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WT Wild-Type

Q Ubiquinone

QH: Ubiquinol

QH° Semiubiquinone

MK Ménaquinone

DMK Déeméthyl-ménaquinone

Coq Protéine impliqguée dans la biosynthese du coenfyme
COoQ Geéne codant pour la protéine Coq

coq Mutant du géne coq

Acoq Mutant de délétion du géne coq

4-HB Acide 4-hydroxybenzoique

pABA Acide para-aminobenzoique

VA Acide vanillique

3,4-diHB Acide 3,4-dihydroxybenzoique

2,4-diHB Acide 2,4-dihydroxybenzoique

2,3,4-triHB Acide 2,3,4-trihydroxybenzoique

30,4N-B Acide 3-hydroxy-4-aminobenzoique

AMB Acide 3-méthoxy-4-aminobenzoique

HHB Acide 3-hexaprényl-4-hydroxybenzoique
HAB Acide 3-hexaprényl-4-aminobenzoique
DHHB Acide 3-hexaprényl-4,5-dihydroxybenzoique
HHAB Acide 3-hexaprényl-4-amino-5-hydroxybenzoique
DDMQse Déeméthyl-déméthoxyubiquinone

DMQs Déméthoxyubiquinone

déemétylQs Déméthyl-ubiquinone

4-AP Acide 3-hexaprényl-4-aminophénol
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4-HP Acide 3-hexaprényl-4-hydroxyphénol
DMAPP Diméthylallyl diphosphate

IPP Isopentényl diphosphate

MEP 2-C-méthyle-D-érythritol 4-phosphate
YP Milieu complet

YNB* Milieu minimum synthétique

YNB-P Milieu minimum synthétique-pABA-folate
LB Luria-Bertani

Glu Glucose

Gal Galatose

Lactate Lactate

LG Lactate-Glyceérol

ADN Acide DésoxyriboNucléique

FADH2/FAD Flavine adénine dinucléotide réduite/oxydée
FMN Flavine mononucléotide

NADH/NAD * Nicotinamide adénine dinucléotide réduite/oxydée
SAM/AdoMet S-adénosylméthionine

AdoHcy Adénosyl-homocystéine

EDTA Acide Etylene Diamine Tétraaceétique
IPTG Isopropyl-1-thiof-D-galactopyranoside
BSA Bovine Serum Albumin

SDS Dodécyl sulfate de sodium

MBP Maltose Binding Protein

ADN Acide DésoxyriboNucléique
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ERO Espéces Réactifs de 'Oxygene

H202 Peroxyde d’hydrogéne

Oy Radical superoxyde

OH’ Radical hydroxyle

LOO" Radical lipidique peroxydé

Fe’*-0," Radical perferryle

ECD Détection électrochimique

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HPLC-ECD HPLC couplée a la détection électrochimique
HPLC-MS HPLC couplée a la spectrométrie de masse
MS Spectrométrie de Masse

PCR Réaction de Polymérisation en Chaine
RMN Résonnance Magnétique Nucléaire
SDS-PAGE SDS polyAcrylamide Gel Electrophoresis
uv Ultra Violet

DO Densité Optique

Da Dalton

Ppm Partie Par Million
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Le coenzyme Q (ubiquinone ou Q) est une molécudaraque lipophile composée d'une
benzoquinone substituée notamment d'une chainesppignyle dont la longueur varie selon les
organismes, 6 unités chez la lev@a@ccharomyces cerevisié®s), 8 chezEscherichia coli(Qs)
et 10 chez les humains {§ Q a la capacité d'échanger deux électrons ats chucycle rédox
entre sa forme réduite et oxydée et a un réle bamu de transporteur d'électrons dans les
chaines respiratoires en plus de fonctionner égaleroomme un antioxydant membranaire
(Turunen et al, 2004). L'importance de Q est dénéenthez les humains par les pathologies
séveres causées par des mutations dans différeames ge biosynthese de Q (Quinzii & Hirano,
2010).

La biosynthése de Q est un processus mitochdrgiriamplique la participation d’au
moins 9 protéines cheg. cerevisiadCogl-Coq9). Cette biosynthese débute par la patoy
de l'acide 4-hydroxybenzoique (4-HB) par la pra@é®og2 et se poursuit avec sept étapes de
modification du noyau benzénique (au total troigirbyylations, trois méthylations et une
décarboxylation). La plupart des protéines Coq @ &pg4, Cog5, Coq7, Coq9) sont organisees
au sein d’'un complexe et la suppression d’une pr@tgu complexe entraine la dégradation de la
plupart des autres (Tran & Clarke, 2007). Il erultésque la plupart des mutants de délétion du
métabolisme de QACog3Acoq9 accumulent I'acide 3-hexaprényl-4-hydroxybenzeigdHB),
un intermédiaire précoce de biosynthese de Q gestndonc pas informatif de I'étape de
biosynthese déficiente dans un mutant donné.

L’'absence d’accumulation d’intermédiaires diagitpsts de I'étape de biosynthese
déficiente dans les mutamisoga donc compliqué lidentification des enzymes resables des
étapes de biosynthése de Q. De nombreuses incosunbsistent dans la voie de biosynthése du
coenzyme Q: en plus de I'ambiguité qui entourélexact de Coq6, on ne connait pas non plus
la protéine responsable de I'étape de décarboowlati la fonction de certaines protéines
pourtant essentielles a la biosynthése de Q (C©q48 et Cog9). Au cours de cette these, nous
avons cherché a découvrir les fonctions des preg&jui ne sont pas encore caractérisées (Cog6,
Cog8 et Coqg9). Nous avons montré en 2010, justssapon arrivée au laboratoire qu'en plus de
l'acide 4-hydroxybenzoique (4-HB), l'acide para-aatienzoique (pABA) est, lui aussi, un

précurseur du noyau benzénique de coenzyme Q €Petral, 2010). La synthese de Q a partir
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du pABA suggere l'existence d'une étape de déaimmajue nous avons aussi essayé de

caractériser.
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|. Structure, distribution, propriétés redox etdbons du coenzyme Q

|.1. Structure

Les quinones isoprénoides sont des composésdigdiassociés aux membranes et sont
présentes quasiment chez tous les organismes si\Eligs sont composées d’une téte polaire et
d’'une chaine latérale hydrophobe. Cette chainaéupde apolaire confére a ces molécules leur
caractere liposoluble facilitant ainsi leur ancratgns les bicouches lipidigues membranaires
alors que la téte hydrophile (noyau quinone) pethmé¢raction avec les parties hydrophiles des
protéines. La grande majorité des quinones isofigésdiologiques appartient a la famille des
naphtoquinones et benzoquinones. Les deux groapgsus répandus de benzoquinones sont les
ubiquinones et les plastoquinones qui differentrecrdux par les substituants des noyaux

qguinones.

La structure de l'ubiguinone, préférentiellemeppelée coenzyme Q (Q), est présentée
dans la figure 1. Le coenzyme Q est donc compasé mbyau quinone et d’'une longue chaine

hydrophobe constituée d’'unités de 5 carbones cappelle isoprene.

Figure 1. Structure du coenzyme Q sous sa forme oxyid€eoyau quinone substitué est représenté en
bleu et la chaine polyisoprényle en rouge. La natafion des atomes de carbone utilisés dans ce soadheast

montrée.
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on OH
(1 SO
s OH 3
OH 8
a b

S. cerevisiae n=6 (Qg)
H. sapiens n=10 (Qqp)

E. coli n=8 (Qg)

Figure 2: Les structures de différentes quinanes

a: Ménaquinone réduite; b: déméthyl-ménaquinoneitédc: forme réduite du coenzyme Q; d: forme @eydiu

coenzyme Q.

I.1.a. Le noyau quinone

Le noyau quinone est substitué par 2 groupemeéthanyles en C5 et C6, un méthyle
en C2 et la chaine polyisoprényle en C3. Il ex@stén deux fonctions cétones en para sur ce
noyau qui est une quinone (figure 2-d) ou deux tions alcool dans la forme réduite quinol
(figure 2-c).

Ce noyau est dérivé de la voie du shikimate vighi@ismate chez les bactéries ou de la tyrosine
chez les eucaryotes supérieurs (Bentley, 1990; Naban, 2001). Le micro-organisme
eucaryoteSaccharomyces cerevisjgeeut synthétiser du coenzyme Q soit a partirrduismate

ou de la tyrosine (Olson & Rudney, 1983) (figure 3)

Les groupes méthyles sur le noyau benzénique soived de la S-adénosylméthionine (SAM).
Chez les eucaryotes, l'isopentényl diphosphate) (lRétessaire pour la formation de la chaine
latérale isoprényle, est dérivé de l'acétate vieola mévalonate. Chez les bactéries, il est formeé
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par le 2-C-méthyle-D-érythritol 4-phosphate (ME®),intermédiaire de la voie hon mévalonate
(Disch & Rohmer, 1998; Rohmer, 1999) ou MEP (figude

I.1.b. La chaine polyisoprényle

Quant a la chaine polysioprényle, c’est une lonthaine hydrophobe constituée d’unités
de 5 atomes de carbone qu’on appelle isopreneréfi@) et qui donne au coenzyme Q la
particularité d’étre liposoluble. La taille de @etthaine polyisoprényle est la base des deux
nomenclatures communément utilisées pour class@Eenombreux composés de la famille des
ubiquinones. La premiere regroupe ces molécules lsaigrme de coenzyme Qn, ou n représente
le nombre d’'unités isoprene. La seconde désigneamposés comme étant des ubiquinones n,
avec n représentant le nombre de carbones totaile a®ine isoprénoide. Ainsi, le coenzyme
Q1o correspond a l'ubiquinone 50, le coenzymgdQrrespond a I'ubiquinone 30, etc. De nos
jours, la nomenclature la plus utilisée est la egare Qn et donc je vais l'utiliser dans la suite de
ce manuscrit.

La longueur de cette chaine polyisoprényle estagigble selon les organismes, 6 unités chez la
levure Saccharomyces cerevisié®s), 8 chezEscherichia coli(Qsg), 10 chez les humains ().

A I'extrémité de cette chaine, le noyau quinoneésente la partie hydrophile du coenzyme Q.

10
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Bacteria &Yeast Eukarvotes
CO,H
"“‘“H
g NH,
Z Y~ —~coo -
OH r
1 2
COzH /'x
OH
3
Eukaryotes
v Acetate

¥
SAM Mevalonate

SAM

O, 4
IPP + DMAPP

!

MEP

Bacteria *

Glyceraldéhyde 3 - phosphate
+

Pyruvate

Figure 3: Structure et précurseurs biosynthétiques du coBezy.1: acide chorismique; 2: tyrosine;
3: acide 4-hydroxybenzoique; 4: ubiquinol; SAM: &aosylméthionine; IPP: isopentényl diphosphtdAPP:

diméthylallyl diphosphate; MEP: 2-C-méthyle-D-dmjtol 4-phosphate. (Adapté de (Meganathan, 2001)).
11
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|.2. Distribution

Les quinones isoprénoides du benzéne et des mapdgasont tres répandues chez les
microorganismes. Les bactéries aérobies Gram-mégatet les eucaryotes contiennent
uniquement le coenzyme Q (benzoquinone), tandislepibactéries aérobies facultatives telles
qU'E. coli contiennent, en plus du coenzyme Q, la déméthylaménone (DMK) et la
ménaquinone (MK), deux naphtoquinones (Collins &eky 1981) (figure 2). Par contre le

coenzyme Q est absent chez les archées.

|.2.a. Les quinones chez les eucaryotes

Certains organismes possedent plus qu’'un seuldypsoenzyme Q mais généralement,
une seule forme est dominante. En effet, la pludag mammiferes, y compris les humains
synthétisent une faible quantité du coenzyme®plus du coenzyme;glalors que le coenzyme
Qo est majoritairement synthétisé chez les rongetiswicka & Kruk, 2010). Chez les
invertébrés, les coenzymess, @ et Qo ont été identifiés (Nowicka & Kruk, 2010). Le
coenzyme @ est synthétisé che3chizosaccharomyces pomtandis que le coenzymegQ
domine chezS. cerevisiae(Kawamukai, 2002; Takahashi et al, 2010). En oqules
mitochondries des plantes supérieures contiennenbenzyme ¢ ou coenzyme ) tandis que
celles des plantes inférieures pourrait avoir égaté du coenzyme Qet du coenzyme &)
(Nowicka & Kruk, 2010). Exceptionnellement, du cogme Q; a été détecté, en plus des
homologues plus courts, dans les fruits de Caps{®iowicka & Kruk, 2010).

Le coenzyme Q, synthétisé dans les organismetnh’@as soluble dans l'eau, on le
rencontre quasiment dans toutes les membranesgligsl en particulier la membrane interne
mitochondriale deS. cerevisiaeet la membrane plasmique des bactéries ou il difutser
librement parmi les phospholipides membranaireagter & Dallner, 1995). Chez les humains,
on retrouve le coenzyme Q dans les membranes imjoleg de tous les tissus et il est également

fixé aux lipoprotéines dans le sang (Crane, 2007).

12
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1.2.b. Les quinones chez les bactéries

E. coli est une bactérie anaérobie facultative Gram- duitient trois quinones
membranaires ayant toutes une chaine octaprénylenif8s isopréne): DMKg et MKg
(Meganathan, 2001) (figure 2). La synthése deDMK;s et MKg est régulée selon les conditions
de culture aérobies ou anaérobies (Soballe & P4O®8). En fait, @est la quinone majoritaire
en conditions aérobies alors que DMKt MKg sont prédominantes lors d’'une culture en
anaérobiose (absence d’'oxygene) (Alexander & Yolfgs).

E. coli utilise ces quinones aux potentiels rédox diffes€m112 mV pour Q/QK +36 mV pour
DMK g/DMKgH; et -74 mV pour MK/MKgH2) en fonction des accepteurs terminaux d’électrons

des chaines respiratoires (dioxygene en aérolfioserate, nitrate ... en anaérobiose).

Dans cette étude, nous nous sommes focalisésetunld de la voie de biosynthése du
coenzyme @ chezS. cerevisiaeQs a une masse moléculaire de 590.88 daltons sofmea

oxydée, ubiquinone et 592.88 daltons sous sa foéchgte, ubiquinol.

Dans la suite de ce manuscrit, je vais utiliseitéeses 'ubiquinone (Q)' pour faire référence a la

forme oxydée du coenzyme Q et 'ubiquinol gRidour désigner la forme réduite.

1.3. Propriété redox

La réduction du noyau quinone du coenzyme Q emunaplinol se fait grace au gain de
deux électrons et des deux protons. Le processuédietion débute par le gain d’un premier
électron ce qui conduit a la fixation d'un prenpeoton et va donc aboutir a la formation d'une
semi-quinone intermédiaire QHfigure 4). Ensuite I'ajout d'un deuxiéme électmermet la
fixation d’'un deuxieme proton et donc l'obtentioe da forme réduite quinol (figure 4).
L’ensemble ubiquinone/ubiquinol (ou coenzyme Q/zyeme QH) est un couple
d’oxydoréduction dont le potentiel standard estil&2 mV. La réduction du coenzyme Q se fait
par les complexes | et Il de la chaine respiratoifchondriale. QK est ensuite oxydée par le
complexe lll grace auquel les électrons fournis @Bk permettent de réduire le cytochrome c
ferrique en cytochrome c ferreux, dont le potentielxydoréduction est de +255 mV. Cette

réaction d'oxydoréduction couplée est exergoniquibére 39 kJ/mol. Cette énergie est utilisée

13
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par le complexe Il de la chaine respiratoire nfitmradriale pour déplacer des protons depuis la

matrice vers I'espace inter membranaire (figure 5).

+ HaCO
H3CO erH H3CO e +H" P
H,CO HaCO

Ubiquinone (Q) Semi-ubiquinone (QH Ubiquinol (Qhl

Figure 4: Les différents états redox du coenzyme Q.

(He)

@ . > &
() () '-‘-

(1)

Site d'oxydatiorde CH,

Sites de réduction de

Figure 5: Schéma simplifié représentant les réactions @baine respiratoire mitochondriale et

de la synthése de I'ATP par phosphorylation oxyeati: Complexe |, NADH-coenzyme Q
oxydoréductase (absent ch®&zcerevisiaet remplacé par 3 NADH déshydrogénases); Il: Coreplé succinate-
coenzyme Q oxydoréductase; Ill: complexe Ill, coene Q-cytochrome c¢ oxydoréductase; IV: Complexe 1V,
cytochrome ¢ oxydase; V: Complexe V, ATP syntha3e;Coenzyme Q; C: Cytochrome C; Le coenzyme Q
intervient dans la chaine respiratoire en tanttcaresporteur d'équivalents réducteurs. Q est réduites complexes

I et Il en QH qui est a son tour réoxydé en Q au niveau du cexedll.

14
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l.4. Transport d’électrons dans la chaine respireganitochondriale

La capacité du coenzyme Q de cycler entre unedarydée et une forme réduite est
utilisée dans la chaine respiratoire, qui assupedduction d'énergie utilisable par la cellulesou
forme d'ATP (figure 5). Plus particulierement, lBenzyme Q assure le transfert d'électrons du
complexe | et Il au complexe Ill dans la chaingohedoire mitochondriale.

Au cours d'une cascade de réactions, l'ubiquin@)eeét réduit en ubiquinol (QHqui est a son

tour réoxydé en Q.

QH, == Q+2H" +2¢

Le résultat final est la réduction du dioxygenesan.

1/2 O, + 2H" + 26 == HO

l.4.a. Les sites de réduction du coenzyme Q

l.4.a.l. Le complexe I: NADH-coenzyme Q-oxydoréahect

Le complexe | (figure 6) catalyse le transfert dieux électrons du NADH (formé
notamment au cours du cycle de Krebs) au coenzywia @ flavine mononucléotide (FMN) et
un ensemble de six cofacteurs fer-soufre [Fe L&fomplexe | est la premiére pompe a proton
de la chaine respiratoire. L'oxydation du coenzyW@H qui a lieu sur la face matricielle de la
membrane par la NADH-déshydrogénase produit deestréns qui sont transférés a la FMN
pour donner FMNHK La FMN est une sorte de "convertisseur” d'un fhirélectronique en un
flux mono-électronique, puisqu'elle cede ses é@estiun par un aux centres [Fe - S], accepteurs
mono-¢électroniques. Ces centres [Fe - S] cedeatiatbur cet électron au coenzyme Q qui est

réduit en passant par un intermédiaire semi-quinone

15
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Matrix

Inner mitochondrial membrane

Intermembrane space

Figure 6: Schéma représentatif du complexe | de la chaispiradoire mitochondriale des

eucaryotes supérieurs montrant la réduction du zyoee Q Les fleches violettes représentent le

parcours préférentiel des électrons, les pointiligds les chemins accessoires. Les ronds bleusspamdent aux

centres [Fe — S].

l.4.a.ll. Le complexe II: succinate-coenzyme Q-ox¢ductase

Le complexe Il de la chaine respiratoire est ur@éme composee de 4 sous-unités
(SdhA, SdhB, SdhC et SdhD), toutes codées pamengé nucléaire. Deux sont incluses dans la
membrane interne de la mitochondrie (SAhC et Sdled)deux autres sont liées aux premiéres
sur la face matricielle de la membrane. Le suceirmgibstrat de I'enzyme, est oxydé en fumarate
par les sous-unités internes, qui contiennent wenzyme FAD lié de maniere covalente et
plusieurs groupements [Fe — S]. Les hydrogenestsmmférés au coenzyme Q de la membrane
par les sous-unités enchasseées dans celle-ci, tawse un cytochrome b558. Le complexe 1l et

le trajet des électrons sont présentés dans leefigu

16
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| 4525

70 A

| 18.0(11.1)
[2Fe-28]
| 12.4 (8.3)
[4Fe-45]
[118(81)
|3Fe-45]

11.0
‘ T.6) 18.5
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Figure 7: Structure du complexe Il B’ coli. Les électrons sont pris en charge par le FAD aeaiv
matriciel puis passent d’'un groupement [Fe — Shatide jusqu’au site de liaison du coenzyme Q (URQpprés

(Yankovskaya et al, 2003)).

l.4.b. Le site d'oxydation du coenzyme Q: le coreplél: coenzyme Q-

cytochrome c-oxydoréductase

Les électrons venant de @HKont cédés par le complexe lll au cytochrome clegii
délivre au complexe IV. Le trajet des électronssdi@ complexe Il n'a été résolu que quand un
trajet circulaire, appelé cycle Q, fat suggéré Pater Mitchell puis détaillé entre autres par

Bernard Trumpower (Trumpower, 1976) (figure 8).

Le complexe Il est un complexe multiprotéique dtspeurs sous-unités interviennent
directement dans le cycle Q: la protéine de Riegkson centre [2Fe - 2S], le cytochrome cl
porteur d’'un heme et le cytochrome b qui possede iémes. L'oxydation de l'ubiquinol suit

plusieurs étapes:

» Fixation d’'une molécule QHau site Qo, qui correspond a une zone mixte datre
protéine de Rieske et le cytochrome cl. Fixatiomcomitante d'une molécule

d’ubiquinone au site Qsituée sur le cytochrome b.

17
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> Les deux électrons de QHu site Qo sont distribués de facons divergentas: au
centre [2Fe - 2S] de la protéine de Rieske, I'aattbéme l du cytochrome b. Les deux

protons sont expulsés vers I'espace intermembmnair

» L'électron capté par les centres [Fe - S] est feEadsa 'heme du cytochrome c1, puis au

cytochrome c. Ce cytochrome c, une fois réduitjetache du complexe lll.

> L’électron capté par 'hémae_lest transmis a 'hémeyldu cytochrome b, il réduit ensuite
Q du site Qen QH.

» Un second cycle, initié au site, @ partir d'une deuxieme molécule @Hst nécessaire
pour compléter la réduction du QHu site Q Les deux protons nécessaires a la

réduction de ce coenzyme Q sont pris dans la neatmitochondriale.

Le bilan de la réaction est I'oxydation de deuxquitmols QH au site Q et la réduction d’'une
ubiquinone Q au site {QDeux électrons sont transférés a deux moléculesyttehrome c et
guatre protons sont transférés vers I'espace iet@tnanaire. La quinone oxydée retourne vers
les complexes | ou Il pour étre a nouveau rédugecycle Q permet ainsi de doubler I'efficacité
du coenzyme Q dans la génération du gradient densmeécessaire a la synthése d’ATP.

Bilan du cycle Q :
2QH,+2cytcox+2H--->Q+2cytcred + 4 H

La chaine respiratoire est une source permane€espeates réactives de I'oxygéene
(ERO). Selon certains auteurs, environ 0,4 a 0,8%odygene utilisés par la mitochondrie sont
incompletement réduits et produisent des ERO (Hadsét al, 1997). La production des ERO
dans le complexe Il résulte de la réduction phetide Q. L’électron libre provenant du transfert
a travers la chaine respiratoire s'apparie aveor@dnt le radical semi-ubiquinone (QHui est
instable. Un deuxieme électron est donc nécespaire le stabiliser et permettre le transfert de
proton grace a l'intermédiaire ubiquinol (@HToutefois, il existe une probabilité pour que QH
rencontre une molécule d’'oxygéne avant d’étre ksgbpar le deuxiéme électron. La molécule
d’'oxygene va alors capter I'électron libre généraimsi un anion superoxyde (Turrens et al,
1985).
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Figure 8: A) Représentation du cycle Q et B) Structure dogexe Il du poulet (Zhang et al,

1998).Les coenzymes QHprovenant des complexes | ou Il subissent dessytloxydo-réduction successifs au

niveau du complexe Ill. La premiére réaction d’osyéduction est schématisée en rouge et la deuxagnigeu.
Les fleches en pointillées schématisent le trags dlectrons a travers le complexe lll. QHbiquinol; Q:

ubiquinone; QH semi-ubiquinone.

[.5. Antioxydant

L'ubiquinol (QH) joue un réle important dans la bioénergie mitochiathel et est le seul
antioxydant liposoluble synthétig novo Il fait partie, avec les tocophérols, les carotdes et
les cestrogenes, des lipides naturellement antiokyddJne grande quantité de données

recueillies au cours des derniéres années par gpériences sur des liposomes, des
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mitochondries, des microsomes et sur des lipopreséiont démontré que QHoue un réle
comme un antioxydant efficace et inhibe la peroxgda lipidique induite par les ERO
(Bentinger et al, 2007). Les ERO sont des espéuesiques oxygeneées telles que des radicaux
libres, rendus chimiquement tres réactifs par &s@nce d'électrons de valence non appariés. I
peut s'agir par exemple du radical superoxydeé @e l'oxygéne singuletO,, du radical
hydroxyle OH...

L'efficacité du coenzyme Q comme inhibiteur dgoéaoxydation lipidique provient du
fait que QH agit a différents niveaux du processus de peroxyadfigure 9). La principale
action est de prévenir la production des radicipigiiues peroxydés (LO®lors de la réaction
dite d'initiation par le radical perferryle FeD,”). QH, réduit le radical perferryle ce qui
entraine la formation du semi-ubiquinone et d®H La deuxiéeme action probable de §@4t
d’éliminer LOO directement et de régénérer efficacement la vitanii & partir du radical-

tocopheroxyle (VitE-O°), empéchant ainsi le proaesge propagation. (Mukai et al, 1990).

Fe3*-O QH>
Initiation j( X
H>O Fe3*-H,O, X

Propagation ‘/02 L Q NADP*

LOO®
< VltE OH Asc or QH
V'tE o Asc or QH,

Figure 9: Sites d'action du coenzyme Q sur la peroxydafditjue. LH: acide gras polyinsaturés;

NADPH

OH’ : radical hydroxyle; F8-O, : radical perferryl; QH: ubiquinol; QH: semiubiquinone; L: radical centré du
carbone; LOQ radical lipidique peroxydé; LOOH: hydroperoxydesdipides; VitE-O: radical a-tocopheroxyl;
asc: radical ascorbyle (Adaptée de (Bentinger,eQil7).

QH, est efficace pour lutter contre la peroxydatigpidique, mais également contre
'oxydation protéique en empéchant sa propagat®tad{man & Levine, 2000). Il existe

plusieurs mécanismes d'oxydation des protéindssefrible que le plus commun soit I'oxydation
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directe de résidus d'acides aminés (Stadtman &leg000). La relation spatiale étroite entre le
coenzyme Q et les protéines membranaires estuirfsicteur essentiel pour son effet protecteur
contre I'oxydation des protéines aussi bien quéredioxydation des lipides.

De plus, au cours du stress oxydati, @yde les centres [4Fe - 4S] des déshydratases,
relachant du fer libre dans le cytosol. Ce ferdiloatalyse la réaction de Fenton, générant le
radical hydroxyle OHqui attaque 'ADN (Ernster & Dallner, 1995). Qtmpéche d’une
maniere efficace I'oxydation des bases d’ADN, ceegtiparticulierement important dans le cas

de 'ADN mitochondrial, ou ce dommage n'est paddaent réparable (Bentinger et al, 2007).

En résumé, QFa une action antioxydante sur les lipides, lesgmes membranaires et
potentiellement sur I'ADN. L'efficacité de QHtomme antioxydant provient du fait que ce
composé interfére avec la peroxydation lipidiquet tdans l'initiation que dans les étapes de
propagation, contrairement a I'effet de la vitantteui inhibe seulement la propagation de cette

peroxydation.

[.6. Autres fonctions proposées du coenzyme Q

En plus de son réle connu en tant que transpodiélgctrons dans la chaine respiratoire
mitochondriale et d’antioxydant, plusieurs aufi@sctions importantes du coenzyme Q requises
pour les processus métaboliques normaux ont éénr@ent décrites:

1. La membrane plasmique de la plupart des cellobegient une NADH-oxydase CoQ-
dépendante qui régule le rapport cytosolique NINBDDH et la réduction de l'ascorbate.
Cette enzyme est impliquée dans la régulation dediasance et la différenciation cellulaire

(Gomez-Diaz et al, 1997) et réduit donc Q au cderson cycle catalytique.

2. L'ouverture des pores de transitions membrasam¢ochondriaux permet la translocation
de molécules de taille plus grande que 1500 Dacapiuit a un effondrement des fonctions
mitochondriales et peut initier I'apoptose. Le Copgne Qo est I'un des composés qui
empéchent l'ouverture de ces pores. De ce faitntégrvient contre les événements

apoptotiques comme la déplétion en ATP, la libératiu cytochrome c dans le cytosol, la
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dépolarisation de la membrane mitochondriale dtadgmentation de 'ADN (Papucci et al,
2003).

3. Les protéines découplantes présentes dans ldrmaeeninterne mitochondriale peuvent

dissiper le gradient des protons de l'extérieus J@mtérieur de cette membrane. Comme

résultat, le gradient de protons formé par la ahafespiratoire est découplé de la

phosphorylation oxydative et de la chaleur est piteden conséquence. Ces protons sont
livrés a partir des acides gras aux protéines gdantes avec l'assistance de la forme oxydée
du coenzyme Q, qui est un cofacteur essentielvietemt dans ce processus (Echtay et al,
2001).

4. Le coenzyme Q exerce de multiples effets afittimmatoires en influencant I'expression
de genes dépendants du NFkB1 (Schmelzer et al).2007

5. Le coenzyme Q contribue aussi a lutter contmytfonction endothéliale en stimulant la
libération endothéliale de I'oxyde nitrique (Haumiltet al, 2007).

ll. Biosynthese du Coenzyme Q cHeaccharomyces cerevisiae

La biosynthése du coenzyme Q chez la le@aecharomyces cerevisiast un processus
mitochondrial qui nécessite I'implication d'au nwoi protéines nommées de Coql a Coq9. La
figure 10 représente le schéma de la voie de bibéga du coenzyme Q ché&z coli, S.
cerevisiaeet Homo sapiensLa voie de biosynthése commence par la conjugaieol’acide 4-
hydroxybenzoique (4-HB) avec la chaine polyisopl&myrophosphate, synthétisée par la
polyprényle-diphosphate-synthase Coql, pour forfaeide 3-hexaprényl-4-hydroxybenzoique
(HHB). Cette réaction est catalysée par Cog2, lgppényl-diphosphate-4-HB-transférase. La
voie de biosynthése comprend ensuite plusieurs froations du noyau aromatique, au total 3

réactions de méthylation, 3 réactions d’hydroxgliatéet une réaction de décarboxylation.

Pour le moment, neuf groupes de complémentatiomuatants de levure déficients en
coenzyme QCOQ1a COQ9 ont été identifies par le groupe du Prof. Alexan@izagoloff. Ces
mutants de levureoq ne synthétisent plus de coenzyme Q. lls sont ansapables, suite au

dysfonctionnement de la chaine respiratoire, ddtrerosur des sources de carbone non
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fermentable comme I'éthanol ou le glycérol et Spetites’' c.a.d. les colonies sont plus petites
gue celles des cellules de type sauvage lorsgu'stlet cultivées sur un milieu contenant 0.2%
de glucose (Tzagoloff & Dieckmann, 1990). Un desdtércaractéristiques de ces mutants est le
rétablissement des activitts NADH-cytochrome c-axgductase et succinate-cytochrome c-
oxydoréductase dans les mitochondries isolées degantscoq aprés l'ajout de coenzyme, Q
exogene (Tzagoloff et al, 1976). Les homologues ge&ses COQ de la levure chez les
mammiféres ont été identifiés soit par homologie s#guence ou par complémentation
fonctionnelle. Les homologues humains des proté@m32, Cog3 et Coq7 complémentent les
phénotypes des mutants de délétion correspondaméesla levure (Tran & Clarke, 2007). Ceci

suggere que la voie de biosynthése du coenzymel®leeure est conservéee chez les humains.

Il semble que l'ordre des réactions de modificalamoyau benzénique de HHB soit conservé
entre la levure et les humains. Par contre I'édg@pa@écarboxylation (conversion du composé 1 en
composé 8 sur la figure 10) se fait avant I'hydtatkgn en C5 (conversion du composé 8 en

composé 9 sur la figure 10) chiézcoli. (figure 10)

[l est aussi important de signaler que toutespiedéines Cog sont essentielles a la
biosynthese du coenzyme Q et par suite I'absencardporte quelle protéine Coq entraine un
défaut de biosynthese du coenzyme Q.
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Figure 10: Schéma de la voie de biosynthese du coenzyme LXXloerevisiaeH. sapiensetE.
coli. Les protéines de levures sont marquées en noielletscdE. coli en rouge. Pdss1/Pdss2 et Clkl sont les
équivalents humaines de Coql et de Coq7 respeaiventppl: farnésyl-pyrophosphate-synthase ; Btsl:
Qgéranylgéranyl-diphosphate-synthase; IPP: isopehtdiphosphate; DMAPP: diméthylallyl diphosphate; FEP
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farnésyl diphosphate; 4-HB: acide 4-hydroxybenzejgdHB: acide 3-hexaprényl-4-hydroxybenzoique; DHHB
acide 3-hexaprényl-4,5-dihydroxybenzoique; DDMQH déméthyl-démétoxyubiquinol; DMQH
démétoxyubiquinol; déméthylQHdéméthyl-ubiquinol; Qb ubiquinal.

II.1. Le 4-HB est le précurseur du noyau benzénduweoenzyme Q et des
analogues de 4-HB peuvent étre prényler par Cog2

L’acide 4-hydroxybenzoique (4-HB) est le seul pirdeur connu, depuis longtemps, du
noyau benzénique du coenzyme Q (Olson et al, 1R68ney & Parson, 1963) (figure 11).

Des anciennes expériendevitro ont permis de montrer que les homologues de Ceg2 d
S. cerevisiagUbIA d’E. Coli et Cog2 duRattus norvegicysarrivent a prényler l'acide para-
aminobenzoique (pABA) (Alam et al, 1975; HamiltonGbx, 1971). Le pABA est un compose
qui présente une similitude avec le 4-HB, la selifirence étant I'existence d'un groupement
amine (NH) dans le pABA (figure 12) qui remplace le groupetigydroxyle (OH) de 4-HB. Le
pPABA est largement connu comme étant un inhibitkuta voie de biosynthése du coenzyme Q
chezE. Coli et chez les mammifer¢Brea-Calvo et al, 2006)Ceci est d0 a la diminution de la
synthése du coenzyme Q chez ces organismes emqeése pABA et a la formation de l'acide
3-polyprényle-4-aminobenzoique (équivalent aminéHHB) (in vitro). Le 4-HB et le pABA
dérivent principalement de la voie du shikimate lgachorismate chez les bactériesSet
cerevisiae Les enzymes responsables de la synthése du pABAc®nnues chez ces deux
organismes par contre I'enzyme responsable denthése de 4-HB cheg. cerevisiaan'est pas

encore identifiée (figure 11).

D'autres études de marquage faites par Nambudse® collaborateurs en 1977 ont
montré que l'acide 3,4-dihydroxybenzoique (3,4-diHB I'acide vanillique (figure 12) sont
efficacement prénylés par Cog2 et que 3,4-diHB -ptnat transformé en coenzyme Q dans un
testin vitro (Nambudiri et al, 1977). Ceci renforce l'idée danmgue de spécificité de cette
protéine. L'ensemble des expériences avec desgaesiode 4-HB ont permis d'établir les
caractéristiques structurales nécessaires a lglpti&m par Cog2: la présence d’'un groupement

donneur d'électrons en position 4 du cycle aroroati¢hydroxyle (OH), amine (NH ou
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méthoxyle (CHO)) combiné avec un acide carboxylique (COOH), anh groupement électro-
attracteur, en position 1 (figure 12) (Alam etl&75).

S. cerevisiae

higher eukaryotes
Tyrosine shikimate Phe - -®Tyrosine
pathway
1 TAT Tyrosinemia
||‘ ¢¢ Type Il
1
v ¢
1 p-hydroxyphenylpyruvate
"', horismat intestinal flora,
\ chorismate Abz1 food
. \ 2 ¢
\X 9] 4-amino ¢ / ¢
\ deoxychorismate A
v 4-Hydroxybenzoate pABA
¢ Abz2
4-Hydroxybenzoate pABA
\ \ CoQ
CoQ folate

Figure 11: La voie de biosyntheése du pABA et de 4-HB montriast différents enzymes
impliquées. Les protéines non encore identifiee$ smrquées par ?.

CO,H CO,H CO,H
1 1 1
6 ) 6 5 6 2
5 3 >
5°Y, 3OH 47 3 OCH;
NH, OH OH
PABA

Acide 3,4-dihydroxybenzog&u Acide vanillique
Figure 12: Les structures de différents composés prénylé€pgP deS. cerevisiae
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II.2. Etapes de biosynthése du coenzyme Q

Il.2.a. Synthése et attachement de la chaine pogy&yle

Il.2.a .I. Synthése de la chaine polyisoprényle

La formation de la queue polyisoprényle ch®z cerevisiaeest catalysée par la
polyisoprényle-diphosphate-synthase, Coql a pafisopentényl diphosphate (IPP) et de
farnésyl diphosphate (FPP) (figure 10). Cette ermyétermine la longueur de la queue
polyisoprényle spécifique aux especes. Les seqgaatiaeides aminés de la protéine Coql et des
isoprényle-diphosphate-synthases d'autres eucaryatntiennent sept motifs différents
hautement conservés. Ces sept motifs, riches éfuseaspartate, sont cruciaux pour l'activité
catalytique de l'enzyme. Les isoprényle-diphospbgitghases de&S. pombge du rat et des
humains sont des hétérotétrameres de deux soésrivtéiques, Pdssl et Pdss2, tandis que

Coql deS. cerevisiaet de la planté&rabidopsis thalianaont des homo-oligomeres (figure 10).

D'une maniere intéressante, I'expression des logues de Coql provenant d'une variété
d'organismesS. pombgle rat et les humains) rétablit la biosynthesecdanzyme Q et la
respiration chez le mutantoqldeS. cerevisiaeCe rétablissement de la respiration provient de
la production d’isoformes du coenzyme Q qui possede nombre distinct d'unités d'isoprene: 9
unités avec les protéines 8epombeet du rat et 10 unités avec la protéine humain@ad@ et al,
1998). Ce résultat montre que la longueur de lanehpolyisoprényle semble peu influencer la

fonction de Q au niveau de la chaine respirataré&dcerevisiae

Des études de fractionnement submitochondriadéntontré que Coql d& cerevisiae
est une protéine matricielle périphérique assozit@emembrane interne mitochondriale (Gin &
Clarke, 2005).

Il.2.a.ll. Attachement de la chaine polyisoprényle

La polyprényle-diphosphate-4-HB-transférase est emzyme qui catalyse l'attachement

de la queue polyisoprényle au 4-HB, le précurseanua du coenzyme Q, pour former le HHB
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(composé numéro 1 sur la figure 10). Dans les e&& derevisiaetH. sapiensle géne codant
pour cette enzyme est appelé COQ?2.

