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Les ions metalliques: pelerinages cellulaires
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Maturation des meétalloprotéines:
La question de I'adressage des ions métalliques
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Traffic intracellulaire des ions metalliques:
Des maladies génétiques au concept de  métallochaperones

Maladies de Menkes et Wilson : maladies génétiques associees
a des perturbations de I'homéostasie du cuivre

Homéostasie : tendance des organismes vivants a maintenir
constants leurs parametres biologiques face aux modifications
du milieu extérieur.

Géenes mutés: ATP7A et ATP7B

Protéines correspondantes: ATPases membranaires

de transport du cuivre

Facilitent I'entrée du Cu dans l'appareil de Golgi (ou

sont synthétisées et maturées les protéines a Cu) et
I'excretion du Cu au niveau de la membrane plasmatique




Maladie de Menkes
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——> Accumulation du Cu dans l'intestin
—=> Deéficience en Cu des enzymes a Cu
—=> Neurodégenération, convulsions
Cheveux anormaux
Hypothermie
DJ Thiele Nature Chem Biol (2008) 4 176 Désordres du tissu conjonctif

H Kodama Metallomics (2009) 1 42 Mort (vers 3 ans)

=> Traitement: Cu-histidine



Enzymes a Cu

Table 3 Decreased enzyme activities and symptoms in Menkes

disease

Cuproenzymes Symptoms
Cytochrome C oxidase Hypothermia

(in mitochondria) Brain damage
Tyrosinase (in cytsol) Hypopigmentation
Sulfhydryl oxidase Hair abnormalities
Dopamine-f-hydroxidase Hypotension

(secretary enzyme)
Lysyl oxidase (secretary
enzyme)

Arterial abnormalities
Bladder diverticulum
Loose skin and joints
Osteoporosis (Wormian
bones, fractures)




Table 1 Examples of Cu binding and Cu homeostasis proteins

De DJ Thiele et coll Nature Chem Biol (2008) 4 176

Protein

Function

Amyloid precursor protein (APP)

Atox 1

ATP7A
ATF7B

Carbon monoxide dehydrogenase to acetyl-CoA
synthase

Ceruloplasmin

Coagulation factors V and VIl

CC5
CopZ
Cox17
Ctrl

Cu/Zn SOD (SOD1)
Cytochrome ¢ oxidase
Dopamine f-hydroxylase (DBH)
Ethylene receptor (ﬁm
Hemocyanin

Hephaestin

Glucose oxidase

Laccase

Lysyl oxidase

Metallothionein

Peptidylglycine-oi-amidating mono-oxygenase (PAM)

Frion protein (PrP)
Steap proteins/Frel/Fre2

Tyrosinase

XIAP

Protein involved in neuronal development and potentially Cu metabolism; cleavage leads to generation of
AP peptide that aggregates in senile plaque associated with Alzheimer's disease

Metallochaperone that delivers Cu to ATP7A and ATP7B Cul* transporters
Cul+-transporting P-type ATPase expressed in all tissues except liver
Cul+-transporting P-type ATPase expressed primarily in the liver

Moorella thermoacetica bifunctional enzyme; reduces CO, to CO with subsequent
assembly of acetyl-CoA

Serum ferroxidase that functions in Fe3* loading onto transferrin

Homologous pro-coagulants present on the surface of platelets, where they nucleate the assembly of
multiprotein proteclytic complexes involved in blood coagulation

Metallochaperone that delivers Cu to Cu/Zn SOD

Archaeoglobus fulgidus [2Fe-2S1 and ZnZ+-containing Cu chaperone

Metallochaperone that transfers Cu to Scol and Cox11 for cytochrome oxidase Cu loading in mitochondria
High-affinity Cul+ transporter involved in cellular Cu uptake

Antioxidant enzyme, catalyzes the disproportionation of superoxide to hydrogen peroxide and dioxygen
Terminal enzyme in the mitochondrial respiratory chain, catalyzes the reduction of dioxygen to water
Oxygenase, converts dopamine to norepinephrine

Member of a plant receptor family that uses a Cu cofactor for ethylene binding and signaling

Oxygen transport protein found in the hemolymph of many invertebrates such as arthropods and molluscs
Transmembrane multi-Cu ferroxidase; involved in iron efflux from enterocytes and macrophages

Pentose phosphate pathway oxidoreductase that catalyzes the oxidation of b-glucose into p-glucono-1,
5-lactone and hydrogen peroxide

Phenol exidase involved in melanin production

Catalyzes formation of aldehydes from lysine in collagen and elastin precursors for connective tissue
maturation

Cysteine-rich small-maolecular-weight metal-binding and detoxification protein

Catalyzes conversion of peptidylglycine substrates into o-amidated products; neuropeptide maturation
Protein whose function is unclear but hinds Cu via the MN-terminal octapeptide repeats

