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Q Ubiquinone ou coenzyme Q
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Introduction générale

Le coenzyme Q (ubiquinone ou Q) est une molécule organique lipophile composée d'un
noyau aromatique de type « benzoquinone » substitué¢ notamment d'une chaine polyisoprényle
(plusieurs unités isoprenes) dont la longueur varie selon les organismes, 6 unités chez la levure
Saccharomyces cerevisiae (Qs), 8 chez Escherichia coli (Qg) et 10 chez les humains (Q1o). La
capacité de Q a échanger deux électrons au cours du cycle rédox lui permet de passer d’une
forme réduite a une forme oxydée. Cette capacité lui confére un role bien connu de transporteur
d'¢lectrons dans les chaines respiratoires en plus de fonctionner également comme un
antioxydant membranaire.

La biosynthése de Q est conservée, des bactéries a I’homme avec quelques différences mineures
et nécessite chez Escherichia coli la participation d’au moins 9 protéines (UbiA-UbiH et UbiX).
Le 4-hydroxybenzoate (4-HB) est le précurseur du noyau aromatique de Q, dérive du
chorismate par une réaction catalysée par UbiC. UbiA assure sa prénylation par ajout de la
chaine octaprényle sur le carbone 3. La biosynthése de Q se poursuit avec sept étapes de
modification des substituants du noyau benzénique dont au total il y a trois réactions
d’hydroxylation, trois réactions de méthylation et une réaction de décarboxylation. Des études
génétiques et biochimiques menées chez S. cerevisiae ont montré que la plupart des protéines
de biosynthése de Q sont regroupées au sein d’un complexe multiprotéique associé¢ a la
membrane interne mitochondriale. L’existence d’un tel complexe chez E. coli n’a pas été
documentée, mise a part I’étude faite par Knoell en 1979 qui suggere la présence d’un complexe
soluble de taille 2 MDa capable de convertir le 3-octaprényl-4-hydroxybenzote (OPP) en Q.
Toutefois, le complexe de biosynthese de Q chez les deux organismes (S. cerevisiae et E. coli)
n’a jamais €té purifié et donc ni sa composition exacte ni les modalités de son assemblage ne
sont connues.

De nombreuses inconnues subsistent dans la voie de biosynthése du coenzyme Q chez E. coli:
en plus de I'ambiguité qui entoure le réle exact d’UbiB, on ne connait pas la fonction de certains
genes pourtant essentiels a la biosynthese de Q en conditions aérobies (yigP et yqiC) et en
conditions anaérobies (y2bT). Les mutants correspondants a ces genes accumulent tous I’OPP,
un intermédiaire précoce dans la voie de biosynthése qui ne constitue pas un intermédiaire
diagnostique de 1’étape de biosynthese déficiente. Cela a rendu compliquée 1’¢élucidation des
fonctions exactes de ces genes. Au cours de cette theése, nous avons cherché d’une part a
découvrir les fonctions de ces nouvelles protéines et d’autre part a mettre en évidence la
présence d’un complexe multiprotéique regroupant la majorité des protéines Ubi.
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Introduction bibliographique

I. Les quinones :

Les quinones isoprénoides sont des composés lipophiles largement répandues dans la
nature (Soballe ez al. 1999). La structure de ces quinones consiste en une téte polaire hydrophile
et une chaine latérale hydrophobe. Sur la base du noyau polaire, les quinones isoprénoides sont
divisées en 2 groupes : les benzoquinones et les naphtoquinones (figure 1). La chaine
isoprénoide apolaire confere a ces molécules leur caractére liposoluble facilitant ainsi leur

ancrage dans les bicouches lipidiques membranaires.

I.1. Groupes :
I.1.a. les benzoquinones :

Les deux groupes les plus répandus de benzoquinones sont les ubiquinones (coenzyme
Q ou simplement Q,composé A, figure 1) et les plastoquinones (PQ, composé C, figure 1) qui
différent par les substituants des noyaux quinones (Collins ef al. 1981). La numérotation des
atomes de carbone sur le cycle benzénique est indiquée sur la figure 1A. Alors que Q est présent
chez de nombreuses bactéries et chez les eucaryotes, la PQ est présente chez les plantes. La
rhodoquinone (composé G, figure 1) est rencontrée chez Rhodospirillum rubrum et posséde un
groupe amine sur le carbone 6. Caldariella acidophila est une bactérie thermophile et
acidophile qui contient la caldariellaquinone (composé E, figure 1) dont le noyau benzoquinone

comporte un second cycle contenant un atome de soufre.

I.1.b. les naphtoquinones :

Le noyau naphtoquinone est formé de 2 cycles (marqués A et B sur le composé B de la figure
1) et provient du chorismate (voir figures 20 et 21). La chaine polyisoprényle substitue I’atome
de carbone 3. La phylloquinone (composé F, figure 1), connue aussi sous le nom de vitamine
K est largement répandue chez les plantes (Meganathan 2001). La vitamine K intervient au

niveau du foie pour la synthése protéique de facteurs de la coagulation sanguine. Les

4
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ménaquinones (déméthylménaquinone (DMK, composé D, figure 1) et ménaquinone (MK,
composé B, figure 1)) sont présentes chez la plupart des bactéries. MK et DMK différent par la

présence d’un groupement méthyl sur le carbone 2 (figures 1B et 1D).

Benzoquinones Naphtoquinones

(o]
H,C CH,
H,;C N H
n
o
o
C- Plastoquinone G SCH,
S H
6
o
(o]
H,N CH, E- Caldariellaquinone
H;0C N H
10
(o]

F- Phylloquinone

G- Rhodoquinone

Figure 1 : Structure des différentes quinones isoprénoides : « n » représente le nombre des unités isoprénes qui
différe entre les organismes. Les noyaux A et B (voir texte, 1.2.b.) de la téte naphtoquinone sont indiqués sur le

composé B.
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I.2. La chaine polyisoprényle :

La chaine polyisoprényle représente la partie hydrophobe des quinones qui les rend
liposolubles. Elle est commune a la structure de 1’'ubiquinone et des naphtoquinones. Chez les
eucaryotes, la chaine est formée a partir de la voie mévalonate tandis que chez la plupart des
bactéries, elle est formée a partir du 2-C-méthyle-D-érythritol 4-phosphate (MEP), un
intermédiaire de la voie non-mévalonate (Rohmer 1999). Les deux voies seront décrites dans
la partie III (II1.2.b.). La longueur de la chaine dépend du nombre d’unités isoprénes qui est
fixé par la polyprényle diphosphate synthase : Chez E. coli, il y a 8 unités isopreénes d’ou la
nomenclature d’une chaine octaprényle (Qs, MKg et DMKsg), 6 unités chez la levure
Sacharromyces cerevisiae (Qe) et 10 unités chez ’homme (Q1o).

Certains organismes posseédent plus qu’un seul type de coenzyme Q mais généralement, une
seule forme est dominante. En effet, la plupart des mammiféres, y compris les humains
synthétisent une faible quantité du coenzyme Q¢ en plus du coenzyme Qo alors que le
coenzyme Qg est majoritairement synthétisé chez les rongeurs (Nowicka et al. 2010). La
bactérie Escherchia coli présente aussi une quantité minoritaire de Q7 en plus de la forme

majoritaire de Qs.

1.3. Potentiel rédox :

Le noyau quinone passe par deux étapes de réduction réversibles pour donner la forme
quinol (figure 2). Ainsi I’ubiquinone et la ménaquinone sont réduites en ubiquinol et
ménaquinol, respectivement. L’addition d’un €lectron et d’un proton a la forme oxydée résulte
en une forme (ubi ou ména)-semiquinone. L’addition d’un second électron et d’un second
proton génere la forme réduite quinol (figure 2). Les potentiels rédox de différentes quinones
sont les suivants 112 mV pour Qs / QsHz, 36 mV pour DMKs / DMKsH; et -74 mV pour MKg /
MKsH> (Unden and Bongaerts 1997). Cette propriét¢ chimique fait des quinones des
médiateurs appropriés pour le transfert des protons et des €lectrons entre les complexes

protéiques respiratoires des membranes biologiques.
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Figure 2 : Les différents états d’oxydation du noyau quinone : Les formes oxydées, semiquinones et réduites
sont représentées pour les noyaux benzoquinone et naphtoquinone.

1.4. Roles des quinones chez les eucaryotes :

Chez les eucaryotes, DMK et MK ne sont pas présentes. Les quinones chez ces
organismes sont divisés en deux groupes : photosynthétique et non photosynthétique. Le
coenzyme Q (non photosynthétique) est présent dans toutes les membranes. La plastoquinone
(PQ) (forme photosynthétique) est la benzoquinone présente dans la chaine de transfert des
¢lectrons de D’appareil photosynthétique chez les plantes supérieures et dans la chaine
photosynthétique des cyanobactéries. Dans la suite de cette partie, seuls les roles du coenzyme

Q sont détaillés :

I.4.a. Transporteurs d’¢électrons et des protons dans la chaine respiratoire
mitochondriale :

La capacité du coenzyme Q de cycler entre une forme oxydée et une forme réduite est
utilisée dans la chaine respiratoire, qui assure la production de la plupart de 1'énergie utilisable
par la cellule sous forme d'ATP (figure 3). Plus particulierement, le coenzyme Q transfére des
¢lectrons des complexes I et II vers le complexe III dans la chaine respiratoire située dans la
membrane mitochondriale interne. Q est réduit par le complexe I (qui oxyde le NADH) ou par
le complexe II (qui oxyde le succinate en fumarate) et est ensuite oxydé¢ par le complexe III.
Les électrons fournis par QHz permettent ensuite de réduire le cytochrome c ferrique en

cytochrome c ferreux. Le trajet des €lectrons dans le complexe Il n'a été résolu que quand un
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trajet circulaire, appelé cycle Q, fiit suggéré par Peter Mitchell puis détaillé entre autres par
Bernard Trumpower (Trumpower 1976). L’ubiquinol est oxydé¢ par une série de réactions au
niveau de sites de liaisons Q, et Q; du complexe III. Ainsi, le cytochrome c est réduit puis se
détache du complexe III. Le bilan de la réaction au niveau du complexe III est I’oxydation de
deux ubiquinols QH: au site Q, et la réduction d’une ubiquinone Q au site Q;. Deux ¢€lectrons
sont transférés a deux molécules de cytochrome c et quatre protons sont transférés vers I’espace
intermembranaire. La quinone oxydée retourne vers les complexes I ou II pour étre a nouveau
réduite. Le cytochrome ¢ permet ensuite le transfert des ¢€lectrons du complexe III vers le
complexe IV. Le complexe IV permet le pompage de deux protons dans I’espace
intermembranaire. Suite a la chaine de complexes protéiques, le dernier accepteur d’électrons
est le dioxygéne qui sera ainsi réduit en formant deux molécules d’eau par 4 électrons et 4
protons. Les protons transloqués dans 1’espace inter-membanaire (10 protons si NADH est
oxydé¢ ou 6 protons si succinate est oxydé) repasseront vers la matrice mitochondriale via une

pompe a protons appelée ATP-synthase et qui est a I’origine de la formation d’ATP (figure 3).

Espace intermembranaire

4H 4TT 4LT

ZH*

1420 + 2H*

ADF + Fi ATE

2H*

Matrice
Figure 3 :Schéma de la chaine respiratoire située dans la membrane mitochondriale interne : I: Complexe I,
NADH-ubiquinone-oxydoréductase II: Complexe II, succinate-ubiquinone-oxydoréductase; III: complexe III,
ubiquinol-cytochrome ¢ oxydoréductase; IV: Complexe IV, cytochrome ¢ oxydase; AS: Complexe V, ATP
synthase; Q: Coenzyme Q; C: Cytochrome c. L’entrée de deux ions H" assure la synthése d’une molécule ATP a

partir d’une molécule ADP et du phosphate inorganique Pi. Le trajet des électrons a travers la chaine respiratoire
est représenté en vert.

1.4.b. Anti-oxydant :

La forme réduite de Q (ubiquinol, QH») est un antioxydant liposoluble synthétisé¢ de
novo chez ’homme. 1l fait partie, avec les tocophérols, les caroténoides et les oestrogenes, des

lipides naturellement antioxydants. Lors du fonctionnement de la chaine respiratoire, une
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réduction incompléte de 1la molécule de dioxygene peut se produire (notamment au niveau des
complexes I et III) entrainant la production de ROS (reactive oxygen species) (Papa et al.
1997). Ces ROS sont des especes chimiques oxygénées rendues trés réactives du fait de la
présence d’¢électrons de valence non appariés. Il peut s'agir par exemple du radical superoxyde
0", de l'oxygeéne singulet 'O, ou du radical hydroxyle OH®. Ces ROS formés dans la cellule
sont capables d’attaquer les lipides, les protéines et I’ADN dans le cadre d’un processus intitulé

« stress oxydant ».

N
H N Initiation H
R Z R R Z R
L1H R RH L1
oH, L
0,
Q L
L2"
L2H
00
HOO R
R
propagation R
R' Q QH,
Lipide hydroperoxyde LOO
LOO"
LOOH

Figure 4: Sites d’action de QH> dans la peroxydation lipidique. QH, intervient dans les stades d’initiation et
de propagation de la peroxydation lipidique.

La péroxydation lipidique est initiée par I’abstraction d’un atome hydrogene du groupement
methyléne d’un acide gras (figure 4) par les ROS (notamment O>~ et H2O2) (Turunen ef al.
2004). Ceci entraine la formation d’un radical centré sur I’atome de carbone qui réagit avec le
dioxygene pour former un radical péroxyl (LOO®) qui pourra a son tour arracher un atome
d’hydrogene a une autre molécule pour aboutir a un lipide hydroperoxyde (figure 4). L'efficacité
du coenzyme Q comme inhibiteur de la peroxydation lipidique provient du fait que QH> agit a
différents niveaux du processus de peroxydation (initiation et propagation). Q peut s’oxyder
pour empécher la formation de LOO® (Turunen et al. 2004) et aussi inhiber la propagation en

¢liminant directement LOO® (Turunen et al. 2004).
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QH> a aussi une action antioxydante sur les protéines membranaires en empéchant la
propagation de 1’oxydation protéique. Cette dernicre se fait par oxydation directe des acides
aminés et la propagation se fait au sein de la méme protéine mais aussi vers d’autres protéines
ou lipides (Bentinger et al. 2007).

QH> empéche aussi 1’oxydation de bases d’ADN surtout dans le cas de I’ADN mitochondrial

ou ce dommage n’est pas facilement réparable (Bentinger et al. 2007).

I.4.c. Autres fonctions proposées du coenzyme Q :

En plus de son role connu en tant que transporteur d’électrons dans la chaine respiratoire
mitochondriale et d’antioxydant, plusieurs autres fonctions importantes du coenzyme Q ont été

récemment décrites et sont requises pour un fonctionnement normal de la cellule :

1. La membrane plasmique de la plupart des cellules contient une NADH-oxydase Q-
dépendante qui régule le rapport cytosolique NAD"/NADH et la réduction de I'ascorbate. Cette
enzyme est impliquée dans la régulation de la croissance et la différenciation cellulaire

(Gomez-Diaz et al. 1997) et réduit donc Q au cours de son cycle catalytique.

2. L’ouverture des pores de transitions membranaires mitochondriaux permet la translocation
de molécules de taille inférieure a 1500 Da, ce qui conduit a un effondrement des fonctions
mitochondriales et peut initier I’apoptose. Le Coenzyme Qio est 1'un des composés qui
empechent 1'ouverture de ces pores (Papucci e al. 2003). De ce fait, il intervient contre les
événements apoptotiques comme la déplétion en ATP, la libération du cytochrome ¢ dans le

cytosol, la dépolarisation de la membrane mitochondriale et la fragmentation de I'ADN.

3. Les protéines découplantes (notamment UCPI1) présentes dans la membrane interne
mitochondriale peuvent dissiper le gradient de protons de l'extérieur vers l'intérieur de cette
membrane, découplant ainsi ’activité de la chaine respiratoire de la phosphorylation oxydative
et induisant en conséquence la production de chaleur (Echtay et al. 2001). Les protons sont pris
en charge par les protéines découplantes et sont transférés a la forme oxydée du coenzyme Q,
qui est donc un cofacteur essentiel du processus de thermogénése, un phénomene commun dans

les tissus adipeux bruns chez I’homme adulte (Echtay et al. 2001).
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4. Le coenzyme Q exerce de multiples effets anti-inflammatoires en influengant 1’expression
de genes dépendants du NFkB1 (Schmelzer ef al. 2007). Des études in-vitro ont notamment
montrées que le traitement de cellules intestinales par du coenzyme Q1o induit I’expression des
genes codant pour les protéines suivantes : Interleukine 5, vitronectine, récepteur du
vitronectine, thrombine et la protéine C-réactive (CRP). Tous ces geénes sont régulés par le

facteur de transcription NFkB1 (Schmelzer ez al. 2007).

5. Le coenzyme Q contribue aussi a lutter contre la dysfonction endothéliale en stimulant la
libération endothéliale de 1'oxyde nitrique et en inhibant la libération de I’endothélin-1 (ET-1).
(Hamilton et al. 2007). Ceci pourrait étre li¢ a 1’activation de PPAR-a dans les cellules

endothéliales.

I.4.d. Déficience de Coenzyme Q chez les eucaryotes

La déficience primaire en Coenzyme Qo est une affection autosomique récessive des
geénes de biosyntheése de Q. Le spectre clinique englobe au moins cing phénotypes majeurs: 1)
encéphalomyopathie, caractérisée par la triade de la myoglobinurie récurrente, I'implication du
cerveau et fibres rouges déchiquetées; 2) une grave maladie infantile multisystémique; 3) ataxie
cérébelleuse; 4) le syndrome de Leigh avec un retard de croissance, de l'ataxie et une surdité;
5) myopathie isolée (Quinzii ef al. 2010). A cause de son role crucial dans la production
d'énergie, les tissus qui demandent le plus d'énergie comme le rein et le cerveau semblent plus
fortement affectés par une carence en coenzyme Q (Bhagavan et al. 2005; Quinzii et al. 2014).
Dans la plupart des cas, la supplémentation en coenzyme Q10 améliore I’état des patients.
La levure S. cerevisiae est un organisme qualifié d’aérobie facultatif qui peut donc croitre soit
par fermentation (indépendante de Q), soit par respiration. Ainsi, des mutants de levure
déficients en coenzyme Q montrent une croissance normale sur milieu non respiratoire
contenant du glucose comme source de carbone mais du fait de 1'altération de la respiration, ces
mutants sont incapables de pousser sur un milieu respiratoire contenant par exemple du lactate,
du glycérol ou du succinate. Ce phénotype a permis d’identifier chez S. cerevisiae, la plupart
des geénes de biosynthése de Q. Les génes humains ont ensuite été caractérisés par identité de

séquence et complémentation fonctionnelle.

L.5. Les quinones bactériennes :

11
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I.5.a. Distribution phylogénétique des quinones bactériennes

L’¢énergie disponible au sein d’une cellule qui respire est le résultat de transfert des
¢lectrons a travers une chaine respiratoire a partir d’un substrat réducteur vers un substrat
oxydant. Le transfert des électrons est accompagné d’un transfert des protons. A I’exception de
certains types d’acétogénese et de méthanogénese, toutes les chaines bioénérgétiques utilisent
des médiateurs rédox pour assurer la connexion entre les complexes respiratoires (Schoepp-
Cothenet et al. 2013).

La figure 5 montre que la ménaquinone (MK) ayant un potentiel rédox bas (E=-74 mV) est la
seule quinone présente chez 1’ancétre commun (LUCA). Le GOE (Great Oxidation Event) a
entrainé I’apparition du dioxygeéne il y a environ 2,3 milliards d’années. Ceci a causé
I’oxydation des milieux et a modifi¢ la composition des chaines bioénergétiques et par

conséquent la composition en quinones a changé depuis le GOE.

Figure 5: Schéma simplifiée de I’arbre phylogénétique représentant les différents types de quinones et
méthanophénazine chez les procaryotes. Cet arbre a été établi en se basant sur des études biochimiques publiées
sur ces especes. L’ancétre commun (LUCA pour Last Universal Common Ancestor) posséde uniquement de la
ménaquinone (MK). L’émergence des autres quinones se fait lors du passage a une atmosphére oxygénée. Les
différents types de médiateurs rédox présentes chez les procaryotes sont marqués par des couleurs différentes :
ubiquinone en orange, rhodoquinone en violet, plastoquinone en vert, caldariellaquinone en jaune et
méthanophénazine en rose. D’apres (Schoepp-Cothenet er al. 2013).

L’émergence des autres quinones (ou des transporteurs des €lectrons liposolubles) a potentiels

rédox hauts et bas se fait dans 4 parties différentes de I’arbre phylogénétique. 1) Les
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microorganismes les plus récents comme les protéobactéries de type a, B et y contiennent de
I’ubiquinone UQ. Alors que les protéobactéries de type y sont toujours capables de
biosynthétiser des MK, certaines protéobactéries de types a et f ont perdu la capacité de
biosynthétiser les ménaquinones et contiennent plutoét de la rhodoquinone (RQ) (marquée en
violet, figure 5). La biosynthése de RQ (dont le potentiel rédox est bas (E’o=-63 mV)) chez ces
microorganismes pourrait compenser la perte de MK pour assurer la colonisation des habitats
anaérobies. 2) Les cyanobactéries ne possedent ni Q ni MK mais plutot de la plastoquinone PQ
qui sont largement répandues chez les plantes (marquée en vert, figure 5). 3) Les
méthanosarcinales contiennent de la méthanophénazine (marquée en rose, figure 5) et
finalement 4) la caldariellaquinone (CQ) se trouve chez les sulfolobales (marquée en jaune,
figure 5) (Schoepp-Cothenet ez al. 2013). La CQ (E’¢=100 mV a pH=6,5 selon (Anemuller e?
al. 1990)) posseéde un potentiel rédox plus haut que la MK et elle est donc supposée d’apparaitre
apres la MK durant 1I’évolution pour assurer I’adaptation aux conditions aérobies (Nowicka and

Kruk 2010).

Escherichia coli (E. coli), notre mod¢le d’étude, fait partie de la famille de protéobactéries de
type y. E. coli contient 3 quinones : le coenzyme Q ou I’ubiquinone (Q), la
déméthylménaquinone (DMK) et la ménaquinone (MK).

La structure de différentes quinones présentes chez E. coli est illustrée dans la figure 6 :

(o)

o
H,CO CH;
H;CO N H O‘ O
3 8 N H
o 8
o
A- Ubiquinone B- Déméthylménaquinone C- Ménaquinone

Figure 6: Structures de quinones majoritaires présentes chez E. coli. Toutes les quinones majoritaires
présentes chez E. coli ont une chaine octaprényle. Des quantités minoritaires de Qi, Q7, DMK7, MKg, MK et

MKy peuvent aussi étre présentes (Collins and Jones 1981).

La proportion de ces quinones dépend de la présence (aérobiose) ou pas (anaérobiose)
d’oxygene dans le milieu de culture. En fait, I’'ubiquinone est majoritaire dans les conditions
acrobies alors que les naphtoquinones prédominent dans les conditions anaérobies (Alexander

et al. 1978a; Shestopalov et al. 1997).
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L.5.b. Roles des quinones chez la bactérie E. coli :
1.5.b.1. Transporteurs d’électrons dans la chaine respiratoire :

Contrairement aux eucaryotes dont la chaine respiratoire ne réduit que le dioxygene, E.
coli possede une multitude de chaines respiratoires lui permettant d’utiliser une grande diversité
d’accepteurs terminaux d’électrons tels que ’oxygéne, le nitrate, le nitrite, le fumarate, le
DMSO (diméthyl sulfoxyde)... (figure 7). Ces accepteurs ont des potentiel rédox différents (le
nitrate (E’0=430 mV) ; le DMSO (E’0=140 mV) ; le fumarate (E’0=30 mV)) et la réduction de
certains est préférentiellement effectuée par un type de quinone (voir partie II). Globalement,

les trois quinones d’E. coli sont utilisées dans les chaines respiratoires (figure 7).

Donneurs ; . : Réductases Accepteurs
o Déshydrogénases Quinones 2 e
d’¢électrons terminales d’électrons
. FdnGHI
Formiate — —
FdoGHI
phsABC Thiosulfate
Hydrogéne FRARE frdABCD Fumarate
HybABC
torACD TMAO
NuoA-N
NADH
Ndh DmsABC DMSO
Q
Lidh DMK NrfAB Nitrite
Lactate
Dldh MK
NarGHIJI
NarZyV Nitrate
. GlpD
Glycérol 3-P NapABC
GIpABC
succinate SdhABCD CyoABCD Oxyod
xXygene
CydAB

Figure 7: Modularité des chaines respiratoires d’E. coli : Les électrons passent respectivement du donneur, aux
déshydrogénases, aux quinones jusqu’a 1’accepteur final via les réductases terminales qui varient en fonction des
respirations.

Fdn :formate déshydrogénase N et O ; Hya et Hyb : Hydrogénase 1 et 2 ; Nuo et Ndh : NADH déshydrogénase I
et I ; LIDH et DIDH : L et D- lactate déshydrogénase ; GlpD et GIpABC : Glycérol - 3- phosphate déshydrogénase
(aérobie et anaérobie respectivement) ; Sdh : succinate déshydrogénase ; Pox : Pyruvate oxydase ; Phs : Thiosulfate
réductase ; Frd : fumarate réductase ; Dms : DMSO réductase ; Tor : TMAO réductase ; Nrf : Nitrite réductase
formate dépendante ; Nar : nitrate réductase ; cyo, cyd : oxygene réductase. Adapté de (Unden and Bongaerts
1997).
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Les quinones sont réduites par les électrons provenant de 1’oxydation du donneur d’¢lectrons
par les déshydrogénases. A la différence de la chaine respiratoire chez les eucaryotes, les
chaines respiratoires d’E. coli ne possedent pas de cytochrome c. Les réductases terminales sont
réduites directement par les électrons transférés depuis le pool de quinones. Les chaines
respiratoires aérobies et anaérobies ainsi que le type de quinones utilisées dans chaque chaine

seront décrits dans la partie 1.

1.5.b.2. Formation des ponts disulfures :

La formation de ponts disulfures est un processus de maturation de protéines
nouvellement formées faisant intervenir les protéines DsbA et DsbB. Ces deux protéines font
partie de la famille des thiol-disulfide oxidoréductases. DsbA est une protéine périplasmique
contenant un pont disulfure instable qui se réduit lors de la formation d’un pont disulfure dans
une protéine cible. Les cystéines Cys30 et Cys33 de DsbA sont ensuite réoxydées par DsbB,
une protéine membranaire dans laquelle le pont disulfure formé par la paire de cystéines
Cys104-Cys130 est réduit et avant d’étre réoxydé par le pont disulfure Cys41-Cys44 qui est
réduit a son tour (figure 8). Il a été démontré que le coenzyme Q interagit directement avec
DsbB et est réduit en QH:z afin de reformer le pont disulfure Cys41-Cys44 dans DsbB (Bader
et al. 2000). Le transfert de ponts disulfures dépendants de DsbA/DsbB est toujours fonctionnel
en conditions anaérobies ou les naphtoquinones sont les quinones majoritaires et également
dans un mutant dubi, suggérant un role fonctionnel des naphtoquinones. Takahashi et al.
(Takahashi ef al. 2004) ont purifi¢ DsbB a partir d’une souche Aubi qui contient uniquement
les naphtoquinones. L’analyse de cette préparation par HPLC couplé a un spectrométre de
masse montre un seul pic correspondant a la masse m/z de DsbB+MKg démontrant ainsi que
DsbB interagit avec la MKs. L’ importance des quinones pour la fonction de DsbA/DsbB est
révélée par I’observation que I’oxydation de DsbA par DsbB est altérée dans le double mutant
AubiAdmenA qui ne biosynthétise ni Q, ni MK (Kobayashi et al. 1997). La réoxydation des
quinones réduites par le systeme DsbA/DsbB se fait par les réductases terminales de la chaine

respiratoire (figure 8).
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Figure 8: Implication des quinones dans la voie oxydative DsbA-DsbB : Un pont disulfure est inséré par DsbA
dans la protéine cible. Les électrons extraits sont transférés de DsbA a DsbB puis au pool de quinones. Les
électrons sont ensuite transférés par la chaine respiratoire a I’accepteur terminal. Les fléches en vert représentent
le transfert des électrons. Adapté de (Naoko Fujimoto et al. 2012).

1.5.b.3. Réle de Qs dans la protection contre le stress osmotique :

Sevin et Sauer ont proposé en 2014 que Qs joue un role dans la protection d’E. coli
contre le stress osmotique (Sevin ef al. 2014). En effet, ces auteurs ont remarqué que le taux
des intermédiaires de la voie de biosynthese de 1’ubiquinone et les terpénoides sont 100 fois
plus élevés en exposant une souche WT (BW25113) a un stress osmotique (concentration de
NaCl= 500 mM) en comparant a la condition contrdle (sans NaCl). De plus, par spectrométrie
de masse, ils ont remarqué que tous les intermédiaires de biosynthése de Qs sont accumulés
environ 40 fois lors d’un stress osmotique et le produit final (Qg) est accumulé 250 fois a une

concentration ¢levée de NaCl en comparaison a la condition sans NaCl.

En cultivant une souche AubiG (qui ne produit pas de Qg) en présence de différentes

concentrations de NaCl, la tolérance de cette souche mutante au stress osmotique est inférieure
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a celles des souches qui ne sont pas capables de biosynthétiser le tréhalose (un composé
osmoprotecteur) suggérant un réle osmoprotecteur de Qs. Ce role osmoprotecteur a été testé in
vitro en incubant des liposomes artificiels en présence de différentes concentrations de NaCl et
en présence ou non de Qio. En effet, la présence de Q1o a protégé les liposomes méme a 1 M de
NaCl alors que I’absence de Q1o entraine une destruction des liposomes a 300 mM de NaCl
(Sevin and Sauer 2014). L’ensemble de ces résultats a permis aux auteurs de proposer que
I’ubiquinone accumulé assure cette osmoprotection par augmentation de 1’épaisseur de la

membrane bactérienne.

Au laboratoire, nous nous sommes étonnés de la trés grande accumulation des intermédiaires
de biosynthése et du produit final, Qg lors d’un stress osmotique. Nous avons répété cette
expérience et nous avons obtenu des résultats différents. En fait, j’ai cultivé la souche BW25113
dans les mémes conditions de culture en présence d’'une gamme de NaCl. Le contenu en Qs
augmente de 1,5 fois en présence de 1M de NaCl en comparant avec 0 mM de NaCl. Catherine
Clarke (UCLA) a obtenu des résultats comparables et, a ce jour, nous ne pensons pas que la
culture d’E. coli dans des conditions de stress osmotique entraine une forte accumulation de Qg

contrairement a ce qui a été décrit par Sauer et Sévin.

II. Les différents systemes respiratoires chez Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie Gram négative, anaérobie facultative qui est capable
d’adapter son métabolisme en fonction des conditions environmentales. On distingue deux

types de métabolisme chez cette bactérie :

e La respiration qui peut étre soit aérobique, soit anaérobique selon la nature de
I’accepteur final d’¢lectrons (O2, TMAO, DMSO, ...) (figure 7).

e La fermentation qui est utilisée par E. coli en absence de tout accepteur d’électrons.

I1.1. La fermentation chez E. coli :

Lors de la fermentation, la production d’énergie sous forme d’ATP repose sur une

phosphorylation liée au substrat (substrate level phosphorylation). La fermentation est utilisée

17



Introduction bibliographique

par la bactérie en absence totale d’accepteurs d’¢lectrons. Elle permet de produire de I’ATP a

partir de substrats carbonés tels que le glucose (figure 9A).

La conversion de glucose en pyruvate nécessite de la NAD™ et entraine la formation de NADH
qui sera réoxyd¢ par transfert d’électrons et des protons sur un accepteur terminal dérivant du
pyruvate ou le pyruvate lui-méme. Par exemple, la formation du lactate a partir du pyruvate est
accompagnée de réoxydation de NADH en NAD". NAD" sera réutilisé pour la conversion d’une
nouvelle molécule de glucose et le cycle de fermentation recommence (figure 9B). Outre le
lactate, les produits de fermentation formés peuvent étre des acides organiques, des alcools ou
des gaz (figure 9A). Ces produits s’accumulent dans le milieu de culture. Au cours de cette
chaine d’oxydation, une liaison phosphate est créée sur I'un des intermédiaires puis transférée

a’ADP.

A glucose B glucose
I
| ::CO? 9,10,11 R 2 (ADP +Pi)
PEP — oxaloacétate  —» W C
l 2 NADHH' Sl
pyruvate ——— 2 pyruvate
2

3
Acétyl-coA formate<
CO,
N

Acétaldéhyde  Acétyl-P
6 I l 8
| éthanol | | acétate |

NAD*

Figure 9: Flux de carbone pendant la fermentation : A) Les réactions de fermentation, indiqués par les fléches
noires solides se déroulent en absence des accepteurs des électrons. Les produits finaux issus de la dégradation du
glucose sont encadrés. B) Exemple de la fermentation lactique : NAD" est nécessaire pour la transformation de
pyruvate a partir du glucose. NADH est utilisé pour la fermentation lactique puis un recyclage de la molécule de
NADH se fait pour son utilisation dans un nouveau cycle de fermentation. Les noms des enzymes sont les suivants :
1) PEP carboxylase ; 2) Lactate déshydrogénase ; 3) Pyruvate formate lyase ; 4) Formate hydrogéne lyase ; 5)
acétaldéhyde déshydrogénase ; 6) Alcool déshydrogénase ; 7) Phosphotransacétylase ; 8) Acétate kinase ; 9)
Malate déshydrogénase ; 10) Fumarate B ; 11) fumarate réductase. D’aprés (Gunsalus et al. 1994).

La fermentation a un rendement énergétique faible puisque 1’oxydation du substrat organique
du départ est incompléte. En passant par la fermentation, 2 a 3 moles d’ATP sont produites a
partir d’'une mole de glucose. E. coli a donc tendance a favoriser la respiration plutot que la

fermentation dés qu’un accepteur terminal d’¢lectron est disponible dans le milieu.
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I1.2. La respiration chez E. coli :

Les chaines respiratoires aérobique ou anaérobique contiennent trois composants

majeurs :

Les déshydrogénases primaires dont le réle est d’oxyder un substrat spécifique (comme
le NADH ou le succinate...) et de transférer les électrons a un pool de quinones
disponibles.

Les quinones qui servent d’intermédiaires dans le transport des électrons et des protons
entre les déshydrogénases primaires et les oxydoréductases terminales. Comme décrit
en L.5.a. E. coli posséde 3 types de quinones : Qg, DMKs et MK3 (figure 6).

Les oxydoréductases terminales chargées de la réduction d’un accepteur final exogéne

des électrons (comme 1’oxygeéne) par oxydation des quinones.