Des analyse# vitro sur des mitochondries isolées de foie d'un ratdémhontré que
l'activité polyprényltransférase est principalemprésente dans les mitochondries (Momose &
Rudney, 1972). Par ailleurs, les polyprényltrarefés impliguées dans la biosynthése du
coenzyme Q montrent un manque de spécificité ppdorigueur de la chaine polyisoprényle
(Ashby et al, 1992; Gin & Clarke, 2005; Meganatha@0Q1; Okada et al, 1998; Okada et al,
2004). Cependant, il a été montré que cette spiéifest influencée par la concentration de

Mg** dans les extraits de levures (Ashby et al, 1992).

L'analyse de la séquence d'acides aminés de Gf§2cerevisia@a révélé l'existence des
deux domaines conservés, riche en aspartate, mdsligdans la fixation de la queue
polyisoprényle et qui sont retrouvés dans la famileés polyprényltransférases. De plus, Coqg2
comporte six segments transmembranaires et unerséegd'adressage mitochondriale (Ashby et
al, 1992). Cog2 se comporte donc comme une prot@embranaire associée a la membrane
interne mitochondriale du c6té matriciel et c'@sséule protéine Coq de levure qui possede un

domaine transmembranaire (Ashby et al, 1992)

II.2.b. Réactions de méthylation

Trois réactions de méthylation se font au courdadbiosynthése du coenzyme Q: 2
réactions d’O-méthylation catalysées par Coq3 et nidaction de C-méthylation catalysée par
Cogb.

[1.2.b.1. O-Méthylation

Le gene COQ3 a éteé initialement identifieé cl8ezcerevisiagClarke et al, 1991). Les
homologues du gene COQ3 chez le Aatthalianaet chez les humains ont été ensuite isolés par
des tests de complémentation fonctionnelle sur mesants Acog3 de levure (Avelange-
Macherel & Joyard, 1998; Jonassen & Clarke, 200@rkdis et al, 1994). Les séquences
d'acides aminés des protéines codées par ces hmmslae COQ3 contiennent toutes quatre
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régions qui sont conservées dans une grande fadidlezymes de type méthyltransférase
utilisant la S-adénosylméthionine (SAM ou AdoMetmume donneur de méthyle (Kagan &
Clarke, 1994; Katz et al, 2003; Niewmierzycka & iRk 1999) et qui ont besoin d'un cation
divalent pour leur activité (Jonassen & Clarke, 20Durunen et al, 2004).

Des essaim vitro avec des analogues farnésylés synthétiques,d'&eblyprényle-4,5-
dihydroxybenzoique et la déméthyl)), (composés A et C avec n=3 sur la figure 13) ont
montré que deux étapes d’O-méthylation dans la deiebiosynthése du coenzyme Q sont

catalysées par la méme enzyme codée par le gén& (RaQn et al, 1999).

Comme la plupart des protéines Coq, la protéing3Cade S. cerevisiaecontient une
séquence d'adressage mitochondriale a I'extrémig¥rinale. Des expériences d'importation
vitro (Hsu et al, 1996) et de localisation subcellulgiPoon et al, 1999) ont montré que
l'apoprotéine CoQ3 est importée puis maturée damsitochondries, d'une maniére dépendante
du potentiel de membrane. D'autres expériencesadédnnement mitochondriale ont démontré
gue Coq3 est une protéine peériphérique associéedtu matriciel de la membrane interne

mitochondriale (Poon et al, 1999).

A B

CO,H CO,H
AdoMet AdoHcy
7
X
A H
HO nH Cog3 5O OH n
OH

UbiG

O

C
OH : D
HO AdoMet  AdoHcy HyCO
HCO N [H UbIG H3CO o n
OH :

Coqg3

Figure 13: Les réactions d’O-méthyltransférase dans la veieidsynthese du coenzyme Q.

Chez les eucaryotes, |&®lréaction d’O-méthylation implique la protéine Cop@ur la conversion de I'acide 3-
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polyprényle-4,5-dihydroxybenzoique (composé A) erida 3-polyprényle-5-méthoxy-4-hydroxybenzoique
(composé B). La 2" O-méthylation nécessite aussi Cogq3 pour la corerde la déméthylQi{composé C) en
ubiquinol (composé D). UbiG est I'enzyme qui casalyces deux réactions de méthylation chez les pates.

AdoHcy: Adénosyl-homocystéine. AdoMet: Adénosyl-hiénine.

UbiG, I'équivalent de Coq3 chéz coli, a été identifiée par homologie de séquence et
cette enzyme catalyse également les deux réaai@méthylation dans la voie de biosynthése
du coenzyme Q chez coli (Hsu et al, 1996) (figure 13).

[1.2.b.1l. C-Méthylation

La seule étape de C-méthylation dans la voie dgybthése du coenzyme Q se fait par la
méthyltransférase codée chezcerevisiagar le géne COQ5 (figure 14). Le gene COQ5 a été
isolé a partir d'une banque d'ADN génomique derkevaur la base de sa capacité a rétablir la
respiration dans deux mutants ponctuets}5-1(Dibrov et al, 1997) etog5-2(Barkovich et al,
1997). L'ORF de COQ5 comporte également les 4 mal liaison a la SAM mentionnés
précédemment. Des tests d'activité C-méthyltraasédn vitro, avec I'analogue farnésylé de la
DDMQgH; (substrat de Cog5) confirment que Coq5 est néicespaur la conversion de la
déemeéthyl-démétoxyubiquinol (DDMgB,) en déméthoxyubiquinol (DMgB,) dans la
biosynthese du coenzyme (Baba et al, 2004; Barkovich et al, 1997).

EOH OH F

Cogs
n H3CO

H,CO

OH OH

Figure 14: La réaction de C-méthyltransférase dans la voigiagy/nthése du coenzyme Q.

Cog5 est la protéine impliquée dans la conversian ld déméthyl-démétoxyquinol DDMQH(E) en
déméthoxyubiquinol DMQHKI(F).
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D'une maniere intéressante, deux mutants ponctoels-2 et cog5-5maintiennent des
niveaux normaux des protéines Coq3, Cog4 et Cagflig que les niveaux de ces protéines sont
beaucoup diminués dans d'autres mutaotd (Baba et al, 2004). Ces deux mutants ponctuels
sont les seuls mutant®g5 complémentés par la surexpression d'UbiE, I'hogudode Coqgb
chezE. coli(Lee et al, 1997).

Des analyses de fractionnement mitochondrialedénmontré que Cog5 est associée a la

périphérie de la membrane interne sur le coté oieltiBaba et al, 2004).

Il.2.c. Réactions d’hydroxylation

Trois réactions d'hydroxylation ont lieu au codesla biosynthese du coenzyme Q dont
I'hydroxylation en C5 (conversion du composé 1 emposé 2 sur la figure 10) qui est la
premiére modification du noyau aromatique du HHRsWte viennent I'hydroxylation en C1
(conversion du composé 4 en composeé 5 sur la fityeuis I'hydroxylation en C6 (conversion

du composé 6 en composeé 7 sur la figure 10).

[1.2.c.l. Hydroxylation de la déméthoxyubiquiron
(DMQg): I'hydroxylation en C6

La premiére réaction d’hydroxylation caractérigiens la voie de biosynthése du
coenzyme Q che3. cerevisiaa été I'hydroxylation de la déméthoxyubiquinol (QM,) qui
est catalysée par Coq7 (figure 15) (Marbois & G#ark996). Le gene COQ7/CATS ¢
cerevisiaea été isolé et caractérisé comme étant requis laobiosynthése du coenzyme Q
(Marbois & Clarke, 1996; Tzagoloff & Dieckmann, 1Y%t aussi comme étant impliqué dans la
répression/dérépression catabolique du carbondt (@ral, 1995). La répression/dérépression
catabolique est un systeme global qui régule lastnaption de genes de la néoglucogenese, du
métabolisme des sucres et la respiration (Gandé&88). Cependant, le défaut de régulation des
catabolites dans les mutardeq7 a été plus tard démontré comme un effet secondaira
déficience respiratoire (Jonassen et al, 1998).teCeléficience respiratoire peut étre
complémentée par l'ajout de coenzymgeQogene (Jonassen et al, 1998), impliquant aasi |

participation directe de Coq7 dans la biosynthéseagnzyme Q.
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D'une maniére intéressante, il a été montré gqumudéant ponctuel G65D de Coq7
accumule la DM@ en plus du HHB alors que le mutant de délétioaq7n'accumule que HHB
(Marbois & Clarke, 1996). De méme, un mutacbq7deS. cerevisiaeexprimant une mutation
faux sens dans la protéine Coq7 (E194K) produitadBMQs, tandis que la DM@n'est pas
détectée dans des souches exprimant des mutatodglétion de la partie C-terminale de la
protéine Coqg7 (Padilla et al, 2004). Par ailleliexxpression des homologues de COQ7Cde
elegans(Ewbank et al, 1997), du rat (Jonassen et al, 19896)es humains (Vajo et al, 1999),
complémente le phénotype des mutantq7 de S. cerevisiagindiquant la conservation
fonctionnelle pour cette protéine entre les espetasfonction hydroxylase de Coq7 a été
renforcée par la prédiction qu'elle appartient dalaille des hydroxylases bi-nucléaires a fer
contenant un motif impliqué dans la liaison du #XXH (Stenmark et al, 2001). Behan et
Lippard ont montré en 2010 par des méthodes specdpaues (RPE et Mossbauer) que Clkl
('homologue de Coq7 chez le rat) est en effet prdéine a centre bi-nucléaire de fer. Les
auteurs ont montrén vitro une activité C6-hydroxylase de CIk1 et ont propgsé le NADH
pourrait directement réduire le centre bi-nuclédieefer de cette protéine sans nécessité d’'une
réductase supplémentaire comme pour les mono-ogggéna centre bi-nucléaire de fer
habituelles.

La surexpression des homologues de Coq7 Pdeudomonas aerugingsd hiobacillus
ferroxidans et de C. elegansrétablit la biosynthése du coenzyme Q dans un mhuta
correspondant &.coli, le mutantubiF (Adachi et al, 2003; Stenmark et al, 2001). UbiFuze
mono-oxygenase a flavine qui peut complémenteriEnptype de déficience respiratoire des
mutantscoq7 (ponctuels ou de délétion) malgee fait qu'elle n'utilise pas le méme cofacteur
(Tran et al, 2006).

Des études récentes de fractionnement submitodabfitran & Clarke, 2007) montrent
que la protéine Coq7 d& cerevisiaegcomme son homologue chez le rat (Jiang et all 2@t

associée a la périphérie de la membrane internie sdté matriciel.
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Figure 15: La réaction d'hydroxylation de la DMRB, catalysée par CoqCoq7 est la protéine
impliquée dans la conversion de la déméthoxyubmuenDMQH, (G) en démétylgH, (H).

[I.2.c.ll. Les 2 autres réactions d'hydroxylation

Le géne COQ6 d8. cerevisiaa été identifie (Gin et al, 2003) par des exp&esnde
complémentation fonctionnelle d'un mutant du grodeecomplémentation G63dg6-) du
groupe du Prof. Tzagoloff (Tzagoloff & Dieckmanr@9D). Contrairement a ce qui était publié
par Fiori et ses collaborateurs en 2000, le gen®@&® été montré comme un géne non-essentiel
pour la viabilité, mais nécessaire pour la resjinafcroissance sur une source de carbone non-
fermentable) (Gin et al, 2003).

La protéine Coq6 est une protéine mitochondrialeé @st importée d'une maniére
dépendante du potentiel de membrane et périphéniejpte associée au cb6té matriciel de la
membrane interne (Gin et al, 2003). Cog6Sde&erevisia@t ses homologues ¢ sapiensdu
R. norvegicuset deC. eleganscontiennent trois régions conservées qui caraetérila famille
des hydroxylases a flavine (Gin et al, 2003; Padfegl, 1994): une empreinte de liaison a I'ADP,
(Wierenga et al, 1986), un motif avec une fonctierliaison au FAD et au NAD(P)H (Eppink et
al, 1997) et une séquence consensus qui lie lgogment ribityl du FAD (Eggink et al, 1990)
(figure 16).

Par conséquent, Cog6 a été considérée comme étanbxygénase a flavine responsable de
l'ajout du groupement hydroxyle au HHB (composé éuuml sur la figure 10) et/ou au 3-
polyprényle-4-hydroxy-5-méthoxybenzene (composéérom sur la figure 10), les deux étapes

d'hydroxylations non caractérisées dans la voieiagynthése du coenzyme Q.
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Cette ambiguité autour du réle de Coq6 vient dudae le mutaniAcoq6 accumule du HHB
comme la plupart des mutarisoq (voir 11.2.g.l) et qu'aucune étude biochimique deq€ n'a

été menée.

La détermination de la fonction moléculaire de Cégia I'objet du premier chapitre de cette

these.
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Figure 16: Alignement de séquences des différentes oxygénasiavine présentes chez

différents organismese symboleA représente les acides aminés Ala, lle, Leu, Vait i sont impliqués
dans la liaison a I'ADP dans la région 1. La rédlast impliquée dans la reconnaissance du NADNAD(P)H et
également impliquée indirectement dans la liaisonfrdgment pyrophosphate du FAD (Eppink et al, 390a
région 3 contient une séquence consensus implidaée la liaison a la fraction ribityle du FAD (Eggiet al,
1990). Les hydroxylases aromatiques sont désigo@msne UbiH, la 2-octaprényl-6-hydroxylase méthox§mdi
dE. coli PobARh, la 4-hydroxybenzoate-hydroxylase (PobA) Rhizobium leguminosarumPhyATc,
I'hydroxylase-phénol d&richosporon cutaneunshPs, la salicylate-hydroxylase Bseudomonas putigdcpB, la
pentachlorophénol-4-monooxygénase Hivobacterium sp PoObAPS, la p-hydroxybenzoate-hydroxylase

Pseudomonas fluorescerBobAAc, la p-hydroxybenzoate-hydroxylase Alenetobacter calcoaceticuPnrF, la

de

11-hydroxylase deStreptomyces aklavinone peucetieis PheA, la monooxygénase-phénol Reeudomonas sp

(D’aprés (Gin et al, 2003)).
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[1.2.d. Coqg8

Le gene COQ8 a été initialement identifié commeCABactivateur du complexe bcl)
pour sa capacité a supprimer partiellement, eni+ooiftie, le défaut de traduction du cytochrome
b qui est d0 a la mutatiambs2-223dans le géne CBS2 (Bousquet et al, 1991). CBS@regéne
de S. cerevisiaeodant pour un activateur traductionnel du cytoote b qui interagit avec les
ribosomes pendant la traduction (Rodel, 1986). #8té& observé que l'inactivation de ABC1
abouti a un défaut respiratoire et a une absemotivité NADH-cytochrome c-oxydoréductase
(Bousquet et al, 1991), un phénotype similaire lai @es souches déficientes en coenzyme Q
(Tzagoloff & Dieckmann, 1990). Do et coll. ont démy@ en 2001 que la déficience en
coenzyme Q est exclusivement responsable des dfiiotropiques des mutardabcl et ont
donc renommé COQ8 le gene ABC1 (Do et al, 2001).afkeurs, Hsieh et coll. en 2004 ont
montré que le géne ARNY situé en aval du géne COQ8/ABC1, est responsabldad
complémentation du phénotype du mutabs2-223(Hsieh et al, 2004). Bien que sa fonction
biochimique dans la biosynthése du coenzyme Q actiiellement inconnue, la protéine
Cog8/Abcl a été classée comme une protéine kirtgpaae sur la base de l'identification de
guatre motifs kinases conservés dans sa séqueiged’ aminés (Leonard et al, 1998).

En 2008, Tauche et coll.,, ont montré que Cog8 é&wum homomere et se comporte
comme une protéine soluble de la matrice mitochialerqui pourrait étre associée a la
périphérie de la membrane interne mitochondriabu€he et al, 2008). lls ont aussi proposé un
réle de Cog8 dans la phosphorylation de Cog3 plesgabsence de Coqg8, aucune forme
phosphorylée de Coqg3 n’est détectable. De plusddktion de COQ8 conduit & une
déstabilisation de I'association de Coq3 avec theptexe protéique (Tauche et al, 2008).

En 2009, Padilla et coll., ont montré que la spregsion de Coq8 dans un mutaobq7
entraine I'accumulation de la DM@Padilla et al, 2009). L'accumulation de la DM@ans le
mutantAcoq7/Lo0g8 laisse entendre que les protéines en amo@bdé sont stables et actives.
Les conséquences de la surexpression de Coq8atamuitantsicoqferont I'objet du deuxieme

chapitre de ma thése.
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[1.2.e. Protéines de fonction inconnue

Comme le géne codant pour la protéine Coq3, lee g€®Q4 a été cloné par
complémentation fonctionnelle d'un mutant déficemtcoenzyme Q, le mutant ponctuel E266K
(cog4-) (Belogrudov et al, 2001). La croissance sur ungce de carbone non fermentable (qui
nécessite la respiration) provoque une augmentationaux d'ARNm du COQ4 ce qui est
compatible avec son role dans la biosynthése dozgoge Q.

Cependant, la fonction de Cog4, une protéine périgue associée a la membrane
interne mitochondriale sur le coté matriciel (Belagpv et al, 2001), reste un mystére. Bien qu'il
soit attrayant de spéculer que Cog4 pourrait csg¢alyune des étapes de biosynthése du
coenzyme Q pour lesquelles aucune protéine n'‘mlééfiée (désigné "Coq?" sur la figure 10),
la séquence d'acides aminés de Cog4 ne montréhmasalogie significative avec des domaines
connus ou avec des motifs de protéines qui présedes activités enzymatiques connues. Un
nouveau réle structural pour Cog4 a été proposémeaent par Rea et coll. en 2010. lls ont
suggeéreé que Cog4 peut lier la queue polyisoprédgteintermédiaires de la voie de biosynthese
du coenzyme @permettant ainsi la modification du noyau aromagigar les autres protéines
Coq (Rea et al, 2010).

Le géne COQ9 a été identifie en 2005 et caraét&@@mme un nouveau gene qui,
lorsqu'il est muté, montre un phénotype similau@ autres mutants déficients en coenzyme Q
(absence du coenzyme Q, défaut de croissance $fiau mespiratoire...) (Johnson et al, 2005).
Cependant, la fonction de Coq9 n'est pas encoraueorLa séquence d'acides aminés de la
protéine contient un domaine distinct conservégredans la famille des protéines COG5590
(protéines de fonction inconnues) (Marchler-Bauegrlg 2005). Bien que les homologues de
COQ9 soient bien représentés dans les génomesiclyetes et desprotéobactéries, Coq9 ne
montre pas d’homologie avec des protéines ayantamegion connue. Récemment, I'analyse de
la localisation submitochondriale a démontré quprtaéine Coq9 est une protéine associée au

c6té matriciel de la membrane interne mitochondriglsieh et al, 2007).
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I1.2.f. Coql0 : Une nouvelle protéine de liaisonabenzyme Q

La complémentation d'une déficience respiratoiagtiglle d’un mutant issue d’une
collection de délétion du génome 8e cerevisiae permis l'identification de COQ10, comme
étant un nouveau gene requis pour la fonction ragpie de Q (Barros et al, 2005). Comme les
autres mutantécoq (coql-cogy, le mutantAcoqlOde S. cerevisiagrésente un défaut dans
I'activité NADH-cytochrome c-oxydoréductase et snate-cytochrome c-oxydoréductase. Ce
défaut peut étre rétablit a un niveau WT par additiu coenzyme Qexogene. Malgré un
niveau de coenzyme Q comparable a une souche WhiutentAcoglOmontre une croissance
modérée sur milieu respiratoire contenant des ssude carbone non fermentables (éthanol et
glyceérol) qui est completement rétablit par sup@etation du milieu en coenzyme, &xogéne
ou par la surexpression des genes COQ2, COQ7, ap8COQOeci indique que le coenzymeg Q
synthétisé par le mutancoql0Oest beaucoup moins fonctionnel que celui prodanisda souche
WT.

L'analyse des séquences protéiques de CoqB) derevisiagainsi que ses homologues
chez Caulobacter crescentust chez d’autres eucaryotes, a identifiee Coglinoe étant un
membre de la superfamille des protéines contersadbinaine START. Le domaine START,
toujours situé a I'extrémité C-terminale des pm&i est un module d'environ 210 résidus qui lie
les lipides, y compris les stérols (Shen et al,5200ne étude structurale de I'nomologue de
Coq10 cheZ. crescentus identifié un tunnel hydrophobe qui est connurpieu le cholestérol,
les polykétides, ou des phospholipides (Miller, 20@omme Coql0 fait partie des polypeptides
appartenant a la superfamille des protéines imgégqudans la liaison des lipides et leur
acheminement, il est donc tres probable que leép®tCoql0 peut aussi fonctionner dans le
transport ou l'adressage du coenzyme Q nouvellesyatiétisé a son emplacement correct dans

la chaine respiratoire mitochondriale (Tran & C&rR007).
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Il.2.g. Le complexe protéique de la voie de bidsgse du coenzyme Q chez

S. cerevisiae

La chaine respiratoire mitochondriale @& cerevisiaeest composée de plusieurs
complexes multiprotéiques. Beaucoup de ces complexitochondriaux respiratoires ont été
bien caractérisés chez la levuBe cerevisiagpar exemple, la cytochrome c-oxydase, I'ATP
synthase et le complexe bcl. Dans ces systemieseriee ou la mutation d'un seul composant
entraine la dégradation protéolytique, ou lination des autres sous-unités (Glerum &
Tzagoloff, 1997). Cela semble étre aussi le cas tahiosynthése du coenzyme Q.

Des études antérieures ont fourni de nombreusegvgsegénétiques de l'existence d'un
complexe de biosynthése de Q et beaucoup d'étumbehirhiques (immunoprécipitation,
filtration sur gel...) montrent que plusieurs pneés Coq appartiennent a une méme structure

macromoléculaire.

I1.2.9.l. Les mutantgcoq accumulent le HHB

Les mutants de délétion des génes codants poyrddsines allant de Cog3 a Coq9
accumulent principalement le méme intermédiairé{H, le produit de Cog2 (composé 1 sur la
figure 10), au lieu des intermédiaires correspotgidans la voie de biosynthese du coenzyme Q
(Johnson et al, 2005; Poon et al, 1997; Poon e195). Ceci s’explique par le fait que la
stabilité des protéines Cog4, Cog6, Coq7 et Cod9sigmificativement diminuée dans les
mitochondries isolées de mutartsoq (Baba et al, 2004; Belogrudov et al, 2001; Gin larke,
2005; Hsieh et al, 2007; Hsu et al, 2000; Tran,2@06). Ainsi, la stabilité de ces protéines Coq

dépend de la présence des autres protéines Coq.

Cog3 avait été préalablement décrite comme étgdrttante de la présence des autres protéines
Coq pour sa stabilité (Hsu et al, 2000), cependBaiche et coll. ont montré que la protéine
Cog3 est stable dans tous les mutateg quand les mitochondries sont isolées en présence

d’inhibiteurs de protéases (Tauche et al, 2008).
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[1.2.g.1l. Complémentation des mutants ponctuels| gar leurs

homologues

Il a été démontré que les phénotypes de certaitans ponctuelsoqgsont différents des
mutants de délétions correspondants. Par exenglayrexpression d'UbiFE' coli rétablit la
biosynthese du coenzyme Q dans le mutant ponchgd (E194K), mais pas dans le mutant
Acoq7 (Tran et al, 2006). D'une maniere similaire, lasgnthése du coenzyme Q est rétablie
dans les mutants ponctuaieq5-2 et coq5-5 (dans lesquels les niveaux protéiques de Coq3,
Cog4 et Coqg5 sont normaux) par la surexpressionid'('homologue du Coq5) H: coli (Baba
et al, 2004). Ce n’est pas le cas dans un muteny5.Par ailleurs, les protéines Coq3 et Coq7
sont stables dans le mutant ponctued41 (E226K), tandis qu'elles sont dégradées dans le

mutantAcog4 (Belogrudov et al, 2001).

D'une maniére intéressante, I'ajout du coenzygexQgene entraine la stabilisation des

niveaux protéiques de Coqg3 et Cog4 dans le mwtea 7 (Tran et al, 2006).

Ces résultats démontrent que la présence d'unémerdCoq inactive n'est pas equivalent
a l'absence de cette protéine causée par la déldtiggene et suggére que le coenzyme Q lui-

méme, pourrait jouer un role dans la stabilité eltaines protéines Cog.

[1.2.g.11l. Preuves biochimiques de I'existencecdmplexe

Des analyses biochimiques récentes ont donnérdesgs de I'existence d'un complexe
de biosynthése du coenzyme Q. Une filtration surcgeplée a un dosage de l'activité O-
méthyltransférase de Cog3 d'un surnageant provesesitmitochondries solubilisées par la
digitonine ont montré que les protéines Coqg3, Cogdg6 et Coq7 co-éluent comme un
complexe protéique de haut poids moléculaire (Marled al, 2005; Tran et al, 2006). Une
analyse plus poussée couplée avec la spectrordétrigasse a indiqué que la D@ substrat
de Coq7, est également associée avec le complegeb@hd et al, 2005). Récemment, une
filtration sur gel réalisée avec des anticorps sig&es nouvellement générés a montré que la
protéine Cog2 co-élue avec Cog4 et Coq7 et que Cogdue avec Cog3, Cog4, Cog5 et Cog8

(Tran & Clarke, 2007). En outre, une analyse duageant des mitochondries solubilisées a la
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digitonine sur un gel d'électrophorese bleu ndlif(BN-PAGE/SDS-PAGE) indique que Coqz2,
Cog3, Cog4, Coq7 et Cog9 co-migrent dans un corepliexhaut poids moléculaire (>669kDa)
(Hsieh et al, 2007; Tran et al, 2006). Une expé&eede Co-précipitation de la protéine Cog3
biotinylée avec Cog4 a permis d'identifier une riatdion physique entre ces deux protéines
(Marbois et al, 2005). En outre, la fusion de latgine Cogq9 au HA (antigene hémagglutinine) a
permis recemment de démontrer, par co-immunoptétigm, une interaction physique de Coq9
avec les protéines Cog4, Cog5, Cog6, et Coq7.

L'ensemble de ces résultats confirment l'existedagn complexe multi-sous-unités de
biosynthese du coenzymes @onstitué des protéines Coq. De plus, ce complexarait
impliquer des intermédiaires de la voie de biosga¢hdu coenzymes@omme la DMQ.

Un modele proposé par la Prof. Catherine Clarker p@® complexe de biosynthése du
coenzyme @ dans lequel Cog2 sert d'ancrage a la membranechonadriale interne est
représenté dans la figure 17. Dans cette figuie,ctemposants protéiques du complexe sont
modélisés en association avec Cog2. Cependanpriglexe pourrait aussi étre ancré a la
membrane et stabilisé par lintermédiaire d'autpestéines non caractérisées et/ou des
composants lipidigues comme la DNM(@es études complémentaires sont nécessaires pour
déterminer la stcechiométrie des composants pra&gigudes lipides du complexe, pour élucider

la nature des associations a la membrane et pentifiér d'autres constituants potentiels...

Intermembrane space

Inner Membrane

Matrix

Figure 17: Un modéle du complexe protéique mitochondrial iqy# dans la voie de

biosynthese du coenzyme GhezS. cerevisiaele complexe contient six protéines Coq (Coq3-7 &%)

qui sont périphériquement associées a la membraeené mitochondriale (gris foncé octogones) epriatéine
transmembranaire Cog2. Les composants lipidiquepgses pour faire partie du complexe sont la QMQ

(hexagone noir) et le produit finakChexagone blanc) (D'aprés (Tran & Clarke, 2007)).
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[ll. Déficience en coenzyme Q

Etant des organismes qualifiés 'aérobies facidtalits mutants de levures déficientes en
coenzyme Q montrent une croissance normale sueumnilon respiratoire contenant du glucose
comme source de carbone mais du fait de l'altératie la respiration, ces mutants sont
incapables de pousser sur un milieu respiratoireesgitant la présence de coenzyme Q
fonctionnel. Chez les humains, plusieurs maladigsété associées a une carence en coenzyme
Q1o0. A cause de son rdle crucial dans la productiénetyie, les tissus qui demandent le plus
d'énergie comme le rein semblent plus fortemergctds par une carence en coenzyme Q
(Bhagavan & Chopra, 2005).

Cliniguement, la déficience primaire en Coenzymg €t une affection autosomique
récessive avec un spectre clinique qui englobe ainancing phénotypes majeurs: 1)
encéphalomyopathie, caractérisée par la triade dsybglobinurie récurrente, l'implication du
cerveau et fibres rouges déchiquetées; 2) une gnaledie infantile multisystémique; 3) ataxie
cérébelleuse; 4) le syndrome de Leigh avec undetarcroissance, de 'ataxie et une surdite; 5)
myopathie isolée (Quinzii & Hirano, 2010). Danspdmpart des cas, la supplémentation en
coenzyme @ ameliore I'état des patients. Des mutations dangemes humains de la voie de
biosynthese du coenzyme Q ont été identifiees: ABICKRBC1, PDSS1, PDSS2, COQ2, COQ9

et tres récemment COQ6.

[11.1. Identification des mutations et signes aiunes

lll.1.a. ADCK3/CABC1; COQ8

En 1989, Ogasahara et ses collegues rapporteptdpsers patients présentant un déficit
en coenzyme . Ces deux patients présentent une myopathie natattfale, des taux élevés
de créatine kinase sérique (CK), une myoglobintgairrente, de l'acidose lactique et un retard
mental qui est associé a une diminution des agsVMMADH-cytochrome c-oxydoréductase et
succinate-cytochrome c-oxydoréductase (Ogasaharal,efi989). Plusieurs autres patients
souffrant des mémes symptdomes ont montré une @aemmcoenzyme Q Parmi ce groupe de
patients, des anomalies génétiques ont été troudées le gene ADCK3/CABC1 (R213W,

41



Introduction bibliographigue

G272V, G272D et E551K) (Aure et al, 2004; Molleta&t 2008), I'orthologue humain du géne
COQ8 deS. cerevisiaeUn autre groupe de patients atteints de diahéténjle et d’ataxie
cérébelleuse présentent une carence en coenzygret €ette carence résulte de mutations dans
le gene ADCK3/CABC1 (Lagier-Tourenne et al, 200&)lket et al, 2008).

l1.1.b. COQ2

En 2006, Quinzii et ses collaborateurs ont sigralfremiéere mutation (faux sens)
causant un déficit primaire en coenzymg Ghez des patients montrant un désordre infantile
multisystémique. Ensuite, Rotig et coll., ont rapgaine délétion de I'exon 7 du gene COQ2
chez deux patients (Mollet et al, 2007). Le désoidfantile a été décrit initialement en 2000 par
Rotig et ses collaborateurs. Les patients ont ptésguste aprés la naissance, des symptémes
neurologiques, y compris un nystagmus, une atroppigue, surdité neurosensorielle, ataxie,
dystonie, une faiblesse, et rapidement une néptiriegpprogressive (Rotig et al, 2000). Deux
autres patients atteints de glomérulopathie précéseltant des mutations dans le gene COQ2

ont été aussi décrits (Diomedi-Camassei et al, 2007

l1l.1.c. PDSS1/PDSS2; COQ1

Des mutations dans PDSS2 ((non sens D308E) etsans), un géne codant pour une
des deux sous-unité de l'orthologue humain de CdeglS. cerevisiag(figure 10), ont été
signalées chez un nourrisson masculin présentasymdrome néphrotique et le syndrome de

Leigh (Lopez et al, 2006). Le gargon a présentépma@imonie néonatale et une hypotonie.

Dans une famille consanguine, deux fréres avaiest carence en coenzymegoQlue a une
mutation dans le domaine conservé chez les polyf@grsynthase et notamment PDSS1, un
gene codant pour une des deux sous-unités dedloghe humain de Coql & cerevisiaeCes
patients présentent une maladie multisystémique c avane surdité  précoce,
encéphaloneuropathie, I'obésité, livedo reticulaets valvulopathie cardiaque (Mollet et al,
2007).
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l1.1.d. COQ9

En 2009, Duncan et ses collégues ont rapporténuriation non-sens (C730T) dans le
gene COQY, nécessaire a la biosynthese du coen@ysnehez un garcon agé de 6 mois qui
présentait une mauvaise alimentation et de I'hyrotle, (Duncan et al, 2009; Rahman et al,
2001). Il avait une hypertonie généralisée des mesylde l'acidose lactique, une tubulopathie

rénale et de la cardiomyopathie.

lll.1.e. COQ6

Trés récemment, Heeringa et ses collaborateursdentifié six mutations différentes
dans COQ6 (A353D, G255R, R162X, R188X, W447X et (48478 (Q461-Frame Shift))
chez 13 patients dont quatre Libanais (Heeringalet2011). Chaque mutation est liee a
I'apparition précoce de la maladie Syndrome NépjuetRésistant au Stéroide (SRNS) avec une
surdité neurosensorielle. SRNS est une cause fmésjwi stade terminal d'une insuffisance
rénale. Les effets délétéres de ces mutations ldgm®téine Cog6 humaine ont été validés par
des expériences qui ont évalué l'activité de gaetteeine dans le mutanicog6deS. cerevisiae
Les auteurs ont montré que la protéine Cog6 hum@memais pas les formes mutées était
capable de complémenter le défaut respiratoire défaut de biosynthese de €ans le mutant
Acog6 de S. cerevisiadHeeringa et al, 2011). Par ailleurs, des knockdal® Cog6 dans des
podocytes et dans des embryons de poissons zébtepraovoqué l'apoptose qui a été

partiellement annulée par I'ajout de coenzymgeQogéne (Heeringa et al, 2011).

Il est important de noter que tous les patienisnguntrent des mutations dans PDSS1,
PDSS2, COQ2, COQ9 ou COQ6 avaient une maladieagmbmedi-Camassei et al, 2007;
Duncan et al, 2009; Lopez et al, 2006; Mollet e2807; Quinzii et al, 2007) comme le cas d'un
mutantpdss2(mutation faux sens) du rat qui montre une glotho@ééphrite. Cette derniere étant

le seul signe clinique (Peng et al, 2008).
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V. Les sources d’électrons des oxygénases de ik de biosynthese du

coenzyme Q

IV.1. Réductions des oxygénases

Les mono-oxygénases sont des protéines largem@itibdées qui catalysent
l'incorporation d'un atome d'oxygéne dans les satsstLe dioxygéne est la source de I'atome
d'oxygene, et les mono-oxygénases utilisent gésr@eait un métal de transition (par exemple, le
fer ou le cuivre) ou un cofacteur organique (pagneple, la flavine ou ptérine) pour réaliser
l'activation du dioxygene dans leurs sites acfifstte activation nécessite deux électrons, qui
sont fournis par un agent réducteur. Le NAD(P)Heséducteur du cofacteur flavine des mono-
oxygénases flavoprotéines, alors que la réductesnaditres oxygénases, comme la réduction du
fer hémique du cytochrome P450, est accomplie parréductase associée (Ballou et al, 2005;
Munro et al, 2007).

IV.2. Les oxygénases de la voie de biosyntheseahrgme Q

Cog6 et Coq7 sont les deux oxygénases connuesladnissynthése du coenzyme Q.
Coq7 hydroxyle la DM@ (Padilla et al, 2004; Tran et al, 2006), et Cog6 moposée pour
catalyser I'une ou l'autre ou les deux étapes ddxydation restantes (Gin et al, 2003). Les
motifs conservés dans les séquences primaires é €oCoq7 prédisent que ces deux mono-
oxygénases utilisent comme cofacteurs une flavibeue centre bi-nucléaire de fer,
respectivement (Gin et al, 2003; Stenmark et aQ120La flavine oxydée de Cog6 est un
accepteur a deux électrons, tandis que le centneiddéaire a fer (Felll-Felll) de Coqg7 accepte
également deux €lectrons, mais I'un apres l'auegeAD(P)H est donc le potentiel fournisseur

d’électrons pour Cog6 tandis que la source d'éestide Coq7 est encore inconnue.
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IV.3. Les ferrédoxines et les ferrédoxines rédwgas

Chez les mammiféres, le systéme de réduction thclesome P450 mitochondrial est
constitué de deux protéines, une ferrédoxine Adi ppsséde un centre [2Fe - 2S] et une
ferrédoxine réductase AdxB. cerevisia@xprime une ferrédoxine mitochondriale (Yahl) et u
ferrédoxine réductase mitochondriale (Arhl) quitses homologues de I'Adx et AdxR mais
aucune mono-oxygenase mitochondriale de type cydooh P450 n'a été identifiée chez cette

levure.

Le systéme Yahl/Arhl est vital et est situé danmad#rice mitochondriale (Barros & Nobrega,
1999; Manzella et al, 1998). Yahl et Arhl jouentrdle essentiel dans la biogenése des centres
[Fe - S] (Lange et al, 2000; Li et al, 2001) etlttéme A (Barros et al, 2002), un cofacteur
indispensable pour la cytochrome ¢ oxydase. Coglibcatalyse la conversion de I'heme O en
héme A, est l'accepteur des électrons transféné¥ g@al (Barros et al, 2002), tandis que le

destinataire n'est pas encore connu pour la bicgeteés centres [Fe - S].

Etant donné que la source d'électrons utilisée @ag7 est inconnue, notre hypothése

était que le systeme Yahl/Arhl pouvait potentielem remplir ce role.

45



46



Matériels et Méthodes

Matériels et Méthodes

A. Matériels

|. Souches utilisées

[.1. Souches de levures

Toutes les souches utilisées appartiennent a bBespaccharomyces cerevisiake nom et le

génotype des souches sont répertoriés dans latatilelessous:

Nom Mat Geénotype Sources
wW303-1B a ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-1,15 R. Rothstein
BY4741 a his3A1 leu2A0 met13\0 ura3A0 Yeast 12, 535
BY4741Acoq3 a cog3A::kanMX4 his\1 leu2A0 met13\0 Science 285, 901*
ura3A0
BY4742Acog4 a cogdA::kanMX4 his\1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Science 285, 901*
W303Acog5 a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 J. Biol. Chem. 272, 9182*
COgaA:HIS3
W303Acoq6 a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 J. Biol. Chem. 278, 25308
cog6A::kanMX4
W303Acoq7 a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 J. Biol. Chem. 271, 2995*
coq7A::LEU2

W303Acog8 a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1
abcl/cog&::HIS3

EMBO J 1991, 2023

BY4742Acoq9 a his3A1 leu2A0 met130 uraA0 cog::kanMX Science 285, 901*
Gal-YAH1 a ura3-1 ade2-1 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 Gal- PNAS 2000, 1050
YAH1:LEU2
Gal-YAH1 Acog6 a ura3-1 his3-11 ade? lys? trp? gal-YAH1:LEU2 Ce travall
coge::kanMX
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BY4741C0OQ6-3HA a his3A1 leu2A0 met13\0 ura3A0 COQ6- Ce travalil
3HA::HIS3
Gal-YAH1 COQ6-3HA a his3 ura3 COQ6-3HA::TRP1, Gal-YAH1::LEU2 Ce travall
LEU2 (YAH1)
Acoqg7- Acog9 a ura3 his3 COQ7::LEU2,COQ9/COQ9::kanMX, Ce travalil
BY4741AfIx1 a his3A1 leu2A0 met13\0 ura3A0 Science 285, 901*
fix14::kanMX4

Tableau 1: Génotype et origine des souches de levure utilisées

*. Ces souches ont été obtenues auprées ’EUROSCER®pean S. cerevisiae Archive for Functional Ami)

|.2. Souches bactériennes

l.2.a. E. coli DH%
F— endAl gInv44 thi-1 recAl relAl gyrA96 dedR nupG ®80dlacAM15 A(lacZYA-
argF)U169,hscR17(rK mK"), A—.

