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>Dans le cadre de l'unité d’enseignement
« Rédiger en sciences » proposée par I'université
d’Aix-Marseille, les étudiants du Master 2 de
microbiologie se sont confrontés aux exigences
de "écriture scientifique.

Quatre thématiques leur ont été proposées : les
virus géants, les systemes de sécrétion, la moti-
lité bactérienne et la réparation des protéines
oxydées. Aprés un travail préparatoire effectué
avec I’équipe pédagogique et les auteurs des
publications originales, les étudiants, organisés
en groupes de trois ou quatre, ont rédigé une
Nouvelle soulignant les résultats majeurs et I"ori-
ginalité des quatre articles étudiés. Complété par
un entretien avec les chercheurs auteurs de ces
articles, I’ensemble offre un éclairage original
sur la compréhension du vivant dans le domaine
de la microbiologie. <
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> Tous les organismes vivants sont expo-
sés a I’oxygene et ses dérivés : les formes
réactives de I’oxygéne (FRO), dont I’anion
superoxyde (0,7"), le peroxyde d’hy-
drogéne (H,0,) et le radical hydroxyle
(OH*). ’homéostasie de ces FRO peut
€tre contrdlée par des molécules
antioxydantes (glutathion, vitamines
C et €) ou par des enzymes (catalase,
superoxyde dismutase ou peroxydase)

*Ces quatre auteurs ont de facon égale participé au travail.
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capables de chélater ou de dégrader ces
FRO, diminuant ainsi leur concentration
intracellulaire. Le stress oxydant résulte
d’un déséquilibre entre la production des
FRO et leur dégradation. La conséquence
majeure de ce phénomene est I"oxyda-
tion des constituants cellulaires — ADN,
protéines et lipides — pouvant aboutir a
une modification structurale et/ou une
perte de leurs activités biologiques. Les
protéines sont les biomolécules les plus
représentées dans les cellules, ce qui

en fait des cibles privilégiées du stress
oxydant. Six acides aminés y sont parti-
culierement sensibles. Les résidus lysine,
arginine, thréonine et proline peuvent
subir une carbonylation irréversible sur
leur chaine latérale. Les résidus cystéine
et méthionine (Met) peuvent, eux, étre
convertis de maniere réversible en cys-
tine et méthionine sulfoxyde (MetS0). La
réduction des MetSO en Met est assurée
par les méthionine sulfoxyde réductases
(Msr), des enzymes conservées chez
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Figure 1. Réparation des méthionines oxydées par le systéme Msr. Les formes réactives de 'oxygéne (FRO) transforment les résidus méthionine

(Met) en méthionine sulfoxyde (MetS0). A. Dans le périplasme, le systéme MsrPQ réduit les MetSO sans diastéréospécificité. Dans le cytoplasme,

MsrA et BisC réduisent respectivement les MetSO protéiques et libres sous forme S tandis que MsrB et MsrC réduisent les formes R. B. €n I’absence

de génes codant les enzymes Msr, les Met oxydées ne sont pas réparées. Q : quinones ; e- : électrons.

tous les organismes vivants. Leur rdle
apparalt donc primordial pour la cel-
lule puisqu’elles assurent une fonction
antioxydante en réparant les protéines
oxydées. D’apres I’axiome de Jacques
Monod, ce qui est vrai pour la bactérie
est vrai pour I’éléphant. U'étude du sys-
teme Msr procaryote représente donc
une étape clé dans la caractérisation
des mécanismes de défense contre le
stress oxydant et ouvre de nombreuses
perspectives quant a la compréhension
de ces mécanismes chez "lhomme.

Escherichia coli, un organisme modéle
pour I’étude des Msr

Escherichia coli est la bactérie la
plus utilisée dans les laboratoires de
recherche : sa croissance est rapide,
son génome a été séquencé et les mani-
pulations génétiques y sont simples et
maitrisées. Le systeme Msr d’€. coli a
ainsi fait 'objet de nombreux travaux
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de recherche qui ont permis identi-
fication d’enzymes impliquées dans la
réparation des protéines oxydées. A ce
jour, cing enzymes dotées d’une fonction
Msr ont été caractérisées. Dans le cyto-
plasme, deux d’entre elles agissent sur
les MetSO libres (MsrC et BisC) et deux
autres sur les résidus MetSO présents
au sein des protéines (MsrA et MsrB).
Chez les bactéries a Gram négatif, une
Msr supplémentaire est localisée dans le
périplasme : MstP (Figure 1).