I1.2.a. Les déshydrogénases :

La chaine respiratoire d’E. coli comprend 12 déshydrogénases primaires (figure 7). Les

déshydrogénases sont chargées d’oxyder un substrat spécifique disponible comme le NADH,

le succinate, le lactate, I’hydrogene... et de transférer les électrons a un pool de quinones. Ces

enzymes different entre elles par 1’orientation du site actif vers le périplasme ou le cytoplasme

et la présence des domaines hydrophiles, hydrophobes et d’hélices transmembranaires. Sur la

base de ces critéres, on peut classer les déshydrogénases en deux groupes (Unden and

Bongaerts 1997) :

Le groupe I qui contient a la fois des sous-unités hydrophobes et des sous-unités
hydrophiles. Ce groupe contient la NADH déshydrogénase 1, les hydrogénases
(HyaABC, HybABC), Ila glycérol-3-Phosphate déshydrogénase, la succinate
déshydrogénase et la formate déshydrogénase (FdoGHI, FdnGHI). Le site actif qui lie
les substrats est localisée dans les sous-unités hydrophiles. Les sous-unités hydrophobes
servent d’ancrage a la membrane aux unités hydrophiles. Parmi ces enzymes, la NADH
déshydrogénase I est la seule enzyme capable de transloquer 2 protons a travers la
membrane.

La succinate déshydrogénase a un role particulier car, outre son rdle dans le transfert
des électrons a travers la chaine respiratoire, il est aussi membre du cycle TCA et joue

donc un role dans la connexion de ces deux voies énergétiques.
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e Le groupe II regroupe les enzymes formées d’une seule protéine hydrophile. Ces
protéines sont périphériques a la membrane du c6té cytoplasmique. Dans ce groupe, on
trouve la lactate déshydrogénase, la pyruvate déshydrogénase et la NADH
déshydrogénase II. La liaison avec la membrane pourrait étre requise pour la donation
des ¢lectrons aux quinones (Unden and Bongaerts 1997). Les enzymes de ce groupe

ne permettent pas la translocation de protons a travers la membrane

Toutes les déshydrogénases a I’exception de la succinate déshydrogénase sont capables
d’utiliser n’importe laquelle des trois quinones d’E. coli notamment car les potentiels rédox de
ces quinones conviennent a toutes ces enzymes (Tran e al. 1997). La succinate
déshydrogénase transfére les ¢lectrons uniquement a Q (Wallace et al. 1977b; Calhoun et al.

1993). Toutefois, les sites de réduction des quinones ne sont pas caractérisés.
I1.2.b. La chaine respiratoire aérobique chez E. coli :

Dans la respiration aérobie, I’accepteur final d’électrons est le dioxygene, Oz. Cette
molécule posséde des propriétés qui lui conférent le statut d’oxydant idéal pour la respiration.
En effet I’O; est le plus favorable énergétiquement du fait de son haut potentiel rédox (E= 820
mV) et de sa capacité a diffuser rapidement a travers les membranes. E. coli possede trois
réductases capables d’oxyder les quinones et de réduire I’oxygene : les quinols bo, bdl et bdll
oxydases. La présence de ces différentes quinol oxydases terminales permet a E. coli
d’optimiser la respiration aérobie en fonction des différentes concentrations d’oxygene
présentes dans le milieu. En effet, ces quinols oxydases différent par leur affinité pour
I’oxygene : la quinol ho oxydase possede une faible affinité pour I’oxygene (Km = 0,05-0,2 uM)
et est principalement exprimée a une pression d’oxygene élevée, par contre les quinols bdl et
bdll oxydase possedent une affinité €élevée pour I’oxygene (Km = 3-8 nM) et sont surtout
exprimées dans des conditions microaérophiles (D'Mello ez al. 1995, 1996). Ces 3 enzymes

permettent de réduire I’oxygene en eau suivant la réaction suivante :

0, +4H" +4e = 2H-,0

11.2.b.1. Quinol bos ubiquinol oxydase :
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La quinol bo oxydase est un complexe formé de 4 sous-unités I, II, III et IV codées par
I’opéron cyoABCD. CyoB (sous-unité I) constitue le site actif de I’enzyme, contenant 1’héme b
et le centre binucléaire regroupant I’héme o3 et le Cug. Un modele d’oxydation de 1’ubiquinol
(modele de double site de liaison de Q - figure 10) a été proposé par Yap et ses collaborateurs
en 2010 (Yap et al. 2010). Ce modele propose deux sites de liaisons a I’'ubiquinone nommés
Qu et Qr et I'ubiquinone oxydée fixée au site Qu agirait comme cofacteur en assurant le transfert
des ¢€lectrons (un par un) du substrat (ubiquinol) fixé au site Qr vers I’héme b. Ce dernier
transfert les électrons au centre binucléaire héme O3-CuB qui lie ’oxygéne et assure sa
réduction en H>O grace a 4 ¢électrons et 4 protons. Le transfert des 4 électrons s’accompagne

d’une translocation de 4 protons a travers la membrane.

140, +2H*  H,0

Qr &

g 0 FE
Q, —— heéme b ——|heme o;; Cug

Sous-unité 11T
Sous-unité IV

Sous-unité IT Sous-unité T

Figure 10: Transfert des électrons dans la quinol bos oxydase. Adapté de (Yap et al. 2010).

11.2.b.2. Quinol bdl ubiquinol oxydase :

Le complexe quinol-bdI oxydase est formé de trois sous-unités CydA, CydB et CydX
codés par I’opéron cydAB. Ce complexe contient 3 hemes : L héme bsss localisé dans la sous-
unité¢ CydA et les hémes bsos et d localisés a I’interface des 2 sous-unités. Ces deux derniers
forment un dihéme qui lie I’oxygene. L’oxydation de I’ubiquinol se fait quand QH> cede ses 2
¢lectrons 1 par 1 a I’héme bsss qui les transfere au dihéme (bsos-d). Ce dernier, réduit 1’oxygéne
en H,O (Junemann 1997). Le quinol bdI oxydase ne permet pas de translocation des protons

a travers les membranes.

11.2.b.3. Quinol bdII ubiquinol oxydase :

Le complexe quinol bdII oxydase est formé de 2 sous-unités AppB et AppC codées par

I’opéron appBC. Des ¢tudes structurales ont montré que les 2 complexes Cyt-bdl oxydase et
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Cyt-bdlI oxydase ont une grande similarité de structure (Dassa et al. 1991). Ce complexe, tout
comme le complexe Cyt-bdI ubiquinol oxydase est induit dans les conditions microaérophiles

et ne permet pas de translocation des protons a travers la membrane.

11.2.b.4. Utilisation des quinones par les quinols oxydases :

Q est la quinone préférée pour les quinols oxydases puisque des mutants Aubi (pas de
biosynthése de Q) montrent une forte diminution de la respiration aérobie. Récemment des
¢tudes ont proposé 1’implication des ménaquinones dans la réduction des cytochromes. En
2012, Sharma et al. ont proposé¢ que la DMKH; (déméthylménaquinol) peut transférer des
¢lectrons aux quinols oxydases (Sharma ef al. 2012) sur la base qu’une souche AubiE
(déficiente en Qg et MKs et accumulant la DMKg) maintient une respiration aérobique a 8% par
rapport a une souche WT suggérant que le DMKH> peut fonctionner en aérobiose. De plus, en
utilisant différentes souches contenant un seul type de quinol oxydase (AubiE avec soit Cyt-
bos, soit Cyt-bdl, soit Cyt-bdIl uniquement), la consommation d’oxygene est maintenue
partiellement suggérant que le DMKH peut donner les électrons aux 3 types de quinol
oxydases. Cependant, ces auteurs négligent 1’intermédiaire de biosynthése de Qg qui
s’accumule dans la souche AubiFE, la déméthylménaquinone (DDMQs, voir figure 12, composé
6) et qui pourrait transférer des électrons aux quinols oxydases. En effet, Wallace et Young ont
démontré qu’un intermédiaire de biosynthese de Qg, le DMQs (composé 7, figure 12) accumulé
dans la souche AubiF joue un rdle dans la respiration (Wallace et al. 1977a). De plus,
récemment une manipulation métabolique de la chaine respiratoire de la souche AubiE a été
effectuée par Wu et al. (Wu et al. 2015). Ces auteurs ont démontré que la respiration est
maintenue partiellement dans cette souche en accord avec les travaux de Sharma er al..
Cependant, le fait d’induire une compétition dans la biosynthese des précurseurs de Qg cause
’arrét de biosynthése de DDMQs alors que I’accumulation de DMKg est maintenue et entraine
I’abolition de la respiration aérobie. Il semble donc que la respiration aérobie observée dans la
souche AubiFE est liée a la présence de DDMQg et non a celle de¢ DMKHo». En conclusion, la
suggestion que DMKH> est capable de donner des ¢€lectrons aux quinols oxydases proposée par
Sharma et al. n’est pas validée et 1’étude d’une souche AubiEAmenA (accumulant le DDMQg

uniquement) pourrait permettre de clarifier définitivement la controverse.
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La ménaquinole (MKsH>) peut aussi participer a la respiration via la quinols bdl oxydase.
L’intestin des vertébrés constitue un milieu favorable pour la colonisation d’une large
population de bactéries anaérobies facultatives dont E. coli. Afin de déterminer la quinone
contribuant a la respiration bactérienne a ’intérieur de I’intestin, Jones et al. ont utilisé trois
souches : ubiCA (contenant DMK et MK), menA (contenant Q uniquement) et ubiE (contenant
DDMQ (composé 6, figure 12) uniquement) (Jones et al. 2011). Alors que les souches ubiCA
et menA sont toujours capables de coloniser I’intestin, la souche ubiE ne 1’est pas. Ces résultats
indiquent qu’outre le Qsg, la MKg est requise pour une colonisation efficace. Des études
complémentaires effectuées par ces mémes auteurs sur des souches mutantes des différentes
réductases terminales ont montré que la MK3s est capable de transférer les électrons a la quinol
bdl oxydase. Il a également été montré par RPE (Résonance Paramagnétique électronique) que
I’enzyme quinol bdI oxydase purifiée est capable de stabiliser une forme ménasemiquinone qui

est tres instable en solution (Hastings ef al. 1998).

I1.2.c. La chaine respiratoire anaérobique chez E. coli :

Dans la respiration anaérobie, ce sont des accepteurs d’électrons autres que le dioxygene
qui sont utilisés. Cette respiration est moins efficace énergétiquement que la respiration
aérobique mais néanmoins elle est plus favorable que la fermentation. La diminution du
rendement en ATP provient du fait que les accepteurs d’¢lectrons ont des potentiels rédox moins
positifs que I"oxygene. E. coli peut utiliser le nitrate, le nitrite, le fumarate, le TMAO et le

DMSO comme accepteurs finaux d’électrons alternatifs a I’oxygeéne (voir figure 7).

Quand le nitrate est ’accepteur final d’¢lectrons, E. coli est capable de respirer en le réduisant
en nitrite. S’il est présent dans le milieu, le nitrate est le plus favorable sur le plan énérgétique
(E=430 mV) et inhibe I’expression des autres chaines anaérobies. Il existe deux enzymes nitrate
réductases membranaires NarA (codée par narGHI) et NarZ (codée par narZYWYV) et une nitrate
périplasmique NapA (codée par napABC). Ces 3 enzymes sont capables d’utiliser le nitrate
comme accepteur d’électrons quelle que soit la phase de croissance (NarA en phase
exponentielle et NarZ en phase stationnaire) mais aussi quelle que soit la quantité de nitrate
disponible (NarA en forte concentration et NapA en faible concentration) (Bonnefoy ez al.

1994; Potter et al. 1999). Ceci démontre I’adaptabilité d’E. coli aux conditions de croissance.

NarGHI est une enzyme héterotrimérique dans laquelle le site d’oxydation des quinones est

localis¢ dans la sous-unité Narl (site Qp). Wissenbach et al. ont démontré que la nitrate
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réductase NarA oxyde [’ubiquinol (QHz) et le ménaquinol (MKH:) mais pas le
déméthylménaquinol (DMKH>) (Wissenbach ef al. 1990). Cependant, une étude a récemment
montré que la DMKH: peut aussi participer a la respiration via la nitrate réductase NarA. En
effet, une souche ne synthétisant que la DMK3 est capable de pousser sur milieu respiratoire
glycérol-nitrate aussi efficacement qu’une souche produisant toutes les quinones (Rendon et
al. 2015). Des études spectroscopiques par RPE ont montré que NarGHI est capable de
stabiliser une forme semiquinone qui est autrement trés instable en solution. La forme
semiquinone a été observée pour les 3 quinones et est stabilisée par une liaison hydrogeéne avec
I’histidine His66 du site Qp qui est perdue lorsque His66 est mutée en tyrosine (Rendon et al.

2015; Arias-Cartin et al. 2010).

Les fumarate réductase, DMSO réductase et TMAO réductase ne peuvent pas utiliser
I’ubiquinol comme donneur d’¢lectrons puisque son potentiel rédox est trop électropositif. Par
contre ces 3 réductases sont capables d’utiliser le DMKH; et le MKH> comme donneurs

d’électrons (Sharma ez al. 2012; Wissenbach et al. 1990)

I1.3. Controle de I’expression des enzymes respiratoires

L’expression des différentes chaines respiratoires est principalement soumise au
controle de I’accepteur terminal d’électrons présent dans le milieu. Les principaux systemes de
régulation par I’oxygene sont : la Fumarate Nitrate Réductase (FNR) qui effectue une réaction
directe avec le dioxygene et le systeme régulateur a deux composants Arc A / Arc B (Aerobic
respiratory control with 2 compounds A and B) par détection indirecte de la présence d’oxygene

a travers les constituants de la chaine respiratoire (Unden and Schirawski 1997).

I1.3.a. Systéme Arc

Le systéme Arc est un systtme membranaire a 2 composants. Ce type de systéme existe
chez les bactéries mais aussi chez les eucaryotes inférieurs comme S. cerevisiae et les plantes
mais n’existe pas chez les mammiféres (Song et al. 1999). Le premier composant ArcB sert
comme détecteur (senseur) qui va s’autophosphoryler en présence d’ATP en réponse a un signal
2éme

environmental. Le groupement phosphate va ensuite étre transféré au composant ArcA qui
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sous sa forme active (forme phosphorylée) va se comporter comme un régulateur de

transcription.

ArcA est formé de deux domaines : un domaine N-terminal qui recoit le signal et un domaine
C-terminal effecteur contenant un motif HTH (Hélice-Tour-Hélice) de liaison a ’ADN. La
liaison d’ArcA aux promoteurs de certains genes cibles a ¢été étudiée par EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay) (Drapal et al. 1995; Lynch et al. 1996). Ces études
consistent a incuber la forme purifiée d’ArcA en présence ou pas du carbamoyl phosphate et a
¢valuer sa capacit¢ de liaison a I’ADN. Ces ¢études ont montré 1’'importance de la
phosphorylation pour la liaison ArcA-ADN. ArcB contient 3 domaines catalytiques : le 1¢
domaine localisé en N-ter contient un résidu histine His292, un 2°™® domaine central contient
un résidu Aspartate Asp576 et un 3°™ domaine localisé en C-ter contient un résidu histidine

His717. ArcA possede un résidu Aspartate Asp54 (figure 11).

Deux molécules d’ArcB forment deux ponts disulfures intermoléculaires entre les cystéines
Cys180 et Cys241. Ces ponts disulfures inhibent 1’autophosphorylation d’ArcB. En réponse a
une chute de la concentration en dioxygene, les ponts disulfures sont rompus et ArcB
s’autophosphoryle sur I’His292. Cette forme active va ensuite phosphoryler le résidu Asp54 de
ArcA (Kwon, Georgellis, et al. 2000) via un systeéme phosphorelai impliquant le transfert du
groupement phosphate depuis His292 — Asp576 —His717 — Asp54 de ArcA (Kwon,
Georgellis, et al. 2000).

Outre le dioxygene, d’autres facteurs influencent 1’activation d’ArcA/ArcB. 1l a été démontré
que les quinones oxydées inactivent ArcB en inhibant son autophosphorylation. Cependant
dans les conditions anaérobies, DMKH; et MKH: réduisent les cystéines en rompant le pont
disulfure et par conséquent active la protéine ArcB (Malpica et al. 2004). De plus, les
métabolites fermentatifs (D-lactate, pyruvate et acetate) favorisent I’autophosphorylation de la
protéine ArcB (Kwon, Georgellis, ef al. 2000). Bekker et al. en 2010 ont démontré que la
délétion d’ubiC, codant pour une protéine essentielle pour la biosynthése de Qg n’a pas d’effet
sur la régulation d’ ArcB dans la transition anaérobie-aérobie mais la délétion de menB, codant
pour une protéine essentielle pour la biosynthése de MK entraine I’inactivation d’ArcB (Bekker

et al. 2010). Il semble donc que MK joue un réle dans I’activation d’ArcB.
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Figure 11: Transduction du signal a travers le systéme a deux composants Arc. 2 molécules ArcB forment
deux ponts disulfures intermoléculaires entre les cystéines Cys180 et Cys241. ArcB est activée par
autophosphorylation. Le groupement phosphate est transféré par un phosphorelai His — Asp jusqu’ArcA qui
contrdle ’expression de nombreux génes cibles. Adapté de (Naoko Fujimoto et al. 2012).

En conditions microaérophiles, ArcB est activée et permet 1’induction de la quinol bd oxydase
ainsi que la répression de la quinol o oxydase (Cotter et al. 1997). En conditions anaérobies,
I’expression de deux cytochromes sera inhibée par la protéine FNR (voir ci-dessous) (Bauer e?

al. 1999).

I1.3.b. Systeme FNR :

FNR est une protéine cytoplasmique constitutive requise pour le passage de la
respiration aérobie a la respiration anaérobie. Cette protéine sent directement la concentration
intracellulaire en oxygéne et agit comme un régulateur de transcription. En effet, FNR contient
dans son domaine N-ter un centre [Fe-S] qui en conditions anaérobies se trouve sous forme
[4Fe-4S] alors que lors d’un passage en condition aérobie, le dioxygene induit la conversion de
ce centre en une forme [2Fe-2S] en quelques minutes (Crack et al. 2008). L’incubation pour
une durée plus longue en présence d’oxygene cause la dégradation du centre [2Fe-2S] pour
former une apoprotéine. Cette conversion oxydative du centre Fer-soufre est un processus

réversible (Bauer et al. 1999).
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Des ¢tudes effectuées sur des mutants fur révelent la présence d’une région nécessaire pour
I’interaction avec la sous unité o de I’ARN polymérase et de la présence de 4 cystéines localisés
dans I’extrémité N-ter dont la mutation inactive FNR (Bauer ef al. 1999; Williams SM 1997).
Le mécanisme d’action de FNR a été¢ aussi €tabli. FNR a la capacité de se lier a ’ADN par
formation d’un homodimeére. La perte du centre [4Fe-4S] par oxydation entraine la conversion
de la forme homodimérique qui se lie a la séquence de sa cible avec une trés grande affinité en
une forme monomérique qui a une trés faible affinité de liaison avec ’ADN du gene cible
(Khoroshilova et al. 1995). Par conséquent le centre [4Fe-4S] est essentiel pour I’activité de

FNR.

Des analyses a grande échelle du génome d’E. coli montre que FNR régule 1’activité d’environ
297 genes dont les genes induits dans la transition de I’aérobiose en anaérobiose (Kang ef al.
2005). FNR active D’expression de génes codant pour les systémes respiratoires DMSO
réductase, fumarate réductase, nitrate réductase et nitrite réductase. Il induit aussi I’expression
des déshydrogénases anaérobies telles que la glycérol-3-phosphate et la formate
déshydrogénase. D’autre part, FNR réprime 1’expression de geénes codant pour les systemes

impliqués dans la respiration aérobie comme les quinols oxydases bo et bd (Bauer et al. 1999).

I1.4. Régulation du taux de quinones :

Comme évoqué précédemment, la composition du pool de quinones d’E. coli est
influencée par la disponibilité en dioxygene dans le milieu. Les cellules cultivées dans des
conditions aérobies contiennent majoritairement du coenzyme Q alors qu’en conditions
anaérobies les quinones majoritaires sont les DMK et MK (Alexander and Young 1978a). Le
mécanisme de régulation du pool de quinones n’est pas encore connu. Shestopalov et al
(Shestopalov et al. 1997) ont montré que I’utilisation du chloramphenicol (inhibiteur
traductionnel) n’a pas d’effet sur le changement de pool de quinones lors de la transition
aérobique-anaérobique suggérant que la régulation de taux de quinones est post-traductionnelle.
En plus, ces auteurs ont démontré que les systémes de régulations transcriptionnels FNR et Arc
n’ont pas d’effet sur le changement de la composition du pool de quinones entre des conditions

acrobies et anaérobies (Shestopalov et al. 1997).
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I11. Biosyntheése des quinones chez Escherichia coli

I11.1. Biosynthese du coenzyme Qs:

La biosynthése du Qg chez Escherichia coli nécessite I’implication de 9 protéines UbiA-
UbiH et UbiX. La plupart de ces génes a été identifiée dans les années 70-80 grace aux études
effectuées par Cox, Young, Gibson et leurs collaborateurs (Cox et al. 1979; Gibson ef al. 1978).
Le phénotype utilisé pour 1’isolement de mutants d’E. coli déficients en Qg repose sur le fait
que ces mutants ne poussent pas dans un milieu respiratoire. En effet, le coenzyme Q est
essentiel pour le fonctionnement de la chaine respiratoire aérobie puisque des mutants d’E. coli
déficients en Qg sont capables de pousser en fermentation sur glucose mais pas en respiration
aérobie avec le succinate ou le malate comme unique source de carbone (Gibson 1973).
Certains mutants incapables de biosynthétiser du Qs montrent I’accumulation d’intermédiaires
de biosynthése dont la caractérisation par spectrométrie de masse et RMN a permis de proposer
I’implication du géne muté dans une étape particuliere de la biosynthése. L’ensemble des
résultats obtenus, complétés par des études du laboratoire de C. Clarke dans les années 2000 a

permis de proposer la voie de biosynthese de Q illustrée dans la figure 12.
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Figure 12: Voie de biosynthése du coenzyme Q chez la bactérie E. coli et 1a levure S. cerevisiae. Les protéines
impliquées chez la levure sont marquées en bleu, les protéines impliquées chez E. coli sont marquées en rouge et
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les protéines impliquées chez les mammiféres sont indiquées en noir. Les enzymes non identifiées sont marquées
par un « ? ». Les 3 réactions d’hydroxylations sont indiquées en vert. 4-HB : 4-hydroxybenzoate ; OHB : 3-
octaprényl-4-hydroxybenzoate ; DDMQ : déméthyl-déméthoxyubiquinol ; DMQ : déméthoxyubiquinol ; Q :
ubiquinol.

Certaines protéines de la voie de biosynthése de Qs sont codées par des génes qui sont organisés
en opéron (figure 13) : les génes ubiE, ubiB et yigP (Poon et al. 2000); les génes ubiH et visC
(Nakahigashi et al. 1992) ;et finalement les génes ubiA et ubiC (Kwon et al. 2005). Les autres
geénes sont soit localisés dans un opéron avec des génes non essentiels pour la biosynthése de

Qs, soit localisés seuls sur le chromosome bactérien.
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Figure 13 : Organisation génétique des génes ubi chez E. coli : La localisation de 1’opéron sur le chromosome
est indiquée. Les génes essentiels pour la biosynthése de Qg sont marqués en gras. Les génes codant pour les
monooxygénases sont marqués par des fléches noires tandis que les génes codant pour les méthyltransférases
sont marqués par des fléches grises. Adapté d’Aussel et al. 2014 (Aussel, Pierrel, et al. 2014).

La voie de biosynthése de Qs commence par la formation du 4-hydroxybenzoate (4-HB), le
précurseur du noyau aromatique de Qs. Le 4-HB provient du chorismate produit par la voie du
shikimate chez E. coli (réaction b, figure 12) (Meganathan 2001). Le 4-HB est prénylé par
I’octaprényl-diphosphate-4HB-transférase ~ (UbiA) pour former le 3-octaprényl-4-
hydroxybenzoate (OHB, composé 2, figure 12). Cette étape de prénylation est suivie par des
réactions de décarboxylation, hydroxylation et méthylation du noyau aromatique. L’ordre de

réactions n’est pas le méme si on compare les voies de biosynthése de Qs chez E. coli et Qs
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chez Sacharromyces cerevisiae. Chez E. coli, la décarboxylation (réaction d) intervient avant
I’hydroxylation (réaction e) sur le carbone 5, tandis que chez S. cerevisiae, la décarboxylation

(réaction f) intervient apres I’hydroxylation en C5 (réaction d’).

II1.2. Les étapes de biosynthese du Qs:

La figure 14 montre la structure générale du coenzyme Q. Il a ét¢ démontré que les
groupes méthyles sur le noyau benzénique sont dérivés de la S-adénosylméthionine (SAM)
(Jackman et al. 1967) et le dioxygene moléculaire est la source des atomes d’oxygene
présents en C5, C6 et C1 (Alexander et al. 1978b). Les précurseurs de la chaine polyprényle
dérivent du 2-C-méthyle-D-érythritol 4-phosphate (MEP) (Rohmer 1999).

IPP + DMAPP

> 4

MEP

Figure 14 : Structure du coenzyme Q : Qg est représenté sous sa forme oxydée avec le noyau quinone en rouge
et la chaine polyisoprényle en bleu. La numérotation des atomes de carbone utilisée dans ce manuscrit est
montrée sur le noyau quinone. La source de méthyle, de I’oxygene et de la chaine polyisoprényle sont la SAM,
le dioxygene moléculaire et le MEP (2-C-méthyle-D-érythritol 4-phosphate) respectivement. Adapté de
Meéganathan et al. (Meganathan 2001).
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Dans cette partie, les différentes étapes de biosynthése de Qg sont décrites. De plus, de
nombreuses expériences de complémentation hétérologue entre E. coli et S. cerevisiae seront

¢galement mentionnées.

I11.2.a. Biosynthése du 4-hydroxybenzoate, le précurseur du noyau aromatique
du Qs:

Le 4-hydroxybenzoate (4-HB) (composé 1) provient du chorismate qui est produit par
la voie du shikimate. Il a été démontré que [G-'*C]-shikimate utilisé lors d’une culture d’une
souche sauvage WT est incorporé¢ dans la structure de Qg biosynthétisé (Siebert ef al. 1994).
La formation de 4-HB (réaction b) est catalysée par la protéine UbiC (chorismate pyruvate
lyase). Récemment, il a été reporté que la protéine XanB2 chez Xanthomonas campestris est
capable de produire 4-HB a partir du chorismate (Zhou et al. 2013). Cette protéine est présente

chez quelques procaryotes mais pas chez E. coli.

La structure cristallographique d’UbiC avec le produit final 4-HB a été résolu a une résolution
de 1,4 A (Smith et al. 2006). Cette étude révéle que la structure de I’enzyme consiste en 6
feuillets B anti-paralleles et que le 4-HB est li¢ dans une cavité interne hydrophobe derriere
deux volets qui le couvre complétement et le protége du solvant. Smith et al. proposent que la
structure contient 2 sites de liaisons de produits connectés par un tunnel (Smith ez al. 2006) :
un site primaire (catalytique) liant le 4-HB et un site secondaire liant le substrat (chorismate).
La liaison du chorismate au niveau du site secondaire déclenche la libération de 4-HB suivi par
un déplacement du chorismate vers le site primaire ou il est rapidement converti en 4-HB et en
pyruvate. Le pyruvate est une petite molécule qui quitte rapidement le site primaire et le 4-HB
maintient sa place jusqu’a liaison d’une nouvelle molécule du chorismate. Ce mécanisme se

répete de facon cyclique.

I11.2.b. Biosynthese et liaison de la chaine octaprényle :

IPP (Isopentényl diphosphate) et DMAPP (diméthyl-allyl-diphosphate) sont deux
isomeres qui constituent les précurseurs des isoprénoides chez les étres vivants. Ces deux
métabolites sont issus de deux voies de biosynthése: Chez les eucaryotes, IPP dérive de la voie

de mévalonate tandis que chez les bactéries, ’IPP est formé a partir du 2-C-méthyle-D-

31



Introduction bibliographique

érythritol 4-phosphate (MEP), un intermédiaire de la voie non mévalonate (Rohmer 1999;
Disch et al. 1998) ou MEP. Chez les algues vertes et les plantes supérieures, les deux voies

existent.

IIL.2.b.1. La voie mévalonate :

Cette voie de biosynthese de I’[PP se trouve chez les eucaryotes. La voie de mévalonate
utilise 1’acétyl-coA comme point de départ tout comme la biosynthése des acides gras. La
condensation de 3 Acétyl-coA mene a I’hydroxyl-méthyl-glutaryl coA (HMG-coA) qui sera
ensuite réduit en mévalonate. Deux phosphorylations successives fournissent successivement
le phosphomévalonate et le diphosphomévalonate. Ce dernier intermédiaire est ensuite soumis
a une phosphorylation de son groupement hydroxyle suivie d’une décarboxylation qui conduit

a I’IPP.
II1.2.b.2. La voie MEP :

A la différence de la voie du mévalonate, cette voie utilise des dérivés de glucide pour
aboutir a I’IPP. Le pyruvate et le D-glycéraldéhyde-3-phosphate sont les précurseurs de I’IPP.
Brievement, le produit de décarboxylation du pyruvate se condense avec 1’aldéhyde de D-
glycéraldéhyde pour former le 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP). DXP subit ensuite un

réarrangement de son cycle suivi par une réduction pour former le MEP.

II1.2.b.3. Biosynthése de la chaine octaprényle :

La formation de I’octaprényl diphosphate (OdP, composé 5, figure 15) a partir de I’IPP

nécessite la présence de 3 enzymes : idi, ispA et ispB.

- isopentényl diphosphate isomérase ou idi permet I’isomérisation de I’'IPP en
diméthylallyl diphoshate (DMAPP, composé 1, figure 15).

- Farnésyl diphosphate synthase ou ispA : ispA condense une molécule de DMAPP avec
une molécule d’IPP pour former le géranyl diphosphate (GPP, composé 3, figure 15)
puis une seconde molécule d’IPP est ajoutée pour former le farnésyl diphosphate (FPP,
composé¢ 4, figure 15). Le FPP est le produit final de la FPP synthase qui ne peut pas

assurer une ¢longation supplémentaire.
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L’analyse de séquence de FPP-synthase révele la présence de 2 régions riches en aspartate, trés
conservées chez les différentes polyprényles diphosphate synthase. Ces 2 régions constituent
les sites de liaison de I’IPP et du substrat condensé avec I’IPP (GPP dans le cas de FPP synthase)
(Okada et al. 1997). Les ions Mg>" sont nécessaires pour une activité optimale de 1’enzyme

(Okada et al. 1997).

- La polyprényle disphosphate synthase ou ispB : ispB permet I’élongation de la chaine
polyprényle a partir de FPP par condensations successives de molécules d’IPP. La
longueur de la chaine polyprényle présente sur le coenzyme Q est spécifique de chaque
organisme et est déterminée par la polyprényle disphosphate synthase présente chez ces
organismes. Par exemple le coenzyme Q d’E. coli posséde une chaine octaprényle (C40,
compos¢ 5, figure 15) composée de 8 unités isoprényles; S. cerevisiae possede une
chaine hexaprényle (C30), Qs. La séquence d'acides aminés de la protéine IspB et des
isoprényle-diphosphate-synthases d'autres organismes contient sept motifs différents
hautement conservés. Ces sept motifs, riches en résidus aspartate, sont cruciaux pour

l'activité catalytique de I'enzyme (Kainou ez al. 2001).

L'expression hétérologue de polyprényle diphosphate synthases permet de changer la nature du
coenzyme Q endogene d’E. coli et S. cerevisiae. Du coenzyme Qs-Q10 ont été produit chez S.
cerevisiae et du coenzyme Q7-Q1o ont été produits chez E. coli (Okada et al. 1998; Okada et
al. 1997) en exprimant des polyprényle diphosphate synthases de R. capsulatus (Qo), G.
suboxydans (Qio) et H. influenzae (Q7). Ces différentes isoformes de Q sont fonctionnelles
puisqu’elles permettent le rétablissement de la respiration dans des souches délétées pour la
polyprényle diphosphate synthase endogene. Ceci suggeére que la longueur de la chaine

polyisoprényle influence peu la fonction de Q au niveau de la chaine respiratoire.

33



Introduction bibliographique

DMAPP,C

IPP,C5
)\/\ “ )\/\
-
X oPP oPP
1 ispA 2
PP
3 )Wopp (GPP, Cyy)
ispA
IPP
4
X X X OPP (FPP, Cy5)
ibp (GGPP,C,)
: PP (GFPP,C 55)
ispB . (HexPP, Cs)
IpP (HepPP, C;5)
X X N N X X X X0 (0P, C)
5

Figure 15 : Biosynthése de polyprényle diphosphate a partir de I’isopentényl diphosphate (IPP) chez E.
coli : DMAPP : Diméthylallyl diphosphate ; IPP : isopentényl diphosphate ; GPP : Géranyl diphosphate ; FPP :
Farnésyl diphosphate ; OdP : Octaprényl diphosphate. Adapté de (Meganathan 2001).

Q1o a un intérét commercial car cette molécule est utilisée dans de nombreux compléments
alimentaires. Deux groupes ont ainsi manipulé génétiquement E. coli pour lui faire produire Q1o
(Zahiri et al. 2006; Park et al. 2005). Dans les deux cas, une décaprényl diphosphate synthase
(ddsA) de microorganismes produisant naturellement Q1o a été exprimé chez une souche E. coli
recombinante (exprimant le plasmide portant le géne ddsA) et a conduit a la biosyntheése de Q1o
en plus de Qs qui est produit de facon endogene. De plus, il a été reporté que du Qi a été produit

avec succes dans le riz Oryza sativa qui produit généralement du Qo (Takahashi ez al. 2006).

II1.2.b.4. Liaison de la chaine octaprényle :

La prénylation du 4-HB (composé 1) en 3-octaprényl-4-hydroxybenzoate (OHB,
composé 2) est effectuée par I’enzyme 4-hydroxybenzoate octaprényltransférase codée par le

gene ubiA (réaction c, figure 12).
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L’analyse de séquence d’UbiA révele la présence de 2 domaines conservés, riche en aspartate,
impliqués dans la fixation de la chaine octaprényle et sont communs a la superfamille des
polyprényltransférases. La protéine UbiA est une protéine intégrale a la membrane nécessitant
Mg?" pour son activité optimale (Young ef al. 1972). 11 a été proposé que Mg>" est essentiel
pour stabiliser la liaison entre les résidus aspartate et le groupement pyrophosphate de 1’OdP.
La présence du groupement carboxyle sur le carbone C1 du substrat est essentielle pour étre

reconnu par UbiA (Cheng et al. 2014).

La localisation membranaire d’UbiA a ¢été récemment confirmée par la structure
cristallographique d’UbiA d’Aeropyrum pernix qui révele la présence de 9 hélices
transmembranaires et un domaine extramembranaire qui entoure une cavité centrale contenant
le site actif (figure 16) (Cheng and Li 2014). Afin de faciliter la catalyse a I’intérieur de la
membrane, il est proposé que la cavité centrale s’ouvre latéralement dans la bicouche lipidique
permettant I’accueil de I’OdP qui est lui-méme situé dans la bicouche ainsi que la libération du
produit final (OHB, composé 2, figure 12) dans la membrane. La liaison de la chaine isoprényle
induit un changement conformationnel local du site actif mais la structure générale n’est pas

modifiée (Cheng and Li 2014).