Elle permet de produire des plasmides en grandetitgia

[.2.b. E. coli BL21

F~ompT gal dcm lon hsdSB(nBB) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]).

Cette souche est utilisée dans le but de surpmdmie protéine (Coq6) dont le gene est sous le
contréle du promoteur de I'ARN polymérase du phdge Le répresseur Lacl inhibe la
transcription du gene d'intérét et l'addition d@Tisopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside),
(analogue non hydrolysable de Il'allolactose) leettec inhibition lorsqu'il est ajouté dans le

milieu de culture.
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ll. Vecteurs plasmidiques et banque d’ADN génomique

I1.1. Vecteurs levures

Les plasmides sont listés dans le tableau suivant.

Nom Caractéristiques Origine

pRS416 Vecteur centromeriqgugéne de résistance a Genetics 122, 19-27 (1989)
I'ampicilline, un gendJRA3, un MCS (Multiple
Cloning Site), une origine de réplication bacténieet
une origine de réplication de levure.

pRS426 Vecteur multicopiegéne de résistance a I'ampicilline,  Genetics 122, 19-27 (1989)
un géndJRA3, un MCS, une origine de réplication
bactérienne et une origine de réplication de levure

pRS423 Vecteur multicopiegéne de résistance a I'ampicilline,  Genetics 122, 19-27 (1989)
un géneHIS3, un MCS, une origine de réplication
bactériennest une origine de réplication de levure.

pRS425 Vecteur multicopiegéne de résistance a I'ampicilline,  Genetics 122, 19-27 (1989)
un gend_.EU2, un MCS, une origine de réplication
bactériennet une origine de réplication de levure.

pRS4254C0OQ7 pRS425 contenant le ge®Q7avec son propre Ce travail
promoteur et terminateur cloné en utilisant lesyeres
de restrictionsHindlIl et Xhol.

pRS4234C0Q8 pRS423 contenant le ge@®Q8avec son propre Ce travail
promoteuret terminateur cloné en utilisant les
enzymes de restriction EcoRI et Xhol.
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pRS416/26€0Q6 pRS416/26 contenant le ge@8©Q6avec le promoteur Ce travail
Met25 cloné en utilisant les enzymes de restrictio
Xbal et Xhol.
pRS416+«AH1 pRS416 contenant le géléH1lavec son propre Ce travalil
promoteur et terminateur cloné en utilisant lesyeres
de restriction Sacl et Xhol.
pRS4264C0Q6- pRS426 contenant le gé@®Q6portant la mutation Ce travail
G202V ponctuelle G202V.
Ce travail
pRS4264C0Q6- pRS426 contenant le gé@®Q6portant une double
G386AN388D mutation G386AN388D.
pRS416+DX1 pRS416 contenant le geR®X1 (I'isoforme 1 de PNAS 107, 11775-11780 (2010
I’hnomologue humaine de Yah1l)
pRS416+4+DX2 pRS416 contenant le geR®X2 (I'isoforme 2 de PNAS107,11775-11780 (2010)
I’homologue humaine de Yahl)
pFL44+COQ8 COQ8a été cloné dans le vecteur mutlicopie pFL144 EMBO J. 102023-31(1991)*
qui contient un géne de résistance a I'ampicillue,
géneURA3, un MCS, une origine de réplication
bactérienne et une origine de réplication de levure
FL44+COQ8- pFL44 contenant le gér@OQ8portant une mutation Am. J. Hum. Genet. 82, **
E409K ponctuelle E409K 623-630 (2008)
pFL44+COQ8- pFL44 contenant le géri@OQ8portantune mutation Am. J. Hum. Genet. 82, **
G130D ponctuelle G130D 623-630 (2008)

50



Matériels et Méthodes

pFL44+COQ8- pFL44 contenant le gér@OQ8portant une mutation Am. J. Hum. Genet. 82, **

G130V ponctuelle G130V
623-630 (2008)

pFL44+COQ8- pFL44 contenant le géri@OQ8portant une mutation Am. J. Hum. Genet. 82, **

R77W ponctuelle R77W
623-630 (2008)

pRS423+AD1 pRS423 contenant le géRAD1 avec son propre Ce travail
promoteur et terminateur en utilisant les enzymees d
restriction EcoRlI et Xhol.

pRS4164C0Q9 pRS416 contenant le ge@®Q9avec le promoteur don du Dr. Julia Cricco
Met25 en utilisant les enzymes de restriction BaraH|
Xhol.

Tableau 2: Liste descriptive des plasmides utilisés.

*. Ce plasmide a été un don du Dr. Geneviéve Dingard

**: Ces plasmides ont été un don du Dr. Agnés Rotig

[I.2.Vecteurs pour la surexpression hétérologudadarotéine Coq6

Pour la surexpression de Coqg6 dansoli, ce géne a été inséré dans le plasmide pMAL
c2X. Le géneCOQ6 est inséré en aval du géne malE qui code la pet¥laltose Binding
Protein (MBP), permettant I'expression d'une pnatéle fusion MBP. Le vecteur contient le
promoteur fort tac et la séquence signal d'indiatile la traduction de malE pour permettre une
forte expression des genes clonés. Le vecteuresdrggalement un site de clonage multiple et
est porteur du peptide signal d'adressage desrptéiges de fusion MBP dans le cytoplasme et
d'une séquence codante pour le site de reconnaeésdame protéase specifique, qui va permettre
le clivage de la protéine d'intérét aprées purifarat La MBP dans ces vecteurs a été introduite
pour permettre la purification de la protéine dgida par une chromatographie d’affinité sur une

colonne d’amylose.
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Pour le clonage de ces plasmides, voir p&tanage(B.1.3) et pour la transformation et
la sélection de ces plasmides, voir paftiansformationB.II).

I1l. Milieux de culture

I11.1. Milieux de culture de levure

Les milieux de culture de levure contiennent unenmosition de base (riche ou
synthétique) et une source de carbone a 2% (polerf@entation : glucose (Glu) ou galactose
(Gal); pour la respiration : lactate-glycérol (LG)es constituants de ces milieux de culture
proviennent de MP Biomedical (milieu synthétiquelEaromedex.

Une solution de bacto-agar est préparée et aj@ulgeoncentration de 20 g/L afin de constituer

un milieu solide.

Tous les milieux sont stérilisés par autoclavag@@C pendant 20 min.

[ll.1.a. Milieu complet : YP

Composeé de : 1% extrait de levure, 2% peptone algast ajouté apres autoclavage le
glucose a 2% (YPD) stérilisé par autoclavage ou si#gtions de galactose (YPGal) ou de
lactate-glycérol a 2% (YPLG) stérilisé par filtiati
L’antibiotique G418 a été ajouté dans certainesditmms pour sélectionner les souches
possédant une cassette kanMX4 (comme le cas dedaeAcoq9.

l11.1.b. Milieu minimum synthétique (YNB*)

Composé de: 0.17% Yeast Nitrogen Base (YNB), O.5@tfate d’ammonium
((NH4)2SQy), 2% d’'une source de carbone et d’acides amineesia@éotides pour lesquels la
souche est auxotrophe. Ce milieu est utilisé p@lectionner les souches contenant un ou

plusieurs plasmides. Ce milieu contient du pABAn& aoncentration de 0.2 mg/L.
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[11.1.c. Milieu minimum synthétique-pABA-folate: ([B1®)

Composé de: 0.17% Yeast Nitrogen Base (YNB), 0.Sétfate d’ammonium
((NH4)2SQy), 2% d’une source de carbone et d’acides amineesia@éotides pour lesquels la
souche est auxotrophe. Ce milieu ne contient pasldte ni de pABA. La croissance dans ce
milieu cause une limitation en précurseur du coerey@. Ce milieu est donc utilisé pour tester

I'effet des différents analogues de précurseurtashinsynthése du coenzyme Q.

[11.1.d. Milieu minimum synthétique avec 0.1% dtecb-fluoroorotique (5-
FOA) (YNB*-5-FOA)

Ce milieu a la méme composition qu'un milieu minmsynthétique mais il est
supplémenté par 0.1 % d’acide 5-fluoroorotiquea 8té utilisé pour forcer les levures a perdre
un plasmide contenant le géne URA3 car les levunest sont sensibles a l'acide 5-
fluoroorotique (5-FOA). En effet le 5-FOA est unabogue de l'acide orotique intervenant dans
la biosynthese de [l'uracile: sa transformation parotidine 5’-phosphate décarboxylase,
enzyme codée par le gene URA3, méne a la formdtiom produit toxique pour la levure, le 5-
fluorouracile. Les levures possédant le géne URA3e& développeront donc pas sur un milieu
contenant du 5-FOA. En revanche les clones ne gast@as le géne URA3 et donc déficients
pour I'enzyme correspondante seront incapableslidartle 5-FOA et de synthétiser le produit

toxique qui en dérive: ils se développeront dorrausutel milieu, si celui-ci contient de l'uracile.

[1l.1.e. Milieux solides utilisés pour la sporular

Pré-sporulation: 0.8% extrait de levure, 0.3% Peptone, 10% glecos

Sporulation: 1% acétate de potassium.

53



Matériels et Méthodes

[11.2. Milieux de culture des bactéries

[1l.2.a. Milieu LB (Luria-Bertani)

Composeé d’extrait de levure 0.5%, du peptone 1%a€tl 0.5%.
La sélection et la croissance des bactéries camtama plasmide possédant une résistance a

'ampicilline se font sur un milieu LB contenant B@mpicilline a 100 pg/mL.

Du glucose a été ajouté dans ce milieu pour laxpuession de MBP-COQ6 afin de réprimer
I'expression du géne codant pour 'amylase careqgatbtéine pourrait dégrader 'amylose de la

résine.

V. Anticorps utilisés

IV.1. Anticorps primaires

Anti-HA (monoclonal) et anti-Yahl1 (polyclonal): héicorps anti-HA reconnait le motif
hémagglutinine (HA) et a été produit chez la sourianticorps anti-Yahl reconnait la protéine
Yahl deS. cerevisia@t a été produit chez le lapin. Cet anticorps reoag fourni par le groupe

de R. Lill. Ces anticorps sont utilisés en westdat a la dilution 1/5000.

IV.2. Anticorps secondaires

Nous avons utilisé un anticorps anti IgG de soprigluit chez le lapin (pour anti-HA) et
un anti IgG de lapin (pour anti-Yahl). Ces deuxicamps sont couplés a la peroxydase de
Raifort (HRP) et sont utilisés en western blot dilation 1/10000.

54



Matériels et Méthodes

V. Produits chimigues et biologiques

La majorité des produits chimiques et de biolog@éuoulaire proviennent des sociétés

Bio-Rad, ou Sigma. Les oligonucléotides ont étérimupar Eurofins. Les analogues de substrats

ont été fournis par Sigma. Les enzymes de restnigiroviennent de Fermentas.

V.1. Analogues de précurseurs du coenzyge Q

HO

Nom Structure Origine
COOH
Acide 4-hydroxybenzoique Sigma Aldrich
(4-HB) CAS: 99-96-7
OH
COOH
Acide para-aminobenzoique Sigma Aldrich
(PABA) CAS: 150-13-0
NH,
COOH
Acide 3-méthoxy-4- Sigma Aldrich
hydroxybenzoique H.CO CAS: 121-34-6
Acide Vanillique (VA) ° OH
COOH
Acide 3,4-dihydroxybenzoique Sigma Aldrich
(3,4-diHB) HO CAS: 99-50-3
OH
COOH
HO
Acide 2,4dihydroxybenzoique Sigma Aldrich
(2,4-diHB) CAS: 89-86-1
OH
COOH
. HO . .
Acide 2,3,4- Sigma Aldrich
trihydroxybenzoique(2,3,4-triHB) CAS: 610-02-6
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COOH
Acide 3-hydroxy-4- Sigma Aldrich
aminobenzoique HO CAS: 2374-03-0
(30,4N-B)
NH,
COOH
Acide 3-méthoxy-4- Sigma Aldrich
aminobenzoique CAS: 2486-69-3
(AMB) H3CO
NH,

Tableau 3: Liste d’analogues de précurseurs utilisés.

V.2. Oligonucléotides

Utilisation des amorces Séquence nucléotidique de I'amorce ™ (°C)
Clonage du géne COQ8 F1 (Xhol):GCTATTGGCAGAAGTCGAGCGTTGCTAAG 68
dans pRS423
R1(EcoRI):GGTCTAATTC GATCCGGGTGTTCGG 70
Construction du COQ6- F1:.CGGTCCAGTTAAGAATATGATCATTGACACATTAG >75
3HA GAGGAAATGAGAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA
>75
R1:.CAGGTTTACCTTTTATTCTGCTTGTGGTGACGCGTG
TATCCGCCCGCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
Clonage du géne COQ7 F1(Xhol) : ATCGCTCGAGGGTACTCTGTCTATATTTCCC 68
dans pRS425
R1(Xbal) : AGCTAAGCTTCAOCTAGA CTATGAACCC 67
Clonage du géneEAD1  F1(EcoR1):TTTAACTAGAATTC GGTAGAAAATTATTCAAACC 61
dans pRS423
R1(Xhol) : CAACGTTQCTCGAG GCAATATTAACTATCACG 67
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Construction du Cog6- F1: GCTAGTGGGTGCAGACGTATCAATTCTCC 64
G202v

R1: CTGGTAGGAGAATTGAATACGTCTGCACC 65

Construction du Cog6- F1: CCTCTCGCTGGACAGGCTTAGACATGGGGC 67

G386A et N388D
R1: CGTCTGTTTGCCCCATGITAAAGCCTGTCCAGC 66

Tableau 4: Liste des oligonucléotides utilisés pour la corettam des plasmides.es sites de

coupure des enzymes de restriction sont en grasnueléotides modifiés utilisés pour générer lesamtscoq6
sont soulignés.

B. Méthodes

|. Biologie Moléculaire

[.1. Extraction d’ADN

[.1.a. Pour les bactéries

Le kit « extraction d’ADN plasmidique, EZ-10 Spiroldmn » de la compagnie « BIO
BASIC INC » est utilisé pour I'extraction d’ADN p@anidique. Les plasmides purifiés sont
utilisés pour le séquencage, le clonage et la foamation des bactéries ou des levures.

L'extraction est faite suivant les recommandatidasnanufacturier.

[.1.b. Pour les levures

L’extraction d’ADN de levure est faite dans le lwé purifier TADN génomique ainsi
gue les plasmides ayant été introduit dans lesfmamants. Elle est réalisée suivant le protocole

décrit par Hoffman & Winston en 1987. L’ADN purifést utilisé pour construire une banque,
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pour servir comme Template pour la PCR ou pour traasformation dan€. coli afin

d'amplifier un plasmide d'intérét.

I.2. Technique de la PCR (Réaction de Polymérinatio Chaine)

I.2.a. Amplification de I'ADN

Cette technique est utilisée pour I'amplificatiom IIADN. Les fragments amplifiés sont
utilisés pour le clonage ou pour le séquencagehérebe de mutations). L'amplification est
réalisée par PCR, dans un volume final dglb0Dans un tube & PCR, on ajoute :

* 10 ng d’ADN matrice,

* 1uL de chaque amorce (sens et antisens) a 100 uM,
e 1yl de Taq Polymérase (5 U/uL),

e 2uL dedNTP a 10 mM et

e 5uL de Tampon 10X

* qgsp HO a50uL.

Le thermo-cycleur est réglé, par exemple, pourcéife le programme suivant :

Dénaturation 95°C 5 min

Dénaturation 95°C 1 mi

Hybridation 60°C 1 min 30 cyzle
Elongation 72°C 3 mi

Elongation 72°C 10 min

l.2.b. Mutagenése dirigée

La méme technique est utilisée avec des amorcenguyiossedent pas de sites de
restriction mais des nucléotides spécifiquement ifiésd pour introduire une ou plusieurs
mutations ponctuelles sur le géne d’intérét (COQ&)Pfu polymérase est I'enzyme utilisée au

cours de cette mutagenese. Au cours de cette erpéril’'ensemble du plasmide servant de

58



Matériels et Méthodes

matrice est amplifié, ce qui se traduit par despem’élongation plus longs. La mutagénése
dirigée est réalisée selon le protocole habitueligkChange Site Directed Mutagenesis,

Stratagene).

Dénaturation 95°C 5 min

Dénaturation 95°C 30 s

Hybridation 65°C 1 min 12 cyzle
Elongation 70°C 10 mi

Elongation 70°C 10 min

Le produit de PCR est ensuite digéré par la Dpmie enzyme qui coupe les séquences
méthylées de 'ADN parental (template). Aprés afigdiion du plasmide cheg. coli le

plasmide est envoyé au séquencage pour vérifieselition des mutations.

[.3. Clonage

|.3.a. Digestion de 'ADN par des enzymes de retsbin

Deux types de digestion doivent étre effectuées:

I.3.a.l. Digestion du fragment d'ADN obtenu par PCR

Les fragments d'’ADN amplifiés par PCR sont purifigsc le kit « extraction d’ADN de
PCR, EZ-10 Spin Column » de la compagnie « BIO BASNC ». L'ADN purifié va ensuite
subir une digestion a 37°C pendant 3 heures pariegmes de restrictions appropriées puis de

nouveau étre purifié.

|.3.a.Il. Digestion du plasmide

Les plasmides sont digérés en méme temps et danméenes conditions que les

morceaux d'’ADN a insérer. Pour de telles digestitemeélange réactionnel est composé d’une
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quantité d’ADN (10 pg)*/10 de volume de tampon & 10X choisi suivant les eezsyuiilisées, 1
unité d’enzyme de restriction par pg d’ADN a digéee d’un volume déterminé d’eau stérile.
Parfois la digestion des plasmides est faite snuiaa 37°C. Le plasmide digéré va ensuite subir
une purification sur gel d'agarose. La bande d&ntést découpée sur gel et ensuite purifiee
grace au kit « extraction d’ADN du gel d’agarosg&; B Spin Column » de la compagnie « BIO
BASIC INC ».

1.3.b. Ligation

Le plasmide et l'insert digérés sont incubés empgimn 1:0; 1:1; 1:2; et 1:5. A ce
mélange, du tampon de ligation & 10X est ajoutéi @a’'une unité de ligase puis le volume est
complété avec de lI'eau (volume total 15 pL). Lectiéa peut se faire a 16°C pendant 4 heures
ou bien toute la nuit & 4°C. Le mélange est transfodans 150 puL de bactéries compétentes.
Les plasmides purifiés des bactéries sont ensodtyses sur gel d'agarose apres digestion par

les enzymes correspondantes.

I.4. Electrophorese sur gel d’agarose

l.4.a. Pour le diagnostique

Les électrophoreses sont réalisées sur des gegiardse a 1%. L'agarose est dissout en le
portant a ébullition dans du tampon TAE a 1X (Aigtate 40 mM pH 8, EDTA 1 mM). Du
tampon de chargement a 6X (bleu de bromophéndl%,glycérol a 50%, SDS a 1%, EDTA a
100 mM pH 8) est ajouté a I’ADN qui est déposé diasspuits. Des marqueurs de longueur
moléculaire sont inclus dans chaque gel. La mignase fait dans une cuve a électrophorese
remplie de TAE a 0,5X, sous une tension de 13Gvmbur 25 min. Ensuite le gel est mis dans
une cuve contenant du bromure d’éthidium (BET) & j©g/mL pour colorer I'ADN afin de
pouvoir le visualiser sous une lampe UV ce qui npasmet de vérifier des constructions
plasmidiques et déterminer la taille de I'insertddun plasmide. A la fin de ma these, le BET a
été remplacé par du 'Sight DNA stain' d'Euromedegue est directement ajouté dans le gel

d'agarose lors de sa préparation.
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l.4.b. Purification d’ADN sur gel d’agarose

La bande d'intérét est découpée a laide d'un stafjp déposée dans un tube. Le
fragment de gel extrait est traité suivant le kéxéaction d’ADN du gel d’agarose, EZ-10 Spin
Column » de la compagnie « BIO BASIC INC ».

lI-Transformation

[1.1. Pour les bactéries

Il.1.a. Préparation des bactéries compétentes

La base de la préparation des bactéries compétesttéatilisation de CaGlqui dégrade
leurs lipopolysaccharides de surface les rendarsi aptes a la transformation par un vecteur.
Nous avons utilisé le protocole de D. Hanahan (sl&iet al, 1982). La souche D&i®st mise
en croissance sur une boite LB a 37°C toute unie dae dizaine de colonies sont inoculées
dans 250 mL de milieu LB & 37°C jusqu'a I'obtentdinne DQo= 0,6. La culture est alors
refroidie pendant 10 min dans la glace, puis ciergée a 3000 rpm pendant 10 min a 4°C. Il est
important de garder les cellules a 0-4°C duraneste des manipulations. Apres avoir jeté le
surnageant, les cellules sont lavées avec 16,5 'orle gsolution RF1 stérile et froide, pour étre
ensuite centrifugées dans les conditions précéslehée culot cellulaire est resuspendu dans 4
mL d'une solution RF2 stérile et froide puis estin@u dans la glace pendant 15 min. Les
cellules rendues compétentes sont aliquotées flaplLlslans des tubes Eppendorf froids et sont

congelées dans I'azote liquide. Elles sont cons=raé-80°C jusqu'a utilisation.

RF1: pH=5.8 RF2: pH=6.8

Composée Concentration Composeé Concentration
RbCl 100 mM MOPS 10 mM
MnCl, 50 mM RbCl 10 mM
Acétate de potassium 30 mM CaGl 75 mM
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CaCb 10 mM Glycérol 15%
Glycérol 15%

II.1.b. Transformation des bactéries par choc thigue

Lors de la transformation, 0.5 pg d’ADN est mis mgsence de 150 pL de cellules
compétentes sur glace pendant 30 min. Un choc theerpendant une minute a 42°C est
ensuite effectué. Ceci permet d'accentuer la déistion de la bicouche lipidique et de stimuler
la pénétration de I'ADN plasmidique dans les celuLes cellules sont ensuite placées sur glace
pendant environ 2 min avant d’ajouter 0,85 mL déemiLB. Les cellules sont incubées £@7
pendant 45 min avant d'étre étalées sur un milRsdlide contenant I'antibiotique adapté a la

sélection du plasmide. Les boites sont incubépsitaa 37°C.

[1.2. Transformation de S. cerevisiae

Contrairement aux bactéries, il n'est pas possilglestocker des levures compétentes.
Pour cela, les différentes souches de levure sam¢formées directement en suivant le protocole
décrit par R. Agatep et coll. en 1998. Quelqueslilitniés de milieu YPD/YNB* sont
ensemenceés avec une colonie et mis en croissa3@¥asur la nuit. Aprés une mesure de la DO
a 600nm, la culture est diluée dans 10 mL de mMPD/YNB* frais a une D@yde 0,1 afin de
relancer la croissance des cellules. En effetcédlsiles en phase exponentielle de croissance se
prétent davantage a la transformation que les lesllen phase stationnaire qui sont plus
résistantes. Aprés une croissance a 30°C jusq&aD@yo, de 0,6, le culot est récupéré par
centrifugation puis lavé avec de I'eau stérile peixentrifugé a température ambiante a 10000
rpm, 3 min. Apres élimination de 'eau, le culot e=pris dans 800 pL d’une solution d’'acétate
de lithium (LiAc) 100 mM. L'acétate de lithium vaepnettre de fragiliser la paroi de la levure.
Cette réaction dure pendant 5 min a températureaamteb Apres centrifugation a 10000 rpm, 3
min, le surnageant d’acétate de lithium est élimireéculot de levures est alors repris dans une
solution comprenant 240 puL d’'une solution de PE®338%, 36 pL de LiAc 1M, 10 pL
d’ADN carrier (ADN de sperme de saumon simple &0 mg/mL), 40 puL d’eau et enfin
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'ADN transformant (100 & 500 ng). Le mélange estdé 30 min a 30°C, puis placé 30 min
dans un thermo-bloque a 42°C pour réaliser le ¢heocmique qui va permettre I'entrée de
I’ADN transformant dans les cellules de levure. @pune centrifugation a température ambiante
a 10000 rpm, 3 min, les cellules sont reprises ddis uL d’eau stérile, puis étalées sur un

milieu qui permettra la sélection des transformants

I1.3. Banque de surexpression d’ADN génomique

Afin d’essayer d’identifier la déaminase, nous avomansformé une banque de
surexpression d’ADN génomique dans le mutaehg6Coq8. Cette banque de surexpression a
été construite par Fabien en 2007 (Pierrel et @072 en clonant des fragments d’ADN
génomique d’une taille comprise entre 3 et 10 kisimuBamH1 du plasmide multicopie Yep352

qui contient un marqueur URAS3.

lll. Méthodes génétiques

[11.1. Conjugaison des cellules haploides

Pour construire des diploides, il faut croiser Haploides de signes sexuels opposés.
Chez la levure, mat a et matsont les marqueurs sexuels différentiels. Powrctiéhner les
diploides, il nous faut des marqueurs phénotypiquessque les souches a croiser proviennent
du méme fond génétique et n'ont donc pas de margyhénotypiques différents, les souches
haploides sont transformées par des plasmidesnpaléa marqueurs de sélection différents, par
exemple les genes URA3 et LEU2. Ces génes codentdes enzymes nécessaires a la synthese
de l'uracile et de la leucine respectivement. Apr@ssement des souches haploides, les souches
diploides sont sélectionnées sur un milieu déftcem uracile et en leucine. En pratique, la
conjugaison des deux souches haploides (URA3 nedtl&ZU2 mata) est effectuée par leur
mélange sur un milieu YPD solide. Aprés 24 heur88°&, ce mélange est répliqué sur le milieu

de sélection n’autorisant que la croissance ddeidgs formés : YNB*D -Ura -Leu.
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[11.2. Sporulation des cellules diploides et disgetdes tétrades

Afin d’obtenir des cellules haploides a partir ddludes diploides, on les fait sporuler.
Pour cela on réplique les souches diploides sumilieu riche de présporulation. Aprés une nuit
a 30°C, ces cellules sont répliquées sur milieuspierulation. Aprés environ cing jours, on
obtient suffisamment de tétrades pour les disséqdbaque tétrade contient quatre spores
enfermées dans un asque. Les asques sont mispamsios dans une solution de lyticase (dans
1,2 M Sorbitol) pendant 10 min a température antbiafin d’hydrolyser leurs parois. Les
tétrades sont alors déposées sur des boites dmumithe YPD-agar et disséquées a I'aide d’'un
microscope (Nikon) équipé d’'un micromanipulateueslboites sont incubées a 30°C (1 ou 2
jours) ce qui permet aux spores de germer et aeefiodes colonies. La présence des marqueurs
ou des phénotypes d’intérét dans les différentesespest ensuite testée par réplique sur des
milieux sélectifs. La dissection des tétrades péemeecombiner des mutationadoq7Acoq9
ou des modifications dans différents genes (Gal-YABOQ6-3HA) dans des génomes

haploides.

[11.3. Test de dilution en série

Les cellules, récupérées en phase exponentieltgaigsance, sont lavées avec de l'eau
stérile avant d'étre diluées en série (10%) armpditne solution de cellules a une Rgde 1.

Des gouttes de 5 pL de chaque solution sont dépaséedes milieux nutritifs gélosés puis les
boites sont incubées a 30°C pendant 2 jours (wydsl 4 jours (sur LG).
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V. Méthodes Biochimiques

Extraction et dosage des quinones

Methodes de separation

La chromatographie liquide a haute performance (E)Ptur colonne de phase inverse
permet la séparation des constituants d’un mélaegmn leur hydrophobie relative. La phase
stationnaire est majoritairement composée de gilieéfée par des groupements hydrophobes, le
plus souvent des chaines linéaires de 18 atome=mrtbenes (C-18). La phase mobile est un

solvant polaire. Ainsi, les composés sont élués tlardre de leur hydrophobie croissante.

IV.1. Extraction des quinones

Les cellules sont récoltées par centrifugation syige culture d’une nuit dans 5 mL de
milieu riche ou synthétique. La masse humide désles est déterminée et servira & normaliser
la quantité d'extraits analysés. 0 d’eau, 100uL de billes de verre, un volume de coenzyme
Qs (Qq) servant comme standard interne, @00de méthanol et 400L d’éther du pétrole (point
d'ébullition 45°-60°) sont ajoutés par échantillba.tout est vortexé pendant 5 min et suivi de 5
min de centrifugation a 6000 rpm. La phase supggi¢éther de pétrole) est prélevée puis 400
pL d’éther de pétrole sont ajoutés et les étapegodexation/centrifugation sont répétées. La
phase supérieure est prélevée et combinée a ladadte. Cet extrait lipidique, qui contient le
coenzyme Qet les intermédiaires de biosynthese, est ensugteoéé sous un flux d’argon et les

échantillons sont stockés a -20°C avant analyse.

IV.2. Dosage de quinone par (HPLC-ECD)

Les extraits lipidiques secs sont resuspendus tadglL d'un mélange de 98% éthanol
et 2% perchlorate de lithium 1M. Un aliquot corresgant aux extraits de 5 mg de cellules (sauf

indication contraire) est analysé par Chromatogepliquide a Haute Performance en phase
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reverse (HPLC) sur un appareil HP, HEWLETT PACKARSBERIES 1100. Un schéma du
systeme HPLC-ECD est représenté en figure 18. Connmeepartie de gprésent dans les
extraits lipidiques est sous forme oxydées;)(®t l'autre est sous forme réduite ¢tQ), les
molécules de gH, sont oxydées avec une électrode 5020 située &vaoionne et réglée a un
potentiel oxydant (+650 mV). La colonne HPLC uéksest de type C18 (Betabasic-18b,

4.6 x 150 mm, Thermo Scientific). L'élution des @alles est réalisée a 1mL/min avec 98%
méthanol-20 mM perchlorate de lithium pendant 18.r&n sortie de colonne, un détecteur UV-
visible a barrette de diode permet d’enregistrerderomatogrammes a différentes longueurs
d'ondes et d’enregistrer les spectres d’'absorptidrvisible des composés d'intérét. La
détection et la quantification des quinones se d&ic un détecteur électrochimique (ESA
Coulochem l11) et une cellule électrochimique atiglye 5011A constituée de deux électrodes
en série (E1, -550mV pour la réduction de;@&2, +550 mV pour la réoxydation degH}). Les
éléctrochromatogrammes présentés dans la suiteadusorit correspondent au signal obtenu a
I'électrode E2. Une gamme étalon du standard iet€nest faite dans les mémes conditions
d’analyse. Cette gamme a pour but, d’'une part dmaliser la quantité du coenzyme € des
autres intermédiaires dans les différents échansll en tenant compte du matériel
eventuellement perdu lors de I'extraction et d'aygart de convertir I'air du pic électrochimique

du coenzyme gen pmoles.

Precolumn electrode Detection electrodes
E1 E2
+650mV S550mV 550 mvV

HPLC C18 column

organic lipid
extract + CoQ4 UV-Vis
(standard) detector

Figure 18: Schéma représentatif du systeme HPLC-ECD utilisé.

I\V.3. Electrophorése et analyse des protéines pestévn-Blot

La méthode d’analyse des protéines par Westerrcbioporte quatre étapes distinctes:

66



Matériels et Méthodes

I\V.3.a. Préparation d’extraits de protéines de Imai

Cette préparation est adaptée de la méthode d¢ésgpar Herkowitz et coll. en 1993.

Les protéines sont extraites a partir d'une cubimee D@y de 1. Les cellules sont récoltées par
centrifugationa 10000 rpm/5 min/4°C. Le culot cellulaire est repians 50Q.L de tampon TCA
(acide trichloroacétique) et transféré ensuite wersube eppendorf contenant 1,00 de billes

de verres suspendues dans p0Gle TCA 20%. Les tubes sont mis a vortexer penflamin a
4°C ce qui permet la lyse des cellules et I'exteactdes protéines. Aprés 10 min de
centrifugation (10000 rpm) a température ambialge;ulot est resuspendu dans 3d0 du
tampon TCA-Laemmli. Les échantillons sont ensuibetgs a ébullition pendant 10 min. Les
débris cellulaires et membranes sont éliminés patrifugation a 10000 rpm/5 min/30°C. Ces

échantillons peuvent étre conservés a -20°C.

Tampon TCA (pour 10 mL): Tampon TCA-Laemmli:
e 200uL 1M Tris pH 8 48QL de la SOL |

* 66.6uL 7.5M acétate d'ammonium 400uL de la SOL 1l

e 9.7mLdeau 120L de la SOL IlI

* 0.5 mM PMSH(flurorure de phenylméthanesulfonyle)

SOLI: SOL I SOL Il
e 200 mM Tris base 3.5 mL 100% glycérol 1MTDdans de lI'eau
e 20 mM EDTA 1 mL 1M Tris base
* qgspHO al10 mL gspHa 12 mL

IV.3.b. Electrophorese des protéines

Les protéines sont séparées par électrophorésel ele goolyacrylamide en présence de
SDS, selon leur poids moléculaire. Il existe urlatien linéaire entre le logarithme des poids

moléculaires des protéines et leur mobilité élgdtoyétique. Le poids moléculaire apparent des
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protéines étudiées peut étre déterminé par référamec des protéines de poids moléculaire
connu (Bio-Rad).

Avant d’étre déposés sur gel, les échantillons saiditionnés d’'une solution de tampon
dénaturant contenant 500 mM de Tris-HCI pH 6.8/ ®™BS/ 10% Glycérol/ 2%p-
mercaptoéthanol/ 2% bleu de bromophénol, et patébullition pendant 5 min. Ce tampon
contient du SDS, détergent fortement anionique dgmature les protéines et les charge
négativement, ainsi que @umercaptoéthanol, agent réducteur qui rompt lesspdisulfures des
protéines. La température élevée favorise la dégagion et la dénaturation des protéines. Cette
étape a été réalisée pour analyser des échantiloté&iques au cours de la purification de Coq6.
Dans le cas de western-blot sur les extraits daésy les échantillons préparés selon 1V-3-a sont
directement portés a ébullition pendant 5 min saomt déja été dénaturés. Lors de la migration,
les protéines sont séparées sur un gel conten&tdlhe solution d’acrylamide/bis-acrylamide
(Bio-Rad). La migration est réalisée a 200 V damgampon Tris 25 mM pH 8.3/ glycine 192
mM/ SDS 1%, et est arrétée au bout de 30 min lersgfront de migration (visualisé par le bleu
de bromophénol) atteint la limite inférieure du.ded gel est alors soumis a un électrotransfert

pour une analyse des protéines par Western-Blot.

IV.3.c. Electrotransfert des protéines

L’électrotransfert est réalisé sur une membraneitlecellulose Hybond ECL (Bio-Rad).
Le transfert est effectué pendant une heure et de20DV et une intensité maximale de 150 mA
dans un tampon Tris 25 mM pH 8.3/ glycine 192 médpiropanol 10% dans une cuve Transblot
(Bio-Rad).

IV.3.d. Immunodétection des protéines transférées rmembrane de
nitrocellulose

La membrane de nitrocellulose est incubée pendamhi@ dans du tampon PBST+lait
(NaCl 136 mM/ NaHPO, 8 mM/ KH,PO, 1,5 mM/ KCI 2,7 mM pH 7.4 et contenant 0,1% de
Tween et du lait en poudre a 25 g/L). Les protéshesait vont saturer les sites non spécifiques

sur la membrane de transfert. Aprés saturatiomdebrane est lavée trois fois avec du PBST
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avant l'incubation avec l'anticorps primaire (dti-ou anti-Yahl) dirigé contre le tag 3-HA et
la ferrédoxine Yahl respectivement (dilution 1/50Q0ncubation se fait sur la nuit & 4°C.

Le lendemain et apres trois lavages de 10 min dar®BBST, la membrane est incubée pendant 3
heures avec I'anticorps secondaire couplé a laxgdese de raifort (HRP). Elle est ensuite lavée

trois fois pendant 5 min dans du PBST.

La présence des protéines reconnues par les a#iest ensuite révélée par la détection de
l'activité de la HRP grace au kit SuperSignal We&to ChemiLuminescent Substrat (Thermo
SCIENTIFIC). La HRP catalyse I'oxydation du lumirex présence d’eau oxygénée. Le luminol

retourne ensuite a son état réduit en émettantunniére visualisée par I'appareil Fusion Fx7.

V. Préparation des solutions des analogues deratgdst

Les solutions stocks des analogues de précurseuodnzyme Q a 100 mM ont été
préparées dans du tampon PBS 1X pH 7.4 (137 mM ,NaZimM KCI, 10 mM NgHPQ,, 1,76
mM KH2PQy) par dissolution grace a une titration avec du Na®1. On a pris soin de ne pas
dépasser une valeur de pH supérieure a 9. Entstsplutions ont été filtrées et des aliquotes
ont été congelés dans l'azote liquide et stocké20&C pendant plusieurs mois. Ces analogues

ont été ajoutés dans le milieu YNB-P a différemmscentrations.

VI. Spectroscopie d'absorption UV-visible

Les spectres d’absorption UV-visible ont été erste@s dans des cuves en quartz de 1 cm
de trajet optique pour déterminer la DO a 600 nur @uivre la croissance ou entre 200 et 800
nm pour les dosages des protéines.
Un spectrophotométre nanodrop est utilisé pourradéter la concentration d’ADN a partir d'1

uL de solution.
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VI.1. Dosage protéique

VI.1.a. Méthode de Bradford

Le dosage des protéines est effectué par la méttiedgradford (Bradford, 1976). La
méthode de Bradford est un dosage colorimétrigasg sur le changement d'absorbance (la
mesure se fait a 595 nm), se manifestant par leggmaent de la couleur du bleu de Coomassie
aprés liaison avec les acides aminés aromatiquggdphane, tyrosine et phénylalanine) et les
résidus hydrophobes des acides aminés présentdedapsotéines. Une gamme étalon avec la
protéine BSA (Bovine Serum Albumin) est réaliséesddes mémes conditions pour nous

permettre de déterminer la concentration protéagiaos échantillons.

