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Au sein des cellules, le génome contient les informations nécessaires à la production de 

protéines qui permettent notamment de réguler la vie cellulaire en réponse à une multitude de 

stimuli internes ou externes. Ainsi l'expression des protéines est un processus dynamique qui 

s’explique par le fait que les protéines utilisées pour effectuer des tâches spécifiques ne doivent 

pas toujours être exprimées ou activées mais parfois réprimées afin d’avoir des effets synergiques 

ou même antagonistes. Ces caractéristiques de base des protéines suggèrent une complexité qui 

peut être difficile à étudier, surtout lorsque l'on tente de comprendre la fonction des protéines 

dans le contexte biologique approprié. Comme la majorité des protéines interagissent avec 

d'autres protéines pour le bon fonctionnement des cellules, l’identification des interactions 

protéine-protéine (PPI) est de plus en plus étudiée afin de comprendre pleinement leur fonction 

biologique. Les PPI peuvent être classées en deux groupes selon que le complexe formé entre les 

différents partenaires est stable ou transitoire indépendamment de l’affinité. Les interactions dites 

stables sont celles qui sont associées à des protéines que l'on peut purifier sous forme de 

complexes multi-sous-unités, et les sous-unités de ces complexes peuvent être identiques (homo) 

ou différentes (hétéro). A l’opposé les interactions dites transitoires servent à contrôler de 

nombreux processus cellulaires. Comme son nom l'indique, ces interactions transitoires sont de 

nature temporaire et nécessitent généralement un ensemble de conditions favorisant l'interaction. 

Ces interactions s’effectuent le plus souvent au niveau d’un domaine dit de fixation ou de 

reconnaissance. Dans certains cas, la mise en évidence de PPI est une étape critique pour 

identifier et comprendre la fonction de certaines protéines.  

C’est dans ce cadre que s’inscrit ce travail de doctorat qui concerne la compréhension de 

PPI entre différents partenaires biologiques impliquant les protéines BolA, les glutarédoxines 

(Grx) et les cystéine désulfurases (CD). L’un des objectifs était de caractériser structuralement les 
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différents modes d’interaction de ces partenaires biologiques entre eux dont les hétérocomplexes 

Grx-BolA pouvant se former en présence ou en absence de fer. Le but étant de faciliter la 

compréhension des différents mécanismes impliqués notamment dans l’homéostasie du fer. 

Ces travaux de thèse se sont déroulés au sein du laboratoire CRM2 (Laboratoire de 

Cristallographie, Résonance Magnétique et Modélisations, UMR UL-CNRS 7036) et plus 

particulièrement au niveau de l’équipe BIOMOD (Biostructures et Modélisation). Les résultats 

structuraux mis en avant durant cette thèse ont été obtenus par des approches expérimentales très 

variées incluant la cristallographie des rayons X sous la direction de Claude Didierjean, la 

résonance magnétique nucléaire (RMN) sous la direction de Pascale Tsan et d’autres méthodes 

spectroscopiques en collaboration avec les professeurs Nicolas Rouhier du laboratoire IAM 

(Interactions Arbres-Microorganismes, UMR UL-INRA 1136) et Michael K. Johnson 

(Department of Chemistry and Center for Metalloenzyme Studies, University of Georgia, USA). 

Le manuscrit se présente sous la forme de deux grandes parties où la première retrace les 

connaissances actuelles sur les familles de protéines étudiées et la seconde partie quant à elle, 

rassemble et discute les résultats obtenus durant cette thèse. 

 La première famille de protéines décrite dans la synthèse bibliographique porte sur 

les protéines BolA initialement définies comme des régulateurs de la transcription 

induits lors d’un stress (Guinote et al, 2011). 

 La deuxième famille de protéines à être abordée est celle des Grx qui sont de 

petites oxydoréductases fonctionnant avec le glutathion (GSH) (Fernandes & 

Holmgren, 2004). Cependant elles sont aussi impliquées dans la régulation de 

facteurs de transcription, dans l’homéostasie du fer et nécessitent la présence de 

BolA pour réguler l’entrée et le stockage du fer dans les cellules (Li et al, 2009a). 
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 La troisième et dernière famille de protéines décrite est celle des cystéine 

désulfurases qui sont impliquées dans la biosynthèse des centres Fe-S (Johnson et 

al, 2005). Certaines CD présentent une forte activité sélénocystéine lyase et une 

faible activité cystéine désulfurase nécessitant alors la présence d’une 

sulfurtransférase (Outten et al, 2003). Les CD de plantes (Nfs) ont notamment 

comme partenaire la sulfurtransférase SufE1 qui possède un domaine C-terminal 

BolA pouvant interagir avec les Grx de classe II (Ye et al, 2006).  

A la suite de la synthèse bibliographique les caractérisations structurales de différents 

complexes BolA/BolA, BolA/Grx (apo et holo), Grx/Grx (holo) et Nfs2/SufE1 sont présentés 

(Figure n°1). 

 

Figure n°1 Représentation schématique des différents états oligomériques des protéines BolA et 

glutarédoxines. La plupart de ces états ont été étudiés et/ou caractérisés structuralement durant ma thèse. 
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I. Les protéines de la famille « BolA » 

Les organismes multicellulaires sont composés de cellules spécialisées vis-à-vis des 

fonctions qu’elles assument et interagissent entre elles de façon à assurer le bon fonctionnement 

de l’ensemble. Chaque cellule contrôle les informations qu’elle reçoit de son environnement qui 

est composé soit d’autres cellules, soit du milieu extracellulaire. L’harmonie de ces cellules entre 

elles ainsi que leur survie dépend des nombreux échanges permanents d’informations et de 

composés avec l’environnement. Ces échanges et l'équilibre qui en résultent sont à la base de la 

vie. Quand le signal extérieur perçu par la cellule révèle un danger, un système d’alerte plus ou 

moins complexe se met en place. Afin de se défendre et de se protéger, les cellules ont mis en 

place un contrôle dynamique s’adaptant aux différents stress environnementaux et visant à 

proposer des solutions adéquates permettant de réguler l’expression génique. Dans l’objectif de 

mieux comprendre les mécanismes de défense cellulaire envers les stress ainsi que les voies 

métaboliques de certains composés essentiels à la vie, de grands projets scientifiques ont été 

menés durant la deuxième moitié du XXème siècle et se poursuivent toujours à l’heure actuelle. 

L’exposé ci-dessous a pour objectif de présenter une famille de petites protéines (BolA) 

découvertes à la fin des années 1980 et impliquées dans de nombreuses voies biologiques telles 

que la régulation du cycle cellulaire, le maintien de l’intégrité cellulaire et le métabolisme du fer 

via son interaction avec des Grx de classe II aussi nommées « Grx-CGFS ». Au-delà même de 

ces différentes implications à différents endroits et à différents moments de la vie d’une cellule, 

les protéines de la famille BolA (Figure n°2) sont impliquées dans des interactions qui peuvent 

être très différentes (interaction avec des acides nucléiques ou des protéines) mais aussi très 

spécifiques (en réponse à différents stress). Cependant à l’heure actuelle, le mécanisme 

moléculaire par lequel les protéines BolA jouent un rôle dans la cellule reste à être élucidé. 
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Figure n°2 Schéma récapitulatif des différentes fonctions mises en évidence pour les protéines de la 

famille « BolA » (Aldea et al, 1989; Aldea et al, 1988; Huynen et al, 2005; Kim et al, 1997; Li et al, 

2009a; Santos et al, 2002; Shukla et al, 2012). 
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I.A. Un nouveau morphogène 

I.A.1. Découverte et étymologie 

Escherichia coli est une bactérie intestinale à gram négatif retrouvée principalement chez 

les mammifères et utilisée entre autres en biologie moléculaire pour la production de protéines 

recombinantes. Pendant les années 1980 de nombreuses expériences ont été entreprises chez E. 

coli afin de mieux connaître les régulations cellulaires et les phénomènes mis en jeu lors du 

changement de morphologie au cours de la division cellulaire. Ce changement brutal de la forme 

de la cellule peut être apparenté à un stress dont la cellule devra répondre pour assurer son bon 

fonctionnement. En effet, lors de la division cellulaire les cellules d’E. coli adoptent suite à un 

stress donné une morphologie ronde en dépit d’une forme allongée classique. C’est en 1988, suite 

à des expériences chez E. coli qu’a été découverte une nouvelle petite protéine de 105 acides 

aminés suite à sa surexpression (Aldea et al, 1988). En effet, il s’avère que durant la 

surexpression et l’accumulation de cette protéine, le passage d’une forme allongée classique à 

une forme ronde osmotiquement stable fut observé (Figure n°3) (Lange & Hengge-Aronis, 1991). 

 

Figure n°3 Micrographie des cellules d’Escherichia coli à différents moments du cycle cellulaire. (A) 

photo prise très rapidement après le début de la culture cellulaire. (B) photo prise pendant la phase 

stationnaire. La protéine BolA va influencer l’expression de gènes pendant la phase stationnaire ce qui 

aura pour effet de conduire à la formation de cellules rondes au lieu de la forme allongée classique , 

adapté de (Lange & Hengge-Aronis, 1991). 
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Ainsi pour faire référence à cette particularité, la protéine nouvellement découverte par un 

groupe espagnol fut baptisée BolA qui signifie « boule » en espagnol. C’est ainsi que la première 

fonction de BolA fut définie de par sa capacité à induire un changement de morphologie des 

cellules d’E. coli. Dans le cas de la protéine BolA on parle alors d’un rôle de morphogène 

puisque cette protéine induit un changement de la morphologie cellulaire selon sa concentration 

(Aldea et al, 1988). Bien que les protéines BolA soient connues pour avoir un rôle de 

morphogène, elles sont également impliquées dans de nombreux mécanismes indépendant de la 

morphologie cellulaire ce qui rend la compréhension globale de leur fonction difficile.  

I.A.2. Classification 

Une toute première classification avait été établie sur la base des deux isoformes retrouvés 

chez E. coli. Ainsi les deux isoformes étaient appelés BolA et YrbA (Aldea et al, 1988; Blattner 

et al, 1997). A l’heure actuelle les protéines « BolA » sont généralement séparées en deux grands 

groupes selon la nature d’un des deux résidus potentiellement impliqués dans la coordination des 

centres Fe-S (Willems et al, 2013). Le premier est une histidine invariante et le second (une 

cystéine ou une autre histidine) permet de distinguer les BolA à cystéine (BolA_C) des BolA à 

histidine (BolA_H). De manière générale les BolA_H sont ubiquitaires alors que les BolA_C sont 

très majoritairement retrouvées au sein des organismes eucaryotes. Cependant une autre 

classification existe basée sur la séquence des BolA mais aussi selon leur localisation cellulaire. 

Les différents représentants des BolA eucaryotes sont alors nommés BolA1, BolA2, BolA3 et 

BolA4 (Figure n°4). Le sous-groupe BolA1 est composé de protéines BolA_H dont la 

localisation cellulaire est plutôt mitochondriale chez l’humain (Willems et al, 2013) et 

chloroplastique chez les plantes (Couturier et al, 2014). Contrairement à son homologue 

bactérien, la surexpression de BolA1 n’engendre pas de changement morphologique au niveau de 
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la mitochondrie (Willems et al, 2013). Bien que les sous-groupes BolA2 et BolA3 soient 

composés de BolA_C, ils se distinguent par leur localisation cellulaire. BolA2 est plutôt 

nucléocytoplasmique alors que BolA3 est plutôt mitochondriale (Willems et al, 2013). Le sous-

groupe BolA4 composé de BolA_H a une localisation cellulaire qui peut être soit mitochondriale 

soit chloroplastique (Couturier et al, 2014). Chez les plantes seules les isoformes BolA1, BolA2 

et BolA4 sont retrouvés. Le sous-groupe BolA4 est également le seul à être retrouvé chez les 

archées et les cyanobactéries. 

3O2E -MVTTHDIKQWIETGLSE---------SRVISAEGDGHHFEAVVLCPTFEGQTALTRHRL 50 

1V60 AGPVEAAIRAKLEQALSPEVLELRNESGGHAVPAGSETHFRVAVVSSRFEGMSPLQRHRL 60 

3TR3 -MVSKSIVEERLRSMLSPQFLKVT-DNS-----GGCGAAFNAYIVSQQFEGKGLLDRQRL 53 

1V9J MELSADYLREKLRQDLEAEHVEVEDTTL-----NRCATSFRVLVVSAKFEGKPLLQRHRL 55 

 

3O2E VYNALGSHMQSDIHALSLKTYTPDEYERG--------------------  79 

1V60 VHEALSEELAGPVHALAIQAKTPAQWRENPQLDISPPCLGGSKKTRGTS 109 

3TR3 VNSAIAAEMP-QIHAFTMKCLTPGEWEAKNRPEE---------------  86 

1V9J VNECLAEELP-HIHAFEQKTLTPEQWTRQRRE-----------------  86 

 

 

Figure n°4 Alignement structural des protéines BolA. Sur cet alignement structural, les deux résidus 

invariants des BolA sont surlignés en noir (Phe39 et His64), la cystéine des BolA_C et l’histidine des 

BolA_H sont surlignées en jaune. 3TR3 : BolA de Coxiella burnetii ; 1V9J et 1V60 : BolAs de Mus 

musculus ; 3O2E : BolA de Babesia bovis. 

Au sein de certains organismes, la protéine « BolA » est remplacée par un équivalent plus 

spécifique, dépendant alors du milieu extracellulaire et du type de réponse tel qu’Uvi31+ par 

exemple qui est impliqué dans la défense cellulaire contre la lumière UV (Kim et al, 2002). Pour 

toutes ces protéines on parle alors de la grande famille « BolA » regroupant la première BolA 

d’E. coli découverte ainsi que tous ses homologues retrouvés dans tous les organismes et 

indépendamment de leur localisation cellulaire. 
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I.B. Importance au niveau cellulaire 

I.B.1. Un processus FtsZ-dépendant  

Lors de la division cellulaire les différents composants de la cellule sont séparés par la 

formation du septum amenant à l’étape de cloisonnement. Cette étape qui se déroule au milieu de 

la cellule débute par la formation d’un anneau composé majoritairement de nombreuses protéines 

FtsZ (Filamenting temperature-sensitive mutant Z) au niveau du futur septum (Margolin, 2005). 

Les effets du couple BolA-FtsZ sur la forme des cellules d’E. coli peuvent être supprimés en 

l’absence de l’une de ces deux protéines. Dans ces cas précis les cellules d’E. coli conservent leur 

forme allongée classique. Ainsi des relations possibles entre la protéine BolA et des gènes 

impliqués dans la morphogénèse de la cellule suggèrent l’existence d’un processus FtsZ-

dépendant. Ce processus pourrait intervenir dans les étapes précoces de la formation du septum 

en assurant ainsi une protection mécanique et physique par altération de la conformation du 

peptidoglycane qui est le principal composant des parois cellulaires bactériennes. En outre, chez 

les procaryotes le gène ftsz est impliqué dans le système de survie des bactéries en réponse à des 

dommages importants causés sur l’ADN appelé « réponse SOS » alors que BolA ne fait pas parti 

de ce système (Jerman et al, 2005; Kim et al, 1997). 

I.B.2. Intervention sur la synthèse du peptidoglycane chez E. coli  

Les changements observés lors du cycle de division cellulaire étant nombreux, une 

régulation fine des différents acteurs impliqués dans ce processus est nécessaire. La protéine 

PBP5 (Penicillin Binding Protein 5) déjà identifiée à la fin des années 1970, joue un rôle 

important dans le processus conférant une morphologie différente à ces cellules. La surexpression 

de PBP5 joue un rôle avec PBP6 (possédant une activité carboxypeptidase) et d’autres PBP dans 

les étapes finales de la biosynthèse du peptidoglycane chez E. coli (Santos et al, 2002). Cette 
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synthèse est essentielle à la croissance, à la division cellulaire (reproduction) et au maintien de la 

structure cellulaire des bactéries. Afin de vérifier la fonction de la BolA d’E. coli et son 

implication en tant que morphogène, de nombreuses expériences ont été entreprises dans le but de 

savoir si un lien entre BolA et les PBP existe. Ainsi des expériences ont été réalisées sur des 

souches d’E. coli en présence d’antibiotique contre toutes les PBP (excepté PBP2 qui est 

responsable de l’extension latérale du peptidoglycane) pour voir l’impact de BolA sur la cellule 

(Freire et al, 2009). Il s’avère que la surexpression de BolA est incapable d’inverser la 

morphologie en filament lorsque l’étape de cloisonnement (fin de télophase et étape précédant la 

division cellulaire) est bloquée. De plus les cellules sont incapables d’avoir une forme allongée si 

BolA est surexprimée avant l’inhibition du cloisonnement. Bien qu’aucune relation n’ait été 

trouvée entre les effets morphologiques de la surexpression de BolA et des gènes impliqués dans 

l’élongation de la cellule, des observations suggèrent que la protéine BolA pourrait être 

impliquée dans la commutation entre l'élongation cellulaire et les systèmes de cloisonnement au 

cours du cycle de division cellulaire. Pour renforcer l’idée que BolA joue un rôle majeur au 

niveau du cycle cellulaire, il s’avère que la réalisation d’un mutant Δbola entraine la diminution 

de synthèse de PBP5 et/ou de PBP6. 

I.B.3. Impact sur la vie de la cellule 

La surexpression des protéines BolA n’est pas létale en soi pour la cellule mais elle la 

rend beaucoup plus sensible à un antibiotique de la classe β-lactame, l’ampicilline qui inhibe la 

troisième et dernière étape de la synthèse de la paroi cellulaire bactérienne (Santos et al, 2002). 

L’implication des protéines BolA dans de nombreux processus reliés à la morphologie des 

cellules n’entraîne pas une diminution de la durée de vie de celles-ci. Bien que sa fonction exacte 

à ce niveau ne soit pas encore très bien connue, il a été montré que les gènes codant pour les 
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protéines BolA sont le plus souvent surexprimés suite à l’application d’un stress. Ceci engendre 

une morphologie ronde des cellules d’E. coli ce qui est plutôt un point positif (Aldea et al, 1988). 

En effet, l’adaptabilité des cellules contre le milieu environnant plutôt agressif dans certains cas 

permet à celles-ci de survivre. Cette réponse serait alors un moyen de défense pour la cellule en 

réduisant la surface exposée à l'environnement néfaste ou défavorable. 

Dans le cas de la bactérie Ehrlichia chaffeensis la protéine BolA participe à la 

surexpression de protéines de surface lorsque la bactérie se retrouve sous forme dense. Cette 

modification chez E. chaffeensis rend la bactérie beaucoup plus résistante au stress oxydant et la 

rend également beaucoup plus virulente (Cheng et al, 2011). 

 

Figure n°5 Représentation de la protéine BolA de Coxiella burnetii en complexe avec du cobalt (sphère 

rose). La coordination du métal s’effectue par les histidines des BolA_H (atomes d’azote représentés par 

des sphères bleues) et par des molécules d’eau (atomes d’oxygène représentés par des sphères rouges). 
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Les protéines de la famille « BolA » semblent donc être impliquées au niveau de la vie 

cellulaire. Il a été montré récemment que BolA confère une résistance aux métaux lourds tels que 

le zinc, le cobalt, le cadmium et le manganèse (Figure n°5) en interférant avec l'homéostasie du 

fer chez Saccharomyces cerevisiae (Lehembre et al, 2013). Au-delà de leur impact sur la division 

cellulaire elles jouent également un rôle lors de la prolifération cellulaire (Guinote et al, 2011). 

Ces rôles pourraient être assurés par la capacité des protéines BolA à réguler certains gènes par 

des interactions protéine-acides nucléiques (ADN ou ARN) (Guinote et al, 2011) ou par des PPI 

(Li & Outten, 2012).  

I.C. BolA : un groupe de protéines stress-inductible 

I.C.1. Un gène sous-contrôle 

I.C.1.a. Spécificités d’expression 

Chez E. coli, bola possède deux promoteurs (Figure n°6) ce qui est assez atypique mais 

peut être expliqué par son rôle de réponse à un stress. La présence de deux promoteurs pour un 

seul gène atteste de la finesse de la régulation du gène en question (Freire et al, 2006a). En effet, 

le promoteur P1 inductible (noté bolap1) est sous le contrôle de la sous-unité σS (σ38 ou RpoS) 

de l’ARN polymérase mais également de la sous-unité σD (σ70 ou RpoD) avec une plus faible 

affinité (Adnan et al, 2010; Hengge-Aronis, 2002; Santos et al, 2006). Ce promoteur P1 est le 

promoteur qui permet la production de BolA à la fin de la phase exponentielle de croissance. 

L’expression de bola est également sous le contrôle de répresseurs de la transcription tels 

qu’OmpR et H-NS (Atlung & Ingmer, 1997; Yamamoto et al, 2000). Ainsi, dans le cas du 

promoteur bolap1 le gène codant pour la protéine BolA peut être soit surexprimé au moment où 

l’effet est désiré, soit réprimé pour éviter de prolonger les effets de la protéine qui à long terme 

pourrait être néfaste.  
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Le promoteur P2 (noté bolap2) constitutif, sous contrôle de RpoD (σ70), permet la 

transcription de bola de façon constitutive durant la phase exponentielle de croissance et celui-ci 

est ensuite réprimé quand la culture atteint la phase stationnaire (Santos et al, 1999). 

 

Figure n°6 Représentation schématique de la région génomique de BolA chez Escherichia coli. Sont 

également représentés les facteurs sigma 70 et S de l’ARN polymérase ainsi que les répresseurs de la 

transcription de BolA OmpR et H-NS. 

I.C.1.b. Régulation de l’expression génique 

Au-delà de leur rôle au niveau cellulaire (division cellulaire et morphologie), les protéines 

BolA sont également capables d’avoir un impact en réponse à un stress (Santos et al, 1999). Il est 

donc nécessaire que l’expression du gène bola soit régulée de façon fine. Il a été montré que les 

protéines BolA ne sont pas en mesure de s’autoréguler (Aldea et al, 1989) et que certains facteurs 

de transcription en réponse à différents types de stress peuvent intervenir dans la modulation de 

l’expression de bola. A l’heure actuelle trois principaux facteurs de transcription (activateur ou 

répresseur) ont été identifiés comme impliqués dans la régulation de bola. La protéine RpoS joue 

un rôle d’activateur de la transcription alors que les protéines H-NS et OmpR sont des répresseurs 

de la transcription de bola. 

La protéine RpoS, qui est fortement induit dans des conditions de stress, est le facteur de 

transcription majeur de réponse au stress chez E. coli (Hengge-Aronis, 2002). Il fait partie de 
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l'ARN polymérase en tant que sous-unité σS et est dépendant d'une voie de régulation très 

complexe responsable de l'induction d'une importante réponse en cascade face au stress (Hengge-

Aronis, 2002). Il permet notamment de contrôler l’expression de gènes de façon positive ou 

négative au cours de l'entrée en phase stationnaire et en réponse à différents stress. C’est ainsi 

qu’il a été montré que durant l’entrée en phase stationnaire la protéine RpoS permet l’expression 

du gène bola (Cao & Sarkar, 1997) chez E. coli (ceci n’est pas vrai chez Pseudomonas 

aeruginosa (Koch & Nybroe, 2006)). 

La protéine H-NS (Atlung & Ingmer, 1997) permet de réprimer l’expression de bola afin 

de répondre aux changements environnementaux (Moreira et al, 2011). H-NS a de multiples 

fonctions dont une qui lui permet en se fixant à certains promoteurs de réguler l'expression de 

nombreux gènes qui pour la plupart sont impliqués dans la réponse aux stress de la bactérie. La 

poly (A) polymérase I peut également affecter l’expression de bola à plusieurs niveaux (Santos et 

al, 2006).  

En amont du promoteur P1 il y a la présence d’éléments permettant une induction en 

réponse à un stress. Cette induction peut être réalisée par le facteur de transcription OmpR. Mais 

une fois que celui-ci est phosphorylé, par une kinase senseur de l’osmolarité au niveau de la 

membrane cytoplasmique (EnvZ), il régule de façon négative l’expression de bolap1 à l’entrée en 

phase stationnaire de croissance (Yamamoto et al, 2000).  

La régulation de bola semble la plupart du temps être mise en place en tant que système 

de défense mais dans certains cas cette régulation peut servir à infecter d’autres organismes. En 

effet, ceci a été observé au niveau de la bactérie E. chaffeensis qui peut causer des maladies telles 

que l'ehrlichiose humaine (Anderson et al, 1991). Cette bactérie intracellulaire peut exister sous 

deux formes distinctes, une forme plutôt allongée et une forme dense plus infectieuse et plus 
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résistante aux stress. La modification morphologique de cette bactérie est provoquée par un 

régulateur CtrA, appartenant à la famille du facteur de transcription OmpR, qui se fixe en amont 

du gène bola sur des séquences spécifiques et permet sa surexpression (Cheng et al, 2011; Hallez 

et al, 2004).  

I.C.1.c. Régulation post-transcriptionnelle 

La synthèse de la protéine BolA peut être finement modulée par l’intervention de facteurs 

en amont de la transcription mais également par la mise en place d’une régulation post-

transcriptionnelle afin de contrôler au mieux l’effet de BolA sur les cellules (Freire et al, 2006b). 

Cette régulation a été montrée avec différentes protéines et machineries dont la ribonucléase III. 

En effet, la ribonucléase III joue un rôle important dans le « processing » (pré-ARNr et ARNm) 

et la maturation de certains ARN (ARNr et ARNt). Cette enzyme influence donc l'expression des 

gènes en se liant ou en clivant spécifiquement des molécules d'ARNm double brin ce qui peut 

donc induire la stabilité et/ou l'altération de la conformation de la molécule (MacRae & Doudna, 

2007).  

Des expériences ont montré chez E. coli un effet positif sur les niveaux d’ARNm de 

bolap1 dans des conditions de privation de carbone en présence de la ribonucléase III (Freire et 

al, 2006a) et ceci par l’intermédiaire du facteur σS. La ribonucléase III pourrait donc jouer un 

rôle dans la régulation post-transcriptionnelle de l’ARNm codant pour BolA. 

Plus récemment il a été supposé que l’état d’oxydation de la cystéine de BolA2 (BolA_C) 

chez Arabidopsis thaliana (AtBolA2) pourrait également être un moyen de régulation. En effet, 

cette cystéine peut soit être glutathionylée soit servir de point d’homodimérisation (Couturier et 

al, 2014). L’homodimérisation des BolA_C est un phénomène récemment identifié et n’a pas été 

sujet à étude jusqu’à présent. Ces modifications ressemblent à celles observées au niveau de 
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certains facteurs de transcription dont l’état d’oxydation d’une cystéine spécifique sert de moyen 

de régulation. De plus il s’avère que son partenaire biologique, la glutarédoxine S17, a la capacité 

de réduire cette cystéine ce qui imposerait une forme de régulation redox pour AtBolA2 

(Couturier et al, 2014).  