Central
cavity

Cytoplasm

Lateral
portal

Membrane
damaln

Periplasm
Figure 16 : Structure de la protéine UbiA : La structure de la protéine UbiA chez Aeropyrum pernix révele la

présence de 9 domaines transmembranaires (indiqués en bleu) et un domaine cytoplasmique contenant le site actif
(montré en rose). La cavité centrale contient une porte qui s’ouvre latéralement dans les membranes. D’apres

(Cheng and Li 2014).
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Cette structure révele aussi la présence d’un site basique de liaison de 4-HB proche du site de
liaison de la chaine isoprényle. La mutation des résidus constituant ce site basique affecte la
liaison du 4-HB. Une fois le 4-HB fix¢, UbiA clive le pyrophosphate de 1’OdP pour générer un
carbocation qui réagit avec le carbone 3 du cycle aromatique du 4-HB pour former une liaison
C-C. 11 a été proposé que les ions Mg?" déclenchent la formation de ce carbocation dont la

stabilité est assurée par le résidu aspartate 184.

Un mutant AubiAd est déficient pour la biosynthése de Qg mais celui-ci est complémenté par

I’expression de Coq2, I’homologue d’UbiA chez S. cerevisiae (Suzuki et al. 1994).

La famille des polyprényltransférases impliquées dans la biosynthése de coenzyme Q n’est pas
spécifique pour la longueur de la chaine polyisoprényle a lier a 4-HB. En fait, il a été démontré
qu’UbiA peut utiliser en plus de I'octaprényl diphosphate, les farnésyl (Cis), phytyl (Cao)
solanésyl (Css) et décaprényl (Cso) diphosphate comme précurseur de la chaine polyisoprényle

(el-Hachimi ez al. 1974).

Cette manque de spécificité s’étend aussi au précurseur de noyau aromatique de Q. En effet, en
plus du 4-HB, plusieurs équipes dont la notre ont démontré que I’acide vanillique (VA), le 3,4-
dihydroxybenzoate (3,4-diHB) et le pABA (para-aminobenzoate) (figure 17) peuvent étre
utilisés par Coq2 pour former le coenzyme Q (Pierrel ef al. 2010; el-Hachimi et al. 1974).
Chez E. coli, UbiA peut aussi prényler ces analogues de substrats pour former du Qg sauf dans

le cas du pABA (Wessjohann ef al. 1996; Xie et al. 2015).

COOH COOH COOH
i H,CO” i HO” i
NH, OH OH
para-aminobenzoate Acide vanillique  3,4-dihydroxybenzoate
pABA VA 3,4-diHB

Figure 17 : Structures des analogues de substrats prénylées par UbiA et/ou Coq2.

I11.2.c. Décarboxylation du 3-octaprényl-4-hydroxybenzoate
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La décarboxylation du 3-octaprényl-4-hydroxybenzoate (OHB, composé 2) en 3-
octaprénylphénol (OPP, composé 3) est catalysée par les 2 protéines UbiD et UbiX (les 2
protéines font partie de la famille de polyprényl-4-hydroxybenzoate décarboxylase). UbiD a été
découverte en 1969 par Cox et ses collaborateurs (Cox et al. 1969). Un mutant AubiD
biosynthétise 20% de Qg en comparant a une souche WT et accumule une grande quantité
d’OHB. La biosynthese résiduelle de Qg est en accord avec le fait qu’il existe une seconde
décarboxylase (Leppik ef al. 1976). En 1980, I’enzyme catalysant la décarboxylation de I’OHB
et codée par le géne ubiX a été décrite chez Salmonella typhimurium (Howlett et al. 1980). Un
gene ubiX a été identifié plus tard chez E. coli ayant 70% d’identité de séquence avec celui de
S. typhimurium. L’inactivation d’UbiX entraine une déficience partielle de la biosynthése de
Qg accompagnée de I’accumulation de I’OHB suggérant un role de décarboxylase joué par cette

protéine (Gulmezian et al. 2007).

Des données structurales sur UbiX sont disponibles grace aux études effectuées sur les protéines
UbiX d’E. coli O157 :H7 (Rangarajan et al. 2004), de Colwellia psychrerythraea (Do et al.
2015) et de Pseudomonas aeruginosa (Kopec et al. 2011). Les 3 structures révelent
I’organisation d’UbiX en dodécamere (12 sous-unités) dans lequel chaque sous-unité possede
une séquence de type Rossman Fold capable de lier la flavine mononucléotide (FMN). Ce
cofacteur FMN se localise a I’interface entre 2 monomeres. Les structures d’UbiD chez E. coli
(données non publiées) et Pseudomonas aeruginosa (Jacewicz et al. 2013) ont également été
résolues mais sans cofacteurs liés. Chez E. coli, UbiD est un hexamére tandis que chez P.
aeruginosa, UbiD est un dimere mais de maniere intéressante, les deux protéines ont les mémes
structures tertiaires. UbiD possede 3 domaines avec un domaine central contenant un baril
(barrel) de type B caractéristique des enzymes réductases dépendantes de flavine. Les structures

révelent qu’au niveau de ce domaine, il existe une poche qui pourrait fixer la FMN.

Une question récurrente est de savoir comment UbiD et UbiX fonctionnent ensemble pour
assurer la décarboxylation d’OHB en OPP ? UbiD et UbiX chez E. coli ont des séquences
protéiques homologues a celles de FDC (ferrulic acid decarboxylase) et PADI1 (phenylacrylic
acid decarboxylase) chez S. cerevisiae (Gulmezian et al. 2007; Zhang et al. 2003). FDC et
PADI1 assurent la production du styréne par décarboxylation de I’acide phénylacrylique (Mukai
et al. 2010) mais ces protéines n’interviennent pas dans la biosyntheése de Q car les souches
mutantes AfdC1I et Apadl ne sont pas déficientes en Qe. L’activité de FDC dépend de la
présence de PADI1. Une étude récente révele que FDC et PAD1 forment un systeme de

décarboxylation a 2 composants (Lin ez al. 2015). En effet, PAD1 synthétise un cofacteur qui
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est utilisé par FDC pour assurer la décarboxylation. Les auteurs suggerent que ce cofacteur
correspond a une forme modifiée de FMN. De manicre intéressante, UbiX peut se substituer a
PADI et assurer la production de styréne par stimulation de 1’activité décarboxylase de FDC
dans une souche 4padl (Lin et al. 2015). De plus, PAD1 restore la biosynthése de Qg dans une
souche AubiX (Gulmezian et al. 2007). L’ensemble de ces résultats suggere que PADI et UbiX
sont des enzymes isofonctionnelles et qu’UbiD catalyse la décarboxylation de I’OHB grace a
un cofacteur synthétisé par UbiX. En 2015, la structure de ce cofacteur a été établie par White
et al. (White et al. 2015) qui ont montré par des études cristallographiques et des expériences
de stop flow qu’UbiX fonctionne comme une prényltransférase qui catalyse la liaison d’un
fragment du diméthylallyl (DMAP) aux atomes N5 et C6 du cycle isoalloxazine de la flavine
(FMN). Cette réaction catalysée par UbiX entraine 1’addition d’un 4°™ cycle non aromatique
aux 3 cycles du noyau isoalloxazine et forme donc un nouveau cofacteur qui est ensuite utilisé

par UbiD pour catalyser la décarboxylation de ’OHB (White ez al. 2015).

I11.2.d. Réactions de méthylation :

Trois réactions de méthylation dont deux sur un groupement hydroxyle et une sur un

groupement méthyle ont lieu dans la biosyntheése de Qs chez E. coli. Ces réactions sont :

Méthylation en OS5 : 3-octaprényl-5-hydroxyphenol (composé¢ 4) — 3-octaprényl-5-
méthoxyphenol (composé 5) (réaction f)

Méthylation en C2 : 3-octaprényl-5-méthoxy-1,4-benzoquinol (DDMQsg, compos¢ 6) — 3-
octaprényl-2-méthyl-5-méthoxy-1,4-benzoquinol (DMQs, composé 7) (réaction h)
Meéthylation en O6 : 3-octaprényl-2-méthyl-5-méthoxy-6-hydroxy-1,4-benzoquinol (composé

8) — ubiquinol (Qs, composé 9) (réaction j).

Les réactions de méthylation s’alternent avec les réactions d’hydroxylation (décrites en I11.2.e.).
L’alignement des séquences de différentes méthyltransférases a révélé la présence de 3 motifs
conservés et communs aux enzymes utilisant la SAM comme donneur des groupements
méthyles (Kagan ef al. 1994). Ces motifs, nécessaires pour la liaison de la SAM sont ainsi
présents chez Coq3 (S. cerevisiae (Clarke et al. 1991) ), UbiG (O-méthyltransférase chez E.
coli (Wu et al. 1992)) et la catéchol O-méthyl transférase (Vidgren et al. 1994).
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1I1.2.d.1. Méthylation en C2 :

La seule C-méthyle transférase de la voie de biosynthése de Qg est codée par ubiE. Ce
gene a été découvert grace aux travaux de Young et ses collaborateurs en 1971 qui ont montré
qu’un mutant ubiE (ubiE401) est déficient en Qg et accumule le DDMQs (composé 6, figure
12) (Young ef al. 1971). En 1997, Lee et al. ont pu démontrer qu’ubiE401 est un mutant
ponctuel dans lequel le résidu Asp 142 est muté en Gly (Lee ef al. 1997). Ce résidu est situé
juste apres le 2éme motif conservé qui correspond a une région ou se lient la SAM et le catéchol
(le substrat) dans la structure cristallographique de la catéchol O-méthyle transférase (Vidgren
et al. 1994). Sur la base de ces résultats, les auteurs ont proposé que la mutation D142G pourrait
perturber la liaison de la SAM et du DDMQ dans UDbiE. Il a été démontré que deux mutants
ponctuels du gene cogq5 de S. cerevisiae sont complémentés par la surexpression d'UbiE,
¢tablissant ainsi que Coq5 est I'homologue d’UbiE chez S. cerevisiae (Lee et al. 1997). Outre
la biosyntheése de Q, UbiE intervient également dans la voie de biosynthése de MKg pour
méthyler DMKs. Par conséquent, un mutant AubiE est déficient en MKg et Qg et accumule

DDMQs et DMKsg (Wissenbach ez al. 1992).

111.2.d.2. Méthylations en OS5 et 06 :

Ces 2 réactions de méthylation sont catalysées par UbiG. Le géne qui code pour cette
protéine a été découvert sur la base des résultats de Stroobant ef al. en 1972 (Stroobant et al.
1972). En fait, ces auteurs ont pu isoler 2 mutants d’ubiG capables de produire 5% de Qs et
accumulant deux intermédiaires : le 3-Octaprényl-5-hydroxyphénol (composé 4, figure 12) et
le 3-octaprényl-2-méthyl-5-méthoxy-6-hydroxy-1,4-benzoquinol (composé¢ 8, figure 12). Un
alignement de séquence d’UbiG et de ces homologues révele 40% d’identité de séquence entre
UbiG et Coq3 de S. cerevisiae (Hsu et al. 1996). D’ailleurs, la surexpression d’un plasmide
contenant le geéne ubiG précédé d’une séquence d’adressage mitochondriale rétablit la
biosyntheése de Qg et la capacité d’une souche Acog3 a pousser sur un milieu respiratoire (Hsu

et al. 1996).

I11.2.e. Réactions d’hydroxylation :
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Trois monooxygénases catalysent les réactions d’hydroxylation sur les atomes de

carbone C5, C1 et C6. Ces réactions sont :

Hydroxylation en C5 : 3-octaprénylphénol (composé 3) — 3-octaprényl-5-hydroxyphénol
(composé 4) (réaction e)

Hydroxylation en C1 : 3-octaprényl-5-méthoxyphenol (composé¢ 5) — 3-octaprényl-5-
méthoxy-1,4-benzoquinol (composé 6) (réaction g)

Hydroxylation en C6 : 3-octaprényl-2-méthyl-5-méthoxy-1,4-benzoquinol (composé 7) — 3-
octaprényl-2-méthyl-6-hydroxy-5-méthoxy-1,4-benzoquinol (composé 8) (réaction 1)

UbiB ¢était proposée pour catalyser 1’hydroxylation CS5, alors qu’UbiH et UbiF interviennent

dans les hydroxylations en C1 et en C6, respectivement (Alexander and Young 1978a).

111.2.e.1. Hydroxylation en C5 :

UbiB a ¢été initialement proposée pour éEtre impliquée dans cette réaction
d’hydroxylation puisqu’un mutant AubiB est déficient en Qg et accumule le 3-octaprénylphénol
(OPP, composé 3, figure 12) (Poon et al. 2000). Cependant, I’accumulation d’OPP n’est pas
caractéristique d’une déficience en hydroxylation en C5 puisque cet intermédiaire de
biosyntheése s’accumule aussi dans un mutant 4ubiG (Hsu et al. 1996). Par ailleurs, UbiB ne
posséde aucune homologie de séquence avec les monooxygénases, mais plutdt avec des
protéines kinases eucaryotes (Poon et al. 2000) et récemment, une activité kinase a ét€¢ mise en
évidence pour ADCK3, I’homologue humain d’UbiB (Stefely et al. 2014). Une fonction
d’hydroxylase pour UbiB était donc discutable et je démontre en effet dans le chapitre I des
résultats, que I’hydroxylation en C5 est catalysée par le produit du gene visC (que nous avons

renommé Ubil) localisé en opéron avec le géne ubiH.

II1.2.e.2. Les deux autres réactions d’hydroxylation :
I11.2.e.2.i. Identification des protéines UbiH et UbiF:

UbiH a été identifiée comme étant la protéine qui catalyse la réaction d’hydroxylation
en C1 sur la base de la déficience en Qg et de I’accumulation de 3-octaprényl-5-méthoxyphénol
(composé 5, figure 12 ) dans une souche AubiH (Young et al. 1973). En 1992, Nakahigashi et

al. ont isolé un mutant 4visB montrant un phénotype de photosensibilité¢ (Nakahigashi ez al.
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1992). La localisation chromosomale de visB (63 min) ainsi que la complémentation d’un
mutant AubiH par surexpression de visB montrent qu’ubiH et visB sont les mémes geénes. En
cherchant la cause de la photosensibilité, les auteurs ont démontré que la souche AvisB est
photosensible a cause de ’accumulation du composé 5 (Nakahigashi er al. 1992). Ce
phénotype de photosensibilité n’est plus présent dans la souche AvisB AubiA qui n’accumule
plus le composé 5. visC est un gene localis¢ en opéron avec visB, mais la souche AvisC n’est

pas photosensible (Nakahigashi ez al. 1992).

Une recherche BLAST avec la séquence d’UbiH, a montré qu’une séquence codée par le géne
yleb comporte 31% d’identité de séquence et 46% de similarité de séquence avec UbiH (Kwon,
Kotsakis, et al. 2000). Ce géne a été caractérisé comme €tant requis pour la biosynthése de Q
puisque sa délétion entraine 1’accumulation de DMQg (composé 7, figure 12). La surexpression
de ce géne dans le mutant AubiF restaure la biosynthése de Qs et la capacité de ce mutant a
pousser sur un milieu respiratoire. L’ensemble de ces résultats démontre que la protéine

YLEB/UDiF est responsable de la réaction d’hydroxylation en C6.

La surexpression de CLK-1 (homologue d’UbiF chez C. elegans) et de COQ7 (homologue
d’UbiF chez Pseudomonas aeruginosa) dans un mutant AubiF rétablit la biosynthése de Qs.
(Stenmark et al. 2001; Adachi ez al. 2003). UbiF, quant a elle, restaure la capacité d’un mutant
ponctuel coq7 (chez S. cerevisiae) de pousser sur un milieu respiratoire et donc a rétabli la
biosynthese de Qs dans ce mutant (Tran ez al. 2006). 11 est important de mentionner qu’UbiF
est un homologue fonctionnel a Coq7. En effet, UbiF est une monooxygénase a flavine (voir
ci-dessous) alors Coq7 appartient a la famille des hydroxylases bi-nucléaires a fer (Stenmark

etal 2001).

L’alignement de séquences d’UbiF, d’UbiH et de PHHY (RopA de Pseudomonas aeroginosa ;
p-hydroxybenzoate hydroxylase, I’enzyme prototype des hydroxylases a flavine) révele une
identité de séquence entre ces 3 protéines (figure 18). Le motif DG (en rouge, figure 18) a été
proposé pour lier les groupements pyrophosphate du FAD et du NADPH chez PobA (Eppink
et al. 1997) alors que les résidus G298 et N300 (en rouge, figure 18) de PobA sont en contact

avec l'anneau isoalloxazine du FAD. Les structures de ces protéines (UbiH et UbiF) ne sont pas

disponibles.

sp|P25534|UBIH ECOLI ~  ----- MSVIIVGGGMAGATLALAISRLSHGALPVHLIEATAPESHAHPGFDGRAIALAAG 55
sp|P75728 |UBIF ECOLI MTNQPTEIAIVGGGMVGGALALGLAQHGFAVTVIEHAEPAPFVADSQP--DVRISAISAA 58
sp|P20586 | PHHY PSEAE —-—-MKTQVAIIGAGPSGLLLGQLLHKAGIDNVILERQTPDYVLGRIRAG-————— VLEQG 51

41



sp|P25534 |UBIH ECOLI
sp|P75728 |UBIF ECOLI
sp|P20586 | PHHY PSEAE

sp|P25534 |UBIH ECOLI
sp|P75728 |UBIF ECOLI
sp|P20586 | PHHY PSEAE

sp|P25534 |UBIH ECOLI
sp|P75728 | UBIF ECOLI
sp|P20586 | PHHY PSEAE

sp|P25534 |UBIH_ECOLI
sp|P75728 | UBIF ECOLI
sp|P20586 | PHHY PSEAE

sp|P25534|UBIH ECOLI
sp|P75728 |UBIF ECOLI

Introduction bibliographique

TCQQLARIGVWQSLADCATAITTVHVSDRGHAGFVTLAAEDYQLAALGQVVELHNVGQRL
SVSLLKGLGVWDAVQAMRCHPYRRLETWEWETAHVVFDAAELKLPLLGYMVENTVLQQAL
MVDLLREAGVDRRMARDGLVHEGVEIAFAGQRRRIDLKRLSGGKTVT——VYGQTEVTRDL

* * % . . . %

WOALEAHPKVTLRVPGSLIALHRHDDLQELELK-GGE--VIRAKLVIG ANSQVRQOMA
MEAREACGATTVYQAAEVRLHDLQGERPYVTFERDGERLRLDCDYIAG FHGISRQST

** . * %

FALLRKAPGVTLHCPDRVANVARTQSHVEVTLE-SGE--TLTGRVLVA. THSALATAC
C|

GVDWQQEPYEQLAVIANVATSVAHEGRAFERFTQHGPLAMLPMSDGRCS-LVWCHPLERR
GIGVHAWQYAQSCMLISVQCENDPGDSTWQQFTPDGPRAFLPLEDNWAS-LVWYDSPART
PAER-LKVFERVYPFGWLGLLADTPPVSHELIYANHPRGFALCSQRSATRSRYYVQVPLS

*

EEVLSWSDEKFCRELQSAFGWRLGK--ITHAGKRSAYPLALTHAARSITHR-TVLVGNAA
ROQLONMNMAQLOAEIAKHFPSRLGY--VTPLAAG-AFPLTRRHALQYVQPG-LALVGDAA
EKVEDWSDERFWTELKARLPSEVAEKLVTGPSLEKSIAPLRSFVVEPMQHGRLFLAGDAA

* . . x * K. kK

QTLHPIAGQ
HTIHPLAGQ

FINLGMRDVMSLAETLTQAQE--RGEDMGDYGVLCRYQQRRQSDREATIGV

€
E€VINLGYRDVDALIDVLVNARS--YGEAWASYPVLKRYQMRRMADNETIMQSG

115
118
109

172
175
169

231
234
228

288
290
288

346
348

sp|P20586| PHHY PSEAE HIVPPTGAKGL LAASDVSTLYRLLLKAYREGRGELLERYSAIC———LRRIWKAERFSWW 345
'k 'k'k .

sp|P25534 |UBTH_ECOLT TDSLVHLFANRWAPLVVGRNIGLMTMELFTPARDVLAQRTLGWVAR-~-~ 392

sp|P75728 | UBIF_ECOLT MDLFYAGFSNNLPPLRFMRNLGLMAAERAGVLKRQALKYALGL-~~~~~ 391

sp|P20586 | PHHY PSEAE

MTSVLHREFPDTDAFSQRIQQOTELEYYLGSEAGLATIAENYVGLPYEEIE 394
* . L.k .

. %

Figure 18: Alignement de séquences des différentes mono-oxygénases a flavine. L’alignement a été¢ généré
avec ClustalW2. Les mono-oxygénases sont: UbiH et UbiF d'E. coli, PobA (PHHY) de Pseudomonas aeruginosa
(Palfey et al. 1994). Les acides aminés strictement conservés sont représentés en rouge.

IIL.2.e.2.ii. Mécanisme catalytique de monooxygénases a flavine du groupe A:

UbiH et UbiF montrent une similarit¢ de séquence avec les monooxygénases
dépendantes d’un cofacteur a flavine. Ces 2 protéines font partie du groupe A de
monooxygénases a flavine ayant comme enzyme prototype la PHBH (para-hydroxybenzoate
hydroxylase) rencontrée notamment chez P. fluorescens (Huijbers et al. 2014). Les
monooxygenases du groupe A lient la FAD (Flavine Adénine Dinucléotide) et utilisent le
NAD(P)H comme cosubstrat.

Le cycle catalytique de PHBH a été largement étudié par spectrométrie stop flow et par
fluorescence et est résumé dans la figure 19.

Ce cycle est divisé en 2 parties
1978).

Dans la partie réductrice, I’enzyme contenant un FAD oxyd¢ interagit avec le NADPH et le p-

: une partie réductrice et une partie oxydative (Husain et al.

OHB (p-hydroxybenzoate) pour former un complexe a 3 composants (complexe tertiaire)
(Réaction 1, figure 19). Ce complexe tertiaire est important pour une réduction rapide et

controlée du FAD par le NADPH puisque la réduction du FAD est 100 000 fois moins rapide
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dans le complexe binaire formé par I’enzyme et le NADPH uniquement (Entsch, Ballou,
Husain, ef al. 1976). De plus, la présence du substrat (p-OHB) est importante afin de limiter la
réaction de la FAD réduite avec le dioxygeéne qui conduit a la formation d’H>0O; en absence de
substrat (Réaction 8, figure 19) (Entsch, Ballou, and Massey 1976). Aprés la réduction du
FAD, NADP" est libéré du complexe enzyme - p-OHB (Réaction 2, figure 19).

Dans la partie oxydative du cycle catalytique, I’enzyme contenant une FAD réduite réagit avec
le dioxygene pour former un intermédiaire flavine hydroperoxyde (Réaction 3, figure 19).
L’atome d’oxygene distal de I’hydroperoxide (en rouge, figure 19) est transféré au substrat pour

former le produit de la réaction, le 3,4-diOHB (3,4-dihydroxybenzoate ; Réactions 4 et 5, figure

R R
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Figure 19 : Mécanisme d’action des monooxygénases a flavine — groupe A. Adapté de (Palfey et al. 2010).

Dans la dernieére phase du cycle catalytique, une molécule d’eau est libérée de la FAD et le
produit final (substrat oxyd¢) est libéré (réaction 6, figure 19), aboutissant ainsi au complexe

enzyme-FAD oxydée, point de départ d’un nouveau cycle.

Outre ces investigations mécanistiques, la structure de PHBH de P. fluorescens a également été
résolue (Schreuder ef al. 1994). L’enzyme est un dimere contenant 3 domaines. Le domaine
localisé a I’extrémité N-ter contient la séquence Rossman Fold responsable de la liaison de la

FAD. Le domaine central contient un feuillet B responsable de la liaison du substrat. Le 3™
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domaine est localisé a I’extremité C-ter dont la fonction pourrait étre de constituer I’interface

entre les 2 sous-unités.

II1.2.e.3. Origine des atomes oxygéne :

Sur la base du cycle catalytique de PHBH et 1’identité de séquence entre cette derniére
et UbiH, UbiF, il est clair que les groupements hydroxyles ajoutés en C1 et C6 proviennent du
dioxygeéne. Cependant, [’origine des groupements hydroxyles de la molécule de Qg a été
déterminée avant la connaissance des séquences protéiques des hydroxylases. En effet, des
expériences de marquage ont été réalisées en incubant une souche sauvage en présence de 20,
dans un milieu respiratoire strictement aérobique contenant du succinate. L’analyse par
spectrométrie de masse du Qg biosynthétis¢ dans ces conditions a révélé une augmentation de
la masse m /z de +6 par rapport au Qs produit par des cellules cultivées en '°O, , indiquant que
3 atomes 30, sont incorporés dans la molécule de Qs (Alexander and Young 1978b). Afin de
déterminer la localisation des atomes d’oxygene marqués dans la molécule de Qs, les auteurs
ont effectué¢ des expériences d’échange d’atomes d’oxygene dans des conditions acides. Dans
ces conditions, seul 1’oxygeéne du groupement carbonyle est échangé mais 1’oxygene du
groupement méthoxyle ne D’est pas. Les résultats de cette expérience montrent que
I’incorporation de '®0, se fait aux positions 1, 5 et 6 (Alexander and Young 1978b).
L’ensemble de ces résultats montrent que 1’oxygene moléculaire fournit dans les groupements

hydroxyles ajoutés lors des réactions d’hydroxylation.

II1.2.e.4. Les réactions d’hydroxylation en anaérobie :

E. coli est capable de biosynthétiser du Qg en absence de dioxygene. Les différentes
souches AubiH, AubiF et AubiB cultivées dans des conditions aérobies ne biosynthétisent pas
Qs. Cependant, en anaérobie ces souches ont la capacité de biosynthétiser du Qg a un niveau
WT (Alexander and Young 1978a). Ainsi, il existe un systeme d’hydroxylation alternatif
indépendant de ces trois protéines pour catalyser les réactions d’hydroxylation en anaérobie
(Alexander and Young 1978a). Les autres mutants comme AubiG, AubiE sont déficients en
Qs en anaérobiose tout comme en aérobiose, indiquant que ces genes sont nécessaires dans les
deux conditions (Alexander and Young 1978a). Les geénes codant pour les hydroxylases
anaérobies ne sont pas connus. Dans le chapitre IV, je détaillerai notre étude visant a identifier

les hydroxylases anaérobies.
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II1.3. Régulation de génes de biosynthése de coenzyme Q :

Comme déja évoqué, le contenu en coenzyme Q varie en fonction de 1’oxygene. De plus, la
source de carbone (glucose, succinate, malate ...) pourrait influencer 1’expression des génes
essentiels pour la biosynthése de Q. Des études ont été faites sur 1’expression de quelques
genes : Les génes ubid et ubiC sont localisés en opéron et la régulation de I’expression de cet
opéron a été étudiée a I’aide de la construction ubidAC-lacZ (Kwon et al. 2005). Dans les
conditions aérobies, la construction ubi4C-lacZ montre une activité ¢levée en comparant avec
les conditions anaérobies (Kwon et al. 2005). Suzuki et al. (Suzuki et al. 1994) ont montré que
I’expression de I’opéron ubiCA est réprimée 2 a 3 fois par le glucose en comparant avec une
source de carbone respiratoire. L expression de 1’opéron ubiCA est beaucoup plus élevée en
présence d’oxygeéne en comparant avec un milieu fermentatif. Dans une souche mutante AarcA4
cultivée en condition anaérobique, 1’expression de I’opéron ubiCA est 50% plus élevée en
comparant avec une souche WT cultivée dans les mémes conditions alors que la mutation de
fnr n’a pas d’effet sur 1’activité de 1’opéron ubiCA-lacZ (Kwon et al. 2005), en accord avec

I’absence de sites de liaison de FNR au niveau de 1’opéron ubiCA (Salmon et al. 2003).

L’expression des génes ubiD et ubiX a également été étudiée par la fusion des promoteurs de
ces geénes avec le géne lacZ. L expression d’ubiD et ubiX dans les conditions aérobies dépend
de la source de carbone disponible dans le milieu : succinate >glycérol>glucose. La mutation
de fnr et d’arcA augmente 2,5 fois I’expression d’ubiX et 4 fois I’expression d’ubiD (Zhang
and Javor 2003). Ces résultats suggerent que 1’activité de ces deux protéines est influencée par

leur environnement.

Il a été démontré que I’étape de prénylation est limitante pour la biosyntheése de Qs. La
surexpression d’UbiA dans une souche sauvage WT entraine une augmentation de taux de

biosynthese de Qs (Xu et al. 2014).

I11.4. Biosynthése des naphtoquinones :

Les précurseurs des noyaux benzoquinone et naphtoquinone qui alimentent
respectivement les voies de biosyntheses de Qg et de MKy chez E. coli proviennent du

chorismate. Ceci a été démontré par Cox et Gibson en 1964 par utilisation de shikimate marqué
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(*C) et leur observation que ce shikimate marqué est incorporé dans la structure de
I’ubiquinone et des naphtoquinones (Cox et al. 1964).

Les 2 voies de biosynthése utilisent également 1’octaprényl-pyrophosphate. Pour le reste, les 2
voies sont indépendantes a I’exception de I’étape de C-méthylation catalysée par UbiE qui
entraine la formation de MKs a partir de DMKg (Wissenbach et al. 1992).

6 enzymes Men (MenB-MenF, MenH)) sont nécessaires pour synthétiser le 1,4-dihydroxy-2-
naphtoate (DHNA) a partir de chorismate (figure 20). DHNA est ensuite prénylé par menA

pour former DMKg puis UbiE assure la méthylation pour former MKs.
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Figure 20 : Voie de biosynthése de noyau naphtoquinone : DHNA, 1,4-dihydroxy-2-naphthoate; R, chaine
octaprényle; OSB, o-succinylbenzoate; SEPHCHC, 2-succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexene-1-acide
caboxylique; SHCHC, (1R, 6R)-2-succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadiene-1-acide carboxylique; OPP, octaprényl
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diphosphate; AdoMet, S-adenosylmethionine; AdoHcy, S-adenosylhomocysteine. D’apres (Nowicka and Kruk
2010).

De nombreuses bactéries (Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Streptomyces coelicolor
et Thermus thermophilus) sont capables de biosynthétiser MK alors qu’aucun homologue des
genes men n’est présent (sauf menA). Ainsi, la seconde voie de biosynthese, appelée la voie de
futalosine a été découverte récemment (Hiratsuka er al. 2008). Dans cette voie, 4 enzymes

mgqn (mgnA-D) sont nécessaires pour former le DHNA (figure 21).
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Figure 21 : Voie alternative de biosynthése du noyau naphtoquinone : DHFL, dehypoxanthinylfutalosine.
D’apres (Nowicka and Kruk 2010).

UbiA et MenA appartiennent a la famille de polyprényltransférases. Alors que la réaction de
prénylation de la téte polaire par MenA se fait tardivement dans la voie de biosynthése de
naphtoquinones (avant derniere étape), cette réaction intervient tot dans la voie de biosynthese
de Qg. Ceci implique que la plupart des intermédiaires de biosynthése de MK sont hydrosolubles
alors que ceux de la biosynthése de Qg sont liposolubles et donc localisés dans la bicouche

lipidique.
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IV. L’organisation des protéines de biosynthese de Q en
complexe : conservée ou non ?

L’organisation supramoléculaire des protéines de biosynthése de Q a été étudiée
principalement chez S. cerevisiae et dans une moindre mesure chez E. coli. Des techniques
biochimiques (Blue Native PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (BN-PAGE) ; filtration sur gel
et immunoprécipitation) ont permis de mettre en évidence I’existence d’un complexe de

biosynthese de Q.

IV.1. Mise en évidence d’un complexe protéique chez S. cerevisiae :

Des expériences de protéolyse sur mitochondries isolées (par la protéinase K) ont établi
que les protéines Coq sont situées dans la matrice mitochondriale et que la plupart d’entre elles
sont regroupées en complexe soluble associ¢ a la membrane interne mitochondriale (Poon ef
al. 1999; Belogrudov ez al. 2001; Baba et al. 2004; Gin ef al. 2003; Tran et al. 2006; Hsieh
et al. 2007). Coq2 est la seule protéine Coq de levure qui posséde des domaines
transmembranaires et elle se comporte comme une protéine membranaire intégrale (Ashby ez
al. 1992). Les intermédiaires de biosynthése du coenzyme Q possédant la chaine polyisoprényle
sont hydrophobes et donc ancrés dans la membrane. Ainsi, la localisation des protéines Coq
pose un probleme d’accessibilité des intermédiaires a ces protéines pour que les différentes

modifications du noyau aromatique puissent étre effectuées.

IV.1.a. Les mutants Acoq accumulent du HHB :

Les mutants de délétion des génes codants pour les protéines allant de Coq3 a Coq9 accumulent
principalement le méme intermédiaire, le HHB, le produit de Coq2 (composé 2 sur la figure
12), au lieu des intermédiaires correspondants dans la voie de biosynthése du coenzyme Q. Ceci
s’explique par le fait que la stabilit¢ des protéines Coq4, Coq6, Coq7 et Coq9 est
significativement diminuée dans les mitochondries isolées de mutants Acog (Baba et al. 2004;
Belogrudov et al. 2001; Gin et al. 2005; Hsieh et al. 2007; Hsu et al. 2000; Tran et al. 2006).

Ainsi, la délétion d’un seul géne COQ entraine I’absence de plusieurs protéines Coq et donc
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I’inactivation de la voie de biosyntheése a plusieurs étapes, empéchant la formation de
I’intermédiaire directement en amont du géne inactivé. De plus, il a été démonté que la présence
d'une protéine Coq inactive (mutant ponctuel) n'est pas équivalent a I'absence de cette protéine
causée par la délétion du gene. Par exemple, la surexpression d'UbiF d'E. coli rétablit la
biosynthése du coenzyme Q dans le mutant ponctuel cog7 (E194K), mais pas dans le mutant
Acoq7 (Tran et al. 2006). D'une manicere similaire, la biosynthése du coenzyme Q est rétablie
dans les mutants ponctuels cog5-2 et cog3-5 (dans lesquels les niveaux protéiques de Coq3,
Cog4 et Cog5 sont normaux) par la surexpression d'UbiE (I'homologue du Coq5) d’E. coli
(Baba et al. 2004). Ce n’est pas le cas dans un mutant Acog5. Par ailleurs, les protéines Coq3
et Coq7 sont stables dans le mutant ponctuel cog4-1 (E226K), tandis qu'elles sont dégradées
dans le mutant Acog4 (Belogrudov et al. 2001). Ainsi, la stabilité des protéines Coq dépend de
la présence des autres protéines Coq. D'une maniére intéressante, 1'ajout de coenzyme Qg
exogene entraine la stabilisation des niveaux protéiques de Coq3 et Cog4 dans le mutant Acog7
(Tran et al. 2006) ,suggérant que le coenzyme Q lui-méme pourrait jouer un role dans la

stabilité de I’assemblage supra-moléculaire des protéines Coq.