VII. Surexpression et Purification de Coq6

VII.1. Surexpression de Cog6-MBP

La SoucheE. coli BL21 a été transformée par le vecteur pMALc2-COQ6les
transformants sont sélectionnés sur un milieu eolidB-Agar contenant 100ug/mL
d'ampicilline. 100 mL de LB liquide+Amp sont inoéslpar une dizaine de colonies puis incubés
a 37°C pendant une nuit. Le lendemain, les cellelephase stationnaire de croissance sont
inoculées a 1% dans 5 litres de milieu LB+Amp sapm@nté par 0,2% glucose puis cultivees
sous agitation & 37°C. Lorsque la §gatteint 0.4, la surexpression de la protéine Gexj@lors
induite par I'ajout de 400g/L d'IPTG. La culture est ensuite poursuivie ad¥ute la nuit. Ces
conditions de surexpression ont été optimisées difibtenir la protéine Cogq6 en partie sous
forme soluble. En effet, dans des conditions pdanetune plus forte expression (température
plus forte aprés induction), la protéine était gpranée sous forme insoluble (corps d'inclusion).
Au matin, les cellules sont récoltées par centafigg (10000 rpm/5 min/4°C), rincées avec de

I'eau stérile, congelées dans l'azote liquide gtoiskées a -80°C jusqu' a l'utilisation.
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VII.2. Préparation des extraits protéiques solubles

Les bactéries sont décongelées et lysées par sonisar glace en présence de tampon
20 mM Tris-HCI et 200 mM NaCl. Dix cycles de 30 gedes de sonication (& 70 watts)
alternant avec 30 secondes de repos sont réalisés. broyats cellulaires sont ensuite
ultracentrifugés pendant 1h30 & 45000 rpm et & MWDs avons conserve 2 fractions par broyat
cellulaire: le surnageant (S) et le culot (C). éot est conserveé pour étre analyser sur gel par la

suite et le surnageant correspondant aux exti@iibles protéiques est préleve et placeé a 4°C.

VI1.3. Purification de Cog6 sur colonne

Toutes les étapes de purification sont réaliséeshambre froide a 4°C avec un systéeme
de chromatographie de type FPLC (Fast proteindighromatography) Biologic (Bio-Rad).

VII.3.a. Colonne de résine Amylose-MBP

5 mL de résine d’amylose (New England Biolabs)é&@tcoulés dans une seringue de 10
mL pour préparer la colonne qui servira a la peatiion puis rincés avec 20 volumes de résine
de tampon d'équilibration 20 mM Tris-HCI, pH 7.802nM NaCl et 1 mM EDTA. Ce lavage de
la résine est répété 3 fois. La colonne a été ensannectée au systeme FPLC.
Les extraits protéiques solubles sont chargés drhimlsur la colonne d'amylose. La colonne est
ensuite lavée avec 50 mL (10 volumes de colonndpdypon d'équilibration 20 mM du Tris-
HCI, pH 7.5, 200 mM NaCl et 1 mM EDTA. Les proté&nfxées sur la résine sont ensuite
éluées par un gradient linéaire allant de 0 a 20 eeMnaltose sur 50 mL a 1 mL/min. Coq6-
MBP est éluée a environ 10 mM de maltose. Les itmast contenant Cog6 sont ensuite
rassemblées et concentrées jusqu'a 2 mL a l'aide dhité d'ultrafiltration rapide (Amicon ultra

15 YMPD 10K, Millipore) garnie d'une membrane déutese régénérée.
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VII.3.b. Colonne de tamisage moléculaire Superdix 2

La solution protéique concentrée est chargée ser aglonne Superdex 200 16/60
(Amersham Biosciences) préalablement équilibrée duetampon 20 mM du Tris-HCI, pH 7.5,
100 mM NaCl. La séparation des protéines est émalbsl'aide du méme tampon et les fractions
contenant Coq6 (identifiées par électrophorése) smoltées, rassemblées, et concentrées par
ultrafiltration. Ensuite les fractions sont aligées en volume de 5Q(., congelées dans l'azote

liquide et stockées a -80°C.

VIIl. Spectrométrie de masse

VIIL.1. Spectrométrie de masse a haute résolutitiR-MS)

Pour l'analyse par spectrométrie de masse a hastdution, les intermédiaires de
biosynthese du Coenzyme Q purifiés et solubilisésssddu méthanol sont injectés dans une
source nanospray ORBITRAP (Thermo Fischer Scieptii un débit de SuL/min par
lintermédiaire d’un autosampler d’'un systeme LGitdate 3000 (Dionex) avec une solution de
90 % d’isopropanol et 0.2 % d’acide formique. Latiméle MS utilisait une plage de balayage
de 150-1600 m/z et elle a été composée d'événeriditet MS/MS utilisant 'TORBITRAP
comme analyseur (a une résolution de 30000) paienohbune grande précision a la fois sur les
ions parents et les fragments. L’énergie de fragatiem est fixée a 35 keV (énergie de collision

normalisée). QualBrowser de XCalibur est utilisémoe les spectres.

VIIL.2. Analyse en HPLC couplée avec la spectroméle masse (HPLC-
MS)

Ces analyses ont été effectuées avec une HPLCAdiht associée au spectromeétre de
masse triple quadripble, SCIEX API3000. La sépamata été effectuée sur une colonne
octadécylsilylé ODB Uptisphere (150 3 2 mm de dimmeéune granulométrie de 5 mm,
Montluc, on, France), en utilisant un gradient étanitrile dans 2 mM de formate d'ammonium.

Les spectres de fragmentation ont été obtenusapeéléction d’ion pseudo-moléculaire dans le
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premier quadripble puis par leur fragmentation dénsellule de collision. Le spectre de

fragmentation a été enregistré dans la gamme 5@Bi2&s de masse.

VIIl.2.a. Détection en mode MRM

Les expériences de MRM (multiple reaction monitgyjnen utilisant un instrument a
triple quadripble, sont congues pour obtenir le imaxn de sensibilité pour la détection des
composés. Les expériences MRM sont largementégdisians la détection et la quantification
des métabolites de médicaments et de drogues. Ssantila masse et la structure du composé,
il est possible de prédire le précurseur m/z etfragmentation m/z (MRM de transition) de ce
composé. Dans le cas du coenzymg e de ses dérivés, une fragmentation classiquement
observée est celle qui conduit a la formation didropylium qui correspondent au noyau
aromatique substitué avec un méthylene de la ctghgrényle (Marbois et al, 2010) (figure
19). Ainsi, @ peut-étre spécifiqguement détecté a un temps id@lparticulier en enregistrant le
précurseur m/z= 197 (591/197 signifie ainsi quddgection des ions de transition est réalisée en
MRM pour la transition 591,4 a 197). Ce mode deect&n a été utilisé par nos collaborateurs
ameéricains pour la détection des différents intelimiges de la voie de biosynthese du coenzyme

Qe accumulés dans les extraits de différentes sounhémntes.

197.0

591 4
95.0 149.1\153.2 2370 }53.1 /313.1 367.3 3814 495.5 5094 735
o - I L

P B T B U J e mie b L

5 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z, amu

Figure 19: Spectre de masse de fragmentation du coenzyme Qructure de Qainsi que la rupture

de liaison (en pointillé) qui conduit a la formatiale l'ion tropylium a m/z= 197 sont indiquées. Ibasse
moléculaire ionique [M+H] du coenzyme § (CsHsdO,") est de 591,4 et celle de lion tropylium [M]
(C10H1304+) est de 197,0.
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CoQ6: une mono-oxygénase qui catalyse I'nydroxylain en
C5

Les résultats de la partie | sont présentés sctecitent car la plupart de ces résultats
avaient déja été obtenus a mon arrivée au labogatoependant, la présentation de ces résultats
est nécessaire a la compréhension de résultat§ajuebtenus et qui sont détaillés dans les
parties II, 1ll, IV, V et VI.

|. La déplétion de la ferrédoxine mitochondrialehYaffecte I'hydroxylation
en C5

Comme déja mentionné a la fin de l'introductiontradiypothese au début de la these était que

le systeme Yah1l/Arh1 pouvait étre impliqué dangthiction de la mono-oxygénase Coq7.

[.1. La ferrédoxine mitochondriale Yahl et la felogine réductase Arhl

sont essentielles pour la biosynthése du coenzyme Q

Pour tester un réle potentiel de la ferrédoxingéoationdriale Yahl dans la voie de
biosynthese du coenzyme,@ous avons utilisé la souche Gal-YAH1 dans ldguelpromoteur
natif du géne YAH1 a été remplacé par un promo@&AL10 (Lange et al, 2000) inductible en
galactose (Lange et al, 2000) et répressible ezbgki Nous avons noté que la déplétion du gene
YAH1, aprées une culture de la souche Gal-YAH1 arcgse, entraine une forte diminution du
contenu des cellules en coenzymgeDen DMQ dont les niveaux sont mesurés par détection
électrochimique aprés chromatographie HPLC d’etgtripidiques de cellules. D'une maniere
surprenante, un nouveau compose électroactif elenst 610 s a été detecté (figure 20). Ce
nouveau composeé n'est pas détecté dans la southéABa transformée avec un plasmide

contenant le gene YAH1 (figure 20) ou apres untupellen galactose (données non présentées).
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Figure 20: Accumulation d’un nouveau composeé électroactifsdées cellules déplétées en
Yahl.La souche WT et la souche Gal-YAH1 transformée soivide vecteur (vec) soit un vecteur contenant le

géne YAH1 ont été cultivées en YNB* 2% glucosedsam 18 heures. Les extraits de 8 mg de cellulésttn
analysés par HPLC-ECD. Les positions d'élution a@enzyme Q utilisé comme standard, de la DM@e Q et du

composé électroactif (?) accumulé dans les cellui@gplétées pour Yahl sont indiquées sur
I'électrochromatogramme.

La déplétion de la ferrédoxine réductase Arhlaémér €également la diminution de &
'accumulation du méme composé électroactif (domnéen présentées) montrant ainsi que
absence d'un systeme ferrédoxine/ferrédoxine actéda fonctionnel diminue fortement les

niveaux du coenzymeg@t favorise I'accumulation de ce nhouveau compose.

[.2. Accumulation de 3-hexaprényl-4-aminophénol AR)- et de 3-
hexaprényl-4-hydroxyphénol (4-HP) dans la souch®#élée en Yahl

[.2.a. Spectrométrie de masse

La caractérisation du composé électroactif a conwéeyar sa purification par HPLC

sous sa forme réduite. Une analyse par spectramdgrinasse a haute résolution en mode positif
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a été ensuite réalisée pour déterminer la massdeeda ce composé. La masse moléculaire
ionique obtenue (M+H avec un ratio m/z de 518,43610 correspond a amaule chimique

Cs6Hs5NO pour le composé (Pierrel et al, 2010).

l.2.b. Analyse par RMN

Pour révéler 'identité du composé purifié, unalgse par spectroscoptel RMN a été
ensuite effectuée.
D’apres la formule chimique du composé et le speRiMN obtenu, certains pics bien définis
peuvent étre attribués facilement aux groupemeatbooés de la chaine polyisoprényle. La
région aromatique du spectre a été comparée aarehgistrée avec le produit commercial, le 3-
méthyle-4-aminophénol (3M4Aphe). Les deux spectest quasiment superposables ce qui
suggere fortement que le noyau aromatique de cag demposés possédent les mémes
substituants (Pierrel et al, 2010).

l.2.c. Spectres UV- visible

Les spectres d’absorption UV-visible des formegydées et réduites du composeée
accumulé dans la souche déplétée en Yahl monteemmnexima d’absorption similaires a ceux
obtenus avec le 3M4Aphe (figure 21).

L'ensemble de ces résultats ont permis d'identiians ambiguité, le 3-hexaprényl,4-
aminophénol (4-AP) comme étant le composé éledifaamcumulé dans la souche déplétée en
Yahl (figure 22).
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Figure 21: Comparaison des spectres UV-visible du 4-AP girdduit commercial (3M4Aphe).

Une quantité égale du 3H4Aphe et du 4-AP a été&tiégesur la colonne de HPLC avec un potentieléiectrode de
précolonne fixé a +550 mV (ox) ou -500mV (red). lspectres UV-visible des formes oxydées (ox) etitéd (red)

de 3H4Aphe et 4-AP ont été enregistrées et lesmmgiabsorption sont indiqués.

En remplacant le YNB* (milieu minimum utilisé dales expériences précédentes) par
du YPD (milieu riche contenant 2% glucose), un reaw composé électroactif éluant a 800 s a
été accumulé dans la souche déplétée en Yahl. reatéasation de ce composé purifié par
spectrométrie de masse et UV-visible ont permigidentifier comme étant le 3-hexaprényl-4-
hydroxyphénol (4-HP) (Pierrel et al, 2010) (fig@2).

[.3. Le pABA et le 4-HB sont les précurseurs resfsedu 4-AP et du 4-HP

Etant donné que le pABA posséde une structure preshe du 4-HB, avec un
groupement amine remplacant le groupement hydroatylgue le pABA peut étre prénylé par
Cog2 (Alam et al, 1975), le pABA a été alors suspelétre le précurseur du 4-AP. En effet,
'accumulation de 4-AP augmente dans la soucheY@hl1 cultivée en YPD, lors de I'addition
du pABA dans le milieu (figure 22), confirmant dimetre hypothése, a savoir que le pABA est
bien le précurseur du 4-AP.

Une expérience avec du pABA marqué au carboneul8s 7 atomes de carbone (U-

(**C)-pABA) a été ensuite effectuée afin de testele PABA pouvait &tre un précurseur du
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coenzyme @ Une analyse en spectrométrie de masse du coen@yrperifie & partir d’'une
souche WT cultivée dans un milieu supplémenté aveg/L U-(°C)-pABA a donné une masse
m/z 597.4 correspondante Hs-Qs. Ce résultat a démontré que le noyau aromatiqusABA
marqué était retrouvé dans lg €ynthétisé par une souche WT établissant aireslegpABA est
un précurseur du coenzyme.Q

De plus, l'addition du 4-HB dans le milieu YPD, mente I'accumulation de 4-HP et

diminue le 4-AP dans la souche déplétée en Yalglir@i22) montrant ainsi que le 4-HB est le
précurseur de 4-HP.

aH

|
= *”*( T;H

T

4AP | i

electrode response (V)

YPD 10mg/L pABA
i YPD 1mg/L pABA

el 'N-‘vf'r'f "I‘,\-""-‘_ LS |Jl.....\"-. YPD
i
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200 400 600 800 1000

elution time (s)

Figure 22: Accumulation de 4-AP et de 4-HP dans la souchétiEgpen Yah110 mg des cellules

Gal-YAHL cultivées pendant 18 heures dans YPD s@mehté ou non avec 1 ou 10 mg/L 4-HB ou pABA oét ét
extraites et analysées par HPLC-ECD. Le 4-AP éleavdron 610 s et le 4-HP a environ 800 s et Istmsctures
chimiques sont montrées.

Au vu des résultats décrits précédemment, I'actation de 4-AP et de 4-HP dans la
souche déplétée en Yahl reflete la compétitiortaaxie entre le pABA et le 4-HB au niveau de
la prénylation par Coqg2.
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l.4. La formation de 4-AP et 4-HP résulte d’'un diéfde I'’hydroxylation en
C5

L’ensemble des résultats présentés dans cettie paontrent que la déplétion de Yahl
par culture de la souche Gal-YAH1 en glucose emtrdiaccumulation de 4-AP et de 4-HP.
Clairement, ces intermédiaires accumulés présententiéfaut d’hydroxylation en C5 et de
méthylation en O5. L'absence d’hydroxylation en I@8que la réaction de méthylation en O5
catalysée par Coq3 ainsi que celle en C2 catalyaé€Coq5. L'absence de méthylation en C2
peut étre expliquée par le fait que C2 sera insarffiment enrichi en électrons pour une attaque
nucléophile efficace sur le groupe méthyle de IdMS#n I'absence d’'un groupement méthoxyle
électrodonneur en C5.

La formation de 4-AP et 4-HP provient de la décaytation en C1 et de I'hydroxylation en C1
du HAB et du HHB (figure 23). Selon I'enchainemeet étapes de biosynthése proposées dans
la souche WT, la premiére étape déficiente pouligugr la formation de 4-AP et 4-HP est donc
I'hydroxylation en C5.

Ainsi, I'absence de Yahl entraine un défaut d’bygtation en C5 dans la voie de

biosynthese du coenzyme {gure 23)

COOH COOH
e q L O S DR
—
HsCO R H3CO H;CO ch
OH on
DDMQgH, DMQgH, QsH,
COOH COOH OH
—_— > - q — S
! R »- R
NH, NH, NH, NH,
PABA HAB 4-AP Gal-YAH1
COOH COOH OH
R R R
OH oH OH OH
4-HB HHB P

Figure 23: Schéma linéaire de la voie de biosynthése du goemzy montrant I'implication de
Yah1l dans la réaction d’hydroxylation en @534P: acide 3-hexaprényl-4-hydroxyphénol; 4-APdacB-
hexaprényl-4-aminophénol; HAB: acide 3-hexaprénglrinobenzoique; HHB: Acide 3-hexaprényl-4-
hydroxybenzoique; DDMgH,: déméthyl-déméthoxyubiquinol; DM®8,: déméthoxyubiquinol; gH,: ubiquinol; R:

chaine polysioprényle.
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1.5. Les précurseurs endogenes sont limitants fobrosynthese deQ

Le milieu minimum synthétique utilisé pour cultiver cerevisiadYNB*) contient du
pABA qui est un précurseur de biosynthése du caarz® (Marbois et al, 2010; Pierrel et al,
2010). Dans l'objectif de contréler la nature deécprseurs utilisés pour la biosynthése du
coenzyme @ nous avons utilisé un milieu synthétique sans AABNB-P) pour la suite de nos
expériences.

La détection électrochimique des extraits lipidgaellulaires séparés par HPLC a révélé
gue l'addition du pABA ou du 4-HB au milieu YNB-Rigmente le contenu cellulaire en
coenzyme @ et en DMQ (figure 24). Ce résultat est compatible avec ¢idpie le 4-HB

endogeéne est limitant pour la biosynthése du coaazy; (Pierrel et al, 2010).

?e

electrode response (V)

h

- WT 4-HB
. WT pABA
WT

0 200 400 600 800 1000

elution time (s)

Figure 24: Le 4-HB endogeéne est limitant pour la biosynth@geoenzyme € La souche WT a
été cultivée en YNB-P 2% glucose contenant ou r@thyM 4-HB ou 100uM pABA. Les extraits lipidiques de 2

mg de cellules ont été analysés par HPLC-ECD.

ll. Cogb6 est I'hydroxylase C5 de la voie de biosysie du coenzyme;Q

Cog6 est une protéine essentielle pour la biosgetldel coenzyme JGin et al, 2003)

qui possede trois régions conservées caractémstige la famille des hydroxylases a flavine
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suggérant ainsi qu’elle contient un cofacteur FA@Nn( Berkel et al, 2006). Ainsi, Cog6 a été
considérée comme étant I'enzyme catalysant I'hygation en C5 et/ou C1 (Gin et al, 2003)
(figure 23). Cette ambiglité n'a pas été résoluecase du manque d’accumulation
d’intermédiaires dans le mutantog6 En effet,Acogg comme la plupart des autres mutant
Acoq accumule le HHB, un intermédiaire précoce dede \de biosynthése desQ.e HHB

n'apporte donc aucune information quant a I'étapebtsynthése déficiente dans le mutant

Acoq6

[I.1. Le mutandcoq6/Cog8 accumule le 4-AP et le 4-HP

Il a été publié que la surexpression de Cog8 diensmutant Acoq7 entraine
'accumulation de la DM@(Padilla et al, 2009), le substrat de Coq7, suggéamsi que les
protéines en amont de Coq7 sont stables et actimss avons voulu surexprimer Cog8 dans le
mutantAcoq6.En effet, la surexpression de Coq8 entraine lalsation des protéines Coq qui
sont normalement dégradées dans la sotcbg6 (voir Chapitre Il).La surexpression de Coq8
dans le mutanAcoqg6 entraine I'accumulation de 4-AP ou de 4-HP engmés du pABA ou du
4-HB respectivement (figure 25). Aucun composé téectif n'est accumulé dans le mutant
Acog6sans surexpression de Coq8 (figure 25). Les id=ntie 4-AP et de 4-HP ont été établies
précédemment par Pierrel et coll. en 2010 (Voat Ifonfirmées ici par des expériences d’'HPLC
(vérification des temps de rétention de chaque cs@@ccumulé), de spectroscopie UV-visible
(figure 26) ainsi que de spectrométrie de masseléeua I'HPLC avec la détection des
transitions ion moléculaire/ion tropylium en moddRM (518.3/122 pour le AP et 519.3/123)

(résultats non montreés).
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Figure 25: Le mutantAcog&Cog8 accumule le 4-AP et le 4-HE souche WT et le mutasicog6
transformé avec un vecteur vide (vec) ou avec wteue codant pour Cog8 ont été cultivées en YNBAPgRucose
contenant ou non 100M 4-HB ou 100uM pABA. Les extraits lipidiques de 1 mg de cellul@¥T), 4 mg de
cellules Acog&/Cog8), ou 8 mg de celluleadogvec) ont été analysés par HPLC-ECD. Les structch@siques
du 3-hexaprényl-4-aminophénol (4-AP, en éluant @ §)let de 3-hexaprényl-4-hydroxyphénol (4-HP, leraré a
810 s) sont montrées.
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Figure 26: Spectres UV-visible du 4-AP et du 4-HP purifiesstes formes oxydées et réduites.

Les produits purifiés ont été injectés sur la colde HPLC avec un potentiel de I'électrode dedaglonne fixé a
+550 mV (0x) ou -500mV (red).
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[I.2. Des mutations ponctuelles dans Coq6 inactiven protéine et
entrainent 'accumulation du 4-AP et 4-HP

Il a été montré en 1996 par Marbois et coll., ge'souche exprimant le mutant ponctuel
G65D de Cog7 ne synthétise pas deeQaccumule de la DM{en plus du HHB (Marbois &
Clarke, 1996). Ceci montre que, contrairement@élation du géne COQ?7, I'introduction d’une
mutation ponctuelle dans la protéine Coq7 permetateserver l'activité des protéines Coq en

amont de Coq7 ce qui implique que ces protéinesonepas dégradées.

[I.2.a. Introduction des mutations dans Cog6

Etant donné que Coq6 contient des motifs de motygenases a flavine (figure 16),
nous avons décidé de muter quelques résidus ca@sseéevCoq6 (G202V, G386A et N388D) qui
sont proposés pour étre impliqués dans la liaisan NAD(P)H et au FAD dans la
parahydroxybenzoate hydroxylase (PobA) (Eppinklel@97; Palfey et al, 1994) (figure 27).
Les plasmides COQ6-G202V et COQ6-G386AN388D ontétestruits par mutagenese dirigée
par PCR (Voir oligonucléotides, Matériels et Métasd\.V.2).

Coq6 MFFSKVM_TRRI LVRGLATAKSSAPKL TDVL| VGGGPAGL TLAASI KNSPQLKDLKTTLY 60
U N MBVI | VGGGMAGATLALAI SR- - - - - - LSHGAL 27
PODA el MKTQVAI | GAGPSGLLLGQLLHK- - - - - - - - - AG 26
KD e MDSSVI QRKKVAVI GGGLVGSLQACFLAKR: - - - - - - NFQ 34
* ek * * . .
Coq6 DMVDL KDKL SDFYNSPPDYFTNRI VSVTPRS| HFLENNAGATLMHDRI QSYDG- LYVTDG 119
Ubi H PVHLI EATAPESHAHPG- - FDGRAI AL AAGTCQQLARI GVWAQSLADCATAI TT- VHVSDR 84
PobA DNVI LERQTPDYVLGRI - - - - - RAGVL EQAWDL L REAGVDRRVARDGL VHEG- VEI AFA 80
Kno DVYEAREDTRVATFTRG - - RS NLAL SHRGRQALKAVG.EDQ VSQG PVRARM HSLS 91
Coq6 CSKATLDLARDS- MLCM EI | NI QASLYNRI SQYDSKKDSI DI | DNTKVVNI KHSDPNDP 178
Ubi H GHAGFVTL AAEDYQL AAL GQUWEL HNVGQRL FAL L RKAPGVTL HCPDRVANVAR: - - - - T 139
PobA GQRRRI DLKRLS- - GBKTVTVYGQTEVTRDL MEAREACGATTVYQAAEVRLHDLQ - - - - 133
Kno GKKSAI PYGTKS- - - - QYI LSVSRENL NKDL L TAAEKYPNVKNVHFNHRL LKCNPE- - - - - 142
Coq6 LSWPLVTLS- NGE- - VYKTRLLVGADBFNSPTRRFSQ PSRGWMYNAYGVWASNKLEYPP 235
Ubi H QSHVEVTLE- SGE- - TLTGRVL VAADETHSAL ATACGVDWQQEPYEQLAVI ANVATS- VA 195
PobA GERPYVTFERDGERLRLDCDYI A HG- | SRQSI PAERLKVFERVYPFGALGLLADT 192
Kno - EGM TVLGSDKVPKDVTCDLI V YSTVRSHLMKKPRFDYSQQY! PHGYNELTI PP 201
. . * % . . .
Coq6 FKLR- - - - - GWORFLPTGPI AHLPVPENNATLVWBSSERL SRLLLSLPPESFTALI NAAF 290
Ubi H HEGR- - - - - AFERFTQHGPL AM_PMBDGRCSL VWCHPL ERREEVL SWSDEKFCREL QSAF 250
PobA PPVS- - - - - HEL| YANHPRGFAL CSQRSATRSRYYVQVPL SEKVEDWSDERFWTEL KARL 247
Kno KNGDYAVEPNYL HI WPRNTFMM AL PNVNKSFTCTL FMPFEEFEKL L TSNDVWDFFQKYF 261
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Coq6 VLEDADMNYYYRTLEDGSMDTDKLI EDI KFRTEEI YATLKDESDI DEI YPPRWVSI | DKT 350
Ubi H OMNRLGKI THAGK- == === m e mmmemcmecccc e ccmc e mc e ccac e nm e m - 262
PobA PSEVAEKLVTOPS- = == === -c-cmemem e e e e e ee e e e LE 262
Kno PDAI PLI GEKLLVQD- - - - == === - - - oo oo e e e o e e e e e e FFLL 280
Coq6 RARFPL KL THADRYCTDRVAL VGDAAHT THPL A MGOTDVHGLVYALEKAM - - - - 405
Ubi H RSAYPLALTHAARSI THRTVLVGNAAQTLHPI Al L GVRDVMSLAETLTQAQ - --- 317
PobA KSI APLRSFWEPMQHGRLFLAGDAAHI VPPTGA L AASDVSTLYRLLLKAY- - - - - 317
Ko PAQPM SVKCSSFHFKSHCVLLGDAAHAI VPFF GFEDCLVFDELMDKFSNDLSL 340
. . . * ke okk . * “ ke ok * . ..
Cog6 0 ---ee----- ERGLDI GSSLSLEPFWAERYPSN- - - - - - - - - - - - oo oo oo o NVL 431
UbiH - ERGEDMCEDYGVLCRYQORRQSDR- - - - - - === - - - - - oo - oo - EAT 343
PobA e REGRCE- LLERYSAI CLRRIWKA- - - - - - - - - - oo e e e e e e e - ERF 342
Kno CLPVFSRLRI PDDHAI SDLSMYNY! EMRAHVNSSWFI FQKNVERFLHAI MPSTFI PLYTM 400
Coq6 LGVADKLFKL YHTNFPPVVALRTFGLNLTNKI GPVKNM | DTLGGNEK- - - - - - - - - - - - 479
Ubi H | GVTDSLVHLFANRWAPL VWGRNI GLMIVEL FTPARDVWAQRTLOGWAR: - - - - - - - - - - 392
PobA SWAMT SVLHRFPDTDAFSQRI QQTELEYYLGSEAGLATI AENYVGLPYEEI E- - - - - - - - 394
Ko VTFSRI RYHEAVQRVWHWKKVI NKGLFFLGSLI Al SSTYLLI HYMSPRSFLRLRRPVWNW 460
. *
(oo ] - e
WiH = meeemcmeeccmcrciceea e e
PobA = ceemmemeemeeccccecenen
Kno AHFRNTTCFPAKAVDSLEQ SNLI SR 486

Figure 27: Alignement de séquences des différentes classesndao-oxygénases a flavine.
L'alignement a été généré avec ClustalW2. Les moy@énases sont: Coq6 8ecerevisiagUbiH dE. coli, PobA

de Pseudomonas aeruginosd la kynurénine 3-mono-oxygénase (Kmdjamo sapiensLes résidus conservés
mutés dans Coq6 (G202, G386 et N388) sont mis ielerdse. Le motif DG (D201, G202 dans Coq6) a ébpasé
pour lier les groupements pyrophosphate du FADueiADPH chez PobA (Eppink et al, 1997) alors qu&l890

de PobA est en contact avec l'anneau isoalloxakirfeAD (Palfey et al, 1994).

I1.2.b. Les mutants ponctuels cog6 sont inactifs

S. cerevisiagroduit de I'énergie sous forme d’ATP de deux raess différentes. Elle
réalise une fermentation en présence d’'une soueceathone fermentable comme le glucose
(Glu), ou une respiration en présence d’'une sadecgarbone non fermentable comme le lactate-
glycérol (LG) ou I'éthanol. La respiration nécessitne chaine respiratoire fonctionnelle pour
laguelle la présence du coenzymgddt indispensablélne expérience de dilution en séiété
effectuée sur milieu respiratoire (LG) et sur geedGlu) (figure 28) pour testén vivo la
fonctionnalité des mutants ponctuet®gé Toutes les souches poussent sur milieu non
respiratoire (Glu) (figure 28). Le plasmide conteiné&e géne COQ6 permet de rétablir la
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croissance sur LG de la soucheng6a la différence d'un plasmide vide ou des plassnicieq6-
G202V et Cog6-G386A N388D (figure 28).

ACOQS Glu LG

vec

Coq6 ; . .
09 O ¥

Coqb

SIS © © @ % )
- QP 9 § & &

Figure 28: Expérience de dilution en série montrant l'inc#pades mutants ponctuet®g6 a

pousser sur milieu respiratoinea soucheAcog6 transformée, soit avec un vecteur vide (vec) cecales
vecteurs contenant le géne COQ6, Coq6-G386A-N3880C0g6-G202V a été cultivée en YNB-P 2% glucose

pendant 24 heures. Apres rincage des cellules@vdeau distillée, des dilutions en série ontdéposées sur des
boites de gélose. Les boites contiennent de I"'YN&gRBr supplémenté avec 2% de glucose (Glu) ou del@%
lactate-glycérol (LG). Les boites ont été incubgessdant 2 jours (Glu) ou 4 jours (LG) a 30°C.

Ce résultat suggere que les mutations G202V eb6&3&88D inactivent Cog6 et que
ces protéines rendues non fonctionnelles ne pernteftas de rétablir la biosynthése du

coenzyme @dans la souch&coq6

Afin de confirmer ce résultat, nous avons mesaécdntenu en coenzymes @es

différents transformantacoq®.

[I.2.c. Accumulation de 4-AP et de 4-HP dans letamis ponctuelsoq6

Comme attendu, un vecteur contenant le géne C@@blit la biosynthése du coenzyme
Qs dans la soucha&coq6(figure 29). L'absence de synthése de coenzyget Qe la DMQ dans
la soucheAcog6contenant les vecteurs exprimant les alleles G282B386A-N388D prouvent
gue ces mutantog6sont inactifs (figure 29A et B). En revanche, amstate pour ces mutants
une accumulation de 4-AP lors d’'une culture engmés du pABA et de 4-HP en présence du 4-
HB (figure 29A et B).
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Figure 29: Accumulation de 4-AP et de 4-HP dans les mutaatefuelscoq6 La soucheacoq6

transformée avec un vecteur vide (vec) ou des uextexprimant soit Coq6-G202V (A), Coq6 ou Coq6-&38
N388D (B) a été cultivée en YNB-P 2% glucose coatgriO0uM pABA ou 100uM 4-HB. Les extraits lipidiques
de 4 mg de cellules ont été analysés par HPLC-ECD.

L’ensemble des résultats de la partie Il montmume I'inactivation de Coq6 par des
mutations ponctuelles ou la délétion du géne cogant cette protéine accompagnée de la
surexpression du gene COQ8 entraine I'accumulateod-AP et 4-HP. Clairement, le 4-AP et le
4-HP résultent de la prénylation du pABA et du 4-HBr Coqg2. Cependant, les étapes
d’hydroxylation en C5 et de méthylation en O5 netgias catalysées en absence de l'activité de
Cog6, par contre, le HHB et le HAB ont directemexnubi une décarboxylation et une
hydroxylation en C1 (figure 30). Ainsi, comme ex@g@sécédemment pour les cellules déplétées
en Yahl, I'étape déficiente dans les souches weesipour Cog6 est celle de I'hydroxylation en

C5. Le fait que 4-HP et 4-AP accumulés dans lesantsitog6 contiennent I’lhydroxyle en C1
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mais pas I'hydroxyle en C5 (figure 30) démontre ieq6 est uniquement impliquée dans
I'hydroxylation en C5 de la voie de biosynthesecdenzyme @ et qu’elle ne joue aucun réle

dans I'hydroxylation en C1 (figure 30).

COOH COOHYahl COOH COOH
v @ @R Q Q 2, Q ﬁr “°1¢f “%r
HsCO H;CO HsCO'
DDMQ6H2 DMQ6H2 6H2
COOH COOH OH
O Qe = - O~
| ! R ’ R
NH, NH, NH, NH,
PABA HAB 4-AP
coqQ6
COOH COOH OH
— >\’ 3\1 —_— )\)
: : R ¢ l R R
OH OH OH OH
4-HB HHB 4-HP

Figure 30: Schéma linéaire de la voie de biosynthese du goem£) montrant I'implication de

Cog6 dans la réaction d’hydroxylation en @%iP: acide 3-hexaprényl-4-hydroxyphénol; 4-ARdac3-
hexaprényl-4-aminophénol; HAB: acide 3-hexapréngrinobenzoique; HHB: Acide 3-hexaprényl-4-
hydroxybenzoique; DDMgH,: déméthyl-déméthoxyubiquinol; DM8,: déméthoxyubiquinol; gH,: ubiquinol; R:

chaine polysioprényle.

lIl. La perturbation du contenu mitochondrial en [FA entraine
I'accumulation de 4-AP et de 4-HP

Coqg6 a été prédite comme étant une mono-oxygéadte/ine (Gin et al, 2003; van
Berkel et al, 2006); nous avons voulu vérifier d4bgdroxylation en C5 que nous proposons étre

catalysée par Cog6, est bien dépendante du comtiéochondrial en FAD.

[1I.L1. Le mutant 4flx1 accumule les mémes intermédiaires que ceux

accumulés dans les mutants cog6

88



Chapitre I Cogb

En 2004, Bafunno et coll. ont montré que le FADtg#Ere synthétisé a la fois dans le
cytosol mais aussi dans la mitochondrie (BafunnalgR004). En conséquence, les pools de
FAD cytosoliques et mitochondriaux sont partiellam@dépendants et un déficit mitochondrial

en FAD ne résulte pas forcément d'un défaut cyimles(Bafunno et al, 2004).

Par ailleurs, la délétion du géne FLX1 qui coderpan transporteur mitochondrial du
FAD provoque une diminution de l'activité enzymagq mitochondriale des protéines
dépendantes du FAD telles que la succinate déspgdese (SDH) et la lipoamide
déshydrogénase (DLD) (Bafunno et al, 2004; Tza§etoél, 1996).

La soucheAflxl montre clairement une diminution du niveau du egeme Q et une
accumulation de 4-AP et de 4-HP quand la soucheuititée en présence du pABA et 4-HB,
respectivement (figure 31). Ainsi, la diminution dantenu mitochondrial en FAD affecte la
biosynthése du coenzyme; @t entraine I'accumulation d'intermédiaires caastiques d’'une

déficience pour I'hydroxylation en C5.
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Figure 31: Le mutantAflxl accumule le 4-AP et le 4-HP et la surexpressiorgélie FAD1

rétablit la biosynthése du coenzymeg d@ns ce mutanta souche WT et le mutanfix1 transformé ou

non avec un vecteur contenant FAD1 ont été cultre¥NB-P 2% glucose supplémenté ou non avec dufpdiB
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du 4-HB a 10QuM. Les extraits lipidiques de 4 mg de celluladlX1) et 1 mg de WT ont été analysés par HPLC-
ECD.

[11.2. La surexpression du gene FADL1 rétablit lamsynthese du coenzyme
Qs dans4flx1 mais pas dans les mutants coq6 et la soucherGE1

Il a été décrit que la surexpression du géene FAdd,code pour la flavine adenine
dinucléotide synthétase, une enzyme cytosoliqueptEmente partiellement le déficit en FAD
mitochondrial dans la souciaédix1 (Wu et al, 1995).

Nous avons donc surexprimé FAD1 dans les différemitants déficients pour I'hydroxylation
en C5. Nous avons observé que la surexpressioneda BAD1 rétablit la biosynthese du
coenzyme @dans la souchaflxl mais sans abolir complétement la formation de 4ditfare

31). Ce résultat est en accord avec la complémentgartielle du déficit mitochondrial en FAD
dans la souchaflxl (Wu et al, 1995). Par contre aucun effet n'a éseno/é sur le contenu en
coenzyme Qdes cellules Gal-YAH1 (figure 32A) et du mutaxwtoq6Loq8 (figure 32B) apres

surexpression du gene FAD1.
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Figure 32: Absence d'effet de la surexpression du géne FAdDk ¢th souche déplétée en Yahl

et dans le mutamhcog@CoQ8. Les cellules Gal-YAH1 (A) encogdCog8 (B) transformées ou non avec
FAD1 ont été cultivées en YNB-P 2% glucose supphidevec du pABA ou de 4-HB a 1QMA. Les extraits
lipidiqgues de 4 mg de cellules ont été analysésHsdrC-ECD.

