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Abréviations
A Angstrom
ADN Acide DésoxyriboNucléique
APS Ammonium PerSulfate
ARN Acide RiboNucléique
ATP Acide TriPhosphate
BET Bromure d’Ethidium
CaCl, Chlorure de Calcium
DMPD DiMéthyl Phénylene Diamine
DO Densité Optique
DTT DiThioThreitol
EDTA Acide Ethylene Diamine TétraAcétique
ENH Electrode Normale a Hydrogene
ESI lonisation par Electrospray
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography
HCI Acide Chloridrique
HPLC Chromatographie Liquide Haute Pression
IPTG IsoPropylB-D-ThioGalactopyranoside
ISC Iron Sulfur Cluster
Kd Constante de dissociation
kDa KiloDalton
LB Luria Bertani
MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
mL MilliLitre
mM MilliMolaire
mV MilliVolt
ML MicroLitre
UM MicroMolaire
NaCl Chlorure de Sodium
NAD Nicotinamide Adénine Dinucléotide

NADPH Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate, forgduite

ng Nanogramme
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NH,CI
NIF
Ni-NTA
nm

pb
PCA
PCR
PLP
RMN
RPE
Rpm
SAM

Abréviations

Chlorure d’'ammonium

Nitrogen Fixation

Nickel- Acide NitiloTriacétique

Nanomeétre

Paire de Bases

Acide PerChlorique

Polymerase Chain Reaction (Réaction de Polynt@san Chaine)
Pyridoxal Phosphate

Résonance Magnétique Nucléaire
Résonance Paramagnétique Electronique
Tours par minute

S-Adénosyl Méthionine

SDS-PAGE Sodium Dodécyl Sulfate polyAcrylamide Gel Electropdsis

SUF
TEMED
TOF
uv

mobilisation of Sulfur

N, N, N’, N’-TétraMéthylEthylene Diamine
Time Of Flight (Temps de vol)

Ultra Violet
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Introduction générale

Les métalloprotéines constituent une grande farddlorotéines qui sont ubiquitaires
chez tous les organismes vivants. L'intérét poutecelasse de protéines s’est accru tres
fortement durant ces dernieres années lorsqu’léadécouvert gu’elles jouaient des roles
importants voire vitaux au sein de la cellule. GQstidgue, par exemple, des métalloprotéines

a Cuivre, a Nickel, a Fer... (Messerschnatdal, 2001)

Métal Métalloprotéine Fonction
Cuivre | Superoxyde dismutasgDismutation du superoxyde
Hémocyanine Transport d’'oxygene
Nickel Hydrogénase Oxydation réversible de I’hydrogéne
Uréase Hydrolyse de l'urée
Manganese Arginase Hydrolyse de I'arginine
Superoxyde DismutageDismutation du superoxyde
Molybdéne| Nitrogénase Réduction de I'azote en ammoniaque
Sulfite réductase Conversion du sulfite en sulfate
Cobalt | Glutamate mutase Conversion du L-glutamate en L-méthylaspartate
Méthionine synthase | Conversion de I’homocystéine en méthionine
Fer Hémoglobine Transport d'oxygene
Ferritine Stockage du fer
Protéines Fer-Soufre | A voir ...

Tableau 1: exemples de métalloprotéines et leur fonctiooeise

Parmi les métalloprotéines a fer se trouvent lesépres a fer héminique (telles que
’hémoglobine ou le cytochrome P450) et non hémieigiont font partie les protéines a
centre fer-soufre. Les protéines fer-soufre ([Fe-&nt sans doute parmi les premiers
catalyseurs que la nature ait utilisés. Il semiileen effet, que les conditions extrémes
régnant dans l'atmosphere primitive aient favorisée chimie du fer et du soufre
(Wéachtershauser, 1990). Paradoxalement, ces eatitésstrales, et fondamentales dans le
monde du vivant, n'ont été découvertes que tardaregmll a fallu attendre les années 1960
pour que les protéines [Fe-S] soient mises en Gualea travers les ferrédoxines, reconnues
alors pour leur implication dans des réactions yiaxréduction (Mortensoet al, 1962).
Depuis, de tres nombreuses protéines [Fe-S] ontliétédtes. En effet, durant ces derniéres
années, la connaissance de ces biomolécules aepségde facon exponentielle grace a la
conjugaison d’études biochimiques, spectroscopigiasistallographiques. Ces études ont
révélé une grande diversité des centres [Fe-Sjvaan de leurs structures ainsi que de leurs

fonctions biologiques. Ainsi, aujourd’hui, beaucodp connaissances sur les propriétés
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physicochimiques et les roles physiologiques desépres [Fe-S] ont été acquises. Un bilan
concernant les structures et fonctions des cefffe§] est présenté dans les quelques pages

qui suivent.
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I- Les différents centres fer-soufre

[-1- Structure atomique des centres fer-soufre

Les centres [Fe-S], présents dans les sites adefs protéines, résultent de
l'assemblage d'atomes de fer dans différents é&i&igydation (fer ferreux Fé ou fer
ferrique F&") et d’ions sulfures dits soufres inorganiques,savechiométrie variable. Ces
agrégats forment une structure plus communémemi@pg cluster » [Fe-S].

lIs sont en général reliés a la protéine par demimgments thiols de cystéine.
Toutefois, des ligands de nature différente peuvetrvenir. En effet, il existe de plus en
plus d’exemples dans lesquels les ligands du clsste des atomes d’azote appartenant a des
histidines ou des arginines (Berkovitehal, 2004; Gurbiekt al, 1991) ou bien des atomes
d’oxygéne fournis par des résidus aspartate, ségingamine ou tyrosine (Breretaet al,
1999; Calzolaket al, 1995; Dobritzsclet al, 2001). Enfin, la coordination des atomes de fer
par des ligands exogénes a pu étre observée.damsld peuvent étre le substrat de I'enzyme
(comme le citrate dans le cas de I'aconitase),afacteur (la S-adénosylméthionine pour les
enzymes de la famille des « Radical-SAM ») ou ema@s molécules d’eau (Laulde al,
1992; Layeret al, 2003).

Différents types de centres [Fe-S] ont été obseatésein des protéines (Beinert,

2000) ; les plus communément rencontrés sont déurapres.

[-1-1-Les centres [1Fe]

Ce type de centre est constitué d'un atome decietral dans une géométrie pseudo-
tétraédrique relié a quatre atomes de soufre deusesystéines de la chaine polypeptidique.
Ainsi, les centres [1Fe] ne correspondent pas prenoent parler & la définition d’'un centre
[Fe-S] puisqu’ils ne posseédent pas de soufre imigg&. On les rattache toutefois a la famille
des protéines [Fe-S] en raison de leur symétrideeieur environnement exclusivement
soufré. Les centres [1Fe] existent dans deux dtakydation, suivant que I'atome de fer est

ferrique (état oxyde€) ou ferreux (état réduit).
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I-1-2- Les centres [2Fe-2S]

Dans ce cas, les deux atomes de fer sont relies) seae géométrie tétraédrique, a
deux soufres inorganiques et a deux autres ligapgartenant a la chaine protéique, le plus
souvent des soufres de cystéine. Quelle que soittlare des ligands, les centres [2Fe-2S]
existent dans deux états rédox. A 'état oxydé&fipFe-23>"), les deux atomes de fer sont
sous forme ferrique (B8. A I'état réduit (notg2Fe-23'"), la charge est localisée sur un des

deux atomes de fer : I'un est sous forme ferrigié"}, 'autre est sous forme ferreuse {fje

[-1-3- Les centres [4Fe-4S]

lIs s’organisent selon une structure cubique datpdlle chague sommet porte
successivement un atome de fer et un atome deesiogiiganique. Ainsi, chacun des quatre
atomes de fer est coordiné a trois atomes de sdaffite et un groupement thiolate de
cystéine appartenant a la chaine polypeptidigues CGentres existent sous trois états
d’'oxydation différents, constituant alors les dezouples rédox suivants : [4Fe-4%] et
[4Fe-4S77%*. Les protéines contenant ce dernier couple squeléps HiPIPs (High Potential
Iron Protein) en raison de la valeur élevée de petientiel d’'oxydoréduction. Enfin, on peut

noter que la plupart des protéines [4Fe-4S] saféés dans I'état [4Fe-4%]