IV.1.b. La surexpression de Coq8 stabilise le complexe protéique :

Il a été démontré récemment par notre équipe que la surexpression de Cog8 entrainait la
stabilisation de la plupart des protéines Coq dans les mutants Acoq (Xie et al. 2012). Cog8 joue
un role dans la phosphorylation de protéines Coq3, Coq5 et Coq7 (Xie et al. 2011). Nous avons
mis en évidence que ’activité kinase de Coq8 était a la base de son role stabilisateur du
complexe multiprotéique nécessaire a la biosyntheése de Qs. Cette stabilisation des protéines
Coq a pour conséquence d'entrainer 1’accumulation d’intermédiaires diagnostiques de 1’étape
déficiente de la voie de biosynthése du coenzyme Qs dans les mutants Acoq. En effet, les
intermédiaires accumulés DDMQ (composé 6, figure 12) et DMQ (composé 7, figure 12) par
les mutants Acog5 et Acoq7 respectivement surexprimant Coq8 sont en accord avec
I'implication démontrée de Coq5 dans la réaction de méthylation en C2 et de Coq7 dans 1I’étape

d’hydroxylation en C6 (Xie ef al. 2012).

IV.1.c. Caractérisation du complexe protéique :
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Différentes méthodes biochimiques ont démontré I’existence d’un complexe multiprotéique de
biosynthése de Qs. En 2005, Marbois ef al. ont montré que les protéines Coq3, Cog4 et Coq6
coéluent a une taille de 700 kDa par filtration sur gel et que Coq3 et Coq4 co-migrent a une
taille supérieure a 1000 kDa sur un gel BN-PAGE en utilisant des extraits mitochondriaux
solubilisés avec la digitonine (figure 22) (Marbois et al. 2005). Plus tard en 2007, Tran et
Clarke ont démontré que Coq2 co-migre avec Coq3, Cog4, Coq7 et Coq9 sur BN-PAGE et que
Coq9 co-¢lue avec Coq3, Cog4, Coq5 et Coqg8 par filtration sur gel (Tran et al. 2007). De plus,
il a été démontré que la protéine Coq9-HA est co-immunoprécipitée avec les protéines Cog4,
Coq5, Cogb6 et Coq7 (Tran and Clarke 2007). Récemment, une nouvelle protéine Coql1 a été
mise en évidence par le laboratoire de Catherine Clarke (Allan et al. 2015). Ces auteurs ont
montré par des expériences de filtration sur gel que Coql1 co-¢lue avec Cog4, Coq5 et Coq7 et
que Coqll co-immunoprécipite avec Coq3, Coqb et Coq9 grace a des expériences de co-

immunoprécipitation.

PM
—top

_669
—440
_232

a-Coq4 a-Coq3

Figure 22 : Association de Coq3 et Coq4 dans un complexe de taille moléculaire supérieure a 1000 kDa :
Analyse sur BN-PAGE des extraits mitochondriaux d’une souche WT solubilisés par la digitonine. Le signal dans
A a été détecté par un anticorps polyclonal dirigé contre Coq4. Le signal dans B a été détecté par stripping de la
méme membrane de A et en utilisant un anticorps polyclonal dirigé contre la protéine Coq3. D’aprés (Marbois et
al. 2005).
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Tous ces résultats ont permis de confirmer la présence d’un complexe protéique (ou de plusieurs
sous-complexes) regroupant les protéines Coq et de proposer un modele de répartition de ces

protéines au niveau de la membrane interne mitochondriale (figure 23).

) 29 Intermembrane space
! . | | l | /‘\
oH - 1 ey R I Coq4 Coqd
e \ . Cogb Coq7
O:I{’.o-lllzo \ \ ?Foqzr__mCOqg ‘ j Coq9 Matrix
o o Coql “-J '

e R R=OH, NH,

Figure 23 : Modéle de complexe protéique mitochondrial proposé chez S. cerevisiae. La stoechiométrie
représentée dans ce modéle est théorique. Le coenzyme Q est localisé au milieu de la membrane interne
mitochondriale (molécule rouge) alors que les intermédiaires de biosynthése (molécules grises) sont liées a travers
leur queue polyisoprényle par Coq4 et sont présentés aux différentes protéines pour assurer la modification de
substituants. D’aprés (Allan et al. 2015).

Dans ce modéle, les 3 protéines Coql, Coq2 et Coql0 ne sont pas montrés en association avec
le complexe. Coql0 pourrait lier les intermédiaires de biosynthése et fonctionner comme une
protéine chaperone pour la biosynthése de novo de Q (Allan et al. 2013). Cog8 est essentielle
pour la phosphorylation de Coq3, Coqg5 et Coq7 et se trouve en association avec Coq6 (Xie et
al. 2011). Dans ce modele, le role de Cog4 est hypothétique puisque la s€quence d'acides aminés
de Cog4 ne montre pas d'homologie significative avec des domaines connus ou avec des motifs
de protéines qui présentent des activités enzymatiques connues. En fait, Rea et al. ont suggéré
que Cog4 peut lier la queue polyisoprényle des intermédiaires de la voie de biosynthese du
coenzyme Qs permettant ainsi la modification du noyau aromatique par les autres protéines Coq
(Rea et al. 2010). Coql1 est en association avec Cog4, Coq5 et Coq7. L’analyse lipidique des
¢luats de co-précipitation montre I’association de Qs et de DMQg avec le complexe (Marbois
et al. 2005). Ce complexe pourrait aussi €tre ancré a la membrane et stabilisé par I'intermédiaire
d'autres protéines non caractérisées et/ou des composants lipidiques comme la DMQs.
Toutefois, le nombre de copies de chaque protéine est hypothétique car la steechiométrie n’a
pas été¢ déterminée. Des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer la
steechiométrie des composants protéiques et des lipides du complexe, pour ¢lucider la nature

des associations a la membrane et pour identifier d'autres constituants potentiels.
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IV.2. Mise en évidence d’un complexe protéique chez les mammiféres :

Un complexe de biosyntheése de Qio chez les mammiféres n’a jamais été décrit. Récemment,
Lohman ef al. ont démontré que la délétion de COQ9 entraine une diminution de 1’abondance
des autres protéines Coq (Lohman et al. 2014). Cela suggere que la stabilité des protéines Coq
humaines est interdépendante tout comme la situation rencontrée chez S. cerevisiae. De plus,
la résolution de la structure cristallographique de Coq9 a révélé un site de liaison des lipides et
sa purification apres son expression hétérologue chez E. coli ou dans des germes de blé a
démontré la copurification de plusieurs lipides (majoritairement phosphatidylcholine,
phosphatidyléthanolamine, phosphatidylglycérol) ainsi que le coenzyme Q. Le réle de Coq9
(qui n’a pas d’homologue chez E. coli) semble étre limité & Coq7 puisqu’une souris dans
laquelle Coq9 est partiellement inactivé accumule du DMQo, le substrat de Coq7 (Lohman e?
al. 2014; Garcia-Corzo et al. 2013). Ainsi, les auteurs proposent que 1’interaction de Coq9
avec Coq7 est importante pour que Coq9 puisse présenter I’intermédiaire lipidique DMQo a
Coq7. Ces résultats pourraient aller dans le sens de présence d’un complexe protéique de

biosynthese de Q chez les mammiferes.

IV.3. Mise en évidence d’un complexe protéique chez E. coli :

La présence d’un complexe de biosynthése de Q chez E. coli a été beaucoup moins
étudiée que chez S. cerevisiae. Seule une étude ancienne (Knoell 1979) documente la présence
d’un complexe multiprotéique soluble de masse 2000 kDa capable de biosynthétiser Qsg, mais
les composants de ce complexe ne sont pas identifiés. Dans cette étude, une souche sauvage
d’E. coli a été cultivée dans des conditions anaérobies en présence de glycérol-fumarate comme
source de carbone et de 4-HB marqué (4-hydroxy['*C]benzoate). Ces conditions favorisent
I’accumulation d’OPP marqué (composé 3, figure 12) dont il est possible de suivre la
conversion en Qg apres exposition a l’air. La sonication du culot cellulaire suivie d’une
ultracentrifugation a 40 000g du lysat permet de séparer la fraction soluble (surnageant) de la
fraction membranaire (culot). Environ 50% de I’OPP a été¢ détecté dans le surnageant. Une
chromatographie sur gel de la fraction soluble a permis d’isoler une fraction de haut poids
moléculaire contenant de I’OPP marqué (composé 3, figure 12). L’activité de cette fraction a
été testée in vitro par addition de la SAM et du dioxygene et a montré que le pool d’OPP marqué

est converti en Qg marqué. De plus, I’addition du triton X-100 inhibe la formation de Qs ce qui
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indique que le complexe contenu dans cette fraction est stabilisé par des interactions

hydrophobes (Knoell 1979).

Avant le début de la thése, nos collaborateurs a Marseille (Laboratoire de Chimie Bactérienne,
Equipe Barras) ont testé 1’interaction des protéines Ubi entre elles par un systeme de double

hybride bactérien (données non publiées).

UbA — b,

UbiG
UbiE ] YjgP NN UbiF
/=== ubiD
VisC e

Yqic N~ UbiH

UbiX

Figure 24 : Interaction des protéines Ubi par double hybride bactérien. Les traits épais, normaux et pointillés
représentent une interaction dans les deux sens, dans un seul sens et faible, respectivement. Une interaction dans
le double sens signifie que le domaine A de I’adénylate cyclase fusionné a la protéine 1 en N-ter interagit avec le
domaine B de 1’adénylate cyclase fusionné a la protéine 2 en N-ter et a I’inverse le domaine B-protéine 1 interagit
avec le domaine A-protéine 2. Une interaction dans un seul sens signifie que I’une de ces constructions fonctionne.

Ce systeme de double hybride bactérien consiste a lier une protéine Ubi (protéine 1) a un

domaine (A) de I’adénylate cyclase (en N-ter

) et une autre protéine Ubi (protéine 2) a I’autre domaine (B) de 1’adénylate cyclase. Le test est
effectué chez la bactérie E. coli directement. L’interaction entre les domaines A et B induit
I’activité de I’adénylate cyclase visualisable grace a la production de ’AMPc et traduit une
interaction entre les protéines Ubi (1 et 2). Les résultats obtenus montrent bien que la plupart
des protéines Ubi interagissent (figure 24). Cependant, ce type d’expérience ne permet pas
d’établir si ’interaction entre les différentes protéines est directe ou indirecte (médiée par une

autre protéine Ubi par exemple).
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V. But du travail :

Le sujet de thése est formé de deux axes majeurs :

- Elucidation du role de nouveaux acteurs de biosynthése de Qg chez la bactérie Escherichia

colli.

- Caractérisation d’un complexe multiprotéique de biosyntheése de Qs.

Ce projet est développé en collaboration avec le laboratoire de Chimie Bactérienne a Marseille
(essentiellement pour la génétique et la biologie cellulaire) et le laboratoire de Chimie des
Processus Biologiques au College de France a Paris (pour les études structurales et

fonctionnelles des protéines purifiées).

D’aprés le schéma de la figure 12, les enzymes responsables de trois réactions d’hydroxylation
semblent étre connues : hydroxylations en C1, C5 et C6 (réactions e,g et 1). UbiH et UbiF
possédent des motifs caractéristiques des monooxygénases a Flavine (Kwon, Kotsakis, ef al.
2000). La fonction de monooxygénation attribuée a UbiB est discutable car UbiB n’a pas
d’homologie de séquence avec des monooxygénases mais avec des kinases. Nous pensions
donc qu’il existe une monooxygénase non identifiée qui catalyse I’hydroxylation en C5. Le
chapitre I rapporte les différents éléments qui nous ont permis de démontrer que VisC,
renommée Ubil dans la suite de ce manuscrit est une monooxygénase a flavine qui catalyse

I’hydroxylation en CS5. Ce travail a donné lieu a une publication dans JBC en 2013.

En collaboration avec le groupe de Fréderic Barras a Marseille, nous avons trouvé que la
mutation du gene yigP, situé¢ dans un opéron entre ubiB et ubiE, diminue trés fortement la
biosynthese aérobique de Qs. D’autre part, dans une étude a grande échelle, les souches AyqiC
et Aubil montrent une sensibilit¢ commune a de nombreux produits chimiques (méme
chimiotype) (Nichols ef al. 2011). Ces corrélations reflétent souvent une implication des génes
dans un méme processus cellulaire et nous avons en effet pu démontrer que la protéine YqiC
est impliquée dans la biosynthése aérobique de Qs. Le chapitre II décrit I’effet de la délétion
d’yigP (renommée ubiJ) et d’yqiC (renommée ubiK) sur la biosynthése de Qs. La localisation
cellulaire et le degré d’association a la membrane des protéines UbiJ et YqiC ont été aussi

¢tudiés suite a la mise au point du fractionnement cellulaire décrite aussi dans cette partie.
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La deuxiéme partie de la thése est consacrée a 1’étude du complexe de biosynthése de Qs chez
E. coli. Comme je I’ai précédemment évoqué, I’existence d’un complexe de biosynthése de Q
a été démontrée uniquement chez la levure S. cerevisiae (Tran and Clarke 2007; Allan et al.
2015). Néanmoins, nous pensons que 1’existence d’un tel complexe chez d’autres organismes
qui produisent Q est rationnelle. En effet, les intermédiaires de biosynthese de Q en aval de la
réaction catalysée par la polyprényle transférase Coq2/UbiA sont trés hydrophobes du fait de
la chaine polyprényle et sont donc vraisemblablement enchassés dans la membrane. La plupart
des protéines de biosynthése de Q ne présentent pas de domaine trans-membranaire, mis a part
Coq2/UbiA. Ainsi, il serait logique que ces protéines « solubles » soient associées a la
membrane grace notamment a des interactions avec la polyprényle transférase afin d’avoir
acces a leur substrat : les intermédiaires de biosynthese de Q qui sont localisés dans la
membrane. La mise en évidence d’un complexe impliquant plusieurs protéines Ubi est
rapportée dans le chapitre III. Les analyses par BN-PAGE effectuées en utilisant plusieurs
souches contenant une protéine Ubi étiquetée par un tag SPA sont décrites dans ce chapitre. De
plus, les résultats obtenus par Western Blot du gel BN-PAGE sont aussi confirmés par analyse
protéomique des fragments de gel BN-PAGE. L’ensemble des résultats obtenus dans ce
chapitre nous a permis de proposer un modele de répartition des protéines Ubi au sein de la

membrane plasmique.

Enfin, nous nous sommes intéressés a la biosynthése de Q dans des conditions de cultures
anaérobies. Nos résultats montrent 1’existence « d’hydroxylases anaérobies », inconnues a ce
jour, qui remplacent les hydroxylases aérobies UbiH, Ubil et UbiF. Dans le chapitre IV, je
détaille I’approche phylogénétique dont nous sommes partis pour identifier un géne important
pour la biosynthése de Q spécifiquement en conditions anaérobies. Nous avons également
cherché a préciser la source des groupements hydroxyles qui sont ajoutés lors des réactions

d’hydroxylation anaérobies.
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Matériels et méthodes

A- Matériels
1- Souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes construites par Laurent Loiseau (LCB, Marseille) et utilisées dans

cette étude sont listées dans le tableau ci-dessous :

Souche Génotype
MG1655 F-lambda- ilvG-rfb-50 rph-1
Aubil MG1655 Aubil :: kan
AubiJ MG1655 AubiJ :: kan
AubiK MG1655 AubiK :: kan
AubiH MG1655 AubiH :: kan
AubiE MG1655 AubiE :: kan
AubiF MG1655 AubiF :: Kan
AubiEAubil MG1655 AubilE :: kan Aubil
AubiFAubil MG1655 AubilF :: kan Aubil
Ubi-SPA
Ubi-(A, B, C, E, F, G, H, I, J, K, X)-SPA MG1655 ubi-SPA :: kan
et YhbT-SPA

MG1655 yhbT-SPA :: kan
MG1655 AubiK ubi-SPA :: kan

Ubi-SPA AubiK
Ubi-(I, H, F, J)-SPA AubiK
Ubi-SPA AubiJ
Ubi-(I, H, F)-SPA AubiJ

MG1655 AubiJ ubi-SPA :: kan

AubilAubiK MG1655 AygiF :: Cat AubilAubiK :: kan
AubiEAubiK MG1655 AygiF :: Cat AubiEAubiK :: kan
AubiFAubiK MG1655 AygiF :: Cat AubiFAubiK :: kan
AubiCAubiK MG1655 AygiF :: Cat AubiCAubiK :: kan
AyhbT MG1655 AyhbT :: kan
AyhbS MG1655 AyhbS :: kan
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Tableau 1 : Souches bactériennes utilisées. kan
résistance au chloramphénicol.

. cassette de résistance a la kanamycine ; Cat : cassette de

Le tag SPA est la répétition de trois séquences flag séparées de CBP (calmodulin binding
protein) par une séquence de clivage a la TEV. Ce tag est de taille 8 kDa, inséré directement

dans le chromosome du co6té 3’ du gene.

2- souche de levure

Souche

Acogb

Génotype
MATa; his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 COQ6::kan MX4

Origine

Euroscarf

Tableau 2 : Souche de levure utilisée provenant d’Euroscarf (European S. cerevisiae Archive for Functional
Analysis).

3- Vecteurs plasmidiques utilisés

Tous les plasmides ont été construits par Laurent Loiseau et Laurent Aussel (S.typhimurium)

au LCB a Marseille et sont listés dans le tableau ci-dessous :

Nom du vecteur | Organisme héte Caractéristiques Origine
pRS423+COQ8 S. cerevisiae pRS423 contenant le géne COQS8
de S. cerevisiae avec son propre .
. . Ce travail
promoteur et terminateur cloné en
utilisant les enzymes de (Hajj
restriction EcoRI et Xhol. Chehade et
al. 2013)
pRS416+COQ6 S. cerevisiae pRS416 contenant le géne
COQ6 de S. cerevisiae avec le Ce travail
promoteur Met25 cloné en
utilisant les enzymes de (Hajj
restriction Xbal et Xhol. Chehade et
al. 2013)
pRS426 TDH3-ubil S. cerevisiae ubil A’E. coli précédée d’une Ce travail
réséquence F1PB de Neurospora .
. cngssa ! (Hajj
Chehade et
al. 2013)
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pBAD24 E. coli vecteur d’expression. sé¢lection | (Guzman et
par ampicilline al. 1995)
ptrC99A E. coli vecteur d’expression. sélection Amersham
par ampicilline
pET-ubil-his6 E. coli L’ORF d’ubil dI’E. coli avec une | Ce travail
séquence 6-His a I’extrémité 3°. (Hajj
Sélection par Ampicilline 1
Chehade et
al. 2013)
pBAD-ubil E. coli ubil I’E. coli cloné dans le
vecteur pPBAD24. Induction par .
. I Ce travail
Arabinose et sélection par
ampicilline (Hajj
Chehade et
al. 2013)
ptrC-ubily E. coli ubil tronquée (sans les résidus
366-400) cloné dans le vecteur Ce travail
ptrC99a. Sélection par
ampicilline. (Hajj
Chehade et
al. 2013)
pBAD- E. coli ubil I’E. coli avec des mutations
ubil[G301AN303D] G301A-N303D clonée dans un Ce travail
vecteur pPBAD24. Induction par ¢ trav
arabinose et sélection par (Hajj
ampicilline. Chehade ef
al. 2013)
pubiJ S. Typhimurium | pBAD24 contenant le géne ubiJ
E. coli d’E. coli ou de Salmonella (201 .
. . Ce travail
acides amingés)
sélection par ampicilline (Aussel,
Loiseau, et
al. 2014)
pubiJ N-ter S. Typhimurium pBAD24 exprimant les 120
acides aminés localisés en N- Ce travail
ter d’UbilJ; ¢frava
sélection par ampicilline (Aussel,

Loiseau, et
al. 2014)
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pubiJ 63C S. Typhimurium pBAD24 exprimant les 63
derniers acides aminés localisés )
Ce travail
en C-ter ;
sélection par ampicilline (Aussel,
Loiseau, et
al. 2014)
pubiJ 50C S. Typhimurium pBAD24 exprimant les 50
E. coli derniers acides aminés localisés .
Ce travail
en C-ter ;
sélection par ampicilline (Aussel,
Loiseau, et
al. 2014)
pubiJ 50C+1 S. Typhimurium pBAD24 exprimant les 63
derniers acides aminés localisés Ce travail
en C-ter avec modification du
cadre de lecture d’un seul (Aussel,
nucléotide apres la méthionine ; .
] . . Loiseau, et
sélection par ampicilline
al. 2014)
pubiJ 50C+2 S. Typhimurium pBAD24 exprimant les 63
derniers acides aminés localisés Ce travail
en C-ter avec modification du v
cadre de lecture de deux (Aussel,
nucléotides apres la méthionine ; .
, . R Loiseau, ef
sélection par ampicilline
al. 2014)
pubiJ 35C S. Typhimurium pBAD24 exprimant les 35
derniers acides aminés localisés .
Ce travail
en C-ter ;
sélection par ampicilline (Aussel,
Loiseau, et
al. 2014)
pubiK E. coli ptrC99A cont’enant l.e geéne ubikK Ce travail
d’E. coli
Sélection par Ampicilline
pyhbT E. coli ptrC99A contenant le gene yhbT Ce travail

d’E. coli
Sélection par Ampicilline

Tableau 3 : Liste des plasmides utilisés dans la these.
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4- Milieux de culture

4-a- Culture d’E.coli

Différents milieux de culture sont utilisés :

Milieu riche liquide LB (Luria Broth : 10g/L tryptone, 5g/L d’extraits de levure et 10g/L
de NaCl). De I’arabinose (0,2%) a été ajouté dans ce milieu pour 1’induction des geénes

soumis au contrdle du promoteur du vecteur pBAD.

Milieu solide LB-agar (10g/L tryptone, 5g/L d’extraits de levure, 10g/L de NaCl et
15g/L agar).

Culture en présence d’eau marquée H»'®O : Du LB est dissous dans 1 mL d’eau marquée
puis stérilisé par filtration. Ensuite, le milieu a été congelé puis rentré dans une boite a

gants sous atmosphere d’azote.

Les antibiotiques : kanamycine, ampicilline et chloramphenicol sont dilués a 1/1000 a
partir d’une solution stock a 0.1 M conservée a -20°C et stérilisée par filtration (kan,
amp). Les stocks de kanamycine et de I’ampicilline sont préparés par dissolution de la
poudre dans 1’eau, le chloramphénicol est préparé dans de I’éthanol. Ces antibiotiques
sont utilisés pour assurer la sélection des bactéries et des mutants de délétion construits

avec un gene de résistance a I’antibiotique correspondant.

4-b- Culture de S. cerevisiae

Milieu synthétique liquide YNB sans pABA sans folate (0.17% Yeast Nitrogen Base
(YNB), 0.5% sulfate d’ammonium ((NHa4)>SO4) qui est autoclavé puis nous ajoutons les
solutions stériles suivantes : 10 uM de 4-HB (sigma), 2% galactose et 0,4% glucose et
les acides aminés et nucléotides (en quantité telle que décrite dans (Sherman 2002))
pour lesquels la souche est auxotrophe. Ce milieu a été utilisé pour la culture de la
souche Acog6 transformée avec les plasmides portant les génes COQS8 et/ou COQ6 et
ubil.
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- Milieu synthétique solide avec la méme composition que le milieu liquide ci-dessus
auquel est ajouté du bacto-agar (15g/L), 10 uM du 4-HB et 2% glucose (milieu
fermentatif) ou 2% lactate-glycérol (milieu respiratoire). Ce milieu a été utilisé pour les
tests de dilution en série pour évaluer la croissance du mutant cog6 transformé ou non

par Ubil+Coq8 (chapitre I).

5- conditions de culture :

A partir d’une préculture sur la nuit, les cellules sont inoculées a une DOgoo=0,05. Les
cultures en aérobie ont été arrétées en phase exponentielle de croissance (DOsoo=1-1,5) sauf
pour les cultures utilisées pour le fractionnement cellulaire (culture arrétée en fin de phase
exponentielle DOsoo=1,5-2) et les cultures en anaérobie ont été arrétées en phase exponentielle
de croissance (DOgoo=1). Les tubes en verre ou les falcons ont été mis sur glace pendant environ

30 minutes puis le milieu a été centrifugé afin de récupérer le culot cellulaire.

- Les cultures en aérobie sont effectuées dans des tubes en verre de 15 cm de longueur et

de 2 cm de diametre dans 5 mL de milieu et sont incubées a 37°C sous agitation 200

rpm.

- Les cultures en aérobie des souches Ubi-SPA utilisées pour le fractionnement et les
expériences de BN-PAGE sont effectuées dans des flasques Erlenmeyer (erlens) de 2L

contenant 1L du milieu riche LB a 37°C sous agitation 200 rpm.

- Les cultures en anaérobie sont faites dans des tubes falcons de 15 mL remplis totalement
et bien fermés. Les tubes sont incubés dans une étuve a 37°C sans agitation. L’oxygene
dissout dans le milieu est rapidement consommé en début de culture, ce qui conduit a

I’obtention de conditions anaérobies.

- Culture anaérobique en présence d’eau marquée : du LB est dissout soit dans 2 mL d’eau
marquée, soit dans 2 mL d’eau non marquée. Les milieux ont été congélés avec de
I’azote liquide et dégazés dans le sac a vide de la boite a gants (BAG) par exposition a

trois cycles d’azote effectués manuellement a I’aide d’un manovacuomeétre a aiguille (0-
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1 bar). Ensuite, les milieux ont été rentrés dans la BAG et dégazés toute la nuit en
laissant les tubes ouverts (la culture est alors strictement anaérobique dés le début de
I’expérience). 1,5 mL de cellules cultivées en anaérobiose sont centrifugées et la grande
partie du surnageant est jetée a I’intérieur de la boite a gants. Le culot est repris dans la
partie du surnageant qui reste (environ 40 uL). Les cultures démarrent avec 4 pL
d’inoculum. Les cultures anaérobies sont incubées dans un thermomixer a 37°C sans
agitation a I’intérieur de la BAG pendant une journée (=<9h). Les cultures aérobies sont

faites dans des tubes en verre sous agitation a 37°C hors de la boite a gants.

Purification de DQsg : La souche AubiE a été cultivée dans 2 erlens de 2L totalement
remplis et bien fermés par des bouchons et filmés par du Parafilm pour empécher
I’entrée de I’air. La culture se fait sans agitation a 37°C pendant une journée (=9h) et

arrétés a un DOgpo=2.

Purification de 4-HPsg : 1a souche Aubil a été cultivée en milieu LB dans un fermenteur

de 12L (mode d’alimentation par Batch) a 37°C sous agitation de 450 rpm.

Les cultures de levures ont été effectuées dans des erlens de 50 mL contenant 10 mL de

milieu de culture a 30°C sous agitation 200 rpm.

6- Anticorps utilisés

Anticorps primaires : Anti-SPA (monoclonal) (Sigma) produit chez la souris reconnait
la séquence flag des protéines Ubi-SPA et utilis¢ a la dilution de 1/3000 ; anti-RpoA
(don du Prof. Dominique Schneider) produit chez la souris reconnait la protéine soluble
RpoA et utilisé a la dilution de 1/2000 ; anti-NikA (don du Dr. Christine Cavazza)
produit chez le lapin, reconnait la protéine périplasmique exprimée en anaérobiose NikA
et utilisé a la dilution de 1/3000 ; anti-LamB (don du Prof. Dominique Schneider)
produit chez le lapin, reconnait la protéine membranaire LamB et utilisé¢ a la dilution
de 1/2000.

Anticorps secondaires : Nous avons utilisé un anticorps anti IgG de souris (pour anti-

SPA et anti-RpoA) et un anti-IgG de lapin (pour anti-LamB et anti-NikA). Ces deux
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anticorps sont couplés a la peroxydase de Raifort (HRP) et sont utilisés en western blot

a la dilution 1/5000.

B-Méthodes

1- Préparation des fractions membranaires des souches Ubi-SPA par
fractionnement cellulaire

La souche UbiK-SPA a été cultivée dans 1L de milieu riche LB. A la fin de la phase
exponentielle (DO=2), les cellules ont été récoltées par centrifugation du milieu a 5000 g, a 4°C
pendant 10 minutes. Le culot cellulaire a été ensuite repris dans quelques mL d’eau froide pour
faire un lavage et une nouvelle centrifugation a été faite (identique a la premiere). Le culot a

¢été ensuite repris dans 30 mL de I'un des tampons de lyse décrits dans le tableau ci-dessous :

Tampons Tampon 1 Tampon 2 Tampon 3 Tampon 4
50 mM Imidazole /HCI ; 50 mM 50 mM Tris HCI 50 mM Bis Tris
pH=7 Imidazole /HCI ; pH=8 pH=7
50 mM NaCl pH=7 10% glycérol 1 mM PMSF
composition I mM EDTA 50 mM NaCl 1 mM MgSO4
1 mM PMSF 1 mM EDTA 1 mM PMSF
250 mM Sucrose 1 mM PMSF
Référence Adapté de (Wittig et al. (Wittig et al. 2006) | (Papanastasiou ef | Adapté de (Guiral
2006) al. 2013) et al. 2009)

Tableau 4 : Composition des tampons de lyse utilisés pour lyser les cellules et effectuer le fractionnement
cellulaire.

La lyse des cellules se fait par presse de FRENCH comme suit : la suspension bactérienne est
chargée dans la chambre de compression (35 mL) a 4°C. Les cellules sont ensuite tres fortement
comprimées avec une pression de 16000 psi qui est appliquée a 1’aide d’un vérin hydraulique
puis sont ensuite libérées au travers d’un orifice de faible diameétre. Cette étape entraine une
variation de pression violente qui permet de lyser tres efficacement les cellules. Les cellules

lysées sont récupérées dans un tube falcon sur glace. A I’issue de la lyse, les débris ont été

64



Materiels et Methodes

¢liminées par centrifugation du lysat a 4°C a 4000 g pendant 10 minutes. Le surnageant est

prélevé puis fractionné par ultracentrifugation a 100 000 g pendant 1h a 4°C:

e Le culot représentant la fraction membranaire a été repris dans 2 mL du méme tampon
de lyse pour les préparations 1, 2 et 3 ou 50 mM Bis Tris, 750 mM acide Amino-
caproique et 0,5 mM EDTA dans le cas de la préparation 4. La préparation est divisée
en aliquots de 100 uL. qui sont congelés par de 1’azote liquide puis stockés a -80 °C
jusqu’au jour d’utilisation.

o 15% de glycérol est ajouté au surnageant représentant la fraction soluble puis des
aliquots de 100 pul sont congelés dans I’azote liquide et stockés a -80 °C jusqu’au jour

d’utilisation.

A T’issue des tests effectués avec la souche UbiK-SPA (voir figure 35, chapitre II), le tampon 1
a été utilisé pour la préparation des fractions membranaires et de fractions solubles de toutes
les souches Ubi-SPA. Ces fractions ont été utilisées pour I’évaluation de la localisation
cellulaire des protéines Ubi (chapitres II et III), ainsi que pour la caractérisation du complexe

multiprotéique par BN-PAGE (chapitre III).

Le dosage de protéines dans les deux fractions a été fait par la méthode de BCA.
Typiquemement, des concentrations de I’ordre de 8-10 mg/mL et 5-6 mg/mL ont été obtenues
pour les fractions membranaires et solubles des souches Ubi-SPA et Ubi-SPA AubiK
respectivement. Des concentrations de 1’ordre de 3-4 mg/mL ont été obtenues pour les fractions

solubles des souches Ubi-SPA AubiJ.

2- Solubilisation de protéines Ubi membranaires

80 pL de fraction membranaire de la souche Ubi-SPA ont été incubés en présence de
1%, 2% ou 3% (v/v) d’une solution stock de Dodécyl-Maltoside (DDM) a 10% (m/v) ou en
présence de 2,6% ou 3,9% (v/v) d’une solution stock de digitonine a 5% (m/v). L’incubation
est effectuée pendant 1h a 4°C avec agitation modérée manuelle toutes les 10 minutes. Ensuite,
une ultracentrifugation est effectuée dans des microtubes a 100 000 g pendant 1h a 4°C. 10 uL
de surnageant correspondant aux protéines solubilisées est repris dans 40 pL du bleu de
Laemmli pour analyse sur gel SDS-PAGE ou 2,5 pL. du tampon du dépot natif pour analyse sur

gel BN-PAGE. La formule de ces deux tampons est indiquée dans le tableau ci-dessous :
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Bleu de Laemmli (1X) Tampon du dépot natif (1X) commercial
1 mL Tris HCI, pH=6,8 50 mM Tampon BisTris, pH=7,2
2 mL DTT (0,1 M) 50 mM NaCl
4 mL SDS a 10 % 10% Glycérol
200 pL de bleu de bromophénol 0,5% 0,001% Rouge Ponceau
2 mL glycérol
g.s.p. 10 mL d’eau distillée

Tableau 5 : Composition des tampons de dépot utilisés pour reprendre les cellules, les membranes ou les fractions
solubles afin de les analyser sur gels SDS ou BN-PAGE.

Apres élimination du surnageant, le culot membranaire résiduel (fraction non solubilisée) a été
repris dans 40 pL. du bleu de Laemmli. Ensuite 10 pL de ce mélange a été dissous dans 40 pL.
du Bleu de Laemmli afin d’analyser sur SDS-PAGE des quantités équivalentes du culot

membranaire résiduel et de membranes solubilisées.

3- Analyse du degré d’association de protéines UbiK-SPA et UbiJ-SPA a la
membrane

100 pL de membranes ont été incubés en présence de 1’un de produits suivants : NaCl
(500 mM), DDM (1% v/v), carbonate de potassium (100 mM) ou EDTA (100 mM).
L’incubation a été faite a 4°C pendant une heure sous agitation modérée en utilisant des petits
barreaux aimantés. La fraction soluble (surnageant) et la fraction membranaire (culot) sont
ensuite séparées par ultracentrifugation a 100 000 g pendant 1h a 4°C. Les fractions sont ensuite

analysées en SDS-PAGE et western-blot.

4- Gradient de sucrose

Les membranes internes et externes ont été séparées sur gradient de sucrose de 6 couches
(30%-35%-40%-45%-50%-55%) (m/v). Le sucrose a été¢ ajouté¢ a 1 mL du tampon 2 (10X) et

2 mL d’eau froide pour assurer la dissolution puis de I’eau distillée a été ajoutée a une quantité
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suffisante pour obtenir 10 mL (1X de concentration finale du tampon). Le gradient de sucrose
a été coulé avec une pipette pasteur en déposant 0,5 mL de la solution de 55% de sucrose puis
1,5 mL des solutions 50%-30% dans des tubes spéciaux en polyallomére (volume maximal 13,2
mL ; Référence 331372, Beckman Coulter). 1 mL de la fraction membranaire a été¢ déposé au
sommet de ce gradient de sucrose puis les tubes ont été centrifugés a 210000 g pendant 16h a
4°C en utilisant un rotor a base mobile (Swing rotor, SW41Ti, Beckman Coulter). A I’issue de
’ultracentrifugation, la membrane externe migre dans les couches les plus riches en sucrose
(45-55%) a cause de son contenu tres €levé en protéines alors que la membrane interne migre
dans les couches les moins riches en sucrose (30-35%). Les deux membranes ont été récoltées,
diluées 4 fois dans le tampon 2 (1X) puis centrifugées a 16000 g pendant 1h a 4°C. Le culot a
été repris dans 100 pL. du tampon 1 et un dosage de protéines a été effectué par mesure de
I’absorbance a 280 nm (spectrophotométre Nanodrop Lite, Thermo Scientific). Une quantité

équivalente a 20 g a été analysée par SDS-PAGE et WB.