Collectivement, nos résultats montrent que le cttéfnitochondrial en FAD entraine
l'accumulation de 4-AP et 4-HP. En effet, ces miggiaires possédent un hydroxyle en C1 mais
pas en C5. Ceci montre que I'hydroxylation en C3adeoie de biosynthése du coenzymge&t
dépendante du contenu mitochondrial en FAD ce guer accord avec notre proposition que
Cog6 catalyse cette hydroxylation et suggere dualfoxylation C1 n’est pas catalysée par une
enzyme dépendante du FAD.

V. L'ajout d’analogues de 4-HB hydroxylés ou méthlgs en C5, rétablit la

biosynthese du coenzyme @ans les souches Gal-YAHdog6et Aflx1

Nous avons ensuite veérifie si la forme hydroxyl@ 4-HB, lacide 3,4-
dihydroxybenzoique (3,4-diHB) ou la forme méthoeyléacide vanillique (VA) peuvent entrer
dans la voie de biosynthese du coenzyrget(par conséquent court-circuiter une déficienze d
I'étape d’hydroxylation en C5.
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IV.1. Restauration de la biosynthése du coenzygnéa@s les souches Gal-
YAH1, coq6 etfflx1.

L’ajout du 3,4-diHB ou de VA au milieu de cultupermet de rétablir la biosynthése du
coenzyme @ dans la souchacoq6Loq8 (figure 33A) et dans les mutants ponctwselg6.
(figure 33B). De plus, ce rétablissement de layitdsse du coenzyme; @st dose-dépendante,
en augmentant la concentration de VA (de 0.1 mM%rM), la quantité de coenzyme; Q
synthétisé augmente également (figure 33). La d&pdes analogues du 4-HB hydroxylé (3,4-
diHB) ou méthoxylé (VA) en C5 a rétablir efficaceméa biosynthese du coenzyme dans les
mutantscog6 prouve que c'est uniguement I'étape d'hydroxylagiorC5 qui est limitante dans
ces mutants.

La soucheAcog6 contenant seulement un vecteur vide (sans Coq8ymihétise pas du
coenzyme @a partir de VA (données non présentées) montiast gue l'intégrité du complexe
de biosynthese du coenzymeg @oir Chapitre 1l) est nécessaire pour la conwersiu VA en

coenzyme @
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Figure 33: VA et 3,4-diHB rétablissent la biosynthése ded@ns les mutantsog6 A) Le mutant
Acog6/Cog8 a été cultivé en YNB-P 2% glucose contenantémcentrations indiquées de 4-HB, pABA, 3,4-diHB
ou VA. Les extraits lipidiques de 4 mg de celluteg été analysés par HPLC-ECD. B) La souglteq6Coq6-
G386A-N388D a été cultivée en YNB-P 2% glucose eoaht ou non les concentrations indiquées de V3 4t

diHB. Les extraits lipidiques de 3 mg de cellules été analysés par HPLC-ECD.

Le mutantAflx1 et la souche déplétée en Yahl sont, eux aussiblespde synthétiser du
coenzyme @ a partir de VA ou de 3,4-diHB indiquant ainsi gdest uniqguement I'étape

d’hydroxylation en C5 qui est limitante dans cedants (figure 34).

93



Chapitre I Cogb

Afix] 0.5 mM VA

Aflxi 0.5 mM 3,4-diHB

Aflx] 0.1 mM pABA

electrode response (V)

Gal-Y4AHIlvec 0.5 mM VA

Gal-YAHIvec 0.5 mM 3, 4-diHB

Gal-Y4HI/vec 0.1 mM pABA

0 200 400 600 800 1000

elution time (s)

Figure 34: Le mutantsAflx1 et la souche Gal-YAH1 synthétisent du coenzymgea@artir de

VA et 3,4 di-HB.Les cellules ont été cultivées en YNB-P 2% glucusetenant les concentrations indiquées du
pPABA, 4-HB, VA et 3,4-diHB. Les extraits lipidiquete 4 mg de cellules ont été analysés par HPLC-ECD.

IV.2. Le coenzyme @ynthétisé a partir de VA ou 3,4-diHB est fonaiin
dans la chaine respiratoire

Nous nous sommes ensuite posé la question dadtidonalité respiratoire du coenzyme
Qe synthétisé a partir de VA et du 3,4-diHB.
Comme le montre la figure 35, la soudim g6 surexprimant Cog8 ou Cog6-G386A-N388D est
capable de croitre sur un milieu respiratoire (enant du LG ou de I'éthanol comme source de
carbone) complémenté par I'ajout du 3,4-diHB owde De méme, la souch#flxl pousse sur
LG uniquement en présence de 3,4-diHB ou VA (figdsg Ces résultats montrent donc que le
coenzyme @ synthétisé a partir de ces analogues de précurssurphysiologiguement
fonctionnel. Cependant, en remplacant le 3,4-diHBleo VA par du pABA ou du 4-HB, ces
mutants perdent leur capacité respiratoire (figdg révélant ainsi que le 4-AP ou le 4-HP
synthétisés en présence du pABA et 4-HB respecememe sont pas capables de transférer

efficacement les électrons dans la chaine respeatatochondriale.
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Figure 35: Expérience de dilution en série montrant la famtalité du coenzyme ynthétisé

a partir de VA dans les mutardsg6et Aflx1. Le mutantAfix1 et le mutanAcog6transformé, soit avec un
vecteur contenant COQ8, un vecteur vide (vec) @c & vecteur contenant Coq6-G386A-N388D ont étivés
en YNB-P 2% glucose pendant 24 heures. Aprés ringieg cellules avec de I'eau distillée, des dihgtien série
ont été déposées sur des boites de gélose. Les looimtiennent de I'YNB-P-agar supplémenté avea@dlucose
(Glu) ou de 2% de lactate-glycérol (LG) additiortes concentrations indiquées de VA, du pABA ou dedsHB.
Les boites ont été incubées pendant 2 jours (GlW) jours (LG) a 30°C.

IV.3. pABA et 4-HB sont des compétiteurs efficded&entrée de VA dans la

voie de biosynthese du coenzyme Q

La quantification du taux du coenzyme € de 4-HP est réalisée par titration de doses
croissantes de 4-HB dans le milieu de culture dmlacheAcoq6Coqg8 cultivée en présence d'1
mM VA. Dans ces conditions, on constate a la faiddiminution progressive du niveau de
coenzyme @synthétisé et 'accumulation de 4-HP (figure 36B& méme, la titration du milieu
contenant 1 mM VA par le pABA a un impact similager le niveau du coenzyme @ec une
apparition de 4-AP (figure 36B). Il est intéressdet noter que 5 UM du pABA ou de 4-HB
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suffisent a inhiber fortement la synthése du cosrey} obtenue avec 1 mM VA (figure 36).
Nos résultats suggerent ainsi que le pABA et leBletogenes entrent en compétition avec le

VA au niveau de la prénylation par Cog2.
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Figure 36: Compétition entre le 4-HB et pABA et le VAuantification du coenzymeg4-HP (A) et
4-AP (B) formés dans le mutantcoqdCoq8 cultivé en YNB-P 2% glucose supplémenté dveoM VA et les
concentrations indiquées de 4-HB (A) et pABA (Bxltmrres d'erreur représentent I'écart-type (n = 2)
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En conclusion de cette partie, nous avons démauué la premiére fois que I'emploi
d'analogues synthétiques de 4-HB permet de réiablivola biosynthése du coenzyme @ans

des mutants déficients pour I'hydroxylation en C5.

V. Relation entre Yah1 et Coq6

Nos résultats montrent que les phénotypes deslezltiéplétées en Yahl (Pierrel et al,
2010) ou des mutantsoq6 sont trés similaires. En effet, selon sa séqueareportant des
séquences signatures de mono-oxygénases a flavineserésultats, nous proposons que la
mono-oxygenase Coq6 catalyse I'nydroxylation enR&5. ailleurs, la déplétion de Yahl ou de
sa ferrédoxine réductase associée Arhl, entraieeddficience de I'hydroxylation C5. Les
expériences suivantes ont été conduites afin ditegbrahl est impliquée directement dans la
réaction d’hydroxylation en C5 ou si I'effet de d#plétion de Yahl sur cette réaction est

indirect.

V.1. Cog6 est stable en absence de Yahl

Nous avons voulu vérifier si la stabilité de lat@ine Coqb6 était affectée par I'absence de
Yahl. Puisque nous n'avons pas d’anticorps antiéCogpus avons utilisé une souche dans
laquelle la protéine Cog6 a été étiquetée par sérpuences hémagglutinine (3HA) afin de

pouvoir détecter la protéine Coq6-3HA grace anticarps anti-HA.
V.1.a. Construction de la souche Gal-YAH1 COQ6-3HA

La souche Gal-YAH1 COQ6-3HA contient une insertibmomosomique d'une séquence
codant pour le tag triple hémagglutinine (3HA) extrémité 3' de COQ6 et elle permet la
régulation de I'expression de Yahl (Gal-YAH1). it fle tag 3HA a été amplifié par PCR a
partir du plasmide pFA6a-3HRHS3VIX6 (Longtine et al, 1998) avec de part et d’audtetag
HA des séquences nucléotidiques homologues auxségs entourant le codon stop de 'ORF
de COQ6. Cette cassette a été ensuite transforam@ewhe souche WT (W303) pour l'insérer

par recombinaison homologue a I'extrémité 3’ duegg&@0Q6 créant ainsi la version étiquetée
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COQ6-3HA. Un croisement entre la souche COQ6-3HA&akYAHL a été ensuite effectué.
Finalement, les diploides ont été sélectionnéss mis a sporuler et les tétrades formées ont

ensuite été disséquées pour isoler la souche GEIYROQ6-3HA haploide.

V.1.h. Western-blot

La protéine Coq6-3HA a été détectée par westarnébla taille attendue de 57 kDa dans
les extraits cellulaires de la souche COQ6-3HAIwEd en glucose ou galactose mais pas dans la
souche WT. Yahl est détectée dans les souches WD@6-3HA cultivées en glucose et en
galactose par contre elle est uniquement déteetée ld souche Gal-YAH1 COQ6-3HA cultivée
en galactose (figure 37). Ceci montre la déplétiffiicace de Yahl en glucose. Cogb6 est détectée
méme en absence de Yahl dans la souche Gal-YAH16E3BA cultiveée en glucose (figure

37) démontrant ainsi que la déplétion de Yahl at# pas la stabilité de Cog6.

Gal-YAH1
WT  COQ6-3HA COQ6-3HA

gu Gal glu Gal glu Gal glu Gal

Coq6-3HA TR ey S TR S o

Y ah1 --- - s 16kDa

|
Anc2 T EER 7 Gl T R T S 050

Figure 37: Etude de la stabilité de Cog6 en absence de Yahivpstern-blotLes cellules WT,
COQ6-3HA, et Gal-YAH1 COQ6-3HA (deux clones) org étiltivées en YP contenant soit 2% de glucose)(@lu
2% de galactose (Gal). Coq6-3HA a été détectéekDa7avec un anticorps anti-HA et comme prévu étlagente
dans les extraits de la souche WT. Yahl a été étenix alentours de 16 kDa et Anc2, le transppA&P/ATP

de la membrane mitochondriale interne servant cowoné&dle de charge, a 35 kDa.

La présence de Cog6 dans la souche déplétée eh ¥ &hé également indirectement
confirmée par I'observation que l'ajout de VA ou 8M-diHB rétablit la biosynthése du
coenzyme @dans la souche Gal-YAH1 méme sans surexpressi@od8 (figure 38) alors que
ce n'est pas le cas dans la sougslbeq6 Ce résultat montre que le complexe protéique de

biosynthese du coenzyme €st stable et que donc Coq6 est présente.
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Figure 38: Absence d’effet de la surexpression de Coq8 dassuehe Gal-YAH1La souche Gal-
YAH1 transformée avec un vecteur vide (vec) ou avewecteur contenant COQ8 a été cultivée pendahefres
dans de I'YNB-P 2% glucose supplémenté par 0,1 B4 ou 1 mM 3,4-diHB ou 1 mM VA. Les extraits de 2

mg de cellules ont été analysés par HPLC-ECD.

V.2. Les ferrédoxines humaines Fdx1l et Fdx2 ne lémngntent pas le

défaut de biosynthése du coenzyrgddps la souche déplétée en Yahl

Nos collaborateurs allemands ont montré en 2010olaplémentation du défaut de
biosynthese des centres [Fe — S] dans la soucHét@é@pen Yahl par la surexpression de la
ferrédoxine humaine Fdx2 mais pas par celle deelgédoxine humaine Fdx1 (Sheftel et al,
2010). Fdx1 est impliquée dans la synthése desid&r et la vitamine D (Sheftel et al, 2010). II
est important de dire que la biosynthése des efffi® — S] est essentielle a la viabilité $le
cerevisiaeet donc la souche Gal-YAH1 ne peut croitre queusumilieu contenant du galactose
comme source de carbone. Dans nos expériencepkitiale de Yahl, la croissance des cellules
Gal-YAHL1 en glucose est possible grace a la precakn galactose et a la déplétion progressive

du niveau de Yahl lors de la transition en glucose.
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D’une maniere surprenante, aucun des deux homdolgumains de Yahl, Fdx1 ou Fdx2, ne
complémente le défaut de biosynthése du coenzygndafs la souche déplétée en Yahl. En
effet, comme le montre I'éléctrochromatogramme darigyure 39, les cellules Gal-YAH1/Fdx1
ou Gal-YAH1/Fdx2 présentent une faible quantitécdenzyme @ et accumulent du 4-AP en
présence du pABA (figure 39) ou du 4-HP en préselecé-HB (données non présentées).
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Figure 39: Absence d'effet de la surexpression des protéides Et Fdx2 dans la souche Gal-

YAH1. La souche Gal-YAH1 transformée avec un vecteur (ige), un vecteur contenant YAH1 ou des vecteurs
contenant les génes FDX1 ou FDX2 a été cultivéel@ein24 heures en YNB-P 2% glucose supplément®.far
mM pABA. Les extraits lipidiques de 4 mg de celkutmt été analysés par HPLC-ECD.

La croissance de la souche Gal-YAH1 sur un migothétiqgue contenant une source de
carbone non fermentable (Lactate) est limitée sultedéplétion de la protéine Yahl qui conduit
a un défaut de biosynthése du coenzyrget@e biosynthése des centres [Fe — S]. On remarqu
gue le défaut de biosynthese des centres [Fe st8pmplémenté par la surexpression de Fdx2.
En effet, la souche Gal-Yahl exprimant cette pnet&st ainsi capable de croitre sur milieu non
respiratoire (Glu) (figure 40). Ce défaut est aussnplémenté lors de la transformation de la
souche Gal-YAH1 avec un plasmide contenant le ¢&xid1l (figure 40). Cependant, la souche

Gal-YAH1 transformée avec un plasmide exprimantZ:de montre une croissance sur milieu
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respiratoire (Lac) qu’aprés l'addition de VA ou 3l4-diHB (figure 40). Au contraire, I'ajout de

4-HB ou du pABA n’a aucun effet (figure 40, donné@es présentées).

Gal-YAH1 Gal Glu Lac
Yaht '

vec
Fdx2
Fdx1 _

Lac 1mM 4-HB

Yah1 N

vec
Fdx2

Fdx1

Figure 40: Le coenzyme Qest limitant pour la croissance sur milieu redpira de la souche

Gal-YAH1/Fdx2. La souche Gal-YAH1 transformée soit avec un vecidde (vec) soit avec des vecteurs

contenant les génes YAH1, FDX1 ou FDX2 a été oédtien YNB-P 2% glucose pendant 24 heures. Apréagn
des cellules avec de l'eau distillée, des dilutienssérie ont été déposées sur des boites de géleseboites
contiennent de I'YNB-P-agar 2% glucose (Glu), 2%agtose (Gal), ou 2% lactate (Lac) supplémentélgsr
concentrations indiquées du VA, du 3,4-diHB, ouddHB. Les boites ont été incubées pendant 2 jaals)(ou 4

jours (Gal et Lac) a 30°C.

Nos résultats suggérent donc qu’en absence dewWduad3,4-diHB, le coenzymeg@st
limitant pour la croissance respiratoire de la @uGal-YAH1/Fdx2. Ceci a été confirmé par la
mesuren vitro de I'activité succinate déshydrogénase (SDH)-dytome c-oxydoréductase. En
fait, la SDH est un complexe multiprotéique qui toemt trois centres [Fe — S] et un cofacteur
FAD, tous nécessaires pour son activite. Ces tddstivite ont été effectués par nos

collaborateurs allemands.

Comme prévu par la complémentation du défaut dgyhtbese des centres [Fe — S] des cellules
Gal-YAHL1 par Fdx2 (Sheftel et al, 2010), Fdx2 rditatignificativement mais pas au niveau WT
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la réductionin vitro du dichlorophénolindophénol (DPIP) par la SDH di@ssmitochondries des

cellules déplétées pour Yahl (figure 41).

Le coenzyme @est nécessaire pour transférer des électronstia gada SDH au cytochrome
bcl qui réduit le cytochrome c (cyt c). Fdx2 réitaltactivité SDH-cytochrome c-réductase dans
Gal-YAH1 uniquement lorsque les cellules ont étlivates en présence de VA (figure 41). Ce
résultat montre que le facteur limitant dans legfart des électrons de la SDH au cyt ¢ dans la
souche Gal-YAH1/Fdx2 est le coenzyme, Qont le niveau est rétablit par addition du VA au

milieu de culture (données non présentées).

DPIP cytc
- .08 no VA ﬁ0‘15 '
5 y % no VA
0.04 - B VA =
= = VA
2 ) S B | -
= 0.03 2
-% 0.02 - %
© @ 0.05
I T
0.01 -
? ?
oL i 0 e
Yah1 Fdx2 vec Yah1 Fdx2 vec

Figure 41:. Rétablissement de l'activitt SDH-cyt c-réductasesdla souche Gal-YAH1 en

présence de VALa souche Gal-YAH1 transformée avec un vecteur @), un vecteur contenant YAH1

(Yahl) ou un vecteur contenant FDX2 (Fdx2) a étéveée en YNB-P 2% glucose pour 26 heures puiprésence
ou en absence de 1 mM VA pendant 14 heures. Lexhaihdries ont été isolées et les activités enzyoed de la
SDH (succinate-dichlorophénolindophénol [DPIP])S&H-complexe Il ( [cyt c]) ont été déterminéesslearres

d'erreur représentent |'écart-type (n = 3).

Ainsi, nos résultats confirment que la surexpmssie Fdx2 complémente le défaut de
biosynthese des centres [Fe — S] dans la souchétééen Yahl. En revanche, la surexpression
de Fdx2 ne complémente pas le défaut respirateita douche Gal-YAH1 car cette souche n’est
pas capable de synthétiser du coenzymeA@si, Fdx2 est capable de se substituer a latiom

de Yahl dans la biosynthese des centres [Fe —iS]pas dans celle du coenzymg Q
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VI. Purification de Coq6

Il nous paraissait intéressant d’étudier la pretéCoq6in vitro afin d'établir un test
d’activité in vitro pour prouver I'activité hydroxylase de Coq6 et alim mieux comprendre la
relation existante entre Coq6 et la ferrédoxine IYah niveau de I'hydroxylation en C5. Pour

cela, nous avons entrepris de surexprimer et pupudfier Coq6.

VI.1. Clonage et surexpression

Le gene codant pour la protéine Coq6Slecerevisiaeaa été recodé afin d’obtenir une
meilleure expression dars coli. Il a ensuite été cloné sous le contréle du preootac de
'ARN polymérase du bactériophage M13 dans le wectée surexpression pMALc2. Un
plasmide contenant le gene COQ6 inséré en avalede gnalE, qui code pour la protéine
Maltose Binding Protein (MBP), a été ainsi obterantrolé par séquencage et nommeé pMALc2-
COQ6. Outre la facilité de purification par chroogiaphie d’affinité, la fusion de Cog6 a la
MBP avait également pour but d'augmenter la sotalbde Coq6 dank. coli. En effet, l'usage
d'une fusion a la MBP a été décrit pour augmergesdlubilité des protéines recombinantes
(Kapust & Waugh, 1999).

Le plasmide pMALc2-COQ6 a donc été utilisé poansformer la souchie. coli BL21
et parmi les transformants sélectionnés sur unemiliB-Agar contenant de I'ampicilline,
guelques colonies ont éte utilisées pour inocul€r hL de milieu LB. La culture d'un volume
final de 5 L a été effectuée comme décrit dansaldigpB.VII.1 dans Matériels et Méthodes. I
faut mentionner que de nombreuses mises au potnétéreffectuées par une technicienne au
laboratoire afin d'exprimer la protéine Cog6 entipasous forme soluble. Ce résultat a pu étre
obtenu en utlisant une concentration de 408 de [linducteur 'isopropylp-D-1-
thiogalactopyranoside' (IPTG) et en cultivant legtbries a 15°C pendant toute la nuit apres

induction de la surexpression.
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V1.2. Purification de Cog6

La lyse cellulaire et les deux étapes chromatddcaes comportant une colonne
d'affinité Amylose et une filtration sur gel onéétalisées comme décrit dans la partie Matériels
et Méthodes B.VIIl. Les extraits protéiques soluldesit chargés sur une colonne d'affinité
Amylose. La séparation et I'élution des protéiriefestuent grace a un gradient de maltose de 0
a 20 mM dans un tampon 20 mM du Tris-HCI, pH 7@)r@M NaCl et 1 mM EDTA. Apres
lanalyse par gel SDS-PAGE des différents picauti#, une bande majoritaire de 100 kDa,
correspondant a Coq6-MBP, est observée dans kefra éluées a 10 mM de maltose. Un autre
pic €lué aprés le pic majoritaire de Coq6-MBP adé&icté dans les fractions éluant entre 15 et
20 mM de maltose (données non présentées). D’dprizslle de cette protéine sur gel SDS-
PAGE, ce pic correspond certainement a la protéiB® qui résulte probablement d’un clivage
de la fusion suite a une dégradation de Coq6 paprietéases de I'hote (figure 42).

Les fractions contenant Coq6-MBP ont été rassessbdd purifiées sur une colonne de
tamisage moléculaire (Superdex 200). Lors de dittitation sur gel, Cogb6 est eluée sous forme
d'un pic principal (données non présentées). Cex @apes chromatographiques nous ont

permis d'obtenir 40 mg de Coq6-MBP de bonne pureté.

1 2 3 4 5 6 7 8 MW kDa
250

150

o = Led
A4 ‘ i

/45

Figure 42: Gel d'électrophorése SDS-PAGE 12% de la soluterCdq6-MBP purifieeMw:
Marqueur de masse moléculaire; Pistes 1-4: Coq6-BEe a 10 mM maltose; Pistes 5-8: MBP éluée drfiret

20 mM maltose.
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VI1.3. Caractérisation spectroscopique de la proée@oq6

Afin de vérifier si Cog6 contient, ou peut fixeme flavine oxydée (FAD), nous avons

réalisé une caractérisation spectroscopique de petttéine incubée ou non avec du FAD. En

fait, une incubation de I'enzyme en présence deXd@s molaires de FAD a été réalisée afin

d’éliminer I'hypothése d’'une

perte de la flavine @urs de la purification de Coq6; aprés une

heure a température ambiante, I'excés de FAD @stingl par passage du mélange sur une

colonne Nap10.

Les spectres UV-visible du FAD, de Cog6-MBP pusuésde la filtration sur gel et de Coq6-

MBP purifiée sur une colonne Napl10 apres incubaioprésence de 10 exces molaires de FAD

sont présentés en figure 43.

Sur les spectres de Cog6, on observe uniqguemepicua 280 nm qui correspond a

'absorbance des résidus aromatiques de la chaihgpeaptidique. L'absence de bandes

d'absorption entre 350 et 500 nm, caractéristigieek flavine oxydée, montre que la protéine

Coq6-MBP ne contient pas une flavine oxydée (figlBe

038
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Figure 43: Spectre d'absorption UV-visible du FAD (FAD et de la protéine Coq6 purifiée

aprés une filtration sur gel (Coq6) ou apres uhefion sur Nap10 apres incubation avec 10

excés molaires de FAD (Cog6Napl0).
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Discussion

Une ambigUité entourait le réle exact de la pri@éCoq6, une mono-oxygénase a flavine
proposée comme étant impliquée dans les réactibgdrdxylation en C1 et/ou C5. Nous avons
pu résoudre cette ambiguité en montrant que Cotgysa uniquement I'hydroxylation en C5
dans la voie de biosynthése du coenzyme Q

Il a été montré que la surexpression de Cog8iastfaccumulation de la DM{Zans un
mutantAcoq? (Padilla et al, 2009). En surexprimant Cog8 danmigantAcoq6, nous avons
montré une accumulation de 4-AP et 4-HP en présgnggBA et de 4-HB respectivement. En
outre, I'expression de protéines Cog6 mutées dassrésidus conservés dathsogb6 entraine
'accumulation de ses mémes intermédiaires. Danmldgantscoq6 I'accumulation de 4-AP et
4-HP, qui possedent tous deux un hydroxyle en Clsmpas en C5 reflete le défaut
d'hydroxylation en C5. Ainsi, la mono-oxygénaséaaihe Coq6 est donc impliquée uniquement
dans I'hydroxylation en C5 dans la voie de biosgsthdu coenzyme ¢QPar conséquent,

I'hnydroxylase C1 reste encore inconnue.

Comme Cog6 et Coq7 sont les deux seules protélongsprésentant une homologie de
séquence avec les oxygénases et étant donné quec@tdyse uniquement I'hydroxylation en
C6 (Behan & Lippard, 2010; Padilla et al, 2004)gae Cog6 est uniguement impliquée dans
I'hydroxylation en C5, nous pensons que I'hydrosgyl€1 n'est pas une des protéines Coq
(Cog1-Coql0) identifiée jusqu’a présent. En pluss résultats montrent que la perturbation du
contenu mitochondrial en FAD dans le mutafix1, affecte I'hydroxylation en C5 mais pas
I'hydroxylation en C1. Ce résultat suggere donc dmeprotéine inconnue qui catalyse

I'hydroxylation en C1 n’emploie pas de cofacteawvfhique.

Nos résultats montrent aussi que le VA et le 3iBdpeuvent étre utilisés comme
précurseurs du coenzyme € permettent donc de rétablir la biosyntheseaduinzyme @ ainsi
gue la respiration dans les mutaots6. 1l est intéressant de signaler que c'est la preniis
gue I'emploi d'analogues synthétiques de 4-HB pexserétablirin vivo la biosynthese du
coenzyme @ dans les mutants déficients pour I'nydroxylation @5. Ainsi, ces analogues,
ajoutés dans le milieu de culture, peuvent atteiddrmitochondrie et entrer dans la voie de

biosynthese du coenzyme @prées leur prénylation par Coq2.
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Cependant, nous avons pu établir que les préasrseaturels (4-HB et pABA)
empéchent facilement ces analogues de 4-HB (VAd®8) de participer a la biosynthése du
coenzyme @ En effet, de faibles concentrations de 4-HB oup&BA (5 uM) inhibent la
synthése du coenzyme; @tablie a partir d'1 mM VA et favorisent I'acculation de 4-HP ou
de 4-AP dans les mutantscoqg6Coqg8. Nous proposons deux explications possilded: le
transport vers la mitochondrie de VA et 3,4-diHB e®ins efficace que celui du pABA ou 4-
HB, soit l'affinité de la polyprényltransférase Qopgour VA et 3,4-diHB est beaucoup plus
faible que celle pour le pABA ou pour le 4-HB.

Des mutations ont été identifiees dans six genesams impliqués dans la biosynthése du
coenzyme @ dont COQ6 (Heeringa et al, 2011). Nous avons reogtre I'ajout de VA et du
3,4-diHB complémente le défaut respiratoire dassnteitantscog6de S. cerevisiaeCes deux
composeés peuvent donc représenter des moléculapéugiques intéressantes pour des patients

présentant des mutations dans COQG6.

Récemment, Fabien a montré l'implication de laéfdwxine Yahl dans la voie de
biosynthese du coenzyme Pierrel et al, 2010). Nous avons cherché a congpecla relation
entre cette ferrédoxine impliquée dans la biosyseldes centres [Fe - S] (Lill, 2009) et la mono-
oxygénase a flavine Cog6. Nous avons testé en preamps la stabilité de Cogq6 dans les
souches déplétées en Yahl et nous avons monti€apéest présente méme quand Yahl n’est
plus détectable par western-blot indiquant ainsi lgudéplétion de Yahl n'affecte pas la stabilité
de Cog6 mais uniguement son activité hydroxylagefdit que la Fdx2 humaine est capable de
complémenter le défaut de biosynthése des cerfies §] (Sheftel et al, 2010), nos résultats)
mais pas le défaut d’hydroxylation en C5 dans t¢esymthése de §dans les cellules déplétées en
Yah1l prouve que le défaut de biosynthése du coemZgyrdans la souche Gal-Yahl n'est pas

directement lié au défaut de biosynthése des cefiee- S].

Nous avons ensuite testé si l'inactivation de Ypbdrrait indirectement entrainer une
carence mitochondriale en NAD(P)H ou FAD ce quivpguerait une diminution de l'activité
Co@6. Le contenu en FAD mitochondrial n'est patefoent déplété dans la souche Gal-YAH1
exprimant Fdx2 car cette souche montre une actigitgificative SDH-cytochrome c-
oxydoréductase qui est dépendante de la présene@Alalans la SDH. En outre, les contenus

mitochondriaux en NADPH ne peuvent pas étre fortenadfectés dans Gal-YAH1 exprimant
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Fdx2 parce que cette souche est capable d'asseemleentres [Fe — S], un processus qui est
dépendant du NADPH mitochondrial (Pain et al, 20¥0)'appui de cela, nous avons aussi
montré que les souches déplétées en Yahl sonttrppies pour l'arginine (données non
présentées), un acide aminé dont la biosynthésalégmtndante du NADPH mitochondrial

produit par Pos5 via la phosphorylation du NADHaultondrial (Outten & Culotta, 2003).

Comme conclusion, Si Cog6 était une mono-oxygeaaavine classique catalysant la
réduction du FAD en FADHpar le NAD(P)H, elle devrait étre active dansdache déplétée en
Yahl or, Cog6 n'est pas active et les niveaux indodriaux du FAD et du NAD(P)H ne sont

pas affectés.

Par conséquent, nous émettons I'hypothése d'umméeainhabituel dans lequel la réduction de
la flavine de Coq6 pourrait dépendre du systemel¥ahl. Habituellement, la réduction
directe du FAD nécessite un transfert d'hydruréNédD(P)H (van Berkel et al, 2006). Dans la
littérature, le seul exemple d'une oxygénase drigagyant besoin d'une ferrédoxine pour son
activité est celui de la zéaxanthine époxidase Yiouet al, 1996) mais le réle exact de la

ferrédoxine pour I'activité de cette enzyme n’a ptsélucidé.

La seule fagcon de tester notre hypothese est demuettre au point un test d'activité
vitro de la protéine Coq6 purifiee avec lequel il ses® ale déterminer si l'activité de Coq6
dépend de la présence du systeme Fdx/FdxR conpaitu¥ahl/Arhl. La premiére étape de ce
travail a été validée puisque nous avons pu obkemirotéine MBP-Coq6 purifiée. Cependant, le
spectre d’absorption UV-visible de MBP-Coq6 purdigue qu’elle ne contient pas un cofacteur
FAD. Méme en présence de 10 exces molaires de EAQ6 ne fixe pas de FAD. La séquence
primaire de CoQ6 laisse peu de doute quant & Smeri@mance a la famille des mono-oxygénases
a flavine. Ainsi, pour expliquer I'absence de FAdans Cog6, nous envisageons deux
hypotheses : 1) la présence du domaine MBP fusianGéq6 pourrait perturber le repliement
tridimensionnel de Coqg6 et donc géner la fixatienFdhD. Il sera donc important de cliver le
domaine MBP et d’évaluer de nouveau la capacit€agé a fixer ou non le FAD. 2) Coqg6
pourrait présenter une affinité faible pour le FADune affinité plus forte pour une flavine
réduite (FADR). En effet, il existe des mono-oxygénases a flagui fixe FADH puis effectue
I'hydroxylation du substrat ce qui conduit a lanf@tion de FAD. C&AD est ensuite libéré et

une nouvelle molécule de FARKe fixe afin de permettre un nouveau cycle catahgti Afin de
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déterminer si Cog6 fonctionne de cette manierigudira tester la fixation de FADHbar Coq6

lors d’expériences de reconstitution.

En résumé, cette étude nous a permis de:
- Résoudre l'ambiguité sur le réle exact de Cog6mantrant donc que Coq6 catalyse
uniquement la réaction d'hydroxylation en C5 devda&e de biosynthése de Q suggérant ainsi
gu'une nouvelle hydroxylase, non encore carac&risgst impliquée dans la réaction
d'hydroxylation en C1 (figure I).
- Proposer un mécanisme inhabituel dans lequeblaoroxygénase Coq6 sera dépendante d'une
ferrédoxine Yahl pour son activité.
- Montrer pour la premiere fois, qu'on arrive a rtaircuiter une déficience de la voie de
biosynthese de Qpar l'utilisation d'analogues de précurseurs (&gl) suggérant ainsi une
nouvelle stratégie pour éclaircir et caractérissrdtapes de biosynthese de Q.

00 OOH  Cog6
Coq2 Yaht, At C0q3 KT;L Q Jﬁ Cog5 J:Y;( Coq7 Hﬁi}( Cog3 Hzcojgﬁ(
H3CO H3CO' HsCO ch H3CO
N H/NH

OH/NH, OH/NH
4-HB HHB HHHB DDMQ6H2 DMQSHZ WT cells %62
PABA HAB HHAB IDDMQ¢H,  IDMQgH>
OOH OOH H
Cog2 cogéor
e . +> o @ — S Yah1 depleted cells
OH/NH, OH/NH, OH/I\'THZ OH/I\FfH2
4-HB HHB 4-HP
PABA HAB 4-AP
OOH OOH
3,4-diHB Ji) Jf) VA
HO H3CO'
OH OH
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Figure | : Schéma de la voie de biosynthese du coenzygmdtrant les étapes déficientes
dans les mutantgoq6 et la souche Gal-YAH1 et les analogues de 4-HBisés pour

complémenter cette déficience&HP: acide 3-hexaprényl-4-hydroxyphénol; 4-APidac3-hexaprényl-4-
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aminophénol; HAB: acide 3-hexaprényl-4-aminobenaejq HHB: acide 3-hexaprényl-4-hydroxybenzoique;
DHHB: acide 3-hexaprényl-4,5-dihydroxybenzoique; AB1 acide 3-hexaprényl-4-amino-5-hydroxybenzoique;
DDMQ¢H,:  déméthyl-déméthoxyubiquinol;  IDDM@,: iminodéméthyl-déméthoxyubiquinol; DM&.:

déméthoxyubiquinol; IDMQ@ iminodéméthoxyubiquinol; §M,: ubiquinol; R: chaine polysioprényle.
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Etude de la fonction de Coq8

|. Surexpression de Coq8 dans les différents msifsguq

Sur la base de notre observation que la surexpredsi Cog8 entraine I'accumulation de
produits dérivés de la voie de biosynthése du goeazy; dans le mutanhcog6et des données
qui montrent I'accumulation de la DMQ@ans le mutanhAcoq7Coq8 (Padilla et al, 2009), nous
nous sommes poseés la question de I'impact d'urexpugssion de Cog8 dans les autres mutants

Acoq.

[.1. Accumulation de la DM§Xans4coq7/Coq8

Afin de confirmer 'accumulation de la DMQlans le mutanacoq7 surexprimant Coq8
(Padilla et al, 2009), nous avons évalué dans setehe I'accumulation d’intermédiaires en
présence du pABA ou du 4-HB comme précursearsurexpression de Cog8 dans le mutant
Acoq7entraine I'accumulation du méme composé en présgm@ABA ou du 4-HB (figure 44).
Aucun produit électroactif n'est accumulé dans lgtant Acoq7 sans surexpression de Coq8
(figure 44). L'identité de ce composeé électroaatété établie précédemment par Padilla en 2009
et confirmée dans nos expériences par son tempeatdion en HPLC et son spectre UV-visible

et correspond a la DMJfigure 45).
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Figure 44: Le mutantAcoq7Cog8 accumule la DMg§ Le mutantAcoq7 transformé avec un vecteur

vide (vec) ou avec un vecteur codant pour Coq& adtivé en YNB-P 2% glucose contenant ou non|1004-HB
ou 100 uM pABA. Les extraits lipidiques de 2 mgaddlules Acoq7Coq8), ou 8 mg de celluleddoq7/vec) ont
été analysés par HPLC-ECD.
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Figure 45: Spectre UV-visible de la DMQpurifiée sous les formes oxydées et réduites.

produits purifiés ont été injectés sur la coloneeHPPLC avec un potentiel de I'électrode de la qglodme fixée a
+550 mV (ox) et -550 mV (red).
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La synthése de la DMQ exclusivement et I'absence de synthese d’imino-
déméthyubiquinone (IDMg§) dans le mutanficoq7Cog8 en présence du pABA confirme les
résultats d’accumulation exclusive de la DMdans le mutant ponctuebq7-1(Marbois et al,
2010) aussi que dans une souche exprimant uneirgroBoq7 inactive (Pierrel et al, 2010).
Ainsi, 'accumulation de la DM@dansAcoq7Cog8 méme en présence du pABA indique que la
réaction de déamination/hydroxylation en C4 (poumpéifier, dénommée dés maintenant

déamination en C4) se produit probablement avarédetion catalysée par Coq7

[.2. Accumulation de la DDMgXans4cog5/Cog8

Un nouveau composé électroactif qui élue avant NéQp est accumulé par le mutant
Acoq9Coqg8 (figure 46). Le composeé purifié sous formgd®de a une masse moléculaire ionique
(M+ H") avec un ratio m/z de 547.4150 déterminée partspaétrie de masse a haute résolution
(HR-MS). Cette valeur est compatible avec une fdemahimique G/Hs50; (M = Cs7Hs50s3:
547.4151; masse observee: 547.4150; ppm, -0.2n&ksnnon présentées). Ces résultats nous
ont permis d’identifier ce composé accumulé comtamtéla démeéthyl-déméthoxyubiquinone
(DDMQg), (la forme oxydée du composé numéro 5 sur larédl0), le substrat de Cog5. Le
spectre UV-visible de la DDMgprésente les caractéristiques des produits deriilusse du
coenzyme @Q (figure 47): I'absorbance du produit sous sa foamgdée est plus intense que
celle sous sa forme réduite et cette derniere areimum d'absorption a une longueur d’onde
(A) plus importante.