[-1-4- Les centres [3Fe-4S]

Les centres [3Fe-4S] ont été mis en évidence talgsvement. Ils sont la preuve de
I'existence de clusters non stoechiométriquesxistent sous deux états rédox : [3Fetd%]
Bien gue les clusters [3Fe-4S] puissent étre dagposeants intrinséques actifs des protéines,
ils sont le plus souvent le résultat d’'une dégiadabxydative d’un centre [4Fe-4S]. Dans ce
cas, le centre [3Fe-4S] inactif a, en général,alpacité de reformer un centre [4Fe-4S] en
présence de Eé Cette facilité d'interconversion est notammensera contribution dans des

processus de régulation de génes ou chaque foésere des propriétés différentes.
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[1Fe] [2Fe-2S] [4Fe-4S] [3Fe-4S]

Cys-S Cyss
Cys-S Cys-S S-Cys y

Cys-S w

Cys-S CysS Cys-S S-Cys

2+ ) ) . 34— 2+ 3+ . .
E§3+ Fe*'/Fe* -[2Fe-2S]*" gEGSgE 2:’[“;'3 44?]3]” 3Fe’" —[3Fe-4S]'
3 Ee2t 25+ e l2Fe  —l4re 2Fe’'/Fe”" —[3Fe-4S
Fe”/Fe” —[2Fe-29] Fe*"/3Fe?" [4Fe-4S]"" [ r

Potentiels rédox Par rapport & 'ENH, & pH 7,

N -100 a -700 mV - A
+20 a-100 mv -100 a +400 mvV (+50 & 400 mV pour les HiPIPs) 60 a-460 mv

Tableau 2: Les différents centres [Fe-S] et leurs propriétés

I-1-5- Les centres complexes

Certaines protéines possedent des clusters phmotiues » c'est a dire qu'ils
contiennent un nombre d’atomes de soufre et desdperieur a 4 et/ou contiennent des
hétéroatomes tels que le molybdene ou le nickes. ¢amtres métalligues complexes sont
impliqués dans des réactions rédox exceptionndlidivation de substrats trés stables (tels
gue B, CQO,). Les centres [8Fe-7S] et [Mo-7Fe-9S] présentz ¢aaitrogénase en sont des
exemples (Petemt al, 1997; Seefeldet al, 2004).

s \ S'CY S CH,CO,
S-S....
Y/../e F/S S.Cvs e/ ~— /S\ o o
Cys-S / e/ y 0 Al ST / NCH,CH,CO,

S— Fe CyS-S——F€ FE- N~ Fe " Sem=Mo O,

/ s ~S-Cys Ne=¥e ™ e/ Nwnis
\S/ \S
SCys

Figure 1 : structure atomique des centres [8Fe-7S] (Peteas, 1997) et [Mo-7Fe-9S] (Seefeldt al, 2004)
présents dans la nitrogénase

Ainsi, les centres [Fe-S] montrent une grande rdit@® de structure. Mais il est

intéressant de noter que la trés grande majorgérmeines [Fe-S] (environ 90 %) possedent

29



Introduction bibliographique

des centres de tydéFe-43. La raison pour laquelle la nature a favorisé di#lement ce
type de centre reste inconnue.

Il est également intéressant de noter qu'un certeaimbre de protéines [Fe-S]
possédent plusieurs centres [Fe-S]. Le cas le @osmrquable est celui du complexe |
(NADH-ubiquinone oxydoréductase) de la chaine raspire : il contient 8 ou 9 clusters [Fe-
S] qui servent de relais pour permettre la ciréoiatles électrons sur une longue distance
(plus de 100 A) au sein de la protéine (Hinchlifed Sazanov, 2005).

Enfin, il convient de remarquer qu'un grand nombee séquences polypeptidiques
caractéristiques, a partir desquelles la présereagntre [Fe-S] au sein d’une protéine peut
étre prédite, a pu étre mis en évidence. Ainsi ddur protéines [Fe-S] identifiées chigz
coli, plus de 30 motifs ont été observés (Fontecav@g)2@a séquence la plus fréquemment
rencontrée est GIX,CX3C, présente dans les systémes impliqués dans tesfdra
d’électrons. On peut également citer le motif deetfXCX,C caractéristique d’'une famille
d’enzymes, les protéines « Radical-SAM », dontgtailerai la fonction un peu plus loin. Il
existe néanmoins des protéines [Fe-S] dont le rdetitoordination du cluster ne correspond
a aucune séquence consensus connue et répertGaée.rend difficile la prédiction et
I'identification de nouvelles protéines [Fe-S], s@ basant seulement sur leur séguence en
acides aminés et souligne la tres grande flexébde ce type de protéine lors de la sélection

des sites de coordination du cluster.

I-2- ROles biologiques des centres [Fe-S]

Les protéines [Fe-S] sont impliquées dans desegsus biologiques extrémement
variés. En fait, plus de 50 % d’entre elles sontliquées dans des transferts d’électrons. Ce
fut d’ailleurs la premiére fonction démontrée pdes centres [Fe-S]. Cependant, la
découverte et I'étude de nombreuses protéines [Fe{¥ermis de mettre en évidence de
nouvelles fonctions biologiques, telles que la lyga@arédox ou non rédox, la régulation de

géenes ou encore le maintien de la structure prag€iq

I-2-1- Les transferts d’'électrons

Le réle le plus connu des centres [Fe-S] est lesteat d’électrons. Ce fut d'ailleurs la
seule et unique fonction reconnue pour les celfi@sS] pendant de nombreuses années. Les
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réactions de transferts d’électrons sont essesdielans de nombreux processus biologiques
incluant par exemple la photosynthese ou la repir§Johnsoret al, 2005).

Cette fonction est basée sur la capacité des atdmér du cluster a passer d’'un état
réduit (F€") a un état oxydé (B8 et inversement. Ainsi, les clusters [Fe-S] petiven
facilement accepter des électrons et/ou les doangautres entités. lls peuvent servir de
transporteurs d’électrons soit au sein d'une mémetéme (on parle de transfert
intramoléculaire) soit entre deux ou plusieurs graaires protéigues (on parle alors de
transfert intermoléculaire, celui-ci pouvant s’etiger sur une longue distance).

Les protéines impliquées dans des processus r@&aiecnent tout type de centre [Fe-
S] avec néanmoins une préférence pour les cefpiés-23, dont le prototype est la

ferrédoxine.

|-2-2- La catalyse enzymatique

¢ La catalyse non rédox

L’exemple classique pour ce type de fonction estiage I'aconitase du cycle de
Krebs (Switzer, 1989). L'aconitase catalyse detidas d’hydratation/déshydratation via
son centrg4Fe-43 dans lequel un des quatre atomes de fer du clugEwvient en tant
gu’'acide de Lewis : il possede un site de coortnatacant, 'une de ses orbitales pouvant
accepter un doublet électronique ; ainsi, il pertle substrat de la réaction, stabiliser I'état

intermédiaire formé et ainsi catalyser la réactlertransformation de I'isocitrate en citrate.

¢ La catalyse rédox

Les centres impliqués dans ce type de processugegmresentés essentiellement par
les protéines de la super-famille des radical-SApsticulierement étudiées au laboratoire.
Cette famille comprend plusieurs centaines d’enzyoé interviennent dans des processus
biologiques tres variés tels que la synthese damwites, d’antibiotiques ou encore des
réactions sur 'ADN ou les ARN (Sofiet al, 2001). On peut citer la RiboNucléotide
Réductase, qui catalyse la réduction des quatinuitdéotides en désoxyribonucléotides
correspondants (Fontecagtal, 2002) ; la biotine synthase, qui catalyse la ideenétape de

formation de la biotine a partir de la déthiobietifrontecaveet al, 2003) ; la Spore

Photoproduct Lyase, impliquée dans des processtepdeation de '’ADN chez les spores de
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Bacillus (Chandoret al, 2006) ; ou encore la méthylthiotransférase MiaBnmettant des
modifications des ARN de transfert (Piere¢lal, 2004).

Le cluster [4Fe-4S] de ces enzymes est coordinétrpa cystéines, le quatrieme
ligand étant la SAM (S-AdénosylMéthionine).