5- Préparation des extraits cellulaires totaux

1 mL de cellules en phase stationnaire de croissance sont centrifugées et le culot

cellulaire est repris dans 1 mL du tampon de Laemmli (voir description dans le tableau 5).

6- Electrophorése sur gel SDS-PAGE et immunodétection sur membrane de
nitrocellulose

6-a- Electrophorése sur gel SDS-PAGE

Les protéines sont séparées par électrophorese en gel de polyacrylamide en présence de
SDS (SDS-PAGE), selon leur poids moléculaire. Les protéines de faible poids moléculaire
migrent plus loin. La taille apparente des protéines analysées est déterminée en se référant a un
marqueur de poids moléculaire (Euromedex). Comme décrit ci-dessus, les échantillons sont
additionnés d’une solution de tampon dénaturant (Bleu de Laemmli), et portés a ébullition
pendant 10 min. Ce tampon contient du SDS, détergent anionique qui dénature les protéines et
les charge négativement, ainsi que du DTT, agent réducteur qui rompt les ponts disulfures des
protéines. L’ébullition favorise la désagrégation et la dénaturation des protéines. Les

échantillons ont été déposés sur gel SDS-PAGE précoulé (Mini-PROTEAN® TGX™, Bio-
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Rad) contenant 12% d’une solution d’acrylamide/bis-acrylamide. La migration est réalisée a
200 V dans le tampon contenant 25 mM Tris pH 8,3, glycine 192 mM et SDS 1% (v/v) et est
arrétée au bout de 25 minutes lorsque le front de migration (visualisé par le bleu de
bromophénol) atteint la limite inférieure du gel. Le gel est ensuite soumis a un ¢€lectrotransfert

pour une analyse des protéines par Western-Blot.

6-b- Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose :

L’¢lectrotransfert est réalisé sur une membrane de nitrocellulose Hybond ECL (Bio-
Rad). Le transfert est effectué¢ pendant 75 min a 200V et une intensité de 150 mA dans le tampon
contenant du Tris 25 mM pH 8,1, glycine 192 mM, éthanol 20% et SDS 0,01% dans une cuve

Transblot (Bio-Rad) maintenue dans la glace.

6-c- Immunodétection des protéines transférées sur membrane de nitrocellulose

La membrane de nitrocellulose est incubée pendant 45 minutes dans du tampon
PBST+lait (Na,HPOs 8 mM, KH>POs 1,5 mM, NaCl 136 mM et KCI1 2,7 mM ; pH=7,1 et
contenant 0,5% de Tween 20 et du lait en poudre a 50 g/L). Les protéines du lait se fixent et
saturent les sites qui ne contiennent pas de protéines sur la membrane de transfert. Apres
saturation, la membrane est lavée trois fois avec du PBST puis incubée dans du PBST avec

’anticorps primaire sur la nuit a 4°C.

Le lendemain et apres trois lavages de 5 minutes dans du PBST, la membrane est incubée
pendant 1,5 h avec I’anticorps secondaire couplé a la peroxydase de raifort (HRP). Elle est
ensuite lavée trois fois pendant 5 min dans du PBST.

La présence des protéines reconnues par les anticorps est ensuite révélée par la détection de
I’activité de la HRP grace au kit Chemiluminescent reagent (Covalab). La HRP catalyse
I’oxydation du luminol en présence d’eau oxygénée. Le retour du luminol a son état stable

(forme réduite) permet 1’émission d’une lumiere visualisée par I’appareil Fusion Fx7 (Vilber).

Dans le cas ou la méme membrane est exposée a plusieurs anticorps primaires, elle est exposée

a un tampon de stripping (0,2 M acide acétique et 6M chlorure de guanidinium) pendant 1
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heure, suivie par un lavage au PBST pendant 15 minutes et une saturation par PBST+lait

pendant 45 min.

7- Electrophorése sur gel BN-PAGE et immunodétection sur membrane
PVDF

7-a- Systéme BN-PAGE

Les analyses par 1D-BN-PAGE / 2D-SDS-PAGE ont été utilisées par plusieurs groupes
pour analyser les complexes protéiques membranaires ou solubles (Lasserre et al. 2006; Pan
et al. 2011; Stenberg et al. 2005). Le systéme BN-PAGE que j’ai utilisé est commercialisé par
Life technologies ©. Il est formé de 2 chambres : la chambre inférieure contient le tampon
d’anode et la chambre supérieure contient le tampon de cathode (figure 25A). La composition

de ces tampons est donnée dans le tableau ci-dessous :

Tampon d’anode commercial Tampon de cathode
50 mM BisTris 50 mM tricine
50 mM Tricine 7,5 mM Imidazole
pH 6,8 0,02% de bleu de coomassie G-250 (Sigma)
pH=7
(Wittig et al. 2006)

Tableau 6 : Composition des tampons d’anode et de cathode utilisés dans le systéme BN-PAGE.

Le tampon de cathode est riche en bleu de Coomassie d’ou la coloration bleue. Le bleu de
Coomassie confere la charge négative aux protéines pour qu’elles puissent migrer de la cathode
a I’anode. La technique BN-PAGE differe de la technique CN-PAGE (Clear Native-PAGE) par
le fait que les protéines migrent en 1 dimension en fonction de leur point isoélectrique dans
CN-PAGE, tandis qu’en BN-PAGE, les protéines migrent en fonction de leur taille moléculaire.
Le BN-PAGE permet de conserver I’intégrité des complexes protéiques et de visualiser ceux
dont la masse moléculaire est de I’ordre de 100 kDa-1MDa (figure 25B). Par western blot avec
un anticorps anti-flag, un signal est détecté en 1°"® dimension (exemple d’UbiK-SPA représenté

dans la figure 25B). Une analyse en seconde dimension (SDS-PAGE) suivie d’un western blot
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avec le méme anticorps permet de vérifier que le signal observé en premicére dimension est
corrélé a un signal en deuxieéme dimension a la taille monomérique de la protéine étudiée,
validant ainsi la spécificité des signaux observés. Concrétement, la piste obtenue apres
migration en premicre dimension est positionnée horizontalement au sommet d’un gel SDS-
PAGE (figure 25C). La migration s’effectue en parallele a celle d’un marqueur de poids
moléculaire et la révélation par western-blot permet de préciser la taille monomérique de la

protéine pour laquelle un signal était détecté en 1°° dimension (figure 25C).
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Figure 25: Systéme BN-PAGE : (A) Le systtme BN-PAGE est formé de 2 chambres inférieure et supérieure
contenant les tampons anode et cathode respectivement. Le bleu de coomassie contenu dans le tampon de cathode
confére la charge aux protéines pour la migration de la cathode vers 1’anode. (B) Photo du gel (3-12%
d’acrylamide) prise a la fin de la migration et apres décolaration avec 20% de méthanol et 5% d’acide acétique
(piste 2). Les poids moléculaires des protéines contrdles sont indiqués (20 kDa-1236 kDa) (piste 1). L’exemple
d’un signal détecté pour UbiK-SPA par western blot avec un anticorps anti-SPA est montré dans la piste 3 (C)
Représentation schématique de la 2°™ dimension en gel SDS PAGE. Le fragment du gel BN-PAGE de la 1%
dimension est positionné horizontalement au sommet d’un gel SDS PAGE. La migration se fait en paralléle avec
un marqueur de poids moléculaire (10kDa-170 kDa). L’exemple du signal détecté pour UbiK-SPA en deuxiéme
dimension est montré.

7-b- Electrophorése sur gel BN-PAGE

Les protéines sont séparées selon leur poids moléculaire par électrophorese sur gel de
Bis-Tris (8 cm x 8 cm x 1 mm) commercialisé par Life technologies. Les protéines de faible
poids moléculaire migrent plus loin. La taille apparente des protéines analysées est déterminée
en se référant a un marqueur de poids moléculaire (Life Technologies). Comme décrit ci-dessus,
les échantillons sont additionnés d’une solution de tampon natif avant d’étre déposés dans les

puits du gel.
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La migration est réalisée a 4°C a 3 tensions différentes : 100 V (20 minutes environ) pour
permettre aux protéines de pénétrer dans le gel ; puis 200 V (30 minutes environ) jusqu’a ce
que le front de migration atteigne un-tiers du gel et enfin a 300 V (1h-1h30) jusqu’a ce que le
front de migration atteigne la limite inférieure du gel. Le gel est ensuite soumis a un
¢lectrotransfert pour une analyse des protéines par Western-Blot (1D-BN-PAGE) ou un
fragment de gel est coupé et analysé sur gel SDS-PAGE (2D-SDS-PAGE) ou par protéomique.

7-c- Transfert des protéines sur membrane PVDF

L’¢électrotransfert est réalisé¢ sur une membrane de PVDF (Polyfluorure de vinylidéne ;
Immobilon). Le transfert est effectué pendant trois heures a 20V et une intensité de 15 mA dans
un tampon contenant du Tricine 50 mM et d’imidazole 7,5 mM (pH=7) dans une cuve Transblot
(Life Technologies). Préalablement au transfert, la membrane PVDF est activée en 1’incubant
dans 100% méthanol pendant 3 minutes. A 1’issu du transfert, la membrane devient bleue. Afin
de visualiser les marqueurs de poids moléculaire, il faut la décolorer progressivement pour
¢liminer la coloration bleue du fond. Pour cela, la membrane est rincée plusieurs fois en
présence d’un mélange de 25% méthanol et 10% d’acide acétique pendant une dizaine de
secondes. Une fois que les marqueurs de poids moléculaire sont visibles, leur position sur la
membrane est marquée au crayon de papier, puis une décoloration totale est effectuée avec

100% méthanol pendant trois minutes.

7-d- Electrophorése en 28™ dimension sur gel SDS-PAGE

Le gel de migration SDS-PAGE (12%) (6 mL d’une solution d’acrylamide /
bisacrylamide 30% ; 0,375 M Tris-HCl pH=8,8 ; 5,25 mL d’eau ; 63 uL d’APS et 25 pL de
TEMED) est préalablement préparé et coulé entre deux plaques en verre séparées de 1,5 mm.
Ensuite, la piste est coupée du gel BN-PAGE, tamponnée pendant quelques minutes dans du
tampon de migration (25 mM de Tris HCI pH=7,8 ; glycine 192 mM et SDS 1g/L ; pH=8,3) et
est déposée horizontalement sur le sommet de ce gel. Sur du papier chromatographique
Whatman (3mm d’épaisseur, 20*20cm, référence 3030-861, GE), 5 uL. de marqueur de poids
moléculaire (prestained protein ladder, Euromedex) ont été¢ déposés puis le papier est positionné
a coté du fragment du gel BN-PAGE. Les deux fragments de gel sont collés 1’un a I’autre par

un tampon contenant 0,5% d’agarose dissout dans du tampon de migration et quelques gouttes
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de bleu de bromophénol (0,5% m/v). La migration est réalisée a 200 V dans un tampon
contenant Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glycine 192 mM et SDS 1% et est arrétée au bout de 40
minutes lorsque le front de migration (visualisé par le bleu de bromophénol) atteint la limite
inférieure du gel. Le gel est ensuite soumis a un €lectrotransfert pour une analyse des protéines

par Western-Blot.

7-e- Immunodétection des protéines transférées sur membrane de PVDF

La membrane de PVDF est incubée pendant 45 minutes dans du tampon PBST+lait. La

procédure de détection est identique a celle décrite dans 6-c.

8-Analyse des extraits lipidiques par HPLC-ECD

8-a- Extraction lipidique a partir des cellules

5 mL de cellules en phase exponentielle de croissance sont incubés sur glace pendant
une dizaine de minutes avant centrifugation a 4000g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot
cellulaire est ensuite repris dans 1 mL d’eau froide et transféré dans un tube eppendorff pré-
pesé. Une nouvelle centrifugation a 13000 rpm pendant 2 minutes a été effectuée. Apres
¢limination du surnageant, une troisieme centrifugation a 13000 rpm a été effectuée pendant
quelques secondes a température ambiante et le surnageant résiduel a été éliminé par pipettage
pour obtenir un culot cellulaire dont la masse est déterminée (typiquement 5-10 mg). Le culot

est ensuite stocké a -20°C jusqu’au jour de I’extraction.

50 uL de KC1 0.15 M, 100 pL de billes de verre (de diametre 0,5 mm) et du coenzyme Q1o
(utilisé comme standard interne et dilué¢ 400 fois dans de I’éthanol a partir d’une solution stock
a 5 mM dans I’hexane ; ajout de 1uL de Qio pour 1 mg de cellules) sont ajoutés au culot
cellulaire dans un tube eppendorf de 1,5 mL. Ensuite, 600 uL de méthanol sont ajoutés puis les
tubes sont agités pendant 10 min grace a un vortex, apres quoi, 400 uL d’éther de pétrole (point
d’¢ébulition 40°C-60°C) sont ajoutés. Le mélange est vortexé pendant 3 min puis centrifugé a
5000 rpm pendant 1 min. La phase supérieure d’éther de pétrole est prélevée et transférée dans
un nouveau tube eppendorf. 400 pL d’éther de pétrole sont de nouveau ajoutés a la phase de
méthanol puis le mélange est vortexé pendant 3 min pour assurer une extraction complete. La

phase d’éther de pétrole est prélevée apres centrifugation a 13000 rpm pendant 1 min puis
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combinée avec la précédente. Cet extrait lipidique qui contient le coenzyme Qg et les

intermédiaires de biosynthese est évaporé sous un flux d’argon. Les extraits secs sont ensuite

stockés a -20°C.

8-b- Analyse par HPLC des extraits lipidiques

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) sur colonne de phase réverse
permet la séparation des constituants d’un mélange selon leur hydrophobicité. La phase
stationnaire est composée de silice greffée par des groupements hydrophobes, le plus souvent
des chaines linéaires de 18 atomes de carbone (C-18). La phase mobile est un solvant polaire.

Ainsi, les composés sont ¢lués dans I’ordre de leur hydrophobicité croissante.

Les extraits lipidiques secs sont repris dans 100 pL d’un mélange de 98% éthanol et 2%
perchlorate de lithium 1M ; un aliquot correspondant aux extraits de 1 mg de cellules (sauf
indication contraire) est analysé par HPLC (Dionex U3000). Un schéma du systéme HPLC-
ECD-MS est représenté en figure 26.

+600 mV -650 mV  +650 mV
E?itraFtlon Electrode Colonne HPLC,
lipidique 2. C18
organique + Q,, :
Ctandand) précolonne

électrode 5020 S ™
pectrometre
de masse

Figure 26: Schéma représentatif du syst¢tme HPLC-ECD-MS utilisé.

Les hydroquinones présentes dans les extraits lipidiques sont oxydées avec une €lectrode 5020
située avant la colonne et réglée a un potentiel oxydant (+600 mV). La colonne HPLC utilisée
est de type C18 (Betabasic-18, 5 um, 4.6 x 150 mm, Thermo Scientific). L’¢élution des
molécules est réalisée soit 2 ImL/min avec 40% éthanol, 40% acétonitrile et 20% d’un mélange
de 90 % d’isopropanol et 10 % de perchlorate de lithium 1 M pendant 16 minutes (méthode A),
soit a 0,8 mL/min avec 10% isopropanol, 50% éthanol et 40% d’un mélange de 95 % de
méthanol et 5 % de perchlorate de lithium 1 M pendant 22 minutes (méthode B). En sortie de
colonne, un détecteur UV-visible a barrette de diode permet d’enregistrer les chromatogrammes

a différentes longueurs d’ondes et d’enregistrer les spectres d’absorption UV-visible des
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composés d’intérét. La détection et la quantification des quinones se fait avec un détecteur
électrochimique (ESA Coulochem III) et une cellule électrochimique analytique 5011A
constituée de deux ¢électrodes en série (E1, -650mV pour la réduction des quinones ; E2, +650
mV pour la réoxydation des quinones). Les éléctrochromatogrammes présentés dans la suite du
manuscript correspondent au signal obtenu a I’électrode E2. Une gamme étalon du standard
interne Q1o est effectuée dans les mémes conditions d’analyse. Cette gamme a pour but, d’une
part de normaliser la quantité de Qg et des autres intermédiaires des différents échantillons en
tenant compte du matériel éventuellement perdu lors de I’extraction et d’autre part de convertir

I’air du pic ¢électrochimique de Qg en pmoles.

8-c- Analyse des extraits lipidiques par spectrométrie de masse

Lorsque la détection par spectrométrie de masse (MS) est nécessaire, le perchlorate
de lithium (non volatile) de la solution d’isopropanol est remplacé par 1’acétate d’ammonium
(10% d’une solution 1M) et 0.03% (v/v) d’acide formique est ajouté. Le flux est divisé apres le
détecteur UV-visible a barrette de diodes avec une vanne (split) de division réglable (Analytical
Scientific Instruments) afin de permettre simultanément la détection électrochimique (60 % du
debit) et I’analyse par spectrométrie de masse (40 % du débit) (figure 26). La détection par MS
a été réalisée avec un spectrometre MSQ Plus (ThermoScientific) utilis€é en mode positif avec
ionisation par électrospray. La température de la sonde a été fixée a 450 °C et la tension de cone
a 80V. En raison de la cellule de pré-colonne, les composés d’intéréts sont sous leur forme
oxydée et sont détectés en MS sous la forme de leur adduit ammonium. Pour chaque analyse
MS, plusieurs SIM (Selected lon Monitoring) peuvent étre enregistrées afin de détecter un ion

spécifique ainsi qu’un scan complet de m/z 300 a 900.

9-Méthodes préparatoires pour la purification et I’analyse de DQs

9-a-Extraction lipidique a partir de la culture des cellules

La souche AubiFE cultivée en anaérobie accumule du DDMQg (le substrat de UbiE, composé 6,
figure 12), du DMKg et un composé €lectroactif de nature inconnue (composé X, figure 60, voir
chapitre IV). Nous avons purifi¢ ce composé afin de 1’identifier. Pour cela, 6L de culture

anaérobie en milieu LB des cellules AubiE en début de phase stationnaire de croissance sont
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centrifugées (2 4000 rpm pendant 10 min a 4°C). Une extraction lipidique est réalisée a 50°C
avec 150 ml d’acétone pendant 6 heures dans un extracteur de Soxhlet qui permet 1’extraction
continue des lipides contenus dans le culot cellulaire. Apres plusieurs cycles d’évaporation,
I’acétone s’enrichit progressivement en composés solubles. Le contenu en lipides est concentré
par évaporation de 1’acétone grace a un évaporateur rotatif. Le ballon contenant les extraits

lipidiques secs est conservé a 4°C a I’obscurité

9-b- Purification sur colonne de Silice:

L’extrait lipidique contenu dans le ballon est repris dans 3 mL de chloroforme puis
déposé sur une colonne de silice (M60, Macherey Nagel ©). La colonne est préalablement
équilibrée par 100 mL de chloroforme (2 volumes de colonne). L’élution des composés fixés
sur la colonne se fait par 100% de chloroforme. La collecte des fractions se fait dans des tubes
en verre (chaque fraction contient 25 mL). L’élution de DMKg se fait dans les 4 premicres
fractions, alors que le composé X est ¢lué dans la fraction 5 et le DDMQs est élué dans la
fraction 6. Les composés d’intéréts sont concentrés par évaporation du solvant puis purifiés par
HPLC (colonne C18) avec 100 % d’éthanol comme phase mobile. L’identification et la collecte
du composé d’intérét se base sur son spectre d’absorbance caractéristique présentant un
maximum d’absorption a une longueur d’onde de 264 nm. Le produit collecté est évaporé par
rotation sous vide (rotavap) puis le produit sec est repris dans 100 pL d’éthanol et stocké a -

80°C jusqu’au jour de I’analyse par spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS).

9-c- Analyse du composé purifié par spectrométrie de masse

Les échantillons solubilisés dans 1’éthanol additionnés de 0.1 % d’acide formique sont
injectés dans une source nanospray ORBITRAP (Thermo Fischer Scientific) a un débit de 5
pL/min par I’intermédiaire d’un autosampler d’un systéme LC Ultimate 3000 (Dionex) avec
une solution de 80 % d’isopropanol et 20 % du mélange (2 % d’acétonitrile et 0.1 % d’acide
formique). La méthode MS utilise une plage de balayage de 150-1600 m/z et elle est
composée d'événements MS et MS / MS utilisant ’ORBITRAP comme analyseur (& une
résolution de 30000) pour obtenir une grande précision a la fois sur les ions parents et
les fragments. Plusieurs énergies de fragmentation sont testées et la valeur optimale qui permet

I’obtention d’une grande quantité de 1’ion tropillium est 40 eV (énergie de collision normalisée).
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QualBrowser de XCalibur est utilisé pour lire les spectres. Ces mesures ont été réalisées en

collaboration avec Sylvie Kieffer-Jaquinod du laboratoire EDyP, CEA Grenoble.

10- Analyse protéomique de fragment de gel BN-PAGE excisé

Cette analyse protéomique a été réalisée en collaboration avec Sabine Brugiére et

Yohann Couté¢ (EDyP-BGE-CEA).

10-a- Extraction peptidique de fragments de gel BN-PAGE

Les bandes de gel BN-PAGE ont été excisées manuellement et coupées en morceaux

avant d'étre traité¢ automatiquement par le robot « Freedom EVO » de Tecan.

Les bandes ont été¢ lavées par six incubations successives dans 25 mM de NH4HCOj3
(bicarbonate d’ammonium) pendant 15 min, suivies de six incubations a 25 mM NH4HCO3
contenant 50% (v/v) d'acétonitrile. Les morceaux de gel ont été ensuite déshydratés avec 100%
d'acétonitrile et incubés avec 10 mM de DTT dans 25 mM de NH4sHCO3 pendant 45 min a 53°C
et avec 55 mM d'iodoacétamide dans 25 mM NH4HCO; pendant 35 min a I'obscurité.
L'alkylation a été stoppée par l'addition de 10 mM de DTT dans 25 mM de NH4HCO;
(incubation pendant 10 min). Les morceaux de gel ont ét€¢ ensuite lavés a nouveau par
incubation dans 25 mM de NH4HCO3 suivie d'une déshydratation avec 100% d'acétonitrile. De
la trypsine modifiée (Promega) dissoute dans 25 mM NH4HCO3 a été ajoutée aux morceaux de
gel déshydratés pour une incubation a 37°C pendant une nuit. Les peptides ont été extraits a
partir de morceaux de gel par trois étapes d'extraction séquentielle (15 min chacune) : dans 30
puL de 50% d'acétonitrile, 30 pL d'acide formique a 5% et enfin 30 pL de 100% d'acétonitrile.

Les surnageants combinés ont été séchés sous vide.

10-b- Analyse par LC-MS/MS

Les peptides extraits secs ont été remis en suspension dans 5% d'acétonitrile et 0,1%
d'acide trifluoroacétique et analysés par nanoLC-MS / MS (Ultimate 3000, Dionex et LTQ-
Orbitrap Velos pro, Thermo Fisher Scientific). Les peptides ont été déposés sur une précolonne

C18 (300 um x 5 mm PepMap) et séparés sur une colonne C18 (75 um x 250 mm, Dionex).
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L’analyse nanoLC consiste en un gradient de 90 minutes a un débit de 300 nL / min du mélange
de 96% du solvant A (2% d'Acétonitrile, 0,01% d'acide formique) et de 4% de solvant B (80%
d'acide formique 0,08% d’acétonitrile). Le gradient du solvant B passe de 4% a 50% en 60 min,
avant d'atteindre 90% en 1 min pendant 15 minutes et de revenir a 4% a partir de la 77°™ min
jusqu’a la fin de ’analyse. Les spectres MS et MS/MS ont été acquis a I'aide d’Xcalibur
(Thermo Scientific). La tension de pulvérisation a été fixée a 1,4 kV et la température de
chauffage du capillaire a été ajustée a 200°C. La méthode MS utilise une plage de
balayage de 400-1600 m/z et elle est composée d'événements MS et
MS / MS utilisant ORBITRAP comme analyseur (2 une résolution de 60000).
L’enregistrement commence aprés I’accumulation de 10° ions (temps de remplissage maximum
de 500 ms). Les vingt ions les plus intenses de I'analyse précédente enregistrés par 1’Orbitrap
ont été fragmentés avec une énergie de collision de 35 eV dans le LTQ et I’enregistrement de
spectres commence aprés accumulation de 10* ions (temps de remplissage maximum de 100

ms).

11- Extraction plasmidique

Le kit « extraction d’ADN plasmidique, EZ-10 Spin Column » de la compagnie « BIO
BASIC INC » est utilisé pour I’extraction d’ADN plasmidique. Les plasmides purifiés sont
utilisés pour la transformation des bactéries. L’extraction est faite suivant les recommandations

du manufacturier.

12- Spectroscopie d’absorption UV-visible

Les spectres d’absorption UV-visible ont été enregistrés dans des cuves en plastique de
1 cm de trajet optique pour déterminer la DO a 600 nm pour suivre la croissance des bactéries

ou dans des cuves en quartz entre 250 et 600 nm pour mesurer la concentration de la solution
de Qo utilisée comme standard interne (E27sum= 14600 M!. cm™).

Un spectrophotométre nanodrop est utilisé pour déterminer la concentration d’ADN des

solutions de plasmide a partir d’1 pL de solution (mesure de I’absorbance a 260 et 280 nm).

13- Transformation des bactéries
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13-a- Préparation de cellules compétentes

La base de la préparation des bactéries compétentes est I'utilisation de CaCl, qui
dégrade leurs lipopolysaccharides de surface, les rendant ainsi aptes a la transformation par un
vecteur. La souche a transformer est mise en croissance sur une boite LB a 37°C toute une nuit.
Une dizaine de colonies sont inoculées dans 100 mL de milieu LB & 37°C jusqu'a 1’obtention
d’une DOgoo= 0,6. La culture est alors refroidie pendant 10 min dans la glace, puis centrifugée
a 4000 rpm pendant 10 min a 4°C. Il est important de garder les cellules a 0-4°C durant le reste
des manipulations. Aprés avoir jeté le surnageant, les cellules sont reprises avec 10 mL de
CaClz 100 mM pendant 20-30 min. Puis une centrifugation est faite a 4000 rpm pendant 10 min
a4°C. Le culot cellulaire est resuspendu (sans vortexer) dans 1 mL d'une solution de CaCl, 100
mM + 15% glycérol stérile et froide puis est maintenu dans la glace pendant 15 min. Les cellules
rendues compétentes sont aliquotées par 100 pulL dans des tubes Eppendorf froids et sont

congelées dans I’azote liquide. Elles sont conservées a —80°C jusqu'a utilisation.

13-b- Transformation des bactéries par choc thermique

Lors de la transformation, 1 pg d’ADN est mis en présence de 100 pL de cellules
compétentes sur glace pendant 30 min. Un choc thermique pendant 75 secondes a 42°C est
ensuite effectué (dans un bain-marie). Ceci permet d'accentuer la déstabilisation de la bicouche
lipidique et de stimuler la pénétration de 'ADN plasmidique dans les cellules. Les cellules sont
ensuite placées sur glace pendant environ 1 min avant d’ajouter 900 uL. de milieu LB. Les
cellules sont incubées a 37°C pendant 45 min avant d'étre étalées sur un milieu LB solide
contenant 'antibiotique adapté a la sélection du plasmide. Les boites sont incubées la nuit a

37°C.

14- Dosage de protéines par BCA

Le dosage de protéines se fait par une méthode dite au BCA. En milieu alcalin, les
protéines réduisent Cu®* en Cu’. Le sel de 'acide bicinchoninic (BCA) forme un complexe
coloré mesurable a 562 nm avec les ions Cu’. Quelques microlitres de 1’échantillon a doser sont
aliquotés (volumes différents pour la reproductibilité des résultats) dans une plaque a 96 puits

et le volume est complété a 100 puL par ajout du tampon de lyse (tampon 1). Ensuite, 150 pL

78



Materiels et Methodes

du réactif BCA est ajouté et la plaque est incubée pendant une heure a 37°C. Une gamme étalon
(0-100png de protéines) avec la protéine BSA (Bovine Serum Albumin) est réalisée dans les
mémes conditions pour permettre de déterminer la concentration protéique de nos échantillons.

La lecture d’absorbance a 562 nm se fait grace a un lecteur de plaques TECAN.

79






Chapitre 1 Fonction d’Ubil

Chapitre I : VisC (Ubil) est la monooxygénase
qui catalyse ’hydroxylation en C5

Ce premier chapitre constitue mes travaux du stage de master 2 et des 6 premiers mois de these.
Les résultats de ce chapitre ont été publiés dans JBC en 2013 (Hajj Chehade et al. 2013). Les

figures supplémentaires sont disponibles en annexe 1 de ce manuscrit.

1- Introduction :

La voie de biosynthése de Qg comporte trois réactions d’hydroxylation dont deux ont
¢été bien caractérisées et sont catalysées par les protéines UbiH et UbiF (Kwon, Kotsakis, ez al.
2000; Nakahigashi ez al. 1992) (réactions g et 1, figure 12). La protéine qui catalyse la réaction
d’hydroxylation en C5 est inconnue. Poon ef al. ont proposé que la protéine UbiB soit la
protéine responsable de cette réaction d’hydroxylation du fait qu’une souche AubiB accumule
I’OPP (Poon et al. 2000). Cependant, ’accumulation de I’OPP ne constitue pas une preuve
caractéristique d’une déficience en hydroxylation en C5 puisqu’une souche AubiG accumule
¢galement ’OPP. De plus, la séquence peptidique d’UbiB ne comporte pas d’homologie de
séquence avec des monooxygénases mais plutdot montre des motifs caractéristiques des
kinases. En cherchant le géne responsable de la catalyse de cette réaction d’hydroxylation en
C5, nous avons trouve le gene visC comme étant un gene candidat potentiel pour les raisons

suivantes :

VisC montre des homologies de séquence avec des monooxygénases a flavine : 30% et 37%

d’identité de séquence avec UbiH et UbiF respectivement.

Le géne visC est localisé en opéron avec le géne ubiH (figure 13).

Les principaux résultats que nous avons obtenus sont les suivants :

La délétion de visC entraine une déficience forte en contenu de Qs et la souche AvisC accumule

le 4HPs caractéristique d’une déficience en C5 spécifique de 1’aérobie
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La surexpression de visC dans une souche mutante 4cog6 (Coqb6 est la monooxygénase en C5
chez S. cerevisiae) entraine une restauration de la biosyntheése de Qs et la croissance de cette

souche mutante sur un milieu respiratoire.

La structure cristallographique d’une forme tronquée de VisC montre une grande similarité

avec celle du PHBH (para-hydroxybenzoate hydroxylase) qui est une monoxygénase a flavine.

Sur la base de ces résultats, nous avons proposé¢ que VisC soit la protéine responsable de
I’hydroxylation en C5 et nous avons changé son nom en Ubil (Hajj Chehade ez al. 2013) qui

est le nom utilisé dans la suite de ce manuscrit.
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involved in Q biosynthesis.
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(Background: The C5-hydroxylation reaction of coenzyme Q biosynthesis in Escherichia coli is catalyzed by an unknown

Results: The Ubil protein is responsible for the C5-hydroxylation reaction.
Conclusion: The three monooxygenases involved in aerobic Q biosynthesis are now identified.
Significance: We report the characterization of a gene of unknown function and the first crystal structure of a monooxygenase

N

J

Coenzyme Q (ubiquinone or Q) is a redox-active lipid found
in organisms ranging from bacteria to mammals in which it
plays a crucial role in energy-generating processes. Q biosynthe-
sis is a complex pathway that involves multiple proteins. In this
work, we show that the uncharacterized conserved visC gene is
involved in Q biosynthesis in Escherichia coli, and we have
renamed it ubil. Based on genetic and biochemical experiments,
we establish that the Ubil protein functions in the C5-hydroxy-
lation reaction. A strain deficient in ubil has a low level of Q and
accumulates a compound derived from the Q biosynthetic path-
way, which we purified and characterized. We also demonstrate
that Ubil is only implicated in aerobic Q biosynthesis and that
an alternative enzyme catalyzes the C5-hydroxylation reaction
in the absence of oxygen. We have solved the crystal structure of
a truncated form of Ubil. This structure shares many features
with the canonical FAD-dependent para-hydroxybenzoate
hydroxylase and represents the first structural characterization
of a monooxygenase involved in Q biosynthesis. Site-directed
mutagenesis confirms that residues of the flavin binding pocket
of Ubil are important for activity. With our identification of
Ubil, the three monooxygenases necessary for aerobic Q biosyn-
thesis in E. coli are known.
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Coenzyme Q (ubiquinone or Q)* is a widespread redox-ac-
tive lipid essential for electron and proton transport in the res-
piratory chains from bacteria to mammals (1, 2). Q is composed
of a fully substituted benzoquinone ring to which is attached a
polyisoprenyl tail with a number of isoprenyl units varying from
one species to another (6 in Saccharomyces cerevisiae, 10 in
humans, and 8 in Escherichia coli). Biosynthesis of Q is a highly
conserved pathway that involves a large number of genes
that have been identified mostly from seminal genetic stud-
ies using S. cerevisiae and E. coli (3, 4). However, our genetic
understanding of Q biosynthesis is still incomplete, and very
few Q biosynthetic proteins have been isolated and charac-
terized biochemically.

Biosynthesis of Qg in E. coli requires 9 Ubi proteins (UbiA—H
and UbiX); most of them are involved in reactions that modify
the aromatic ring of the 4-hydroxybenzoic acid (4-HB) univer-
sal precursor (Fig. 1). After prenylation of 4-HB catalyzed by
UbiA, UbiX and UbiD are proposed to be involved in the decar-
boxylation (5). Three methylation (reactions d, f, and h, Fig. 1)
and three hydroxylation reactions (on C5, C1, and C6, reactions
¢, e, and g, respectively) follow to yield Qg. UbiG catalyzes both
05- and O6-methylation (6) whereas UbiE is the C2-methyl-
transferase (7). The genes encoding the enzymes responsible
for the aerobic C1- and C6-hydroxylation reactions have been
identified as ubiH and ubiF, respectively (8, 9) (Fig. 1). UbiF and

3 The abbreviations used are: Q, coenzyme Q; Bistris propane, 1,3-bis[tris(hy-
droxymethyl)methylamino]propane; DDMQg, C1-demethyl-C6-deme-
thoxy-Qg; ECD, electrochemical detection; 4-HB, 4-hydroxybenzoic acid;
4-HPg, 3-hexaprenyl-4-hydroxyphenol; 4-HPg, 3-octaprenyl-4-hydroxy-
phenol; MKy, menaquinone; OPP, 3-octaprenylphenol; pABA, para-amino-
benzoic acid; PHBH, para-hydroxybenzoate hydroxylase; Q,, coenzyme Q,;
Qg, coenzyme Qg; Q,,, coenzyme Q,,; SEC-MALLS, size exclusion chroma-
tography-multiangle laser light scattering; Ubil,,, truncated Ubil.
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FIGURE 1. Biosynthetic pathway of coenzyme Qg in E. coli. The numbering of the aromatic carbon atoms used throughout this study is shown on Qg, and the
octaprenyltail is represented by R on carbon 3 of the different biosynthetic intermediates. The name of the enzymes catalyzing the reactions (each labeled with
alowercase letter) is indicated. The enzyme catalyzing the C5-hydroxylation (reaction c) is unknown (see full text for further details). Abbreviations for coenzyme
Qg (Qg), C6-demethoxy-Qg (DMQg), C1-demethyl-C6-demethoxy-Qg (DDMQg), 3-octaprenyl-4-hydroxybenzoic acid (OHB), and 3-octaprenylphenol (OPP) are

underlined.