I.C.1.d. Régulation environnementale 

Un autre type de contrôle peut être imposé par l’environnement afin de permettre à la 

cellule de s’adapter le plus efficacement possible (Figure n°7). Des résultats indiquent que 

l'augmentation des niveaux d'expression de bola est activée par un stress provoqué par 

l'épuisement des éléments nutritifs qui se déroule pendant la transition vers la phase stationnaire 

de croissance lors du cycle cellulaire (Aldea et al, 1989), ce qui suggère que ses promoteurs 

pourraient en fait être régulés de façon inversement proportionnelle au taux de croissance (Aldea 

et al, 1990). Suite à une privation de carbone, les cellules vont changer de morphologie pour 

former une population composée de cellules sous forme de tiges courtes ou de cellules rondes 

(Santos et al, 1999). Il s’avère que le changement de la morphologie de la cellule n’engendre pas 

de modification au niveau de la composition en peptidoglycane (Santos et al, 2002). Dans ces 

conditions, BolA favorise les changements de morphologie nécessaires pour faire face aux 

conditions défavorables de l'environnement. La réalisation d’un mutant ΔRpoS montre que la 

dépendance du promoteur bolap1 envers RpoS est beaucoup plus grande suite à un stress 

osmotique qu’à une privation de carbone (Santos et al, 1999). Ainsi la privation de carbone 

(milieu sans glucose pour la croissance de la cellule) et l’augmentation de l’osmolarité 

engendrent une augmentation de l’ARNm bola de 17 fois et 20 fois respectivement une heure 

après le stress (Santos et al, 1999). Suite à un choc osmotique les cellules vont changer de forme 

et il sera observé une population de cellules hétérogènes avec deux morphologies distinctes. Il y 
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aura des cellules sous la forme de bâtonnets plus courts que les cellules non stressées ainsi que 

des cellules dans une morphologie ovoïde (Santos et al, 1999). 

D’autres stress ont montré des résultats similaires au niveau de l’expression de BolA tels 

qu’un choc thermique, un stress acide ou encore un stress oxydatif (Guinote et al, 2012; Santos et 

al, 1999). Tous ces éléments montrent que l’expression de bola n’est pas confinée à la phase 

stationnaire du cycle cellulaire mais qu’elle peut jouer un rôle important en réponse à un stress. 

Des protéines BolA plus spécifiques sont alors utilisées par certains organismes afin de conduire 

à une réponse adaptée à certains types de stress. Ainsi les protéines de la famille BolA ont été 

dénommées suivant un stress spécifique : YrbA (Couturier et al, 2009a) rebaptisée par la suite 

IbaG (Guinote et al, 2012) (influenced by acid gene) retrouvée chez E. coli, Uvi31+ (Kim et al, 

1997) (UV-induced protein) chez Schizosaccharomyces pombe, Fra2 (Li et al, 2009a) (Fe 

repressor of activation) chez S. cerevisiae. 

 

Figure n°7 Effet de différents types de stress sur le niveau d’expression de l’ARNm bolap1. Adapté de 

(Adnan et al, 2011; Kim et al, 1997; Santos et al, 1999; Vieira et al, 2004; White-Ziegler et al, 2008).  
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I.C.2. Mise en place d’un système de défense 

En plus des réponses spécifiques apportées par BolA suite à l’application d’un stress, la 

protéine BolA a de nombreux effets et peut engendrer des réponses adaptées à la situation au 

niveau de la cellule. La protéine BolA peut aussi jouer un rôle dans le système de défense au 

niveau de la membrane externe des bactéries à gram négatif (Freire et al, 2006b). Ainsi par 

l’intermédiaire de la phosphorylase EnvZ qui peut interagir avec OmpR en modifiant son activité 

par phosphorylation (Russo & Silhavy, 1991), BolA contrôle la balance OmpC/OmpF (Freire et 

al, 2006b). OmpC et OmpF sont les porines majeures de la membrane externe des cellules d’E. 

coli (Nikaido, 2003). OmpF a une plus grande perméabilité et une meilleure diffusion pour les 

agents toxiques qu’OmpC. Lors de condition défavorable tel qu’un stress oxydant il y a une plus 

grande production d’OmpC alors que dans des conditions favorables de croissance chez E. coli 

OmpF facilite la prise de nutriments (Freire et al, 2006b).  

RpoS induit une réponse à un stress par le biais de la surexpression de gènes dont bola 

(Ito et al, 2008). Le gène bola est surexprimé dans différentes conditions de stress et sa 

surexpression induit le développement d’un biofilm. L’ARNm bola sous contrôle de RpoS a donc 

un impact sur ce système de défense que les organismes unicellulaires ont mis en place. Ceci 

suggère que la formation du biofilm est un mode d'action par lequel les bactéries se protègent 

contre l'environnement et qui est une étape normale de la vie de la plupart des bactéries (Adnan et 

al, 2011; Vieira et al, 2004). La formation du biofilm permet ainsi aux bactéries d’avoir un 

comportement coopératif et donc de mieux réagir suite à un stress. Un biofilm peut être composé 

d’une ou plusieurs espèces bactériennes qui vont interagir entre elles afin d’améliorer la 

résistance globale à un facteur de stress tel qu’un antibiotique par exemple. Cependant les 

biofilms ne servent pas seulement comme moyen de protection aux bactéries. En effet, ils 
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peuvent également être utilisés comme moyen invasif, par exemple Xanthomonas campestris 

l’utilise pour infecter les plantes (Chin et al, 2005). 

Un équivalent de la protéine BolA est retrouvé chez la levure S. pombe du nom d’Uvi31+. 

Ce gène uvi31+ est requis pour le mécanisme de défense cellulaire contre le rayonnement UV 

(Kim et al, 2002) et permet ainsi à la levure de donner une réponse adaptée suite à ce type de 

stress. Le gène uvi31+ a également été montré jouer un rôle au niveau de la division cellulaire et 

de la formation du septum (Kim et al, 2002). Il permet également d’inhiber la prolifération 

cellulaire et d’arrêter la progression du cycle cellulaire pendant la mitose. Le niveau d’expression 

d’uvi31+ tout comme celui de bola est bien régulé. En effet, l’expression d’uvi31+ dépend du 

cycle cellulaire et de la phase de croissance (Kim et al, 1997). En amont de ce gène uvi31+ 

différents éléments sont retrouvés tels que les boîtes MCB (MluI cell cycle box) et SCB (SWI4/6-

dependent cell cycle box). Ces boîtes sont connues chez S. pombe pour jouer un rôle au niveau 

d’une transcription périodique de gènes au cours du cycle cellulaire atteignant un maximum à la 

frontière entre G1 (croissance de la cellule) et G1/S (réplication de l’ADN) bien que le niveau de 

l’ARNm d’Uvi31+ continue d’augmenter après l’arrêt de la phase S. Il y a également la présence 

en amont du gène uvi31+ d’un élément DRE (damage responsive element) qui est requis pour de 

nombreux gènes inductibles suite à des dommages causés à l’ADN et d’une séquence 

CGGCAAGTG essentielle pour l’expression d’uvi31+ (Kim et al, 1997).  

I.D. Activateur/répresseur de transcription  

I.D.1. Structure des BolA_H et des BolA_C 

Les protéines de la famille « BolA » sont de petites protéines d’une centaine d’acides 

aminés relativement bien structurées dont les structures ont été majoritairement résolues par 

RMN. Bien que ces protéines soient de petite taille et de repliement bien conservé, la présence au 
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niveau N-terminal et/ou C-terminal de régions très flexibles rend leur détermination difficile par 

une autre méthode que la RMN. La première structure de cette famille à avoir été résolue, est 

BolA2 de la souris qui est une BolA_C (Kasai et al, 2004). La première structure résolue d’une 

protéine de la famille « BolA » a permis de mettre en évidence un repliement typique qui avait 

été prédit en 1989 (Aldea et al, 1989). La structure de cette BolA comprend un feuillet β composé 

de trois brins β et quatre hélices suivant la topologie α1β1β2η2α3β3α4. Le brin β1, situé sur un bord 

du feuillet, est antiparallèle aux deux autres. Une face du feuillet est composée essentiellement de 

résidus non polaires, sur laquelle s’accole les hélices α1, η2 et α3. L’autre face du feuillet 

essentiellement polaire est exposée au solvant. Bien que la structure entière soit globalement 

identique selon le type de BolA il subsiste néanmoins une différence qui réside dans la position 

du résidu (cystéine ou histidine) définissant les classes BolA_C et BolA_H (Figure n°8). 

La topologie du repliement de cette protéine est identique à celle retrouvée au sein du 

repliement du domaine KH (hnRNP K homology) de classe II. Le repliement KH (Figure n°9) est 

retrouvé dans de nombreuses protéines pouvant fixer les acides nucléiques (ADN ou ARN) et 

consiste en deux classes distinctes de topologie différente (Grishin, 2001). Cette interaction entre 

la protéine et les acides nucléiques est majoritairement une interaction de charges (Valverde et al, 

2008). La classe I (par exemple la Poly(C)-Binding Protein-2 de code pdb 2py9 (Du et al, 2007)) 

est du type βααββα alors que la classe II (par exemple la GTPase Era de code pdb 3r9w (Tu et al, 

2011)) est du type αββααβ. La différence majeure entre ces deux repliements réside dans 

l’enchaînement des brins du feuillet β et la position du premier brin du motif βααβ (Figure n°9). 

Dans ces deux classes cette fixation d’acides nucléiques s’effectue au niveau d’une séquence 

conservée GxxG. Cette séquence qui sert de point d’ancrage à la fixation des acides nucléiques se 
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situe dans la boucle entre les deux hélices α consécutives formant ainsi un motif « helix-turn-

helix » (HTH) qui correspondrait au niveau des protéines BolA à la région des hélices η2α3.  

 

 

Figure n°8 Représentation en mode ruban et flèche de la structure des BolA avec en haut la BolA à 

histidine de Coxiella burnetii (code pdb 3TR3) et en bas la BolA à cystéine de Babesia bovis (code pdb 

3O2E). La position de l’histidine invariante est identique dans les BolA_H et les BolA_C. Par contre, la 

position de la deuxième histidine conservée des BolA_H et celle de la cystéine conservée des BolA_C ne 

sont pas identiques. 

Au niveau des protéines BolA la séquence clé GxxG est absente. Néanmoins de nombreux 

tests biologiques ont montré que les protéines BolA pouvaient interagir avec de l’ADN pour 
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exercer soit un rôle de facteur de transcription impliqué dans la réponse à différents types de 

stress (Guinote et al, 2011; Shukla et al, 2012) soit un rôle d’endonucléase (Shukla et al, 2012; 

Singh et al, 2014a; Singh et al, 2013b; Singh et al, 2014b). L’activité endonucléase des BolA a 

été montrée récemment pour la protéine Uvi31+ (BolA_H) de Chlamydomonas reinhardtii qui a 

la capacité de fixer deux ions magnésium et également de former un dimère. 

 

Figure n°9 Représentation des deux différents types de repliement du domaine KH. Dans un type I le 

motif du repliement KH est β1α1α2β2 et dans le type II β2α2α3β3. D’une manière générale les protéines 

de la famille « BolA » adoptent le repliement de type II. 

La plupart des résidus conservés au sein de la famille « BolA » se trouvent justement au 

niveau du motif HTH (Kasai et al, 2004) (Figure n°10) et sont regroupés sur une face de la 

protéine. Cette face conservée des protéines BolA consiste en une région électriquement neutre 

avec un patch positif localisé au niveau de l’hélice α3 alors que l’autre face de la protéine est 

plutôt chargée négativement. 
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Figure n°10 Représentation en mode ruban et flèche de la protéine BolA de Coxiella burnetii (code pdb 

3TR3). Est représenté en bleu le motif HTH composé des hélices η2 et α3. 

I.D.2. Implication des BolA_H lors de la division cellulaire 

Les protéines de la famille « BolA » qui sont impliquées dans l’interaction avec de l’ADN 

peuvent jouer un rôle d’activateur de la transcription dans certains cas afin d’induire des réponses 

adaptées en cas de stress. De plus il s’avère que dans chaque compartiment cellulaire contenant 

de l’ADN il y a la présence d’au moins un représentant de la famille BolA (Couturier et al, 2014). 

Les protéines de la famille « BolA », prédites comme interagissant avec de l’ADN de par leur 

repliement particulier, contrôlent l’expression de PBP5 et PBP6 au niveau de la transcription 

(Santos et al, 2002). Il a été montré que BolA joue le rôle de régulateur de la transcription en 

induisant un plus haut taux de synthèse pour dacA (PBP5) et dacC (PBP6) au début de la phase 

exponentielle (Freire et al, 2009). Les constantes de dissociation de BolA, avec les régions 

promotrices des gènes dacA (1,8nM) et dacC (5,3nM) ont été obtenues par résonance 

plasmonique de surface montrant pour la première fois l'interaction directe de BolA (Figure n°11) 

avec de l’ADN (Guinote et al, 2011). Comme attendu, les résultats montrent que BolA contrôle 

les niveaux de transcription de dacA et dacC indépendamment l’une de l’autre et de façon plus 

surprenante ampC (Santos et al, 2002), une β-lactamase de classe C, reliant ainsi pour la première 

fois des PBP et les β-lactamases au niveau de la régulation de gènes. Ces résultats confirment le 
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fait que les protéines de la famille « BolA » peuvent jouer un rôle d’activateur de la transcription 

en régulant des enzymes impliquées dans différentes étapes de la synthèse de la paroi cellulaire. 

Pendant le cycle de division cellulaire chez E. coli en milieu non renouvelé et en absence 

de stress le gène bola doit être étroitement régulé car le niveau de transcription reste constant 

pendant la phase exponentielle. De manière générale la protéine BolA est naturellement exprimée 

durant la transition de la phase exponentielle vers la phase stationnaire, de manière concomitante 

avec une multitude de changements métaboliques et morphologiques dans la cellule. Par contre, 

sa surexpression dès l’entrée en phase stationnaire de croissance va influer sur le taux 

d’expression de dacC et donc de production de PBP6. C’est par le biais de la carboxypeptidase 

PBP6 que BolA va induire un changement de morphologie des cellules d’E. coli (Aldea et al, 

1989; Santos et al, 1999). Cette surexpression peut être considérée comme une réponse à une 

privation de ressources due au trop grand nombre de cellules par rapport aux nutriments 

disponibles et semble être suffisante pour retarder le taux de croissance des cellules et donc 

empêcher leur élongation (Freire et al, 2009). 

Il est donc intéressant de noter que la protéine BolA a un impact sur la cellule même en 

absence de certaines PBP. PBP2 est incapable, seule, d’inverser les effets de BolA ce qui suggère 

que BolA intervient dans un autre mécanisme impliquant sans doute MreB (homologue à 

l’actine) qui est nécessaire pour l’élongation de la cellule et son maintien sous forme allongée. La 

protéine MreB se polymérise pour former une structure en spirale à l'intérieur de la paroi 

cellulaire, qui est clairement visible lorsque BolA n'est pas surexprimée, et permet la formation 

du cytosquelette (Freire et al, 2009). Par contre en augmentant les niveaux d'expression de BolA 

aucun filament de MreB ne peut être détecté. Cette modification au niveau de MreB suggère par 

conséquent que la surexpression de BolA affecte l'organisation spatiale des filaments de MreB ou 
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inhibe sa transcription. D’autres expériences montrent que la perte de la localisation de MreB 

suite à la surexpression de BolA n'est pas due à la modification de la morphologie de la cellule 

mais qu’il s’agirait réellement d’un effet de BolA sur la transcription du gène codant pour MreB 

(Freire et al, 2009). Les protéines BolA qui agissent comme un activateur de la transcription dans 

le cas de dacA et dacC, jouent également un rôle de répresseur de la transcription dans le cas de 

mreB. Il a ainsi été montré que la protéine BolA chez E. coli pouvait inhiber de façon 

significative le niveau de transcription de mreB (Freire et al, 2009). Cette répression réalisée par 

la protéine BolA s’effectue par fixation directe sur la région promotrice de l’opéron mreBCD 

avec un Kd de 6.9 ± 2.4nM. BolA est ainsi capable de se lier directement avec une forte affinité à 

la séquence promotrice de mreB et agit donc comme un nouveau répresseur de la transcription du 

niveau d'expression de mreB. L'induction des carboxypeptidases PBP5 et PBP6 et la réduction 

des niveaux de MreB par la surexpression de BolA converge dans le même sens, une inhibition 

de l'élongation cellulaire et une induction de la morphologie ronde (Figure n°11). 

En parallèle, il a également été montré chez E. chaffeensis que BolA était capable de se 

fixer à l’ADN et d’induire la transcription de certains gènes. Cette surexpression s'effectue par 

fixation directe de l’ordre du nM sur les promoteurs de TRP120 (120kDa tandem repeat protein) 

et ECH_1038 codant pour des protéines de surface (Cheng et al, 2011). Ces régulations 

effectuées par BolA au niveau des promoteurs plus celles mises en évidence chez E. coli font de 

BolA un nouveau facteur de transcription qui peut induire ou réprimer la transcription de certains 

gènes. 

A l’heure actuelle, l’interaction BolA-ADN a uniquement été montrée chez des 

organismes procaryotes et par conséquent qu’avec des représentants du groupe BolA_H. Les 
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représentants du groupe BolA_C possèdent des propriétés structurales similaires aux BolA_H et 

devraient aussi interagir avec des acides nucléiques.  

 

 

 

 

Figure n°11 Schéma représentant l’action de BolA sur la morphologie des cellules d’E. coli. Suite à sa 

surexpression BolA inhibe la production de MreB et active la production des protéines PBP5 et PBP6. 

Tous ces effets ont pour conséquence l’induction d’une morphologie ronde des cellules.  
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I.E. BolA et glutarédoxines, deux partenaires étroitement liés 

I.E.1. Interaction BolA-glutarédoxines 

Il a été montré que les protéines BolA et les glutarédoxines ayant une signature 

catalytique CGFS (Grx-CGFS, glutarédoxines de classe II, voir partie II.) étaient capables 

d’interagir ensemble par la technique de double hybride (Y2H) chez S. cerevisiae (Ito et al, 2000) 

et Drosophila melanogaster (Giot et al, 2003), par la méthode de purification par 

immunoprécipitation TAP-TAG chez S. cerevisiae (Krogan et al, 2006) et E. coli (Butland et al, 

2005). Toutes ces interactions montrant l’interaction entre ces deux partenaires sont renforcées 

par le fait que des analyses génomiques montrent la co-occurrence (Figure n°12) des gènes bola 

et grx de classe II (Couturier et al, 2009a; Couturier et al, 2014; Huynen et al, 2005). 

Dans un premier temps, il avait été supposé que les protéines BolA_C étaient des 

homologues de la peroxyrédoxine OsmC (Osmotically-inducible protein C) (Huynen et al, 2005) 

possédant elle aussi le repliement du domaine KH de classe II (Valverde et al, 2008). Ces 

données semblaient indiquer un nouveau rôle de réductase pour les BolA_C qui avec les Grx 

CGFS fonctionneraient comme une peroxyrédoxine à deux thiols (Huynen et al, 2005). 

Cependant à l’heure actuelle cette hypothèse n’a toujours pas été vérifiée. Récemment la 

réactivité de la cystéine d’AtBolA2 (BolA_C) a été démontrée et cette cystéine oxydée peut être 

réduite par la GrxS17 (Grx-CGFS) de ce même organisme (Couturier et al, 2014).  
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Figure n°12 Distribution phylogénétique des BolA et des Grx-CGFS adapté de Huynen et al, 2005. Sont 

représentés la présence ou l’absence des gènes bola et grx en fonction des différents organismes.  
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I.E.2. Les hétérodimères BolA_C - glutarédoxines 

Deux types de dimères BolA-Grx ont été identifiés : l’apo-hétérodimère et l’holo-

hétérodimère où ce dernier incorpore un centre [2Fe-2S] (Li et al, 2011a; Li et al, 2009a; Li et al, 

2012; Li & Outten, 2012; Yeung et al, 2011). A l’heure actuelle, seuls les complexes mettant en 

jeu une BolA_C (en particulier Fra2 de S. cerevisiae) ont été étudiés et aucun de ces deux 

complexes n’a été caractérisé structuralement bien que des études spectroscopiques ont été 

entreprises sur la forme Grx-BolA holo-hétérodimérique. Afin de vérifier si le complexe est 

métal dépendant ou non un traitement « lourd » (à l’éthylène diamine tétra acétique et au 

dithiothréitol en anaérobie pendant 1h à 4°C) a été réalisé sur la forme holo. Après une colonne 

de gel filtration analytique il y a toujours co-élution des deux partenaires montrant la non 

dépendance du métal dans la formation d’un dimère (Li et al, 2009a). Ce résultat est cohérent 

avec les études in vivo de co-immunoprécipitation démontrant que Fra2 (BolA_C) et les Grx3 ou 

4 (Grx-CGFS) peuvent interagir dans des conditions de faible ou de forte concentration en fer 

chez la levure (Li et al, 2009a). Il est également intéressant de noter que la forme Grx-BolA holo-

hétérodimérique est en principe beaucoup plus stable que la forme homodimérique Grx-Grx. Il a 

également été mis en évidence que BolA est capable de convertir un homodimère de Grx-CGFS 

en un hétérodimère BolA-Grx (Li et al, 2011a; Yeung et al, 2011). 

L’identification des résidus impliqués dans la coordination des atomes de fer du centre 

[2Fe-2S] a été étudiée par spectroscopie. Ainsi par spectroscopie Mössbauer et résonance Raman, 

il a été montré que les atomes de fer d’un centre [2Fe-2S] sont coordinés par la cystéine 

catalytique de la Grx et la cystéine du GSH (Figure n°13) du côté Grx et par une histidine et peut 

être une cystéine du côté BolA_C (Li et al, 2009a). La présence de cette 3ème cystéine a été 

confirmée par spectroscopie EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine Structure) qui a permis 
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de mettre en évidence un ratio de 3,5 atomes de soufre pour 0,5 atome d’azote dans la 

coordination des atomes de fer du centre [2Fe-2S] (Li et al, 2009a). Ces analyses 

spectroscopiques proposent pour le Fe n°1 situé du côté de la Grx3/4 une coordination à 4 atomes 

de soufre (2 inorganiques provenant du centre et 2 organiques venants du GSH et de la cystéine 

catalytique) et pour le Fe n°2 situé du côté Fra2 on a les 2 soufres inorganiques, 1 azote venant 

sans doute de l’histidine invariante et un dernier atome qui pourrait être un atome de soufre 

provenant de Fra2 (Figure n°14).  

 

 

Figure n°13 Le glutathion (γ-L-Glutamyl-L-cystéinyl-glycine) est un tripeptide particulier où le 

groupement amine de la cystéine se condense avec la fonction acide carboxylique de la chaîne latérale de 

l’acide glutamique. Pour se défendre des radicaux libres en excès et de nombreux produits toxiques 

circulant, l’organisme utilise comme antioxydant majeur le glutathion.  

La caractérisation avec certitude des résidus impliqués dans la coordination du centre du 

côté Fra2 s’avère difficile puisque la réalisation de simples mutants au niveau de l’histidine 

invariante H103 ou de la cystéine C66 permet toujours la coordination d’un centre Fe-S. Seule la 

réalisation d’un double mutant permet d’abolir définitivement la formation du complexe holo (Li 

et al, 2011a).  
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Figure n°14 Représentation schématique de la coordination d’un centre [2Fe-2S] au sein d’un complexe 

Grx-BolA holo. Les différents atomes et résidus impliqués sont représentés ainsi que le couple putatif 

Cys/His (???) définissant la différence entre les classes BolA_C et BolA_H. 

I.E.3. Quelle(s) implication(s) dans le métabolisme du fer ? 

Une mutation du gène codant pour la protéine BolA3 (BolA_C) humaine (localisée dans la 

mitochondrie) peut avoir de graves conséquences et peut engendrer des défauts dans les enzymes 

à centres Fe-S mitochondriales. Ceci suggère que la protéine BolA3 doit jouer un rôle dans la 

maturation de ce type de protéines (Figure n°15). Comme les autres membres de la famille « 

BolA » la protéine BolA3 peut interagir avec une Grx-CGFS qui est la Grx5. La Grx5 est 

impliquée dans le mécanisme global de synthèse et transport des centres [2Fe-2S] (Cameron et al, 

2011). 
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Figure n°15 Schéma proposé pour la machinerie de synthèse et de transport des centres Fe-S au niveau 

de la mitochondrie chez l’humain (Cameron et al, 2011). E2 et E3BP sont des sous-unités qui fixe l’acide 

lipoïque ; FXN correspond à la frataxine ; GLRX5 est la glutarédoxine 5 humaine ; HSCB et 

HSPA9 sont des protéines se fixant à IscU et favorisant le transfert de centres [2Fe-2S] vers des 

protéines acceptrices ; IBA57 et ISCA1, 2 sont des protéines requises pour la maturation de l’aconitase 

et pour l’activation catalytique des enzymes à radicaux S-adénosylméthionine ; IND1 est impliqué dans 

l’assemblage des centres Fe-S; LYRM4 est une protéine requise pour la stabilisation de la cystéine 

désulfurase NFS1 ; mISCU est la protéine échafaudage mitochondriale qui interagit avec Nfs1 ; 

mNFS1 est la cystéine désulfurase Nfs1 mitochondriale humaine ;mNFU1 est une protéine échafaudage 

mitochondriale alternative à IscU. 
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Au sein du mécanisme de synthèse et de transport des centres Fe-S, on retrouve souvent 

une protéine BolA selon deux formes possibles dépendant de l’organisme et de la localisation 

cellulaire. La protéine peut être sous la forme d’un mono-domaine ce qui est le cas de la protéine 

BolA3 chez les mammifères qui va interagir avec la Grx5 au niveau de la récupération du centre 

Fe-S après la synthèse (Cameron et al, 2011). Elle peut également se présenter sous la forme d’un 

domaine, comme dans la protéine SufE1 chez les plantes (domaine SufE classique suivi d’un 

domaine BolA) (Ye et al, 2006). Le rôle de SufE au sein de SufE1 dans le métabolisme des 

centres Fe-S est d’activer la cystéine désulfurase et d’amener l’atome de soufre au lieu de 

synthèse des centres Fe-S (Figure n°16) (Outten et al, 2003). 