Les Msr cytoplasmiques, des

procaryotes aux eucaryotes

MsrA fut la premiere enzyme Msr iden-
tifiée par les travaux de Nathan Brot en
1981 [1]. Depuis, des études ont permis
de mieux caractériser sa structure et
son mécanisme d’action [2]. Lors de
la réparation d’une MetSO, le site actif
de 'enzyme est oxydé, puis réduit par
une enzyme, la thiorédoxine. €n 2001,

I’équipe de Frédéric Barras, au Labora-
toire de Chimie bactérienne a Marseille, a
identifié chez €. coli une nouvelle enzyme
possédant une activité Msr nommée MsrB
[3]. Cette étude a démontré que I’action
de MsrA n’était pas suffisante pour répa-
rer la totalité des méthionines oxydées
des protéines et que les enzymes MsrA
et MsrB avaient des effets complémen-
taires. U'oxydation des Met en MetSO
aboutit a la formation stochastique de
deux diastéréoisoméres R et S via le
positionnement asymétrique de I'atome
de soufre. Ainsi, la réparation de tous les
résidus MetSO implique la prise en charge
individuelle de chacune des deux formes.
MsrA n’agissant que sur les formes S, la
présence de MsrB est donc indispensable
au processus complet, permettant ainsi
de réparer également les formes R [3]
(Figure 1). €n 2004, I’équipe marseillaise
a démontré, chez €. coli, que la protéine
Ffh (fifty-four homolog), conservée dans
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Entretien avec Benjamin Ezraty mené par les auteurs de la Nouvelle

Benjamin Ezraty est chargé de recherche au
CNRS. Il a contribué a la découverte de plu-
sieurs enzymes importantes pour la réparation
des méthionines oxydées. Il a également étudié
Iimplication de la teneur en fer dans la résis-
tance aux antibiotiques, travail pour lequel il
a recu le prix AXA de "académie des sciences
en 2014. Il dirige désormais une équipe de huit
personnes au Laboratoire de Chimie bactérienne (LCB) a Marseille,
qui s’intéresse aux systémes de réparation des protéines oxydées.

Qu’est-ce qui vous a amené a travailler sur les Msr, les enzymes
impliquées dans la réparation des méthionines oxydées ?
Benjamin Ezraty : C’est au cours d’un stage effectué lors de ma
deuxieme année de master que j’ai été confronté pour la premiére
fois a ces enzymes. A partir d’un crible génétique, MsrA a été
identifiée comme étant un facteur de virulence de la bactérie
phytopathogene Erwinia chrysanthemi. Des lors, les Msr ont été
étudiées au sein du LCB et j’ai choisi de prolonger mes recherches
sur ce sujet lors de ma these.

Quelles sont les plus grandes avancées de votre carriere sur le
projet Msr ?

BE : Sans conteste, il s’agit de la découverte de MsrB chez la bac-
térie modele Escherichia coli. Lors de ma these, je me suis inté-
ressé a une protéine de fonction inconnue fusionnée a MsrA chez
certains organismes. €n caractérisant son activité biologique,
j’ai découvert qu’elle était complémentaire a celle de MsrA et que
leurs actions conjointes permettaient de réparer une protéine
oxydée dans sa totalité. Depuis, cette découverte a été pro-
longée puisque ces Msr ont été caractérisées chez tous les étres
vivants, y compris chez I’lhomme. D’autres questionnements ont
alors rapidement vu le jour : pourquoi ce systeme de réparation
est-il présent ? Quelles sont les protéines réparées par les Msr ?
Sont-elles toutes réparées ? L’identification du systeme SRP
(particule de reconnaissance du signal) comme substrat des Msr
fut également une belle découverte a mes yeux puisqu’il s’agit
d’un systeme essentiel et ubiquitaire impliqué dans I’adressage
et la translocation des protéines. Enfin, la troisieme découverte
qui me tient a ceeur est Iidentification de MsrP qui est périplas-
mique et uniquement présente chez les bactéries a Gram négatif.
II's’agit d’une belle avancée dans le domaine de la microbiologie,
qui s’est soldée par une jolie publication.