UbiH share 32% of sequence identity and are defined as mem-
bers of class A flavoprotein monooxygenases from sequence
analysis (10), even though they have not been isolated in pure
form and characterized in vitro. In contrast, the gene responsi-
ble for the C5-hydroxylation reaction in E. coli (reaction ¢ on
Fig. 1) remains unknown. UbiB has been proposed to be
involved in this reaction based on the accumulation of OPP
(Fig. 1) in a ubiB™ strain (11, 12). However, accumulation of
OPP does not necessarily reflect a defect in C5-hydroxylation
because a strain deficient in the methyltransferase UbiG also
accumulates OPP (13). Moreover, the primary sequence of
UbiB does not contain any motif characteristic for hydroxylases
but instead displays conserved motifs found in a superfamily of
ancestral kinases (14).

Searching the gene responsible for the C5-hydroxylation, we
reasoned that visC, a gene of unknown function, could be a
good candidate to investigate because it locates immediately
downstream of ubiH within the same operon (9). Furthermore,
visC is predicted to encode a protein with the typical domains
shared by flavoprotein monooxygenases and with 30 and 39%
sequence identity to UbiH and UDbiF, respectively (supplemen-
tal Fig. S1) (10). In the present study, we report genetic and
biochemical experiments that unambiguously establish that
VisC participates in coenzyme Qg biosynthesis by catalyzing
the aerobic C5-hydroxylation reaction. We therefore pro-
pose to change the name of VisC into Ubil. We succeeded in
purifying the protein and crystallizing a truncated form of
Ubil. The crystal structure shows a high degree of similarity
with that of para-hydroxybenzoate hydroxylase (PHBH) a
well characterized FAD-dependent monooxygenase (15).
Albeit incomplete, our structure of Ubil is the first crystal
structure of a monooxygenase associated with ubiquinone
biosynthesis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Strains and Growth Conditions—E. coli strains were grown in
Luria-Bertani (LB)-rich medium at 37 °C. Anerobic cultures
were performed in sealed 15-ml Falcon tubes filled to the top
with culture medium. Strains used in this study are listed in
supplemental Table S1. Ampicillin (50 ug/ml) and kanamycin
(25 ug/ml) were added when necessary. All of the strains are
E. coli K-12 derivatives. Strains JW2874, JW2875, JW0659, and
JW5581 from the Keio collection (16) were kindly provided by
P. Moreau (LCB, Marseille) and were the donor of the
Aubil::kan, AubiH::kan, AubiF::kan, and AubiE::kan mutations.
The Aubil strain was cured to yield Aubilc which was then used
to construct the AubiFAubil and AubiEAubil strains. Each
mutation was transduced via P1 phage into MG1655. Muta-
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tions were confirmed using colony PCR with primers flanking
the mutation.

S. cerevisiae was transformed using lithium acetate and was
grown in YNB without pABA and folate (MP Biomedicals) with
the indicated carbon sources (17).

Plasmid Construction—Plasmids are listed in supplemental
Table S1, and their construction is detailed in the supplemental
Materials and Methods.

Quinone Extraction and Quantification by HPLC-Electro-
chemical Detection (ECD) Analysis—5 ml of cells in exponential
phase were centrifuged, and the pellet mass was determined.
Glass beads (100 ul), 50 ul of 0.15 M KCl, and a volume of a Q
solution (used as an internal standard) proportional to the wet
weight were added to cell pellet. Q,, was used for E. coli sam-
ples and Q, for S. cerevisiae samples. Lipids extraction was per-
formed by adding 0.6 ml of methanol, vortexing for 10 min,
then adding 0.4 ml of petroleum ether (boiling range 40 - 60 °C)
and vortexing for 3 min. The phases were separated by centrif-
ugation 1 min, 5000 rpm. The upper petroleum ether layer was
transferred to a fresh tube. Petroleum ether (0.4 ml) was added
to the glass beads and methanol-containing tube, and the
extraction was repeated. The petroleum ether layers were com-
bined and dried under nitrogen. The dried samples were stored
at —20 °C and were resuspended in 100 ul of 98% ethanol, 20
mM lithium perchlorate. Aliquots were analyzed by reversed-
phase HPLC with a C18 column (Betabasic-18, 5 mm, 4.6 X 150
mm; Thermo Scientific) at a flow rate of 1 ml/min using 40%
ethanol, 40% acetonitrile, and 20% of a mix of 90% isopropyl
alcohol and 10% lithium perchlorate (1 M) as a mobile phase.
The mobile phase used to analyze yeast extracts was 5% isopro-
pyl alcohol, 20% acetonitrile, and 75% of a mix of 98% methanol
and 2% lithium perchlorate (1 M). Quinones were quantified
with an ESA Coulochem III electrochemical detector and a
5011A analytical cell (E1, —650 mV; E2, 650 mV). Hydroquino-
nes present in samples were oxidized with a precolumn 5020
guard cell set in oxidizing mode (E, +650 mV). Different vol-
umes of the standard Q solutions were injected in the same
conditions to correct for sample loss during the organic extrac-
tion on the basis of the recovery of the Q internal standard.
Standard curves for Q, and Q,, were used for Q4 and Qg quan-
tification, respectively.

4-HPg Purification and Characterization—12 liters of LB cul-
ture of Aubil cells in stationary phase were centrifuged (4000
rpm, 15 min), and cell pellet mass was determined (30 g). Lipid
extraction was performed for at least ten cycles at 50 °C with
150 ml of acetone using a Soxhlet extractor. The extract was
concentrated with a rotary evaporator, resuspended in chloro-
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form and applied on a silica column (M60; Macherey Nagel).
Elution of molecules was realized with 100% of chloroform.
Compounds of interest were collected in glass tubes, and 4-HP
was further purified by HPLC with 40% acetonitrile, 40% etha-
nol, and 20% of a mix of 90% isopropyl alcohol and 10% of water.
Oxidized and reduced forms of 4-HPg were purified based on
their characteristic UV spectra (see supplemental Fig. S3D).
NMR spectra were recorded on a Bruker EMX 300 MHz spec-
trometer with D-ethanol as solvent. Mass spectrometry mea-
surements were carried out as described in the supplemental
Materials and Methods.

Expression and Purification—Overexpression of Ubil was
achieved by using BL21 (DE3) E. coli strain (Novagen) trans-
formed with pET-ubil-His,. The cultures were grown at 37 °C
until they reached Ay, = 0.4 and then shifted to 20 °C for
induction. Isopropyl 1-thio-B-p-galactopyranoside was added
to 0.1 mm, and growth continued overnight. All subsequent
operations were carried out at 4 °C. Cells were harvested by
centrifugation. The cell pellet was resuspended in 50 mm Tris-
HCl, pH 7.5, 150 mm NaCl, 5 mm DTT, 30% glycerol (v/v), and
1 mm Pefabloc (VWR). After sonication, the lysate was centri-
fuged at 180,000 X g for 90 min. The resulting supernatant was
loaded onto nickel-nitrilotriacetic acid Superflow resin (Qia-
gen) equilibrated with buffer 50 mm Tris-HCI, pH 7.5, 25 mm
imidazole, 150 mm NaCl, 5 mm DTT, and 30% glycerol (v/v).
Ubil was eluted with 250 mMm imidazole, and after imidazole
removal by ultrafiltration with Amicon Ultra 30K columns
(Millipore), the purified protein was found to be >95% pure as
judged by SDS-PAGE. The purified protein was aliquoted and
stored at —80 °C in 50 mm Tris-HCI, pH 7.5, 150 mm NacCl, 5
mm DTT, and 30% glycerol (v/v). Selenomethionylated Ubil
was overexpressed according to the indicated protocol (18) and
purified with the same protocol as the native Ubil.

Limited Trypsin Proteolysis—To optimize the conditions of
limited proteolysis, experiments were first conducted on an
analytical scale (500 ug of Ubil) where ratios of enzyme (tryp-
sin) over substrate (Ubil) ranged from 1:15 to 1:1000 (w/w) in a
final volume of 200 ul. Digestion time was then optimized for a
fixed enzyme over substrate ratio. Tryptic digestion analysis
was performed by SDS-PAGE. Large scale preparation of
cleaved Ubil was then carried out in 50 mm Tris-HCI, pH 7.5,
30% glycerol (v/v) at a protein concentration of 3 mg/ml.
After 2 h of incubation of Ubil (21 mg) with trypsin (42 ug) at
37 °C, the reaction was stopped by the addition of Pefabloc (1
mum), followed by analytical SDS-PAGE. The N-terminal
40-kDa domain, which lacks the C-terminal His, tag, was
purified on a nickel-nitrilotriacetic acid Superflow resin by
collecting the flow-through and concentrated to 6 — 8 mg/ml
in 25 mm Tris-HCl, pH 7.5, 150 mm NaCl, 10% (v/v) glycerol.

Protein Analysis—Mass spectrometry analysis (MALDI-
TOF) was performed to delineate the C-terminal boundary
of the N-terminal 40-kDa domain of Ubil, with the
MASCOT software and Findpept tool (SiCaPS platform of
IMAGIF (Gif-sur-Yvette, France). SEC-MALLS experiments
were performed to determine the oligomeric state of the
protein, in 25 mMm Tris-HCI, pH 7.3, 150 mMm NaCl, 10% (v/v)
glycerol (IMAGIF Structural and Proteomic Biology Unit,
Gif-sur-Yvette, France).
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Crystallization—Crystals were grown at 19 °C by the hanging
drop vapor diffusion method. 1 ul of protein (6 — 8 mg/ml) was
mixed with 1 ul of precipitant solution consisting of 0.1 M Tris,
pH 8.5, 12% (w/v) polyethylene glycol 4000, 0.1 M NaCl, 0.2 m
MgCl,, which led to plate crystals within 2-3 days. For the
selenomethionylated protein, the precipitant solution was 0.1 M
Bistris propane, pH 9.0, 14% (w/v) polyethylene glycol 4000, 0.1
M NaCl, 0.15 m MgCl,.

Data collection and structure determination were carried out
as described in the supplemental Materials and Methods.

Docking Methods—A potential binding site of FAD in Ubil,,
was explored using docking calculations. Comparing the bind-
ing site residues of FAD in PHBH (1PBE) with those in the
crystal structure of Ubil,,, we noted that a number of residues
are not favorably oriented to allow the docking of FAD. Prelim-
inary to docking calculations, a Ubil,, monomer was thus pre-
pared as follows: (i) Rotamers of Arg-49, Arg-35, and Asp-164
were selected to allow the one-step insertion of a rigid model of
FAD in its extended conformation as observed in 1PBE. (ii) The
binding site residues were further energy minimized using
CHARMm in Discovery Studio 3.1. The resulting protein
structure was then used as the receptor, and FAD was docked
as a flexible ligand using Autodock software (19). The dock-
ing results place FAD in a range of plausible positions span-
ning the length of the binding pocket of Ubil,,. Among the
best docked structures, we detail here a potential location of
the FAD cofactor in Ubil selected for its highest similarity
with the conformation observed in 1PBE. There is a rather good
correspondence for ligand-receptor interactions between
PHBH-FAD (1PBE) and the modeled Ubil,,-FAD complex
(supplemental Table S4).

RESULTS

E. coli Aubil Synthesizes Low Qg Level in Aerobic Conditions—
We constructed a Aubil strain in which the ORF of ubil has
been replaced with a kanamycin resistance cassette. Aubil cells
display a growth comparable with WT cells both on glucose and
on succinate media (supplemental Fig. S2A) unlike AubiH cells,
as observed previously (9). Evaluation of the cellular content in
electroactive isoprenoid quinones by using ECD of lipid
extracts after separation by HPLC (17, 20) revealed that Qg
content in Aubil cells accounted for only 7% of that in WT cells
(Fig. 2A). Furthermore, an unknown electroactive compound X
could be detected (Fig. 2B). The levels of the isoprenoid
naphthoquinones, demethylmenaquinone and menaquinone
(MKj), were not significantly different in WT and Aubil cells
(Fig. 2B and supplemental Fig. S2B). Transformation of Aubil
cells with a plasmid containing the ubil ORF restored Qg con-
tent and abolished the accumulation of compound X (Fig. 2, A
and B). Aubil cells grown anaerobically had a content of Qg
comparable with that in WT cells (Fig. 2, C and D), and accu-
mulation of compound X was abolished. As expected, a strong
increase in MKy content was observed in cells grown anaerobi-
cally (21). Reversion of the Qg biosynthetic defect by anaerobic
growth of Aubil cells is reminiscent of the phenotype of a
AubiH strain (22) (Fig. 2, C and D). Collectively, these data
establish that Ubil is involved in aerobic Qg biosynthesis but
not in MKg biosynthesis.
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FIGURE 2. Aubil cells have a decreased Qg content in aerobic conditions
and accumulate 4-HPg. A, quantification of cellular Qg content (n = 6-8) in
lipid extracts from WT and Aubil cells containing an empty vector pBAD (vec)
or pBAD-ubil. Error bars are S.D. B, HPLC-ECD of lipid extracts from 2 mg of the
same cells as in A. The peaks corresponding to Qg, compound X, demethyl-
menaquinone (DMKg), MKg, and to the Q,, standard are marked. C, HPLC-ECD
of lipid extracts from 2 mg of Aubil cells (in black) or AubiH cells (in gray)
grown in aerobic (dashed lines) or anaerobic conditions (solid lines). D, quan-
tification of cellular Qg content of cells described in A (n = 3). Error bars are S.D.
E, superimposition of the aromatic region of the '"H NMR spectra of com-
pound X and of commercial 2-methyl-4-hydroxyphenol (2M4HP) in D4-etha-
nol. F, Chemical structure of 4-HP.

E. coli Aubil Accumulates 4-HP;—Compound X was purified
from Aubil cells and found to be present in two redox states.
Analysis by high resolution mass spectrometry in positive mode
gave a m/z ratio (M+H™) of 655.5445 for reduced compound X
and 653.5297 for the oxidized form corresponding respectively
to chemical formulas of C,;H,,0, +H™ (M = C,H,,0.,.
654.53755; ppm, 1.3) and C,HO, +H™ (M = C,HO,:
652.5219; ppm, 0). Fragmentation of the 653.5 molecular ion
yielded a characteristic tropylium-like ion (C,H,O,™), often
found for aromatic compounds containing a benzyl unit, in
addition to fragments corresponding to loss of methine, meth-
ylene, or methyl groups of an octaprenyl tail in the molecule
(supplemental Fig. S3A). These data are consistent with com-
pound X being a phenyl ring functionalized with an octaprenyl
tail and either two OH groups in the reduced (quinol)
C,6H-00, molecule or two keto groups in the oxidized (qui-
none) C,,HssO, molecule (supplemental Fig. S3B). The 'H
NMR spectrum of the purified C, H-,0, compound shows

20088 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

well defined peaks both in the aromatic and aliphatic regions
(supplemental Fig. S3C). Most of the signals in the 3.2-5.3 ppm
region could be attributed to the vinylic and allylic protons of
the octaprenyl substituent. The aromatic region of the spec-
trum shows more relevant information. Three distinguishable
massifs, each corresponding to a unique proton, can be
observed at 6.44 ppm (doublet of doublet with *Jand */ coupling
constants), 6.57 ppm (doublet with a *J coupling constant), and
6.61 ppm (doublet with a *J coupling constant) (Fig. 2E). These
results confirm a 1,2,4-trisubstitution of the phenyl ring. The
NMR spectrum of the commercially available 2-methyl-4-
hydroxyphenol shows a highly similar pattern with close
chemical shifts and coupling constants (Fig. 2E). The NMR
data thus establish that the two hydroxyl groups of the
C,cH-,0, compound are in para relative position. Accord-
ingly, the UV spectra of oxidized and reduced forms of com-
pound X and of 2-methyl-4-hydroxyphenol are comparable
(supplemental Fig. S3, D and E). Collectively, all of these data
identify 4-HPy, (Fig. 2F) as the compound that accumulates in
Aubil cells.

Ubil Complements a C5-hydroxylation Defect in S. cerevisiae—
Drastic decrease of Qg and accumulation of 4-HPg, lacking a
OH or a OCH, group at C5 are strong indications that the
C5-hydroxylation reaction is deficient in E. coli Aubil cells and
that Ubil functions as a C5-hydroxylase in Qg biosynthesis. To
verify this hypothesis, we tested whether heterologous expres-
sion of Ubil was able to complement a S. cerevisiae Acog6 strain
which lacks the C5-hydroxylase Coq6 (17). In combination
with Coq8 overexpression, required for maintaining the integ-
rity of the Q biosynthetic complex in S. cerevisiae (23), the mito-
chondria-targeted E. coli Ubil protein was found to partially
restore respiratory growth of Acog6 cells on lactate-glycerol
medium, a process that requires coenzyme Q (Fig. 34). HPLC-
ECD analysis of cellular lipid extracts of Acog6/Coq8+ Ubil
cells demonstrated the presence of Qg together with 4-HP, (Fig.
3B) whereas Acog6/Coq8 cells accumulated exclusively 4-HP
(17). Complementation by Ubil is not optimal but is neverthe-
less significant because Acog6/Coq8+UDbil cells contain
approximately 12% of the amount of Q, present in Acog6/Coq6
cells (Fig. 3C). These results establish that Ubil can function as
a C5-hydroxylase in S. cerevisiae.

The residual C5-hydroxylase Activity in Aubil Cells Is Pro-
vided by UbiF—Aubil cells synthesize a small amount of Qg
(Fig. 2A), reflecting that the C5-hydroxylation activity,
although limited, is still taking place. To test the involvement of
genes of the Q pathway in this biosynthetic activity, we con-
structed AubiF Aubil and AubiE Aubil mutants. AubiE cells
accumulate the biosynthetic intermediate C2-demethyl-C6-
demethoxy-Qg (DDMQg peak at 6.87 min in Fig. 44), as pub-
lished before (7). Deletion of ubil in a AubiE strain led to the
accumulation of 4-HP and of a diminished amount of DDMQ
(Fig. 4A). In contrast, deletion of ubil in the AubiF strain caused
the expected accumulation of 4-HPg but also the complete dis-
appearance of DMQg (Fig. 4B), showing that the C5-hydroxyl-
ation reaction is totally abolished in the AubiF Aubil strain.
Collectively, these results demonstrate that the residual C5-hy-
droxylase activity observed in Aubil cells is provided by UbiF,
the C6-monooxygenase.
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FIGURE 3. Ubil displays C5-hydroxylase activity in S. cerevisiae. A, S. cerevi-
siae Acogé cells transformed with pRS416-COQ6 plasmid encoding Cog6, an
empty vector (vec), or with pRS426 TDH3-ubil, an episomal vector encoding
Ubil in combination or not with pRS423-COQ8 grown in YNB-pABA-folate 2%
galactose 0.4% glucose for 24 h. Serial dilutions were spotted onto agar
plates. The plates contained synthetic medium-pABA-folate + 10 um 4-HB
with either 2% glucose or 2% lactate-2% glycerol. The plates were incubated
for 2 days (glucose) or 4 days (lactate-glycerol) at 30 °C. B, HPLC-ECD of lipid
extracts from 2 mg of Acogé6 cells expressing Coq6 or from 6 mg of Acogé6 cells
expressing Ubil in combination with Cog8. Cells were grown in YNB-pABA-
folate 2% lactate-2% glycerol supplemented with 10 um 4-HB. Peaks corre-
sponding to demethoxy-Qg (DMQy), Qg, 4-HP¢, and to the Q, standard are
marked. C, Qg4 content of Acogé6 cells containing either pRS416-COQ6 or
pRS426 TDH3-ubil in combination with pRS423-COQ8 grown in the same
medium as in B. Error bars are S.D. (n = 4).
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FIGURE 4. UbiF is responsible for the residual C5-hydroxylation in the
absence of Ubil. A, HPLC-ECD of lipid extracts from 2 mg of WT cells
(dashed black line), AubiE cells (in gray), or AubiEAubil cells (in black). B,
HPLC-ECD of lipid extracts from 2 mg of AubiF cells (in gray) or AubiFAubil
cells (in black).

Crystal Structure of a C-terminal Truncated Form of Ubil—
We overexpressed and purified the Ubil-His, protein which con-
tains a C-terminal His, tag. However, the protein was cofactor-
free, as shown by UV-visible spectroscopy, and highly unstable,
with a significant propensity to aggregate and precipitate. Limited
trypsin proteolysis of Ubil-His, generated a soluble fragment
(molecular mass ~40 kDa, supplemental Fig. S44). MALDI-TOF
mass spectrometry of the Ubil,, (supplemental Fig. S48) together
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with the result that Ubil,, does not bind to nickel-nitrilotri-
acetic acid, suggested that ~35 residues at the C terminus had
been removed (two cleavage sites after residue 364 and 365,
respectively), as confirmed below by the crystal structure of
Ubil,,. The truncated Ubil,, protein expressed from a plasmid
was not able to complement the Aubil strain because the qui-
none profile was similar to that of Aubil cells containing an
empty vector (supplemental Fig. S4C). Ubil,, behaved as a
tetramer in solution, as shown by SEC-MALLS experiments
(supplemental Fig. S4D), and crystallized in space group
P2,2,2.

The structure of the native Ubil,, protein was solved at 2.8 A
resolution by the single anomalous dispersion method using
the selenomethionylated protein and refined to 2.0 A resolution
(supplemental Table S2 and supplemental Fig. S5). The overall
tertiary structure of the tetramer reveals that each monomer
contains a typical FAD-binding domain with a Rossman-like
B/a/B-fold (Fig. 5A). A search for proteins with similar fold
with DALI (24) indicates that the structure of Ubil,, is similar to
that of several flavin-dependent monooxygenases, including
PHBH) from Pseudomonas fluorescens (supplemental Table
S3). Superimposition of the structure of Ubil,, with that of
PHBH in complex with FAD (Fig. 5B) supports the presence of
a FAD binding pocket in Ubil,,.

The FAD Binding Site in Ubil,,—The existence of a binding
site for a FAD cofactor in Ubil was confirmed with docking
experimentsand minimization simulations usinga Ubil,, mono-
mer and the extended conformation of FAD from PHBH
(1PBE) as the starting position (25). The results of these calcu-
lations are shown in Fig. 5C. The docked FAD in Ubil,, exhibits
anumber of canonical interactions reminiscent of those involv-
ing FAD in PHBH, especially at the isoalloxazine ring and the
ribityl chain (Fig. 5C and supplemental Table S4).

Fig. 5C shows that the isoalloxazine ring is located within
hydrogen bonding distances of the main-chain nitrogens of
Leu-297, Val-302, Asn-303, and Ala-52, and the side-chain
amide nitrogen atom of Asn-303. Also, it may be stabilized by
m-stacking with Phe-269, an interaction shared in a number of
other flavoproteins (26-28). The ribityl chain is hydrogen-
bonded to side chains of Arg-49 and Asn-110, as it is in PHBH
using Arg-44 and GIn-102. Finally, the negatively charged pyro-
phosphate group is electrostatically complemented by: (i) the
a1 helix dipole of the B/«/B-fold at the N terminus as in PHBH;
(ii) hydrogen bonding with the side chain of Arg-49 residue
(Arg-44 in PHBH) and the main chain of Met-13, a residue
within the conserved GXGXXG motif of flavoproteins (Ser-13
in PHBH).

Our model of the docked FAD in Ubil,, was validated by
site-directed mutagenesis. We indeed mutated both residues
Gly-301 and Asn-303, which are conserved in flavoprotein
monooxygenases (29) (supplemental Fig. S1). These residues
form the bottom of the isoalloxazine binding pocket in Ubil,,.
Expression of Ubil-G301A-N303D in the Aubil strain led to a
Qg/4-HPyg ratio comparable with that found in Aubil cells con-
taining an empty vector (Fig. 5D). In contrast, expression of
Ubil led to the complete disappearance of 4-HPg (Fig. 2B).
These results show that the G301A/N303D double mutation
strongly impairs Ubil activity probably as the consequence of a
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FIGURE 5. Crystal structure of a truncated form of Ubil and its FAD binding site. A, ribbon diagram of the crystal structure of tetrameric Ubil,,. Each subunit
is represented with a different color with the Rossman-like B/a/B-fold of one subunit highlighted in orange. B, DALI superimposition of Ubil,, (blue) with PHBH
(vellow; Protein Data Bank ID code 1PBE) and the FAD of PHBH shown as ball and sticks. The root mean square deviation is 3.0 A for 327 Ca.. C, Docking of FAD
in Ubil,,. Residues involved in hydrogen bonding and 7-type interactions are represented. See details in supplemental Table S4. D, corrected integration of the
electrochemical signal for the peaks corresponding to Qg (in black) and 4-HPg (in gray) after HPLC analysis of lipid extracts from Aubil cells containing an empty
vector, pBAD-ubil, or pBAD-ubil(G301A/N303D) (n = 4). The ratio of the area of the Qg and 4-HP4 peaks is indicated.

steric effect from the G301 A mutation and the substitution of a
hydrogen-bond stabilization by a repulsive electrostatic inter-
action resulting from the N303D mutation, both predicted to
substantially affect the binding of FAD.

DISCUSSION

By using a combination of genetic, biochemical, and struc-
tural approaches, we have established that visC, a gene of
unknown function in E. coli, encodes a protein that plays an
important role in coenzyme Q biosynthesis under aerobic
conditions. Consequently, we have renamed this gene ubil.
We show here that the Ubil protein functions in the C5-hy-
droxylation reaction of aerobic Q biosynthesis in E. coli.

More precisely, the function of the Ubil protein is to intro-
duce the OH group on the C5 carbon of the phenyl ring of
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ubiquinone as supported by several lines of evidence. First,
4-HP, that accumulates in Aubil cells is diagnostic of a defi-
ciency in the C5-hydroxylation reaction. Indeed, 4-HPg4 results
from decarboxylation of OHB (reaction b, Fig. 1) to form OPP,
which is then hydroxylated at position C1 (reaction e) without
C5-hydroxylation (reaction c) and O5-methylation (reaction d)
taking place. Likewise, we have shown that S. cerevisiae strains
deficient for the C5-hydroxylation accumulate 4-HP (17, 20).
Second, Ubil complements the C5-hydroxylation defect of
Acoq6 S. cerevisiae cells (Fig. 3), which shows that Ubil is a
functional ortholog of the C5-hydroxylase Coq6. Given the
modest sequence identity between Ubil and Coq6 (25%) and
the fact that Coq proteins are organized in a multiprotein com-
plex (3), it is not surprising that Ubil does not fully complement
the deletion of cog6 (Fig. 3C). Third, we have established that
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Ubil displays a number of characteristics of FAD-dependent
monooxygenases: (i) it shows high sequence homology with
members of this class of enzymes, including the well studied
PHBH and also UbiH, UbiF, and Coq6 (supplemental Fig. S1);
(ii) the crystal structure of Ubil,, shows great structural homol-
ogy with PHBH, including at the level of a binding pocket for a
FAD cofactor, as confirmed by docking experiments; (iii) Gly-
301 and Asn-303, which contribute to the FAD binding
pocket, are important for the C5-hydroxylase activity of
Ubil. On the basis of these results, we propose that Ubil is a
FAD-dependent monooxygenase that catalyzes the O,-de-
pendent C5-hydroxylation reaction of coenzyme Qg biosyn-
thesis in aerobic conditions.

It should be noted that very few Ubi proteins involved in Qg
ring modification have been characterized biochemically,
maybe as a result of limited stability and solubility when these
proteins are expressed individually, as encountered with Ubil.
In fact, only the purified O-methyltransferase UbiG has been
shown to display in vitro activity so far (6). In the case of
Ubil, we had to work with a truncated form lacking 34 amino
acids in the C terminus to obtain a homogeneous protein in
solution that we could crystallize. Unfortunately, this pro-
tein was inactive when assayed in vivo and could not bind
FAD in vitro. Further studies are required to obtain a pure
active Ubil enzyme. Nevertheless, our structure of Ubil is the
first x-ray crystal structure of a monooxygenase implicated
in Q biosynthesis.

A fascinating question raised by our work concerns the role
of UbiB in Q biosynthesis. We clearly show that Ubil is respon-
sible for the C5-hydroxylation reaction, and therefore UbiB is
not catalyzing this step as this has been thought for years (4). An
attractive possibility is that UbiB functions in regulating Qg
biosynthesis via its putative kinase activity as originally pro-
posed by Clarke and co-workers (12). If so, the function of UbiB
would be consistent with the emerging function of its eukary-
otic homologs from S. cerevisiaze (Cog8) (23) and humans
(ACDK3/CABC1) (30).

Our characterization of ubil yielded intriguing observations
regarding the hydroxylation reactions. First, inactivation of ubil
does not completely abrogate Qg biosynthesis. We have shown
that in the absence of Ubil, the C6 monooxygenase UbiF is able
to hydroxylate the neighboring C5, which points to a rela-
tively poor regioselectivity of UbiF. However, there is no
doubt that the main C5-hydroxylase is Ubil and not UbiF
because UbiF only promotes the biosynthesis of 7% of WT
Qg levels in Aubil cells and because the C5-hydroxylation is
not deficient in AubiF cells because only DMQg but no
4-HPy, is detected in these cells. Second, we have shown that
Ubil is dispensable for anaerobic Qg biosynthesis similarly to
what was reported for UbiH and UbiF (22). As dioxygen is
the source of the three oxygen atoms that are incorporated
during the aerobic hydroxylation reactions (reactions c, e,
and g, Fig. 1) of Qg biosynthesis (31), the flavin-dependent
monooxygenases UbiF, UbiH, and Ubil do not function in
anaerobic conditions. Therefore, an alternative unidentified
enzymatic system must substitute for Ubil, UbiF, and UbiH
to catalyze the hydroxylation reactions during anaerobic Qg

JULY 5,2013+VOLUME 288-NUMBER 27

biosynthesis. The next challenge will be to identify the
anaerobic hydroxylation system.
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Chapitre 1 Fonction d’Ubil

3- Discussion

La voie de biosynthese de Qg chez Escherichia coli contient 3 réactions d”hydroxylation
décrites pour étre catalysées par UbiB, UbiF et UbiH (Alexander and Young 1978a). Une
ambiguité entourait le role d’UbiB, une protéine kinase proposée comme étant impliquée dans
la réaction d’hydroxylation en C5. Nous avons pu résoudre cette ambiguité en montrant que la
protéine Ubil (VisC) catalyse cette réaction d’hydroxylation.

Un mutant Aubil accumule un intermédiaire de biosynthese, le 4-HPg (4-hydroxyphénol, figure

27).

Figure 27 : Structure de 4-HPs

Sa formation peut s’expliquer de la maniére suivante en considérant 1’ordre des étapes de
biosynthese : 4-HPs est formé par décarboxylation d’OHB (composé 2, figure 12) en C1 suivie
par I’hydroxylation en C1 sans que les réactions d’hydroxylation en C5 et de méthylation en
OS5 n’aient lieu. Ainsi, la réaction la plus amont de la voie de biosynthése de Q déficiente dans
le mutant Aubil est ’hydroxylation en C5. En conséquence, 4-HPs (et non OPP comme
initialement décrit dans (Poon ez al. 2000)) est caractéristique d une déficience d’hydroxylation
en C5 et Ubil est responsable de cette réaction. L’activité C5-hydroxylase d’Ubil a été
¢galement démontrée chez S. cerevisiae. En effet un mutant Acog6 accumule 4-HP¢ (Ozeir et
al. 2011) et la surexpression d’Ubil en combinaison avec Coqg8 restaure la croissance de 4coq6
sur un milieu respiratoire (figure 3A, article). Toutefois, cette complémentation est partielle
puisque la souche Acog6 /Coq8-Ubil accumule seulement 12% de Qg par rapport a la souche
Acoq6/Coqb (figure 3C, article). Ceci pourrait provenir i) du fait que Coq6 et Ubil ont
seulement 25 % d’homologie de séquence et ii) d’une intégration imparfaite d’Ubil dans le
complexe de biosyntheése de Qs formé par les protéines Coq. Face a I’instabilité de la protéine
Ubil en solution, nos collaborateurs de Paris ont obtenu une forme tronquée (Ubily) dans
laquelle les 35 acides aminés de I’extrémité C-terminal sont absents. L’analyse de la structure

cristallographique d’Ubil;; obtenue montre une superposition quasi-parfaite avec celle de
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Chapitre 1 Fonction d’Ubil

PHBH, le prototype des monooxygénases a flavine du groupe A (Huijbers ef al. 2014). De
plus, nous avons montré que les 2 résidus conservés Gly-301 et Asn-303 d’Ubil (impliqués
dans la liaison de la FAD dans PHBH), sont importants pour 1’activité C5-hydroxylase d’Ubil
(figure 5, article). Ainsi, méme si nous n’avons pas pu montrer une activité in vitro d’Ubil ou
sa capacit¢ a lier la FAD, I’ensemble de nos résultats démontrent qu’Ubil est une
monooxygénase a flavine qui catalyse la réaction d’hydroxylation aérobique en C5 dans la

biosynthése du coenzyme Q.

Le role d’UbiB, initialement proposé pour catalyser cette réaction d’hydroxylation en C5, reste
inconnu a ce jour. Il a été rapporté qu'un mutant ubiB- est déficient en Qg uniquement en
aérobiose (Alexander and Young 1978a), mais nos résultats au laboratoire montrent qu’un
mutant AubiB est déficient en Qg dans les deux conditions aérobie et anaérobie (données non
présentées). Cette différence pourrait s’expliquer 1) par le fait que nous étudions un mutant de
délétion d’ubiB et non un mutant ponctuel (non caractérisé génétiquement) comme Alexander
et Young ; ii) si la mutation que les auteurs ont décrite comme ubiB- affecte non pas ubiB mais
le géne adjacent ubiJ, situé dans le méme opéron (voir figure 13, introduction). En effet, ubi/J
est important pour la biosynthése de Qs uniquement dans les conditions aérobies (voir chapitre
II), et son inactivation provoque donc un phénotype semblable a celui décrit pour ubiB- en
1978. Récemment, une activité kinase a été rapportée pour ADCK3, I’homologue humain
d’UbiB (Stefely et al. 2014). La question du substrat d’ADCK3 reste en suspens et il sera
intéressant de savoir si UbiB assure la phosphorylation de protéines Ubi, tel que proposé pour
son homologue Cog8 et les protéines Coq3, 5 et 7 chez §. cerevisiae. Puisque UbiB semble
importante en aérobie et anaérobie, il serait intéressant d’évaluer I’importance de la

phosphorylation pour la biosynthese de Qg dans ces deux conditions de culture.

L’avancée sur le role d’Ubil a permis de montrer un manque de spécificité de la protéine UbiF.
En effet, le mutant Aubil accumule 7% de Qg ce qui refléte que I’hydroxylation en C5 s’effectue
partiellement méme en absence d’Ubil. Inversement, nous pouvons conclure qu”Ubil n’est pas
capable d’assurer I’hydroxylation C6 en absence d’ubiF puisque le mutant AubiF’ accumule
DMQs et ne synthétise pas de Qs. Ainsi, il semble que la régio-sélectivité¢ d’UbiF est moins
stringente que celle d’Ubil, ceci pouvant étre dii a des subtiles différences dans I’environnement
des sites actifs de ces protéines. Vu la formation de 4-HPg dans Aubil, on sait que
I’hydroxylation en C1 peut se faire en absence du groupement méthoxyle en C5. Le caractere

¢lectronégatif du C2 apporté par le groupement méthoxyle en para (C5) est important pour la
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méthylation en C2 ce qui explique I’accumulation de 4-HPg dans Aubil. En absence du
groupement méthoxyle en C5, la méthylation en C2 pourrait avoir lieu quand méme mais ne
serait pas efficace et deviendrait donc I’étape limitante pour la biosynthése de Qg dans le mutant
Aubil. Dés que la méthylation en C2 aurait lieu, le produit pourrait étre pris en charge par UbiF

et donc étre hydroxylé en C5 et C6 pour finalement produire du Qs.