La famille de protéines regroupant SufE1 et tous les équivalents de SufE est plutôt bien 

conservée et les seules régions variables sont l’extrémité N-terminale et le linker entre les 

domaines. Le domaine BolA présente une conservation de 72% entre les différentes SufE1 ce qui 

suggère un rôle important pour ce domaine au sein de la protéine SufE1. Le fait que ce domaine 

soit présent au sein de ce type de protéines et que les Grx ont la capacité d’incorporer des centres 

Fe-S laisse à penser qu’une interaction entre le domaine BolA de SufE1 et une Grx-CGFS est 

possible. Cette interaction pourrait être impliquée dans la régulation du métabolisme de synthèse 

des centres Fe-S ou alors permettrait de faire face à différents stress (Ye et al, 2006). 

Par ailleurs il a été proposé que la capacité plus restreinte d’un hétérodimère BolA-Grx à 

donner son centre Fe-S vis-à-vis de la forme homodimérique pourrait représenter une forme de 

stockage et de régulation du fer intracellulaire (Willems et al, 2013). Ceci permettrait notamment 

d’adapter le transfert du centre Fe-S en fonction des besoins de la cellule (Yeung et al, 2011). 
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Figure n°16 Schéma non exhaustif proposé pour l’intervention des différentes protéines chloroplastiques 

de plantes impliquées dans la biogénèse des centres Fe-S (Balk & Pilon, 2011; Bandyopadhyay et al, 

2008; Rouhier et al, 2010). Nfs2 est la cystéine désulfurase chloroplastique du groupe II (SufS) ; 

SufE1 est une sulfurtransférase qui favorise l’activité de la cystéine désulfurase Nfs2 ; GrxS14 et 

GrxS16 sont des glutarédoxines de classe II (Grx-CGFS) ; NADPH pour nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate ; Nfu2 est impliquée dans la synthèse et dans le transport des centres Fe-S ; 

SufB, SufC et SufD font partie du complexe SufBC2D qui sert à la biosynthèse des centres Fe-S. 

A partir de toutes ces données il semble donc que les protéines BolA et tous leurs 

homologues sont impliqués dans une multitude de régulations et que BolA serait une sorte de 

point de contrôle au niveau de la cellule dans la régulation de différents types de stress. 

L’organisme le plus étudié à ce niveau est E. coli mais de nombreuses données sont encore 

manquantes pour comprendre comment BolA agit réellement au sein de tous ces mécanismes 

(Figure n°17).  
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Figure n°17 Schéma bilan sur les connaissances actuelles de l’implication de BolA au sein de différents 

mécanismes chez E. coli. Sont représentés en rouge les effets négatifs (ou répression), en vert les effets 

positifs (ou activation) et en bleu les effets non connus (ou alternatifs). : effet des stress 

environnementaux ; : sous-unité sigma de l'ARN polymérase; : implication de BolA en tant que 

facteur de transcription; : contrôle de la balance des porines; : régulation appliquée entre les BolA 

et les Grx-CGFS au sein des dimères apo et holo au niveau de l’homéostasie du fer. 
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Les glutarédoxines 
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II. Les glutarédoxines 

Tous les organismes vivants sont soumis aux effets de leur environnement et plus 

particulièrement les organismes aérobies qui sont exposés à des espèces réactives de l’oxygène 

provenant de leur métabolisme ou de leur exposition à des composés générateurs de radicaux 

libres. Les cellules ont donc mis en place un mécanisme efficace de défense contre ces espèces 

réactives de l’oxygène génératrices de dommages très importants pouvant conduire à la mort 

cellulaire. Ce système de défense est composé d’enzymes, des vitamines C et E (Grant, 2001) et 

de petites molécules comme le GSH, qui est l’antioxydant majeur des cellules. En 1976, les 

glutarédoxines (Grx) mises en évidence suite à la découverte d’un nouveau système de transport 

de l’hydrogène et d’électrons chez E. coli. Ce système participe notamment à la réduction de la 

ribonucléotide réductase qui est une enzyme essentielle puisqu’elle catalyse le passage du ribose 

au désoxyribose pour les nucléotides puriques ou pyrimidiques. Ce système de transport de 

l’hydrogène implique le NADPH, le GSH, la glutathion réductase et une Grx (Holmgren, 1976).  

II.A. Description des glutarédoxines 

II.A.1. Classification 

Les glutarédoxines sont de petites enzymes ubiquitaires d’une centaine d’acides aminés 

regroupées en 6 classes notées de I à VI à partir d’une classification phylogénétique basée au 

départ sur des organismes photosynthétiques, puis étendue à tous les organismes (Figure n°18). 

Cette classification prend en compte la nature de la séquence, la signature typique du site actif 

mais aussi des motifs et des domaines conservés (Couturier et al, 2009a; Rouhier et al, 2010). 

Seules les classes I et II sont communes à tous les organismes et uniquement des structures 

tridimensionnelles ont été résolues pour les classes I et II. Une des particularités des Grx est 

qu’elles sont présentes en très grand nombre chez les organismes photosynthétiques qui 
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possèdent environ 30 gènes alors que les autres organismes n’en possèdent que 2 à 7 (Rouhier et 

al, 2004).  

 

Figure n°18 Schéma représentant les 6 différentes classes de Grx. La signature ainsi que la présence des 

domaines conservés sont présentés. A noter que certaines Grx possèdent des domaines additionnels. 

La classe I commune à tous les règnes possède une signature Cxx[C/S], malgré une 

signature ne contenant pas obligatoirement deux cystéines cette classe est appelé également 

dithiol (Figure n°18). La classe II, dite monothiol de par sa signature CGFS, est présente chez les 

eucaryotes et quelques procaryotes. Il est intéressant de noter que dans le cas des Grx de classe II 
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il y a la présence de glutarédoxines dites PICOT (PKC-Interacting Cousin Of Thioredoxin). Il 

s’agit de la répétition de domaines glutarédoxines de classe II à la suite d’un domaine du type 

thiorédoxine. Le nombre de domaines Grx peut varier de un à trois et sont présents uniquement 

chez les eucaryotes comme la GrxS17 d’A. thaliana par exemple qui en possède trois (Couturier 

et al, 2014; Ojeda et al, 2006). La classe III des Grx est spécifique aux plantes terrestres. Elle 

correspond généralement à des Grx avec un site actif du type CCxx (Lemaire, 2004). Cependant, 

le nombre d’isoformes varie grandement entre les plantes supérieures et les plantes inférieures. 

La classe IV, présente chez les eucaryotes, possède une séquence de Grx fusionnée à 2 domaines 

distincts DEP et DUF547 présents en C-terminal et de fonctions inconnues. Les classes V et VI 

sont spécifiques aux cyanobactéries. La classe V possède un site actif atypique CPWG et à 

l’extrémité C-terminale une séquence conservée TMHMM permettant sans doute une localisation 

transmembranaire. La classe V peut également être divisée en 2 sous-groupes selon la présence 

de 3 à 5 domaines transmembranaires de différentes tailles. La classe VI de signature atypique 

CPW[C/S] présente un domaine N-terminal DUF296 de fonction inconnue. Il subsiste cependant 

quelques Grx qui possèdent des domaines additionnels comme la GrxS16 (classe II) d’A. thaliana 

qui possède en N-terminal un domaine endonucléase (Liu et al, 2013). 

II.A.2. Les glutarédoxines sous forme « apo » 

II.A.2.a. Structure des glutarédoxines sous forme monomérique 

Les glutarédoxines sont caractérisées par le repliement canonique des thiorédoxines. Ce 

repliement est composé d’un feuillet β central entouré d’hélices α du type α1β1α2β2α3β3β4α4α5 où 

α1 et α3 se trouvent d’un côté du feuillet et, α2, α4 et α5 de l’autre. Dans le feuillet seul β3 est 

antiparallèle aux autres brins et l’hélice α5 n’est pas toujours présente (Figure n°19). La cystéine 

catalytique de l’enzyme est exposée au solvant et se trouve au niveau N-terminal de l’hélice α2. 
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Des motifs communs sont retrouvés chez toutes les Grx (Couturier et al, 2009a). En effet, une 

séquence ‘’TVP’’ située 35 à 40 acides aminés après le site actif est retrouvée tout comme 10 

acides aminés après ce motif, un motif ‘’GG’’ formant une pliure à proximité du site actif 

(appelée « GG kink »). L’une des principales différences au niveau structural entre les Grx de 

classe I et II réside dans la présence d’une extension de cinq résidus juste avant le site actif (α2) 

pour les Grx de classe II (Yogavel et al, 2014). 

 

Figure n°19 Représentation des éléments de structures secondaires des glutarédoxines ainsi que leurs 

éléments remarquables. (A) Structure de la Grx1 de Plasmodium falciparum de classe I (code pdb 

4MZC). (B) Structure de la Grx5 de Saccharomyces cerevisiae de classe II (code pdb 3GX8). Les 

éléments de structure secondaire ainsi que les cystéines des signatures respectives sont annotés. Le motif 

TVP est représenté en rouge, le motif GG est représenté en vert et l’insertion de cinq résidus des Grx de 

classe II est représentée en bleu.  

II.A.2.b. Les différents états des glutarédoxines sous-forme apo 

Le terme apo désigne pour les Grx l’état lorsqu’elles jouent leur rôle catalytique 

d’oxydoréductase. L’état oxydé peut être présent soit sous la forme d’un pont disulfure entre les 

deux cystéines catalytiques (dans le cas d’une signature CxxC) soit sous une forme 

glutathionylée. Au sein des Grx de classe I et II, il s’avère que le site de fixation du GSH est 
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conservé et implique les trois motifs définis auparavant (signature Cxx[C/S], TVP et GG). Outre 

la cystéine catalytique des Grx qui est impliquée dans la formation d’un pont disulfure avec le 

GSH, différents acides aminés participent à la stabilisation du GSH à travers un réseau de liaisons 

hydrogène impliquant la partie γ-glutamyle, cystéinyle et glycine du GSH (Figure n°20). 

 

Figure n°20 Site de fixation du glutathion au sein de la Grx1 de Saccharomyces cerevisiae (3C1S). Le site 

de fixation implique la cystéine catalytique, les deux résidus après le motif GG pour la stabilisation de la 

partie γ-glutamyle, le 2ème résidu du motif TVP pour la stabilisation de la chaîne principale de la partie 

cystéinyle et enfin deux résidus présents dans l’hélice α3 et dans la boucle précédant le site actif pour la 

partie glycine. 

II.A.3. Structure des glutarédoxines sous forme « holo » 

II.A.3.a. Les dimères 

 Bien que de nombreuses structures de Grx ont été déterminées, peut de structures 

holodimériques autour d’un centre [2Fe-2S] ont été résolues et seulement pour les classes I et II. 

Ce centre jouerait le rôle de verrou à l'interface du dimère (senseur du stress oxydant) pour 

relâcher des Grx sous forme apo actives ou serait transporté vers des protéines cibles (Iwema et 
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al, 2009; Rouhier et al, 2007). Dans ce complexe chaque atome de fer est coordiné par 4 atomes 

de soufre provenant de la cystéine du GSH, de la cystéine catalytique de la Grx et les 2 atomes de 

soufre inorganiques du centre [2Fe-2S] (Figure n°21).  

 

Figure n°21 Coordination d’un centre [2Fe-2S] par deux cystéines et deux GSH au sein de la Grx2 

humaine (code pdb 2HT9). 

A l’heure actuelle seulement cinq structures sous forme holo sont connues. Bien que les 

structures des formes apo des classes I et II soient relativement similaires, dans le cas des formes 

holodimériques, l’orientation relative entre les deux monomères est différente entre les classes I 

et II (Figure n°22). Dans les deux cas, l’homodimère possède une symétrie axiale binaire avec 

l’axe de symétrie passant par les deux atomes de soufre du centre [2Fe-2S]. Dans la forme holo 

de classe I les deux feuillets sont quasiment orthogonaux alors que dans celle de classe II, ils sont 

coplanaires. Les analyses structurales semblent montrer que l’insertion de cinq résidus au niveau 

de la boucle précédant l’hélice α2 dans les Grx de classe II est un antidéterminant stérique pour la 

formation de l’homodimère de classe I. Au sein d’un dimère de Grx de classe II, le centre [2Fe-

2S] est plus accessible au solvant et plus labile que dans celui de classe I (Couturier et al, 2011; 

Iwema et al, 2009; Johansson et al, 2007; Johansson et al, 2011; Rouhier et al, 2007). 
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Figure n°22 Représentation en mode ruban et flèche d’une Grx de classe I (HsGrx2, code pdb 2HT9, en 

haut) et d’une Grx de classe II (EcGrx4, code pdb 2WCI, en bas) sous forme holodimérique. Le centre 

[2Fe-2S] ainsi que les molécules de GSH et les cystéines catalytiques sont représentés en bâtons. 

II.A.3.b. Les tétramères 

Au-delà de la forme dimérique des Grx, il s’avère que certaines Grx ont la capacité de 

former des tétramères. Cette tétramérisation a été observée in vitro dans le cas de la Grx6 (classe 

I) de S. cerevisiae et dépend d’une extension N-terminale qui permet une oligomérisation non 

covalente (Luo et al, 2010; Mesecke et al, 2008). De façon intéressante la structure de la Grx5 

humaine (Figure n°23) présente la particularité d’être sous la forme d’un tétramère (deux 

dimères) incorporant 2 centres [2Fe-2S] (Johansson et al, 2011). Un arrangement équivalent est 

observé dans le cas de la Grx4 d’E. coli. Cette forme oligomérique de la Grx5 a été confirmée par 
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diverses expériences in vitro comme la gel-filtration et la centrifugation analytique (Johansson et 

al, 2011). 

 

Figure n°23 Organisation tétramérique de la Grx5 humaine (code pdb 2WUL). Les différents monomères 

sont représentés par des couleurs différentes. Les glutathions, les centres [2Fe-2S] ainsi que les cystéines 

catalytiques sont représentés en bâtons. 

II.B. Fonction enzymatique des glutarédoxines 

La Grx est une enzyme ubiquitaire importante dans le maintien de l’homéostasie redox 

des groupements thiols de la cellule dépendant du pouvoir réducteur du NADPH. Ce processus 

vital pour la cellule fait intervenir deux systèmes supposés distincts. L’une de ces voies utilise la 

Trx et la thiorédoxine réductase alors que l’autre voie utilise la Grx avec le GSH et la glutathion 

réductase (Prinz et al, 1997). Les Grx, réduites par le GSH en utilisant des électrons donnés par le 

NADPH, sont connues pour leurs implications dans les réactions de réponses face un stress 
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oxydant en réalisant majoritairement une déglutathionylation de leur substrat (Rouhier et al, 

2004; Rouhier et al, 2008) et sont impliquées dans d’autres réactions d’oxydoréduction et de 

réductions de ponts disulfure (Figure n°24). De façon générale les Grx sont impliquées dans la 

fonction antioxydante au sein des cellules avec le concours du GSH (Holmgren, 2000). 

 

Figure n°24 Représentation des réactions catalysées par les Grx. La Grx catalyse la réduction de ponts 

disulfure (A) dans les protéines et est impliquée dans la déglutathionylation des protéines (B). Elle est 

réduite par la conversion de glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé qui sera à son tour recyclé en 

GSH par la glutathion réductase à l’aide du NAPDH. 

II.B.1. Les glutarédoxines dans le stress oxydant 

Les Grx de classe I et II (Cxx[C/S] et CGFS, respectivement) ne sont pas impliquées dans 

les mêmes mécanismes biologiques et leurs activités respectives sont différentes. Les Grx de 

classe I (et peut-être de classe II) peuvent catalyser la réduction de pont disulfure au sein de 

protéines par le biais de la première cystéine catalytique. Il y a tout d’abord une attaque 

nucléophile sur le pont disulfure cible. Le pont disulfure intermédiaire alors formé entre les 

protéines est attaqué par le second thiolate de la signature CxxC pour les Grx de classe I ou par 

une molécule de GSH pour les Grx de classe II. Le pont disulfure intramoléculaire résultant pour 
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les Grx de classe I est ensuite réduit par une molécule de GSH. A ce stade la première cystéine 

est glutathionylée et le mécanisme de régénération de cette cystéine est identique pour les deux 

classes de Grx. La première cystéine sera enfin régénérée par une molécule de GSH conduisant à 

la formation de glutathion oxydé qui sera ensuite reconverti en deux molécules de GSH par le 

biais de la glutathion réductase et du NADPH. 

En plus de leur action classique de déglutathionylation des protéines, certaines 

glutarédoxines de classe I possèdent une activité glutathion peroxydase et glutathion transférase 

(Collinson & Grant, 2003; Collinson et al, 2002; Lee et al, 2002). Elles présentent aussi une 

activité in vitro avec de petites molécules comme le β-hydroxyethyl disulfide (HED) et une 

activité déhydroascorbate réductase (DHAR) (Bushweller et al, 1992; Holmgren & Aslund, 

1995). Contrairement aux Grx de classe I, la Grx5 de levure, la Grx4 d’E. coli et la PfGLP-1 de 

P. falciparum (toutes des Grx de classe II) sont inactives avec le HED ce qui montre une 

différence catalytique entre les deux classes et l’incapacité des Grx de classe II à déglutathionyler 

de petites molécules (Fernandes et al, 2005; Rahlfs et al, 2001; Tamarit et al, 2003). Il a 

également été montré chez E. coli que les Grx de classe I participent à l’activation/réduction de la 

ribonucléotide réductase, de la 3’-phospho-adénylyl-sulfate réductase (PAPS), de l’arséniate 

réductase (détoxification) et du facteur de transcription OxyR impliqué dans la réponse à un 

stress oxydant (Carmel-Harel & Storz, 2000; Fernandes & Holmgren, 2004). Chez S. cerevisiae, 

les Grx de classe I (Grx1 et Grx2) sont aussi impliquées dans la réponse face à un stress oxydant 

(Molina et al, 2004). La Grx1 apparait importante pour la protection contre les radicaux 

superoxydes alors que la Grx2 semble importante pour la protection contre le stress lié aux 

peroxydes (Luikenhuis et al, 1998). Par ailleurs, les Grx de classe II de S. cerevisiae (Grx3/4-

PICOT nucléocytoplasmiques) ne semblent pas jouer un rôle critique dans la réponse à un stress 
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oxydant et elles ne sont pas impliquées dans les processus de déglutathionylation (Shenton et al, 

2002). Bien qu’il soit clair que les Grx de classe I sont impliquées dans la réponse envers un 

stress oxydatif, pour les Grx de classe II, il est plus difficile de trancher car il a été montré que la 

Grx5 de S. cerevisiae (classe II) peut réduire l’anhydrase carbonique III in vitro et qu’elle est 

également impliquée dans la protection des protéines contre un stress oxydatif (Rodríguez-

Manzaneque et al, 1999; Tamarit et al, 2003). 

Ceci permet de mettre en avant des différences au sein des Grx de classe II, sans doute 

entre les Grx mono-domaines et les Grx dites PICOT et entre Grx ayant une localisation 

cellulaire différente. La Grx5 mitochondriale semble également jouer un rôle clé dans la 

machinerie de synthèse et de transport des centres Fe-S puisque la Grx5 est directement reliée à 

deux enzymes, l’aconitase et à la succinate déshydrogénase, qui nécessitent des centres Fe-S pour 

exercer leurs fonctions respectives (Rodríguez-Manzaneque et al, 2002). L’une des différences 

majeures entre les Grx de classe I et II réside dans leur capacité à interagir avec le GSH (réaction 

de déglutathionylation) et dans leur fonction au niveau de l’homéostasie du fer. 

II.B.2. Les glutarédoxines dans l’homéostasie du fer 

Le fer est un oligoélément indispensable à la vie présent dans les cofacteurs de diverses 

protéines et dont la structure électronique favorise la formation de deux états d’oxydation 

différents, fer ferreux (FeII) et fer ferrique (FeIII). Cette capacité rend le fer idéal pour son 

utilisation dans de nombreuses réactions d’oxydoréduction. Cependant, cette même propriété 

rend toxique un excès de fer libre. Dans le cytoplasme des cellules, une partie importante du fer 

est sous forme réduite et peut donc participer à la réaction de Fenton : FeII + H2O2 → FeIII + OH- 

+ OH•. Le FeII réagit avec le peroxyde d’hydrogène (H2O2) pour générer du FeIII, des ions 

hydroxydes (OH-) et des radicaux hydroxyles (OH•) qui sont eux très réactifs. L’ensemble de ces 
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radicaux représente alors un risque pour l’intégrité des lipides membranaires, des protéines et des 

acides nucléiques. Ainsi une accumulation du fer, comme une carence, peut conduire à la mort 

cellulaire, c’est pourquoi la concentration en fer doit être soigneusement contrôlée et limitée. 

Outre les systèmes de stockage et de transport déjà caractérisés au niveau du contrôle du fer chez 

les organismes vivants, le fer qui entre dans la composition de certaines molécules (comme les 

hèmes et les centres Fe-S), peut aussi se complexer avec certaines enzymes pour en modifier les 

propriétés. Parce que ce métal a une forte réactivité et conduit à la formation d'espèces réactives 

de l'oxygène, l'homéostasie du fer doit être strictement contrôlée afin de prévenir les effets 

délétères et éviter le stress oxydatif. Par conséquent, divers mécanismes en lien avec l'absorption 

du fer, le transport entre les différents compartiments cellulaires, l'utilisation et le stockage dans 

les cellules sont mis en place.  

À côté de leur fonction dans la défense antioxydante chez les bactéries, il a été montré 

récemment que les Grx sont impliquées dans la régulation et le transport du fer (Rodríguez-

Manzaneque et al, 1999). L’intervention des Grx au niveau de l’homéostasie du fer se fait à 

plusieurs niveaux, de la régulation des gènes au transport final à des apoprotéines. Il semble tout 

d’abord que les Grx interviennent « en amont » de la synthèse dans la régulation de gènes en 

réponse au fer. Cette intervention semble évidente chez S. cerevisiae puisque les Grx 3 et 4 (Grx 

de classe II) semblent jouer un rôle clé avec les protéines BolA dans la régulation des facteurs de 

transcription Aft1 (iron-regulated transcriptional activator) et Aft2 (Ojeda et al, 2006; Poor et al, 

2014). Cette régulation semble s’effectuer par un complexe Grx-BolA holo-hétérodimérique. En 

effet, il semble que les protéines de la classe BolA interviennent avec les Grx en réponse à un 

stress oxydant et dans certains cas dans l’incorporation d’un centre [2Fe-2S] qui permettrait la 

signalisation cellulaire sur la quantité de fer présent dans la cellule (Li et al, 2011a). La régulation 
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apportée par les Grx peut également s’effectuer lors de la synthèse des centres Fe-S. En effet, 

chez A. thaliana par exemple, on retrouve une cystéine désulfurase nommée AtNfs2 qui est 

impliquée dans les étapes précoces de la synthèse des centres Fe-S. La protéine AtNfs2 qui peut 

être induite par un stress va être suractivée par son partenaire biologique la sulfurtransférase 

AtSufE1 qui va prendre le soufre pour l’amener au lieu de synthèse des centres Fe-S. Les Grx de 

classe II pourraient être impliquées dans la régulation de cette étape suite à un stress car la 

protéine AtSufE1 possède un domaine BolA capable d’interagir avec les Grx de classe II 

(Couturier et al, 2014). Enfin les Grx interviennent également dans les dernières étapes de la 

synthèse des centres Fe-S en jouant un rôle dans le transport des centres et dans la maturation des 

protéines nécessitant un centre Fe-S. Ainsi, il semble que la Grx5 joue un rôle majeur à ce niveau 

puisqu’elle intervient dans la maturation de nombreuses molécules. Chez les vertébrés, elle est 

requise pour la synthèse de l’hème (Wingert et al, 2005). Des structures ont été caractérisées 

seulement pour des centres [2Fe-2S] mais il a été montré que les Grx de classe II peuvent 

également incorporer des centres [3Fe-4S] et [4Fe-4S] (Zhang et al, 2013). Par ailleurs le nombre 

de centres fixés au sein d’une forme holo peut varier comme pour la glutarédoxine 3 PICOT 

humaine qui possède deux domaines Grx-CGFS pouvant fixer un centre [2Fe-2S] chacun 

(Haunhorst et al, 2010).  

Ainsi la fonction d’un homodimère de Grx de classe II semble être différente de celle 

retrouvée chez les Grx de classe I. Bien que les Grx de classe II soient impliquées dans le 

transport du centre [Fe-S] vers des protéines acceptrices comme par exemple la ferrédoxine (in 

vitro) ou encore la fumarate nitrate réductase (FNR) (Achebach et al, 2004; Bandyopadhyay et al, 

2008) et dans la régulation de gènes en réponse au fer et dans la maturation de certaines protéines 
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(Kumánovics et al, 2008), les Grx de classe I auraient plutôt un rôle de senseur du stress oxydant 

(Lillig et al, 2005; Rouhier et al, 2007). 

II.C. Régulation de facteurs de transcription 

II.C.1. Les facteurs de transcription TGA et les glutarédoxines de classe III 

Les facteurs de transcription de la famille TGA à domaine leucine zipper constituent une 

sous-famille conservée de régulateurs de la transcription présente chez les plantes. Chez 

l’organisme modèle A. thaliana il y a la présence d’au moins 10 facteurs de transcription TGA 

noté TGA1-7, PERIANTHIA (PAN) et TGA9-10 (Murmu et al, 2010; Shearer et al, 2009). Les 

facteurs PAN, TGA9 et TGA10 sont impliqués dans le développement de la plante alors que les 

facteurs TGA1 à TGA7 sont associés aux processus de détoxication et de défense contre les 

molécules xénobiotiques et dont les cibles génomiques sont notamment les glutathion-S-

transférases (Murmu et al, 2010; Zhang et al, 2003). Par exemple, il a été montré que les facteurs 

TGA2, TGA5 et TGA6 sont impliqués dans la défense contre le champignon phytopathogène 

Botrytis cinerea (Zhang et al, 2003). L’intervention de tels facteurs au niveau de la protection des 

plantes semble reliée à celle de glutarédoxines de classe III. Elles sont présentes en très grand 

nombre chez les plantes dont 21 isoformes chez A. thaliana (Rouhier et al, 2006). Il s’avère que 

la Grx ROXY1 (classe III) a la capacité de catalyser la réduction de TGA1, TGA9 et TGA10 et 

peut également interagir avec TGA2 au niveau du noyau (Murmu et al, 2010; Ndamukong et al, 

2007). Tout comme ROXY1, ROXY2 (classe III) peut catalyser la réduction de TGA9 et TGA10 

(Murmu et al, 2010). Ceci met en évidence le fait que certaines Grx ont la capacité de jouer leur 

rôle d’oxydoréductase dans le noyau par le biais de modifications post-traductionnelles réalisées 

au niveau des facteurs TGA (Li et al, 2009b). En effet, l’activité de ces facteurs est dépendante de 

l’état d’oxydation de une ou deux cystéines présentes en C-terminal de la protéine et que les Grx 
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de classe III pourraient venir réduire (Murmu et al, 2010). Cette interaction entre les Grx de 

classe III et les facteurs de transcription TGA semble être essentielle pour le développement de la 

fleur notamment des pétales et de l’anthère (Murmu et al, 2010; Ndamukong et al, 2007). Dans le 

cas de ROXY1 les séquences LxxLL et ALWL situées au niveau de l’hélice α5 (en C-terminal) 

semblent primordiales pour l’interaction avec TGA (Li et al, 2011b). Par la méthode de double 

hybride il a pu être montré que ROXY1 peut interagir avec tous les facteurs TGA d’Arabidopsis. 

