anti-Myc Mab
(9E10). For analysis of the Gpx3 redox state, cultures were stopped
by adding TCA (20% final) and lysed by TCA acid lysis. Precipitated
proteins were solubilized in the presence of either NEM
{N-ethylmaleimide) (50 mM) or AMS (10 mM) (4-acetamido-4'-malei-
midylstilbene-2,2'-disulfonic acid) (Molecular Probe), as indicated
in the figure legends. Extracts were separated by non-reducing or
reducing 15% SDS-PAGE as indicated. For purification of Yap1*®,
Ayap1 camrying pRS-318-Myc-Yap1® grown to late exponential
phase, was exposed to H,0. (0.6 mM) during 5 min, pelieted, washed
with NEM (10 mM), and lysed In a French press in buffer L (Tris-Cl
[pH 8] [100 mM], NaCl [50 mM], 0.2% Deoxycholate, 0.16% NP-40,
and NEM [50 mM]). Extracts were dialyzed against buffer D (Tris-
Cl [pH 8] [100 mM], NaCl [50 mM], and 0.15% NP-40) and incubated
ovemight at 4°C with anti-Myc Mab-bound sepharose beads, Bound
proteins were eluted In buffer E (Tris-Cl [pH 8] [50 mM], NaCl [50
mM] with a synthetic Myc peptide [2 pg/ul]). Eluted protein were
resolved on a non-reducing 8% SDS-PAGE and stained by colloidal
Coomassie blue (Bio-Rad), For in vitro reconstitution assays, Yap1
was purified from cells camying pRS426-Myc-Yap1 after lysis in a
French press in buffer D, supplemented with DTT (1 mM). Purification
proceeded as for Yap1*, For purification of recombinant Gpx3,
E. coli strain BL21 (DE3) (Invitrogen), carrying Pet28a-His-Gpx3 was
grown at 37°C in Terrific Broth (bacto-tryptone [12 g/], yeast extract
[24 gh), glycerol [0.4%], KH,PO, [1.15 g/l], KHPO, [6.25 g/}, and
kanamycin [40 mg/T]) to ODgam = 0,5, induced for 2 hr with isopropyl
B-D-thiogalactopyranoside (1 mM), resuspended in lysis buffer (Tris-
Cl [pH 8] [100 mM], NaCl [50 mM], DTT [20 mM], and PMSF [1mM]),
and lysed by three freeze-thaw cycles followed by sonication. Ex-
tracts were clarified by centrifugation (20,000 g, 4°C), and incubated
ane hour with Ni-NTA agarose beads (Qiagen). The beads were
washed with Buffer E supplemented with imidazole (50 mM) and
bound proteins were eluted with imidazole (500 mM). For the Yap1
pull-down assay, E. coll was lysed under anaerobiosis with acid-
washed glass beads, and DNasel1 and MgCi2 (10 mM) were added
to the extracts. Experiments under anaerobiosis were performed in
a glove box (Jacomex, France) under constant argon flow. Protein
concentration was quantified by the Bradford assay (Bio-Rad).
Gpx3%% was purified by the same procedure.

Peroxidase Assays

Peroxidase activity was monitored by the spectrometric determina-
tion of NADPH consumption at 340 nm. The reaction was carried
out in a buffer containing Tris-Cl [pH 8] (100 mM), NADPH (0.2 mM)
(Sigma), and either E. coll thioredoxin 1.34 1M (Sigma) and E. coli
thioredoxin reductase (0.18 pM) (Sigma), or GSH (0.3 to 3 mM)
(Sigma) and S. cerevisiae glutathione reductase (2 uM) (Sigma).
Purified Gpx3 (2.5 .g = 1.35 pM) was added to a 100 u! final reaction
volume and the reaction was started 1 min later by adding H,0,
(100 M),

LC-MS/MS and MS/MS analyses

Proteins in gel slices were digested by trypsin or chymotrypsin, as
described (Shevchenko et al., 1996). Half of the sample was reduced
by DTT and alkylated with iodoacetamide before digestion. For the
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identification of Gpx3, the tryptic digest of the Yap1™* high MW
band was analyzed by nanoscale caplilary liquid chromatography-
tandem mass spactrometry (LC-MS/MS), using an UltiMate capillary
LC system (LC Packings, Amsterdam) connected to an ESI-QqTOF
hybrid mass spectrometer (Q-TOF2, Micromass, Manchester, UK).
Chromatographic separations were conducted on a reversed-phase
(RP) capillary column (Pepmap C18, 75 um i.d., 15 cm length, LC
Packings) at a 200 nL/min flow, with a linear gradient from 100% A
(H:O/acetonitrile/FA, 96/4/0.1, v:v) to 50% B (HO/acetonitrile/FA,
10/90/0.085, v:v) in 50 min, followed by a flush at 100% B. LC-MS/
MS data were obtained in an automatic mode and converted into a
.PKL file using Masslynx software (Micromass), submitted to Mascot
(http://www.matrixscience.com/). Proteins were identified by com-
parison of experimental data to the NCBInr database. For the identi-
fication of disulfide bridges, tryptic or chymotryptic peptides were
manually analyzed by tandem mass spectrometry (MS/MS) on the
Q-TOF2. lons with masses corresponding to expected disulfide-
linked peptides or to their reduced and alkylated counterparts were
detected, selected, and fragmented.

RNA Analysis

Total RNA was extracted as described (Lee et al,, 1999). cDNAs
were synthetized by random hexanucleotide-primed RT from 1 ug
of total RNA. On-line quantitative PCR was performed on a Blo-Rad
ICycler using the fiuorescent CyberGreen method, with 5 pM of
TRX2, TRR1, or ACT1 specific forward and reverse primers, in tripli-
cate reactions according to the supplier recommendations. The
TRX2/ACT1 or TRR1/ACT1 treshold cycles ratios were calculated
using the iCycler iQ RT software (Bio-Rad).
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