C62

Figure 2 : Structure obtenue aux rayons X (2,07 A) du aittf ([Fe-S] + SAM) de Hem N, une protéine de la
famille radical-SAM (Layeet al, 2005)

Ces deux cofacteurs (centre [Fe-S] et SAM), comnaunsutes ces enzymes, sont
essentiels pour leur activité ; ils agissent coni@nent pour générer une espece radicalaire.
Plus précisément, le centre [4Fe-4Sjrovoque la réductolyse de la SAM conduisant a la
formation de méthionine et du radical 5’-déoxyadstm (Ado), permettant I'activation des

substrats a transformer.

substrat produit

NH, NH,
</NfN (Fe-Sreq Zan
HN, N N) K ¢ ] P
N
VAN + Méthionine
-00C s 0 *\ CHz o
CH
3 OH OH (Fe-S),, OH OH
SAM Ado®

Figure 3: Equation bilan de la réductolyse de la SAM

D’autres protéines [Fe-S] peuvent étre impliquéassdun processus rédox. C’est le
cas de GcpE, enzyme impliquée dans la biosynthésasdprénoides. Son centre [4Fe-4S]
catalyse la réduction du substrat, le 2-C-méthwrithritol 2,4-cyclodiphosphate, via deux
transferts conseécutifs d’'un électron accompagreanéaction de déshydratation (Seemahn
al., 2005).
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[-2-3- La réqulation de génes

De facon trés intéressante, les centres [Fe-S]qméudtre sensibles aux conditions
intra cellulaires et ainsi jouer un réle clé damsdgulation de certains processus biologiques.
Plusieurs régulateurs ont été décrits : chacurs@ssible a un stimulus particulier et peut
intervenir a deux niveaux : soit au niveau tramqgmnnel, tel que la FNR, IscR ou SoxR, soit

au niveau traductionnel, comme la protéine IRP ¢ee2UCaryotes.

La FNR (Fumarate Nitrate Reduction) est un régulatmntrdlant I'expression de
nombreux genes dans des conditions d’anaérobiosdey(idnd Beinert, 2003). La forme
active, se liant & '’ADN, est un dimére possédamtcantre [4Fe-48] par sous unité. Ces
centres sont nécessaires pour la dimérisation dard&ine et son activité. En présence
d’oxygéne, le centre [4Fe-43]se convertit rapidement en un centre [2FE28ii rend la
protéine inactive, alors incapable de dimérisedestier TADN. Récemment, il a été montré
gue des conditions de croissance aérobies pouvaeaduire a I'obtention de la forme apo de
la FNR. Sous cette forme, la protéine n’est pasetet est sujette a la protéolyse (Mettert and
Kiley, 2005).

Il faut noter que la FNR est également un senseuN@®, celui-ci entrainant une

dégradration du centre [4Fe-4S] de la protéine {amoset al, 2002).

IscR est le répresseur de I'opélisnimpliqué dans la biosynthése des centres [Fe-S]
(Kiley and Beinert, 2003). Il est sensible a I'éfiats clusters [Fe-S] dans la cellule. En effet,
lorsque le pool de centres [Fe-S] dans la cellsteseffisant et que toutes les protéines [Fe-S]
sont actives, IscR est sous forme holo, contenargentre [2Fe-2S]. Sous cette forme, IscR
se lie a 'ADN et bloque sa propre transcriptionsaique celle de I'opéroisc. Dans le cas
inverse (conditions de carence en centres [FelSJR est sous forme apo et déréprime sa
transcription et celle de I'opérasc. Tres récemment, il a été montré que ISCR padicip
également a la régulation de I'opérsaf (Yeo et al, 2006). De fait, IscR intervient dans

I'activation de I'opérorsuf comme cela est détaillé dans le paragraphe 11-4-3
Le facteur de transcription SoxR joue un rdle desear dans le cadre du stress

oxydant (stress superoxyde) et nitrosant (stres3. I$On centre [2Fe-2S] passe de |'état
d’'oxydation +1 a +2 (dans le cas du stress sugde)xou bien se retrouve nitrosylé (dans le
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cas du stress NO) (Kiley and Beinert, 2003). Dagss aonditions, la protéine est capable de
stimuler (par 100) I'expression du facteur de tecaipsion SoxS qui peut alors activer
I'expression de plusieurs enzymes impliquées damédonse au stress oxydant (telles que la

SuperOxyde Dismutase).

La protéine IRP1 (Iron Regulatory Protein 1) estsamseur du fer (Pantopoulos,
2004) mais également du stress oxydant et nitrqgamtopoulos and Hentze, 1995 ; Castro
et al., 1998). Elle existe sous deux formes ayant chacmeeactivité particuliere : lorsque la
protéine possede un centre [Fe-S], de type [4Fg-48¢ a une fonction aconitase alors que
dans des cas de carence en fer, la protéine possedentre de type [3Fe-4S] ou perd
totalement son cofacteur et joue un role de régutatC’est également le cas en présence
d’oxyde nitrique (NO) ou péroxyde d’hydrogene,(4). Dans ces conditions, la structure de
la protéine est modifiée ; la protéine est alorpabdée de lier une région spécifique de
'ARNm, appelée IRE (Iron Reponsible Element) cddamur des protéines impliquées dans
I'utilisation, le stockage et I'export de fer (peette interaction, la protéine IRP réprime par
exemple la traduction de la ferritine, stockantde mais stimule la synthése des récepteurs

de la transferrine, transportant et délivrant k. fe

D’autres protéines ont été proposées comme ayarii@ae régulateur.

La ferrochélatase est une enzyme impliquée davsiéade biosynthese de I'heme. Il a
éte proposé qu’elle soit un senseur de NO via satre [2Fe-2S]. En effet, Dailey et coll. ont
montré que I'activité de la ferrochélatase étaithment inhibée en présence d’oxyde nitrique,
ce dernier provoquant la dégradation du centreJFae la protéine (Selleet al, 1996).

La glutarédoxine 2 est une protéine connue pountrgler I'équilibre rédox
intracellulaire chez les eucaryotes. Elle existassdeux états dans la cellule : une forme
monomérique ayant une activité catalytique et wmené dimérique inactive liant un centre
[2Fe-2S] a linterface, qui bloque le site actif ldeprotéine. Des études cristallographiques
récentes ont montré que ce cluster peut étre iselpbr deux molécules de glutathion. Dans
des conditions de stress oxydant, le dimére esables; la protéine existe majoritairement
sous forme monomeérique, active. Il a été propolgglutarédoxine 2 soit impliquée dans
la réponse au stress oxydant en rétablissant manpg I'état réduit des groupements thiols
ayant subi des dommages oxydatifs (Johanssah 2007).

Derniérement, il a été proposé que la protéineB&soit un senseur d’oxygene et

d’acide nitrique che®l. tuberculosisvia son centre [Fe-S]. De fait, WhiB3 possede emtre
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[4Fe-4S] qui est dégradé en présence d’oxygenbjesunitrosylé en présence de NO (Singh
et al, 2007). Ainsi, WhiB3 est sensible aux modificatode I'état rédox de la cellule et
interviendrait dans la régulation de I'équilibrelo& de la cellule et le maintien de I'état de

latence.

[-2-4- Le r6le structural

Jusqu’a présent, il était admis que certaines jmedé[Fe-S] possedent un cluster
n‘ayant aucune des fonctions citées ci-dessuserghaist simplement a structurer la chaine
polypeptidique, comme cela est déja connu pouoit@ de zinc dans les protéines a doigt de
zinc (Kuwahara and Coleman, 1990). Cette classe pdatéines était représentée
essentiellement par 'endonucléase IIl et MutY, lioqyées toutes deux dans la réparation de
'ADN (Kuo et al, 1992; Porellcet al, 1998). Cependant, des études récentes suggerent q
le cluster [4Fe-4S] de ces enzymes ne serve pdsnsent a contrdler la structure de la
protéine mais soit impliqué dans un processus r@goxettant la détection et la modification
des bases de 'ADN endommagées (Yasiral, 2006). Il semble que le role structural des
centres [Fe-S] soit une fonction physiologique tguide a disparaitre. On peut tout de méme
noter le cas de la glutamine 5-phosphoribosyletbfyosphate amidotransférase, enzyme
impliquée dans la biosynthése des purines, et panteun centre [4Fe-4S] dont le role
structural n’a toujours pas été remis en questibrsemblerait que ce cluster oriente

spécifiguement la protéine pour une catalyse opérf\éollmer et al, 1983).