Ainsi il semble exister une forte affinité entre ROXY1 et les facteurs TGA3 et TGA7, une affinité 

intermédiaire pour TGA2 et une faible affinité pour TGA1, TGA4, TGA5 et TGA6 (Li et al, 

2009b). 

II.C.2. Les facteurs de transcription Aft et le couple BolA-Grx de classe II 

L’implication des Grx dans les étapes précoces de la biosynthèse des centres Fe-S telles 

que la régulation de l’opéron du fer a principalement été étudiée chez la levure. Des études 

génétiques et biochimiques ont montré que la régulation de l’opéron du fer chez la levure S. 

cerevisiae était une voie composée de plusieurs étapes et impliquant des protéines venant de 

différents compartiments cellulaires tels que la mitochondrie, le cytosol et le noyau. Il a été 

montré très récemment que les glutarédoxines de classe II PICOT (Grx3 et Grx4) sont impliquées 

dans la régulation des facteurs de transcription Aft1 et Aft2 chez S. cerevisiae (Pujol-Carrion et 

al, 2006; Ueta et al, 2007; Ueta et al, 2012). La localisation cellulaire des Grx3/4 (Grx3 ou Grx4) 

ainsi que celle des facteurs de transcription Aft1/2 est nucléo-cytoplasmique (Figure n°25). Dans 

le cas des Grx3/4 la localisation nucléaire est dépendante de leur domaine N-terminal du type 

thiorédoxine alors que dans le cas d’Aft1/2 la localisation nucléaire est dépendante de la 

concentration intracellulaire en fer (Lopreiato et al, 2004; Yamaguchi-Iwai et al, 2002).  
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Il a été supposé que la multimérisation d’Aft1 ainsi que son export du noyau vers le 

cytoplasme par la protéine Msn5p (RanGTP-binding protein) sont régulés ou induits par les 

Grx3/4 dans des conditions riches en fer (Pujol-Carrion et al, 2006; Ueta et al, 2007; Ueta et al, 

2012). Une autre hypothèse serait que les Grx3/4 empêcheraient d’une manière ou d’une autre 

Aft1/2 d’interagir avec de l’ADN (Li et al, 2011a).  

L’inhibition de l’opéron du fer par Aft1 est dépendante d’un signal mitochondrial 

provenant de la machinerie de biosynthèse des centres Fe-S, signal relayé par un complexe multi-

protéique impliquant les Grx3/4 ainsi que les protéines Fra1 et Fra2 (Kumánovics et al, 2008). 

Des résultats suggèrent que Fra1 (aminopeptidase) et Fra2 (BolA_C) sont des protéines « signal » 

cytosoliques qui sont liées à la concentration des centres Fe-S dans la cellule (Kumánovics et al, 

2008). La formation des holo-hétérodimères Fra2-Grx3/4 incorporant des centres [Fe-S] module 

d’une part l’activité d’Aft1 (Li et al, 2009a) et d’autre part modifie la fonction de transport des 

centres Fe-S des Grx3/4 (Li et al, 2011a). Il a supposé que ces hétérocomplexes Fra2-Grx3/4 

soient des senseurs du fer intracellulaire en interagissant et modulant l’activité des facteurs de 

transcription Aft1/2 (Li et al, 2011a). Toutes ces modulations de l’activité du facteur de 

transcription Aft1 sont effectuées par interaction directe avec la Grx et semblent être effectuées 

par des éléments importants de celle-ci comme la cystéine catalytique et le GSH (Ayer et al, 

2010; Ojeda et al, 2006). Du côté de Fra2 il s’avère que la présence de l’histidine dans la 

coordination du centre [2Fe-2S] est aussi un élément important car sa mutation empêche 

l’inhibition fer-dépendante de l’activité d’Aft1 (Li et al, 2011a). En plus des résidus déjà 

identifiés au sein du complexe Fra2-Grx3/4, il semble que la modulation de l’activité d’Aft1 est 

dépendante de son motif 291CxC293. L’interaction Aft1-Grx3/4 a déjà été montrée par double 

hybride et par co-immunoprécipitation et s’effectue au niveau C-terminal du côté Grx (Hoffmann 
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et al, 2011; Ojeda et al, 2006). Il est intéressant de noter que les Grx ROXY utilisent cette même 

région pour interagir avec les facteurs de transcription TGA (voir ci-dessus). 

 

 

 

Figure n°25 Schéma représentant les conséquences sur Aft1/2 d’une forte (A) ou d’une faible (B) 

concentration en fer intracellulaire. L’intervention des couples Grx3/4 et Fra1/2 est également 

représentée. Adapté de (Li & Outten, 2012). 
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III. Les cystéine désulfurases 

La cystéine, acide aminé essentiel au sein des protéines, est utilisée comme source de 

soufre pour la biosynthèse de très nombreux cofacteurs comme la biotine (vitamine B8), l’acide 

lipoïque, la molybdoptérine et la thiamine, ainsi que pour la production de centres Fe-S au niveau 

des protéines et comme thionucléosides pour l’ARNt (Mihara & Esaki, 2002). En raison de la 

toxicité inhérente au fer libre et au soufre, la biogenèse des centres Fe-S est médiée par des 

protéines spécifiques plutôt que par une formation chimique spontanée. Ces enzymes essentielles 

à la maturation des centres Fe-S ont tout d’abord été identifiées au sein du cluster de gènes nif 

chez Azotobacter vinelandii (Jacobson et al, 1989). Le mécanisme réel d’utilisation de ce soufre 

est encore peu connu néanmoins une cystéine désulfurase intervient dans la première étape à 

savoir la récupération du soufre par désulfuration d’une L-cystéine. 

III.A. Classification 

La toute première cystéine désulfurase à avoir été identifiée est la protéine NifS (NIF : 

NItrogen-Fixation) qui fait partie d’un complexe impliqué dans la fixation de l’azote chez A. 

vinelandii (Zheng et al, 1993). Par la suite, un homologue de NifS a été identifié toujours chez A. 

vinelandii et nommé IscS (ISC : Iron–Sulfur Clusters) pour son rôle supposé dans la biosynthèse 

des centres Fe-S (Schwartz et al, 2000). De façon intéressante, beaucoup d’organismes possèdent 

plusieurs équivalents du gène nifs. Par exemple E. coli possède trois protéines homologues à 

NifS/IscS d’A. vinelandii. Elles ont été nommées IscS, CsdA (CSD : Cysteine Sulfinate 

Desulfinase) et SufS (SUF : SUlFur-mobilization). Dans certains cas SufS est aussi nommée 

CsdB. Les CD appartiennent au groupe des aminotransférases de classe V (Figure n°26) 

possédant un repliement particulier (Grishin et al, 1995). Au sein de cette classe, les CD sont 

séparées en deux groupes (I et II) selon leur séquence (Mihara et al, 1997). Ainsi d’après les 
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séquences, NifS et IscS appartiennent au groupe I tandis que CsdA et SufS sont des représentants 

du groupe II (Loiseau et al, 2005; Outten et al, 2003). 

 

Figure n°26 Représentation schématique des différentes classes d’aminotransférases. Classification basée 

sur des données issues du site www.ebi.ac.uk. Les codes d’accès sont IPR004839 (classe I/II), IPR005814 

(classe III), IPR001544 (classe IV) et IPR000192 (classe V). 

III.A.1. La cystéine désulfurase de l’opéron NIF 

Toutes les CD impliquées dans la mobilisation du soufre pour la création d’un centre Fe-S 

font partie d’un plus grand ensemble faisant intervenir de nombreuses protéines regroupées la 

plupart du temps sous la forme d’un opéron. Des analyses biochimiques montrent que la protéine 

NifS est une cystéine désulfurase dépendante du phosphate de pyridoxal (PLP). Ces enzymes 
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Tyrosine/nicotianamine 
aminotransférase 

Classe III 
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fonctionnent avec le PLP comme un cofacteur qui va se fixer de façon covalente à une lysine bien 

conservée à proximité de la cystéine catalytique qui est un résidu invariant au sein des CD 

(Zheng & Dean, 1994; Zheng et al, 1993). Cette cystéine permet l’attaque nucléophile du groupe 

sulfhydrile du substrat cystéine et il en résulte la formation d’un intermédiaire cystéine persulfide 

suite à la conversion de la cystéine en alanine. Le mécanisme catalytique de la désulfuration des 

cystéines ou de la désélénation des sélénocystéines catalysée par les isoformes d’E. coli est initié 

par la formation d’une base de Schiff avec le PLP (voir partie III.A.4). Il a été proposé que NifS 

fournit le soufre inorganique requis pour la formation de métallo-centre au sein de la nitrogénase 

en présence de cystéine et de fer ferreux in vitro (Zheng & Dean, 1994). La nitrogénase est 

responsable de la conversion du N2 en NH3 chez la bactérie. NifS est également impliquée dans la 

synthèse de la biotine (vitamine B8) et de l’acide lipoïque chez E. coli (Kiyasu et al, 2000; 

Mihara & Esaki, 2002). NifS fait partie de l’opéron NIF regroupant plusieurs protéines dont la 

protéine NifU qui va servir de transporteur pour le soufre et l’emmener au lieu de synthèse des 

différentes molécules telles que les centres Fe-S (Yuvaniyama et al, 2000). 

III.A.2. La cystéine désulfurase de l’opéron ISC 

Il a été montré que IscS joue un rôle majeur dans l’assemblage des centres Fe-S alors que 

NifS est plus spécialisée dans la maturation de la nitrogénase in vivo. IscS est une enzyme de 

« ménage » qui a une activité cystéine désulfurase et mobilise le soufre de la cystéine notamment 

pour la réparation de centres [4Fe-4S] au sein de la dihydroxy-acide déshydratase (Flint, 1996). 

Cette étape intervient en amont de la biosynthèse du NAD (nicotinamide adénine dinucléotide). 

IscS est également impliquée dans la biosynthèse de la thiamine (vitamine B1) et dans la 

modification des ARNt chez E. coli (Lauhon & Kambampati, 2000; Schwartz et al, 2000).  
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III.A.3. La cystéine désulfurase de l’opéron SUF  

Au sein de l’opéron sufABCDES la protéine SufS est utilisée de façon préférentielle dans 

des conditions limitantes en fer et dans des conditions de stress oxydatif (Outten et al, 2004; 

Outten et al, 2003). Contrairement aux autres CD, SufS montre une faible activité envers la L-

cystéine comme substrat et une meilleure activité avec la L-sélénocystéine. C’est pour cela 

qu’elle est plutôt classée comme sélénocystéine lyase chez les mammifères (Mihara et al, 2000a). 

L’acte de désélénation est différent car il ne nécessite pas la présence de la cystéine nécessaire à 

l’activité désulfurase. Malgré cette préférence, plusieurs évidences ont montré son implication 

dans la biosynthèse de centres Fe-S, et elle peut fournir le soufre dans le cas de la biosynthèse de 

la molybdoptérine chez E. coli (Mihara & Esaki, 2002; Zhang et al, 2010). Cette dernière action 

est également réalisée par les deux autres CD présentes chez E. coli à savoir IscS et CsdA. 

L’activité de désulfuration réalisée par SufS peut néanmoins être très largement améliorée 

lorsque la sulfurtransférase SufE est présente (Loiseau et al, 2003). Ainsi au sein de cet opéron, le 

complexe SufE-SufS joue un rôle important au niveau de la récupération et de la livraison du 

soufre soit à SufB au sein du complexe SufBC2D soit directement à la protéine « échafaudage » 

SufA (in vitro) qui aura une de ses cystéines sous la forme d’un intermédiaire persulfide (Layer et 

al, 2007; Sendra et al, 2007). Le complexe SufBC2D possède une activité ATPase et va faire la 

biosynthèse du centre Fe-S (Figure n°27). Une fois que le centre [4Fe-4S] ou [2Fe-2S] sera 

synthétisé, il sera pris en charge par SufA qui l’emmènera vers des protéines acceptrices (Loiseau 

et al, 2003). 
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Figure n°27 Schéma représentant le système de synthèse des centres Fe-S au sein de l’opéron 

SufABCDES. 

III.A.4. La cystéine désulfurase de l’opéron CSD 

Il est intéressant de noter que le système CSD (opéron csdAE) a été le dernier à être 

découvert (Mihara et al, 2000b). Dans le cas des trois isoformes retrouvés chez E. coli, il s’avère 

que CsdA est la plus efficace des CD et qu’elle possède en plus une activité de désélénation 

(Mihara et al, 2000b). Ces activités sont dues au fait que CsdA peut prendre en charge un grand 

nombre de substrats tels que l’acide sulfinique, la L-sélénocystéine et la L-cystine (Mihara et al, 

1997). Le soufre ou le sélénium ainsi récupéré doit ensuite être transféré à une protéine cible 

(Loiseau et al, 2005). Tout comme les autres CD, CsdA est aussi impliquée dans la biogénèse des 

centres Fe-S et nécessite tout comme SufS la présence d’une sulfurtransférase (SufE ou CsdE) 
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pour jouer pleinement son rôle et amener le soufre au lieu de synthèse (SufBCD) des centres Fe-S 

(Loiseau et al, 2005; Trotter et al, 2009). Récemment la structure du complexe formé par CsdA-

CsdE a été résolue par cristallographie des rayons X (Kim & Park, 2013). Au sein de ce 

complexe les deux protéines sont dans une conformation où la cystéine C61 de CsdE se retrouve 

proche de la cystéine C358 de CsdA mimant ainsi le complexe fonctionnel. Bien qu’impliquée 

dans la biogénèse des centres Fe-S, CsdA intervient aussi dans une autre voie par le biais de 

CsdL (ex-YgdL) dans la biosynthèse de composés thiolatés (Trotter et al, 2009). 

III.B. Propriétés des cystéine désulfurases 

III.B.1. Structure 

Les cystéine désulfurases sont des enzymes se présentant sous la forme d’homodimères 

(Figure n°28) constitués de monomères d’environ 400 acides aminés. Les CD des groupes I et II 

adoptent le même repliement qui est le plus souvent décrit sous la forme de deux domaines 

(Kaiser et al, 2000). Le premier est défini autour d’un feuillet de 7 brins β incluant un site de 

fixation du PLP lequel est stabilisé par de nombreuses liaisons hydrogène et par le noyau 

imidazole d’une histidine conservée réalisant des interactions de π-stacking. Le deuxième 

domaine correspond à la zone autour du deuxième feuillet composé de 4 à 6 brins β. Ce domaine 

comprend aussi une extension dans laquelle se trouve la cystéine catalytique des CD. Enfin, il 

arrive qu’un troisième domaine soit défini au sein des CD. Ce domaine est le plus variable dans 

la littérature car il comprend uniquement des hélices α qui n’ont pas été rattachées aux deux 

domaines précédents (Figure n°28). Le site actif des CD de groupe I et II est différent même si 

elles possèdent les mêmes propriétés enzymatiques (Mihara & Esaki, 2002). En effet, le site actif 

des CD de groupe II est plus enfoui et plus stabilisé que celui des CD de groupe I. Cette relative 

instabilité du site actif (ou cette agitation thermique) pour les CD de groupe I est visible au sein 



  Synthèse bibliographique 

- 74 - 

des différentes structures résolues car dans la plupart des cas des résidus sont non modélisés au 

niveau du site actif (Cupp-Vickery et al, 2003). 

 

Figure n°28 Représentation en mode ruban et flèche du dimère de la cystéine désulfurase SufS de 

Synechocystis (code pdb 1T3I) à gauche. La figure de droite représente un monomère avec les différents 

domaines. Le premier domaine est en orange (site de fixation du PLP), le deuxième domai ne portant la 

cystéine catalytique est en bleu et le troisième domaine composé uniquement d’hélices α est en blanc.  

III.B.2. Mécanisme enzymatique 

La fonction réelle des cystéine désulfurases est de récupérer le soufre pour la synthèse de 

biomolécules par le biais du PLP et la plupart du temps de leur cystéine catalytique. Le 

mécanisme enzymatique (Singh et al, 2013a) par lequel elles réalisent la désulfuration de 

cystéines est résumé ci-dessous (Figure n°29). A l’heure actuelle de très nombreuses structures de 

CD ont été résolues que ce soit pour le groupe I ou II ce qui a permis d’observer différents états 

de la réaction de désulfuration. Bien que les CD des groupes I et II présentent des différences 

structurales le mécanisme enzymatique admis reste globalement le même. 
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Figure n°29 Mécanisme catalytique de la désulfuration d’une cystéine catalysée par une SufS. Les résidus 

marqués en violet (C364) et vert (K226) appartiennent à SufS et le résidu en bleu (C51) appartient à la 

sulfurtransférase SufE. Adapté de Singh et al, 2013a. 

III.B.3. Les cystéine désulfurases de plantes 

III.B.3.a. Identification chez Arabidopsis thaliana 

A partir de l’étude d’A. thaliana, uniquement deux CD classiques participant à la 

biogenèse des centres Fe-S sont retrouvées (Pilon et al, 2009). Cependant au sein de la sulfurase 

ABA3 qui nécessite la présence d’un cofacteur à molybdène (MoCo) il y a la présence en N-
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terminal d’un domaine cystéine désulfurase fonctionnel (Bittner et al, 2001). La première CD à 

avoir été identifiée est Nfs1 (groupe I-IscS) dont la localisation subcellulaire est mitochondriale 

alors que la deuxième est chloroplastique et est nommée Nfs2 (groupe II-SufS) (Kushnir et al, 

2001; Léon et al, 2002). Bien que les deux organites contiennent une chaîne de transport 

d'électrons qui dépend de l'assemblage de protéines à centres Fe-S, ils contrastent néanmoins 

d’un point de vue oxydo-réduction. Par le biais de la respiration mitochondriale il y a 

consommation d’oxygène tandis que la photosynthèse, présente dans les chloroplastes, participe à 

la génération d’oxygène. En outre, la photosynthèse est connue pour produire des espèces 

réactives de l'oxygène, ce qui peut conduire à un stress oxydatif. La stabilité des centres Fe-S 

dépendant de la concentration en oxygène, il n'est pas surprenant que Nfs2 soit semblable aux 

SufS bactériennes, qui sont supposées fonctionner suite à un stress oxydatif (Van Hoewyk et al, 

2007). La réalisation d’un mutant ΔNfs1 ou ΔNfs2 engendre de graves dysfonctionnements et 

peut être létale pour la plante ce qui indique qu’il n’y a pas de complémentation fonctionnelle 

entre les deux CD (Van Hoewyk et al, 2007).  

III.B.3.b. Implications biologiques 

Par le biais de leur activité cystéine désulfurase, les deux CD de plantes sont 

principalement impliquées dans les étapes précoces de la biogenèse des centres Fe-S. Au niveau 

de la mitochondrie, Nfs1 participe à la maturation de l’aldéhyde oxydase qui contient deux 

centres [2Fe-2S] (Frazzon et al, 2007). Indépendamment de la machinerie de biosynthèse des 

centres Fe-S, il a également été montré in vitro que Nfs1 stimule la formation de la vitamine B8 

(Picciocchi et al, 2003). Au niveau du chloroplaste, Nfs2 est impliquée dans la maturation de la 

ferrédoxine, du cytochrome b6f du photosystème I et de protéines Rieske (Van Hoewyk et al, 

2007). Il est intéressant de noter que Nfs2 a la particularité de présenter une activité 

sélénocystéine lyase 300 fois supérieure à son activité cystéine désulfurase tout comme CsdB 
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d’E. coli (Mihara et al, 1999; Pilon-Smits et al, 2002). Que ce soit Nfs1 ou Nfs2, il s’avère que 

les deux protéines ont une faible activité cystéine désulfurase mais celle-ci peut être augmentée 

en présence d’un partenaire biologique. Nfs1 peut ainsi être stimulée en présence de la frataxine 

qui est notamment impliquée dans l’homéostasie du fer (Qi & Cowan, 2011; Turowski et al, 

2012) ou par la sulfurtransférase SufE1 dont la localisation cellulaire varie entre le chloroplaste et 

la mitochondrie (Xu & Møller, 2006). En comparaison, Nfs2 n’est stimulée que par les 

sulfurtransférases SufE1, SufE2 et SufE3 (Narayana Murthy et al, 2007; Ye et al, 2006). A titre 

d’exemple, en présence des sulfurtransférases l’activité cystéine désulfurase de Nfs2 est de 40 à 

70 fois supérieure à son activité de base montrant l’importance des SufE au sein du couple Nfs2-

SufE (Narayana Murthy et al, 2007; Ye et al, 2006). La particularité de la protéine SufE1 chez les 

plantes est qu’elle possède en C-terminal un domaine BolA (SufE1BolA) pouvant interagir avec 

des glutarédoxines de classe II (Xu & Møller, 2006). Il est supposé que l’interaction Grx-

SufE1BolA permet une régulation redox au sein du chloroplaste dans le cas de la biosynthèse des 

centres Fe-S en régulant le complexe Nfs2-SufE1 (Ye et al, 2006). Le gène codant la protéine 

chloroplastique SufE2 n’est exprimé que dans le pollen et semble impliquée avec Nfs2 dans la 

biosynthèse de métabolites spécifiques au pollen (Narayana Murthy et al, 2007). La particularité 

de la protéine chloroplastique SufE3 est qu’elle possède un domaine C-terminal type quinolate 

synthase NadA nécessitant un centre [4Fe-4S] et SufE3 est impliquée dans les étapes cruciales de 

la biosynthèse du NAD (Narayana Murthy et al, 2007).  
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Les protéines de la famille BolA sont impliquées dans un grand nombre de processus 

biologiques en interagissant avec des partenaires distincts. Parmi les nombreuses actions connues 

pour les protéines BolA, différentes études ont montré qu’elles peuvent interagir avec de l’ADN 

en exerçant un rôle de facteur de transcription chez E. chaffeensis ainsi que chez E. coli et en 

exerçant un rôle d’endonucléase nécessitant la présence de magnésium chez C. reinhardtii. Elles 

sont également inductibles par différents types de stress notamment chez E. coli, S. cerevisiae et 

S. pombe. Enfin, il est supposé qu’elles jouent un rôle dans la régulation de facteur de 

transcription chez E. coli et S. cerevisiae en modulant les propriétés fonctionnelles des 

glutarédoxines de classe II, nécessitant la présence ou pas d’un centre [2Fe-2S]. Il s’avère qu’il y 

a cooccurrence des gènes BolA et glutarédoxines de classe II dans pratiquement tous les génomes 

séquencés et que les protéines BolA ne semblent pas interagir avec les glutarédoxines des autres 

classes. Pour compliquer la compréhension des différents mécanismes de cette famille de 

protéines, les protéines BolA ont la capacité de former des homodimères covalents (observés au 

sein d’A. thaliana et de B. bovis) et des homodimères non-covalents (observés chez E. coli ainsi 

que chez C. reinhardtii). Aucune fonction biologique précise n’a été associée pour le moment à 

l’une de ces deux formes homodimériques. Enfin, BolA peut aussi exister sous la forme d’un 

domaine comme dans le cas de la sulfurtransférase SufE1 d’A. thaliana qui est le partenaire 

biologique de la cystéine désulfurase Nfs2 impliquée dans la biogénèse des centres Fe-S au 

niveau du chloroplaste. Ainsi, la fonction exacte des BolA est encore inconnue et ces protéines 

n’étaient décrites structuralement qu’à l’état monomérique au départ de ce travail. 

C’est pour remédier à ce manque d’informations structurales et biochimiques que les 

équipes « Biostructures et Modélisation » du laboratoire CRM2, « Réponse aux stress et 

régulation redox » du laboratoire IAM et du « Department of Chemistry and Center for 
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Metalloenzyme Studies » de l’université de Géorgie à Athens (USA) ont collaboré. Cette thèse 

s’est articulée autour des trois axes présentés sous la forme de résultats et discussions. Cette étude 

avait pour objectif principal d’apporter des évidences structurales sur les interactions entre les 

protéines BolA et les glutarédoxines. Un autre objectif était aussi d’étendre les informations 

structurales des BolA peu décrites dans la littérature. Les méthodes d’investigation majeures ont 

été la cristallographie des rayons X et la résonance magnétique nucléaire. Le laboratoire IAM 

travaille depuis de nombreuses années sur les oxydoréductases de plantes, ainsi le modèle d’étude 

a été Arabidopsis thaliana qui possède 3 BolA plus le domaine BolA de la sulfurtransférase 

SufE1. Au départ de cette thèse aucune structure tridimensionnelle de ces BolA n’avait été 

établie. Ainsi, une première étape a été de tenter de caractériser ces structures, la seconde étant 

d’étudier les modes d’interaction de ces BolA avec les glutarédoxines. Les caractérisations 

structurales de toutes ces isoformes avaient pour but d’apporter une meilleure compréhension des 

mécanismes mettant en jeu les protéines BolA et les glutarédoxines. 
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La partie « résultats et discussion » de mon manuscrit de thèse est divisée en trois grands 

chapitres correspondant aux trois différentes parties de ma synthèse bibliographique à savoir les 

protéines BolA, les glutarédoxines et les cystéine désulfurases. Chacun de ces chapitres est 

constitué d’une brève introduction suivie d’une présentation et d’une discussion des résultats 

structuraux obtenus durant ma thèse avec le concours des informations biochimiques apportées 

par l’équipe du professeur Nicolas Rouhier (Laboratoire IAM, UMR UL-INRA 1136).  