Ubil, UbiH et UbiF appartiennent toutes trois a la famille des monooxygénases a flavine du
groupe A, en accord avec le fait que les groupements hydroxyles en C1, C5 et C6 proviennent
du dioxygéne comme demontré par les expériences de marquage isotopique (Alexander and
Young 1978b). De plus, les mutants de délétion de ces monooxygénases montrent un déficit en
Qs uniquement lorsqu’ils sont cultivés en condition aérobie (Alexander and Young 1978a),
impliquant que ces protéines ne sont pas fonctionnelles en absence de dioxygeéne, un cosubstrat
de la réaction d’hydroxylation. Nos résultats sur Ubil renforcent donc I’hypothése de
I’existence d’un systéme alternatif d’hydroxylation en condition anaérobie pour remplacer les

3 protéines UbiH, UbiF et Ubil et assurer la biosynthése de Qg en anaérobie (voir chapitre IV).
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Chapitre 11 UbiJ et UbiK

Chapitre II : UbiJ (YigP) et UbiK (YqiC) sont
deux nouveaux acteurs de biosynthese
aérobique de Qs

1- Mise en évidence des protéines Y(iC et YigP :

YqiC est une protéine de 96 acides aminés qui ne présente pas de séquence signature
connue et dont on ne connait pas la fonction. D’aprés 1’analyse du « paysage phénotypique »

(http://ecoliwiki.net/tools/chemgen/) d’E. coli (Nichols et al. 2011), nous avons remarqué que

des souches mutantes AyqgiC et Aubil montraient une sensibilit¢ commune a de nombreux
produits chimiques (pyocyanine, benzalkonium, mecillinam, phenazine methosulfate). Ceci est
souvent caractéristique de I’implication des génes dans la méme voie cellulaire. Une publication
récente (Carrica ef al. 2011) montre qu’YqiC est essentielle a la virulence de Salmonella
typhimurium chez des souris infectées, et que cette protéine est dotée d’une activité fusogénique

des membranes qui pourrait permettre a la bactérie de coloniser les cellules des souris.

vigP est un gene localisé en opéron entre ubiB et ubiE (figure 13). En 2012, une étude a
montré qu’YigP est essentielle pour E.coli. Plus précisement, c’est un ARN de 252 nucléotides
nomm¢ esre (pour essential small RNA in E.coli) et contenu dans la partie C-terminale du gene
vigP qui a été proposé pour étre essentiel (Chen ez al. 2012a). Vu sa localisation en opéron
avec deux autres génes essentiels pour la biosynthése de Qg, nous nous sommes intéressés a

yigP pour étudier son importance pour la biosynthese de Qg chez E. coli.

Les résultats avec YigP que nous avons renommé par la suite UbiJ ont été publiés dans

Journal of Bacteriology en 2014 (Aussel, Loiseau, et al. 2014). Les expériences mentionnées
dans cet article ont été réalisées en grande partie chez S. #yphimurium mais nous avons
¢galement démontré I’importance d’YigP pour la biosynthése de Qs chez E. coli. Dans ce
chapitre, je décris les résultats auxquels j’ai contribué. L’article sur UbiJ est disponible dans

I’annexe 2 de ce manuscrit.

2- YqiC et YigP sont essentielles pour la biosynthése aérobique de Qs
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Notre collaborateur a Marseille, Laurent Loiseau, a construit des souches d’E. coli
AyqiC et AubiJ dans lesquelles I’ORF des génes ubiJ et yqiC a été remplacé par une cassette de
résistance a la kanamycine. Il est important de noter que Chen et al. n’ont pas réussi a faire le
mutant AubiJ et ont décrit I’inactivation du geéne ubiJ comme étant 1étal pour la bactérie E. coli
(Chen et al. 2012b). En revanche, Laurent Loiseau a réussi a construire ce mutant qui est viable
mais pousse mal dans un milieu riche LB. La souche 4yqiC présente une croissance comparable
a la souche WT en milieu riche LB en conditions aérobies alors que le mutant AubiJ montre

une déficience de croissance importante (figure 28A).
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Figure 28 : AyqiC et AubiJ accumulent de ’OPP. (A) Les souches WT, AubiJ et AyqiC ont été cultivées pendant
une nuit puis diluées le lendemain a un DOgoonm=0,05 dans du milieu riche LB et cultivées a 37°C en conditions
aérobies. La croissance a été suivie par la mesure du DO a 600 nm. (B) Quantification du taux de Qg par mg de
maticre fraiche, n=3. (C) Un aliquot d’extrait lipidique correspondant a Img de cellules des souches WT, AubiJ et
AyqiC est analysé¢ par HPLC-MS. Le chromatogramme représente le nombre de coups enregistrés par le
spectrométre de masse & une masse m/z= 656,5 correspondante a la masse de I’OPP avec un induit ammonium en
fonction du temps d’élution.
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L’analyse du contenu en quinones par HPLC-ECD (voir partie matériels et méthodes)
des souches cultivées en aérobie montre que le mutant AyqiC a un contenu diminué d’environ
80% par rapport a une souche WT tandis qu’un mutant AubiJ ne biosynthétise que 1% de Qs
en comparant a une souche WT (figure 28B). La délétion d’ubiJ n’a pas d’effet polaire sur le
gene ubiB puisqu’un plasmide contenant le géne ubiJ rétablit un contenu de Qs WT dans la
souche AubiJ (figure 28B). Ces résultats montrent que les génes ubiJ et yqiC sont essentiels
pour la biosynthése aé¢robique de Qs. Le contenu en DMKsg et MKs des souches AubiJ et AyqiC
n’est pas profondément affecté par rapport a une souche WT (données non montrées) ce qui
suggere que la délétion des geénes ubiJ et yqiC impacte le métabolisme de Qg mais pas la
biosynthése de DMKg/MKg. Nous avons ensuite analysé les extraits lipidiques de ces deux
souches par HPLC couplée a un spectrométre de masse. La figure 28C montre le
chromatogramme pour I’ion de  masse m/z=656,5 qui correspond a la masse de
I’octaprénylphénol (OPP) avec un adduit ammonium. Le temps de rétention ainsi que le spectre
UV-visible (non montré) du produit éluant a 7.2 min sont en accord avec ceux de I’OPP. Les
résultats montrent que les deux souches accumulent une quantité¢ importante d’OPP par rapport
a une souche WT. L’OPP s’accumule également dans les mutants AubiG et AubiB (Poon et al.
2000; Poon et al. 1999) et ne constitue donc pas un intermédiaire caractéristique d’une
déficience d’une étape de biosynthése bien précise. De plus, toutes les protéines ayant un role
catalytique dans la voie de biosynthése de Qs en aérobie sont connues, donc nous ne pensons
pas que les protéines YqiC et UbiJ catalysent une réaction chimique particuliére dans la voie

de biosyntheése de Qs mais qu’elles jouent un role plus général dans cette voie métabolique.

Puisque le défaut de biosynthese de Qg de la souche ubil- est spécifique a des conditions de
croissance aérobie (chapitre I), nous avons voulu vérifier le contenu en Qg des souches AyqiC
et AubiJ apres culture en anaérobie. Ainsi, les souches WT, AyqiC, AubiJ, ont été cultivées dans

des conditions anaérobies et le contenu en Qg a ensuite €té quantifié (figure 29).
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Figure 29 : Contenu en Qs des souches WT, AyqiC, AubiJ cultivées en conditions anaérobies : Les différentes
souches sont cultivées dans du milieu riche LB. Un aliquot d’extrait lipidique correspondant a 1 mg de cellules
cultivées en anaérobiose est analysé par HPLC-ECD. Quantification du taux de Qg par mg de matiére fraiche, n=3.

La biosynthése de Qs est rétablie a un taux WT dans le mutant AyqiC et a 60% dans le mutant
AubiJ en comparant a une souche sauvage WT (figure 29). Ces résultats montrent que les 2
genes ubiJ et yqiC sont importants pour la biosynthese de Qg en conditions aérobies mais sont
en partie dispensables dans des conditions anaérobies. Dans la suite de ce manuscrit, ygiC est

renommé ubiK vu son importance pour la biosynthése aérobique de Qs.

3- Expression d’UbiJ et d’UbiK en aérobie /anaérobie :

Vu ’importance des protéines UbiJ et UbiK pour la biosynthese de Qg uniquement en
aérobie, nous avons étudié I’expression de ces protéines dans les deux conditions de culture (en
présence et en absence de dioxygene). Les 2 protéines sont étiquetées par un tag SPA et les
deux souches UbiJ-SPA et UbiK-SPA sont cultivées dans du milieu LB. Nous avons démontré
que le tag SPA n’affecte pas ’activité de la protéine (voir I’étude détaillée dans le chapitre I1I).
La détection des protéines se fait aprés migration des extraits cellulaires totaux sur gel SDS-

PAGE suivie par western blot grace a un anticorps anti-flag.
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Figure 30 : Expression des protéines UbiK-SPA et UbiJ-SPA : Western blot des protéines UbiK-SPA et UbiJ-
SPA a partir des extraits cellulaires totaux de cultures effectuées en aérobiose (+0O2) ou anaérobiose (-O). La
détection se fait grace a un anticorps dirigé contre la séquence flag. La quantité déposée sur gel SDS-PAGE est
normalisée en fonction de la DO de la culture. L’anaérobiose a été vérifiée par utilisation du controle NikA qui est
exprimée uniquement en absence d’oxygéne. La détection de la protéine NikA se fait sur la méme membrane que
celle utilisée pour la détection avec I’anticorps anti-flag suite au stripping et a ’incubation avec des anticorps
polyclonaux anti-NikA.

Nous avons utilis¢ comme contrdle la protéine NikA qui est exprimée uniquement dans les
conditions anaérobies (de Pina ef al. 1995). Nos résultats montrent que NikA est détectée
uniquement dans les cellules cultivées en anaérobiose alors que les protéines UbiJ et UbiK sont
détectées a des niveaux comparables en présence ou en absence de dioxygene (figure 30). Ainsi,
méme si ces protéines ne sont pas essentielles pour la biosynthése anaérobique de Qs, elles sont

exprimées en absence d’oxygene.

4- Les 50 acides aminés terminaux d’UbiJ sont importants pour la
biosynthése de Qs chez S. typhimurium et E. coli :

Les bactéries E. coli et S. typhimurium sont phylogénétiquement treés proches et UbiJ

d’E. coli a 86% d’identité de séquence avec UbiJ de S. typhimurium.

La protéine UbiJ est formée de 2 domaines : a I’extrémité N-terminale, il y a un domaine de
liaison aux lipides (de 1’acide aminé 3 a I’acide aminé 120) et a ’extrémité C-terminale se
trouve un autre domaine (de 1’acide aminé 121 a I’acide aminé 201) (figure 31A). Afin de

vérifier quelle séquence minimale d’UbiJ chez S. typhimurium est importante pour une activité
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optimale de cette protéine, Laurent Loiseau a cloné I’extrémité N-terminale et 3 fragments de

I’extrémité C-terminale de longueurs différentes (figure 31A) dans un vecteur inductible a

I’arabinose.
A B
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N 4 H Jc  ubi 100 f
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) s 1
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Figure 31 : Les 50 acides aminés terminaux sont suffisants pour la biosynthése de Qs : (A) Représentation
schématique des différentes constructions plasmidiques utilisées. UbiJ N-ter représente le plamside codant pour
les 120 acides aminés de I’extrémité N-terminale. UbiJ 63C, 50C et 35 C sont les plasmides codant pour les 63,
50 et 35 acides aminés de I’extrémité C-terminale. (B) Quantification du taux de Qg dans les souches décrites en
A et cultivées dans du LB en condition aérobique. n=3. * signifie que Qg n’est pas détectable.

Un mutant AdubiJ de S. Typhimurium a été transformé avec ces différentes constructions et les
souches obtenues sont mises en culture en conditions aérobies. Ensuite, un aliquot de culture
est prélevé et le contenu en quinones a été analysé par HPLC-ECD (figure 31B). Les
constructions avec I’extrémité N-terminale ou avec les 35 derniers acides aminés ne permettent
pas la biosynthese de Qs. Par contre, les plasmides codant pour les 50 et 63 acides aminés
terminaux permettent une restoration partielle de la biosynthese de Qs. En effet, ces
constructions permettent une biosynthése de 17% de Qs en comparant avec la séquence
complete d’UbiJ qui permet de rétablir un taux WT de Qs. Ces résultats montrent que les 50
derniers acides aminés sont suffisants pour une activité¢ minimale d’UbiJ chez S. typhimurium.
Nous avons obtenu les mémes résultats pour les 50 acides aminés terminaux d’E.coli. En effet,
un plasmide codant pour les 50 derniers acides aminés a la capacité de restaurer la croissance
d’un mutant AubiJ d’E. coli en aérobiose (figure 32A) et de rétablir partiellement la biosynthese
de Qg (figure 32B). L’ensemble de ces résultats montrent que les 50 acides aminés terminaux
d’UbiJ sont suffisants pour assurer une biosynthése minimale de Qg dans les 2 organismes

étudiés.
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Figure 32 : Les 50 acides aminés terminaux sont suffisants pour la biosynthése de Qs chez E. coli. (A) Les
souches WT, AubiJ et AubiJ /pubi] 50C ont été cultivées pendant une nuit puis dilués le lendemain a un
DOg00nm=0,05 dans du milieu riche LB et cultivées a 37°C en conditions aérobies. La croissance a été suivie par
mesure du DO a 600 nm. (B) Quantification du taux de Qg par mg de matiére fraiche, n=3.

5- L’activité biologique d’ubiJ de S. typhimurium nécessite la synthese d’une
protéine :

I1 a été récemment proposé que le géne ubiJ code dans sa partie C-terminale un ARN
essentiel pour E. coli nommé esre (Chen et al. 2012a). Afin de savoir si la séquence minimale
requise pour I’activité d’UbiJ (50C) est un ARN ou une séquence peptidique, Laurent Loiseau
a introduit des mutations dans le codon qui suit la méthionine afin de modifier le cadre de
lecture d’un seul nucléotide (50C+1) ou de deux nucléotides (50C+2) (figure 33A). La
transformation du mutant AubiJ de S. typhimurium par le plasmide 50C permet la biosynthése
de Qs alors que les souches transformées par les plasmides 50C+1 et 50C+2 sont toujours

déficientes en Qs (figure 33B).
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Figure 33: L’activité biologique d’ubiJ chez S. typhimurium dépend de la synthése d’une protéine : (A)
Représentation schématique de I’extrémité 5° du plasmide pubiJ 50C. Les mutations sont introduites aprées la
méthionine pour assurer la modification du cadre de lecture d’un nucléotide (50C+1) ou de 2 nucléotides (S0C+2).
(B) Les souches AubiJ transformées avec les constructions décrites en A sont cultivées dans du LB en présence
d’arabinose. Un aliquot d’extrait lipidique correspondant a 2 mg de cellules est analysé par HPLC-ECD. Les pics
correspondants au standard interne Qo, a Qs, DMK3 et MKs sont indiqués sur les électrochromatogrammes.

Ensuite, Laurent Loiseau a construit un plasmide codant pour UbiJ dans lequel 30% des 261
nucléotides de la partie C-terminale ont ét¢ mutés sans que ces mutations n’affectent la
séquence peptidique. Ce plasmide est capable de restaurer la biosynthése de Qg chez un mutant
AubiJ de Salmonella (figure 33C). L’ensemble de ces résultats démontrent que [’activité
biologique d’ubiJ repose sur une séquence peptidique et pas sur un ARN. Cette approche n’a
pas été testée chez E. coli mais nous pensons que ’activité biologique d’Ubil est également
assurée par une protéine chez cet organisme et nous avons démontré 1’importance de ces 50

acides aminés terminaux.

6- Effet de l1a mutation d’UbiK dans des mutants Aubi :

La mutation de certains génes ubi entraine 1’accumulation d’un intermédiaire de
biosynthese de Qg : DDMQg dans le cas de AubiE, DMQg dans le cas de AubiF et 4-HPg dans

le cas de Aubil. Dans d’autres mutants, la biosyntheése de Qs se poursuit mais celle-ci est réduite
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par rapport a une souche sauvage (mutants AubiC, AubiD et AubiX). Dans le cas de AubiH et
AubiG, seul I’OPP est détecté dans nos conditions de chromatographie avec déficience totale
de biosynthése de Qs. Afin de voir I’effet de délétion d’ubiK sur I’accumulation de ces
intermédiaires, Laurent Loiseau nous a construit les doubles mutants Aubi AubiK que j’ai
cultivée dans un milieu riche LB puis un aliquot de culture est analysé¢ par HPLC-ECD (figure

34).
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Figure 34 : Contenu en Qs de différentes souches: Les différentes souches sont cultivées dans du milieu riche
LB en présence d’oxygene (+ O2) ou en absence d’oxygene (- O2). Un aliquot d’extrait lipidique correspondant a
1 mg de cellules est analysé par HPLC-ECD. Les pics correspondants au standard interne Qjo, a Qs, DMKjs, MKsg,
DDMQs, DMQs, OPP et un composé électroactif de nature inconnue (X sur la figure 34A) sont indiqués sur les
électrochromatogrammes. Les électrochromatogrammes A et D ont été obtenues suite a 1’analyse HPLC par la
méthode A et les électrochromatogrammes B et C par la méthode B (voir matériels et méthodes).

La mutation d’ubiE et d’ubiF entraine I’accumulation de DDMQg et DMQs respectivement
(composé 6 et 7, figure 12). En conditions aérobies, la souche AubiE AubiK accumule de I’OPP
mais ne produit plus du tout du DDMQs tandis que DMQg s’accumule dans la souche AubiF’
AubiK a environ 50% de la quantité obtenue dans la souche AubiF (figures 34A et 34B).

Les protéines UbiF et UbiK ne sont pas indispensables pour 1’anaérobiose puisque les mutants
AubiF et AubiK produisent du Qg a un taux WT en absence d’oxygeéne. Un mutant AubiE cultivé
en absence d’oxygene accumule du DDMQg mais aussi un composé de nature inconnue nomme¢
X sur la figure 60 (noté X sur la figure 34A aussi). Nous avons testé plusieurs conditions de
chromatographie pour obtenir une résolution satisfaisante de DDMQg et du composé X que
nous avons identifi¢ comme étant le DQs (le coenzyme Qg sans le groupement méthyle en C2,
voir figure 60, chapitre IV). Cette étude sera détaillée dans le chapitre IV des résultats. En
conditions anaérobies, la souche AubiE AubiK retrouve le phénotype de la souche AubiE
cultivée dans les mémes conditions et accumule le DDMQg et le DQs, tandis que la souche
AubiF AubikK produit un taux WT de Qs (figures 34A et 34B). Ceci en accord avec le caractere

dispensable d’UbiK en anaérobiose.

La souche AubiC cultivée en milieu riche LB accumule un taux WT de Qs tandis que la souche
AubiC AubiK a un contenu de Qg diminué d’environ 85% par rapport a une souche WT (figure

34C). Ce taux est comparable a celui d’une souche AubiK cultivée dans les mémes conditions.

La souche Aubil accumule du 4-HPs en conditions aérobies, tandis qu’en conditions anaérobies,
cette souche produit du Qg a un taux WT (voir chapitre I). L’accumulation de 4-HPg est abolie
dans la souche Aubil AubiK cultivée en présence d’oxygene (figure 34D) ce qui indique que la

protéine UbiK est indispensable pour la biosynthese de 4-HPs.

La délétion d’ubiK est donc délétere dans les mutants AubiC, AubiE, et Aubil et pas dans AubiF.
En effet, la protéine UbiK est indispensable pour la production du DDMQs et 4-HPg mais pas
pour celle du DMQg. Ce résultat est bizarre puisque DDMQg est le précurseur de DMQs. 11
semble que dans un fond génétique AubiF, la délétion d’ubiK n’a que peu d’effet sur UbiE
puisque DMQg dérive nécessairement de DDMQs. Ainsi, 1’effet négatif de la délétion d’ubiK
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sur la biosynthése aérobie pourrait étre en partie annulé par la délétion d’ubiF. Cette hypothese
doit étre testée en évaluant la formation de DDMQs dans un triple mutant AubiEAubiFAubiK.

Si cette hypothése est valide, ce triple mutant devrait accumuler du DDMQs.

7- Fractionnement cellulaire et localisation cellulaire des protéines UbiK-
SPA et UbiJ-SPA :

Les souches UbiK-SPA et UbiJ-SPA ont été cultivées dans 1L du milieu riche LB et le
culot cellulaire est ensuite lysé par presse de french. Le fractionnement cellulaire par
ultracentrifugation permet de séparer les protéines solubles cytoplasmiques et périplasmiques
(fraction soluble) contenus dans le surnageant des membranes internes et externes (fraction

membranaire) contenus dans le culot.

7-a- choix du tampon de lyse :

4 tampons de lyse ont été utilisés pour lyser les cellules de la souche UbiK-SPA par
press de French. J’ai ensuite étudié la répartition de la protéine UbiK-SPA entre fraction

membranaire et fraction soluble issues du fractionnement cellulaire.

Tampon 1 Tampon 2 Tampon 3 Tampon 4
Mb S Mb S Mb S Mb S

- [~ ‘ -‘

Figure 35: Choix du tampon de lyse : Western blot de la protéine UbiK-SPA a partir des fractions membranaires
et solubles préparées dans 4 tampons différents. La description des tampons est donnée dans la partie « matériels
et méthodes ». La détection se fait grace a un anticorps dirigé contre la séquence flag de 1’étiquette SPA. Dépot
sur gel SDS-PAGE de 20 pg de protéines totales. Mb : fraction membranaire ; S : Fraction soluble.

La protéine UbiK-SPA est uniquement détectée dans la fraction membranaire avec le tampon
1 (figure 35) alors qu’avec les tampons 2 et 3, UbiK-SPA est majoritairement localisée dans la
fraction membranaire mais est néanmoins détectable dans la fraction soluble. Avec le tampon

4, la protéine est principalement détectée dans la fraction soluble. Ainsi, la plupart des tampons
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testés occasionnent une localisation d’UbiK-SPA principalement dans la fraction membranaire.
En 2011, Carrica et al. (Carrica et al. 2011) détectaient la protéine UbiK a la fois dans la
fraction membranaire et la fraction soluble en utilisant un tampon de lyse différent (20 mM
Tris-HCI (pH 8.0) et 150 mM NaCl) ce qui montre que la composition du tampon peut
influencer 1’association d’UbiK a la membrane. Vu la localisation de Qg dans la membrane et
I’importance de la protéine UbiK pour la biosynthése de Qs, nous avons considéré qu’une
association d’UbiK avec la membrane était rationnelle et nous avons donc décidé d’utiliser le

tampon 1 pour la lyse de I’ensemble des souches Ubi-SPA (voir chapitre III).

7-b- Répartition des protéines UbiK-SPA et UbiJ-SPA :

La localisation de ces protéines Ubi (membranaire ou soluble) a été étudiée par western-

blot avec un anticorps anti-flag (figure 36).
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Figure 36 : Localisation des protéines Ubi-SPA : Western blot des protéines UbiK-SPA et UbiJ-SPA a partir
des fractions membranaires et solubles. La détection se fait grace a un anticorps dirigé contre la séquence flag.
Dépdt sur gel SDS-PAGE de 20 pg de protéines totales. LamB (protéine membranaire) et RpoA (protéine soluble)
sont utilisées comme controle. La détection de ces 2 protéines se fait sur la méme membrane que celle utilisée

pour la détection avec un anticorps anti-flag suite au stripping et a 1’incubation avec les anticorps polyclonaux
correspondants.

Le fractionnement cellulaire a été vérifié par des anticorps polyclonaux dirigés contre LamB
(protéine membranaire) et RpoA (protéine soluble). Nos résultats montrent que la protéine
UbiK-SPA est uniquement associée a la membrane alors que la protéine UbiJ-SPA se répartit

dans les deux fractions (figure 36).
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Afin de vérifier le degré d’association des protéines UbiJ-SPA et UbiK-SPA a la membrane,
j’ai testé plusieurs additifs: Le DDM (dodécyl-maltoside) est un détergent non-ionique qui
solubilise les protéines intégrales ; NaCl (500 mM) est utilisé pour solubiliser les protéines qui
sont en interaction électrostatique directe avec les membranes ou indirecte via des autres
partenaires ; Carbonate (100 mM) est utilis¢ pour solubiliser les protéines périphériques en
interaction avec un seul feuillet membranaire ; EDTA est utilisé pour solubiliser les protéines

qui sont en interaction via des cations bivalents avec les membranes.
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Figure 37 : tests de solubilisation des protéines associées a la membrane : Western blot des protéines UbiJ-
SPA et UbiK-SPA a partir des fractions membranaires solubilisées en présence du DDM (1%), EDTA (100 mM),
carbonate (100 mM) et NaCl (500 mM). La détection se fait grace a un anticorps dirigé contre la séquence flag.
Dépot sur gel SDS-PAGE de la méme quantité de 2 fractions analysées.

Dans la condition controle (ultracentrifugation de la fraction membranaire sans aucun ajout des
produits décrits ci-dessus), les deux protéines sont détectées uniquement dans le culot

membranaire résiduel (figure 37).

La protéine UbiJ-SPA est détectée uniquement dans la fraction soluble apres incubation en
présence du DDM. Dans les autres conditions de solubilisation, la protéine est détectée trés
majoritairement dans le culot membranaire résiduel (figure 37). Ceci indique que la protéine
UbiJ-SPA est une protéine fortement liée a la membrane malgré I’absence de domaines
transmembranaires dans sa séquence peptidique. Cependant, le fait qu’une partie de la protéine

UbiJ est détectée dans la fraction soluble apres fractionnement cellulaire (figure 36) suggere
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que cette protéine existe a la fois sous une forme soluble et sous une forme fortement associée

a la membrane.

La protéine UbiK-SPA est totalement solubilisée aprés incubation en présence du DDM et
seulement partiellement dans les autres conditions de solubilisation (figure 37), ce qui établit
néanmoins qu’UbiK n’est pas une protéine intégrale et qu’elle est plus faiblement associée a la

membrane que la protéine UbiJ.

8- Localisation membranaire des protéines UbiJ et UbiK :

Nous avons ensuite étudié la localisation membranaire (membrane interne ou membrane
externe) des protéines UbiJ et UbiK. Pour cela, les membranes des souches UbiJ-SPA et UbiK-
SPA ont été séparées sur un gradient de sucrose de 6 couches (30% - 55% ; voir matériels et
méthodes). Il est possible de séparer les deux membranes sur gradient de sucrose puisqu’elles
ne possedent pas le méme contenu protéique. En effet, la membrane externe est plus riche en

protéines, donc plus dense, et migre dans les couches de sucrose les plus concentrées.

Le contrdle utilisé est la protéine AtpB-SPA. AtpB fait partie de la sous-unité FO de ’ATP
synthase située dans la membrane interne. Comme attendu, AtpB-SPA est détectée uniquement

dans la fraction membranaire (figure 38A).
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Figure 38 : UbiK et UbiJ sont associées a la membrane interne : (A) Western blot de la protéine AtpB-SPA a
partir des fractions membranaires et solubles. Dépot sur gel SDS-PAGE de 20 pg de protéines totales. Mb : fraction
membranaire ; S : fraction soluble (B) Western blot des protéines AtpB-SPA, UbiJ-SPA et UbiK-SPA a partir des
fractions membranaires internes et externes séparées par gradient de sucrose. Dépot sur gel SDS-PAGE de 20 pg
de protéines totales. Dans toutes les figures, la détection a été faité grace a un anticorps dirigé contre la séquence
flag. Mb INT : Membrane interne ; Mb EXT : Membrane externe.
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Le signal détecté pour la protéine AtpB-SPA est prédominant dans la fraction contenant la
membrane interne méme si un signal est detecté dans la fraction de la membrane externe (figure
38B) ce qui refléte une contamination de la fraction membranaire externe par la fraction
membranaire interne. De méme, les signaux detectés pour les protéines UbiK et UbiJ sont
prédominants dans la fraction membranaire interne (figure 38B). Ces résultats suggérent que
les protéines UbiJ et UbiK sont associées a la membrane interne. Toutefois, le protocole utilisé
pour séparer les fractions membranaires internes et externes doit étre optimisé afin de limiter la

contamination de la membrane interne par la membrane externe.

Discussion

La biosynthese de Qg est étudiée depuis longtemps et aprés notre étude récente sur Ubil,
I’ensemble des protéines catalysant les différentes étapes de biosynthése de Qg sont désormais
connues. Dans ce chapitre, nous avons identifié ubiJ (yigP) et ubiK (yqiC) comme étant des
nouveaux facteurs impliqués dans la biosynthése aérobique de Qs chez E. coli et S.
typhimurium. Les mutants AubiJ et AubiK accumulent le méme intermédiaire de biosynthese
(OPP) qui n’est pas caractéristique d’une étape déficiente dans la biosynthése de Qg (figure

28C). Ces résultats suggerent que 1’absence de ces genes a un effet global sur la biosynthése de

Qs.

Une ¢tude récente a montré que le géne ubiJ est essentiel pour la viabilité d’E. coli et code pour
une séquence ARN (Chen et al. 2012a). Nos résultats ne sont pas en accord avec ces
observations. En effet, un mutant AubiJ cultivé en aérobiose montre une déficience de
croissance mais il est viable dans un milieu liquide (figure 28A). De plus, nous avons montré
que la séquence d’ADN codant pour les 50 derniers acides aminés permet la biosynthese de Qg
(figure 31) tandis que le changement de cadre de lecture d’un seul ou de deux nucléotides abolit
cette biosynthese (figure 33B). De plus, un plasmide contenant 30% de mutations de
nucléotides du domaine C-terminal sans changement de la séquence peptidique est capable de
complémenter la biosynthése de Qs dans AubiJ (figure 33C). L’ensemble de ces résultats
démontrent que ’activité biologique d’ubiJ repose sur la synthése d’une protéine. Alors que
I’importance de 50 derniers acides aminés a €ét¢ démontrée chez les deux organismes, la suite
de cette étude (changement du cadre de lecture et mutations silencieuses des nucléotides) doit

étre répétée chez la bactérie E. coli.
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L’analyse de séquence d’UbiJ montre que le domaine C-terminal a 26% d’identité de séquence
avec celui de LpxD et le domaine N-terminal a 16% d’identité de séquence avec celui de SCP2
(protéine liant les acides gras) de Yarrowia lipolytica. LpxD est une enzyme impliquée dans la
biosynthése du lipide A, capable d’interagir avec des composés lipidiques a travers le domaine
C-terminal (Bartling et al. 2009). Notre hypothése de travail est que la protéine UbiJ pourrait
lier des intermédiaires de biosynthése de Qs et les présenter aux protéines Ubi via ses domaines
N- ou C-terminal. Toutefois, la capacité d’UbiJ a lier des lipides doit étre testée in vitro avec
des lipides. L’importance d’UbiJ pour la stabilité du complexe protéique regroupant plusieurs

protéines Ubi sera évoquée dans le chapitre II1.

Un mutant 4ubiK ne montre pas une déficience de croissance en milieu LB probablement car
son contenu résiduel en Qg (environ 20%) est suffisant pour assurer une croissance similaire a
une souche sauvage (figure 28B). Cette quantité résiduelle de Qg pourrait suggérer la présence
d’une autre protéine jouant le méme réle qu’UbiK ou d’une fonction non-essentielle d’UbiK
pour la biosynthése de Q (comme le cas d’UbiX et d’UbiD). Récemment, la protéine SdhE a
été caractérisée chez Serratia (McNeil ef al. 2012). SAhE joue un rdle dans la flavinylation de
la protéine SdhA, une protéine faisant partie du complexe succinate déshydrogénase (McNeil
et al. 2012). UbiK montre 18% d’identité¢ de séquence avec SdhE et nous suggérons qu’UbiK
peut accomplir une fonction similaire a SAdhE par incorporation de la flavine dans les protéines
Ubi. Cette hypothese est possible vu la présence de plusieurs Ubi a cofacteur a flavine (UbiX,
UbiD, Ubil, UbiH et UbiF) et peut étre testée par la mesure du taux de flavine incorporée dans
ces protéines dans une souche AubiK. Alternativement, UbiK pourrait jouer un rdle dans la
stabilit¢ du complexe protéique Ubi. Cette hypothése a été testée et les résultats sont présentés

dans le chapitre II1.

L’¢étude de fractionnement cellulaire suivie de la séparation des membranes sur un gradient de
sucrose (figure 38) montre que les protéines UbiJ et UbiK sont associées a la membrane
plasmique d’E. coli. La localisation d’UbiJ dans la fraction membranaire et la fraction soluble
(figure 36) suggere que cette protéine pourrait exister sous deux formes : membranaire et
soluble. Alternativement, le tampon que nous utilisons pourrait déstabiliser I’association d’UbiJ
a la membrane. Cette hypothese est possible aussi pour UbiK que nous détectons uniquement
dans la fraction membranaire. En effet, Carrica et al. (Carrica et al. 2011) utilisaient un autre
tampon de lyse pour évaluer la localisation d’UbiK et montraient qu’UbiK est en partie soluble.
De plus, nos analyses protéomiques (chapitre I1I) montrent également la présence d’UbiK dans

la fraction soluble.
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Nos collaborateurs a Marseille ont pu montrer une relation entre biosynthese de Qs et virulence
de S. typhimurium (Aussel, Loiseau, et al. 2014). En effet, une mutation d’ubiJ chez Salmonella
la rend incapable de proliférer dans les macrophages des souris, tandis que le mutant AubiJ
cultivés en anaérobie (et donc contenant du Qg) avant I’infection des macrophages retrouve une
capacité modérée a proliférer a I’intérieur des macrophages (Aussel, Loiseau, ez al. 2014). Ces
résultats établissent I’importance de Qg pour la prolifération bactérienne dans les macrophages

et suggere une possible relation entre la biosynthése de Qs et la virulence de Salmonella.

En conditions anaérobies, UbiK et UbiJ ne semblent pas avoir un réle pour la biosynthése de
Qs puisque des mutants AubiJ et AubiK ont la capacité de biosynthétiser un taux €élevé de Qs en
anaérobiose (figure 29). Les seuls mutants de biosynthése de Qg connus a ce jour, qui sont
capables de produire un taux normal de Qg en anaérobiose sont ceux des monooxygénase (UbiF,
UbiH et Ubil). Il est important de noter que dans 1’é¢tude d’Aexander et Young en 1978
(Alexander and Young 1978a), le mutant ubiB- est capable de fomer du Qg en anaérobiose en
désaccord avec notre observation (données non montrées). Ceci suggere que le mutant ubiB-
utilisé par ces auteurs pourrait tre un mutant ubiJ- dont le phénotype est compatible avec leur
observation. A ce stade, UbiJ et UbiK ne sont pas considérés comme des monooxygénases mais
nous suggérons que ces protéines peuvent aider les monooxygénases aérobies pour leur

recrutement au sein du complexe protéique comme démontré en partie dans le chapitre I11.