[-2-5- Le stockage du fer

Des polyferrédoxines ont été mises en evidencez(tds Archées uniquement). Elles
contiennent jusqu’a 12 centres [4Fe-4S] et onfpédposées alors comme jouant un réle de
stockeur de fer (Hedderiat al, 1992).

La description des centres [Fe-S] et de leurs fonstbiologiques souligne nettement
toute l'importance qu’ils représentent dans le neortli vivant. C'est pourquoi, depuis
guelques années, de nombreuses équipes de recldamhde monde entier, s’intéressent a
une problématique en amont, a savoir la biosyntdésecentres [Fe-S]. Notre laboratoire est
un spécialiste dans le domaine en ce qui concermohde bactérien. Cette étude rentre dans

le concept général de la maturation des métallépres en biologie, illustré par le Tableau 3.
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Ce concept, relativement récent, désigne l'acqorsitle transport et I'incorporation d’un
métal (ou centre métallique) au sein d’'une protéibe. Ainsi, dans le cas des protéines [Fe-
S], nous nous attachons a comprendre commentdeseatde fer et de soufre sont mobilisés,
assemblés, puis incorporés au sein de protéindsscdfin de les rendre fonctionnelles.
Comme nous le verrons dans la suite de ce chapédrprocessus implique des machineries
protéigues complexes que nous allons détailleoat dertaines protéines ont fait I'objet de

mon travail de thése.

Centre Métalloprotéine maturée Systeme de
métallique maturation
Cuivre Superoxyde Dismutase Ccs
NO réductase Nos
Oxydase Fet3 Ccc2
Cytochrome oxydase Cox17/Sco
Nickel Hydrogénase (NiFe) Hyp, Hup
Co deshydrogénase Coo
Uréase Ure
Molybdéne | Enzymes Moco Moe, MogA, Moa,
Mob, Nar
Fer-Soufre | Nitrogénase Nif
Non spécifique : protéines a centre [2F&sc, Suf
2S] et [4Fe-4S]
Hydrogénase (Fe) Hyd
Quinolinate synthase Csd

Tableau 3: quelques métalloprotéines et systeme de matuaratipliqué

lI- La biosynthese des centres [Fe-S]

[1-1- Introduction

Aujourd’hui, il est communément admis que les anfFe-S] peuvent étre assemblés
de maniére efficacm vitro dans de nombreuses apoprotéines par reconstitthiamique, a
partir de fer ferreux Fé et d'ions sulfures 5 dans des conditions anaérobies. Cepeniant,
vivo, la biosynthése des centres [Fe-S] ne se prodaispontanément. En effet, les quantités
importantes de Féet § requises pour une reconstitution chimique ne pastcompatibles
avec la toxicité de ces éléments, qui ne sont goésents, sous forme libre, qu’a trés faible

concentration dans la cellule. Ainsi, 'hypothestoa laquelle les atomes de fer et de soufre
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sont assemblés en centre [FewSyivo par des protéines spécifiques a été beaucoupéétudi
durant ces dix derniéres années, et confortée kveatécouverte de plusieurs systémes
protéigues d’assemblage.

Ces systémes protéiques ont comme principalesiémsct

- la mobilisation des atomes de fer et de soufrelales sources de stockage
respectives,

- l'assemblage sous forme de centre [Fe-S],

- le transfert a la protéine cible.

Toutes ces réactions doivent étre parfaitementréiéats de sorte que ni le fer ni le

soufre ne soient libérés durant le processus.

La cellule contient en fait un nombre tres limité « machineries » de biosynthese
pour I'ensemble des différents centres [Fe-S]. @rireuve essentiellement deux chez les
bactéries (ISC et SUF comme cela est décrit danpdges suivantes). A la vue de cette
stratégie hautement économique, on peut s’interregela spécificité de ces systémes. En
clair, par quel mécanisme ces machineries décieleag- d'assembler tel ou tel type de

centre ?

lI-2- Les différentes machineries chez les procaryes

[I-2-1- Historique et description des différenteaahineries

A ce jour, plusieurs systémes de maturation deteimes [Fe-S] chez les bactéries ont

été mis en évidence.

Dean et coll. ont été les pionniers dans ce domameétudiant la maturation de la
nitrogénase chea. vinelandij bactérie fixatrice d’azote (Jacobsehal, 1989; Zhenget al,
1993). Cette équipe a identifié plusieurs genegamisés sous forme d’opéron (appelé par la
suite opéron nif pour NItrogen Fixation), et codant pour des protéines requises
spécifiguement pour 'assemblage du centre [Fee&S]adnitrogénase. Deux d’entres elles,
NifS et NifU sont essentielles a l'activité de ldarogénase. Des expériences de biologie
moléculaire ont montré que l'inactivation des gendSU entrainait une forte diminution
mais pas une totale élimination de l'activité rggoase (Jacobsoet al, 1989). Cette

observation clé suggérait I'existence d’autres geassurant un taux résiduel de nitrogénase
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active et codant donc pour des protéines ayanfatesions similaires a celles des protéines
NifS et NifU. Ceci a conduit a la découverte, e®8,%du systeme ISC (Zherg al, 1998).

L’opéronisc (Iron Sulfur Cluster) est constitué de 8 génesRSUA-hscBA-fdx-yfhJ
La suppression totale du systéme ISC (et en paeida suppression dscS chezE. coli
conduit a un phénotype particulier. On observeftat, @in ralentissement de la croissance des
cellules en milieu riche mais aussi une forte dution de I'activité des enzymes [Fe-S],
activité réduite de plus de 90% par rapport a unelse sauvage (Schwarngz al, 2000;
Takahashi and Tokumoto, 2002; Tokumoto and Takah2681). Cette observation a mis en
evidence le réle prédominant du systeme ISC poordturation des protéines [Fe-S] cliez
coli, qui ne contient pas le systtme NIF. Cependaexistence d'une activité résiduelle
laissait supposer qu’'un systeme alternatif puisservenir dans la biosynthése des centres
[Fe-S] et ainsi prendre le relais du systeme ISE€systeme SUF a ainsi été mis en évidence
(Takahashi and Tokumoto, 2002).

L’opéron suf (mobilization of SUIFur), constitué de 6 génesufABCDSE;, a d’abord
ete identifié chek. coli. Les premiéres expériences semblaient montretagc@ntribution de
'opéron suf dans la biosynthése des centres [Fe-S] était menguisque la suppression des
six genessufABCDSEn’avait que peu d’effet sur I'activité des enzynjEs-S] (Takahashi
and Tokumoto, 2002). En fait, le réle du systémeFSiévient prédominant dans des
conditions de stress oxydant et de carence erNi&ehin et al, 2003; Outteret al, 2004),
comme cela est détaillé par la suite. Ainsi, leesye SUF remplit un rdéle similaire a celui du
systeme ISC, mais intervient dans des conditiorticpfiéres (de stress oxydant et de carence
en fer).

Tres récemment, un troisiemgsteme nommeCSD (Cystéine Sulfinate Desulfinase),

a été découvert cheZ. coli (Loiseauet al, 2005). Ce systéme est extrémement simple
comparé aux systemes ISC et SUF puisqu’il ne sposenque de deux protéines, CsdA et
CsdE. Il est possible qu’il fonctionne grace a tetdbution d’autres protéines appartenant
aux systemes ISC et/ou SUF ou de nature encoranaeo Il a été mis en évidence comme
donneur de soufre spécifique dans la maturatiocediire [4Fe-4S] de la quinolinate synthase
(nommée NadA), une enzyme impliquée dans la bibgget du NAD (Cicchilleet al, 2005;
Ollagnier-de Choudenst al, 2005).
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a) A. vinelandii

Opéron nif ;.

iscA niftv nifs nifv cysEl
EED > > D>
Opéron isc iscR iscS iscU iscA hscB hscA fdx orf3

D DN >

Obpéron suf sufS SUfE

I > >

b) E. coli

Opéron isc iscR iscS isclU iscA hscB hscA fdx yfhJ cyaY

D DD

Opéron suf

SufA sufB sufc sufD sufrs sufE
R > > B > >
Opéron csd csdA csdE
| > > Code couleur
[T Mobilisation du soufre
B Scaffold

B Production d'énerqie

Figure 4 : Organisation des opérons, isc, sufetcsdimpliqués dans la biosynthése des centres [Fe<3&h
vinelandiietE. coli

La figure 4, basée sur des études bioinformaticetebiochimiques, montre, par
l'intermédiaire des codes couleurs, que les difffyesystemes de maturation sont composés

de genes codant pour des protéines ayant desdoadimilaires.