Comme dans le cas deoq7Coq8, pABA ou 4-HB entraine la formation du méme
intermédiaire, la DDM@ dansAcogYCoq8 montrant ainsi que la réaction de déaminaiog4

se fait efficacement dans ce mutant.
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Figure 46: Le mutantAcog¥Coq8 accumule la DDMg) Les cellulesAcoqs transformées avec un

vecteur vide (vec) ou avec un vecteur codant pag8®nt été cultivées en YNB-P 2% glucose contenarton
100 uM 4-HB ou 100 uM pABA. Les extraits lipidiqués 10 mg de cellules ont été analysés par HPLC-ECD
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Figure 47: Spectre UV-visible de la DDMgpurifiee sous les formes oxydées et réduites

DMQg purifiée a été injectée sur la colonne de HPLCcawe potentiel de I'électrode de précolonne fixéeb50

mV (ox) et -550 mV (red).

115



Chapitre IT Cog8

Nos collaborateurs américains ont utilisé la teghaide marquage avec le carbone 13
des six atomes de carbone du pABAC{-pABA) ou de 4-HB ¥Cs-4HB) pour confirmer nos
résultats. En effet, ils ont détecté la DDM@arquée '¢Cs-DDMQg) uniquement (pas d'imino-
déméthyl-déméthoxyubiquinone marquéic{IDDMQsg)) dans le mutantcoqdCog8 cultivé
soit en présence diCs-pABA ou de™*Cs-4HB (figure 48).

4.57 13(:6_DDIV'I(1S
0 553.4/159.0

Acoqd
Coqg8
*C,-4HB
Coq8
BC,-PABA
35 4.0 45 5.0 55 6.0
Time min

Figure 48: Accumulation de [ECs-DDMQg dans le mutanicoqdCog8en présence dtfCe-

pPABA ou 13Ce-4-HB. La souche\cog5transformée avec un vecteur codant pour Cog8 eudtigée en YP 2%
Gal, 0,1% glucose pendant une nuit puis cultivéelpet 2 heures dans 3 mL de 'YNB-P 2% Gal, 0,1&€cagbe, en
présence di’Cs-pABA ou *Cg-4HB (20 pg /mL). Des extraits lipidiques des delfuont été analysés par HPLC-
MS/MS et la détection des ions de transition aé&afisée en Multiple reaction monitoring (MRM) pdartransition
553.4 a 159.

[.3. Coq9 est essentielle pour les étapes d’hydroxylagio C5 et C6 de la

voie de biosynthese du coenzyme Q

Coq9 est une protéine essentielle pour la biosgetlde& coenzyme {dnais dont le réle
est inconnu (Johnson et al, 2005). Apres la suesgion de Cog8 dans le muta@oq9 nous
avons détecté l'accumulation de composés éledifioddférents selon que 4-HB ou pABA est
utilisé comme précurseur (figure 49). Aucun proaitat été accumulé dans le mutAobg9sans
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surexpression de Coq8 (figure 49). En présence-ldB,4ddeux composés ont eté détectés avec
des spectres UV-visible et des temps de rétentoectéristiques de la DM@t de 4-HP (figure
49).

Q4

Acoq9

Coq8 pABA

electrode response (V)

Coq8 4-HB

CogB

h.........llil: I_,u..........i ‘............u......u....E...,.u.........u....,..,...:?.. vec

0 200 400 600 800 1000

elution time (s)

Figure 49: Accumulation de 4-AP/4-HP et DMODMQ¢ dans le mutarhcoq9CoQ8.La souche
Acog9transformée avec un vecteur vide (vec) ou aveeeateur codant pour Cog8 a été cultivée en YNB-P 2%
glucose contenant ou non 100 uM 4-HB ou 100 uM pAB@&s extraits lipidiques de 10 mg de cellules &t

analysés par HPLC-ECD. La structure chimique @M®Qg est présentée.

En présence du pABA, le composé éluant a 600 egpond au 4-AP (figure 49) sur la base de
son temps de rétention en HPLC et de son spectreisibe. En outre, nous avons identifié, par
des analyses en spectrométrie de masse, le compas# a 860 s comme étant de I'imino-
déméthoxyubiquinone (IDM§) (figure 49) (M= GgHssO,N: 560.616; masse observée: 560.641;
ppm: -2.1756 (données non présentées)). Il fauedgat noter la présence de la DMQEme
en présence du pABA (figure 49). Cependant, mémeuttivantAcoq9Coqg8 en présence de 1
mM pABA (données non présentées), ce mutant acailaiMQ.

D'autres expériences de marquage du 4-HB et du pABéc le C13'¢Cs-4HB, *Cs-
pABA) faites par nos collaborateurs ont aussi perde confirmer apres une analyse HPLC

couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS/Miggntité des composés accumulés.
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Cependant, contrairement & nos observatiAneg9Cog8 n‘accumule pas d&Cs-DMQg mais
uniquement dd’Ce-IDMQ¢ en présence dtiCe-pABA. Comme nos collaborateurs ont utilisés
des temps d'incubation des cellules en présencEGie4HB ou “*Cs-pABA beaucoup plus
courts (2 heures) que ceux que nous avons utitigé Ips incubations avec 4-HB ou pABA (14
heures en moyenne), nous proposons de diminuezni@st de nos cultures pour éviter une

métabolisation possible du pABA.

Nos expériences montrent clairement que le mutaag9Coq8 accumule non seulement
4-AP/4-HP qui sont les intermédiaires accumulés Idlun défaut d’hydroxylation en C5
catalysée par Cog6 mais aussi DYIDMQe qui dénotent un défaut d’hydroxylation en CB6.
Ainsi, Coq9 semble importante pour les deux réastid’hydroxylation en C5 et C6 de la voie

de biosynthese du coenzymeg Q

I.4. Accumulation d’intermédiaires précoces de taevde biosynthese du

coenzyme gdans les mutant$coq3/Coq8 etlicoq4/Coq8

Comme la surexpression de Cog8 dans les mutawtsg5 et Acoq7 entraine
'accumulation des substrats de ces deux prota@hé&sant donné que Cog3 catalyse d'abord la
réaction de méthylation en O5 puis celle en O6 ri@leet al, 1991), nous attendions donc
laccumulation de l'acide 3-hexaprényl-4,5-dihygtwenzoique (DHHB), le produit de Coq6
(composé numeéro 2 sur la figure 10) dans le muwtaog3Cog8.

D’'une maniére surprenante, la surexpression de Clag® le mutancoq3 n'entraine pas
l'accumulation de composés électroactifs de la deibiosynthése du coenzyme (gure 50).
Ceci peut étre expliqué par une déficience d'hygation en C5 en absence de Coq3. Nous
suggérons que le mutantcoq3Coq8, comme le mutamtcoq3, accumule HHB et HAB en
présence de 4-HB et pABA respectivement. HHB et 8Bt des intermédiaires précoces de la
voie de biosynthese du coenzyme & résultent de la prénylation par Coq2 de 4-HRlwet
pPABA respectivement.

En fait, la Prof. Catherine Clarke et ses collateares ont montré I'accumulation du HHB dans
tous les mutantdcog cependant, nos conditions d'extraction ne nousgttent pas de détecter

ses intermédiaires accumulés.
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Figure 50: Absence d'accumulation de composés électroadaifs tbs mutantacoq3Coqg8 et

Acog4CoQ8.Les cellulesAcog3 et Acog4 transformées avec un vecteur codant pour Cog&téncultivées en
YNB-P 2% glucose contenant 100 uM 4-HB ou 100 puMBpALes extraits lipidiques de 10 mg de cellules été
analysés par HPLC-ECD.

De méme, la surexpression de Coqg8 dawm®g4 n'entraine pas l'accumulation de
composés électroactifs de la voie de biosyntheseainzyme @ (figure 50) mais plutot
'accumulation de HHB et de HAB. Cependant, nosatmrateurs américains ont montré qu'en
présence dd*Cs-pABA, la souche portant une mutation ponctuellasd€0Q4 ¢og4-) et le
mutant Acoq4Cog8 accumulent un produit dont la masse corres@ota forme marquée de
l'acide 3-hexaprényl-4-amino-5-hydroxybenzoigtf€{-HHAB) (figure 51).

Le HHAB n'a pas été détecté dans la souche WTvéelten présence dtCs-pABA montrant
ainsi qu'il n'est pas un intermédiaire accumul&€awrs de la biosynthése du coenzyme En
fait, il semble que la détection des composés ehHMS/MS chez nos collaborateurs
américains est plus sensible que la notre réafis@eHPLC-ECD ou par spectroscopie UV-

visible.
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Figure 51: Accumulation de'®Ce-HHAB dans le mutantcog4Cog8 en présence diCe-

PABA. La soucheAcog4transformée avec un vecteur codant pour Coq8 sauahecog4-1a été cultivée en YP

2% Gal, 0,1% glucose pendant une nuit puis cultipéedant 2 heures dans 3 mL de I'YNB-P 2% Gal, 0,1%
glucose, en présence HZs-pABA ou *Cs-4-HB (20 pg/mL). Les extraits lipidiques de cedislont été analysés par
HPLC-MS/MS et la détection des ions de transitigtéaréalisée en MRM pour la transition 568 & 172.

De fagon surprenante, le mutar@ogq4Cog8 n'accumule pas d&s-DHHB, 'équivalent
hydroxylé du™*Cs-HHAB, en présence d&Cs-4-HB. Ce résultat pourrait-&tre expliqué par
l'instabilité du catéchol du DHHB qui pourrait nags'accumuler en quantités détectables dans

la soucheAcogq4Coq8.

Collectivement, nos résultats montrent I'accumaitatd'intermédiaires précoces de la
voie de biosynthése du coenzymgl@s de la surexpression de Cog8 dans les mutmuig3 et
Acog4.L'accumulation de HHAB dans le mutaxtoq4Coq8 semble provenir d'un défaut de la
réaction de méthylation en O5 catalysée par CoddsiACoqg4 pourrait étre indispensable a

I'activité de CoQ3.
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Il. Les intermédiaires accumulés ne rétablissestlaacroissance sur milieu

respiratoire

Afin de tester si les intermédiaires accumulés déss différents mutantsAcoq
surexprimant Cog8 peuvent rétablir la respiratione expérience de dilution en série a été
effectuée sur milieu respiratoire (LG) et fermetegiiu).

Seuls les mutantacoq transformés avec les vecteurs contenant les ge@«€3 des délétions
correspondantes et la souche WT poussent sur YINB-BABA tandis que toutes les souches
poussent sur milieu non respiratoire (YNB-P Gluyyfe 52) montrant ainsi l'incapacité des
différents intermédiaires accumulés dans les diffter mutants a transférer les électrons dans la
chaine respiratoire et donc a complémenter laigéfie respiratoire des mutatsoqCog8.

YHE-P Glu YMNE-PLGpABA

HNeog 3iCoqB - 3 -

ScogdiCoqB
WT

NeogHCogh
HeagHCogs [

NeogTiCoqh
Noog7iCoqd

NeagHCogh

NoogPiCog®

Figure 52: Les mutantsAcogCog8 ne poussent pas sur milieu respirataisiesouche WT et les
mutantsAcoqtransformés, soit avec un vecteur contenant CQQ@vec des vecteurs contenants les genes COQ des
délétions correspondantes ont été cultivés en YNIB&Rylucose pendant 24 heures. Aprés rincage dleteseavec

de 'eau distillée, des dilutions en série ontdégosées sur des boites de gélose. Les boitegoeatit de I"YNB-P-

agar supplémenté avec 2% de glucose (YNB-P Glueo2% de lactate-glycérol contenant 100 UM pABA BfR

LG pABA). Les boites ont été incubées pendant 2sj@Glu) ou 4 jours (LG) a 30°C.
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Certains composés (tel DMRsont proches de coenzyme §ructurellement mais de
facon surprenante, ne complémente pas le défapiratsre de Acoq7Coq8. Comme le
potentiel redox de la DM§est assez proche de celui de coenzyrgenQus expliquons ce
résultat par une mauvaise reconnaissance de las2MQite actif des complexes de la chaine

respiratoire.

lll. La surexpression de Cog8 entraine la stabi#é autres protéines Coq

L'accumulation d’intermédiaires de la voie de biahese du coenzymegsQious a
permis d’émettre I'hypothese que la surexpress®ICdq8 entraine la stabilisation des autres
protéines Cog du complexe.

Comme nous ne possédons pas d'anticorps pouretédesprotéines Coq, nous avons collaboré
avec la Prof. Catherine Clarke aux Etats-Unis pester la stabilité des protéines Coq dans les
différents mutantdcoqsurexprimant Cog8.

Comme détaillé en introduction et confirmé paniestern-blots réalisés sur des extraits
cellulaires par nos collaborateurs (figure 53), pestéines Coq4, Coqg6, Coq7 et Cog9 sont
instables dans les mutamtsoq3Acoq9.Par contre, la surexpression de Cog8 dans les tsutan
Acog3 et Acog5 entraine la stabilité des protéines Coq4, Coq7 @&j9C(figure 53A-B) De
méme, la surexpression de Coq8 stabilise les pegdtoq7 et Coq9 dans la soudtteq4Coq8
et les protéines Cog4 et Coq9 dans la soudog 7Coq8 (figure 53A).

Dans toutes ces expériences, Coqgl a servi comntleode charge du fait que sa stabilité n'est
pas affectée dans les mutantoq(Hsieh et al, 2007).
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Figure 53: La surexpression de Coq8 entraine la stabilitépdet®ines Cog4, Coq7 et Coq9 dans
les mutants\coq3 Acog4 Acog5 Acoq7et AcoqQ Les extraits cellulaires ont été préparés a pauine

souche WT et des mutanmtsoqindiqués surexprimants ou non Coq8. Ces cellut®t® cultivées en YP 2% Gal.

Les différentes protéines Coq ont été détectéesiratdille attendue. Les protéines Pdal (A) ou GetqCoqg5 (B)
servent comme contrdle de charge.

Par ailleurs, la surexpression de Coq8 n'augmesddgstabilité des protéines Coq7 et
Coq9 dans les mutantscoql et Acog2 malgré le fait que le niveau de la protéine CogB e
comparable a celui obtenu dans le mutseag5 (figure 53B). Cependant, Gin et coll. en 2005,
ont proposé un rble stabilisateur des protéinesAGxgCog6 par le HHB dont la biosynthese
dépend de Coql et Cog2 (Gin et al, 2005). Airisgfficacité de la surexpression de Cog8 dans
Acogl et Acog2résulte probablement de I'absence d'accumulatiotednédiaires prénylés de
la voie de biosynthese du coenzymg IQest important de signaler que la surexpresdmoq8
ne rétablit pas la stabilité des protéines Coddogf7 dans le mutamtcoq9(figure 53A)
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Pour plus de précision et comme les protéines Cont snitochondriales, nos
collaborateurs ont vérifié la stabilité de certaimeotéines Coq dans les mitochondries isolées.
Conformément aux résultats des western-blots eféscsur les extraits cellulaires, les protéines
Cog4, Coq7 et Coq9 sont détectées dans les mitddlesrisolées des mutamsog5CoQq8 et
Acog6Cog8 (figure 54A). Des résultats récents ont pemde montrer la stabilité de Coq3 dans
les mitochondries isolées des mutatteqen présence d’inhibiteurs de protéases (Tauchke et a
2008; Xie et al, 2011). En effet, nos résultatdaddétection de Cog3 méme sans surexpression
de Cog8 montrent que Coqg3 est stable dans les hoitdcies isolées des mutantsoq5 et
Acoq6(figure 54A).

A

Coq8

Acoqgb Acoqb WT

Coqilp

Coq3p

Coq4p

Coqg5p

Coq7p — — ”
Coqop ..-—'

WT Acoq3  Acoq4 Acoqd Acoq6  Acoq7
Coq8 - - + -+ - + - + - +
Coq6

Figure 54: La surexpression de Coqg8 rétablit la stabilité gestéines Cog dans des

mitochondries isoléed.es mitochondries ont été isolées de la souche Wies différents mutantacoq

surexprimant ou non Cog8 suivant le protocole @pp. 20ug des protéines ont été analysées sur gel et dégect

par les anticoprs anti-Coq indiqués (A) ou anti-€¢g). La protéine Coql sert comme contrble deghar
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Comme l'anticorps anti-Cog6 interagit non spéc#iment avec de nombreuses autres
protéines deS. cerevisiaela stabilité de la protéine Cog6 a été révéléeupawestern-blot sur
les mitochondries isolées. Comme le montre la édgb4B, le niveau de la protéine Cog6 est
rétabli, mais pas au niveau WT, apres la surexjpresie Cog8 dans les mutamtsoq3,Acog4,

Acog5etAcoq?.

V. L'effet stabilisateur de Cog8 est lié a sonwtet kinase

Quatre mutations ponctuelles (G130D, G130V, R77WE&409K) dans des résidus
conservés du gene CABC1/ADCKS3, I'nomologue humanCDQ8 deS. cerevisiaeont éte
identifiees en 2008 par Rotig et ses collaboratebez quatre patients souffrant des maladies
neuronales (Mollet et al, 2008) (figure 55). Cestatians ont été introduites aux résidus
correspondants dans la protéine Coq8Sdeerevisiagqui est exprimée a partir d'un vecteur
épisomal (multi-copie), pFL44 (Mollet et al, 2008fs vecteurs portant les génes COQ8 mutés

nous ont été donné par la Dr. Rdtig.

IV.1 Absence d’accumulation d’intermédiaires dams Imutants4coq

surexprimant des formes inactives de Cog8

Le mutant deS. cerevisiadN222 porte une mutation dans le gene COQ8 (Tzé&g&lo
Dieckmann, 1990) qui entraine la production d’'umetgine Cog8-G130D imitant la mutation
pathogene humaine G272D dans ADCK3/CABC1 (Mollealg008). W222 ne synthétise pas
de coenzyme et présente des faibles niveaux protéiques de ,Coog7 et Coq9. Par ailleurs,
aucune forme phosphorylée de Coqg3 n’est détectée \d222 (Xie et al, 2011) alors que dans
cette méme étude, les auteurs ont démontré quéode®ms phosphorylées de Coqg3 étaient
dépendantes de la présence de Coq8 (Xie et al).2AlEi, il semble que la mutation G130D
inhibe l'activité kinase de Coqg8.

Afin de tester l'effet de la mutation G130D dangi&sur I'accumulation d’intermédiaires, nous
avons surexprimé Coq8-G130D dans les différentsamsiAcoq. La surexpression de cette

forme mutée de COQ8 n'entraine pas lI'accumulationednédiaires dans les mutamsoqb,
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Acoq6,Acoq7 et Acoq9 (figure 56) montrant ainsi que cette mutation fivecla protéine Cog8
ce qui entraine l'inhibition de son effet stabilesa que nous avons montre.

R213 G272 E551
H. sapiens ARERKVPVTRIGRLANFGGLAVGLG-—----NAERIVRTLCKVRGAALKLGOMLS T EMEFLTGYEVEVMEDAH
M. m lus NAERIVRTLCEKVRGARLKLGOMLS ] --~----EMKFLTGYEVEAMEDAH
G. gallus NAERIVRTLCEVRGAALKLGOMLE-—---= EMKFLTGYEVEEMEDAH
D. rerio LCKVRGARLELGQOMI DMEFLTGYESKAMVNAH
A. gambiae KVRGAARLKLGQII EMGFLTGYET PAMEKAH
L. melanocgaster KVRGARLEIGQ EMGFLTGYETKOMEQAH
[ SNESSVPATRIGRLATFGQLAFGLL------NADRIVATLCRVRGARLELGOM EIGFLTGYETSVMEDAH
A. LCEMRGARLEVGOM GFLTGDESDVMLDAH
& LSSSKVPSSOWSRLWHYGGLATSLS~—----NVEI LVYNKLTOMRGAALEMG! ELGYLNNHESRQMIDAH
E. TRRODLEPPHIADQLALLODEVAPFD-- -~~~ STAQVHTARLESHNGEKEVVIKVIRPD-----~ WETAKPFLESWIKDOVG
P. stuartii TRRDLEPLATADQLELLODEVASFD----~-5TAQVHTAKLKENGKEVVLEVIRPD-— -~~~ WETAKPFLEDWVHSQVG
§. cerevisgiae LKSSSVPTSRISRLFHYGSLAAGVG====== NIDRITNEKFSKEMRGVALKIGQLLSF====== QLGYLTGLESQSHMEDAH

R77 G130 E409

Figure 55: alignement de séquences de la protéine ADCK3/CAB@haine et ses homologues

non humainesLes fleches indiquent les diverses mutations tresvéhez les patients (D’aprés (Mollet et al,
2008)).
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Figure 56: Absence d’accumulation d’'intermédiaires dans legamsAcoqCoq8-G130D .Les

mutantsAcoq Acoq9(A) et Acoq5,Acoq7 (B) transformés avec un vecteur codant pour Cofj80® ou par un
vecteur contenant COQ8 ont été cultivés en YNB-Pdgtd6ose contenant 100 uM pABA ou 100 pM 4-HB. Les
extraits lipidiques de 10 mg de cellules ont ét#yaes par HPLC-ECD.

Nous étions ensuite intéressés de veérifier la Iggalies protéines Coq dans les mutants
AcogCoq8-G130D. Comme le montre la figure 57, les aiveprotéiques de Coq7 et Coq9 sont
rétablis dans la souchcoq6Cog8 mais pas danscoq6Cog8-G130D (figure 57). De méme,
Coq9 est stable dans le mutacbq7Coqg8 mais pas dadscoq7Coq8-G130D (figure 57).

Acoqgb Acoq7
WT q q

hcCog8 - = = F =
G3op - - - - + - - -+
IlcCog8 - -+ - - - + - -

Coq7 M
-_—

Coq9

Coq8
Pda1

Figure 57: La surexpression de Cog8-G130D ne rétablit patalilité des autres protéines Coq.

Les extraits cellulaires ont été préparés a pdes souches WT et des mutantsog6 et Acoq7 surexprimants

COQ8 dans un vecteur multi-copie (hcCoq8), un wecteentromérique (IcCoq8) ou le vecteur multi-copie
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exprimant Coq8-G130D (G130D). Ces cellules ontogtévées en YP 2% Gal. Les différentes protéines 6nt

été détectées a leurs tailles attendues. Pdatdaseme contrdle de charge.

Méme si COQ8 et Cog8-G130D ont été clonés dan€haarvecteur épisomal, le niveau
de protéine Coq8 détectable par nos collaboratians les extraits cellulaires est supérieur pour
la forme WT par rapport a la forme G130D (figurg.37expression de Cog8 a partir du vecteur
centromérique (IcCOQ8) confére un niveau de Cof@ieur a Coq8-G130D exprimée a partir
du vecteur épisomal dans les souchesq6 et Acoq7, mais cette faible surexpression de Coq8
WT est suffisante pour rétablir les niveaux de CetiCoq9 (figure 57). Ainsi, I'expression de
Cog8 méme a un niveau plus faible que celle obteawe la forme G130D est suffisante a la
stabilisation de Coq7 et Coq9 ce qui impligue dabskence de stabilisation par Coq8-G130D
provient de I'absence d'activité kinase.

En conclusion, ces résultats montrent I'importashed’activité kinase de Cog8 pour la stabilité

des autres protéines du complexe.

V. Effet de I'ajout d’analogues de 4-HB au miliee dulture des mutants

AcodCoq8

Sur la base du rétablissement de la biosyntheseehzyme @dans les mutantog6en
ajoutant du 3,4-diHB et de VA (Chapitre 1), nou®as voulu tester I'effet d’analogues de 4-HB
sur les différents mutantdcogCog8. Ces analogues ont été choisi afin d’essdgecourt-

circuiter I'étape(s) déficiente(s) du mutaxdoq particulier.

V.1. Le mutanticoq7/Coq8 synthétise de coenzyme Qartir du 2,4-diHB

Nos résultats ont confirmé l'accumulation de la DVMfans les mutantacoq7Coq8
(figure 58) et le mutant ponctuetoq7-1 Afin d’essayer de court-circuiter la réaction
d'hydroxylation en C6 catalysée par Coq7, nous svtesté l'ajout de lacide 2,4-
dihydroxybenzoique (2,4-diHB), un composé qui camtiun hydroxyle en position C6 (voir

tableau 3, Matériels et Méthodes).
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L'ajout du 2,4-diHB au milieu de culture permetrdtablir la biosynthése du coenzyme dans

la soucheAcoq7Loq8 (figure 58) mais entraine également la foromat'un nouveau composé
électroactif éluant & 780 s (tres proche de la @M@éanmoins, ce composé électroactif n'est
pas la DMQ parce que sous sa forme oxydée, il montre un maxird'absorbance en UV-
visible a 265 nm différent de celui a 271 nm p@bMQs (figure 59). L’identité de ce composé
n'a pas été établie a cause de la faible quaritéuite.

Q,
S i Qg
o DMQg
c
§ Acoq7/Coq8
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é‘é 2 4-diHB
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Figure 58: Rétablissement de la biosynthése du coenzymda@s le mutanicoq7L0g8 en
présence du 2,4-diHB.e mutantAcoq7transformé avec un vecteur contenant COQ8 a éti&é&wn YNB-P

2% glucose contenant ou non 1 mM 2,4-diHB. Lesaitgrlipidiques de 4 mg de cellules ont été analysér
HPLC-ECD.
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Figure 59: Spectre UV-visible de la DMgEt du nouveau composé accumulé (?) en présence du

2,4-diHB dansAcoq7/£008 sous la forme oxydéees produits ont été injectés sur la colonne HPL€xa

un potentiel de I'électrode de la précolonne fix&0 mV (0x).

V.l.a. Le coenzymeg@ynthétisé dans le mutantoq7/Cog8 a partir du

2,4-diHB est fonctionnel

Le mutantAcoq7Coqg8 accumule la DMget par suite n'arrive pas a croitre sur milieu
respiratoire. Une expérience de dilution en sarigté faite sur milieu respiratoire (LG) et sur
glucose (Glu) pour tester la fonctionnalité du cyene Q synthétisé dans les mutants
Acoq7Coqg8 en présence de 2,4-diHB (figure 60). En faiifes les souches poussent sur milieu
non respiratoire (Glu) (figure 60). Seul le mutamoq7 transformé avec le vecteur contenant
COQ7 pousse sur LG en présence de 4-HB tandisequeiantAcoq7Cog8 pousse uniquement
sur LG en présence du 2,4-diHB (figure 60). Celtasmontre que le coenzyme; @nthétisé a
partir du 2,4-diHB dandacoq7Cog8 est fonctionnel. Cependant, le mutaobq7Coq8-G130D
ne pousse pas sur LG méme en présence du 24-digiBe( 60) confirmant ainsi que la
surexpression de Cog8-G130D ne stabilise pas t#&ipes Coq et par suite n'aboutit pas a la

biosynthese du coenzyme.Q
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LG1mM4-HB LG 1mM 2,4-diHB
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Figure 60: Expérience de dilution en série montrant la famtalité du coenzymegynthétise

a partir du 2,4 diHB dans le mutatitoq7Cog8 Le mutantAcoq?7 transformé avec un vecteur vide ou
avec des vecteurs épisomaux codant pour Coq8, GA38D ou Coq7 a été cultivé en YNB-P 2% glucoselpah
24 heures. Aprés ringage des cellules avec dedistiliée, des dilutions en série ont été déposéesies boites de
gélose. Les boites contiennent de I'YNB-P agar Buppnté avec 2% de glucose (Glu) ou de 2% de &actat
glycérol (LG) contenant les concentrations indiguée 2,4-diHB ou de 4-HB. Les boites ont été ineshgendant 2
jours (Glu) ou 4 jours (LG) a 30°C.

Collectivement, nos résultats montrent que l'ajalut 2,4-diHB court-circuite la
déficience d’hydroxylation en C6 qui conduit aualéfde biosynthese du coenzymgedans les

mutantsAcoq7, sous la condition de stabilisation du complexa@éque par Coq8.

V.2. L'ajout de VA entraine l'accumulation de la QMdans le mutant
4Acoq3/Cog8

Le mutantAcoq3Cog8 accumule le HAB et le HHB en présence du pABAlu 4-HB
respectivement. Ce résultat était surprenant oée a la stabilisation des protéines Cog4, Coq6,
Coq7 et Cog9 dans ce mutant (figure 53A, 54B), noaraptions observer I'accumulation de
DHHB, le produit de I'hydroxylation C5 catalysée @0qg6. Nous avons donc essaye l'ajout de
VA pour court-circuiter a la fois la réaction d'mggylation en C5 catalysée par Cog6 et la
méthylation en O5 catalysée par Coq3. En effgpuitade VA dans le milieu de culture, entraine

'accumulation de la DM@dans le mutamicog3Coq8 (figure 61).
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Figure 61: Accumulation de la DM@en présence de VA et de DHHB en présence du BiB-di

dans le mutanAcoq3Coq8. A)La soucheAcog3transformée ou non avec un vecteur exprimant Goge
cultivée en YNB-P 2% glucose contenant 100 uM 4-¢4B1 mM VA. Les extraits lipidiques de 4 mg de gkl
ont été analysés par HPLC-ECD. B) La sousheq3transformée avec un vecteur exprimant Cog8 audti&ée en
YNB-P 2% glucose contenant ou non 1 mM VA ou 1 mM-@iHB. Les extraits lipidiques de 4 mg de celéutant
été analysés par HPLC-ECD.

Ainsi, l'accumulation de la DMgdans le mutanhicoq3Coq8 en présence de VA montre
gue la décarboxylation en C1, I'hnydroxylation endfla méthylation en C2 sont catalysées en

absence de Coqg3. En revanche, les deux étapesakigldion en C5 et C6 sont affectées
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montrant ainsi lI'intérét de la présence de Cog3 pes deux réactions. Il faut aussi mentionner
gue l'ajout de 1 mM 3,4-diHB entraine I'accumulatidu DHHB dans le mutantcoqg3Coqg8
(figure 61B). En effet, le 3,4-diHB va étre prénylér Cog2 entrainant ainsi I'accumulation
d’'une quantité détectable du DHHB.

V.3. Effet de I'ajout d’analogues de 4-HB sur lgantiicog4/Coq8

Le mutantAcog4Cog8 et le mutant ponctuebg4-laccumule du HHAB en présence du
pABA (figure 51). Ce résultat montre que, malgré geésence de Coq3, l'activité O5-
méthyltransférase est affectée en absence de Cagput du 3,4-diHB dans le milieu de culture
de Acog4Coq8 n'entraine pas lI'accumulation de DHHB. Despén présence de VA, le mutant
Acog4Coqg8 n'accumule ni la DMQni la forme prénylée de VA, l'acide 3-hexaprényl-4
hydroxy-5-méthoxybenzoique (figure 62A). Nous ®ains l'effet de l'ajout d’analogues
hydroxylés/méthoxylés du pABA sur tous les mutatass le chapitre Il car il nous donne des
informations sur la réaction de déamination en Cdpendant, pour le mutanicog4 nous
traitons dans ce chapitre I'effet d’analogues ddBpAcar ces expeériences nous apportent des
informations supplémentaires sur le role de catieéme.

En effet, l'ajout de l'acide 3-hydroxy-4-aminobeiqpue (30,4N-B) entraine
'accumulation de HHAB (figure 62A). Ceci montreegie 30,4N-B peut étre prénylé par Cog2
et ce résultat est en accord avec la déficienda deéthylation en O5 en absence de Cog4.

En outre, en présence de I'équivalent aminé deldgide 3-méthoxy-4-aminobenzoique

(AMB), Acog4Cog8 et le mutant ponctuebg4-laccumulent de l'acide 3-hexaprényl-4-amino-
5-méthoxybenzoique (HMAB, un composé non électif)gigure 62B).
L’accumulation de HMAB pourrait étre interpréternome résultat d’'une déficience pour la
décarboxylation en C1. Cependant HMAB est ausstaiiétdans la souche WT cultivée en
présence de I'AMB (figure 62B); nos données sonmcdinsuffisantes pour proposer une
implication de Cog4 dans la réaction de décarbaxyleen C1.
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Figure 62: Absence d’accumulation d’'intermédiaires hydroxydéss le mutanhicoq4Coq8.A)

La soucheAcog4 transformée avec un vecteur exprimant Cog8 auti&vée en YNB-P 2% glucose contenant les
concentrations indiquées de 30,4N-B, AMB, 3,4-diBIBVA. Les extraits lipidiques de 4 mg de celluteg été
analysés par HPLC-ECD. B) La soucheog4transformée avec un vecteur contenant COQ8, lehsoportant une
mutation ponctuelle dans COQdo(4-] et la souche WT ont été cultivées en YP 2% GakRdglucose pendant
une nuit puis cultivées pendant 2 heures en YNB4RGal, 0,1% glucose, en absence (-) ou en préstnge0 uM

de I'AMB. Les extraits lipidiques des cellules ot analysés par HPLC-MS/MS et la détection des e
transition a été réalisée avec MRM pour la tramisi676 a 180.

Nos résultats montrent donc qu'inversement awesutiutanta\coq, la surexpression de

Cog8 dansAcog4 entraine uniguement l'accumulation d’intermédmipeécoces de la voie de

biosynthese du coenzymes.(En outre, nos résultats montrent qu'en plus daudéd'O5-
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méthylation, au moins, une autre réaction (décaflation en C1) est aussi affectée par I'absence
de Cog4. Ceci suggere fortement I'absence d’un cétalytique de Cog4 ce qui est en accord
avec son rble structural proposé (Marbois et ad920Pourtant et d'une facon inexpliquée, nos
résultats montrent une prénylation des analogu@séammais pas hydroxylés en absence de cette
enzyme.

V.4. Déficience compléte pour I'hydroxylation en @&ns le mutant
4co0q9/Cog8

Nous avons montré que l'absence de Coq9 affect léactions d'hydroxylation (C5 et
C6) de la voie de biosynthése du coenzymec& des intermédiaires diagnostiques d’'une
déficience dans ces étapes 4-AP/4-HP d'une paliM®e/IDMQs d’autre part s’accumulent
dans la souchacoq9Coq8 (figure 49). L’addition de 1 mM VA dans lelmu de culture,
permet d'augmenter le contenu en DM@ansAcoq9Coq8 (figure 63) indiquant ainsi que la
déficience d'hydroxylation en C6 demeure malgraikeque la déficience d’hydroxylation en C5
est court-circuitée par I'ajout de VA.
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Figure 63: Déficience au niveau de I'hydroxylation C6 dansnketant Acoq9Coq8.La souche

Acog9transformée avec un vecteur exprimant Cog8 audtié&ée en YNB-P 2% glucose contenant 100 uM 4-HB,

1 mM VA ou 1 mM 2,4-diHB. Les extraits lipidigues d mg de cellules ont été analysés par HPLC-ECD.
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Nous avons ensuite testé l'effet d'ajouter le ZH¥Bd qui rétablit la synthése de
coenzyme @dans le mutanAcoq7Coq8, sur le mutamkcoq9Cog8. En ajoutant du 2,4-diHB
dans le milieu de culture decoq9Cog8, nous avons remarqué l'absence de coenzymia Q
diminution du contenu cellulaire en DM@t I'accumulation d’'un nouveau composé éluant a
730 s (figure 63). Cependant, nous pouvons explijalesence de synthése de coenzyrg& Q
partir du 2,4-diHB dans le mutamtcoq9Coq8 par le faible niveau de rétablissement des
protéines Coq (figure 53). En effet, la quantiténi@rmédiaires accumulés daftisoq9CoQq8 est
beaucoup moins importante que celle des mutseds|7Cog8 etAcoq6Cog8, qui possedent un
meilleur rétablissement des niveaux protéiquesi(@c3 et figure 54).

Nous avons finalement testé I'ajout de I'acide£2tBhydroxybenzoique (2,3,4-triHB),
qui devrait en théorie court-circuiter une défiderd'’hydroxylation en C5 et C6, sur le mutant
Acogq9Cog8. Comme le montre la figure 64, I'utilisatid@ cet analogue de 4-HB entraine une
forte diminution de la quantité de DM@ccumulée danacog9Coq8. De plus, ce composé
inhibe fortement la synthése du coenzymes)'accumulation de la DMgans une souche WT
(figure 64). Ainsi, le 2,3,4-triHB ne peut pas étrilisé pour court-circuiter I'nydroxylation en
C5 et C6.

Nos résultats avec le 2,3,4-triHB sont en accoetawn modele dans lequel ce composé pourrait
bloquer la prénylation des précurseurs endogenesehryme @ Ainsi, il n'est pas possible de
rétablir la biosynthése du coenzyme dansAcoq9Cog8 qui a des déficiences dans plusieurs

étapes de biosynthése ce qui montre la limitelidation des analogues de 4-HB.
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Figure 64: Le 2,3,4-triHB inhibe la biosynthése du coenzymed@ns une souche WTa souche

Acoq9 transformée avec un vecteur exprimant Cog8 ebieclee WT ont été cultivées en YNB-P 2% glucose
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contenant ou non 1 mM VA ou 1 mM 2,3,4-triHB. Learaits lipidiques de 4 mg de cellules ont été yeed par
HPLC-ECD.

Discussion

La plupart des protéines impliguées dans la biteg® du coenzyme sQ@hez S.
cerevisiae sont associées au sein d'un complexe multiprogigiran & Clarke, 2007).
L'organisation des protéines Coq dont la plupamtpas de domaines transmembranaires en un
complexe multiprotéique associé a la membrane riatanitochondriale permet de mieux
comprendre comment ces protéines peuvent accétiirs substrats qui sont des composés
lipophiles ancrés dans la membrane interne mitadtiaie (Olson & Rudney, 1983). L’absence
de n'importe quelle protéine du compleXedq3Acog9 entraine la dégradation des protéines
Coqg4, Cog6, Coq7 et Coq9. Ceci peut conduire évident a une altération dans l'assemblage
de ce complexe multiprotéique.

Notre présente étude établit que la surexpresstofah8 stabilise les protéines Cog4, Coq6,
Coq7 et Coq9 dans les mutaisog3Acoq7. Aprés avoir été décrit pour Cog4 (Zampol et al,
2010), nous montrons donc que la surexpression atg8 Gtabilise également la plupart des
protéines Coq. De plus, les protéines stabiliséedg surexpression de Cog8 sont actives car
elles permettent I'accumulation d'intermédiairedadeoie de biosynthése du coenzymged@ns

les mutantsAcoq suggérant ainsi que le complexe multiprotéiqueagsimoins partiellement
assemblé.

La protéine Coq8 a été proposé comme une protéinas&k qui participe a la
phosphorylationn vivo des protéines Coqg3, Cog5 et Coq7 (Xie et al, 2@aipol et al, 2010).
La mutation G130D dans COQ8 abolit la phosphomytatie Cog3 suggérant que cette mutation
altere l'activité kinase de Coq8 (Xie et al, 2011).