Comment avez-vous vécu votre passage de chercheur a chef
d’équipe ? Quels changements cela a-t-il impliqué pour vous ?
BE : J’aime prendre des responsabilités et étre a I’initiative de
projets. Avant d’étre chef d’équipe, j’avais la responsabilité de
projets scientifiques que je portais au sein d’un groupe dont
je n’étais pas responsable. Désormais, 'aspect « ressources
humaines » est plus présent : il faut gérer les budgets, les taches
administratives et essayer de faire travailler les uns avec les
autres afin de faire avancer I'équipe. Etre chef d’équipe, c’est
aussi savoir gérer ce qui nous préoccupe le plus : "avenir de nos
étudiants. Par exemple, il faut accompagner les doctorants au
bout de leur these — avec si possible de belles publications — pour

qu’ils puissent valoriser cette expérience et trouver un emploi. De
nos jours, ce n'est pas évident. Il faut donc faire au mieux pour
que tous les membres de I’équipe puissent tirer leur épingle du
jeu. Il'y a aussi une pression pour la pérennité de I’équipe et les
sujets d’étude : C’est quelque chose qui me tient & cceur. £tre chef
d’équipe, c’est une aventure qu’il faut vivre pleinement. Il y a des
moments plus durs que d’autres, mais il faut avoir la « niaque ».
Je pense que la clé de la réussite, c’est de ne rien Idcher, tel un
sportif de haut niveau !

Quels sont vos projets pour [’avenir ?

BE : Plusieurs étapes importantes attendent mon équipe. D’abord
la concrétisation d’études qui ont été initiées il y a plusieurs
années, avec I'objectif de les publier dans des journaux impor-
tants. Ensuite, deux théses vont bientdt arriver a leur terme et il
faut que leur contenu soit de bon niveau pour que les étudiantes
puissent publier leurs travaux. Enfin, il y a les demandes de nou-
veaux financements, car certains de mes contrats approchent
de leur fin et il est important de renouveler les apports d’argent.
’organisation de congres, c’est aussi quelque chose que je fais
beaucoup. Au CNRS, je suis responsable — avec Mireille Ansaldi —
de I’Ecole thématique de microbiologie, organisée tous les quatre
ans. Il'y a également le congres « Microbiology at a glance » qui
repose sur un format original en donnant la parole aux étudiants
en fin de these. Mon objectif est de pérenniser cet évenement
afin que notre unité soit reconnue a Iéchelle internationale.
€videmment, plusieurs éditions seront nécessaires pour cela,
méme si I’on commence a avoir une certaine renommée.

Que pensez-vous de la situation actuelle concernant la recherche
scientifique en France ?

BE : On évolue dans une société ou I’on se tourne de plus en plus
vers soi-méme et ol I’'on manque de vision collective. Certains ne
voient pas Iintérét de la recherche car ils ne réfléchissent pas sur
le long-terme. Je pense que la recherche scientifique souffre de
cette vision. Les politiques ont besoin de résultats a court terme.
C’est compliqué et les chercheurs tentent d’intégrer cette com-
plexité a leur mode de fonctionnement. Comparé a certains pays,
plusieurs regrettent les faibles moyens alloués a la recherche. Je
ne peux pas dire que c’est faux mais je pense qu’il n’y a pas que
ca. Il faut aussi que notre communauté fasse des efforts pour
communiquer vers le grand public afin de montrer ce que I’on fait
au quotidien.

Quels sont pour vous les points forts et les points faibles de la
France en matiére de recherche scientifique ?

BE : Nous manquons d’argent, de moyens, de visibilité et peut-
étre méme de technologies de pointe. Mais I"aspect positif, c’est
que les doctorants que I’on forme en France trouvent facilement
du travail a "étranger et que les laboratoires sont généralement
ravis de les recevoir. Nos étudiants sont bien formés et c’est une
fierté pour la recherche francaise. Il faut maintenant faire en
sorte que ces étudiants, partis a I’étranger, puissent revenir en
France pour s’y établir. Apres, il y a de trés bons laboratoires en
France comme a I’étranger.

Un mot pour la fin ?