Les donneurs de soufre

Ainsi, chaque systéme possede des protéines redggessde la mobilisation du

soufre. La premiere a avoir été identifiee est atgine NifS. Cette enzyme a Pyridoxal
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Phosphate (PLP) est capable de convertir la L-tyestén L-alanine et soufre (libéré sous
forme de sulfure en présence de DTT), selon un m&ta& aujourd’hui bien connu (Zherg

al., 1994) et qui sera présenté ultérieurement damsazriscrit. Le soufre est stocké sous la
forme d’'un persulfure au niveau d’'une cystéine eorée ayant un caractere nucléophile fort
(Cys325 ched. vinelandi) et essentielle a I'activité. NifS appartient ait & une classe de
protéines définies comme ayant une activité cystéigsulfurase, dont font partie également
IscS, SufS et CsdA. IscS présente une forte idemtt séquence (40 %) avec NifS, en
particulier au niveau du site actif constitué deyatéine nucléophile et de la région liant le
PLP. La structure de IscSHI’ coli a été résolue par cristallographie aux rayons Xpfe
Vickery et al, 2003). Elle révéle que le résidu cystéine catplgt (Cys328 chekE. col) se
trouve sur une boucle flexible, proche de la s@rfacais a une distance importante (17 A) du
cofacteur PLP. Une analyse fine de la structuretraaqu’un changement conformationnel est
possible, amenant la cystéine proche du PLP. Le®ipes SufS et CsdA présentent 24 %
d’identité avec NifS. La structure cristallograpigde SufS a été obtenue par diffraction des
rayons X (Fujiiet al, 2000) et sera détaillée ultérieurement dans detteduction. Des
études cinétiques ont révelé que parmi toutes cetipes, c'est CsdA qui possede la
meilleure activité cystéine désulfurase (Mihataal, 2000). Pour terminer, il convient de
noter que les protéines SufE et CsdE forment unptexa avec les protéines SufS et CsdA
respectivement, et permettent d’augmenter I'aéidystéine désulfurase de ces derniéres

d’un facteur 50 et 2 respectivement (Loiseaal, 2003; Loiseawt al, 2005).

Les protéines scaffold

Les machineries NIF, ISC et SUF possédent égalenoenés trois des protéines
d’échafaudage dites protéines « scaffold » (NiEA™, IscU, IscA et SufA), capables
d’assembler transitoirement des centres [Fe-S]talates transférer a des protéines cibles.

— Les protéines de type U

NifU est une protéine homodimérique formant un clexe tétramérique avec NifS
(Yuvaniyama et al, 2000). Elle contient neuf cystéines conserveégmrt@&s sur trois
domaines (figure 5). Le domaine N-terminal compdrtas cystéines conservées (Cys35,
Cys62, Cys106) ; le domaine central contient queystéines conservees (Cysl137, Cys139,
Cysl72, Cysl75) et enfin, le domaine C-terminal,ddimaine Nfu, contient deux cystéines
conservées (Cys272, Cys275). Les domaines N-telmir@-terminal peuvent lier, au niveau
de leurs résidus cystéines, des centres [Fe-Sitoanes (de type [2Fe-2S] et [4Fe-4S] pour le

domaine N-terminal et uniguement de type [4Fe-4&Jrde domaine C-terminal) utilisés
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pour la maturation de la nitrogénase et ont aitéscéractérisés comme domaines « scaffold »
(Smith et al, 2005b). Johnson et coll. ont proposé que I'eristede deux domaines scaffold
pouvait faciliter la formation et la distributioneddeux centres [Fe-S] simultanément,
permettant un assemblage optimal et rapide duesldside la nitrogénase. De plus, il n'est
pas impossible que I'existence de ces deux domaic&$old soit nécessaire pour subvenir
aux besoins de la cellule dans des conditions plogigues différentes encore indéterminées
(Smithet al, 2005b). Le domaine central coordine un centre{28] stable, non transférable
a d’autres protéines (Agat al, 2000; Yuvaniyamat al, 2000) et qui aurait plutot un réle
rédox.

La protéine IscU est homologue a la partie amimavitgale de NifU (figure 5); elle
contient également trois résidus cystéine consef@§s37, Cys63, Cys106 ché&z coli),
organisés selon le méme motif consensus caractéesafait les protéines scaffold dites de
type U (CXCX,C). Ces cystéines sont proposées comme étangiesds de centres [Fe-S],
ce qui a été mis en évidenicevitro par des expériences de mutagenese dirigée stoténe
IscU humaine hiscU (Fostet al, 2000).

scaffold scaffold > .NifU )
I | T 1 | I I I A.vinelandii

Cc35 c62 €106 'C137 €139 €172 €175 €272 (275
I

i
)
§ IscU
scaffold . . .
I I I > E.coli ou A. vinelandii

c37 c63 C106

Figure 5: représentation des trois domaines de NifU ; Hogie avec IscU.

Il a été montré par plusieurs groupes de rechequlee IscU forme un complexe
covalent avec IscS (Katet al, 2002; Smithet al, 2005a). Ce complexe résulte de la
formation d’'un pont disulfure entre la cystéineatgique (Cys328) de IscS et I'une des
cystéines conservées de IscU : il s'agit de lagigetCys63 cheE. coli (Kato et al, 2002) et
de la cystéine Cys37 chéz. vinelandii(Smith et al, 2005a). IscS est capable de transférer
du soufre a IscU au niveau des cystéines conseryébkason et coll. ont récemment mis en
evidence, par des expériences de mutagenese diégiésees sur IscU A’ vinelandij que ce
transfert se produit méme en absence d'un commeke les deux protéines IscS et IscU,
cette derniére comportant une mutation au niveaa dgstéine Cys37 (C37A) (Smitt al,
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2005a). En ce qui concerne le centre [Fe-S] de,ldeld expériencaa vitro ont montré que

la protéine coordine un centre [2Fe-2S] par monemées centres peuvent étre transférés a
la ferrédoxine, cette étape étant stimulée pamplesdines HscA et HscB décrites ci-apres
(Chandramouli and Johnsor2006). Les centres [2Fe-2S] peuvent conduireesapduction

par la ferrédoxine, a la formation d'un centre [4F3 situé certainement a l'interface du
dimere (Chandramoulet al, 2007) (figure 6). Ce centre peut étre transfquent a lui, a
'aconitase, une protéine [4Fe-4S] (Unciulestcal, 2007). L'étape de réduction des deux
centres [2Fe-28] en un centre [4Fe-45]au sein de IscU est essentielle puisque seules les

entités de type [4Fe-4S] peuvent étre transféréasa@nitase (Unciuleaet al, 2007).

scU

e-4

Figure 6 : représentation de I'assemblage des centres][Be-Sein de IscU

— Les protéines de type A

Les protéines de type A (IsBA IscA et SufA) différent des protéines de typea fa
séquence en acides aminés contenant les cyst&nssreées, le motif caractéristique étant
CXe2-6CGC (figure 7). De méme que pour IscU, ces cyssegmt proposées comme étant
les ligands de centres [Fe-S] formés au sein dardeéine. Ce point sera plus amplement
détaillé lors de la description de mes objectifsitise (paragraphe Ill). Ces trois protéines
ont été montrées comme étant capables d’assendsaretitres [2Fe-2S] et [4Fe-4S] et de les
transférer a des protéines cibles de type [2Fea@$4Fe-4S].