Le premier chapitre concerne les protéines BolA dont l’étude structurale a amené à la 

caractérisation de plusieurs isoformes permettant de faire pour la première fois une analyse 

structurale comparative de cette famille de protéines. Ainsi des formes monomériques de BolA à 

histidine (BolA_H) provenant d’A. thaliana ont été caractérisées par cristallographie des rayons-

X (BolA1 (AtBolA1) et SufE1BolA) et chez Sinorhizobium meliloti (YrbA en complexe avec des 

métaux (nickel et cuivre)). La structure d’une BolA_C (AtBolA2) a été caractérisée sous une 

forme monomérique par RMN et dimérique par cristallographie des rayons-X. Par le biais de la 

RMN des expériences d’interactions réalisées avec les couples 15N-BolA2-[GrxS14/S17] et 15N-

GrxS14-[BolA1/2] ont permis de caractériser structuralement le tout premier complexe Grx-BolA 

apo. La structure du complexe Grx-BolA holo a par contre été modélisée à partir de structures 

disponibles. Cette modélisation a ensuite été confirmée par des études spectroscopiques réalisées 

par le professeur Michael K. Johnson (Department of Chemistry and Center for Metalloenzyme 

Studies, University of Georgia) entre l’AtGrxS14 et BolA1 permettant de caractériser 

précisément les quatre ligands impliqués dans la coordination du centre [2Fe-2S]. Il s’agit de la 

toute première étude d’un complexe holo entre une Grx et une BolA_H. La plupart de ces 

résultats montrant l’implication du couple Grx-BolA dans l’homéostasie du fer sont présentés 

sous la forme d’un article paru en 2014 dans « The Journal of Biological Chemistry » et intitulé 
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« Structural and spectroscopic insights into BolA-glutaredoxin complexes » (partie I.A.). Ce 

chapitre est également consacré à la présentation de l’homodimérisation des BolA (partie I.B.). 

La dimérisation covalente des BolA_C par création d’un pont disulfure entre les deux sous-unités 

semble être reliée à une forme de régulation redox en lien avec les glutarédoxines alors que dans 

le cas des BolA_H la formation d’un dimère non covalent semble importante dans certains cas 

précis pour interagir avec de l’ADN. Enfin, différents types d’interactions entre les BolA et les 

métaux sont présentés en lien avec une possible fonction de régulation ou de détoxification 

(partie I.C.). 

Le deuxième chapitre concerne les glutarédoxines et leur capacité à s’homodimériser 

autour d’un centre Fe-S dans une forme dite holo. Ce chapitre commence tout d’abord avec une 

revue retraçant l’état actuel des connaissances sur l’implication des glutarédoxines au niveau de 

l’homéostasie du fer. Cette revue a été soumise dans « BBA Molecular Cell Research » et est 

intitulée « The roles of glutaredoxins integrating Fe-S clusters: sensing, transfer or repair 

functions ». Ma contribution majeure dans cette revue concerne l’analyse structurale des 

différents complexes (partie II.A.). Bien que des structures sous la forme holodimérique pour les 

classes I (HsGrx2 et PtGrxC1) et II (EcGrx4 et HsGrx5) étaient déjà connues avant le début de 

ma thèse il était intéressant d’étudier le lien qu’il existe entre la signature des glutarédoxines et 

leur capacité à former (ou pas) certains holodimères. Durant ma thèse et les travaux qui ont 

précédés (stages pré-doctoraux sur la GrxC5 d’A. thaliana) quatre structures de glutarédoxines 

ont été caractérisées par cristallographie des rayons-X et sont présentées au sein des différentes 

parties. Les structures apo et holo de la glutarédoxine C5 d’A. thaliana (signature WCSYC) ont 

permis la production d’un article scientifique paru en 2011 dans « The Journal of Biological 

Chemistry » et intitulé « Arabidopsis Chloroplastic Glutaredoxin C5 as a Model to Explore 
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Molecular Determinants for Iron-Sulfur Cluster Binding into Glutaredoxins » (partie II.B.1.). Cet 

article montre que les natures des résidus autour de la cystéine catalytique semblent jouer un rôle 

dans la capacité des Grx à incorporer des centres Fe-S. Une proline présente après la cystéine 

catalytique a été supposée empêcher la dimérisation des Grx. Récemment il a été montré que la 

glutarédoxine 2 de C. reinhardtii (signature CPYC) peut incorporer un centre Fe-S. L’étude de 

ses spécificités et une comparaison de sa structure cristallographique aux autres structures de 

glutarédoxines de même signature sont réalisées (partie II.B.2.). 

Le troisième et dernier chapitre concerne les cystéine désulfurases et la caractérisation 

structurale par cristallographie des rayons-X de la première cystéine désulfurase eucaryote de 

groupe II à savoir la protéine Nfs2 d’A. thaliana. La structure de cette protéine est présentée ainsi 

que la structure du mutant de la cystéine catalytique à travers un article paru en 2014 dans « Acta 

Crystallographica Section F » et intitulé « X-ray structures of Nfs2, the plastidial cysteine 

desulfurase from Arabidopsis thaliana ». A travers cette partie (partie III.) une étude comparative 

poussée des différentes cystéine désulfurases est réalisée afin d’uniformiser la classification 

groupe I et groupe II. Le site de fixation des partenaires biologiques des cystéine désulfurases 

(sulfurtransférase ou protéines échafaudage impliquées dans la création de centres Fe-S) est 

également discuté. 
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I. Chapitre n°1 : les différents partenaires de la protéine BolA 

I.A. Apo/Holo-dimérisation Grx-BolA 

I.A.1. Introduction 

Les fonctions biologiques assurées par les protéines sont parfois très complexes et cette 

complexité vient du fait que de nombreuses protéines fonctionnent au sein de complexes 

macromoléculaires ce qui rend l’appréhension de leur rôle très difficile. C’est pourquoi 

l'identification des PPI constitue une étape essentielle pour la compréhension des fonctions 

protéiques. De plus il arrive que la formation de complexes soit régie par des changements 

environnementaux permettant ainsi une signalisation spécifique à la cellule. Au sein de ces 

différents complexes quelques protéines peuvent avoir un partenaire biologique unique mais 

rarement avec différents modes d'interactions (Nooren & Thornton, 2003). C’est dans ce contexte 

que le couple glutarédoxine – BolA a été étudié durant ma thèse. Les protéines BolA ont été 

initialement définies comme des régulateurs de la transcription sensible au stress ayant la capacité 

de modifier la forme des cellules d’E. coli (Aldea et al, 1988; Santos et al, 1999). Les Grx, quant 

à elles, ont longtemps été considérées comme des oxydoréductases GSH-dépendantes (Rouhier et 

al, 2010). Il est donc surprenant qu’une BolA nommée Fra2 et une Grx de classe II (Grx3/4) 

contribuent à la régulation de l'homéostasie du fer en formant un holo-hétérodimère avec un 

centre [2Fe-2S] (Li et al, 2009a).  

Au sein de l’holo-hétérodimère Grx-BolA_C en partie caractérisé, le centre Fe-S est lié 

par deux cystéines (une provenant de la Grx et une du GSH) et une histidine (histidine invariante 

des BolA) mais le quatrième ligand est inconnu (Li et al, 2011a; Li et al, 2009a). D'autre part, il a 

été signalé que les couples Grx-BolA provenant de différents organismes pourraient aussi 

constituer des apo-hétérodimères (Li et al, 2009a; Yeung et al, 2011). Ceci est cohérent avec 
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l'observation selon laquelle une interaction in vivo Grx3/4-Fra2 est trouvée à la fois dans des 

cellules riches et pauvres en fer (Kumánovics et al, 2008). Cependant aucun de ces deux 

complexes Grx-BolA (apo et holo) n’a été caractérisé structuralement. C’est pour remédier à ce 

manque de données structurales que durant mon travail de thèse j’ai étudié la capacité des 

protéines BolA et Grx à former des hétérodimères apo et holo. 

I.A.2. Résultats et discussion 

Presque toutes les structures des protéines BolA d’A. thaliana (BolA1, BolA2, BolA4 et 

SufE1BolA) ont été caractérisées durant ma thèse excepté AtBolA4. Au cours des étapes de 

cristallogenèse de nombreux problèmes sont apparus pour les protéines BolA1, BolA2 et 

SufE1BolA. Il s’avère que les protéines BolA sont très difficiles à cristalliser à en juger par les 

structures présentes dans la PDB qui proviennent essentiellement de la RMN. En effet, la plupart 

d’entre elles possèdent une longue extrémité N-terminale ou C-terminale non structurée. La 

cristallogenèse était tellement délicate que la résolution de structure de la BolA_C appelée 

AtBolA2 (93 acides aminés) a été menée par RMN, à partir d’un échantillon doublement marqué 

13C-15N. L’étude des données de relaxation R1, R2 et NOE [15N, 1H] a mis en évidence que les 10 

derniers résidus de la protéine sont non structurés, permettant d’expliquer les problèmes 

rencontrés en cristallogenèse. Dans le cas de la sulfurtransférase SufE1 (305 acides aminés) 

possédant un domaine BolA en C-terminal relié par un long linker à un domaine SufE en N-

terminal, nous avons produit le domaine BolA séparément en utilisant des structures connues de 

BolA pour déterminer son extrémité N-terminale. Ainsi le domaine SufE1BolA (97 acides aminés) 

a été cristallisé dans le groupe d’espace C2 et la diffraction des cristaux a été réalisée sur la ligne 

PROXIMA 1 du synchrotron SOLEIL à une résolution maximale de 1,7Å. Après de nombreux 

tests et différentes formes tronquées d’AtBolA1 (160 acides aminés) les 63 premiers résidus de la 
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séquence ont été supprimés en se basant sur la structure de SufE1BolA, permettant ainsi la 

cristallisation de la protéine dans le groupe d’espace C2221. Les données ont été collectées sur la 

ligne FIP-BM30A de l’ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) et sa structure a été 

obtenue à une résolution optimale de 2,0Å. SufE1BolA et AtBolA1 sont des représentants du 

groupe BolA_H et leurs structures ont été résolues par remplacement moléculaire. Les trois 

structures résolues chez A. thaliana plus celles présentes dans la PDB ainsi que de nombreuses 

séquences provenant de la base de données UniProt ont permis de mettre en évidence de façon 

précise les spécificités structurales des BolA_H et des BolA_C et la présence d’uniquement deux 

résidus invariants à savoir une phénylalanine présente au niveau de η2 et l’histidine invariante 

des BolA présente au niveau N-terminal du brin β3. Ainsi la différence majeure réside dans la 

longueur et dans la composition de la « boucle [H/C] » portant respectivement l’histidine et la 

cystéine des BolA_H et des BolA_C (Tableau n°1). 

Afin de déterminer la structure du complexe Grx-BolA apo déjà observé in vitro dans 

certains organismes (Li et al, 2009a; Yeung et al, 2011) nous avons tout d’abord cartographié par 

RMN la zone d’interaction de l’AtGrxS14 sur AtBolA2 marquée 15N (15N-BolA2). Cette 

expérience a permis de déterminer la zone d’interaction sur 15N-BolA2. Afin de caractériser le 

complexe du côté de chacun des partenaires, nous avons ensuite cartographié à l’inverse la zone 

d’interaction d’AtBolA2 sur AtGrxS14 marquée 15N (15N-GrxS14), ce qui a nécessité 

l’attribution des résidus de la 15N-GrxS14. Enfin, les expériences d’interaction ont été réalisées 

avec les couples 15N-BolA2-[GrxS14/S17] et 15N-GrxS14-[BolA1/2] afin de vérifier que les 

zones d’interactions sont indépendantes des isoformes utilisées et qu’elles sont toujours 

identiques au sein des différents couples Grx-BolA. De façon très intéressante la zone 

d’interaction entre ces protéines n’implique pas les résidus potentiellement impliqués dans la 
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coordination du centre [2Fe-2S] au sein du complexe holo. Cette zone d’interaction se trouve 

même à l’opposé de ces résidus. Dans le cas de l’AtGrxS14 les résidus impliqués dans 

l’interaction avec AtBolA2 au sein du complexe apo proviennent de son extrémité C-terminale. 

Cette zone est très intéressante car elle avait été identifiée comme étant impliquée dans la 

régulation du facteur de transcription Aft1 de S. cerevisiae et des facteurs de transcription TGA 

d’A. thaliana (Hoffmann et al, 2011; Li et al, 2011b). Ce complexe Grx-BolA apo permet pour la 

première fois d’identifier structuralement et de façon précise l’interaction entre une Grx et un 

facteur de transcription. Au niveau d’AtBolA2 les résidus impliqués dans l’interaction sont 

majoritairement localisés autour d’un motif « RHR » formant un patch positif au niveau de 

l’hélice α3. Cette zone correspond au site potentiel de fixation des acides nucléiques chez BolA 

puisque α3 est la 2ème hélice, considérée comme l’hélice de reconnaissance, d’un motif Helix-

Turn-Helix (HTH) connu pour fixer les acides nucléiques (ADN ou ARN). Ainsi le complexe 

Grx-BolA apo met en jeu les zones de régulations respectives des deux partenaires. 

Dans le cas du complexe Grx-BolA holo, des études spectroscopiques avaient été 

réalisées par l’équipe de Li et al, mais uniquement sur des BolA_C et ne permettant pas 

d’identifier précisément les quatre ligands (Li et al, 2011a; Li et al, 2009a; Li et al, 2012). Ainsi 

en collaboration avec le professeur Michael K. Johnson nous avons étudié un complexe holo 

formé d’AtBolA1 (BolA_H) et de l’AtGrxS14 autour d’un centre [2Fe-2S]. Ainsi par le biais de 

la modélisation et de données spectroscopiques (absorption UV-visible, dichroïsme circulaire, 

résonance RAMAN et résonance paramagnétique électronique) il a été possible de proposer un 

modèle pour le complexe Grx-BolA_H holo. Les données indiquent une coordination différente 

pour les deux atomes de fer du centre [2Fe-2S]. En plus des deux atomes de soufre inorganiques 

provenant du centre Fe-S, les atomes de fer seraient alors coordinés par la cystéine catalytique de 
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la Grx et celle du GSH d’un côté et par deux histidines de l’autre côté (histidine invariante des 

BolA et l’histidine de la boucle [H/C]). Ceci a permis de mettre en évidence pour la première fois 

l’implication des BolA_H dans la formation de complexe holo ainsi que l’identification de tous 

les ligands du centre [2Fe-2S] au sein d’une coordination analogue à celle des protéines de type 

Rieske.  

Par homologie il est supposé que la cystéine des BolA_C peut assurer la même fonction 

en dépit de son éloignement de l’histidine invariante. Cette hypothèse est étayée par l’étude RMN 

de la dynamique réalisée sur AtBolA2 montrant que la boucle contenant cette cystéine est 

flexible et permet donc des réarrangements structuraux importants. Le fait que ces protéines 

soient retrouvées dans tous les compartiments cellulaires, possédant à la fois de l’ADN et des 

machineries relatives aux centres Fe-S, suggère que les complexes apo et holo observés entre 

l’AtGrxS14 et AtBolA1/2 devraient être similaires dans tous les organismes. 

En conclusion, il s’avère que les protéines BolA et Grx ont la capacité de former deux 

dimères très différents impliquant les zones de régulation de chacune au sein du complexe apo et 

les résidus essentiels à la coordination d’un centre [2Fe-2S] au sein du complexe holo. Cette 

commutation entre ces deux complexes peut être impliquée dans la voie de signalisation du fer au 

sein des cellules. Chez Saccharomyces, le facteur de transcription Aft1 reconnait le complexe 

holo et se fixe au même endroit que BolA dans le cas du complexe Grx-BolA apo. Il est donc 

possible qu’Aft1 ne puisse interagir avec le complexe Grx-BolA apo. Ainsi ces complexes 

apo/holo pourraient réguler Aft1 qui joue un rôle important dans l’entrée ou le stockage du fer 

chez la levure. Tous ces résultats sont présentés dans l’article (partie I.A.3.). 

I.A.3. Article 

 Structural and spectroscopic insights into BolA-glutaredoxin complexes. 
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AtBolA1 

 
Cristallographie des rayons X – 2,0Å  

AtBolA2 Résonance magnétique nucléaire 

 

SufE1BolA 

 
Cristallographie des rayons X – 1,7Å  

AtGrxS14 
- 

BolA2 apo 

Résonance magnétique nucléaire 
Docking 

Minimisation d’énergie 

 

AtGrxS14 
- 

BolA1 holo 

Modélisation 
Absorption UV 

Dichroïsme circulaire 
Résonance RAMAN 

Résonance paramagnétique électronique 

 

Tableau n°1 Tableau récapitulatif des différentes structures présentes au sein de l’article « Structural and 

spectroscopic insights into BolA-glutaredoxin complexes ». 
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I.B. Homodimérisation des BolA 

I.B.1. Introduction 

Chez les bactéries, il est clairement établi que les protéines BolA sont impliquées dans la 

réponse à une variété de stress engendrant la surexpression des gènes codant pour BolA (Kim et 

al, 1997; Santos et al, 1999). Pour pallier à ces différents types de stress les protéines BolA ont 

été initialement décrites comme des morphogènes qui produisent une forme cellulaire arrondie 

lorsqu'elles sont surexprimées permettant ainsi de limiter le contact avec le milieu extérieur 

(Aldea et al, 1988). En outre, il a été montré que les BolA_H présentes chez E. coli and E. 

chaffeensis pouvaient être des facteurs de transcription se fixant directement sur les régions 

promotrices de gènes impliqués dans la biosynthèse de la paroi cellulaire (Cheng et al, 2011; 

Freire et al, 2009; Guinote et al, 2011). Par contre pour Uvi31+ de C. reinhardtii (inductible par 

les UV) qui se fixe également à l’ADN, une activité endonucléase a été mise en évidence (Shukla 

et al, 2012). Plus récemment il a été montré que les protéines BolA et glutarédoxines de classe II 

sont impliquées par le biais de deux types de dimères dans l’homéostasie du fer (Couturier et al, 

2014; Li & Outten, 2012).  

Par ailleurs, il semble que les BolA_H ont la capacité de former des dimères non 

covalents pour assurer certaines fonctions biologiques (Shukla et al, 2012) et que les BolA_C 

peuvent former des dimères covalents par le biais de leur cystéine qui est réductible par les 

glutarédoxines (Couturier et al, 2014). La structure d’AtBolA2 sous la forme dimérique oxydée 

est présentée et comparée à la forme dimérique oxydée de la BolA_C de B. bovis. A partir de 

l’empilement cristallin très particulier d’AtBolA2 un modèle pour la dimérisation des BolA_H 

est également proposé. 
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I.B.2. Résultats et discussion 

I.B.2.a. Cristallisation et affinement de la structure 

La protéine nucléo-cytoplasmique BolA2 oxydée d’A. thaliana a été obtenue par 

traitement avec du peroxyde d'hydrogène (Couturier et al, 2014) et a été cristallisée dans le 

groupe d’espace P21 par la méthode de microbatch en goutte à l’huile à 4°C. Afin d’obtenir des 

cristaux (Figure n°30), 1µL de la protéine à 10 mg.mL-1 a été mélangé avec 1µL de la condition 

de cristallisation JBScreen Classic 1 C4 contenant un mélange de 30% de PEG1000 et le tampon 

Tris-HCl à 100mM pH 8,5. Une solution contenant le mélange de la condition de cristallisation et 

20% (v/v) de glycérol ont ensuite été utilisés comme cryo-protecteur avant de collecter les 

données à 100K sur la ligne FIP-BM30A de l’ESRF.  

 

Figure n°30 Photographie des cristaux de la protéine BolA2 oxydée d’Arabidopsis thaliana.  

Les données obtenues à 1,9Å de résolution ont ensuite été traitées de façon classique en 

utilisant XDS (Kabsch, 2010) pour l’intégration puis Scala (Evans, 2005) provenant de la suite 

CCP4 (Winn et al, 2011) pour la mise à l’échelle et la réduction des données. La structure a 

ensuite été résolue par remplacement moléculaire en utilisant Molrep (Vagin & Teplyakov, 2009) 

à partir de la structure RMN de la forme réduite d’AtBolA2 (code pdb 2MM9). La structure a 
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après été affinée automatiquement par la biais de PHENIX (Adams et al, 2010) avec des 

inspections et des corrections manuelles en utilisant Coot (Emsley et al, 2010) entre chaque 

macrocycle d’affinement (Tableau n°2). 

Collecte des données AtBolA2 
Ligne synchrotron FIP-BM30A 
Groupe d’espace P21 
Paramètre de maille (Å) 
 

29,64 x 81,42 x 33,11 
β = 108,62° 

Résolution (Å) 40,71-1,90 (2,00-1,90) 
Réflexions uniques 11470 (1395) 
Redondance moyenne 3,7 (2,9) 
Complétude (%) 97,1 (80,8) 
Rmerge 0,06 (0,26) 
Rmeas 0,07 (0,32) 
Rpim 0,04 (0,18) 
I/σ(I) moyen 14,2 (4,0) 

Affinement  
Résolution (Å) 40,7-1,9 
Rfree/Rwork 20,42/17,75 
Nombre total d’atomes 1472 
Nombre de molécules d’eau 194 
Facteur B moyen 27,85 
Ramachandran favorable 99,37% 
Ramachandran défavorable 0,00% 

R.m.s déviations  
Liaisons 0,007 
Angles 1,041 

MolProbity analyse  
Clashscore, tous atomes 4,65 (97%) 
MolProbity score 1,57 (93%) 

Tableau n°2 Tableau récapitulatif des statistiques cristallographiques de la protéine BolA2 oxydée d’A. 

thaliana. Les valeurs indiquées entre parenthèses pour la collecte des données correspondent à la 

couronne de plus haute résolution. Rmerge =                                         . Rmeas 

=                           
                 

     . Rpim =                           
                 

     . Rwork 

=                               . 5% des réflexions ont été sélectionnés pour le calcul du Rfree. Root-mean-square deviation 

calculé à partir de valeurs idéales (Engh & Huber, 1991). MolProbity clashscore est le nombre de clash sérieux pour 1000 atomes 

(Chen et al, 2010). MolProbity score est un score utilisant le clashscore, le pourcentage de résidus dans la zone non favorable du 

digramme de Ramachandran et le pourcentage de mauvais rotamères (Chen et al, 2010). 
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I.B.2.b. Description de la structure 

La structure d’AtBolA2 (93 acides aminés) se présente sous la forme d’un dimère 

covalent où les deux sous-unités sont présentes dans l’unité asymétrique et sont reliées par un 

pont disulfure entre les deux cystéines 29 comme observé in vitro (Couturier et al, 2014). Pour 

chacun des monomères la densité électronique est manquante pour les 11 derniers résidus de la 

séquence indiquant une grande flexibilité de la partie C-terminale. Cette observation est en 

accord avec les données de la précédente partie concernant la structure d’AtBolA2 réduite résolue 

par RMN (partie I.A.2.). Une sous-unité est composée de quatre hélices et de quatre brins β avec 

un arrangement du type α1β1β2η2α3β3’β3’’α4 (η est une hélice 310). Ainsi la structure s’articule 

autour d’un feuillet central composé des quatre brins β où l’hélice α4 se retrouve d’un côté et les 

trois hélices de l’autre côté (Figure n°31).  

 

Figure n°31 Représentation en mode ruban et flèche de la structure dimérique de la protéine AtBolA2. 

Seul le monomère A situé à gauche est annoté. Le pont disulfure entre C29A et C29B est également 

représenté en mode bâton. 
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Au sein de la structure les quatre brins sont arrangés dans l’ordre β1 (résidus 19 à 24), β2 

(résidus 32 à 38), β3’ (résidus 67 à 70) et β3” (résidus 72 à 74) avec le brin β1 qui est 

antiparallèle aux autres. Les brins β1 et β2 sont connectés par la courte boucle [H/C] contenant la 

cystéine 29 et formant dans ce cas un β-turn de type I’ (résidus 26 à 29). Les brins β2 et β3 sont 

reliés par différents éléments comprenant l’hélice η2 (résidus 40 à 43), un β-turn de type II 

(résidus 42 à 45) et l’hélice α3 (résidus 46 à 64). Ces trois éléments (η2, le β-turn de type II et α3) 

constituent le motif HTH (helix-turn-helix) des protéines BolA. Ce motif HTH a été prédit 

comme étant le site de fixation de l’ADN pour les protéines BolA (Kasai et al, 2004). Comme 

toutes les autres BolA, AtBolA2 possède les deux résidus invariants localisés au niveau de η2 

(F42) et de l’extrémité N-terminale du brin β3 (H66). La particularité de la protéine AtBolA2 et 

par extension tous les représentants équivalents à BolA2 chez les plantes est que le brin β3 est 

décomposé en β3’ et β3” reliés par un résidu additionnel qui est la lysine 71 dans ce cas. 

 

Figure n°32 Représentation en mode ruban et flèche à l’aide du logiciel PyMol de la structure d’AtBolA2. 

Superposition de la forme dimérique oxydée d’AtBolA2 (cyan) avec sa forme monomérique réduite (vert).  
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Afin de voir s’il y a des différences entre les formes réduite et oxydée d’AtBolA2 une 

superposition a été réalisée et un RMSD de 1,7Å a été obtenu (Figure n°32). Cette valeur élevée 

vient probablement du fait que deux méthodes différentes ont été utilisées pour déterminer les 

structures des formes monomérique (RMN) et homodimérique (RX). Toutefois une différence 

notable réside autour de la cystéine 29 où le motif GGC29G subit des réarrangements structuraux 

importants pour favoriser la dimérisation avec un RMSD de 6,6Å. 

I.B.2.c. Le dimère covalent des BolA_C 

Le dimère covalent est formé par un pont disulfure entres les deux cystéines 29 de chacun 

des monomères avec une très faible interface d’environ 170Å². De plus, aucune interaction n’est 

observée entre les deux monomères. Ceci semble indiquer que l’orientation relative entre les 

deux monomères est induite par l’empilement cristallin. Afin de vérifier cette hypothèse une 

superposition des monomères A a été réalisée entre la forme dimérique d’AtBolA2 et celle de la 

BolA de B. bovis (code pdb 3O2E). De façon non-surprenante les monomères B ne se 

superposent pas du tout. Les deux protéines forment ainsi des dimères avec des arrangements 

spatiaux différents (Figure n°33).  
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Figure n°33 Représentation des dimères covalents des protéines BolA2 d’A. thaliana (bleu) et BolA de B. 

bovis (rouge) où les monomères A sont superposés (blanc). Les monomères B sont reliés par la cystéine 

29 dans les deux dimères. 

Dans le cas du dimère formé par la protéine de B. bovis, l’interface est plus grande 

(630,9Å²) mais avec peu d’interactions polaires. Seuls les résidus arginine 52 (chaîne latérale) et 

sérine 56 (chaîne principale) sont impliqués dans des liaisons hydrogène et tous les autres résidus 

à l’interface (la conservation globale est de 34,5% et la conservation moyenne des résidus à 

l’interface est de 39,8%) semblent impliqués dans des interactions du type hydrophobe. Ainsi 

l’observation de ces deux types de dimères semble indiquer qu’en solution les homodimères 

covalents de B. bovis et d’A. thaliana n’adoptent pas d’arrangements particuliers et sont 

probablement flexibles. De façon importante le dimère covalent d’AtBolA2 peut être réduit 

efficacement par son partenaire biologique la GrxS17 nucléocytoplasmique de classe II 

(Couturier et al, 2014). Par homologie avec des facteurs de transcription tels qu’OxyR qui peut 

être réduit par la Grx1 d’E. coli (Aslund et al, 1999), nous pouvons supposer que l’état redox de 
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la cystéine d’AtBolA2 dépendant d’un stress oxydatif peut servir à moduler les propriétés des 

BolA_C et peut-être sa capacité à interagir avec l’ADN ou avec des partenaires physiologiques 

(Toledano et al, 2004). En se basant sur ces hypothèses il est alors possible que les BolA_C 

soient régulées par les Grx de façon redox dépendante via la réduction de la cystéine ou de façon 

non redox dépendante par la formation des complexes Grx-BolA apo- et holo-hétérodimériques. 