Nous avons montré que la surexpression de Cog8{il3entraine pas I'accumulation
d'intermédiaires dans les mutamtsoq car les protéines Cog ne sont pas stabiliséessi,Ain
l'activité kinase de Coq8 semble essentielle pausthbilisation des protéines du complexe,
particulierement pour Cog4, Coqg6, Coq7 et Coq9.r Rompliquer la stabilisation du complexe
par la surexpression de Cog8, nous proposons dte sugexpression hyper-phosphoryle des
protéines Coq particulieres qui pourraient modiiéessemblage et la stabilité du complexe. Un
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des candidats potentiels est la protéine Coq3 klstociation avec le complexe a été montrée
comme dépendante de sa phosphorylation par Cogli€aet al, 2008).

Il pourrait donc étre intéressant d’évaluer le taexphosphorylation de Cog3 dans une souche
WT surexprimant ou non Coq8 afin de définir si larexpression de Coqg8 entraine une
hyperphosphorylation de Coq3. Cependant, la suesspn de Coqg8 dans le mutaktoq3
entraine la stabilité des autres protéines Coqg ranhainsi que la phosphorylation de Cog3 n'est
pas essentielle pour la stabilisation du complexdtipnotéique et que probablement la
phosphorylation d'autres protéines Coq est augsritante.

Xie et al, en 2011 ont été les premiers a étudigrhiosphorylation des protéines Coq de
S. cerevisiaepar ADCK3/CABC1, I'homologue humain de Cog8. llat adémontré une
complémentation partielle du défaut de biosyntlRseoenzyme Qainsi que le rétablissement
de la phosphorylation des protéines Coq3, Cog5 ag7Cdans le mutanAcog8 exprimant
ADCK3/CABC1 suggérant ainsi une conservation de la fonctionaden entre Coqg8 et
ADCK3/CABC1. Ainsi, certaines protéines humaines @articipent a la biosynthese du
coenzyme @ pourraient étre phosphorylées et I'identificatots ces protéines sera importante.
Il sera également intéressant de déterminer s pétbsphorylation dépend d’ADCK3/CABCL.
Enfin, il sera aussi important d’établir si les f@ines humaines de biosynthese du coenzyipe Q
sont associées dans un complexe multiprotéique letssemblage de ce complexe dépend de
l'activité kinase d'’ADCK3/CABCL1. Cela ne semble ga® le cas chek. coli car les mutants
AubiF, AubiE et AubiB accumulent de DMg de DDMQ et de l'octaprénylphénol (OPP)
respectivement. Ceci suggere fortement que lalgéabies protéines d'un potentiel complexe
protéique impliqué dans la biosynthese du coenzZ@pree semble pas dépendante d'une activité
kinase d'UbiB.

Par ailleurs, la question qui se pose maintenandeesonnaitre le réle physiologique de
la phosphorylation des protéines Coq par Coq8.eCegltosphorylation peut étre considérée
comme un régulateur positif de la biosynthése denzgme Q parce qu'elle semble favoriser
'assemblage du complexe biosynthétique ce quiaiteaboutir a une augmentation de la
biosynthése du coenzyme.@u contraire, une phosphorylation des résidug’ssef® et Thi*
de Coq7 a un impact négatif sur la biosynthéseodmzyme @ (Martin-Montalvo et al, 2011).
En effet, une augmentation des formes phosphorgdéd&3oq7 entraine une forte diminution des

niveaux de coenzymeg@t 'accumulation de la DM§ le substrat de Coq7. La conclusion des
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auteurs était donc que la phosphorylation de Ca&glit son activité hydroxylase (Martin-
Montalvo et al, 2011). Cependant, il reste a étdhtlentité de la kinase impliquée dans la

phosphorylation des sites régulateurs de Coq7.

La surexpression de Coq8 nous a permis aussi davaans la compréhension des rbles
joués par les protéines Cog4 et Coq9. Ces deuripest font partie du complexe multiprotéique
de biosynthese du coenzymeg (@ran & Clarke, 2007).

L’absence de Cog4 altere au moins deux étapes daidade biosynthése du coenzyme
Qe. En effet, 'accumulation de HHAB damsoq4Coq8 en présence du pABA reflete le défaut
de la réaction de méthylation en O5 catalysée p&3CEnN outre, I'ajout de VA n'entraine pas
'accumulation de la DM@ dans la souchacoq4Cog8, contrairement a ce que nous avons
observé dans la souchcoq3Cog8 (figure 50), révélant qu'au moins une autiEped de
biosynthese en aval de la méthylation en O5 eétéat Ainsi, il semble que Cog4 n’est pas
spécifiquement impliquée dans une étape de biosgatdu coenzymeg@e qui suggere un role
structural plutdt que catalytique pour cette prog€iCette proposition est en accord avec
I'hypothese que Cog4 pourrait étre impliquée dandidison de la queue polyisoprényle des
intermédiaires de biosynthese du coenzymeeQpermettre ainsi la modification du noyau
aromatique par les protéines douées d’activitéaytajues (Rea et al, 2010). Il est intéressant de
noter qu’une levure diploide portant une délétiamdlléle de COQ4 montre une diminution du
contenu en coenzymegQCe résultat montre qu’un niveau WT de la protélug4 est crucial
pour la fonction normale du complexe de biosynthdisecoenzyme Q(Salviati et al, 2012).
Comme une haplo-insuffisance du gene COQ4 entraieecarence en coenzymeo@hez un
patient (Salviati et al, 2012), la protéine huma®eg4, elle aussi, peut avoir le méme réle
structural proposé pour la protéine Cog4dsdeerevisiae

La surexpression de Cog8 dafisoq9 entraine l'accumulation de deux intermédiaires
électroactifs (4-AP/4-HP et IDMZDMQg) contrairement aux mutantscogb et Acoq7 qui
accumulent le substrat des enzymes inactivées.cliadation de 4-AP/4-HP établit la
déficience de la réaction d’hydroxylation en C5abgée par Cog6. Cependant, I'hydroxylation
en C5 se produit dans une certaine mesure carntiesnidiaires en aval de cette réaction,
DMQe/IDMQsg sont également détectés davt®q9Coqg8. L'accumulation de la DMIIDMQe

traduit donc un blocage total au niveau de I'hygtation en C6 catalysée par Coq7. En fait,
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I'hydroxylation en C6 est completement bloquée kseace de Coq9 car méme en ajoutant de
VA, qui court-circuite le défaut d’hydroxylation &b, Acog9Coqg8 accumule plus de la DMQ
mais pas de coenzyme Qi de démethyl@

Le role exact de Coqg9 surtout dans les réactidnglbxylations en C5 et C6 n'est pas
encore clair, mais Cogq9 semble étre importante paustabilité de Coq7 car les niveaux
protéiques de Coq7 sont indétectables dans lesnisutaoq9Coq8 (figure 53). Néanmoins,
Coq9 n'est pas absolument nécessaire pour laitadul complexe multiprotéique, parce que
'accumulation de la DM@implique que toutes les protéines Coq impliquéearaont de Coq7
sont, au moins partiellement, stables et actives.

Afin de mieux comprendre la relation entre Coq3Cej7, nous envisageons de réaliser une
mutagenése aléatoire du mutaytoq9Coq8 pour rétablir la biosynthése du coenzymee)
donc la croissance sur milieu respiratoire en présele 3,4-diHB ou VA. Des mutations dans
COQ7 pourraient rendre cette protéine indépenddeteCoq9. L'obtention de mutants et
l'identification des mutations pourraient nous aered mieux comprendre le role joué par Coq9
et son effet sur Coq7.

Dans le mutantAcog7Coq8, l'ajout du 2,4-diHB au milieu de culture aBlit la
biosynthese du coenzymes @ais entraine I'accumulation majoritaire d’'un pugddont le
spectre UV-visible et le temps de rétention poticairespondre a la DDMEC6 (figure 65). En
fait le composé accumulé présente un maximum dptiep a 265 nm sous sa forme oxydée
(figure 59) parfaitement comparable a celui de BM®s oxydée (figure 47). En plus, la
DDMQs-C6 élue entre la DDMgQet la DMQ suggérant ainsi que sa structure n'est pas trés
éloignée de ces deux composés. Une analyse en reassedonc nécessaire pour essayer
d'identifier la nature de ce composeé.

Nous avons aussi montré que l'ajout de 2,4-diHBétablit pas la biosynthése du coenzyme Q
dans le mutanfhcoq9Coq8. Ce résultat nous paraissait surprenant @aesns ou nous nous
attendions a court-circuiter le défaut d’hydroxidaten C6 et a observer la synthese d'une faible
quantité de coenzyme @omme dans le cas du mutantoq7Coqg8. Nous n'avons pas
d’explication claire pour ce résultat mais nousymms proposer que, d’apres la faible quantité
de coenzyme gQaccumulée danscoq7Cog8, le 2,4-diHB n’est pas trés bien prénylé @ag2

(en comparant avec le VA par exemple). Une autrssipdité est que lI'accumulation du

composé, supposé étre DDMQ6, bloque la biosynthése du coenzymec® qui pourrait aussi
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expliquer le faible niveau des3ynthétisé danacoq7Coq8 en présence du 2,4-diHB (figure
58).

H,CO

HsCO N H N H
O 6 0 6

Figure 65: Structure de la DDMgXA) et de la DDM@-C6 (B).

Ainsi, Cog6 pourrait ne pas bien fonctionner poydroxyler en C5 un composé ayant un
hydroxyle ou un méthoxyle en C6. Comme en plustidé de Coqg6 est limitée dans

Acoq9Coqg8, alors I'hydroxylation en C5 des produitspténylation de 2,4-diHB pourrait étre

I'étape limitante pour expliquer 'absence de bitbkgse du coenzymes@n présence de 2,4-

diHB. La purification et I'identification du produélué pres de la DMgva nous aider a mieux

comprendre l'effet du 2,4-diHB sur les mutantoq7Coq8 etAcoq9Coqgs8.

Suite aux intermédiaires accumulés dans les mutsecdsfCoq8, notre présente étude
nous a permis de classifier les mutant®oq en deux catégories. La premiere regroupe les
mutants qui déaminent/hydroxylent en CMcog5 et Acoq7. Ces mutants accumulent des
composés hydroxylés: la DDM@t la DMQ a partir du pABA ou de 4-HB. La deuxieme
catégorie comporteAcoq6 et Acoq9 ou deux classes d’intermédiaires sont accumulées: 4-
AP/IDMQs en présence du pABA (intermédiaires aminés) ePAENIQs en présence de 4-HB
(intermédiaires hydroxylés).

Les résultats et les discussions de la déaminaticd4 font I'objet du troisiéme chapitre de cette
these. Par ailleurs, dans une culture sans addagsmutants qui ne déaminent pAspqb6 et
Acoq9 accumulent principalement des intermédiaires ¢wyles (4-HP et DM@ suggérant
ainsi que le précurseur endogene préférentiellemmpioyé pour la biosynthese du coenzyme
Qs est le 4-HB et non le pABA.

En résumé, cette étude nous a permis de montrer que
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Chapitre IT Cog8

- La surexpression de Coqg8 permet 'accumulationideermédiaires de la voie de biosynthese
du coenzyme gXfigure Il) ce qui nous a permis de confirmerfi@sctions de certaines protéines
Coq (Cogb, Coq7) et de découvrir la fonction dprtaéine Cog6.

- L'activité stabilisatrice du complexe protéiquet @épendante de I'activité kinase de Cog8.

- L'absence de Coq9 affecte les deux étapes dkwyldtmn en C5 et en C6 (figure Il).

Ainsi, la surexpression de Coq8 combiné a l'utilma d'analogues de précurseurs va
certainement nous permettre une meilleure compsétrende la voie de biosynthese du
coenzyme @

00l 00H  Cogb ooH H H
Cqu Yaht, Arh C0q3 ? ? C0q5 Cog? HO Cog3 HaC
— Q — WT cells
HaCO R H,cd R HaCO cho R HaCO HaC
X X X X
00l QeHz
é Coq2<5L X= OH orNH,

OOH OOH H
CowPY X e . Q. — . -
R = TR R No Deamination
X X X
4-HPA-AP .
OOH OOH H
Cog5
Cog2 VA )g;(
_><5L Y et —X> > @R —_— éR —;CO .
: r R X X X
4-HPA-AP  DMQgH,/IDMQgH,
OOH OOH  Caogb
gﬂzé Yah1, Arhl ng J:EL /@ *_
HaCO H3Co HaCO
x x DDMQs Deamination
OOH oon Codé
Cog2 Yahi, At Coq3 Q Cogs
- H3CO H3CO H3CO H3CO OOH
X X HO.
DDMQa DMQ6
bypass of Coq7 deficiency with 2,4-diHB Coqzo%qu
Coq3y Coq7
H
Hoﬁ&( Coanco)é(
HaCO HsCO
OH
QsH>
Figure 1l: Schéma de la voie de biosynthese du coenzymem@ntrant les différents

intermédiaires accumulés dans les mutaasgCog8. 4-HP: acide 3-hexaprényl-4-hydroxyphénol; 4-
AP: acide 3-hexaprényl-4-aminophénol; HAB: acideeXaprényl-4-aminobenzoique; HHB: acide 3-hexagdrény
hydroxybenzoique; DHHB: acide 3-hexaprényl-4,5-diloxybenzoique; HHAB: acide 3-hexaprényl-4-amino-5-
hydroxybenzoique; DDMgH,: déméthyl-déméthoxyubiquinol; IDDM®,: iminodéméthyl-déméthoxyubiquinol;
DMQgH,: déméthoxyubiquinol; IDM@ iminodéméthoxyubiquinol; §M,: ubiquinol; R: chaine polysioprényle.
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Analogues de substrats et déaminase

Apres I'étude sur Cog8, nous avons classé les autaog en deux catégories: les mutants
qui déaminentAcog5et Acog7et ceux qui ne déaminent pas du tawipg6ou pas efficacement
Acoqg9. Dans le but d’essayer de mieux comprendre |'é@ga&éamination, nous avons testé
I'effet d’analogues de substrats aminés sur |demdifits mutantdcog Une approche génétique
a aussi été mise en place pour essayer didentiieeyme qui catalyse la réaction de

déamination que nous appellerons dans ce chapittédminase.

|. Effet d'analogues de substrats aminés sur f&sehnts mutantdcoq

[.1. Accumulation de I'IDM@dans les mutant$cog6/Coqg8 etfcoq9/Cog8

Nous avons montré que l'ajout de VA ou du 3,4-dittis le milieu de culture court-
circuite le défaut d’hydroxylation en C5 des musafitoq6 et AcoqQ Nous avons donc voulu
tester I'effet de I'acide 3-hydroxy-4-aminobenzaq(B80,4N-B), la version aminée du 3,4-diHB
et I'effet de I'acide 3-méthoxy-4-aminobenzoiquevi®), la version aminée du VA (tableau 3,
Matériels et Méthodes) sur ces mutants.

Suite a 'augmentation de la quantité du coenzyrgesy@thétisée dans une souche WT apres
I'ajout du 30,4N-B ou de I'AMB dans le milieu deltcwe (figure 66), nous suggérons que ces
analogues de pABA peuvent atteindre les mitochesdmeuvent étre prénylés par Cog2 puis
transformés en §

En présence du 30,4N-B ou de 'AMB, le mutamogs/Cog8 accumule un nouveau cOmposé
électroactif éluant juste apres le coenzymg IIDMQs (figure 67A). Aucune formation de
coenzyme @ ou d'autres intermédiaires n'a été détecté. Liitlerde I''DMQ; a été établie
précédemment (Voir Chapitre Il) et confirmée daes expériences par son temps de rétention
en HPLC et son spectre UV-visible (données nongmtées).

D'une fagon non reproductible, le HHAB a été dé&etansAcog/Coq8 cultivé en présence du

30,4N-B mais pas en présence de 'AMB (donnéegrésentées).
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En présence de 'AMB et du 30,4N-B, le mutasbg9Coq8 accumule de I'IDM@
mais également de la DMQfigure 67B); ce dernier pouvant provenir soitngudéamination
peu efficace danacod®/Cog8 soit du 4-HB endogéne qui est en compétaiat I'AMB et le
30,4N-B pour entrer dans la biosynthése de Q

Il est intéressant de signaler que le contenuXQs des mutantsAcocp/Coq8 et
AcoP/Coq8 cultivés en présence du 30,4N-B est plugéétpie celui provenant de I'AMB
(figure 67). De méme la quantité de coenzymesyhthétisée dans une souche WT a partir du
30,4N-B est plus importante que celle formée aipaetl'’AMB (figure 66). Ainsi, il semble que
le 30,4N-B soit un meilleur précurseur que '’AMBupda biosynthése du coenzyme € il est
possible que cette différence soit due a une paéioyl plus efficace de 30,4N-B que de 'AMB.
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Figure 66: Le 30,4N-B et 'AMB sont des précurseurs du coar&. La souche WT a été cultivée

en YNB-P 2% glucose contenant ou non les concématindiquées du 30,4N-B et de I'AMB. Les extraits

lipidiques de 2 mg de cellules ont été analysédHsdrC-ECD.
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Figure 67: Accumulation de I''DMQ dans les mutantscoq6Coqg8 etAcod®/Cog8 en présence

du 30,4N-B et de 'AMBLes mutants\coggA) et Acoq9B) surexprimant ou non Cog8 ont été cultivés en

YNB-P 2% glucose contenant ou non 1 mM 30,4N-B,M AMB ou 1 mM VA. Les extraits lipidiques de 4 mg d
cellules ont été analysés par HPLC-ECD.
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[.2. Gal-YAH1 et les mutants ponctuels cog6 accamuussi de 'IDM@Q

Nous avons ensuite testé l'effet d’analogues d84Aur les souches Gal-YAHL1 et
Acog6Cog6-G202V. Aucune formation de coenzymgrta été observée dans ces souches en
présence du 30,4N-B ou de 'AMB (figure 68). De neééque dans le mutanicoq6Coqg8, les
souches Gal-YAH1 ehcog6Coq6-G202V accumulent de I'IDM§En présence d’analogues du
PABA et comme attendu, ces souches synthétiseocbenzyme @a partir de VA (figure 68).

Ainsi, ces résultats confirment le défaut de déaton dans ces souches et suggerent

fortement une concomitance entre I'hydroxylationG&net la déamination en C4.
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Figure 68: Accumulation de I''DMQ@ dans les souches Gal-YAH1 Atoq6Coq6-G202V
cultivées en présence du 30,4N-B et de I'ANIB.mutantAcoqdCoq6-G202V(A)et la souche Gal-

YAH1(B) on été cultivés en YNB-P 2% glucose contgnau non les concentrations indiquées de 30,4NeB,

I'’AMB et de VA. Les extraits lipidiques de 4 mg dellules ont été analysés par HPLC-ECD.

[.3. Accumulation de la DDMQ et de la DMQ dans les mutants
4c0q5/Cog8 eticoq7/Cog8 respectivement

Nous avons montré l'accumulation de la DDMé& la DM@ dans les mutants
Acog9Cog8 etAcog7/Cog8 méme en présence du pABA comme précursdiguiant ainsi que
la déamination se fait dans ces mutants. Nous asons testé 'effet d'analogues de pABA sur
ces mutants.

Comme attendu, en présence du 30,4N-B ou de I'AMRBjuantité accumulée de la
DDMQs et de la DMQ@Q augmente (figure 69), confirmant ainsi que la déation se fait
efficacement dans ces mutants. En fait, aucuned@minée de la DDM§ou de la DMQ n'a
été détectée. Il faut noter que dans quelques iexpés, nous avons détecté un produit que nous
pensons étre du HHAB (figure 69) et qui résultebpflement de I'exces du 30,4N-B. L'identité
du HHAB est compatible avec son temps de rétergidfaspect dissymétrique du pic d'élution
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qui est observée, dans nos conditions chromatogyagsd, pour des composés contenant un
groupement carboxylate.
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Figure 69: Accumulation de la DDM@ et de la DMQ dans les mutantdacog9Coq8 et
Acoq7/Coqg8 en présence du 30,4N-B et de I'ANMBs mutantsicog5 et Acoq7 surexprimant ou non

Coq8 on été cultivés en YNB-P 2% glucose conteparion 1 mM 30,4N-B (A) ou 1 mM AMB (B). Les extisi
lipidiqgues de 4 mg de cellules ont été analysésHsdrC-ECD.
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[.4. Accumulation de I''DM@dans les mutantdcoq3/Cog8 en présence de
I'’AMB

En ajoutant le 30,4N-B dans le milieu de cultures dnutantsAcog3Cog8 et
Acoq4Cog8, nous avons détecté uniquement du HHAB @g0A). Ce résultat est en accord
avec le défaut de la méthylation en O5 présent dessnutants.

Cependant, en présence de 'AMB, le mutacdq3Cog8 accumule de I''DMgXfigure
70B) suggérant ainsi un défaut de déamination dansutant. Par contre, aucun intermédiaire
électroactif n’est accumulé dansog4Coq8 (figure 70B).
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Figure 70: Accumulation de I''DMQ dansAcog3Coq8 en présence de '’AMBes mutants\cog3
et Acog4 surexprimant Cog8 on été cultivés en YNB-P 2% ghagccontenant ou non 1 mM 30,4N-B (A) ou 1 mM
AMB ou 1 mM VA (B). Les extraits lipidiques de 6 ndg cellules ont été analysés par HPLC-ECD.
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L’ensemble des résultats de la partie | confirngmntc le défaut de déamination dans les
mutantsAcogg Acoq9 et dans la souche Gal-YAHL1 ainsi que I'absenceeddéfaut dans les
mutantsAcog5 et Acoq7. En outre, I'accumulation de I''DMQdansAcogq3Cog8 cultivé en
présence de I'AMB suggére aussi I'existence d'dautigour la déamination et confirme la

déficience d’hydroxylation en C5 dans ce mutant.

ll. Essai d'identification de la déaminase

[I.1. Stratégie suivie pour identifier la déaminase

Nous avons ensuite cherché a identifier la déasminanpliquée dans la voie de
biosynthese du coenzyme.@lous nous sommes focalisés sur I'étude d'un mgtamontre un
défaut de déamination, le mutaxtog6Coq8.

Suite a nos données montrant I'accumulation déiQlp dans ce mutant en présence du 30,4N-
B (figure 67A), nous avons testé la capacité d®OMDs a complémenter la déficience
respiratoire du mutamkicogs/Coq8 (figure 71). La souchkcoq6 transformée avec un vecteur
vide, ou par des vecteurs codant pour Coq8 et QamuBse sur glucose (figure 71). Comme
précédemment établi, la surexpression de Cog8litélatbiosynthése du coenzyme; @ans
Acog6 en présence de VA permettant ainsi la croissancd.GulmM VA (figure 71). En
revanche, la soucheco6/Coq8 n’est pas capable de croitre sur LG 1mM BicB4(figure 71)
démontrant ainsi que I''DM@n’est pas capable de transférer efficacement ldet@ns dans la
chaine respiratoire.

Coq7 est stable et active dansoq6Cog8 ce qui est évident par le rétablissementade |
biosynthese du coenzymes @ partir de VA dans ce mutant (figure 67A). Daasniutant
Acog6Cog8 cultivé en présence de 30,4N-B, I'accumutatide I'IDMQs et I'absence de
synthése d’'imino-@ ou d’'imino-C6-démethyl-@ (figure 67A) suggére que Coq7 n’est pas
capable de catalyser I'’hydroxylation en C6 lorsqugroupement amine est présent en C4 en
remplacement du groupement hydroxyle habituel. &bgypothése est donc que I'IDi@est
pas reconnu par Coq7 ou inhibe Coq7 dans la socbg6Cog8 cultivée en présence du
30,4N-B. En revanche, si I''DM{est converti en DM@par la déaminase alors Coq7 pourra

hydroxyler la DMQ et conduire a la synthese dg Q
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Acogb
—_— Glu LG1mM VA LG 1ImM 30,4N-B

vec
Coq8

Coqb

Figure 71: Expérience de dilution en série montrant l'inc#padu 30,4N-B a rétablir la

respiration dans le mutantoq6Cog8.La soucheAcog6 transformée, soit avec un vecteur vide (vec), un
vecteur contenant COQ8 (Co@8) ou avec un vectentenant COQ6 (Cogb6) a été cultivée en YNB-P 2% agec

pendant 24 heures. Aprés rincage des cellules@vdeau distillée, des dilutions en série ontdégosées sur des
boites de gélose. Les boites contiennent de I"'YN&gRBr supplémenté avec 2% de glucose (Glu) ou del@%
lactate-glycérol (LG) additionné par les conceirat indiquées du VA ou du 30,4N-B. Les boites@stincubées
pendant 2 jours (Glu) ou 4 jours (LG) & 30°C.

Pour expliquer I'absence d’activité déaminase dsrsg6/Cog8, notre hypothése était
donc que la déaminase est instable dans cette esoég¢hsi, nous avons envisagé que la
surexpression de la déaminase dAnegs/Coq8 pourrait stabiliser en partie cette proté&@he
donc de rétablir une activité déaminase qui peraiettle ne plus accumuler de I''DM@n
présence de 30,4N-B, mais bien de promouvoir lghgge d'intermédiaires hydroxylés qui
seraient converti en coenzyme.Q

Notre stratégie a donc été de transformer une Uumrde surexpression d’ADN
génomique dé&. cerevisiaelans la souch&coq6Coq8 dans le but de surexprimer la déaminase
qui permettrait de convertir 'amine C4 en hydraxgt donc de rétablir & la fois la biosynthese

du coenzyme Qet la croissance sur milieu respiratoire en présele 30,4N-B (figure 72).
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Figure 72: Schéma de la stratégie mise en place pour teidentfier la déaminase.

[1.2. Crible génétique

Nous avons donc transformé dans le muterig6Coq8 (le plasmide exprimant Cog8
posséde un marqueur His3) une banque précédemmmstruite dans un vecteur Ura3 multi-
copie avec de I'ADN génomique provenant d'une ssuttoal (Coal est une protéine
membranaire impliquée dans l'assemblage du compéx@ierrel et al, 2007). Un schéma
représentatif du crible est illustré dans la figi Nous avons obtenu un grand nombre de
transformants (80 000 clones) montrant une crotgsaar Glu-U-His.

Afin de sélectionner les transformants, une régliqur milieu respiratoire contenant soit 1mM
30,4N-B (LG-U-His + 30,4N-B) soit 1mM pABA (LG-U-Ki+ pABA) a été ensuite réalisée.
En fait, les clones qunontrent une croissance sur LG-U-His + pABA vorresuent contenir un
plasmide portant le géne COQ6. Par contre, lesesl@ui poussent sur LG-U-His + 30,4N-B
vont contenir soir COQ6, soit le gene codant pawdaminase qui va convertir I'amine C4 des
intermédiaires de biosynthése dgi§sus du 30,4N-B en hydroxyle C4 et par suiteréb€oq7

ce qui permettra la croissance sur LG (figure AB)si, en comparant les deux répliques, nous
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avons seélectionnés deux types de clones: les clgquepoussent sur LG-U-His + 30,4N-B,
représentés en rouge sur la figure 73A, contienpeaobablement le géne codant pour la
déaminase et ceux qui poussent sur LG-U-His + 3€B4ssi bien que sur LG-U-His + pABA,

représentés en bleu sur la figure 73A contienn@ME.

Acog6/COQ8 + Yeast DNA Library

COQ8; HIS3
20 000 clones
Bank: URA3
COOH
COOH Glu-U-His
HO replicate NH2

NH2

Deaminase

40 clones

3 clones

LG-U-His+ 30,4AN-B LG-U-His+ pABA
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Figure 73: Schémas représentant les intermédiaires de blwssamiproduits par les candidats du

crible génétique réalisé pour identifier le géndasd pour la déaminas@) Schéma représentatif de
la transformation de la banque de surexpresside®tépliques réalisées. Les points représentemtaesformants.
(B) Prévision des intermédiaires de biosyntheseimotés dans les différents types de clones issusrille en
fonction des précurseurs (pABA ou 30,4N-B) préseatss le milieu.

[1.3. Isolation des clones intéressants

A la suite de ce crible, nous avons réussi afidulé colonies qui montrent une bonne
croissance sur YNB LG-U-His + 30,4N-B comparée dliem YNB LG-U-His + pABA. De
plus, 40 clones ont montré une croissance compasalrl YNB LG-U-His + 30,4N-B ou YNB
LG-U-His + pABA. Un rétalement des cellules a étgswgte effectué pour confirmer les
phénotypes des clones obtenus et est présentguea 4. Selon leur phénotype, les clones sont

classifiés en deux catégories: Les clones de kEgode A montrent une bonne croissance sur
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YNB LG-U-His + 30,4N-B par rapport a YNB LG-U-His pABA alors que les clones de la
catégorie D montrent une croissance comparabley & LG-U-His + 30,4N-B ou YNB LG-
U-His + pABA.

YNB LG-U-His +30,4N-B YNB LG-U-His +pABA

Figure 74: Isolation des clones qui montrent une croissaocé&’slB LG-U-His + 30,4N-B
mais pas sur YNB LG-U-His + pABALes clones ont été étalés sur les boites a l'agde d

batonnets stérilisés. Les boites ont été incubéadant 4 jours a 30°C.

I1l. Caractérisation des clones candidats

[1l.1. Le phénotype des clones est du a la présdaselasmides

Afin de s’assurer que la croissance des cloned &d-His + 30,4N-B est due a la
présence du plasmide de la banque, les cellulegténtraitées a I'acide 5-fluoro-orotique (5-
FOA). Le gene URAS3, porté par les plasmides de daghe de surexpression, code pour
I'oritidine 5’-phosphate décarboxylase qui est igpée dans la synthése de l'uracile. Le 5-FOA
est converti par Ura3 en 5-fluorouracil qui estiqoe pour les cellules. Ainsi, les cellules
exprimant Ura3 sont incapables de survivre en paesele 5-FOA alors que les cellules qui
n'‘expriment pas Ura3 survivent car elles ne méisdai pas le 5-FOA. Des cellules qui
contiennent le gene URA3 sur un plasmide ont dendance a perdre ce plasmide lorsqu'elles

sont étalées sur un milieu contenant du 5-FOA @éipouvoir survivre. Ces cellules deviennent
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donc auxotrophes pour l'uracile. Aprés deux étatesguccessifs sur un milieu contenant du 5-
FOA, la capacité de 3 cloneAdpg6Coq8/D1,Acoq6Coq8/A2 etAcoqdCoq8/Al7) a pousser

sur un milieu sans uracile et sur milieu respiratai été testée.

Les clones sélectionnés sur 5-FOA ont certainempertu le plasmide contenant le géne
URAZ3 provenant de la banque car les cellules potisse YNB-P-His Glu mais pas sur YNB-
P-U-His Glu (figure 75A). Comme attendu, tous lésnes poussent sur milieu respiratoire
contenant de VA (figure 75B) mais seuls ceux gannhpas été sélectionnés sur 5-FOA ont la
capacité de pousser sur YNB-P-His LG 100 uM pABAYB-P-His LG 1 mM 30,4N-B
(figure 75C). Ainsi, il semble que la croissanceearée sur YNB-P-His LG 1 mM 30,4N-B des
clones avant sélection sur 5-FOA soit associgesett d'ADN génomique porté par le plasmide

de la banque.

Le cloneAcog6Coq8/D1 contient le gene COQ6 dans le plasmideegurant de la banque (voir
séquencage) et il montre une croissance sur YNBsR-B8 100 uM pABA comparable a celle
observée sur YNB-P-His LG 1 mM 30,4N-B (figure 75)eux clones intéressants
(AcoqBCog8/A2 etAcoqdCoq8/A17) montrent une bonne croissance sur YNBSPLG 1 mM
30,4N-B et une croissance beaucoup plus faiblé/BiB-P-His LG 100 uM pABA (figure 75C)

indiquant ainsi que ces clones peuvent contergefee codant pour la déaminase.

Il est important de signaler que les clones ndectiénnés sur 5-FOA poussent sur
milieu respiratoire sans additif (YNB-P-His LG) dfire 75B) suggérant ainsi que ces clones

peuvent synthétiser du coenzymgdartir du 4-HB endogene.
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A Acog6/Coqs YNB-F-His Glu YNB-P-U-His Glu

A2-
A+

D1-
D1+

ATT-
AlT+

B Acog6/Coq8
AZ-

A2+
01-
D1+

ANT-
AT+

C Acog6/Cog8  YNB-P-His LG 1ImM 30 4N-B YNB-P-His LG 100uM pABA

AZ-
A2+
D1-
D1+

ATT-
AT+

Figure 75: Perte des capacités respiratoires des clones tpi@snent au 5-FOALes différents
clones sélectionnés sur 5-FOA (+) ou non (-), datadltivés en YNB-P 2% glucose pendant 24 heukeses
ringage des cellules avec de I'eau distillée, datahs en série ont été déposées sur des batggldse. Les boites
contiennent de I'YNB-P-agar supplémenté avec 2%gldeose (Glu) ou de 2% de lactate-glycérol (LG)est
concentrations indiquées de VA, 30,4N-B et pABAs llmites ont été incubées pendant 2 jours (GlW @murs
(LG) a 30°C.

[11.2. Mesure du contenu des clones en coenzygne Q

Nous avons ensuite mesuré le contenu des cldoegdCoq8/A2, AcoqdCoq8/Al7 et
AcoqBCog8/D1 en coenzyme QComme le montre la figure 7@&coq8Coq8/A2 (A) et
AcogfCog8/A17 (B) synthétisent du coenzyme € présence du 30,4N-B tout en montrant
une accumulation résiduelle d'IDMQ
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Comme attendu, une tres faible quantité de coenzgnest détectée lorsque les cellules sont
cultivées en présence de pABA. Cependant, une adation importante de 4-AP est observée
ainsi qu’une quantité plus faible d’IDMQ@figure 76).

Conformément aux résultats obtenus avec I'expéeiede dilution en série, les clones
Acog6Cog8/A2 etAcoq6Coq8/A17 synthétisent du coenzyme & partir du 4-HB endogéne
(sans additif) (figure 76). De plus, le contenuceenzyme @des clones augmente légéerement
en ajoutant 100 uM 4-HB ou 1 mM VA ou 30,4N-B démsnilieu de culture (figure 76).

Le contenu des clones en coenzymgedt parfaitement en accord avec leur croissance su
milieu respiratoire. En effet, ces clones étaiewapables de croitre sur un milieu respiratoire
contenant du pABA contrairement aux milieux redpiras supplémentés par du 4-HB, VA ou
30,4N-B démontrant que la croissance sur le mile=piratoire utilisé est proportionnelle a la
guantité de @présente dans les cellules.

Il est également important de signaler que le eldiwoq6Cog8/D1 synthétise du
coenzyme @(80% par rapport a une souche WT) dans toutesoleditions de culture (pABA,
4-HB, 30,4N-B et AMB) (figure 81).

A Q4 Qo

4-AP IDMQs

DMQs

| Acog6/Coq8/A2
| Acoq6/Coq8/A2 —_—

‘ 1mM VA 1mM 30,4N-B
|
.| 100uM 4-HB N 1005M pABA
.

electrode response (V)

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
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Figure 76: Synthese de coenzyme @ansAcoqdCoq8/A2 etAcoqdCoq8/Al7 en présence du
30,4N-B. Les cellulesAcog8Coq8/A2 (A), AcogdCoq8/A17 (B) ont été cultivées en YNB-P 2% glucose

contenant ou non les concentrations indiquées d@pA-HB, VA ou 30,4N-B. Les extraits lipidiques demg de

cellules ont été analysés par HPLC-ECD.

Collectivement, nos résultats montrent que les nedo Acog6Coq8/A2 et
AcoqdCoq8/A1l7 sont capables de réaliser I'hydroxylateem C5 sur des intermédiaires de
biosynthese provenant du 4-HB mais pas sur ceuwepemt du pABA car le produit
majoritairement formé dans ce cas est le 4-AP sjucaractéristique d’un défaut d’hydroxylation
en C5. Les résultats sont clairs mais le devenir 3y4N-B dansAcoq6Coq8/A2 et
AcoqBCoqg8/A17 est beaucoup plus problématique. En,dfejuantité de coenzyme; @prmeée
en présence de 30,4N-B n’est que modestement sup&ra celle formée sans ajout de
précurseurs dans le milieu. Ainsi, la majorité derzyme @ formé en présence de 30,4N-B
pourrait en fait provenir du 4-HB endogéne. Deséeigmces avec du 30,4N-B marqué que nous
n‘avons malheureusement pas a notre dispositionrgibunous permettre de régler cette
guestion.

[11.3. Séquencage

Une préparation d'’ADN (contenant 'ADN génomiquéADN plasmidique) des clones
AcoqdCoq8/A2, AcoqdCog8/A17 etAcoqdCoq8/D1 a été effectuee et 'ADN purifié a été
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ensuite transformé dans des bactéries compétEntesli DHY: afin d'amplifier les plasmides.
Les plasmides ont été ensuite extraits des bastétidigérés par les enzymes de restrictions. En
fait, le profil de restriction des plasmides permetdifférencier les plasmides contenant le gene
COQ8 de ceux provenant de la banque. En effets deslplasmides qui ne montrent pas une
bande a la taille correspondante a celle de CO@&satigestion, proviennent de la banque et
sont donc envoyés au séquencage.

Le résultat du séquencage a montré que le plasmdaéda banque des clones
AcoqdCoq8/A2 etAcoqdCoq8/Al7 contient un insert d’ADN génomique quhgrte le géne
COQE6 (figure 77). Cependant, dans ces deux cldi@RF de COQ6 n’est pas entiere car |l
manque respectivement 27 et 48 nucléotides dangldsmides des clonescoqdCog8/A2 et
AcoqBCog8/A17. Comme conséquence, il y a 9 acides argné manquent dans la partie C-
terminale de Cog6 provenant deoqdCoq8/A2 et 16 acides aminés manquant dans Coq6
provenant du cloné\coqdCoq8/Al7 (figure 77 et figure 78). Les plasmidemtenant ces
formes tronquées de Coq6 ont été ainsi nommés AAgbCoqal6. Il faut cependant signaler
gu'a cause de l'absence du codon stop a la fitORFlde COQ6, il est vraisemblable qu'une
partie des nucléotides de plasmides soient tradlaitsuite des nucléotides de I'ORF tronquée de
Cog6. Ainsi, ces formes, dites tronquées, poueraifait contenir une extension C-terminale dont
la séquence est: DSRGSPGTELES (figure 77).

Comme attenduAcoq6Coqg8/D1 contient le gene entier codant pour Coq®.