Tres récemment, une autre protéine de type A aatctérisée par Barras et coll. Il
s’agit de la protéine ErpA (Essentiel Respiratomyt&in A) (Loiseatet al.,2007). La protéine
ErpA d’E. coliprésente 40 % d’identité avec IscAdcoli et 34 % d’identité avec SufAE:
coli et contient donc également les trois résidus myeséconservés organisés selon le motif
CXe3CGC ; ces résidus ont été montrés comme étanttedsenla fonction de la protéine

vivo. Des études réaliséas vitro ont permis de montrer que ErpA est capable d’alskgm
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des centres [2Fe-2S] et [4Fe-4S] aprés reconstitutiimique en conditions anaérobies, et de
transférer ces centres [Fe-S] a la protéine Isp@, protéine [4Fe-4S], impliquée dans la
biosynthése des IPP (Isopentényl-diphosphates)tr&mment aux protéines SufA et IScA,
ErpA est essentielle pour le métabolisme de laleelEn effet, une souchek!’ coli mutée
pour le géneerpA ne pousse pas en présence d'oxygéne ou d’autceptaars d’électrons.
ErpA est essentielle pour la respiration aérobiargtrobie. Il est intéressant de noter que
ErpA ne fait partie d’aucune des machineries deyithese identifiées a I'heure actuelle
chezE. coli. On peut se demander alors si elle interagit #uee d’entre elle pour maturer
des protéines [Fe-S] telles que IspG, ou bienestain constituant d’'un nouveau systéme de

biosynthése encore non identifié.

- MOTHDVETFSLDEQAVG - - - - - LTLTDSAVAH SNLMGRDESVQG RLAVKQBGCAG 53
- MDVHS: GTFNPQDFANG - - - - - LTLTPAAAI Hl RELVAKQPGWGVRLG/KQTGCAG 52
St. Suf A - MELHS- DTFNPEDFPW(G- - - - - - LTLTPAAAAHI RELAEKQPGMLGVRLSVKQTGCAG 52
Ec. I scA B | TLSDSAAARVNTFLANRGKGFGLRLGVRTSGCSG 37
Av. I sCA SMA - s e VTMEAAARHI RRSLDGRAKGEG RLGVRTSGCSG 37
Pa. | SCA SMA - s e | SMTEAAAKHVORSL EGRAKGEG RLGVRTTGCSG 37

FGYVLEL VHQPDPSDRLYQREGARL FI PLKAMPI SDGTEVDFVQEG NQVFKFNNPKARH 113
FGYVLDSVSEPDKEDL LFEHDGAKL FVWPLQAMPFI DGTEVDFVREGLNQ FKFHNPKAQN 112

St. Suf A FGYVLDTVREPDKDDL VFEAEGAKL FAPL QAMPFI DGTEVDYVQEGLNQLFKFHNPKAQN 112
Ec. | scA MAYVLEFVDEPTPEDI VFEDKG/KVVWWDGKSLQFL DGTQLDFVKEGLNEGFKFTNPNVKD 97
Av. | scA LAYVLEFVDEVASEDQVFESHGYKVI VDPKSLVYL DGTEL DFVREGLNEGFKFNNPNVRG 97
Pa. | scA LAYVLEFVDHE_AAEDLVFESHGV/KVI | DPKSLVYLDGTELDFTREGLNEGFKFNNPNVRG 97
ACGOGGSFE.----------- 123
ECGCGESFGV- - - - - - - - -~ 122
St. SufA ECGCGESFGV- - - - == = - - -- 122
Ec. I scA ECGCGEESFHV- - - - == = = - - - 107
Av.lscA ECGCEESFNI - === === - - -- 107
Pa. I scA ECGCEESFNV- - = = == = = - - - 107

Figure 7 : Alignement de séquences de protéines homologriege A
Erc : Erwinia chrysanthem;j Ec : Escherichia coli St : Salmonella typhonium Av : Azotobacter vinelandij
Pa :Pseudomonas aeruginosa

Aujourd’hui, la fonction exacte des protéines deetyA n’est pas clairement établi. De
fait, les différentes hypotheses émises par plusiggoupes de recherche ne font pas
'unanimité. Initialement, il a été proposé que fstéines de type A soient dpsotéines
scaffold (Krebs et al, 2001; Ollagnier-de-Chouderet al, 2001; Ollagnier-de-Chouderet
al., 2004; Ollagnier-de Chouders al, 2003; Wollenberget al, 2003; Wuet al, 2002a).
Ceci sera plus amplement détaillé ultérieuremerdggc da description de SufA (cf 11-4-4-c).
Dans ce contexte, il peut étre intéressant de nptedscU est capable de transférer son centre

[Fe-S] a IscA, alors que le processus inverserspbssible (Ollagnier-de-Choudees al,
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2004). Ceci a conduit a I'hypothese que IscA inty comme une usine d'assemblage
secondaire ou spécifique, par laquelle les cerffesS], préassemblés au sein de IscU,
peuvent transiter avant d'étre transférés a de®ipes cibles. D’autre part, on peut noter que
récemment, il a été montré que des quantités tiaiadg de protéine scaffold (IscA ou IscU)
suffisait a la maturation d’'une protéine cible (slare cas, la ferrédoxine) (Bonowi al,
2005). Il a également été proposé que les protéadgpe A puissent intervenir en tant que
donneur de fer(voir paragraphe suivant) (Ding and Clark, 2004y, alors en tant que
regulateur En effet, des expériences réaliséesSsurechocystient conduit Golbeck et coll. a
proposer que les protéines de type A (IscA/SufAgrdades protéines [Fe-S] jouant un rble de
régulateur dans I'homéostasie du fer et dans langpau stress oxydant (Balasubramaatan
al., 2006).

— Les protéines de type Nfu

Une troisieme classe de protéines scaffold estrappeécemment : il s’agit des
protéines de type Nfu, dont le prototype est le a@iom C-terminal de la protéine NifU
(présenté préecédemment p.29-30). Elles possedanrtrdsidus cystéines conservés organises
selon le motif CXC et caractérisés comme étant les ligands de eefiteeS] transitoires. La
nature exacte de ces clusters n’est pas clairgueii protéine Nfu humaine a été montrée
comme liant un centre de type [4Fe-4S] par dim@&eng et al., 2003) alors que che&.
thaliana un centre de type [2Fe-2S] situé a l'interfacedéeix monomeéres a été mis en
evidence (Yabet al.,2004).

Les protéines annexes

Les difféerents systéemes de maturation possedentrdsprotéines que les cystéines
désulfurases ou les protéines « scaffold » domblie exact dans la biosynthese des centres
[Fe-S] reste imprécis encore aujourd’hui.

Les protéines HscA, HscB, présentes dans le sysi&@Ge ont été caractérisées
comme des protéines chaperones. Des expériencggnééque ont montré I'importance de
ces deux protéines : de fait, chiez coli, I'inactivation des genebscAou hscBlors de la
coexpression de I'opéroisc avec un plasmide codant pour une ferrédoxine dordune
diminution de la surexpression de cette derniehes(de 50 % dans le cas dscAet 25 %
dans le cas descB, montrant que ces genes sont importants pouatanation de protéines
[Fe-S] (Takahashi and Nakamura, 1999). D’autre, pestgenetiscBAsont essentiels pour la

croissance des cellulesAd’vinelandii(Johnsoret al, 2006). D’un point de vue biochimique,
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il a été montré que les deux protéines HscA et Het#agissent entre elles, ainsi qu'avec la
protéine IscU (Hoffet al, 2000). Le motif d’interaction de cette dernieke@HscA a été
identifié : il s’agit du motif LPPVK localisé prégdu troisieme résidu cystéine largement
conservé (Hoffet al, 2003). La protéine HscA posséde une activitée AEP#&es fortement
stimulée (plus de 400 fois) par l'interaction avscB et IscU (Silbergt al, 2001). Plusieurs
hypothéses ont été faites concernant le role d@rdsines chaperones dans le processus de
biosynthése des centres [Fe-S]. Aujourd’hui, il BEmadmis que HscA/HscB aident au
transfert du cluster de IscU a la ferrédoxine coae un centre [2Fe-2S] (Chandramouli and
Johnson, 2006) selon un mécanisme ATP dépendarfiditDke transfert du cluster est stimulé
(par 20) en présence de HscA/HscB (ChandramoulJahdson, 2006).

La ferrédoxine, codée par le gefux de I'opéronisc, possede un centre [2Fe-2S]
stable, du méme type que celui coordiné par le dwmzentral de NifU et pouvant jouer un
réle rédox dans la biosynthese des centres [F&&]afid Vickery, 1992). Comme déja
mentionné, Johnson et coll. ont tout récemment raoint vitro, que, en effet, la ferrédoxine
était capable de réduire efficacement les deuxregriRFe-2S] de IscU pour conduire a la
formation d’'un centre [4Fe-4S] (Chandramaetial, 2007). Une souche mutée pour le gene
fdx de 'opéronisc présente un phénotype particulier. CEezoli, I'inactivation du genddx
lors de la coexpression de I'opénsi avec un plasmide codant pour une ferrédoxine dondu
a une diminution (plus de 50 %) de la surexpressiercette ferrédoxine (Takahashi and
Nakamura, 1999), ce qui montre I'importance du gémale I'opéronisc pour la maturation
de protéines [Fe-S]. Che&. vinelandij le genefdx de I'opéronisc a été montré comme
essentiel pour la croissance des cellules (Joheisal) 2006).