BE : Je vis donc je rouille. Mais bon, j’ai des systemes de défense.
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tous les regnes du vivant, était un subs-
trat des Msr in vivo. Cette protéine, liée
a un ARN 4,55, forme la particule de
reconnaissance du signal (SRP) impli-
quée dans I'adressage des protéines aux
membranes. Les auteurs ont montré in
vitro que I'oxydation de Ffh entrainait
une perte de liaison a ’ARN 4,5S. €n
ajoutant MsrA et MsrB, ils ont pu res-
taurer la capacité de Ffh a lier PARN en
réduisant les MetSO de la protéine oxy-
dée en Met [4]. Ils ont ensuite démontré
in vivo que 'adressage de la protéine
Ffh a la membrane interne n’était pas
possible dans une souche dépourvue des
génes msrA et msrB. La complémenta-
tion d’un des deux génes est néanmoins
suffisante pour restaurer I’adressage de
la protéine, suggérant qu’une répara-
tion partielle des méthionines oxydées
est suffisante pour rétablir "activité
de Ffh [4]. Dans cette étude, il a donc
été montré pour la premiére fois que la
protéine Ffh pouvait étre inactivée par
les FRO et réparée par le systeme MsrA/B,
soulignant ainsi 'importance de ce der-
nier chez les procaryotes [4]. Ffh étant
ubiquitaire, cela suggére que le systeme
Msr pourrait jouer un réle important chez
les eucaryotes. Dans différents travaux,
il a été rapporté que des souris dont le
gene msrA avait été inactivé étaient
plus vulnérables au stress oxydant [5] et
présentaient des phénotypes similaires
a ceux observés dans des pathologies
neurodégénératives, comme la maladie
d’Alzheimer [6]. Paradoxalement, une
étude publiée par Lo Lai et ses colla-
borateurs en 2019, démontre que des
souris dépourvues de la totalité des
génes codant les Msr résistaient mieux
au stress oxydant que des souris sau-
vages [7]. Ce résultat paradoxal reste,
a ce jour, inexpliqué. L'absence totale
d’activité Msr chez ces souris suggere
qu'un autre mécanisme de lutte contre
le stress oxydant pourrait exister chez
ces organismes, se substituant au sys-
téme Msr lorsque celui-ci ne fonctionne
pas. Etonnament, il semblerait que cette
«voie alternative » soit plus efficace
que le systeme Msr lui-méme.
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Msr périplasmique, une nouvelle cible
thérapeutique ?

Le périplasme des bactéries est le pre-
mier compartiment cellulaire a étre tou-
ché par les FRO exogénes qui peuvent
provenir de différentes sources. Les
pathogenes intracellulaires sont en
effet soumis aux FRO qui sont géné-
rées par le systeme immunitaire lors
de Pinfection. Les bactéries présentes
dans Ienvironnement sont quant a elles
exposées a d’autres sources d’agents
oxydants, telles que les métaux lourds
ou Ieau de javel (HOCI). Chez les bacté-
ries a Gram négatif, il existe un systeme
qui permet de maintenir I’homéostasie
des protéines dans le compartiment
périplasmique. Découvert en 2015 chez
€. coli, il se compose de deux protéines
codées au sein du méme opéron, MsrP,
une molybdo-enzyme (enzyme néces-
sitant le molybdéne comme co-facteur
pour son activité biologique) et Msr(Q,
une protéine de membrane interne [8].
Le rdle de cette derniére est de régéné-
rer MsrP en lui transférant des électrons
issus des quinones de la chaine respira-
toire. Le systeme MsrPQ se distingue des
autres par sa localisation périplasmique
et sa régénération thiorédoxine-indé-
pendante. Il s’affranchit également de
la diastéréospécificité en s’attaquant
simultanément aux MetSO sous forme
R et S. Chez certains pathogénes tels
que Campilobacter jejuni, MsrP semble
étre impliquée dans la virulence [9],
en permettant a la souche de lutter
contre les FRO générées par les défenses
immunitaires. Au vu de ses caractéris-
tiques, considérer MsrPQ comme une
potentielle cible thérapeutique est envi-
sageable [10] (=),
I’avantage étant sa

(=») Voir la Nouvelle
de B. Ezraty et F. Bar-
ras, m/s n° 6-7, juin-

localisation péri-
juillet 2016, page 542

plasmique et sa
présence exclusive chez les bactéries a
Gram négatif. Cependant, I'inactivation
de MsrPQ pourrait étre insuffisante du
fait de la présence des enzymes Msr
cytoplasmiques. Ainsi, il serait intéres-
sant d’étudier I'effet de la délétion de

tous les systemes Msr sur la virulence de

certaines souches pathogeénes. La mise
en place d’un procédé thérapeutique
s’avere néanmoins complexe du fait de
la multitude des cibles a atteindre. ¢
Bacteria, model organisms to investi-
gate the repair mechanisms of oxidized
proteins

LIENS D’INTERET
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concernant les données publiées dans cet article.
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