I.B.2.d. Le dimère non-covalent 

L’analyse des contacts cristallins a permis de révéler un autre homodimère putatif mais 

cette fois non covalent (dimère B) et plus compact que le covalent (dimère A) (Figure n°34). Il 

s’avère que l’empilement cristallin d’AtBolA2 a conduit à la formation d’une chaine infinie de 

dimères B. Le dimère non covalent présente une symétrie binaire avec l’axe de symétrie située 

perpendiculairement au plan moyen du feuillet β. Cet empilement permet la création, d’un côté 

d’un long feuillet de 6 brins β et de l’autre côté l’emboitement des deux motifs HTH par le biais 

des hélices α3 avec une interface de 705,7Å². Toutefois, comme les dimères covalents (de B. 

bovis et d’A. thaliana) l’assemblage non covalent est stabilisé par peu d’interactions polaires. 

Seules les chaînes latérales des résidus glutamique 34, sérine 69 et lysine 71 sont impliquées dans 

des interactions polaires au sein de cette interface compacte qui est composée de 22 acides 

aminés (la conservation moyenne de ces résidus est de 45%). Les deux hélices α3, portant les 

motifs RHR impliqués dans la fixation de la Grx au sein du complexe BolA-Grx apo et supposés 

important pour la reconnaissance de l’ADN, forment ainsi une surface ininterrompue chargée 

positivement qui peut favoriser la reconnaissance des acides nucléiques. 
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Figure n°34 Représentation de l’empilement cristallin de la protéine AtBolA2. Le dimère covalent (A) est 

entouré en rouge alors que le dimère compact (B) est entouré en bleu. 

Dans certains cas il a été rapporté la formation d’un dimère non covalent impliquant les 

BolA_H (Shukla et al, 2012). Afin de tenter de vérifier si le dimère non covalent observé dans le 

cristal d’AtBolA2 peut avoir une réalité biologique une expérience de docking a été réalisée à 

l’aide du serveur ClusPro (http://cluspro.bu.edu/login.php). Le docking a été réalisé en utilisant 

toutes les structures de BolA résolues par cristallographie des rayons X (Tableau n°3). Dans 

chaque cas seule la première solution du docking est représentée. De façon intéressante tous les 

complexes proposés sont relativement similaires même si les scores (ou indices de confiance) ne 

sont pas très élevés. Ainsi dans tous les cas, il y formation d’un long feuillet de brins β avec un 

rapprochement des hélices α3 sensées participer à la reconnaissance de l’ADN. De plus les 

protéines ayant plusieurs motifs HTH ont le plus souvent une meilleure affinité pour les acides 

nucléiques que les protéines ne contenant qu’un seul motif HTH (Aravind et al, 2005; Valverde 

et al, 2008). Il est donc possible que la formation de se dimère non covalent, dans le cas des 
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BolA, corresponde à une forme biologiquement active qui pourrait être impliquée dans 

l’interaction avec des acides nucléiques. 

A 

 

B

 
C

 

D

 
E

 

F

 

Tableau n°3 Représentation des dimères non covalents obtenus à partir du logiciel de docking ClusPro. 

Uniquement la première solution est représentée dans chacun des cas suivants.  A-AtBolA1 (score 

149/1000). B-AtBolA2 (score 309/1000). C-SufE1BolA (score 293/1000). D-YrbA de Sinorhizobium meliloti 

(score 417/1000). E-BolA de Babesia bovis (score 150/1000). F-BolA de Coxiella burnetii (score 

218/1000). Le score représente la taille du groupe, c’est-à-dire le nombre de modèles similaires sur 1000 

complexes issus du docking. Ce score est à titre indicatif et ne permet pas de juger de la qualité du 

docking mais plutôt de voir la probabilité que les deux monomères s’organisent d’une façon donnée.  
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I.C. Les protéines BolA et les métaux 

I.C.1. Introduction 

Au sein de nombreux processus biologiques, l’assimilation d’ions métalliques par les 

cellules est nécessaire à la fonction de certaines molécules comme l’hème qui contient un atome 

de fer ou la vitamine B12 qui contient un atome de cobalt (Banerjee & Ragsdale, 2003; 

Vinogradov et al, 1991). Cependant, une régulation fine au sein des cellules est indispensable car 

certains métaux libres sont relativement toxiques même à faible concentration (Hall, 2002; Valko 

et al, 2006). Lors d’une étude de métatranscriptomique des sols, il a été montré que les protéines 

BolA permettent d’augmenter la tolérance à certains métaux comme le cobalt, le cadmium, le 

zinc et le manganèse en interférant avec l’homéostasie du fer chez la levure (Lehembre et al, 

2013). Les protéines BolA sont actuellement présentées comme des facteurs de transcription 

inductibles par un stress participant à la défense d’E. coli en modifiant la forme de ses cellules 

(Freire et al, 2006b; Santos et al, 1999). Au niveau de l’homéostasie du fer, il a été montré que les 

protéines de la famille BolA sont capables de lier directement des atomes de fer sous la forme 

d’un centre [2Fe-2S] au sein d’un holo-hétérodimère avec des glutarédoxines de classe II (Li et 

al, 2009a; Yeung et al, 2011). Cette capacité permet notamment de réguler la concentration 

intracellulaire en fer chez la levure S. cerevisiae par le biais du facteur de transcription Aft1 (Li et 

al, 2009a). La protéine Uvi31+ (BolA_H), présente chez C. reinhardtii, est également capable de 

lier directement des métaux. En effet, pour jouer pleinement son rôle d’endonucléase elle fixe 

deux atomes de magnésium (Singh et al, 2014b). De plus, la structure de la protéine BolA de C. 

burnetii (code pdb 3TR3) montre qu’elle a la capacité de fixer du cobalt provenant de la 

condition de cristallisation. Mis à part le fer et le magnésium il n’est pas montré que les protéines 

BolA sont en mesure de fixer directement d’autres métaux pour assurer une fonction biologique. 
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Au sein de la bactérie Sinorhizobium meliloti, qui peut former une relation symbiotique 

avec certaines plantes, il y a la présence de deux BolA_H nommés BolA et YrbA comme chez E. 

coli. YrbA d’E. coli (EcYrbA) confère une résistance aux cellules en cas de stress acide (Guinote 

et al, 2012). De plus tout comme les protéines BolA, EcYrbA possède la capacité à interagir avec 

des Grx de classe II (Grx4) au sein de la machinerie d’assemblage des centres Fe-S (Butland et 

al, 2008). De façon intéressante YrbA n’appartient pas aux groupes classiques des BolA (BolA1, 

BolA2, BolA3 et BolA4) (Kasai et al, 2004; Zhou et al, 2008). De plus, la structure 

tridimensionnelle d’EcYrbA, résolue par RMN et déposée dans la PDB, n’a pas été décrite dans 

la littérature (code pdb 1NY8). Sont présentées ci-dessous la structure cristallographique d’YrbA 

de S. meliloti (SmYrbA) ainsi que sa comparaison avec les autres structures de BolA. 

I.C.2. Résultats et discussion 

I.C.2.a. Cristallisation et affinement de la structure 

  

Figure n°35 Photographie des cristaux obtenus pour la protéine SmYrbA en complexe avec du nickel (A) 

et en complexe avec du cuivre (B). 

Une version tronquée de la protéine SmYrbA (77 acides aminés) a été produite au sein du 

laboratoire IAM dans laquelle les deux premiers résidus méthionine et proline ont été clivés. De 



  Résultats et discussion 

- 123 - 

façon très intéressante en observant les données statistiques provenant de l’expérience de 

cristallogenèse par la méthode de microbatch en goutte à l’huile à 4°C, la protéine nécessite la 

présence d’un ion métallique divalent pour être cristallisée. La solution stock de la protéine 

contient le tampon Tris-HCl à 30mM à pH 8,5. Ainsi dans un premier temps 2µL de la protéine à 

environ 38 mg.mL-1 ont été mélangés avec 2µL d’une condition de cristallisation contenant 1M 

de sulfate de lithium, 0,1M de tampon TRIS-HCl à pH 8,5 et 0,01M de chlorure de nickel (Figure 

n°35A). Puis dans un second temps différents métaux ont été testés avec une condition de 

cristallisation similaire où le sel de nickel a été remplacé par d’autres sels de métaux (cobalt, fer, 

palladium, argent, zinc, cuivre, magnésium et manganèse). Des cristaux en présence de sels de 

cuivre et de cobalt ont été obtenus. Cependant seuls les cristaux en présence de nickel et cuivre 

ont été analysés en diffraction. Les cristaux en présence de cuivre ont été obtenus en mélangeant 

1µL de la solution de protéine concentrée à 19 mg.mL-1 avec une condition de cristallisation 

contenant 0,7M de sulfate de lithium, 0,1M de tampon TRIS-HCl à pH 8,5 et 0,02M d’acétate de 

cuivre (Figure n°35B). Les cristaux « SmYrbA-Ni » ont été mesurés sur la ligne FIP-BM30A de 

l’ESRF alors ceux de « SmYrbA-Cu » ont été mesurés sur le diffractomètre SuperNova (Agilent) 

de notre laboratoire avec une source au cuivre. Dans tous les cas les mesures ont été effectuées à 

100K et les cristaux ont été protégés par trempage rapide dans une solution contenant le mélange 

de la condition de cristallisation et 20% (v/v) de glycérol. 

Les cristaux du couple SmYrbA-Ni diffractant très bien, nous avons été limités à une 

résolution finale de 0,98Å par la distance cristal-détecteur. Pensant que la protéine SmYrbA était 

capable de fixer le nickel, le cristal a ensuite été mesuré au seuil d’absorption de l’atome de 

nickel (Z = 28) pour essayer de résoudre la structure par la méthode SAD (Single-wavelength 



  Résultats et discussion 

- 124 - 

Anomalous Diffraction) ou par la méthode MAD (Multiple-wavelength Anomalous Diffraction) 

(Tableau n°4 et Figure n°36). 

 

 

 

 

 Pic Inflexion Eloigné SmYrbA-Ni 
Ligne synchrotron FIP-BM30A 
Groupe d’espace P212121 
Paramètre de maille (Å) 30,89 x 31,92 x 62,83 
Longueur d’onde (Å) 1,485952 1,486573 1,482608 0,979993 
Résolution (Å) 31,86-1,50 

(1,58-1,50) 
31,88-1,50 
(1,58-1,50) 

31,89-1,50 
(1,58-1,50) 

31,92-0,98 
(1,03-0,98) 

Complétude (%) 95,4 (74,9) 95,3 (74,1) 95,7 (76,2) 97,2 (81,3) 
Rmerge 0,066 (0,223) 0,051 (0,248) 0,047 (0,322) 0,074 (0,359) 
Rmeas 0,072 (0,268) 0,055 (0,300) 0,052 (0,386) 0,077 (0,433) 
Rpim 0,028 (0,142) 0,022 (0,161) 0,020 (0,204) 0,023 (0,236) 
I/σ(I) moyen 16,6 (4,6) 20,9 (4,7) 21,3 (3,9) 22,5 (3,2) 
Réflexions uniques 9931 (1106) 9961 (1102) 10014 (1125) 35397 (4201) 
Redondance moyenne 6,1 (3,5) 6,1 (3,4) 6,2 (3,5) 9,3 (3,1) 
Complétude anomale (%) 94,1 (68,3) 94,1 (68,1) 94,5 (69,8) 94,0 (62,2) 
Multiplicité anomale moyenne 3,3 (1,8) 3,3 (1,7) 3,3 (1,8) 4,9 (1,7) 

Tableau n°4 Tableau récapitulatif des statistiques pour la protéine SmYrbA cristallisée avec du nickel 

(SmYrbA-Ni). Les valeurs indiquées entre parenthèses correspondent à la couronne de plus haute 

résolution. 
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Figure n°36 Est représenté en haut le spectre d’absorption enregistré en mode fluorescence sur la ligne 

BM30A à l’ESRF sur un cristal de SmYrbA cristallisé avec un sel de chlorure de nickel. Sont représentés 

en bas les facteurs de diffusions anomaux f’ et f’’ du nickel en fonction de l’énergie du rayonnement 

incident obtenu à partir du spectre à l’aide du programme CHOOCH (Evans & Pettifer, 2001). 
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La structure de la protéine SmYrbA cristallisée avec du cuivre (SmYrbA-Cu) a été 

résolue par remplacement moléculaire à partir de la structure SmYrbA-Ni à une résolution 

maximale de 1,5Å (Tableau n°5). 

 SmYrbA-Cu 
Groupe d’espace P212121 
Paramètre de maille (Å) 30,73 x 32,06 x 62,58 
Longueur d’onde (Å) 1,5406 
Résolution (Å) 15,53-1,50 (1,58-1,50) 
Complétude (%) 99,0 (94,0) 
Rmerge 0,175 (0,784) 
Rmeas 0,180 (0,879) 
Rpim 0,041 (0,380) 
I/σ(I) moyen 13,3 (1,4) 
Réflexions unique 10339 (1389) 
Redondance moyenne 16,3 (4,9) 

Tableau n°5 Tableau récapitulatif des statistiques pour la protéine SmYrbA cristallisée avec du cuivre 

(SmYrbA-Cu). Les valeurs indiquées entre parenthèses correspondent à la couronne de plus haute 

résolution. 

Pour SmYrbA-Ni les données de diffraction ont été intégrées à l’aide du logiciel XDS 

(Kabsch, 2010) et la mise à l’échelle et la réduction des données ont été effectuées à l’aide du 

programme SCALA (Evans, 2005). Ce programme est disponible au sein de la suite de 

programmes CCP4 (Winn et al, 2011). Le phasage par la méthode SAD ou MAD de SmYrbA-Ni 

a alors été réalisé automatiquement en utilisant successivement les procédures AutoSol et 

AutoBuild (Tableau n°6) de la suite de programmes PHENIX (Terwilliger et al, 2009; 

Terwilliger et al, 2008). Le modèle le plus complet a été obtenu à partir des données MAD. 

L’intégration et la mise à l’échelle des données de diffraction de SmYrbA-Cu ont été 

réalisées à l’aide du logiciel CrysAlisPro (Agilent). Le phasage par remplacement moléculaire a 

été effectué en utilisant Molrep (Vagin & Teplyakov, 2009) à partir de la structure de SmYrbA-

Ni. Les deux structures (SmYrbA-Ni et SmYrbA-Cu) ont ensuite été affinées automatiquement 
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par la biais du module phenix.refine de PHENIX (Adams et al, 2010) avec des inspections et des 

corrections manuelles en utilisant le logiciel graphique Coot (Emsley et al, 2010) (Tableau n°7). 

 

 SAD MAD 
AutoSol   

Nombre de site atome lourds 3 1 
Bayesian CC 46,02 55,90 
FOM (%) 54,4 73,0 
Rwork 20,39 34,23 
Rfree 19,72 39,54 
Corrélation modèle-carte 0,80 0,62 
Résidus modélisés 65 47 
Chaines latérales 65 40 

AutoBuild   
Rwork 19,38 21,21 
Rfree 19,36 24,07 
Corrélation modèle-carte 0,74 0,76 
Résidus modélisés 67 71 
Chaines latérales 67 71 
Molécules d’eau 118 79 

Tableau n°6 Tableau regroupant les statistiques pour le phasage automatique SAD et MAD et la 

construction automatique du modèle de SmYrbA-Ni par le biais de PHENIX. 

 

 SmYrbA-Ni SmYrbA-Cu 
Affinement   

Résolution (Å) 31,92-0,98 15,53-1,50 
Rfree/Rwork 12,23/10,97 17,02/13,26 
Nombre total d’atomes 1362 1240 
Nombre de molécules d’eau 112 135 
Facteur B moyen 8,43 10,15 
Ramachandran favorable 98,75% 98,63% 
Ramachandran défavorable 0,00% 0,00% 

R.m.s déviations   
Liaisons 0,009 0,004 
Angles 1,372 0,857 

MolProbity analyse   
Clashscore, tous atomes 2,40 (95%) 1,81 (99%) 
MolProbity score 1,02 (97%) 0,94 (100%) 

Tableau n°7 Tableau regroupant les statistiques issues de l’affinement des structures de SmYrbA 

cristallisée avec du nickel et du cuivre. 
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I.C.2.b. Description de la structure 

SmYrbA-Ni et SmYrbA-Cu cristallisent dans le groupe d’espace P212121 avec une 

molécule dans l’unité asymétrique. Le taux de solvant de 37% est relativement faible et l’analyse 

de l’empilement des molécules au sein du cristal ne révèle des canaux de solvant que suivant la 

direction cristallographique [010]. Ces deux propriétés pourraient expliquer le haut pouvoir 

diffractant des cristaux. Les affinements cristallographiques révèlent sans ambiguïté que la 

protéine SmYrbA a la capacité d’incorporer un atome de nickel ou un atome de cuivre par 

monomère. SmYrbA apporte deux ligands : l’histidine invariante de la famille des BolA (ici H67) 

et l’histidine conservée uniquement dans la sous-famille des BolA_H (ici H32). Les autres 

ligands sont quatre molécules d’eau. Les six ligands confèrent ainsi une géométrie octaédrique 

dans la coordination de l’atome de métal. La structure de la protéine SmYrbA possède un 

repliement α/β du type α1β1β2η2α3α3’β3 (η est une hélice 310) similaire à celui observé pour les 

autres BolA mais présente néanmoins des particularités notables (Figure n°37). 

 

Figure n°37 Représentation en mode ruban et flèche de la structure de la protéine YrbA de S. meliloti à 

1,50Å de résolution. Les deux histidines impliquées dans la coordination du métal sont représen tées en 

bâton, l’atome de cuivre et les molécules d’eau sont représentées par des sphères.  
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(1) La boucle [H/C] comprise entre β1 et β2 est plus courte que dans la plupart des autres 

BolA_H, pour mémoire cette boucle est systématiquement courte dans les BolA_C (Figure n°38). 

 

Figure n°38 Alignement structural des protéines BolA résolues par cristallographie des rayons X. 

L’alignement structural a été réalisé à partir du logiciel STRAP (Gille & Frömmel, 2001) puis les 

données ont été importées dans le logiciel ESPript (Gouet et al, 1999). Les résidus conservés sont 

encadrés et les résidus invariants sont présentés dans des boîtes noires. AtBolA2 et BbBolA sont des 

BolA_C alors que SmYrbA, SufE1BolA, CbBolA et AtBolA1 sont des BolA_H. AtBolA1, AtBolA2 et SufE1BolA 

sont des BolA d’A. thaliana, BbBolA est une BolA de B. bovis et CbBolA est une BolA de C. burnetii.  

(2) SmYrbA ne possède pas d’extension C-terminale après le brin β3. L’analyse des 

séquences de BolA disponibles dans les banques de données (voir article Structural and 

spectroscopic insights into BolA-glutaredoxin complexes dans la partie I.A.3.) avait permis de 

remarquer que dans la majorité des cas, l’absence de cette extension pouvait être corrélée avec la 
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nature du premier résidu du motif [R/Q][H/Q][R/Q] situé au niveau de l’hélice α3 (Figure n°38). 

Au sein des BolA, en cas de présence d’une arginine il y a la présence d’une extension C-

terminale qui se replie sous la forme d’une hélice α4. Cette arginine fait notamment de 

nombreuses interactions avec le reste de la protéine et participe à la stabilisation de l’hélice α4 

par le biais d’une liaison hydrogène avec un acide glutamique présent dans un motif du type 

TPxE situé juste après le brin β3. Dans SmYrbA cet acide glutamique n’est pas présent et le 

premier résidu du motif [R/Q][H/Q][R/Q] est une glutamine, dont la chaine latérale se superpose 

avec celle de l’arginine présente habituellement dans les BolA possédant une hélice α4. L’atome 

Nε de l’arginine ou Nε2 de la glutamine sont importants car ils réalisent des interactions avec les 

C=O de la phénylalanine invariante et du résidu i+3 du β-turn de type II de signature FxGx et 

situé entre les hélices η2 et α3 (Figure n°38). 

(3) Une autre observation importante est la formation de l’hélice α3’ contenant les résidus 

ILHA (conservation de 4,4%, 88,9%, 100% et 90,6%, calcul fait sur la base d’un alignement 

d’environ 2500 séquences de BolA, voir article Structural and spectroscopic insights into BolA-

glutaredoxin complexes dans la partie I.A.3.) dont l’histidine invariante H67 qui participe à la 

coordination du cuivre et du nickel. Habituellement cette histidine invariante se situe dans une 

boucle au niveau N-terminal du brin β3 et non dans une hélice (Figure n°39). Une analyse des 

structures non redondantes (identité de séquence inférieure à 30%) au sein de la PDB révèle que 

les résidus coordinant le cuivre (139 structures) et le nickel (304 structures) se trouvent 

majoritairement dans des boucles (40,0%) et non pas dans des hélices (30,5%). Le fait que des 

résidus hautement conservés puissent adopter un arrangement spatial aussi différent pourrait 

suggérer une fonction biologique propre à YrbA. Cette position singulière peut être favorisée par 

la présence d’un motif unique G63G64 qui permet la création d’un β-turn de type II entre le résidu 
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M62 et le résidu I65 du motif ILHA de l’hélice α3’. Il est donc possible que cette hélice observée 

pour la première fois dans une BolA soit naturellement présente au sein de SmYrbA et que 

l’ajout d’un métal (Figure n°40) pour cristalliser la protéine ne fasse que stabiliser et favoriser 

une position atypique de l’histidine invariante. Le motif G63G64 n’est pas présent dans la structure 

primaire d’EcYrbA et sa structure tridimensionnelle ne possède pas l’hélice α3’ additionnelle. 

 

 

 

 

Figure n°39 Superposition des différentes structures en mode ruban et flèche de BolA résolues par 

cristallographie des rayons X. L’histidine invariante des BolA est représentée en bâtons. Les structures 

superposées sont celles des protéines BolA1, BolA2 et SufE1BolA d’A. thaliana, BolA de B. bovis, BolA de 

C. burnetii et enfin de la protéine YrbA de S. meliloti. Seule pour la structure de SmYrbA il y a la 

présence d’une hélice α au niveau de l’histidine invariante. 



  Résultats et discussion 

- 132 - 

 

Figure n°40 Site de fixation du nickel coordiné par l’histidine invariante H67 et l’histidine conservée 

H32 de la boucle [H/C]. 4 molécules d’eau sont également impliquées dans la coordination de l’ion 

métallique dans une géométrie octaédrique. La densité électronique est représentée pour les résidus 

impliqués dans la coordination du nickel par une carte σA 2mFo-DFc avec un contour de 1,2σ. 

I.C.2.c. Les BolA et les métaux 

Que ce soit pour la structure SmYrbA-Cu ou SmYrbA-Ni, l’atome de métal ce trouve 

dans une coordination octaédrique avec les deux histidines conservées et 4 molécules d’eau 

comme ligands. Dans la structure SmYrbA-Ni, l’atome de nickel est quasi-équidistant de ses 

ligands avec une distance métal-ligand d’environ 2,1Å. En comparant la position des six atomes 

coordinant le nickel avec ceux coordinant le cuivre (Tableau n°8 et Figure n°41) on remarque une 

différence au niveau des molécules d’eau 3 et 4 qui sont plus éloignées de 0,3Å dans la structure 

SmYrbA-Cu. Cette différence est due à l’effet Jahn-Teller du cuivre (II) hexacoordiné (Veidis et 

al, 1969). Ce type de complexe va subir une distorsion en dehors du plan formé ici par les deux 

histidines et les molécules d’eau 5 et 6 ce qui engendre une élongation de la distance apicale 

métal-ligand. Ce type de géométrie octaédrique impliquant deux histidines et quatre molécules 
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d’eau dans la coordination d’un métal a déjà été observé au sein de 11 structures. Cependant 

aucune fonction biologique n’a été associée à ce type de coordination (Addy et al, 2007; 

Weeratunga et al, 2010) et aucune information entre SmYrbA et les atomes de cuivre et de nickel 

n’est connue à ce jour. 

       

Nickel Histidine [H/C] 
2,07Å 

Histidine invariante 
2,07Å 

H2O 
2,09Å 

H2O 
2,10Å 

H2O 
2,10Å 

H2O 
2,12Å 

Cuivre Histidine [H/C] 
2,02Å 

Histidine invariante 
2,05Å 

H2O 
2,47Å 

H2O 
2,39Å 

H2O 
2,13Å 

H2O 
2,10Å 

Tableau n°8 Tableau récapitulatif de la coordination du nickel et du cuivre par SmYrbA.  

Une géométrie avec six ligands peut être observée au sein de la structure de la BolA de C. 

burnetii (Figure n°41) cristallisée en présence d’un sel de cobalt. Dans ce cas précis il y a 

l’intervention d’une molécule symétrique ce qui donne une coordination finale de l’atome de 

cobalt par trois histidines et trois molécules d’eau. Au sein de nombreux processus biologiques il 

arrive que du Co2+ remplace du Fe2+, on retrouve même certains hèmes avec un atome de cobalt à 

la place du fer. De plus, une grande quantité de cobalt dans les cellules de levure induit la 

surexpression du gène codant pour BolA (Lehembre et al, 2013). Il semble également que sa voie 

de régulation, ainsi que celle du cuivre, soit très similaire à celle du fer chez la levure (Alkim et 

al, 2013; Li & Outten, 2012; Li & Kaplan, 2004).  

Dans le cas du fer, les protéines BolA_H peuvent coordiner un centre [2Fe-2S] en 

complexe avec des glutarédoxines de classe II (Figure n°41). Dans cette coordination l’atome de 

fer est coordiné par les deux histidines et par deux soufres inorganiques provenant du centre Fe-S 

(voir article Structural and spectroscopic insights into BolA-glutaredoxin complexes dans la 

partie I.A.3.). Un complexe similaire entre une BolA_C (Fra2) et les Grx3/4 ainsi formé permet 



  Résultats et discussion 

- 134 - 

notamment la translocation du facteur de transcription Aft1 pour la régulation de l’homéostasie 

du fer dans les cellules de levure (Li et al, 2011a).  