Le géneyfhd code pour une petite protéine de 66 acides antogsla fonction n'a
pas encore été clairement montrée (Takahashi akdnNaa, 1999). De récentes études ont
révélé que la protéine YfhJ est capable de liefedPastoreet al, 2006). La protéine IscR
est le régulateur de I'opérasc, comme cela a préalablement été décrit (cf I-28py and
Beinert, 2003).

Les protéines SufB, SufC et SufD présentes dansyseme SUF forment un
complexe ayant une activité ATPase portée par $NEChinet al, 2003). Son rble dans le
processus de biosynthese des centres [Fe-S] nelsteeiminé. Je reviendrai en détail sur les

études menées sur ce complexe dans les pagestsgivan
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Le donneur de fer

Aucun des genes des différents opérons ne codeupauprotéine capable de stocker
et délivrer du fer. Ainsi, lors de mon arrivée abdratoire, la découverte d’une protéine ayant
cette fonction constituait un véritable challengegui est toujours d’actualité.

Aujourd’hui, il est proposé que le donneur physijidoe de fer chez les cellules
eucaryotes est laataxine C’est aussi la protéine impliquée dans la patiielde 'ataxie de
Friedreich (Pandolfo, 2006). Il a été moniréyivo, que la frataxine était nécessaire pour le
maintien de 'homéostasie du fer (Cavadati al, 2000), ainsi que pour le maintien des
enzymes a centres [Fe-S] et a fer héminique (Stgleti al, 2004), et qu’elle interagissait
avec des protéines impliquées dans le processhosygnthése des centres [Fe-S] telles que
Nfsl et Isu (protéines homologues de IscS et Ise§peactivement) (Gerbaat al, 2003).
D’autre part, des expériences realisiegitro ont révélé que la frataxine, capable de stocker
6 a 7 atomes de fer, pouvait transférer ces atamlesprotéine Isu pour I'assemblage de
centres [Fe-S] (Yoon and Cowan, 2003).

En revanche, chez la bactérie, le donneur physmlegde fer n’a toujours pas été
clairement identifie. Un homologue bactérien dérddaxine (25 % d’identité) a réecemment
été mis en évidence : il s'agit d protéine CyaY Cette protéine peut fixer du fer ferreux
(Kassirey = 2,6.10 M™) et du fer ferrique (Ksseqny> 1.10° M™)  (Bou-Abdallahet al,
2004; Layeret al, 2006). La résolution de la structure de la praetédar RMN révele que les
atomes de fer, quelque soit leur degré d’'oxydason} localisés sur la protéine au niveau des
mémes régions (Naat al, 2004). De plus, des études menées au laboralmismt ma these
ont montré que CyaY H&. coli était capable de fixer du fer ferrique dans demp@rtions
variables suivant I'état d’oligomérisation de latgine (le monomére ne fixe pas de fer alors
gue des formes d’oligomérisation supérieure ditegermediaires » (diméres a pentameres)
fixent environ 20 atomes de fer ferrique par chaiokypeptidique) et que ces atomes étaient
ensuite mobilisables pour la formation de centfes-$] au sein de IscU, en présence de la
protéine IscS et de cystéine (Lawtral, 2006). Ces résultats ont donc permis de caraetéri
CyaY comme un potentiel donneur de fer chez laévactCette conclusion a été confirmée
par des expériences reéaliséasvivo montrant que I'expression de CyaY, dirigée dans la
mitochondrie, peut complémenter une souche de ded@tétée au niveau du gene de la
frataxine, conduisant a une activité normale deymes [Fe-S] (Bedekovics T, non publié).
Le rble de la protéine CyaY n’'a pas pu étre miséeidence pendant longtemps chez la
bactérie, ceci étant di au fait qu'une souche mpte le géenecyaY ne présente pas de

phénotype particulier (au niveau du métabolismdedwu des enzymes [Fe-S]), que ce soit
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dans des conditions normales de croissancet(hi, 1999) ou dans des conditions de stress
telles que la carence en fer et le stress oxydgartgset al, résultats non publiés), suggérant
I'existence d’autres protéines ayant la méme fongbhysiologique.

ChezS. entericala protéine YggXa été identifiée et caractérisée comme intervenant
dans I'homéostasie du fer et dans le métabolismsecdatres [Fe-S] (Gralnick and Downs,
2003). Une mutation du gérnggX conduit & une perturbation du métabolisme desregnt
[Fe-S] et de 'homéostasie du fer, ainsi qu'a ugpéensensibilité au stress oxydant (Skovran
et al, 2004). La double mutation au niveau des gggegXetcyaY affecte de maniére encore
plus importante le métabolisme des centres [Fa/Sh6 et al, 2006), ce qui suggere que ces
deux protéines travaillent conjointement dans Igab@isme des centres [Fe-S]. Il est
important de souligner que la structure de YggXté @btenue par RMN par différentes
equipes : Gehring et coll. montrent que dans leanslitions d’expériences, YggX ne fixe pas
de fer (Osbornet al, 2005) ; Downs et coll. montrent, quant a eux, ¥ggX fixe du fer(ll)
mais faiblement (Kd = 20 uM) et que la structurditnensionnelle n’est alors pas modifiée
(Cui et al, 2006). Ainsi, le role de YggX et la significatiphysiologique de la fixation du fer
sur la protéine restent a préciser.

Enfin, il convient de noter qu’en 2004, au débuntethese, Ding et coll. ont montré
gue la protéine IscAavait la capacité de fixer du fem vitro, dans des conditions
particuliéres, et ont donc proposé que IscA soidanneur de fer dans la biosynthese des
centres [Fe-S] (Ding and Clark, 2004; Diegal, 2004; Dinget al, 2005b). D’autre part, en
se basant sur des étudiewitro, par spectrométrie de masse et dosages colorjués; Ding
et coll. ont également montré, récemment, que lecfortement le fer (K = 2 .18 M™) dans
des conditions normales de croissance, mais peodszcité a fixer du fer en présence de
H,O, (conditions assimilées a un stress oxydant). Eamehe, CyaY stocke le fer dans ces
mémes conditions (présence dgdp). Ceci a conduit Ding et coll. a proposer que Isci lgo
donneur de fer dans des conditions normales dssanoce et CyaY, dans des conditions de
stress oxydant, limitant ainsi la présence de eadidibres et les dommages oxydatifs (Ding
et al, 2007).

En résumé, il faut retenir que, chez les cellulesagyotes, il est relativement admis
gue le donneur de fer est la frataxine. C’est thutmoins le seul donneur de fer potentiel
identifié. Chez les cellules procaryotes, il a éténtré clairement que la protéine CyaY
pouvait jouer le réle de donneur de fer mais ikxprobablement d’autres protéines ayant la

méme fonction physiologique et pouvant prendrelais de Cyay.
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La figure 8 résume I'ensemble des connaissancessasgpour les différents systemes
bactériens ; elle schématise le fonctionnement rgéndu processus de maturation des
protéines [Fe-S]. A chaque fonction clé sont agssciles protéines caractérisées dans les

différents opérons chez les bactéries.

Protéine cible

. cystéine
alanine

Donneur de
soufre

SufSE, IscS, CsdAE

d'assemblage des
clusters [Fe-S]

IscU, IscA, SufA

%

Fdx

Donneur de
fer
CyaY, YggX, IscA ?

