                                                 SUMMARY

All living cells actively control their intracellular redox homeostasis with multiple distinct electron transfer pathways. These pathways transfer electrons from the NADPH pool in the cell to numerous enzymes and maintain the cell in a reduced state. The thioredoxin and the glutaredoxin/glutathione pathway are by far the most well studied examples of these pathways. Whereas the thioredoxin pathway seems to be ubiquitous, the glutaredoxin/glutathione pathway is restricted to eukaryotes and Gram-negative bacteria. Other groups of bacteria have evolved alternatives for glutathione. For instance, the Actinomycetes Corynebacterium glutamicum and Mycobacterium tuberculosis produce the pseudo-saccharide mycothiol. Corynebacterium glutamicum is extensive used in industry, as producer of amino acids, and Mycobacterium tuberculosis is an important human pathogen. Furthermore, both organisms experience oxidative stress during industrial fermentation or pathogenesis, respectively. A detailed understanding of their electron transfer pathways would enable us to improve or hamper their defense against the harmful effect of oxidative stress.

In the first part of this thesis, we determined the mycothiol content of C. glutamicum and M. smegmatis. Mycothiol is present at millimolar concentrations in M. smegmatis (i.e. 6 mM) and is the major low molecular weight thiol in this species. The mycothiol content in C. glutamicum is only one tenth of the mycothiol content in M. smegmatis, and here Coenzyme A is the major low molecular weight thiol. Further, we determined a pKa value of 8.75 for mycothiol, indicating that it is present as unreactive protonated thiol at physiological pH.

In the second part, we uncovered mycoredoxin-1 as the missing link in the mycothiol electron transfer pathway. In this pathway, mycoredoxin-1 functions as a glutaredoxin analog. It is a 10 kDa, heat stable, reductase with a thioredoxin structural fold and a CXXC active site motif. We show that the mycoredoxin-1/mycothiol electron transfer pathway shuffles electrons to alkyl hydroxyperoxide reductase E (AhpE), an important peroxidase in M. tuberculosis. Furthermore, mycoredoxin-1 also reduces S-mycothiolated proteins that are formed as a reversible protective modification in cells exposed to oxidative stress. Mycoredoxin-1 reduces these S-mycothiolated proteins using a mechanism for which only the N-terminal cysteine of the CXXC active site motif (Cys14) is required. This cysteine of mycoredoxin-1 is deprotonated at physiological pH and acts as the nucleophilic cysteine in the first step of the reaction mechanism. Moreover, using NMR and mass specttrum analysis, we identified S-mycothiolation of this cysteine as an intermediate in the catalytic cycle. A second molecule of mycothiol reduces the mixed disulfide between mycoredoxin-1 and mycothiol yielding mycothiol disulfide, which is reduced by the flavoenzyme mycothiol disulfide reductase at the expense of NADPH. 

Another electron transfer pathway of interest in Actinomycetes is the reduction of the Class Ib ribonucleotide reductase NrdEF by NrdH-redoxin. NrdH-redoxins have a thioredoxin structural fold and a CXXC active site motif. Noteworthy, they are present as a mixture of monomer and dimers in buffer solutions with a low ionic strength. Furthermore, NrdH-redoxin is exclusively reduced by thioredoxin reductase with a specificity constant of 4.8 x 105 M-1 min-1. Similar to mycoredoxin-1, the N-terminal cysteine (Cys11in NrdH-redoxin) is deprotonated at physiological pH. The relatively low pKa of this cysteine is conferred by three hydrogen bonds and a positively charged residue (i.e. a Lys) located N-terminal of the active site.

In conclusion, both the mycoredoxin-1/mycothiol and the NrdH-redoxin/thioredoxin reductase electron transfer pathways play a central role as electron relays in the redox regulation of the Actinomycetes C. glutamicum and M. tuberculosis. This thesis provides a detailed framework of these two pathways and opens new directions for future research in the Redox Biology group.