Family of metalloreductases involved in Fe3+ and Cu?* reduction

Monophenol mono-oxygenase; melanin synthesis

Inhikitor of apoptosis through binding and catalytic inhibition of several caspases



Hepatocyte

Maladie de Wilson

Cu/Zn SOD
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Déficicience de I'excrétion de Cu dans la bile

Déficience dans l'incorporation de Cu dans la céruloplasmine
Accumulation de Cu dans le foie et le cerveau

Toxicité hépatique (cirrhose)

Dégénération neuronale

Traitement par chélation du fer:
Penicillamine, tétrathiomolybdate [MoS,]*



Traffic intracellulaire des ions métalliques:
Des maladies génétiques au concept de  métallochaperones

Métallochaperones ont pour fonction de protéger et guider ? P el
les ions métalliques a travers le cytoplasme jusgu’a leurs e
cibles protéiques auxquelles elles delivrent leurs ions =0 E] |
LeVUI'e ' COOH
(homme ) ° ° . Modeéle Ctrl
Ctrt/3 Fet4/Smf1 PM
Cytosol b o

-Cu(l) pénétre (perméases)
= by G
S P
v T~ -Cu(l) passe de Atx1 a CCC2
Metal detoxification ‘ -CU(l) passe de CcCC2 é. Fet3
Resistance to O,

Sod1

ATP7A(B)

IMS High affinity
iron transport

non-fermentable

Mitochondria  carbon source Matrix M OM trans-Golgi



Pourquoi des meétallochaperones ?

—

Cu,, : 4. 105 atomes/cellule; 100 uM (v=10-141) ° s

Cu-G5H + BCS

SOD: 60000 molécules/cellule (50000 actives) cryecs —

—

Cu-yCCS + BCS

200 400 600 800

Ka= 4. 10%5 ML ;
SOD + Cu?t — Cu2+-SOD S0D Activity (U/mg)

Strain Copper Tatal 5001 yCC5 Active 50D1
(atoms per cell) (monomers per cell) (menomers per cell) {monomers per cell)
SY1699 [WT) 3.9 (+0.2) % 10 6.0(*+2.0) % 10* 1.0(+0.2) = 104 5.0(+3.0) x 104
VC107 (sodT4) 3.0(*+03) = 10° Mull 1.0({*0.3) = 104 Mull
Y2950 (lysTA) 2.3(+0.3) % 10° 5.0(+2.0) * 104 Mull =2 % 10
V279 (sodTA lysTA) MDD Mull Mull T
[Cu2t]= 1018 M Cu cellulaire
(< 1 atome par cellule) Complexé (métallothionéine ?)

CCS-Cu?* + J <+ CCS+ Cy

CCS-Cu2?* + SOD ™= CCS + SODCuz?*

TV O’Halloran Science (1999) 284 805




Chimie de coordination du CUIVRE

Cu?+ (d9) Cu* (d*)
Acide dur-mou Acide mou
Coordinations 4, 5, 6 Coordinations 2, 3, 4
4. plan carré 4: tétraedre
5: pyramide base carrée
S: Cys, Met
S: Cys, Met N: His
N: His
O: Asp/Glu Cys Met
- Cysteinate/charge - - Pas de charge
\s (polaire) (hydrophobe)
| - Liaisons fortes - Liaisons faibles
Cut et courtes et longues
s~ g - Sensible a 'oxydation - resiste & I'oxydation



Exemple 1: Atox1 et ATP7A()B

La chaperone et la cible ont les mémes
repliements !! BaBpaf

La chaperone et la cible ont les mémes
sites de complexation du Cu !!

MXCXXC

TV O’Halloran Ann Rev Biochem 2001 70 677
| Bertini J. Biol. Chem. (2001) 276 8415

A.C. Rosenzweig NBC (2000) 7 766

Acc. Chem. Res. (2001) 34 119
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il | |

Figure 6 Structure-based alignments of Atx1, human Atx1 (Hah1), Menkes domain 4, and Ccc2a. Structural elements are represented with loop
(black), helix (magenta), and S-sheet (cyan) for metallochaperones (top) and copper-transporting domains (bottom). Residues are numbered.
Conserved hydrophobic residues (green), conserved lysine of the metallochaperones (purple), metal-binding cysteines (yellow), and threonine
17 (orange with green outline) of Cec2a denote hydrophobic contact of Cy with Met. Brackets connect conserved hydrophobic residues adjacent
to Met of metal-binding motif.