Figure 8 : schéma général de la biosynthése des centreS][Fe-

[I-2-2- Distribution des systemes de maturation destéines [Fe-S] chez les organismes

procaryotes

Comme nous venons de le voir, il existe plusieurstesnes de maturation des
protéines [Fe-S] chez les bactéries pouvant jowsr fdnctions similaires. Chez certains
organismes, plusieurs systemes coexistent. LeslegIUE. coli disposent par exemple des
deux machineries principales ISC et SUF (Takahasldi Tokumoto, 2002; Tokumoto and
Takahashi, 2001) ; ISC étant le systeme généralataration intervenant dans des conditions
normales de croissance et SUF étant un systenrgentnt dans des conditions particuliéres
de croissance que sont la carence en fer et lgssteeydant. En revanche, on remarque que
certaines bactéries ne possédent qu'une seule meaichi C'est le cas des organisnies
maritima ou encoreM. tuberculosis pour lesquels seul le systeme SUF est préserdt @iu
al., 2005; Johnsost al, 2005).
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Organismes Systemes de maturation présents
Eschericha coli sufABCDSE
iISCRSUA-hscBA-fdx-yfhJ
Azotobacter vinelandii nifAUS
ISCRSUA-hscBA-fdx-orf3
Helicobacter pylori nifSU
IScS
Thermotoga maritima sufCBDSU
Bacillus subtilis sufCBDSU
Methanococcus jannashii sufBC
Thermoplasma acidophilum sufBCD
Mycobacterium tuberculosis sufBDCSU
Mycobacterium leprae sufBDCSU
Treponema palidum sufBDCSU

Tableau 4: Distribution des genes impliqués dans la biosyst¢hdes centres [Fe-S] chez différents organismes
procaryotes

Il est intéressant de remarquer que diezannashij seul le systeme SUF est présent
et il ne contient que les genasfBC; la participation d’autres protéines (telle gaecystéine
désulfurase MJ1678, homologue a IscS) est doncceésinement requise pour assurer
'ensemble du processus de maturation des protdiresS] chez cet organisme, qui ne
contient pas non plus de protéine scaffold. Paet-§ue SufB joue alors ce role chielz
jannashii De plus, chez plusieurs organismes tels fuenaritimg la protéine SufA a été
remplacée par la protéine SufU. Cette dernierqygeée également comme étant une protéine
scaffold, présente une homologie de séquence eesaeiminés avec IscU et non pas avec
IscA. Cependant, il existe une différence au niveamotif caractéristique de liaison a HscA,

gue SufU ne posséde pas (Maeswl, 2004).

[I-3- La maturation des protéines [Fe-S] chez lesrganismes eucaryotes

L’étude de la biosynthese des centres [Fe-S] obezéllules eucaryotes a débuté en
1998 avec les travaux de I'équipe de V. Culotta apti permis de mettre en évidence les
premiers homologues de la machinerie ISC chealarde(Strainet al,, 1998). Culotta et coll.
recherchaient les éléments de la levure qui cardrédmt au dommage oxydatif d’'une souche
déficiente pour la SuperOxyde Dismutase 1 (SODaurFtudier la question, des souches
mutantes capables de diminuer la source du strgskatif associé a la perte de la SOD1 ont
été isolées. Les génes mutés (trois genes) ondénéfiés comme étant homologues a des

genes de l'opérorsc d’E. coliet pouvant donc participer a la maturation desgmes [Fe-S]
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chez la levure (Strairet al., 1998). Par la suite, d’autres protéines, situéassdla
mitochondrie, homologues aux protéines Isc présecitez la bactérie, ont été découvertes
chez la levureS. cerevisiae Ceci suggérait d'ores et déja qu’il existe desilgudes
concernant les processus d’assemblage des clestgue I'importance des protéines [Fe-S] a
été conservée. En fait, la machinerie d’assembl&je des mitochondries des cellules
eucaryotes peut étre considérée comme un héritaga dellule bactérienne. Cependant,
beaucoup d’autres protéines, non présentes chaactérie, sont également impliquées dans
le processus de biosynthése des centres [Fe-S]ehencaryotes. Les phénotypes associés a
toutes ces protéines soulignent leur importance tlaprocessus de biosynthese des centres
[Fe-S] puisque l'inactivation des genes correspahdanduit toujours a une diminution de
l'activité des protéines [Fe-S].

Chez les eucaryotes, des protéines [Fe-S] sonemes dans les mitochondries, dans
le cytoplasme ainsi que dans le noyau des celllilasété montré, en prenant comme modele
d’étude la levurés. cerevisiaeque trois systemes distincts, mais pas indépésdaarticipent
a la maturation de ces différentes protéines [FedS] machinerie d’assemblage
mitochondriale ISC est nécessaire a la maturatotodtes les protéines [Fe-S] présentes dans
la cellule. La formation des protéines [Fe-S] clasmiques et nucléaires requiert la
participation de deux systemes supplémentaires syleme d’exportation ISC et la
machinerie CIA (Cytosolic Iron-sufur cluster AssdmbCes trois systemes sont largement
conserves chez les eucaryotes et sont aussi méskar 'homme. Chaque systeme est
détaillé ci-apres, en prenant I'exemple de la lev&ir cerevisael’ensemble est représenté
figure 9 (Lill and Mahlenhoff, 2005; Lilet al, 2006; Lill and Muhlenhoff, 2006).

¢ La machinerie d’assemblage mitochondriale ISC

Ce systeme compte 14 protéines. On y retrouve mo&rnles homologues de toutes
les protéines codées par I'opéiisachez la bactérie. Cette grande similarité sugdénes et
déja l'existence de mécanismes de biosynthése deses [Fe-S] comparables chez la

bactérie et dans les mitochondries des celluleargates.

La protéine Nfsl posséde une activité cystéinelfigase et est donc responsable de
la mobilisation du soufre dans la mitochondrie (Mulhoff et al, 2004). Par homologie avec
le systeme bactérien, il est proposé qu’elle aseuteansfert de soufre a la protéine scaffold

Isul, selon une réaction de transpersulfuratioceRénent, il a été découvert que cette étape
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nécessitait la participation d’'une autre protéirselll (Wiedemanret al, 2006). Celle-ci
forme un complexe avec Nfsl, stabilisant cette idegnsujette a s’agréger.

On peut noter qu’une isoforme de la protéine Nf€balement été localisé dans le noyau. Sa
présence dans le noyau est essentielle a la slevie levure (Nakaget al, 2001). De fait, la
protéine Nfsl possede une séquence d’adressageyau,mommee NLS, essentielle pour la
levure. Lorsque cette séquence n’est pas fonctilmraaicun déficit au niveau des protéines
[Fe-S] n'est observé, ce qui suggére que Nfsl, tansyau, possede un réle dans d’'autres
meétabolismes que celui de la biosynthése des pest§Fe-S], comme par exemple, dans la
modification des ARN de transfert (Naleatial, 2004; Nakaket al, 2007).

Plusieurs protéines scaffold ont été identifieksal et Isa2, Isul et Isu2 (Garlaetd
al., 1999; Kautet al, 2000). Elles contiennent toutes trois résidustéiyes conserves
(organisés selon les motifs consensus des protdimégpe A et de type U respectivement)
qui sont de potentiels ligands d’un cluster [Fe-&Jeux-ci ont été montrda vivo comme
étant essentiels a l'activité des protéines Isalka? (Jensen and Culotta, 2000). Plusieurs
expériences ont mis en évidence I'importance déesoaes protéines scaffold. En effet, la
double délétion des génesil etisu2 est létale pour la cellule (Muhlenhagt al, 2003a).
Une mutation simple (pour I'un des genmgsl ouisu?) entraine une augmentation du fer dans
la mitochondrie et une forte diminution de l'actévides protéines [Fe-S] (Garlaed al,
1999). Dans le cas des protéines de type A, i€aBservé que la délétion d’'un gésal ou
isa2 provoque une perte de I'’ADN mitochondrial, une raegtation du fer dans la
mitochondrie, ainsi gu’'une diminution de I'activii@ protéines [Fe-S] mitochondriales (telles
gue laconitase ou la succinate déshydrogénase) cy@bplasmiques (telle que
l'isopropylmalate isomérase) (Jensen and Culof@pP Les protéines Isal et Isa2 sont donc
importantes pour la maturation des protéines [FerBpchondriales et cytoplasmiques.
Toutefois, la double délétion des génesl et isa2 ne conduit pas a un phénotype plus
marqué, montrant que les protéines de type A nemamessentielles pour la cellule (Pekter
al., 2000).

Un systéme de protéines chaperones a égalememtigtn évidence. Il est constitué
des protéines Ssql, Jacl et du « nucleotide exeHaotpr » Mgel (Straiet al, 1998). Les
protéines Ssql et Jacl sont homologues aux preteis@A/HscB identifiées chez la bacté