 

Figure n°41 Représentation des différents couples BolA-métal connus à ce jour. (A) YrbA de S. meliloti en 

complexe avec un atome de nickel à une résolution de 0,98Å. (B) YrbA de S. meliloti en complexe avec un 

atome de cuivre à une résolution de 1,5Å. (C) BolA de C. burnetii à 2,5Å de résolution en complexe avec 

un atome de cobalt nécessitant l’intervention d’une histidine d’une molécule symétrique au sein de l’unité 

asymétrique du cristal. (D) Complexe holo-hétérodimérique GrxS14-BolA1 d’A. thaliana autour d’un 

centre [2Fe-2S]. 
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Récemment, il a été montré par RMN, qu’Uvi31+ (BolA_H) de C. reinhardtii peut exister 

sous une forme monomérique et dimérique et qu’elle a besoin de deux atomes de magnésium par 

monomère pour exercer son activité endonucléase (Shukla et al, 2012; Singh et al, 2014b). Parmi 

les différents résidus ayant une variation de déplacement chimique significative sur le spectre 1H, 

15N HSQC lors de l’ajout de magnésium, on retrouve les deux histidines conservés des BolA_H 

ainsi que trois autres histidines au niveau de la boucle [H/C] (Singh et al, 2014b). Toutefois, une 

analyse des structures de protéines coordinant des métaux permet de s’apercevoir que les ligands 

préférentiels des atomes de magnésium ne sont pas des histidines (Tableau n°9). Par ailleurs, de 

nombreuses endonucléases connues fonctionnent effectivement avec du magnésium mais 

coordiné majoritairement par des acides aspartiques (Pingoud & Jeltsch, 2001). Il est aussi 

intéressant de noter que pour les atomes de cobalt, de cuivre, de fer et de nickel, les histidines 

sont dans tous ces cas les ligands majoritaires (Tableau n°9). 

 Cobalt Cuivre Fer Nickel Magnésium 
Acide aspartique 23,3 5,3 21,4 14,5 28,6 
Acide glutamique 19,9 8,4 19,5 13,0 18,0 
Asparagine 0,3 0,9 1,6 1,4 8,7 
Cystéine 4,8 20,6 5,8 7,3 0,7 
Histidine 39,6 42,3 41,5 47,7 5,5 
Méthionine 1,6 11,3 0,2 1,9 0,8 
Sérine 2,7 1,5 0,2 2,7 7,6 
Thréonine 0,7 0,7 0,2 0,6 9,6 
Tyrosine 1,6 2,9 6,2 0,4 1,6 

Tableau n°9 Tableau montrant le site de fixation des principaux métaux que les BolA peuvent coordiner 

d’après les structures cristallographiques. Ces statistiques (en %) ont été obtenues par le biais du server 

PDBe (Motifs and Sites). A titre d’exemple, 28,6% des atomes de magnésium sont coordinés par un acide 

aspartique. 

En conclusion, il semble que les protéines BolA ont la capacité de pouvoir fixer de nombreux 

métaux par le biais de deux histidines qui sont notamment impliquées dans la coordination d’un 
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centre [2Fe-2S] avec les glutarédoxines de classe II. Cette capacité pourrait par exemple jouer un 

rôle in vivo dans la détoxication des métaux lourds. 

 

 

  



  Résultats et discussion 

- 137 - 

II. Chapitre n°2 : partenaires biologiques de BolA, les Grx 

II.A. Implication dans l’homéostasie du fer 

II.A.1. Introduction 

Les glutarédoxines (Grx) sont des oxydoréductases habituellement impliquées dans la 

réduction des protéines glutathionylées mais elles sont également impliquées dans l’homéostasie 

du fer. La plupart des Grx lient des centres [2Fe-2S] de façon identique en collaboration avec du 

glutathion. Cependant, des différences subtiles dans l'arrangement structural permettent 

d’expliquer pourquoi les Grx de classe II peuvent accepter des centres Fe-S et les transférer à des 

protéines acceptrices, alors que les Grx de classe I ne le font généralement pas. La vue actuelle 

est que les centres Fe-S plus stables au sein des Grx de classe I pourraient constituer un senseur 

du stress oxydatif. En effet, en réponse à un signal d'oxydation, les holodimères sans activité de 

disulfure réductase, doivent être convertis en une forme monomérique active. Une fonction 

supposée pour les Grx de classe II serait de participer à la réparation des centres Fe-S dans les 

voies de signalisation. Les Grx de classe II seules régulent notamment l'homéostasie du fer chez 

la levure en modulant l'activité de facteurs de transcription et éventuellement par la formation 

d'hétéro-complexes avec des protéines analogues à BolA. A travers la revue (partie II.A.2.) un 

état de l’art des propriétés biochimiques et structurales des Grx incorporant des centres Fe-S est 

exposé par rapport à leurs fonctions associées, qu’elles soient établies ou putatives. Ma 

contribution majeure dans cette revue est limitée à la présentation des données structurales.  

II.A.2. Revue 

 The roles of glutaredoxins integrating Fe-S clusters: sensing, transfer or repair functions.  
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II.B. La signature catalytique n’impose pas le type de dimérisation 

II.B.1. La glutarédoxine C5 d’Arabidopsis thaliana 

II.B.1.a. Introduction 

Les glutarédoxines (Grx) sont des oxydoréductases présentes dans la plupart des 

organismes (Fernandes & Holmgren, 2004). En utilisant leur signature Cxx[C/S], les Grx sont 

impliquées dans la réduction de protéines glutathionylées et dans l’incorporation de centres Fe-S. 

Dans le cas des Grx de classe II, il y a intégration de centres Fe-S labiles et ceux-ci peuvent être 

transférés vers des protéines acceptrices (Rodríguez-Manzaneque et al, 2002). La détermination 

tridimensionnelle de structures holodimériques avec un centre [2Fe-2S] indique que celui-ci est 

coordiné par la cystéine catalytique des deux monomères ainsi que par deux molécules de GSH 

(Iwema et al, 2009; Johansson et al, 2007; Johansson et al, 2011; Rouhier et al, 2007).  

La capacité des Grx de classe I à incorporer des centres Fe-S a déjà été étudiée en détail 

par mutagénèse dirigée (Couturier et al, 2009b; Rouhier et al, 2007). Ces études semblent 

montrer que les résidus autour de la cystéine catalytique (position -1 et +1) sont déterminants. En 

particulier, deux Grx de signatures respectives YCPFC et YCPYC acquièrent la capacité à 

incorporer des centres fer-soufre lorsque la proline est remplacée par une glycine (Rouhier et al, 

2007). La présence d’un tryptophane en position -1 semble également être un antidéterminant 

stérique. En effet la GrxS12 de peuplier de signature WCSYS n’a pas la capacité à 

s’holodimériser alors que la mutation du tryptophane en tyrosine permet l’incorporation d’un 

centre Fe-S (Couturier et al, 2009b). Etonnamment, la GrxC5 d’A. thaliana (AtGrxC5) de 

signature WCSYC et proche homologue de la PtGrxS12 s’holodimérise. A travers, les 

caractérisations biochimiques et structurales de cette protéine cette étude tente de préciser les 

facteurs moléculaires permettant aux Grx de s’holodimériser. 
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II.B.1.b. Résultats et discussion 

Une étude phylogénétique réalisée sur l’AtGrxC5 (signature WC29SYC32) a révélé que 

cette isoforme n’est présente que chez les Brassicacées (importante famille de plantes 

dicotylédones) alors que son proche homologue, la GrxS12 (signature WCSYS, 70% d’identité), 

est présent chez toutes les plantes. Afin de déterminer la localisation cellulaire de la GrxC5 au 

sein d’A. thaliana, une étude par microscopie à fluorescence a été réalisée par fusion de la 

séquence d’adressage de l’AtGrxC5 avec la GFP (Green Fluorescent Protein). La GrxC5 est ainsi 

la quatrième Grx à être chloroplastique après les GrxS12, S14 et S16 de peuplier.  

La détermination de l’état redox de l’AtGrxC5 a également permis de mettre en évidence 

que la protéine apo peut être glutathionylée. Ainsi par le biais de la spectrométrie de masse 

couplée à de la mutagénèse nous avons mis en évidence que les cystéines C29 et C87 peuvent 

être glutathionylées. Bien que les GrxC5 et GrxS12 soient très similaires, la modification d’un 

seul résidu au niveau du site actif confère des propriétés différentes aux deux enzymes entre un 

mécanisme dithiol pour la GrxC5 et un mécanisme monothiol pour la GrxS12. L’activité 

enzymatique de l’AtGrxC5 a été étudiée avec le HED et l’activité DHAR. Les différentes 

expériences montrent que la C29 est la cystéine catalytique et que la C32 n’est pas essentielle 

pour le mécanisme réactionnel mais qu’elle influence la réactivité de la protéine. Par le biais 

d’autres tests nous avons montré que l’AtGrxC5 est également capable de réduire des protéines 

comme l’insuline, la méthionine sulfoxyde réductase B1 et la peroxyrédoxine IIE.  

Lors des étapes de purification de l’AtGrxC5 une couleur brune fut observée indiquant la 

présence potentielle de la protéine en complexe avec un centre Fe-S. Cette observation a été 

confirmée par filtration sur gel où deux pics correspondant aux formes apo et holo de l’AtGrxC5 

ont été observés. Ceci était totalement inattendu car il avait été supposé sur la base de la 
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PtGrxS12 que le tryptophane en position -1 empêchait l’incorporation d’un centre Fe-S. La 

nature du centre Fe-S incorporé au sein de l’AtGrxC5 a été identifiée comme étant un centre 

[2Fe-2S] coordiné uniquement par des atomes de soufre grâce à différentes méthodes 

spectroscopiques (absorption UV-visible/dichroïsme circulaire et résonance Raman) en 

comparant ses spectres avec ceux déjà caractérisés pour la PtGrxC1. Afin d’identifier les résidus 

impliqués dans la coordination du centre [2Fe-2S] des mutants ont été réalisés pour les quatre 

cystéines de l’AtGrxC5, montrant que les cystéines C29 et C32 sont indispensables pour 

l’incorporation du centre [2Fe-2S]. 

A la lumière de ces données j’ai donc essayé de cristalliser les formes apo et holo de 

l’AtGrxC5. Les cristaux des formes apo et holo de l’AtGrxC5, obtenus directement à partir du 

screen, ont été mesurés à l’ESRF de Grenoble et les données phasées par remplacement 

moléculaire à partir de la structure de la PtGrxS12 (code pdb 3FZ9). L’AtGrxC5 apo cristallise 

dans le groupe d’espace P21212 et sa structure à 1,2Å de résolution révèle que sa cystéine 

catalytique C29 est glutathionylée. Comme attendu les structures de l’AtGrxC5 et de la PtGrxS12 

sont très similaires (RMSD 0,5Å) avec un site de fixation du GSH semblable. Ainsi à partir des 

structures apo de l’AtGrxC5 et de la PtGrxS12 il est impossible de reconstruire par modélisation 

un dimère de classe I sans chocs stériques importants générés par les chaines latérales des résidus 

se trouvant à l’interface. Il est donc impossible de dire pourquoi la PtGrxS12 est incapable 

d’incorporer un centre [2Fe-2S] sans la résolution de la structure de l’AtGrxC5 holo. 

L’AtGrxC5 holo cristallise dans le groupe d’espace R3 et se présente sous la forme d’un 

dimère coordinant un centre [2Fe-2S] avec le concours de deux molécules de GSH. Par 

superposition de sa structure à 2,4Å de résolution avec celles de la PtGrxC1 et de la HsGrx2, il 

s’avère que l’orientation relative entre les deux monomères est identique. Par contre, en 
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comparant les structures apo et holo de l’AtGrxC5 on peut remarquer une réorientation pour 

toutes les chaines latérales des résidus du motif WCSYC excepté la cystéine catalytique. La 

modification la plus importante intervient pour le tryptophane qui voit sa chaine latérale se 

retourner de 180° et être exposée au solvant. Ainsi une réorientation du tryptophane est possible 

et n’explique pas pourquoi la PtGrxS12 ne peut pas incorporer un centre Fe-S. Afin d’identifier 

quels résidus sont nécessaires pour l’incorporation du centre Fe-S par l’AtGrxC5 et ne sont pas 

présents au sein de la PtGrxS12 différents mutants ont été réalisés. Par analyse des résidus 

impliqués dans l’interface seuls deux résidus sont différents dans la PtGrxS12. Ces résidus sont 

deux sérines (WCSYS32SE) qui remplacent une cystéine et une thréonine pour l’AtGrxC5 

(WCSYC32TE). Il s’avère que la C32 participe à la stabilisation du site actif de l’AtGrxC5 alors 

que la S32 de la PtGrxS12 est un peu trop éloignée. La réalisation du mutant C32S de l’AtGrxC5 

ne permet plus d’incorporer le centre [2Fe-2S] alors que le mutant inverse S32C de la PtGrxS12 

permet l’incorporation d’un centre Fe-S. Ce résultat n’était pas attendu car des structures de Grx 

de classe II (signature CGFS) possédant une sérine en position +3 ont été résolues en complexe 

avec des centres [2Fe-2S] (code pdb 2WCI et 2WUL). De plus la réalisation du même mutant 

C34S au sein de la PtGrxC1 permet d’incorporer un centre [2Fe-2S] qui est plus labile. 

 En conclusion, dans le cas de l’AtGrxC5 la cystéine en position +3 semble essentielle 

pour incorporer le centre [2Fe-2S] et l’effet défavorable du tryptophane en position -1 observé 

dans le cas de la PtGrxS12 est négligeable au vu de l’importance de la cystéine. Des informations 

plus détaillées sont présentées dans l’article (partie II.B.1.c.) ainsi que dans la Figure n°42. 

II.B.1.c. Article 

 Arabidopsis Chloroplastic Glutaredoxin C5 as a Model to Explore Molecular 

Determinants for Iron-Sulfur Cluster Binding into Glutaredoxins. 
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AtGrxC5 
apo 

 
Cristallographie des rayons X – 1,2Å 

 

AtGrxC5 
holo 

Cristallographie des rayons X – 2,4Å 
 

Figure n°42 Récapitulatif des différentes structures présentes au sein de l’article « Arabidopsis 

Chloroplastic Glutaredoxin C5 as a Model to Explore Molecular Determinants for Iron-Sulfur Cluster 

Binding into Glutaredoxins ». 
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II.B.2. La glutarédoxine 2 de Chlamydomonas reinhardtii 

II.B.2.a. Introduction 

Les glutarédoxines (Grx) sont des petites oxydoréductases thermostables utilisées pour 

maintenir l'homéostasie redox des thiols en fonction du pouvoir réducteur du NADPH (Prinz et 

al, 1997). En plus de leur fonction dans la défense bactérienne et anti-oxydante, des études 

récentes semblent montrer que les Grx de classe I (Lillig et al, 2005) ou les Grx de classe II 

(Ojeda et al, 2006; Rodríguez-Manzaneque et al, 2002) sont impliquées dans l'homéostasie et 

dans le transport du fer. Ces Grx ont notamment la capacité de coordiner un centre [2Fe-2S] par 

le biais de leur cystéine catalytique avec le concours du GSH au sein d’un homodimère 

(Couturier et al, 2011; Iwema et al, 2009; Johansson et al, 2007; Johansson et al, 2011; Rouhier et 

al, 2007). Pendant longtemps il a été pensé que certaines Grx de classe I étaient incapables 

d’incorporer des centres Fe-S, notamment celles ayant une signature catalytique CPYC 

(Bandyopadhyay et al, 2008; Johansson et al, 2007; Mesecke et al, 2008; Rouhier et al, 2007). 

Cette observation venait du fait que toutes les Grx-CPYC étaient purifiées sous forme apo et que 

la forme holodimérique n’était jamais observée. Il a été supposé que la proline de la signature 

pouvait être un antidéterminant stérique dans la formation de l’holodimère. Cette hypothèse a 

ainsi ensuite été étendue à toutes les Grx possédant une proline juste après la cystéine catalytique 

(Izquierdo et al, 2008; Rouhier et al, 2007). 

Très récemment, la Grx1 de Trypanosoma brucei (TpGrx1) possédant une signature 

CPYC a été montré capable d’incorporer un centre [2Fe-2S]. toutefois l’holodimère résultant est 

très instable (Ceylan et al, 2010). Après la découverte de la première Grx-CPYC capable 

d’incorporer un centre Fe-S, l’équipe du professeur Nicolas Rouhier a montré que la Grx2 de C. 

reinhardtii (CrGrx2) possédant aussi une signature CPYC était capable d’incorporer un centre 
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Fe-S. Afin de déterminer les spécificités structurales de la CrGrx2 lui permettant d’incorporer un 

centre Fe-S, sa structure sous forme apo a été résolue par cristallographie des rayons X. Les 

différentes observations réalisées par le biais d’une étude phylogénétique et par comparaison de 

sa structure avec celles déjà résolues sont présentées. 

II.B.2.b. Résultats et discussion 

 Etude phylogénétique 

Pendant longtemps les Grx-CPYC ont été considérées comme incapable de lier des 

centres Fe-S à cause de la présence d’une proline. Afin de vérifier s’il existe un sous-groupe 

spécifique dans lequel il y a la CrGrx2 et la TpGrx1, une étude phylogénétique a été réalisée. 

L’arbre présenté ci-dessous (Figure n°43) a été réalisé uniquement avec des Grx-CPYC pour 

lesquelles la structure a été déterminée que ce soit par RMN ou par cristallographie des rayons X.  

 

Figure n°43 Arbre phylogénétique des différentes glutarédoxines CPYC dont la structure est connue 

auxquelles a été ajouté la TpGrx1. Sont entourées en rouge la CrGrx2 et la TpGrx1 ayant la capacité 

d’incorporer un centre Fe-S. 
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Dans pratiquement tous les cas la purification est effectuée en aérobie ce qui peut causer 

l’oxydation du centre Fe-S et par conséquent la dissociation prématurée de la forme 

holodimérique. Ainsi, en absence d’observations sur la capacité de certaines Grx-CPYC à 

incorporer un centre Fe-S (Discola et al, 2009; Li et al, 2010; Yogavel et al, 2014; Yu et al, 

2008), on partira du principe que la CrGrx2 et la TpGrx1 sont les seules Grx de ce groupe à 

pouvoir incorporer un centre Fe-S de façon sûre. Toutefois, même si les formes holodimériques 

de la TpGrx1 et de la CrGrx2 sont observées celles-ci ne sont pas très stables. Pour les 16 Grx-

CPYC recensées on remarque que la CrGrx2 et la TpGrx1 sont relativement éloignées l’une de 

l’autre au sein de l’arbre (Figure n°43). De plus, aucun groupe spécifique regroupant la CrGrx2 et 

la TpGrx1 n’apparait clairement et les différentes Grx-CPYC sont surtout séparées selon qu’elles 

proviennent d’un organisme eucaryote ou procaryote. Ainsi, il apparaît difficile de discriminer 

entre les Grx-CPYC qui peuvent fixer un centre Fe-S et celles qui ne le peuvent pas juste à partir 

de la séquence. De plus, l’absence d’informations complique considérablement la détermination 

des résidus essentiels. Afin d’obtenir une réponse et de différencier les différentes Grx-CPYC 

nous avons réalisé la caractérisation structurale par cristallographie des rayons X de la CrGrx2. 

 Cristallisation et affinement de la structure 

Une première expérience de cristallisation de la CrGrx2 a été réalisée suite à la 

purification de la forme holodimérique de la protéine dans un tampon Tris 30mM à pH 8. Contre 

toute attente des cristaux transparents de la CrGrx2 ont été obtenus à partir de plusieurs 

conditions de cristallisation alors qu’une coloration brune était attendue (Figure n°44). La 

protéine a été cristallisée dans le groupe d’espace P3221 par la méthode de microbatch en goutte 

à l’huile à 4°C. Afin d’obtenir les cristaux A (CrGrx2-A), 1µL de la protéine à 8,5 mg.mL-1 a été 

mélangé avec 1µL de la condition de cristallisation numéro 28 du kit commercial Hampton I 
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(Hampton Research). La condition de cristallisation contient un mélange de 30% PEG8000, 

d’acétate de sodium à 0,2M et de cacodylate de sodium à 100mM pH 6,5. Les cristaux B 

(CrGrx2-B) sont obtenus en mélangeant 1µL de la protéine à 20,8 mg.mL-1 avec 1µL de la 

condition de cristallisation numéro 15 du kit commercial Hampton I (Hampton Research). Cette 

condition de cristallisation possède le même agent précipitant et le même tampon que la 

condition n°28. Seule la nature du sel est différente. L’acétate de sodium est remplacé dans ce cas 

par du sulfate d’ammonium à la même concentration de 0,2M. Les plus beaux cristaux ont 

ensuite été cryo-protégés par une solution contenant la condition de cristallisation et 20% (v/v) de 

glycérol avant de les stocker et de les faire diffracter à 100K sur le diffractomètre SuperNova de 

notre laboratoire ou sur la ligne FIP-BM30A de l’ESRF. 

 

Figure n°44 Photographies des cristaux obtenus pour la Grx2 de C. reinhardtii. A gauche figure un 

cristal mesuré sur la ligne FIP-BM30A de l’ESRF et à droite un cristal mesuré sur la diffractomètre 

SuperNova de notre laboratoire. 

Les données obtenues à 1,5Å de résolution à l’ESRF pour la CrGrx2-A ont ensuite été 

traitées de façon classique en utilisant XDS (Kabsch, 2010) pour l’intégration puis Scala (Evans, 

2005) provenant de la suite CCP4 (Winn et al, 2011) pour la mise à l’échelle et la réduction des 

données. Les données obtenues sur le diffractomètre SuperNova de notre laboratoire pour la 
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CrGrx2-B à 2,4Å de résolution ont été intégrées et mises à l’échelle à l’aide du logiciel 

CrysAlisPro (Agilent). Les deux structures ont ensuite été résolues par remplacement moléculaire 

en utilisant Molrep (Vagin & Teplyakov, 2009) à partir de la structure cristallographique de la 

glutarédoxine 2 humaine (code pdb 2FLS). Chaque macrocycle d’affinement est constitué d’un 

d’affinement automatique réalisé par la biais du module phenix.refine de PHENIX (Adams et al, 

2010) suivi d’un affinement manuel en utilisant le logiciel graphique Coot (Emsley et al, 2010). 

Les structures finales (Tableau n°10) sont ensuite analysées par MolProbity (Chen et al, 2010). 

 

Collecte des données CrGrx2-A CrGrx2-B 
Ligne synchrotron FIP-BM30A - 
Groupe d’espace P3221 P3221 
Paramètre de maille (Å) 
 

45,63 x 45,63 x 104,65 
α = β = 90° γ = 120° 

45,38 x 45,38 x 104,24 
α = β = 90° γ = 120° 

Résolution (Å) 39,52-1.50 (1,58-1,50) 14,70-2,40 (2,53-2,40) 
Réflexions uniques 20186 (2951) 5212 (723) 
Redondance moyenne 3,7 (3,6) 6,0 (3,4) 
Complétude (%) 96,5 (97,1) 99,1 (97,1) 
Rmerge 0,043 (0,356) 0,108 (0,378) 
Rmeas 0,049 (0,414) 0,118 (0,435) 
Rpim 0,023 (0,202) 0,046 (0,206) 
I/σ(I) moyen 12,7 (2,2) 12,3 (3,0) 

Affinement   
Résolution (Å) 39,52-1.50 14,70-2,40 
Rfree/Rwork 19,78/17,43 23,11/18,57 
Nombre total d’atomes 991 899 
Nombre de molécules d’eau 166 106 
Facteur B moyen 39,39  
Ramachandran favorable 97,22% 97,14% 
Ramachandran défavorable 0,00% 0,00% 

R.m.s déviations   
Liaisons 0,017 0,006 
Angles 1,673 0,919 

MolProbity analyse   
Clashscore, tous atomes 1,2 (99%) 2,51 (100%) 
MolProbity score 0,98 (100%) 1,26 (100%) 

Tableau n°10 Tableau récapitulatif des statistiques cristallographiques de la glutarédoxine 2 de 

Chlamydomonas reinhardtii. Les valeurs indiquées entre parenthèses pour la collecte des données 

correspondent à la couronne de plus haute résolution. 
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 Analyse structurale de la CrGrx2 

Contrairement à la forme holo attendue, la CrGrx2-A/B (107 acides aminés) se présente 

sous une forme monomérique au sein de l’unité asymétrique qui contient environ 56% de solvant. 

Cette observation va dans le sens de la coloration des cristaux indiquant que la forme holo n’est 

pas stable dans un environnement aérobie. Toutefois, l’analyse de la structure de la CrGrx2 apo 

peut apporter des réponses quant à sa capacité à incorporer des centres Fe-S. La structure de la 

CrGrx2 présente le repliement classique des glutarédoxines (Figure n°45) qui est du type 

α1β1α2β2α3β3β4α4α5. La structure tridimensionnelle de la protéine s’agence autour d’un feuillet 

β composé des 4 brins dont le brin β3 est antiparallèle aux autres. Les hélices α1 et α3 sont 

positionnées d’un côté du feuillet alors que les hélices α2, α4 et α5 sont situées de l’autre côté. La 

cystéine catalytique C27 se situe au niveau N-terminal de l’hélice α2. Les différents motifs 

essentiels dans la stabilisation du GSH sont également présents comme le motif SVP situé entre 

l’hélice α3 et le brin β3 ainsi que le motif GG réalisant la jonction entre le brin β4 et l’hélice α4. 

L’étude structurale des CrGrx2-A et CrGrx2-B permet de mettre en évidence l’état 

d’oxydation des différentes cystéines de la protéine. Au sein de la CrGrx2-A, la distance entre les 

deux atomes Sγ des cystéines de la signature CPYC est de 3,1Å. Par contre, un pont disulfure est 

observé pour la CrGrx2-B (Figure n°46) avec une distance de 2,1Å. Cette observation permet de 

montrer que ce pont disulfure a été progressivement cassé lors de la collecte de données par des 

dégâts d'irradiation provenant des rayons X de la ligne synchrotron. De plus, la présence d’un 

pont disulfure au niveau du site actif montre que ces cystéines sont facilement oxydables. Cette 

constatation est renforcée par le fait qu’un pont disulfure est également observé (ou cassé) dans 

les structures des Grx-CPYC qui ont été mesurées sur une ligne synchrotron (code pdb 3LGC, 

3MSZ, 4KX4, 4MZB, 4MZC, 3D4M, 4I2T, 4I2U et 1JO8).  
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Figure n°45 Représentation en mode ruban et flèche de la structure de la protéine CrGrx2-B. Les 

structures secondaires sont annotées et les trois cystéines sont représentées en bâtons. Les cystéines 27 et 

30 du motif CPYC forment un pont disulfure et la cystéine 56 est sous la forme d’un acide sulfénique.  