Différentes Structures de

- Atx1 (Atox1/Hahl) /A -

- Menkes 4 )\ »\
A.C. Rosenzweig NBC (2000) 7 766
Acc. Chem. Res. (2001) 34 119 Atx1

Ci12A C12B
TV O’Halloran Ann Rev Biochem 2001 70 677
| Bertini J. Biol. Chem. (2001) 276 8415

DJ Thiele J. Biol. Chem. (2009) 284 717
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J. Gitschier et al Nature Str Biol (1998) 5 47




Mécanisme de transfert du Cuivre




Exemple 2: CCS et SOD

Cec2

Zn Cu
/'active SOD1




Exemple 2: CCS et SOD
Structure de CCS

| —> Lachaperone CCS possede un domaine |
A.C. Rosenzweig . . .
Acc. Chem. Res. (2001) 34 119 Atx1-like (Nter), un domaine Il SOD-like (C-ter)
Nature Struct Biol (1999) 6 724 et un domaine lll flexible (et absolument essentiel)!!!
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His 16

Electrostatic channel loop
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Complexes protéiques et Tranfert du Cuivre intermolé culaires

Interaction domain 11-SOD

Complexe SOD/CCS Similaire a I'interface domaine Il-domaine Il dans C ~ CS
Similaire a I'interface monomére-monomeére dans SOD

' Domain i ) “-}\Aﬂ'\
‘k Domain I P N
Wa 4 [ r I <

& SOD-like . C.)-
\'f&_; ( ) N rug%
o _;_'5:,
SR\ o7
‘ .
A.C. Rosenzweig Nature Str Biol (2001) 8 751 ’{,‘\L
Acc. Chem. Res. (2001) 34 119 i e \v
Co



Complexes protéiques et Tranfert du Cuivre intermolé  culaires

Changement conformationnel du domaine |

ji\s
: ‘“-7)
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y.

[

CCS dans
complexe




Transport du Cuivre chez les bactéries (E. coli)

Une coordination
nouvelle: Met

Pour le traffic de Cu
dans un milieu oxydant

Inner Membrane

&
Cytuniasmcuea/ Cui_ —
~ j'i CusBJCush -~
hy [cueo]  [cusc] | CusF] CusBlcusa]

~
~

-_

T O’Halloran Science 2003 300 931
Nature Chem Biol 2008 4 148

|
.
.'r -




Transport et régulation du Cu:
Chimie de coordination

T O’Halloran
Nature Chem Biol 2008 4 148
Nature Chem Biol 2008 4 1034

7 DFﬁ 885
CopC

CopC CusF

b

Detail, mitochondrion

Prokaryotic cell

CopZ
CueR

CsoR

Atx1, Hah1
Ccc2, Mnk, Wnd
Cox17

CusF
(périplasme)

Rebecca Henretta



Pourquoi un tel contréle intracellulaire du Cuivre ?
(chaperones + [Cu "] ~ 0)

——> Eviter les réactions rédox du « Cu libre »
Cu* + H,0, —» Cu?* + OH°+ OH-

——> Maturer sélectivement les protéines a Cu

——> Eviter l'incorporation de Cu dans les autres sites métalliques

Nature (2008) 455 1138

Irving-Williams serie: Mn  2*<Fe?*<Ni?*<Cu?*>Zn?*

« Comment une cellule peut-elle contenir des
protéines a Fe, Mn, Ni, Zn en présence de Cu ? »



Protéine a Cu

/ prédominante: CucA
Cyanobactéries =———> Protéines périplasmiques analysées par

-Chromatographie a 2 dimensions

-ICP-MS (analyse de métaux) Protéine 4 Mn

-SDS-PAGE prédominante: MncA

Cu?*
Moyennant que Cu n’interfére
pas pendant
la maturation de la protéine a Mn CucA
celle-ci peut étre exposée a Cu
car le site & Mn est protége dans
la protéine une fois maturée
MncA

Les sites métalliques sont similaires
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Repliement de Mn 2*-MncA en présence Cu?* remplace facilement Mn  2* Mn?* dans Mn 2*-MncA
d’exceés croissant de Mn 2* dans Mn 2*-CucA est enfoui

mais pas dans Mn 2*-MncA



N-terminal paptide signal

MRcA MVNSVIGWLRRRFLLVGSVLLITFLGIFTPTIAQSE == Tat
CucA MLLEVELWGIGLVLTLTLGTI LFLONFSVARETEIH === Sec

Solution au probleme
de la compétition métallique:
Acquisition des ions
dans différents compartiments

CucA est maturée
dans le périplasme

fif

R

MncA est maturée
dans le cytoplasme

[Cu™]~0

i e - Cu lié (protéines et métallochaperons )

\ ZA Folding

) 8V Nascent
3 : MncA

=

Cytoplasm



Irving-Williams serie: Mn  2*<Fe?*<Ni?*<Cu?*>Zn?*

Et le Zinc ??

Zn cytosolique lié aux protéines [Zn] ~ O

Métallochaperones a Zn ???

Et le Fer ??