     SAMENVATTING

Alle levende cellen houden hun intracellulair redoxniveau op peil via meerdere gescheiden elektrontransportpaden. Deze paden transporteren elektronen van de NADPH-poel in de cel naar talrijke enzymen en houden de cel in een reducerende staat. Het thioredoxine en het glutaredoxine/glutathion-pad zijn de best gekende en de meest bestudeerde elektrontransferpaden. Alle cellen hebben een thioredoxinepad maar het glutaredoxine/glutathion is enkel aanwezig in eukaryoten en Gram-negatieve bacteriën. Sommige bacteriëngroepen, zoals de Actinomyceten, bezitten geen glutathion en maken gebruik van een alternatief pad. Corynebacterium glutamicum en Mycobacterium tuberculosis bijvoorbeeld hebben een electronentransferpad dat gebruik maakt van het pseudo-suiker mycothiol. Corynebacterium glutamicum wordt intensief gebruikt in de industrie voor aminozuurproductie en Mycobacterium tuberculosis is welbekend als de tuberculose ziekteverwekker. Bovendien ondervinden beide bacteriën oxidatieve stress tijdens respectievelijk het industriële fermentatie proces en de pathogenese. Gedetailleerde kennis van de gebruikte elektrontransferpaden tijdens de verdediging tegen oxidatieve stress zal ons toelaten om gepast in te grijpen.
In het eerste deel van deze thesis beschrijf ik hoe we de hoeveelheid mycothiol in C. glutamicum en M. smegmatis hebben bepaald. Mycothiol is aanwezig in millimolaire concentraties in M. smegmatis cellen (6 mM) en is hier het voornaamste laag-moleculair-gewicht thiol. In C. glutamicum is Coenzyme A het voornaamste laag moleculair gewicht thiol en de hoeveelheid mycothiol is hier slechts één tiende van die in M. smegmatis. Verder bepaalden we dat de pKa van mycothiol 8.75 is, wat impliceert dat mycothiol voornamelijk als niet-reactief geprotoneerde thiol aanwezig is onder fysiologische condities.
In het tweede deel van de thesis gaat de focus naar het enzym mycoredoxine-1. Dit eiwit is een ontbrekende schakel in het mycothiol-elektrontransferpad. In dit elektrontransferpad werkt mycoredoxine-1 op een analoge manier als glutaredoxine. Mycoredoxine-1 is een 10 kDa reductase met een thioredoxine-vouwingspatroon en een een typisch CXXC katatlytisch aminozuurmotief. Zo ontdekte we dat het mycoredoxine-1/mycothiol elektrontransferpad elektronen levert aan alkyl hydroxyperoxide reductase E (AhpE), een belangrijk peroxidase in M. tuberculosis. 
Eiwitten die bescherming nodig hebben tijdens overmatige blootstelling aan oxidatieve stress worden op hun cysteine zwavel gemycothioleerd. Mycoredoxine-1 kan deze mycothiolgroep via een monothiol mechanisme verwijderen door enkel gebruik te maken van de N-terminale cysteine van het CXXC motief (Cys17). Dit N-terminale cysteine is gedeprotoneerd onder fysiologische pH zodat de zwavel een nucleofiele aanval kan uitvoeren tijdens de eerste stap van het reactiemechanisme. Door combinatie van NMR- en massa-spectrometrietechnieken toonden we aan dat de N-terminale cysteine van mycoredoxine-1 gemycothioleerd wordt tijdens de katalytische cyclus. Een tweede mycothiol molecule reduceert de gevormde disulfidebrug tussen mycoredoxine-1 en mycothiol. Hierbij wordt er een symmetrisch mycothiol molecule gevormd waarvan de respectievelijke zwavels een disulfidebrug vormen. Dit molecule wordt gereduceerd door het flavoenzym mycothioldisulfidereductase dat elektronen ontvangt van NADPH.

Een ander elektrontransferpad in Actinomyceten waarnaar onze aandacht ging, is de reductie van de klasse Ib ribonucleotidereductase NrdEF door het enzym NrdH-redoxin. De enzymfamilie van NrdH-redoxinen hebben eenzelfde thioredoxine-vouwingspatroon en het karakteristiek CXXC motief. Opmerkelijk is dat deze enzymen als mengsel van monomeren en dimeren voorkomen in een oplossing met een laag ionisch potentiaal. NrdH-redoxin wordt exclusief gereduceerd door thioredoxine reductase met een specificiteitsconstante van 4.8 x 105 M-1 min-1. Net zoals in mycoredoxine-1 is ook hier de N-terminale cysteine gedeprotoneerd bij fysiologische pH. De relatief lage pKa waarde van dit cysteine wordt bepaald door drie waterstofbruggen en een positief geladen aminozuur (lysine) dat in de sequentie N-terminaal van het CXXC motief is gelokaliseerd.

Zowel het mycoredoxine-1/mycothiol en het NrdH-redoxin/thioredoxine reductase elektrontransferpad spelen een centrale rol bij belangrijke redoxregulatieprocessen in de Actinomyceten C. glutamicum en M. tuberculosis. In deze thesis heb ik beide elektrontransferpaden gedetailleerd bestudeerd. Tijdens deze studie zijn er nieuwe vragen gerezen die om een antwoord vragen en die het toekomstig onderzoek van de Redox Biologie groep mee zullen bepalen.