 

 

Figure n°46 Influence du rayonnement synchrotron sur le pont disulfure de la CrGrx2. (A) Site actif de la 

CrGrx2-A à 1,5Å de résolution où le clivage du pont disulfure a été induit par le faisceau de rayons X 

synchrotron. (B) Site actif de la CrGrx2-B à 2,4Å de résolution mesuré sur le diffractomètre SuperNova 

(Agilent) de notre laboratoire avec un faisceau moins intense. La densité électronique est représentée par 

une carte σA 2mFo-DFc avec un contour de 1,2σ. 
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Pour renforcer l’idée que la protéine CrGrx2 a été suroxydée avant la cristallisation et que 

la forme holodimérique s’est dissociée, on peut observer que la densité électronique de la 

cystéine C56 correspond à une forme oxydée RS-OH (Figure n°47). La densité électronique à 

proximité de l’atome Sγ de la cystéine C56 ne peut pas correspondre à une molécule d’eau car la 

distance observée entre le Sγ et l’oxygène est de 1,7Å. Bien que l'état d'oxydation exacte du 

résidu cystéine n’ait pas été déterminé, la carte de densité électronique est plus en adéquation 

avec un état acide sulfénique. 

 

Figure n°47 Représentation de la densité électronique de la cystéine 56. La densité électronique permet 

d’observer l’état d’oxydation de la C56 se présentant sous la forme d’un acide sulfénique. La distance 

entre le Sγ et l’Oδ est de 1,7Å ce qui est incompatible avec une molécule d’eau. La densité électronique 

est représentée par une carte σA 2mFo-DFc avec un contour de 1,2σ. 

L’analyse des deux structures résolues pour la CrGrx2 révèle que celle-ci est oxydée et 

qu’aucune molécule de GSH n’est retrouvée au niveau de son site de fixation habituel. Par contre, 

dans le cas de la CrGrx2-A on retrouve une molécule d’acétate provenant de la condition de 

cristallisation à la position habituellement occupée par la fonction acide carboxylique de la partie 

γ-glutamyle du GSH (Figure n°48). Les chaines principales des résidus G85 et D86, situés juste 

après le motif GG, participent à la stabilisation de l’acétate par le biais de liaison hydrogène. Ces 

positions sont celles usuellement retrouvées dans la stabilisation de la partie γ-glutamyle du GSH.  
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Figure n°48 Représentation en mode ruban et flèche du site de fixation habituel du glutathion. (A) Au sein 

de la CrGrx2-A, une molécule d’acétate est retrouvée dans la densité électronique. La densité 

électronique est représentée par une carte σA 2mFo-DFc avec un contour de 1,2σ. (B) Site de fixation du 

glutathion au sein de la glutarédoxine 2 de Danio rerio (code pdb 3UIW). Les principaux résidus 

impliqués dans la stabilisation de l’acétate et du glutathion sont représentés par des bâtons.  

 Comparaison avec les structures connues de Grx-CPYC 

La CrGrx2 ne présente pas de particularités notables ni au niveau de sa séquence, ni au 

niveau de sa structure qui est très similaire à celles des autres Grx-CPYC avec un RMSD moyen 

de 1,2Å (Figure n°49). Une analyse structurale des holodimères de Grx de classe I (code pdb 

2HT9, 2E7P et 3RHC) a permis d’identifier les résidus impliqués dans la stabilisation du GSH et 

dans la création de liaison hydrogène entre les deux monomères (Figure n°50). La comparaison 

de ces résidus avec ceux de la CrGrx2 et de la TpGrx1 ne montre pas de réelle différence. Cette 

observation est aussi valable avec les résidus de la GrxC3 et GrxC4 d’A. thaliana qui ne peuvent 

pas incorporer un centre Fe-S (Rouhier et al, 2007). 

En absence de la structure holodimérique de la CrGrx2 ou de la TpGrx1 il n’est pas 

possible à partir des données actuelles de savoir pourquoi ces deux Grx-CPYC peuvent 

incorporer un centre Fe-S alors que les autres semblent en être incapables. 
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Figure n°49 Superposition de toutes les Grx-CPYC dont la structure a été résolue par cristallographie 

des rayons X. La chaîne principale est représentée sous la forme d’un fil.  

 

Figure n°50  Alignement structural de glutarédoxines à partir des logiciels STRAP (Gille & Frömmel, 

2001) et ESPript (Gouet et al, 1999). Sont représentés les trois glutarédoxines dont la structure holo a été 

résolue (HsGrx2, AtGrxC5 et PtGrxC1), la TpGrx1, la CrGrx2 et enfin l’AtGrxC3 et l’AtGrxC4 étant 

incapable de prendre en charge un centre Fe-S. Les résidus invariants sont encadrés par une boite noire 

alors que les résidus impliqués dans l’holodimérisation sont en rouge. Hs : Homo sapiens ; At : 

Arabidopsis thaliana ; Pt : Populus tremuloides ; Tp : Trypanosoma brucei et Cr : Chlamydomonas 

reinhardtii.
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III. Chapitre n°3 : la cystéine désulfurase AtNfs2 

III.A.1. Introduction 

Les cystéine désulfurases sont des enzymes dépendantes du phosphate de pyridoxal (PLP) 

et catalysent la désulfuration de la L-cystéine en L-alanine (Zheng et al, 1993). Elles fournissent 

l’atome de soufre nécessaire à la synthèse de diverses molécules telles que la thiamine et les 

thionucléosides de l’ARN mais aussi dans les quatre machineries connues pour l’assemblage et le 

transport de centres Fe-S (Johnson et al, 2005; Mihara et al, 2002; Mühlenhoff et al, 2004). Au 

sein de ces machineries on distingue deux groupes de cystéine désulfurases : Nifs et IscS 

composent le groupe I alors que SufS et CsdA forment le groupe II (Mueller, 2006). Des 

différences entre ces groupes sont observées au niveau du site actif bien que le repliement global 

de ces protéines soit relativement similaire (Mihara & Esaki, 2002). Une fois l’atome de soufre 

récupéré de la cystéine substrat, la cystéine catalytique des CD se retrouve sous la forme d’un 

intermédiaire persulfide (RS-SH). Le soufre sera ensuite délivré dans une machinerie permettant 

la synthèse de centres Fe-S ou récupéré par une sulfurtransférase qui se chargera de son transport 

(Shi et al, 2010). 

Deux gènes codant pour des cystéine désulfurases (Nfs1 et Nfs2) sont retrouvés chez A. 

thaliana. AtNfs1 est mitochondriale et appartient au groupe I alors qu’AtNfs2 est chloroplastique 

et appartient au sous-groupe SufS (groupe II). Comme c’est le cas pour beaucoup de CD, il a été 

montré d’une part que l’activité cystéine désulfurase d’AtNfs2 peut être améliorée en présence 

d’une sulfurtransférase (SufE1, SufE2 et SufE3 chez A. thaliana (Léon et al, 2002; Narayana 

Murthy et al, 2007; Ye et al, 2006)). D’autre part, AtNfs2 présente une très forte activité 

sélénocystéine lyase en l’absence d’une sulfurtransférase (Pilon-Smits et al, 2002). Ce travail 

présente la première structure cristallographique d’une CD eucaryote de groupe II (AtNfs2) ainsi 
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qu’une analyse comparative avec les structures de CD connues. Une étude par docking a 

également été entreprise pour proposer un modèle d’un complexe entre AtNfs2 et le domaine 

sulfurtransférase d’AtSufE1. 

III.A.2. Résultats et discussion 

L’obtention de cristaux pour cette protéine a permis d’obtenir la première structure d’une 

CD eucaryote de groupe II. Ainsi les deux formes d’AtNfs2 (wt et C384S) cristallisent dans le 

groupe d’espace P21 et les données ont été respectivement collectées sur les lignes FIP-BM30A 

(ESRF) et PROXIMA1 (SOLEIL). Après phasage par remplacement moléculaire, il s’avère que 

la structure d’AtNfs2 se trouve sous sa forme biologique dimérique au sein de l’unité 

asymétrique et présente le repliement classique des CD. La haute résolution de la structure 

d’AtNfs2 wt (1,7Å) met en évidence les liaisons covalentes entre le PLP et la lysine 241 et entre 

le Sγ de la cystéine catalytique et un atome de soufre indiquant la présence de l’intermédiaire 

persulfide. Cette observation est confirmée par la structure du mutant C384S obtenue à une 

résolution de 1,9Å dans laquelle il n’y a pas de densité électronique additionnelle à côté de 

l’atome Oγ de la sérine. 

Une analyse comparative de toutes les CD caractérisées a ensuite été réalisée permettant 

de mettre en évidence les spécificités structurales des groupes I et II. Ainsi au sein du groupe I, la 

boucle comprenant la cystéine catalytique est plus grande de 9 acides aminés que celle observée 

au sein du groupe II. Cette boucle, très flexible dans le groupe I, comprend trois petites hélices 

une fois structurée. Dans les CD de groupe II, cette boucle ne comprend qu’une seule hélice mais 

est beaucoup plus stable. Cette stabilité accrue s’explique par la présence dans le groupe II d’un 

motif épingle à cheveux venant du deuxième monomère et qui participe à la stabilisation du site 

actif.  
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Afin d’étudier les modes d’interaction des CD avec leurs protéines partenaires, les quatre 

structures de complexes déjà résolues ont été analysées. Pour le groupe I, les structures des 

complexes IscS-IscU d’E. coli et d’Archaeoglobus fulgidus ont été obtenues (Marinoni et al, 

2012; Shi et al, 2010). La position d’IscU (protéine échafaudage) au sein du complexe est 

identique en présence ou en absence d’un centre [2Fe-2S]. La structure d’IscS d’E. coli en 

complexe avec la sulfurtransférase TusA a également été déterminée (Shi et al, 2010). Dans ce 

cas le mode de fixation de la protéine partenaire est différent même s’il y a rapprochement des 

cystéines catalytiques d’IscS et TusA. Dans le groupe II, seule la structure du couple CsdA-CsdE 

d’E. coli a été publiée révélant un nouveau mode de fixation pour la protéine partenaire, ici la 

sulfurtransférase CsdE (Kim & Park, 2013). Dans les groupes I et II le transfert de l’atome de 

soufre vers la protéine partenaire nécessite des réarrangements structuraux. De façon intéressante, 

il semble que dans le groupe I, c’est la CD qui les subit alors que c’est la protéine acceptrice dans 

le groupe II. Ceci peut s’expliquer par la flexibilité de la région contenant la cystéine catalytique 

au sein des CD de groupe I alors que cette région est contrainte dans les CD du groupe II. Dans 

ce cas le partenaire biologique doit être flexible pour prendre le soufre au sein du site actif. 

La cristallisation du complexe AtNfs2-SufE1 ne donnant pas de cristaux, une approche 

par docking a été utilisée pour apporter un premier modèle d’interaction entre ces deux protéines. 

Dans un premier temps une structure tridimensionnelle d’AtSufE1 a été déterminée par 

homologie avec CsdE. AtSufE1 présente la particularité de posséder un domaine BolA du côté C-

terminale de fonction inconnue et n’interagissant pas à priori avec AtNfs2. Ainsi, seul le domaine 

sulfurtransférase SufEAtSufE1 a été modélisé. La procédure de docking semble montrer que 

AtNfs2 et SufEAtSufE1 forment un complexe similaire à celui de CsdA-CsdE indiquant sans doute 

le même genre d’oligomérisation pour les CD de groupe II en présence d’une sulfurtransférase. 
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Des informations plus détaillées sur tous ces résultats sont présentées dans l’article suivant (partie 

III.A.3.) et dans la Figure n°51. 

III.A.3. Article 

 X-ray structures of Nfs2, the plastidial cysteine desulfurase from Arabidopsis thaliana. 
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Figure n°51 Récapitulatif des différentes structures présentes au sein de l’article «  X-ray structures of 

Nfs2, the plastidial cysteine desulfurase from Arabidopsis thaliana ». 
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Le fer, oligoélément essentiel à la vie, est notamment impliqué dans diverses réactions 

biologiques au sein de très nombreux centres métalliques (Johnson et al, 2005). Cependant, il 

peut être toxique à cause de sa tendance à catalyser la formation de radicaux libres (Stohs & 

Bagchi, 1995). A l’heure actuelle beaucoup d’informations sont connues au niveau de la 

régulation de « l’opéron du fer » (stockage et entrée dans la cellule) ainsi qu’au niveau de 

l’assemblage et du transport du fer au sein de biomolécules (Johnson et al, 2005; Wang & 

Pantopoulos, 2011). Cependant, les données structurales concernant ces métalloprotéines sont 

encore trop peu nombreuses pour avoir une vue d’ensemble des différents mécanismes. 

Le fer peut notamment être combiné avec du soufre inorganique au sein de machineries 

complexes (CSD, ISC, NIF et SUF) pour la biosynthèse des centres Fe-S (Fontecave & 

Ollagnier-de-Choudens, 2008; Lill, 2009). Le soufre inorganique est récupéré la plupart du temps 

à partir d’une L-cystéine par le biais d’une cystéine désulfurase (CD) (Zheng et al, 1993) et il est 

ensuite pris en charge soit par une protéine échafaudage (Agar et al, 2000), soit par une 

sulfurtransférase jusqu’au lieu de synthèse du centre Fe-S (Outten et al, 2003). Ces deux types de 

complexes impliquant une cystéine désulfurase ont déjà été caractérisés structuralement chez la 

bactérie. Cependant, aucune information structurale n’était connue au sein des organismes 

eucaryotes. Pour remédier à ce manque d’informations structurales nous avons étudié la cystéine 

désulfurase Nfs2 (SufS) d’A. thaliana et le complexe AtNfs2 avec la sulfurtransférase SufE1, ces 

deux protéines ayant déjà été caractérisées biologiquement (Léon et al, 2002; Ye et al, 2006). 

Même si la structure cristallographique d’AtNfs2 est similaire à celles des SufS bactériennes, 

cette étude nous a permis, par comparaisons structurales, de mettre en avant les deux types 

d’interactions qu’utilisent les cystéine désulfurases pour interagir avec leurs partenaires. Nous 
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avons dans ce cadre modélisé par docking le complexe fonctionnel de désulfuration entre Nfs2 et 

le domaine SufE de SufE1 qui s’avère être très proche de celui observé entre la cystéine 

désulfurase CsdA et la sulfurtransférase CsdE d’E. coli (Kim & Park, 2013). Cependant, seule la 

structure cristallographique du complexe Nfs2-SufE1 dans son intégralité permettra de 

cartographier précisément les résidus mis en jeu dans l’interaction. 

Une fois que le centre Fe-S est synthétisé par la machinerie, il peut être directement pris 

en charge par une protéine comme les glutarédoxines par exemple (Lillig et al, 2008). Les Grx de 

classe I (signature catalytique du type Cxx[C/S]), comme la Grx2 humaine (Johansson et al, 

2007), prennent en charge uniquement des centres [2Fe-2S]. Les Grx de classe II (signature 

catalytique du type CGFS), comme la Grx5 de levure (Zhang et al, 2013), peuvent incorporer des 

centres [2Fe-2S], [3Fe-4S] et [4Fe-4S]. Etant donné que le centre [2Fe-2S] semble être beaucoup 

plus stable dans un homodimère de classe I (forme dite holo), il est supposé que le centre Fe-S 

joue un rôle de senseur de l’état redox de la cellule au sein d’une forme holo inactive et 

permettrait la libération d’une forme apo (monomérique) active suite à la destruction du centre 

Fe-S en cas de stress oxydant (Lillig et al, 2005). Les Grx de classe II, quant à elles, 

participeraient plutôt à son transport et à la maturation de protéines à centre Fe-S (Rodríguez-

Manzaneque et al, 2002). Cependant, la fonction réelle des Grx dans la machinerie d’assemblage, 

dans le transport ainsi que dans la maturation des protéines à centres Fe-S n’est pas très claire. Il 

est donc nécessaire d’identifier les différentes fonctions et de caractériser structuralement les 

différents complexes avec un centre Fe-S impliquant une Grx. 

Parmi toutes les Grx de classe I, il s’avère que certaines sont incapables d’incorporer des 

centres Fe-S à cause d’acides aminés situés autour de la cystéine catalytique (position 0). Ces 

acides aminés sont un tryptophane (position -1) et une sérine (position +3) dans le cas de la 



  Conclusion et perspectives 

- 209 - 

GrxS12 (WCSYS) de peuplier (Couturier et al, 2009b) et une proline (position +1) dans le cas 

des Grx-CPYC (Izquierdo et al, 2008; Rouhier et al, 2007). A partir de ces données, nous avons 

étudié structuralement la GrxC5 d’A. thaliana (WCSYC) et la Grx2 de C. reinhardtii (CPYC) qui 

toutes deux ont la capacité inattendue d’incorporer un centre [2Fe-2S]. Nous avons montré dans 

le cas de l’AtGrxC5 à partir des structures cristallographiques sous forme apo et holo que le 

tryptophane n’empêche pas l’holodimérisation comme supposé. La comparaison des structures 

des formes apo et holo a permis de montrer que ce tryptophane a la capacité d’adopter une 

conformation particulière dans la forme holo en exposant sa partie hydrophobe au solvant. La 

présence de la cystéine en position +3 permet une stabilisation de la région autour du motif. Cette 

cystéine joue probablement un rôle clé dans la capacité de l’AtGrxC5 à incorporer un centre 

[2Fe-2S] puisque sa mutation en sérine ne le permet plus. Dans le cas de la CrGrx2 nous avons 

réussi à déterminer sa structure cristallographique sous forme apo. En l’absence de la structure 

holo, il n’a pas été possible de façon évidente d’expliquer pourquoi cette Grx est capable 

d’incorporer un centre [2Fe-2S]. L’utilisation d’un environnement anaérobie devrait permettre la 

stabilisation de la forme holo et ainsi sa cristallisation. Dans tous les cas des différences 

structurales importantes sont attendues par rapport aux holodimères connus de Grx de classe I.  

Dans le cas des Grx de classe II, il s’avère que la propriété de ces protéines en complexe 

avec un centre Fe-S peut être modifiée suite à la formation d’un complexe Grx-BolA holo-

hétérodimérique (Li et al, 2009a). L’intervention et le rôle exact des protéines BolA au sein de 

l’homéostasie du fer n’est pas très bien connu car que récemment étudié chez la levure et E. coli 

(Kumánovics et al, 2008; Yeung et al, 2011). Néanmoins, chez la levure il semble que la 

formation d’un tel complexe permet la signalisation intracellulaire de la concentration en fer via 

la translocation du facteur de transcription Aft1/2 impliqué dans la régulation de l’entrée du fer 
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(Kumánovics et al, 2008; Li et al, 2011a; Li et al, 2009a; Poor et al, 2014). L’étude des protéines 

BolA d’A. thaliana que nous avons réalisée a permis de mettre en évidence la formation de deux 

complexes Grx-BolA distincts dépendant de la présence (holo) ou non (apo) de fer. Le complexe 

Grx-BolA apo, déjà observé in vitro (Li et al, 2009a; Yeung et al, 2011), a été modélisé à partir 

de nos résultats de RMN tandis que le complexe Grx-BolA holo, impliquant pour la première fois 

une BolA_H, a été caractérisé par modélisation et par différentes études spectroscopiques. Au 

sein du complexe Grx-BolA holo, le centre [2Fe-2S] est coordiné par les deux histidines 

conservées des BolA_H et par deux cystéines (GSH et cystéine catalytique de la Grx). Ces deux 

complexes Grx-BolA sont très différents car le complexe apo met en jeu le site prédit de fixation 

à l’ADN pour les protéines BolA ainsi que l’extrémité C-terminale de la Grx qui est impliquée 

dans la régulation de facteurs de transcription (Hoffmann et al, 2011; Li et al, 2011b). Il est donc 

possible que la commutation entre les complexes Grx-BolA apo et holo permettent une 

signalisation pour le facteur de transcription Aft1 de levure au niveau de l’entrée ou du stockage 

du fer dans la cellule. Néanmoins, aucune information biologique n’est connue sur un facteur de 

transcription similaire au sein d’A. thaliana. De plus, bien que le complexe Grx-BolA apo soit 

observé in vitro, aucune fonction biologique ne lui a été attribuée. Par ailleurs, les structures 

cristallographiques des deux complexes apo et holo (impliquant une BolA_H et une BolA_C) 

sont nécessaires afin de proposer un modèle précis permettant d’identifier les interactions entre 

les deux partenaires. Il serait également intéressant de mesurer l’affinité des BolA et d’Aft1/2 

pour (le site de fixation sur) la Grx et d’étudier l’existence ou non de compétition entre elles. 

Le couple Grx-BolA, impliqué au sein de l’homéostasie du fer, n’est pas le seul complexe 

que peuvent former les protéines BolA. En effet, bien que celles-ci soient en mesure d’interagir 

avec de l’ADN chez C. reinhardtii, E. coli et E. chaffeensis (Cheng et al, 2011; Freire et al, 2009; 
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Guinote et al, 2011; Shukla et al, 2012), les protéines BolA sont également capables de former 

des homodimères (Couturier et al, 2014; Shukla et al, 2012). J’ai réussi à cristalliser la protéine 

BolA2 d’A. thaliana, qui est une BolA_C, sous une forme oxydée dimérique. De façon 

intéressante, le dimère covalent observé au sein de la structure cristallographique d’AtBolA2 est 

très différent de celui observé pour la BolA de B. bovis (code pdb 3O2E) permettant de mettre en 

évidence une très grande flexibilité entre les deux monomères. Il a été supposé récemment que 

l’état d’oxydation de la cystéine d’AtBolA2, réductible par son partenaire biologique 

l’AtGrxS17, serait une forme de régulation (Couturier et al, 2014). Étonnamment, l’empilement 

cristallin d’AtBolA2 montre la formation d’un dimère non covalent dans lequel le site supposé de 

fixation à l’ADN se retrouve à l’interface. Ceci pourrait correspondre au dimère formé par les 

BolA_H comme celui observé dans le cas d’Uvi31+ de C. reinhardtii qui possède une activité 

endonucléase (Shukla et al, 2012). Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour 

attribuer à ces deux formes homodimériques des BolA une fonction cellulaire précise. 

Il a été démontré que les protéines BolA peuvent interagir avec des protéines, des acides 

nucléiques mais également avec certains métaux. Elles fixent du fer au sein du complexe Grx-

BolA holo afin de permettre la régulation de la concentration en fer chez la levure (Li et al, 

2011a; Li et al, 2009a) et elles fixent du magnésium pour exercer une activité endonucléase chez 

C. reinhardtii (Singh et al, 2014b). L’étude de la protéine YrbA de S. meliloti avait été entreprise 

car celle-ci possède des particularités au niveau de sa séquence et aucune structure 

cristallographique d’YrbA n’était connue. La structure cristallographique que nous avons obtenue 

a permis de mettre en évidence que SmYrbA peut coordiner du nickel et du cuivre via les deux 

histidines conservées des BolA_H avec une position atypique occupée par l’histidine invariante 

des BolA. Aucune information biologique n’a relié SmYrbA et des métaux à l’heure actuelle. 
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Différentes pistes peuvent être explorées pour SmYrbA car chez S. cerevisiae le gène codant pour 

BolA est surexprimé en présence de certains métaux lourds (Lehembre et al, 2013). Il serait 

également intéressant de tester l’activité endonucléase de SmYrbA car certaines endonucléases 

fonctionnent avec du nickel coordiné par des histidines (Doudeva et al, 2006). 

Pour conclure, ce travail de thèse présente les structures à l’échelle atomique de presque 

toutes les protéines de la famille BolA d’A. thaliana permettant ainsi d’établir une classification 

précise des BolA_H et des BolA_C. Par le biais de la cristallographie des rayons X, de la RMN et 

de diverses méthodes spectroscopiques nous avons pu mettre en avant dans ce travail pas moins 

de 8 états différents des BolA (Figure n°52). Parmi tous ces états caractérisés, nous avons montré, 

de façon remarquable, que le couple BolA-glutarédoxine a la capacité de former deux 

hétérodimères distincts dépendants de la présence ou non d’un centre [2Fe-2S]. Environ 25 ans 

après les premières études sur les BolA, la fonction précise de ces protéines reste inconnue. 

Toutefois, la grande majorité des formes caractérisées peut être associée à un mécanisme de 

régulation ou une réaction biologique. En particulier, les deux états oligomériques du couple 

BolA-glutarédoxine jouent un rôle important dans la régulation de la concentration intracellulaire 

en fer. 
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Figure n°52 Représentation des différentes formes caractérisées pour les protéines BolA. Les BolA_H 

(rouge et jaune), les BolA_C (cyan et violet) ainsi que la Grx (blanc) sont représentées en mode ruban et 

flèche. (A) AtBolA1 monomérique. (B) AtBolA2 monomérique. (C) SmYrbA en complexe avec des métaux. 

(D) Dimère covalent d’AtBolA2. (E) Dimère non covalent d’AtBolA1. (F) AtGrxS14-BolA2 apo-

hétérodimère. (G) AtGrxS14-BolA1 apo-hétérodimère. (H) AtGrxS14-BolA1 holo-hétérodimère.  
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  Résumé 

 

Les interactions intermoléculaires au sein des êtres vivants sont complexes et permettent 

de véhiculer l’information nécessaire à la survie de l’organisme à un moment donné. Il arrive 

même que certains intervenants soient impliqués à différents stades d’un même processus. Parmi 

les très nombreux processus biologiques présents au sein des cellules, la biogénèse des centres 

fer-soufre apparaît être très complexe. Cette complexité est probablement reliée à la toxicité 

cellulaire du fer libre et du soufre libre. Ainsi les différentes étapes de la création des centres fer-

soufre doivent être étroitement régulées. Des études récentes semblent montrer que les protéines 

BolA et les glutarédoxines de classe II sont impliquées dans l’homéostasie du fer en intervenant 

seules ou de manière concertée. Cependant, la fonction réelle de ces protéines notamment aux 

différents stades de la biogénèse des centres fer-soufre reste encore que très peu connue. 

Afin de mieux comprendre la capacité des protéines BolA et glutarédoxines à jouer leur 

fonction biologique, nous avons étudié à travers ce travail de thèse la capacité des protéines BolA 

et glutarédoxines à former des homodimères et des hétérodimères au sein de l’organisme 

Arabidopsis thaliana. Pour ce faire, la cristallographie des rayons X, la résonance magnétique 

nucléaire et d’autres méthodes spectroscopiques ont été utilisées pour caractériser structuralement 

les différents états oligomériques de ces deux protéines. 

 

Mots clés : BolA, centre fer-soufre, cristallographie des rayons X, glutarédoxines, résonance 

magnétique nucléaire. 
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