D1 PUP2 CcoQ6

A17 _ YGR250C PUP2 ele]e )

D1: AATAAGATCGGTCCAGTTAAGAATATGATCATTGACACATTAGGAGGAAATGAGAAATGA

A2

Genes
sequences

A2: AATAAGATCGGTCCAGTTAAGAATATGATC TAA
A17: AATAAGATC TAA

Coq6/D1: NKIGPVKNMIIDTLGGNEK*
Proteins Coq6/A2: NKIGPVKNMII

SEquUences | coq6/A17: NKIG

Figure 77: Schéma représentatif des inserts d'ADN génomiqésepts dans les plasmides

provenant des clonescoqdCoq8/D1,Acoq6Coq8/A2 etAcoq6Coq8/Al7.Les rectangles bleus
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représentent les ORF des génes et les verts repeasée plasmide YEP352. Le cadre rouge contiensBquences
nucléotidiques de la partie 3' de COQ6. Les nuiéstrouges indiquent les codons STOP, ceux erpvevtennent
du plasmide YEP352 et ceux soulignés corresporalestte de restriction de I'enzyme utilisé pourecrié banque
(Sau3A). Le cadre bleu contient la séquence C-talmide la protéine Cog6é (en noire) fusionnées&tpence (en

vert) provenant de la traduction des nucléotidepldsmide. Les étoilesmarquent la fin prévisible des séquences.

[Bos
[Homo

[Rattus PP AXC 3 SHAMN WALIGDAAHRVHPLAGQGVHMGF(
[Caenorhabditis 5 ITTRCALIGDAAHRITIPLAGQGVNLGWSDY
[Saccharomyces
[Schizosaccharonyces YPPVITELVS

ILD 371
LK CTDRWALVGDAAHTTHPLAGQGLNMGQTD GLY 398
AAFPLRLAHVDEYVKEEGIALCGDAAHNTHPLAGQGLNTGIQDY SLI 386

[Bos HHLSTAAFNGKDLG!
[Homo HHLSTAAFNGEDLG!
[Rattus HYLSTAAFNGKDLG
[Caenorhabditis K GDAVREGADIG!
[Saccharomyces YALEKAMERGLDIG
[Schizosaccharonyces SALSFAIFHGQDIG

TRATLVVLLRTWGLQ 451
ASPLVLLRTWGLQ 450
TSTTPLYLLRTWGLQ 458
TDAPAIVAARAFGLN 431
VYHTNFPPVVALRTFGLN 458
x'¢ 446

[Bos

[Homo

[Rattus
[Caenorhabditis
[Saccharomyces
[Schizosaccharomyces

Figure 78: Alignement de séquence des 80 derniers acideséandrs protéines Coq6 de

différents organismese trait jaune indique les 9 acides aminés mangdans CogA9 et le trait rouge ceux

manquants dans Coff6. Les étoiles * représentent les acides aminégsergés chez les différents organismes.

[11.4. Transformation de Cogf® et Coq@16 dans1coq6

Nous avons ensuite transformeé les plasmides £9@b Coq@16 dans le mutamtcog6.
Comme le montre la figure 79, le mutaidoq6 transformé synthétise du coenzymg&artir
du 4-HB et de 30,4N-B et accumule les mémes intdimrés trouvés dans les clones
Acoq6/Coq8/A2 etAcoq6/LCoq8/AL17 (figure 79).

Pour exclure un potentiel role de Cog8 dans l&nptypes observés des clones A2 et
Al7, nous avons surexprimé Cog8 daw®qdCoqt\9 et AcoqdCoqeA16. Aucun effet de la
surexpression de Cog8 n'a été obsend0q6CogqeA9/Cog8 et Acoq6Coger1l6/Coqg8
accumulent les mémes intermeédiaires que les souatECoqt\9 etAcoq6Coga 16 (figure
80). Puisque la surexpression de Coqg8 est sans mffas proposons qu'elle ne permet pas
d'augmenter la stabilité des protéines Coq dansdashesAcoq6Cog&A9 et Acoq6CogaA16
car cette stabilité est déja maximale. Cette pritipasest en accord avec le fait qu'une quantité
équivalente de coenzyme; @st synthétisé en présence de VA dans les souaioeffCoqeA\9
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et AcoqdCogeA16 surexprimant ou non Coq8 (figure 81). Ainsi, gésultats suggerent
fortement que les protéines Cog6 tronquées sopadie stables.

Qs Q@
4-AP
IDMQe IDMQs
Q: 4-AP <
DMQ AcogbICoaBAY @ AcogBICoBATE
—_— g —_—
o
1mM VA @ 1mM VA
LA 9
2
100uM 4-HB o 100pM 4-HB
3
| 1mM 30,4N-B ol 1mM 304N-B
i 100uM pABA 100uM pABA
Il

| 1 |
0 200 400 600 800 1000
elution time (s)

L 1 1 1 1 1
0 200 400 500 800 1000
elution time (s)

Figure79: La surexpression de Cofy® et Coq@ 16 rétablit la biosynthese du coenzymgdans

les mutantsAcoq6 en présence des précurseus hydroxylés enLé4cellulesAcogfA9 (A) et
Acogf6A16 (B) ont été cultivées en YNB-P 2% glucose coatémmu non les concentrations indiquées de pABA, 4-

HB, VA ou 30,4N-B. Les extraits lipidiques de 4 ihg cellules ont été analysés par HPLC-ECD.
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Figure 80: Absence deffet de la surexpression de Cog8 dawe®qdCogqA9 et
Acog8CogBA16. Les cellulesacog6/Coqa9/Coq8 (A) etAcoq6/Coq@16/Cog8 (B) ont été cultivées en YNB-
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P 2% glucose contenant ou non les concentratiodisiides de pABA, 4-HB, VA ou 30,4N-B. Les extraits

lipidiques de 4 mg de cellules ont été analysédHsdrC-ECD.

L'ensemble de nos résultats montre la stabilitéfaleses tronquées de Coqb6 et révele
I'importance de la partie C-terminale de Coq6 d&nséaction d’hydroxylation en C5 des

intermédiaires aminés issus du pABA aussi biendzuns la réaction de déamination en C4.

De plus, la surexpression de Cog8 n’entraine pas diminution des intermédiaires aminés
accumulés dans\coq6CogtA9 et AcoqdCoqBA16 suggérant ainsi que la stabilité de la

déaminase est indépendante de la surexpressioagfedans ces souches.

140
% 120 A .
g 100 - = 100uM pABA
O s 100uM 4-HB
o = 1mM 30,4N-B
i = 1mM VA
G 40 A

200

0 -
Acogd/  CogbAQ  CogBA8  CogBAl6 CogBAls D1 W T
+ Cogd + Cogl
Strains

Figure 81: Quantification des contenuen coenzyme §) des souchesAcoq6Coq&A9,
AcoqBCogtA16,AcogqdD1 et WT cultivées en présence des concentratimhiguées de pABA,
4-HB, 30,4N-B et VA Les barres d'erreur représentent I'écart type3n =

V. Surexpression de Coqg6 dans le mutsedq9Coq8

Tous nos résultats précédents montrent un dééadédmination dans les mutantsoq6
et AcoqQ De plus, le résultat de notre crible génétiquggsre fortement I'implication de Coq6
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dans I'étape de déamination. Nous étions doncessé&s de surexprimer Coq6 daeeq9Cog8

afin de vérifier si cela pouvait favoriser la déaation dans ce mutant

Comme le montre la figure 82, la surexpressiocdgé dans le mutatcoq9Coq8 n’a
pas d'effet. En effet, le mutatcoq9Coqg8/Coq6 (figure 82A) accumule, comme le mutant
Acogq9Coqg8 (figure 82B), de la DMget de I''DMQ en présence du 30,4N-B ou de 'AMB et
uniquement de la DMg&en présence de VA (figure 82). De plus, il esiraae I''DMQs et la
DMQs s'accumulent dans les mémes proportions dans hkacheoAcoq9Coq8 et

Acoq9Coq8/Cog6. Ainsi, la surexpression de Cog6 ne &empés promouvoir la déamination
dansAcoq9Coqgs8.

A Q B

DMQg
' 4-HP
IDMQg

Acog9/Coq8/Coq6 VA
Acog9/Coq8/Coqb
Acog9/Coq8/Cog6 30,4N-B

Acog9/Coq8 VA

electrode response (V)

Acog9/Coq8
Acog9/Coq8 AMB

Acogq9/Coq8 30.4N-B Acog9/Cogq8/Coq6 AMB
Acoq9

Acog9
I 1 I I

200 400 600 800 1000 9 200 400 600 800 1000

elution time (s) elution time (s)

Figure 82: Absence d’effet de la surexpression de Cog6 damsutantAcoq9Coq8.Le mutant
Acog9et le mutaniAcoq9Coq8 surexprimant Cog6 on été cultivés en YNB-Pd@@tose contenant ou non 1 mM

30,4N-B ou VA ou 100 uM pABA. Les extraits lipidigs de 6 mg de cellules ont été analysés par HPLR-EC

Des résultats comparables ont été obtenus av&aaréxpression de Coq6-G202V et des
formes tronquées de Coq6 dareoq9Cog8 (données non présentées).

Méme si nos résultats semblent indiquer que laxpuession de Cog6 est sans effet, il
sera donc important de tester les niveaux protéigles différentes formes de Coqg6 en absence

de Coq9 afin de vérifier si la surexpression aeffiéace et de pouvoir ainsi conclure sur ces
résultats.

165



Chapitre ITT Déaminase

V. Surexpression des isoformes humaines de CoabldanutaniAcoqb

Il a récemment été montré la complémentation daud@&e biosynthése du coenzymg Q
d'une souche de levurecog6 par la surexpression de Cog6 humaine (Heeringé €011). En
fait, le gene humain codant pour Coq6 contientXdhe pouvant donner 18 isoformes avec des
épissages alternatifs (Heeringa et al, 2011). Dsoformes humaines de Cog6 (hCog6isol et
hCoqg6iso2), ont été détectées dans des fibroblpsteaires avec abondance plus importante de
hCoqg6isol par rapport a hCoq6iso2. Deux plasmidaestecant les génes codants pour
hCog6isol et hCoq6iso2 nous ont été donnés par.leddnardo Salviati. hCog6iso2 differe de
hCoqg6isol par la nature de I'exon 1 et le manquiegen 3 (figure 83).

hCOQ6
5’ genomic region

hCOQ6 isoform 1

b 2 hCOQ6 isoform 2

Figure 83: Structure de la région 5' génomique de COQ6 humtttes transcrits codant pour
les deux isoformes hCoq6isol et hCoq6iso2 du geee.exons spécifiques des isoformes sont

représentés en couleurs différentes. Le codoraiaiir ATG est représenté sur les deux isoforfietapté de

(Heeringa et al, 2011)).

Afin de tester la capacité déaminase des protémesaines, nous avons surexprimé
hCoqg6isol et hCoq6iso2 dans le mutacbqa
La surexpression de hCoq6isol rétablit la biosyseli coenzyme Qlans le mutantcog6en
présence de 4-HB (endogene ou exogéne) mais pagrésence du pABA qui conduit
principalement a I'accumulation de 4-AP (figure §4RIne tres faible quantité de coenzymge Q

a été détectée en présence du 30,4N-B.

166



electrode response (V)

L1

Chapitre ITT Déaminase

Aucune complémentation de Cog6 n'a été observésuexprimant hCoq6iso2 (figure 84B).
Cependant, la souch&coq6 transformée avec les deux isoformes humaines &tsehdu
coenzyme Qa partir de VA montrant que ces protéines humaaies que les autres protéines
Coq impliquées dans la biosynthése des@nht stables au moins en partie (figure 84).

A B
Q4

HHAB

AcogéihCogbisal ‘ Acogb/hCoqbiso2

‘ 1mM VA
A
1001M 4-HB I 100pM 4-HB
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Figure 84: La surexpression de lisoforme humaine 1 de Coéf@btit la biosynthese du

coenzyme Qdans le mutanAcoq6.La soucheAcog6transformée avec les isoformes humaines hcog6isol

(A) ou hcoqg6iso2 (B) a été cultivée en YNP-P 2%cgke contenant ou non les concentrations indiqdé€gs\BA,
4-HB, VA ou 30,4N-B. Les extraits lipidiques de 4 e cellules ont été analysés par HPLC-ECD.

La trés faible quantité de coenzymes Qynthétisé a partir de 30,4N-B dans
AcoqBhCog6isol suggere fortement que la déaminatiorpa&eu lieu dans cette souche. De
plus, le fait que le 4-AP s’accumule en présencpAlBA montre que hCoq6isol est incapable
de catalyser I'hnydroxylation en C5 sur un substrainé en C4 alors que cette réaction a lieu sur
un substrat hydroxylé en C4 puisque nous obsemmesynthese des@ partir de 4-HB. Ce cas
de figure est semblable a celui rencontré loraadritexpression de Coty® et de Cogfl6 dans
Acogb6 et est compatible avec un réle trés important detdiémité C-terminale de la protéine
Coqb6 deS. cerevisiaglans I'étape de déamination. Il est intéressarsodégner que cette partie

de la séquence de CoQgb6 n’est pas conservéeXntezevisiaetHomo sapiengfigure 78).
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VI. Modélisation de la structure de Coqg6Slecerevisiae

En se basant sur la structure de Mtmoiv, une motygénase impliquée dans la voie de
biosynthese de la mithramycine ch&treptomyces Argillaceu@Beam et al, 2009), notre
collaborateur Marc Bergdoll (IBMP, strasbourg) as@ a modéliser une structure de Coq&de
cerevisiag(figure 85). Comme le montre le modéle de la stmecde Coq6, la partie C-terminale
(représentée en rouge) ressemble a une pince tuirere site actif de la protéine contenant le
FAD (représenté en bleu). Une vue plus proche tuegitif de Coqg6, a révélée la possibilité
d’existence de deux sites d'interactions électtapias de la partie C-terminale avec les deux
hélices entourants le FAD (K479/T391 et D472/K4%Byure 85B). Comme la mutation
ponctuelle dans COQ6 (G386A-N388D) inactive congpfegnt la protéine (Ozeir et al, 2011), il
est possible d’envisager que la délétion de lag&titterminale de Cog6 qui €limine la lysine
479 affecte le positionnement de la thréonine 38bohe de G386 et N388) ce qui pourrait
désorganiser le site actif et donc affecter le fomctionnement de Cog6. Il sera donc intéressant
de muter ces résidus afin de vérifier si les pragimodifiées se comportent comme les formes
tronquées de Coqg6 et donc de prouver l'importancedamaine C-terminale de Coq6 8e

cerevisiaedans I'hydroxylation en C5 de HAB aussi bien gaagila déamination en C4.
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A
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, N T391
Sites d'interaction possibles 6/ 2
e l « K479
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Partie C-terminale de Coq6
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Figure 85: modélisation de la structure entiere (A) ou pHetieB) de Coqb6 dé&. cerevisiaeles
20 derniers acides aminés de la partie C-termisad représentés en rouge. Le FAD est représenéearet la
coloration violette indique les sites d'interactirssibles de la partie C-terminale avec les h&kraourants le site
actif de Coq6 (K479/T391 et D472/K436).
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Discussion

Des études récentes en 2010 ont permis de mettévidence l'implication du pABA
dans la voie de biosynthese du coenzymee® tant que précurseur du noyau benzénique
(Marbois et al, 2010; Pierrel et al, 2010). Pourtda coenzyme @ ne comporte pas de
groupement amine montrant ainsi l'existence d'uoevelle étape de déamination en C4
essentielle a la biosynthése du coenzymgea@artir de pABA. Parmi les différents modéles
utilisés pour étudier la biosynthese du coenzymi& (coli, Rattus norvegicydHomo sapiens
(Meganathan, 2001), on retrouve spécifiqguementABA en tant que précurseur de coenzyme
Qs chezS. cerevisiaeCeci suggere donc que I'étape de déaminatioh péssconservée entre les
especes et que donc la déaminase impliquée essasahent présente ch8z cerevisiae

Notre précédente étude sur Cog8 combinée a lemeeftude révelent de nouveaux

éléments concernant cette réaction de déaminati@ye

La réaction de déamination nécessite un mécanisimgnmatique et ne peut pas se faire
par les réactions d'hydrolyses non enzymatiques.effet, si une simple hydrolyse était
impliquée, alors I'IDMQ devrait étre converti en DM{ar il a été proposé comme étant le

précurseur de ce dernier (Marbois et al, 2010).

Les mutantd\coq6et Acog9surexprimant Coq8 accumulent des composés andraR (
et IDMQg) en présence du pABA, mais également des composirexylés en présence de 4-
HB (4-HP et DMQ). Ceci suggere que les produits de prénylatiopABA et du 4-HB, le HAB
et le HHB respectivement, subissent le méme enehmnt de modification du noyau
benzénique pour aboutir & la synthése de MDMIQs. Ainsi, contrairement a Coqies
protéines Coq3, Coqb, la décarboxylase C1 et Itiwyglase C1 reconnaissent et catalysent leurs
réactions sur les composés aminés en C4 aussigbersur les composés hydroxylés en C4.
Dans le cas de Coq7, la synthese de coenzygmda@sAcoqdCoqg8 en présence de VA et
'accumulation de I''DMQ@ en présence du 30,4N-B montre une déficience dhxythtion en
C6 pour I''DMQ@. En fait, ce dernier résultat n'est pas exclusifrpCoq7 dés. cerevisiaear des
données non encore publiées obtenues dans nofpeégantrent que CIk1, I'équivalent humain
de Coq7, elle aussi, n'hydroxyle pas I'IDMQ
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DansAcoq5Cog8, la déamination a lieu avant la méthylationC2 catalysée par Cog5.
Cela est évident par I'accumulation de la DDM@ais pas de I''DDM@en présence du pABA.
Par contre, la question posée maintenant c’esavl@rsa quelle étape se fait la déamination dans
une souche WT. En effet, elle pourrait avoir liearg la méthylation en C2 catalysée par Cog5
ou avant I'hydroxylation en C6 catalysée par Cagl7gque suggéré par les résultats établissant
gue I''DMQ est le précurseur de la DM@Varbois et al, 2010). En fait, les auteurs onnhir®
accumulation de quantités minimes de [I''M§Q0,028 pmol/DO) en comparant avec
l'accumulation de la DM (0,4 pmol/DO) dans le mutant poncteelq7-1aussi bien que dans
une souche WT, cultivées en présence du pABA (Marébal, 2010). Ceci est en accord avec
nos résultats montrant I'accumulation de la DMutét que de I''DM@Q dansAcoq7Coqg8
(figure 69). L'IDMQs accumulé dans la souche WT a été détecté par HPE(par nos
collaborateurs ameéricains alors que nos expeériantdesant la détéction ECD ne permettent pas
de mettre en évidence une si faible quantité d'IMQ
Quelle est donc la cause de I'accumulation d'uitdefguantité d’IDMQ@ dans une souche WT?
Est-ce un intermédiaire physiologique qui s'accenaul faible quantité a cause de sa conversion
efficace en DM@? ou est-ce un sous-produit formé lorsque la ré@aatie déamination, qui
pourrait se produire avant Cog5, est défaillante [@xpériences complémentaires devront

répondre a cette question.

La réaction de déamination est catalysée efficanecteez les mutantacog5et Acoq7
alors qu'elle ne se fait pas dans les mutAnts|6 et Acog9montrant ainsi qu'elle est dépendante
de la présence de Cog6 et Coq9. Cependant, il eeyulel la déamination ne soit pas affectée par
la présence de groupement hydroxyle ou méthoxyl€®d'aprés I'augmentation de la synthése
de la DDMQ et de la DMQ dansAcoq9Coqg8et Acoq7Coq8ainsi que de celle du coenzyme
Qs dans le WT en présence du 30,4-NB ou de 'AMBufig66 et 69). Ces résultats établissent
gue la déamination peut avoir lieu si I'hydroxyle €5 résulte de l'utilisation d’un analogue
hydroxylé du pABA et non de la réaction catalysée @og6. Ainsi, la déamination en C4 n'a

pas obligatoirement lieu en méme temps que I'hydation en C5.

Cependant, tous nos résultats précédents montaermoncomitance du défaut de
déamination en C4 avec le défaut d'hydroxylatiorfC&mmise a part le cas de ''DMQ@ui sera

abordé plus loin. En effet, 'accumulation d'inte¥diaires aminés (4-AP, IDM#Dest exclusive
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pour les mutants présentant un défaut d’hydroxgmaten C5 Acoq3Coqg8, Acoq6Cog8,
AcoqBCo00g6-G202V etAcog9Cog8). De plus, la déplétion de Yahl, qui entraimedéfaut
d'hydroxylation en C5 (en inhibant l'activité ded®p, affecte aussi la déamination en C4. Ceci

est donc en accord avec un réle de Cog6 dans ¢@eméamination en C4.

Les résultats de notre crible génétique suggdoetement l'implication de Cog6 ou au
moins de sa partie C-terminale dans cette étapgedmination. En effet, nous avons réussi a
isoler des clones qui poussent sur milieu respratmntenant du 30,4N-B mais pas du pABA
et le séquencage des plasmides provenant de ladancgvélé I'existence de formes tronquées
de Cog6. Pourtant, nous nous demandons si la t¢épdes souchedcoqfCogaA9 et
AcoqdCogtA16 a pousser sur milieu respiratoire contenant@48-B mais pas du pABA est
due a une biosynthése deg & partir de 30,4N-B ou bien au fait que le 30,4M8st pas un
compétiteur du 4-HB endogéne au niveau de Coq2 affssace que le pABACes formes
tronquées sont capables de catalyser efficacerguirdxylation en C5 en présence de 4-HB
mais pas en présence de pABA. En effetpqg6Cog&A9 et AcoqdCoqtA16 synthétisent du
coenzyme @a partir de 4-HB et accumulent du 4-AP en préselecpABA (figure 79). Ainsi,
ces formes tronquées de Cog6 sont inefficaces patalyser I'hydroxylation en C5 sur des
composés aminés (HAB). A I'appui de cela, la suregpion de I'isoforme humaine 1 de Cog6
(hCog6isol), dont la partie C-terminale est difféeede celle de Coq6 d& cerevisiaemontre
un effet similaire aux formes tronquées de Cog@b&énce d’hydroxylation du HAB dans
AcoqBCogA9, Acoq6Cogerl6 et AcogdhCog6isol suggere ainsi que la déamination est
préférentiellement réalisée avant, ou en paralilie, réaction d’hydroxylation en C5 méme si

elle peut se faire sur des composés ayant un hyldrex C5 comme le HHAB.

Juste avant la fin de la rédaction, notre collateanaMarc Bergdoll a réussi a modéliser
une structure de Coq6 (figure 85). Ainsi, il semiple deux résidus (K479 et D472) de la partie
C-terminale de Coqg6 interagissent par des liaisélestrostatiques avec les deux hélices
entourants le site actif liant le FAD. Nous pensdosc que l'absence de la partie C-terminale de
Cog6 pourrait affecter la position des deux hélmpeisstructurent le site actif. Cette modification
de conformation pourrait empécher la liaison du HARIs pas du HHB et ainsi expliquer
I'nydroxylation en C5 sélectivement des composéirdxylés en C4 que nous avons observé.
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Alternativement, le HAB pourrait toujours se liarais d’'une fagon non appropriée, au site actif

de Cog6 tronquées ce qui perturbe ainsi la déamimat I'hydroxylation de ce composé.

Tous nos résultats supportent donc I'hypotheseCqu est la déaminase impliquée dans
la voie de biosynthése du coenzyme &l'exception de l'accumulation de I''DM@ans le
mutantAcoq9Cog8 ou méme dans une souche WT cultivée en présdun pABA. En effet,
l'accumulation de I''DM@montre clairement que I'hydroxylation en C5 actialysée alors que
la déamination en C4 est déficiente. A moins d'imaxgque I'hydroxylation en C5 pourrait-étre
réalisée par une autre protéine que Coq6 spécifigne dans la souché&coq9Coq8,
l'accumulation de I''DM@suggére donc l'implication d'une autre protéine Gog6 dans I'étape
de déamination en C4. Il sera cependant importastassurer que Cogb6 est bien détectable dans
Acog9Cog8.

En tout les cas, il semble que la partie C-ternainttd Cog6 est importante pour l'activité
déaminase et donc l'absence de cette partie aféedtd'activite déaminase de Coq6, soit la
stabilité d'une déaminase associée a Coq6. Leduzfl472 et K479 appartiennent a la partie C-
terminale de Cog6 et semblent intéragir avec désémts de structure détérminant pour
'environnement du site actif de Cog6. La mutatoes résidus D472 et K479 pourrait nous
éclaircir sur I'implication de la partie C-termieatle Coq6 dans I'activité déaminase ou dans la
stabilisation d’une potentielle déaminase. En effebtention d’'une forme modifiée de Coq6 qui
se comporterait comme les formes tronquées sugiefetement une activité déaminase en C4
en plus de I'activité C5 hydroxylase pour Coq6 itaous semble peu probable que la mutation
d’'un seul acide aminé dans Coq6 affecte la stéhiliine autre protéine déaminase associée a
Cog6. Un test d'activitén vitro de Cog6 sera prochainement mis en place afin dertsa

capacité déaminase/hydroxylase en C4 sur des aredgrnésylés du HAB.

Par ailleurs, les études menées dans ce chapitétérendues difficiles par le fait que le
4-HB endogene contribue significativement a la gitéudu coenzyme £biosynthétisé dans les
mutants étudiés et que ce 4-HB endogéne est unétieys efficace du 30,4N-B ou de 'AMB
pour entrer dans la voie de biosynthése gle Q
Une partie de ces difficultés pourrait étre pronbkaient résolue car notre équipe a réussi a isoler
un mutant déficient pour la biosynthese du 4-HBrshoe lidentité de ce gene sera connue, il

sera intéressant de combiner cette mutation dansilgantsAcoq6CogqeA9 etAcoq6CogqaA16
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afin de déterminer si ces mutants sont réellemegpditale de synthétiser dg @ partir de 30,4N-
B.

Ainsi, aprés avoir résolu I'ambigtité sur I'étap@ydiroxylation qui est dépendante de
Cog6 (Chapitre 1), une nouvelle ambiguité appaedittoncerne l'implication de Cog6 dans
'étape de déamination en C4. Coq6 est-elle régitdnta déaminase ou est-ce sa partie C-

terminale qui est cruciale pour I'association ettibilité d'une autre déaminase?

En résumé, cette étude nous a permis de montrer que

- Des analogues hydroxylés ou méthoxylés du pAB3,48l-B et AMB) peuvent-étre aussi des

précurseurs du coenzyme @@igure IlI).

- La réaction de déamination en C4 est catalyséeipalement avant ou en parallele a la
réaction d’hydroxylation en C5 méme si elle peudisemblablement se dérouler sur des

composeés hydroxylés en C5 comme le HHAB.

- L’absence de la partie C-terminale de Coq6 a#f€bidroxylation des composés aminés en C5
ainsi que la déamination en C4 révélant donc lirtgpece de Coqg6 pour la réaction de

déamination de la voie de biosynthese du coenzyme g Q
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Figure 1ll: Schéma de la voie de biosynthése du coenzygmen@nhtrant ['utilisation des

analogues de pABAL.es structures représentées en rouge correspoadermtermédiaires accumulés dans les

souches déficientes pour I'hydroxylation en C5. fleshes en pointillées (allant du Path 2 a Patbp)ésentent les

étapes de déamination possibles. 4-HP: acide 3phémxg-4-hydroxyphénol; 4-AP: acide 3-hexaprényl-4-
aminophénol; HAB: acide 3-hexaprényl-4-aminobenzejq HHB: acide 3-hexaprényl-4-hydroxybenzoique;

DHHB: acide 3-hexaprényl-4,5-dihydroxybenzoique; AB1 acide 3-hexaprényl-4-amino-5-hydroxybenzoique;

DDMQgH,:  démeéthyl-déméthoxyubiquinol;  IDDM@,: iminodéméthyl-déméthoxyubiquinol; DM&.:
déméthoxyubiquinol; IDM@ iminodéméthoxyubiquinol; §,: ubiquinol; R: chaine polysioprényle.
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Conclusion génerale

Nos connaissances actuelles sur la biosynthéseahzyme Q chez les microorganismes
proviennent principalement des études faites p&rd¢d Catherine Clarke et ses collaborateurs.
Pendant plusieurs années, Clarke a montré la ipatiien de neuf protéines (Coql-Coq9) dont la
plupart sont organisées au sein d'un complexe pnotéique, dans cette voie de biosynthése.
Cependant, les fonctions des protéines Cog4, C8q68 et Cog9 n'ont pu étre caractérisées
jusqu’a présent principalement a cause de l'inBtaldes protéines Coq dans les mutaxitsq
qui conduit a l'absence dintermédiaires de bidsge. En 2010, Fabien a été le premier a
démontrer le rdle du pABA en tant que précurseunalyau benzénique du coenzyme d&nsi
gue celui de la ferrédoxine mitochondriale Yahlsd&nréaction d’hydroxylation en C5. Par
conséquent, de nouvelles questions sont apparaesroant I'implication de Yahl dans la voie
de biosynthése du coenzyme; @insi que sur I'étape de déamination en C4, absait
nécessaire pour la biosynthése dee@Q présence de pABA.

Notre but a donc été de mieux comprendre I'impiicaties protéines Cog6, Cog8 et Coq9 dans
la biosynthese du coenzyme;, @e préciser le role de Yahl dans I'hydroxylatem C5 et a

terme d'identifier la déaminase essentielle a ¢esymthese du coenzyme.Q

Durant ce travail nous avons donc levé I'ambigigitdéourant le role de Cog6 et nous
avons clairement montré que I'hydroxylase Coq6t étaiguement impliquée dans la réaction
d’hydroxylation en C5. En conséquence, la prot@uecatalyse I'hnydroxylase en C1 reste non
identifiée. Nous suggérons néanmoins que cetteokytiise en C1 n’est pas une des protéines
Coqg (Coql-Coql0) identifiee jusqu’a présent etlturéemploie probablement pas de cofacteur

flavinique a la différence de Coq6.

Le role de Yahl dans I'hydroxylation en C5 nestjtwurs pas clair. Cependant, nous
avons montré au cours de ce travail que I'abseacéathl n'affecte ni la stabilité de Coq6 ni le
contenu mitochondrial en FAD nécessaire a sonigetbatalytique. Ainsi, grace a ces données,
nous avons émis I'hypothése d'un mécanisme intehlgiins lequel la réduction de la flavine de
Cog6 pourrait dépendre du systeme Yahl/Arhl. Le d&gtivité in vitro de Coq6 purifiée

permettra d'apporter des réponses claires surioe po
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Apres I'étude sur Cog6, nous nous sommes focasigé$étude de Cog8 et nous avons
montré que la surexpression de Coq8 entrainaitalailisation de la plupart des protéines Coq
dans les mutant&cog Nous avons mis en évidence que l'activité kinds€Coq8 était a la base
de son rble stabilisateur du complexe multiprotéimécessaire a la biosynthese de Cette
stabilisation des protéines Coq a pour conséqudlecerainer 'accumulation d’'intermédiaires
diagnostiques de I'étape déficiente de la voie ideyimthése du coenzyme; @ans les mutants
Acog Cette avancée majeure a permis de mieux carsatérmplication de plusieurs protéines,
notamment Cog4 et Coq9. Tout d'abord, les interaiédi accumulés par les mutantsogs et
Acoq7surexprimant Cog8 sont en accord avec l'implicatibmontrée de Cog5 dans la réaction
de méthylation en C2 et de Coq7 dans I'étape diwdation en C6. Ensuite, les intermédiaires
accumulés danacoq9Coqg8 nous ont permis de montrer I'importance dg3pour les deux
réactions d’hydroxylation en C5 et C6. Il sembles dLog9 soit importante pour la stabilité de
Cog6 et de Coq7. Nous envisageons donc de rédise¢études biochimiques et génétiques pour
mieux comprendre le rble exact de Coq9.

De plus, nos données supportent un réle strucpluédt que catalytique pour la protéine Cog4
car la séquence de cette derniére ne contient passaquence consensus d'un domaine

catalytique et que I'absence de Cog4 altére au smbdix étapes dans la voie de biosynthése de

Q.

Durant les études de Cog6 et de Cog8, nous avassi altilisé la stratégie de
supplémenter le milieu de culture des levures aescanalogues de précurseurs pour éclaircir le
réle de certaines protéines Coqg. En effet, nousswontré, pour la premiére fois dans la voie
de biosynthése desd'intérét d'utiliser le 3,4-diHB ou le VA pour gd-circuiter une déficience
pour I'hydroxylation en C5 et le 2,4-diHB pour dacircuiter une déficience d'hydroxylation en
C6. De plus, nous avons montré que des analogupaBA (30,4N-B et AMB) peuvent étre
aussi des précurseurs du coenzyme Eh outre, la présence d'un groupement hydroxyle o
méthoxyle en C5 n'affecte pas la réaction de déatioim qui se déroule efficacement dans les

mutantsAcog5et Acog7mais pas danscog6et AcogqQ
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A la fin de I'étude de Coq8 et selon les intermi&dgmaccumulés, nous avons classé les
mutants en deux groupes: les mutants qui déam{peng5et Acoq7) et ceux qui he déaminent
pas Acog6et Acoq9. Nous avons remarqué la concomitance du défauyddoxylation en C5
avec le défaut de déamination en C4 ce qui nousg@esé que Cog6 pouvait jouer un role dans

cette réaction de déamination.

Nous nous sommes ensuite servis de la génétiquetgraer d'identifier cette désaminase. Notre
crible génétique a identifié deux formes tronquEe£0g6 (Cogh9 et CoqAl6) qui présentent

un défaut de déamination ainsi qu'un défaut d'hgdation en C5 du HAB mais pas du HHB.
Un résultat similaire a été obtenu par la surexgioes de l'isoforme humaine 1 de Coq6
(hCog6isol), dont la partie C-terminale est difféeede la partie C-terminale de Coq6 $le
cerevisaie En effet, la surexpression de hCog6isol compléenkendéfaut d’hydroxylation en
C5 du mutantAcog6 cultivé en présence de 4-HB mais pas en préseacpABA. Ainsi,
plusieurs résultats montrent que les neuf aciddaénde la partie C-terminale de Coq6 sont
importants pour la réaction de déamination en Cdbdence de ces acides aminés pourrait donc
affecter soit le bon repliement de Coqg6 soit labiité d’'une autre protéine qui catalyse la
déamination. Ainsi, on ne sait toujours pas si Cesla déaminase ou sa présence est cruciale
pour la stabilité d'une autre déaminase. Un testtiité in vitro sera absolument nécessaire

pour prouver une éventuelle activité déaminaseatfC
L’ensemble de ce travail de thése a donc permigadir significativement dans la

compréhension de la voie de biosynthese du coengdget a fait I'objet de deux publications

parues dans ‘Chemistry and Biology’ et une dan®‘Jburnal of Biological Chemistry’.
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Abstract

Le coenzyme Q (ubiquinone ou Q) est une molécugaroque lipophile composée d'une
benzoquinone substituée et d'une chaine polyisgler&@ontenant 6 unités ch&accharomyces
cerevisiag(Qg), 8 chezEscherichia col(Qg) et 10 chez I'homme (. Q a un réle bien connu de
transporteur d'électrons dans les chaines respast@t fonctionne également comme un
antioxydant membranaire. La déficience primaire @@ a maintenant été attribuée a des
mutations dans 6 genes de la biosynthése;get@ause des pathologies séveres. La biosynthese
de Q est mitochondriale et nécessite au moins 9 preséorganisées au sein d’'un complexe
multiprotéique chez la levure (Cogql-Coq9). L'aclideydroxybenzoique (4-HB) et I'acide para-
aminobenzoique (pABA) sont les deux précurseursigeru noyau aromatique deg. Malgrée

de nombreuses recherches et I'importance cructa@ dans le métabolisme eucaryote, certaines
étapes de la voie de biosynthese de Q ne sonbpasies. L'étude présentée dans ce manuscrit a
permis de montrer I'implication de la protéine Cpqgioposée comme étant une mono-
oxygénase a flavine, dans une seule des troisisdaad’'hydroxylation que compte la voie de
biosynthese de £ I'hydroxylation en C5. De plus, notre étude swq& une protéine kinase
dont sa surexpression stabilise le complexe moligue, nous a permis de confirmer les
fonctions de certaines protéines Cog (Cog5, Cod@é),découvrir la fonction de Cog6 et
d’éclaircir le rble des autres (Cog4, Coq9). Noapportons également que des analogues
hydroxylés ou méthoxylés de 4-HB et du pABA peuvemtrt-circuiter des étapes déficientes
des mutants particuliers conduisant ainsi a lal®gd du coenzymegQ@lans ces derniers. Ce
résultat ouvre de nouvelles perspectives poutetrés déficiences en coenzyme Qui jusqu'a
présent sont traitées par supplémentation en Qaldfivent, la réaction de déamination,
essentielle a la biosynthése de & partir du pABA, reste incomprise mais nos régsilt

suggerent fortement I'implication de Coq6 dansecétiipe.

MOTS CLES: Coenzyme Q, Cog6, Cogaccharomyces cerevisjaaitochondrie, respiration.
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Abstract

Coenzyme Q (ubiquinone or Q) is a lipophilic orgamolecule composed of a substituted
benzoquinone and a polyisoprenyl chain containinmié inSaccharomyces cerevisié®s), 8

in Escherichia coli(Qg) and 10 in humans Q. Q has a well known role as an electron carrier
in the mitochondrial respiratory chain and alsoctions as a membrane soluble antioxidant.
Primary Qo deficiency has now been linked to mutations in g&xes of Q biosynthesis and
results in severe pathologies. The biosynthesi® e mitochondrial and requires at least nine
proteins in yeast (Coql-Coq9). 4-hydroxybenzoatel3 and para-aminobenzoic acid (pABA)
are the long-known aromatic precursors of the bgurmne ring of Q. Despite intensive
research efforts and the biological importance aof $pme biosynthetic steps are still
uncharacterized. Herein we report that Coq6, aigie! flavin-dependent monooxygenase, is
involved exclusively in the Cb5-hydroxylation reacti We also demonstrate that the
overexpression of the protein Cog8, which is prepo® be a kinase, incoq strains restores
steady state levels of the unstable Coq proteirebler, we provide evidence that the kinase
activity is essential for the stabilizing effect @068 in theAcoqstrains. The overexpression of
Cog8 helped us clarify the role of some proteinegd; Coq9). We also show that using
synthetic analogues of 4-HB and pABA allows bypagdieficient biosynthetic steps in some
mutants. This result opens new perspectives toeaddhe deficiencies in coenzyme Q which
until now are processed by Q supplementation. Finéhe deamination reaction, which is
essential for @biosynthesis from pABA remains misunderstood hutresults strongly suggest
the involvement of Cog6 in this step.

KEYWORDS: Coenzyme Q, Coq6, CodBaccharomyces cerevisjaaitochondria, respiration.
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