En conclusion, nous avons demontré 1’importance de 2 protéines UbiJ et UbiK pour la
biosyntheése aérobique de Qg mais leur réle ne semble pas €tre catalytique. Nous avons avancé
sur leur rdle par I’analyse de la stabilité du complexe protéique de biosynthese de Qg en absence

de ces protéines (voir chapitre III).
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Chapitre 111 : Regroupement des protéines Ubi
en complexe protéique de haut poids
moléculaire

Un axe important de la thése a été de savoir si les protéines Ubi sont associées au sein d’un
complexe protéique et éventuellement de commencer la caractérisation de ce complexe. Les
protéines Ubi sont peu abondantes dans les cellules, ce qui rend leur visualisation impossible
par coloration au bleu de coomassie d’un gel SDS-PAGE dans lequel des extraits cellulaires
ont été séparés. Des anticorps dirigés contre des proté¢ines Ubi ne sont pas commercialisés. Des
anticorps polyclonaux anti-Ubi ont été obtenus par immunisation de lapins avec les protéines
UbiK et Ubil purifiées par nos collaborateurs au College de France (COVALAB ©) ou avec 2
peptides de synthése correspondant a UbiH (Invitrogen). Cependant, ces anticorps se sont
révélés incapables de détecter les protéines dans des extraits totaux ou dans des fractions
membranaires ou solubles. Ainsi, nous avons décidé de travailler avec des souches exprimant
des protéines Ubi étiquetées par un tag SPA inséré dans le chromosome en 3’ du géne. Le tag
SPA dont la taille est 8 kDa a été décrit dans la partie « matériels et méthodes ». Le tag SPA
permet de détecter la protéine Ubi-SPA par un anticorps anti-flag en western blot et également
de pouvoir la purifier par chromatographie d’affinité en 2 étapes (anti-flag puis anti-

calmoduline).

1- Le tag SPA n’affecte pas ’activité des protéines Ubi :

Afin de vérifier si le tag SPA affecte ou non I’activité de différentes protéines Ubi, j’ai
cultivé les souches Ubi-SPA dans un milieu LB en aérobie et un aliquot d’extrait lipidique
correspondant a 2 mg de cellules a été analysé par HPLC-ECD (figure 39) afin de quantifier le

contenu en Qs.
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Figure 39 : Contenu en Qs des souches Ubi-SPA : Quantification du taux de Qg par mg de mati¢re fraiche. n=3.

Le contenu en Qg formé par ces souches est supérieur ou égal a 70% de celui d’une souche WT
ne contenant pas le tag SPA, ce qui indique que le tag SPA n’affecte pas drastiquement I’activité

des protéines Ubi.

2-Détection des protéines Ubi-SPA :

Les extraits cellulaires totaux des souches Ubi-SPA ont été séparés sur gel SDS-PAGE
12%. Les protéines Ubi-SPA ont été détectées par western-blot avec un anticorps anti-flag
(figure 40). Toutes les protéines sont détectées a leur taille attendue (UbiC-SPA : 34 kDa ;
UDbiE-SPA : 40 kDa ; UbiF-SPA : 51 kDa ; UbiG-SPA : 43 kDa ; Ubil-SPA : 53 kDa ; Ubil-
SPA : 40 kDa ; UbiK-SPA : 26 kDa ; UbiH-SPA : 50 kDa et UbiX-SPA : 34 kDa) sauf UbiB-
SPA dont la taille théorique est de 71 kDa. La protéine UbiA-SPA n’a pas été détectée avec

I’anticorps anti-flag pour une raison inconnue.
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Figure 40 : Détection des protéines Ubi-SPA par un anticorps dirigé contre la séquence flag : Western blot
des protéines Ubi-SPA a partir d’extraits cellulaires totaux séparés sur gel SDS 12%.

L’activité des protéines n’est donc pas affectée par la présence du tag SPA et la majorité des
protéines étiquetées sont détectables par western-blot a la taille attendue. Ces souches Ubi-SPA
sont donc utilisables dans les expériences de mise en évidence et de caractérisation du complexe

multiprotéique.

3- Fractionnement cellulaire et localisation des protéines Ubi-SPA :

Les souches Ubi-SPA ont été cultivées dans 1L du milieu riche LB et le culot cellulaire

a ensuite été lysé par presse de french puis le lysat a été fractionné par ultracentrifugation.

La localisation des protéines Ubi (membranaire ou soluble) a été étudiée par western-blot avec

un anticorps anti-flag (figure 41).
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Figure 41 : Localisation des protéines Ubi-SPA : Western blot des protéines Ubi-SPA a partir des fractions
membranaires et solubles. La détection se fait grace a un anticorps dirigé contre la séquence flag. Dépot sur gel
SDS-PAGE de 20 pg de protéines totales. Le fractionnement a été vérifié par utilisation de 2 contréles LamB
(protéine membranaire) et RpoA (protéine soluble). La détection de ces 2 protéines se fait sur la méme membrane
que celle utilisée pour la détection avec un anticorps anti-flag suite au stripping et a I’incubation avec des anticorps
polyclonaux correspondants.

Le fractionnement cellulaire a été vérifié en utilisant des anticorps polyclonaux contre LamB
qui est une protéine membranaire intégrale et RpoA qui est une protéine soluble. Nous avons
obtenus ces anticorps controles tardivement, ainsi nous n’avons pas les contréles pour toutes
souches Ubi-SPA (notamment UbiG, X, E et C). Nos résultats montrent que les protéines UbiG-
SPA et UbiX-SPA sont détectées uniquement dans la partie soluble alors que les autres
protéines Ubi(C-E-F-H-I)-SPA sont associées partiellement a la membrane (figure 41). Ces
résultats ajoutés a ceux obtenus pour UbiK-SPA et UbiJ-SPA (exposés dans le chapitre 1) nous
permettent de conclure qu’il existe 3 cas de localisation cellulaire de protéines Ubi-SPA :
membranaire (UbiK), solubles (UbiX et UbiG) et double localisation (UbiC, UbiE, UbiF, UbiH,
Ubil, Ubil).

4- Analyse des protéines Ubi membranaires :
a- tests de solubilisation :

L’analyse sur BN-PAGE des protéines associées a la membrane nécessite préalablement
leur solubilisation par déstabilisation de la bicouche lipidique. Classiquement, la digitonine et

le DDM (Dodécyl-maltoside) sont choisis pour leur caractére non-ionique et leur capacité a
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solubiliser des complexes membranaires tout en conservant leur stabilité. Le DDM a une
capacité de déstabilisation lipidique plus forte que la digitonine. La solubilisation de la fraction
membranaire a été faite avec 3 concentrations différentes du DDM (Dodécyl-maltoside) (figure

42A) ou avec deux concentrations différentes de digitonine (figure 42B).
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Figure 42 : tests de solubilisation des protéines Ubi associées a la membrane : (A) Western blot des protéines
Ubi-SPA a partir des fractions membranaires solubilisées par 3 concentrations différentes du DDM. (B) Western
blot des protéines Ubi-SPA a partir des fractions membranaires solubilisées par 2 concentrations différentes de la
digitonine sauf pour UbiK-SPA qui est solubilisée par 2% seulement. Les conditions marquées par x ne sont pas
faites. (C) Western blot des protéines Ubi-SPA a partir des fractions membranaires solubilisées par 2% du DDM
avec 4 concentrations différentes de NaCl. Les conditions marquées par X ne sont pas faites. La détection se fait
grice a un anticorps dirigé contre la séquence flag. Dépot sur gel SDS-PAGE de 20 pg de protéines totales.

Toutes les protéines sont détectées dans le culot membranaire résiduel dans la condition
contrdle (sans DDM) (figure 42A). Alors que 1% de DDM est suffisant pour solubiliser les
protéines UbiJ-SPA et UbiE-SPA, 2% de DDM sont nécessaires pour solubiliser la protéine
AtpB-SPA (figure 42A). Les protéines Ubil-SPA, UbiF-SPA et UbiH-SPA ne sont pas
solubilisées a 3% de DDM (figure 42A), mais 1’ajout de NaCl permet une solubilisation
partielle (figure 42C). La digitonine ne permet la solubilisation que de la protéine UbiK-SPA
(figure 42B).
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Suite a ces résultats, nous avons décidé d’utiliser 1% de DDM pour solubiliser les fractions
membranaires des souches UbiE-SPA, UbiJ-SPA, UbiK-SPA ; 2% de DDM pour solubiliser la
fraction membranaire de la souche AtpB-SPA ; 2% DDM + 100 mM NaCl pour solubiliser les
protéines Ubil-SPA, UbiF-SPA et UbiH-SPA.

4-b- Analyse des fractions membranaires solubilisées sur gel BN-PAGE :

BN-PAGE (Blue Native Polyacrylamide Gel Elecrophoresis) est une technique
d’analyse des interactions protéine-protéine dans des conditions natives. C’est une technique
rapide, et souvent utilisée comme une étape finale de purification de complexes membranaires
et solubles. BN-PAGE est aussi une méthode de détermination de la masse moléculaire et la

composition des complexes protéiques pré-purifiés.

En 2005, Stenberg et al. (Stenberg et al. 2005) montraient que le complexe F1-FO est détecté
a 550 kDa par analyse sur gel BN-PAGE. Dans certaines conditions d’analyse sur BN-PAGE,
les 2 sous-unités se dissocient et le sous-complexe FO est détecté a 300 kDa. La figure 43A
montre que la protéine AtpB-SPA a été détectée aux alentours de 300 kDa et aux alentours de

550 kDa ce qui valide notre systéme BN-PAGE.
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Figure 43 : Western blot du gel BN-PAGE : (A) La fraction membranaire de la souche AtpB-SPA de
concentration 10 mg/mL a été solubilisée avec 2% DDM, puis 10 pL sont analysés par migration sur gel BN-
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PAGE. (B) Les membranes des souches UbiF-SPA, UbiE-SPA, UbiH-SPA et Ubil-SPA de concentration
équivalente (8-10 mg/mL) ont été solubilisées avec 1% DDM pour UbiE-SPA et 2% DDM +100 mM NaCl pour
Ubi-(H, I, F)-SPA. 10 pL de chaque échantillon sont analysés par migration sur gel BN-PAGE. Les protéines ont
été détectées avec un anticorps anti-flag (n=2).

Une petite fraction des protéines UbiE-SPA, UbiF-SPA, UbiH-SPA et Ubil-SPA est détectée
dans la fraction membranaire (figure 41). Les fractions membranaires solubilisées de ces
souches ont été analysées sur gel BN-PAGE (figure 43B). UbiE, UbiH, Ubil et UbiF ont été
détectées uniquement a leur taille théorique (figure 43B) suggérant que ces protéines ne sont

pas associées a un complexe membranaire.

L’analyse de la fraction membranaire de la souche UbiK-SPA solubilisée par 1% DDM montre
que la protéine est distribuée entre 200 et 480 kDa (figure 44A, piste 2). Ce résultat a été validé
par une électrophorese en deuxiéme dimension sur gel SDS-PAGE ou la protéine UbiK-SPA
(26 kDa) est détectée a sa taille théorique dans une zone correspondant a une taille de 200-480
kDa en 1% dimension (figure 44B, gel 1). UbiK-SPA a été aussi détectée aux alentours de 40
kDa en 2°™ dimension (figure 44B, gel 1). Il est envisageable que I’absence de détection de
signaux a des tailles correspondantes en BN-PAGE (1D) puisse refléter une accessibilité
diminuée du tag SPA dans la forme repliée de la protéine UbiK alors qu’en électrophorése en

conditions dénaturantes (2°™ dimension), le tag SPA est accessible
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Figure 44 : (A) Western blot du gel BN-PAGE : Les membranes des souches UbiJ-SPA, UbiK-SPA, UbiJ-SPA
AubiK de concentration équivalente (8-10 mg/mL) et UbiK-SPA AubiJ (5 mg/mL) ont été solubilisées avec 1%
DDM. 10 pL de chaque échantillon sont analysés par migration sur gel BN-PAGE. Les protéines ont été détectées
avec un anticorps anti-flag. (B) Western blot du gel SDS-PAGE : Electrophorése SDS-PAGE en deuxiéme
dimension de pistes du gel BN-PAGE suivie d’un western blot avec un anticorps anti-flag. Résultat représentatif
de 5 préparations membranaires différentes.
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L’analyse de la fraction membranaire d une souche UbiJ-SPA solubilisée par 1% DDM montre
que la protéine est détectée aux alentours de 150 kDa et également a sa taille monomérique de
40 kDa (figure 44A, piste 1). Ce résultat a été validé par une électrophoreése en deuxi¢me
dimension sur gel SDS-PAGE ou la protéine UbiJ-SPA (40 kDa) est détectée dans une zone
correspondante a une taille de 40-150 kDa en 1°° dimension (figure 44B, gel 2). Les protéines
UbiJ et UbiK sont détectées a une taille supérieure a celle de leur forme monomérique ce qui
pourrait refléter soit une oligomérisation des protéines, soit une interaction avec d’autres

protéines.

UbiA est une protéine intégrale membranaire avec 9 hélices transmembranaires (Huang et al.
2014). Afin de vérifier si UbiK et UbiJ sont en interaction avec UbiA, Laurent Loiseau a
construit les souches UbiK-SPA Aubid et UbiJ-SPA Aubid. Nos résultats d’analyse sur BN-
PAGE des fractions membranaires solubilisées de ces souches montrent que la délétion de ubid
n’affecte pas la distribution des protéines UbiJ-SPA et UbiK-SPA (figure 44A, pistes 5 et 6),

suggérant qu’UbiA n’interagit pas avec ces protéines dans nos conditions d’analyse.

4-c- Etude de ’interaction entre UbiJ et UbiK :

Afin de vérifier I’effet de la délétion d’une protéine sur I’autre, Laurent Loiseau nous a
construit les souches UbiJ-SPA AubiK et UbiK-SPA AubiJ. J’ai vérifié sur gel SDS-PAGE que
le signal d’UbiK-SPA dans la fraction membranaire n’est pas affecté par la délétion d’ubiJ
(figure 45A). De méme, le signal d’UbiJ-SPA est équivalent dans les deux fractions
membranaire et soluble dans les deux souches UbiJ-SPA et UbiJ-SPA AubiK (figure 45B). En
ce qui concerne la protéine UbiK, le signal détecté sur gel SDS est moins intense dans la souche
AubiJ ce qui peut réfléter une solubilisation moins efficace de la protéine UbiK-SPA en absence
d’ubiJ (figure 45C). La délétion d’ubiK n’a pas d’effet sur la solubilisation d’UbiJ puisqu’une
quantité¢ équivalente de la protéine UbiJ-SPA est détectée dans les fractions membranaires

solubilisées des souches UbiJ-SPA et UbiJ-SPA AubiK (figure 45D).

La mutation d’ubiK dans la souche UbiJ-SPA entraine la disparition du signal de 150
kDa et la détection d’un signal aux alentours de 40 kDa (taille théorique d’UbiJ-SPA) (figure
44A, piste 3). De méme, la mutation d’ubiJ dans la souche UbiK-SPA entraine la disparition

du signal aux alentours de 200 kDa (figure 44A, piste 4). Ces résultats sont validés en 2™
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dimension puisque la protéine UbiJ-SPA est détectée a sa taille théorique dans une zone
correspondant a une taille de 40 kDa en 1° dimension et la protéine UbiK-SPA est détectée a
sa taille théorique (26 kDa) dans une zone localisée entre 242 et 480 kDa (figure 44B, gels 3 et

4 respectivement).

L’ensemble de ces résultats établit que les protéines UbiJ et UbiK forment un complexe associé
a la membrane. Le fait que la mutation d’ubiJ entraine la disparition du signal détecté pour
UbiK aux alentours de 200 kDa mais la persistance du signal aux alentours de 242-480 kDa

pourrait suggérer qu’UbiK appartient a plusieurs complexes associés a la membrane.
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Figure 45 : Western blot du gel SDS-PAGE : (A) Western blot de la protéine UbiK-SPA a partir des fractions
membranaires et solubles. Dépot sur gel SDS-PAGE de 20 pg de protéines totales. Le fractionnement a été vérifié
par utilisation de 2 contréles LamB (protéine membranaire) et RpoA (protéine soluble). La détection de ces 2
protéines se fait sur la méme membrane que celle utilisée pour la détection avec un anticorps anti-flag suite au
stripping et a I’incubation avec des anticorps polyclonaux correspondants. (B) Western blot de la protéine Ubil-
SPA a partir des fractions membranaires et solubles. Dépot sur gel SDS-PAGE de 20 pg de protéines totales. (C)
et (D) 10 pL de fractions membranaires solubilisées (1% DDM) ont été déposés sur gel SDS. Dans toutes les
figures, la détection des protéines UbiK-SPA et UbiJ-SPA se fait grace a I’anticorps anti-flag.

Nos collaborateurs au laboratoire de chimie bactérienne a Marseille ont montré grace a des
expériences de double hybride de levure qu’UbiK interagit avec les 50 acides aminés terminaux
d’UbiJ (données non publiées). De plus, nos collaborateurs au Collége de France ont aussi
montré par des expériences de chromatographie de filtration sur gel que les protéines purifiées

UbiK et UbiJ sont en interaction. L.’ensemble de nos résultats et les observations de nos
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collaborateurs confirment la présence d’un complexe protéique associ¢é a la membrane

regroupant les protéines UbiK et UbilJ.

5- Analyse des protéines Ubi solubles :
5-a- Analyse de fractions solubles sur gel BN-PAGE :

Les fractions solubles des souches UbiF-SPA, UbiH-SPA, Ubil-SPA et UbiJ-SPA

cultivées en aérobiose ont été également analysées sur gel BN-PAGE (figure 46).
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Figure 46 : (A) Western blot du gel BN-PAGE : 10 pL de surnageant des souches UbiJ-SPA, Ubil-SPA, UbiF-
SPA et UbiH-SPA de concentration équivalente (6 mg/mL) sont analysés par migration sur gel BN-PAGE. Les
protéines ont été détectées avec un anticorps anti-flag. (B) Western blot du gel SDS-PAGE : Electrophorése
SDS-PAGE en deuxiéme dimension de pistes du gel BN-PAGE suivie d’un western blot avec un anticorps anti-
flag.

Les protéines UbiF-SPA, UbiH-SPA et UbiJ-SPA sont détectées aux alentours de 1 MDa
(figure 46A, pistes 1,3 et 4 respectivement) tandis que la protéine Ubil-SPA est détectée aux
alentours de 800 kDa et de 100 kDa (figure 46A, piste 2). Tous ces résultats ont été validés par
une électrophorese en deuxieme dimension sur gel SDS-PAGE ou les protéines UbiF-SPA (51
kDa), UbiH-SPA (50 kDa) et UbiJ-SPA (40 kDa) d’une part et la protéine Ubil (52 kDa) d’autre

part sont détectées a leurs tailles théoriques dans une zone correspondante a une taille de 1 MDa
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(pour UbiH, UbiF et UbilJ ; gels 1, 3 et 4 respectivement, figure 46B) et 800 kDa (pour Ubil)
en 1°° dimension (figure 46B, gel 2). Ces résultats suggérent que ces protéines sont associées

a un complexe de taille comprise entre 800 et 1000 kDa.

5-b- analyse protéomique des fragments du gel BN-PAGE

Suite aux résultats ci-dessus et afin de valider la présence de ces protéines Ubi au sein
d’un complexe de taille environ 1000 kDa, nous avons collaboré avec Yohann Couté et Sabine
Brugiére (laboratoire EdyP a Grenoble) pour 1’analyse protéomique de fragments de gel BN-
PAGE. Ainsi, j’ai fourni un fragment du gel BN-PAGE correspondant a une taille de complexe
protéique entre 900 et 1000 kDa (figure 47) d’une piste dans laquelle la fraction soluble de la
souche UbiH-SPA a été séparée.

1236
1048 =

I | Zone excisée correspondante a une taille de protéines entre 900-1000 kDa
10 i——i Zone excisée correspondante a une taille de protéines de 800 kDa
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146
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Figure 47 : Photo du gel BN-PAGE montrant les différentes zones du gel excisées pour I’analyse protéomique.

5-b-i- analyse protéomique du fragment du gel BN-PAGE excisé de la souche UbiH-
SPA correspondant a une taille de protéines de 1000 kDa

Cette analyse protéomique a permis de détecter beaucoup de protéines (424
protéines). Plusieurs protéines détectées dans ce fragment de gel BN-PAGE ont été décrites
pour former des complexes de haute masse moléculaire dans plusieurs études protéomiques
(Lasserre et al. 20065 Pan et al. 2011) (tableau 7). Dans ces €tudes, 1’analyse se fait par BN-
PAGE / 2D-SDS suivie par analyse des fragments de membrane excisé€s par spectrométrie de

masse. Les protéines qui appartiennent au méme complexe protéique co-migrent en 1°°
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dimension et leurs signaux correspondants sont alignés en seconde dimension sur gel SDS-

PAGE.
taille du masse
complexe Géne | peptides détectés* fonction de la protéine . références
(kDa) monomerique
rpoC 70 RpoC fait partie de la famille des ARN polymérases 1551
650 grol, 17 Protéine Chaperone 57,3 Pan et al.
psA 13 RpsA fait partie de la sous-unité 30S du ribosome 61,1 2011
IpdA 7 composant du pyruvate fieshydrogenase et de 2-oxoglutarate 507
déshydrogénase
POA 9 sous-unité¢ A de 'ARN polymérase 36,5 Lasserre et
650 rpoB 48 sous-unité B de 'ARN polymérase 150,6 al 2006
poC 70 sous-unité C de 'ARN polymeérase 155,1
rpoD g sous-unité D de ARN polymeérase 70,4
dnak 4 Protéine chaperone 68,9
Sous-unité A de ' ADN gyrase essentielle pour la réplication du Lasserre et al.
600 gyrA 16 chromosome bactérien 96,9 2006
psA 13 RpsA fait partie de la sous-unité 30S du ribosome 61,1
600 malP 37 Maltodextrine phosphorylase 90,3 Pan ef al 2011
800 GroL. 17 Protéine Chaperone 57,3 Lass;grg ;f al
IpdA 7 composant du pyruvate rdeshydrorgenase et de 2-oxoglutarate 507
déshydrogénase
> 1000 aceF ) dihydrolipoyllysine acetyltrar’lsferase: ’composant du complexe 659 Lasserre et
pyruvate déshydrogénase al 2006
aceE 55 composant 1 du complexe pyruvate déshydrogénase 99,9

Tableau 7: Le tableau montre les différentes protéines décrites dans la littérature pour étre associé en un complexe
de haut poids moléculaire dont la taille (observée en BN-PAGE) est marquée dans la colonne 1. Le nombre de
peptides spécifiques détectés pour chaque protéine est indiqué dans la colonne 3. * Nombre de petides détectés
dans notre étude.

Les complexes multimériques RpoC-RpsA-GroL-LpdA et DnaK-GyrA-RpsA ont été détectés
a 650 kDa et 600 kDa respectivement (Pan ef al. 2011; Lasserre ef al. 2006). Le complexe
pyruvate déshydrogénase est formé de 3 sous-unités LpdA, AceE et AceF, dont les deux sous-
unités LpdA et AceF ont été identifiés par Lasserre et al.(Lasserre et al. 2006). Le complexe
d’ARN polymérase contient 4 protéines RpoA-RpoB-RpoC-RpoD. Lasserre ef al. ont détecté
ces protéines a une taille d’environ 650 kDa (Lasserre et al. 2006). Des protéines comme MalP
et GroL peuvent former des complexes homomultimériques. GroL a été détectée sous forme
d’un complexe multimérique de 14 sous-unités (Lasserre et al. 2006) et MalP a été détectée
dans un complexe multimérique de 16 sous-unités (Pan ez al. 2011). Toutes ces protéines ont
¢té détectées dans le fragment de gel de la souche UbiH-SPA de taille 1000 kDa que nous avons

analysé (voir tableau 8) et sont désignés par le terme de « protéines controles » dans la suite de

ce manuscrit. En plus, 15 protéines de la petite sous-unité ribosomale (30s) (masse théorique
900 kDa) et 20 protéines de la grande sous-unité ribosomale (50s) (masse théorique 1300 kDa)

ont été détectées dans ce fragment de gel.
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UbiH-SPA
1000 kDa
Protéine Code swissprot iBAQ (%o) rang d'abondance
PTKC P69831 76,61 1
ODO2 POAFG6 65,61 2
LPP P69776 31,74 3
GADC P63235 28,08 4
CYDA POABJ9 26,37 5
PTTBC P36672 25,27 6
PTNC P69801 23,71 7
OSME POADBI1 19,52 8
OMPA POA910 18,58 9
RECA POA7G6 15,03 10
YAJC POADZ7 14,99 11
RL20 POA7L3 13,48 12
ATPF POABAO 12,71 13
ACEE POAFG8 11,58 14
METQ P28635 11,31 15
CYDB POABK2 11,18 16
SLP P37194 10,89 17
DCUA POABNS 10,88 18
RS10 POA7R5 10,57 19
ACEF P06959 10,35 20
UbiE POA887 9,63 21
SLYB POA905 9,53 22
GATZ POC8KO 9,51 23
GATY POC8J6 8,63 24
RHO POAG30 8,36 25
LPDA POA9PO 6,53 27
RPSA POAG67 3,90 54
MALP P00490 3,61 59
RPOC POAST?7 3,31 61
RPOB POASV2 2,39 88
GYRA POAES4 0,61 191
GROL C5A1D5 0,58 197
RPOA POA7Z4 0,20 299
RPOD P00579 0,12 344
DNAK POA6Y0 0,03 434
UbiK Q46868 2,35 90
UbiF P75728 1,72 116
Ubil P25535 1,06 155
UbiH P25534 0,81 169
UbiJ POADP7 0,47 215
UbiG P17993 0,26 271
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Tableau 8 : Tableau présentant i) les 25 protéines les plus abondantes dans le fragment de gel de 1000 kDa, ii) les
protéines contrdles indiquées en gris et iii) les protéines Ubi indiquées en bleu. Leur rang d’abondance ainsi que
leur iBAQ (Intensity Based Label Free Absolute Quantification) sont également indiqués. Les valeurs des iBAQ
indiqués sont normalisé€es par rapport a 'iBAQ total de toutes les protéines détectées dans le fragment. Ainsi, la
somme des iBAQ normalisés est égale a 1.

L’abondance des protéines dans le fragment de gel BN-PAGE analysé est basée sur les valeurs
iBAQ (Intensity Based Label Free Absolute Quantification) normalisées. iBAQ est égal a la
somme des intensités des peptides de chaque protéine enregistrée par MaxQuant divisée par le
nombre de peptides théorique de chaque protéine. Dans nos conditions d’analyse, PTKC est la
protéine la plus abondante dans ce fragment de gel (iIBAQ le plus élevé, tableau 8) et représente
7,6% des protéines dans notre échantillon. Alors que les études protéomiques effectués sur des
fractions solubles n’ont pas permis de détecter des protéines Ubi (Lasserre ef al. 2006; Pan et
al. 2011), nous avons détecté sept protéines Ubi dans notre analyse. Ces protéines sont UbiE,
UbiF, UbiG, UbiH, Ubil, UbiJ, UbiK. UbiE fait partie des protéines les plus abondantes dans

ce fragment de gel.

De facon étonnante, UbiK a été détectée dans ce fragment 1000 kDa du gel BN-PAGE alors
que dans les conditions d’analyse utilisées, nous détectons UbiK-SPA uniquement dans la
fraction membranaire par western-blot (figure 36). Ainsi, il est probable qu’une fraction
mineure de la protéine UbiK-SPA (non détectable par western-blot) soit tout de méme présente
dans la fraction soluble réalisée avec le tampon 1. De plus, nos résultats montrent qu’une partie
de la protéine UbiK-SPA est soluble dans le tampon 4 (figure 35) ; il serait donc intéressant
d’évaluer sur BN-PAGE la distribution d’UbiK-SPA dans la fraction soluble issue de la lyse
dans le tampon 4. Alternativement, des protéines membranaires sont détectées dans la fraction
soluble analysée par protéomique suggérant une contamination de la fraction soluble par la
fraction membranaire. Ainsi, UbiK détectée dans la fraction soluble pourrait correspondre a

celle détectée dans la fraction membranaire.

5-b-ii- analyse protéomique des fragments du gel BN-PAGE excisés des souches
UbiH-SPA et Ubil-SPA correspondant a une taille de protéines de 800 kDa

Ubil a été détectée par analyse protéomique du fragment du gel correspondant a 1000 kDa
(tableau 8) alors qu’en western blot la protéine Ubil-SPA est détectée aux alentours de 800 kDa
(figure 46A, piste 2). Cette différence pourrait étre liée au tag SPA présent sur Ubil qui pourrait

entrainer la dissociation de certaines protéines du complexe, causant ainsi sa migration a une
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taille aux alentours de 800 kDa. Comme Ubil n'est pas étiquetée dans une souche UbiH-SPA,
le complexe ne serait pas perturbé et Ubil migrerait alors a 900-1000 kDa comme la plupart des
protéines Ubi. Pour vérifier cette hypothése, des fragments du gel autour de 800 kDa
d’extraits des souches Ubil-SPA (échantillon 4) et UbiH-SPA (échantillon 1) ont été

analysé par protéomique (tableau 9).

UbiH- UbiH-
SPA SPA Ubil-SPA
800 kDa | 1000 kDa | 800 kDa
Protéine code d'entrée swiss prot iBAQ 1 (%0) | iBAQ2 (%) | iBAQ4 (%0) | rapport2/1 rapport 4/1 rang 1 rang 2
ACEE POAFG8 127,95 11,58 143,12 0,09 1,12 1 14
ACEF P06959 107,86 10,35 125,52 0,10 1,16 2 20
LPDA POA9PO 61,68 6,53 60,77 0,11 0,99 3 27
ADHE POAST7 31,13 6,33 44,54 0,20 1,43 4 31
RPOC POAST?7 20,51 3,31 18,19 0,16 0,89 5 61
LPP P69776 17,95 31,74 25,70 1,77 1,43 6 3
COPA Q59385 15,17 0,61 0,09 0,04 0,01 7 190
RPOB POA8V2 14,10 2,39 14,64 0,17 1,04 8 88
RBSB P02925 14,06 0,47 11,30 0,03 0,80 9 216
OMPA POA910 13,91 18,58 14,78 1,34 1,06 10 9
RPSA POAG67 13,64 3,90 17,53 0,29 1,28 11 54
RPOA POA7Z4 12,03 0,20 10,95 0,02 0,91 12 299
GROL C5A1D5 11,01 0,58 17,82 0,05 1,62 13 197
MALP P00490 5,87 3,61 5,32 0,61 0,91 21 59
RPOD P00579 4,06 0,12 3,42 0,03 0,84 30 344
GYRA POAES4 1,08 0,61 1,11 0,56 1,03 82 191
DNAK POA6Y0 0,04 0,03 0,14 0,62 3,25 264 434
PTKC P69831 9,82 76,61 3,06 7,80 0,31 14 1
0ODO2 POAFG6 0,07 65,61 - 994,33 - 237 2
GADC P63235 3,28 28,08 21,05 8,57 6,42 34 4
CYDA POABJ9 1,96 26,37 4,72 13,45 241 54 5
PTTBC P36672 2,19 25,27 0,80 11,53 0,37 49 6
PTNC P69801 1,92 23,71 3,42 12,37 1,78 58 7
OSME POADBI 421 19,52 17,72 4,63 421 28 8
RECA POA7G6 6,72 15,03 8,00 2,24 1,19 18 10
UbiE POASRSR7 0,31 9,63 6,88 30,64 21,88 144 21
UbiF P75728 0,20 1,72 2,03 8,43 9,94 172 116
Ubil P25535 0,01 1,06 1,89 82,09 147,22 310 155
UbiK Q46868 - 2,35 1,05 - - - 90
UbiH P25534 - 0,81 0,14 - - - 169
UbiJ POADP7 - 0,47 1,23 - - - 215
UbiG P17993 - 0,26 0,16 - - - 271

Tableau 9 : Tableau présentant i) les 13 protéines les plus abondantes dans le fragment de gel de 800 kDa (UbiH-
SPA 800 kDa, échantillon 1), ii) les protéines contrdles indiquées en gris, iii) les protéines Ubi indiquées en bleu
et iv) les 10 protéines les plus abondantes dans le fragment UbiH-SPA 1000 kDa (tableau 8) indiquées en orange.
Les valeurs des iBAQ dans les échantillons 1 (UbiH-SPA 800 kDa), 2 (UbiH-SPA 1000 kDa) et 4 (Ubil-SPA 800
kDa) sont indiqués. Rapport 2/1 et 4/1 signifie le rapport effectué entre les iBAQ de I’échantillon 4 et les iBAQ

de I’échantillon 1 ainsi que les iBAQ de 1’échantillon 4 et les iBAQ de 1’échantillon 1, respectivement.
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5-b-ii-1- Les protéines Ubi migrent a 1000 kDa

Nous pouvons tout d’abord remarquer que les protéines contréles sont beaucoup plus
abondantes dans 1’échantillon 1 que dans I’échantillon 2 et que plusieurs d’entre elles sont en
fait parmi les protéines les plus abondantes de 1’échantillon 1 (colonne « rang 1 », tableau 9).
Ces observations sont en accord avec les données de la littérature qui montrent que la majorité
de ces protéines est détectée a une taille de 650-800 kDa (tableau 7). En revanche, les iBAQ
des protéines les plus abondantes dans le fragment 2 (UbiH-SPA 1000 kDa) diminuent
fortement dans le fragment 1 (UbiH-SPA 800 kDa). Concernant les protéines Ubi, les protéines
UbiH, UbiK, UbiJ et UbiG sont détectées uniquement dans 1’échantillon 2 (comparez iBAQ 2
et iBAQ 1 dans le tableau 9). En revanche, les protéines UbiE, UbiF et Ubil sont détectées dans
les deux fragments, mais elles sont beaucoup plus abondantes dans 1’échantillon 2 (voir rapport
iBAQ2/iBAQ1). Ces résultats montrent que les protéines Ubi sont localisées aux alentours de
1000 kDa plutot que 800 kDa dans les extraits de la souche UbiH-SPA en accord avec les
résultats de WB (figure 46).

5-b-ii-2- Le tag SPA sur Ubil perturbe la migration du complexe sur BN-PAGE

En comparant les échantillons 1 et 4, nous avons trouvé que les protéines UbiH, UbiK,
UbiJ et UbiG sont détectées uniquement dans I’échantillon 4 (comparez iBAQI1 et iBAQ4,
tableau 9). Les protéines UbiE, UbiF et Ubil sont détectées dans les deux fragments de gel mais
le signal est beaucoup plus important dans 1’échantillon 4 (voir rapport iBAQ4/iBAQ1 dans le
tableau 9). En revanche, les protéines Ubi sont toutes détectées dans les fragments 2 et 4 avec
des iBAQ similaires dans les deux échantillons (sauf pour UbiK et UbiH). Pour les protéines
contrdles, les iIBAQ sont presque similaires dans les échantillons 1 et 4. L’ensemble de ces
résultats établit que la migration des protéines Ubi est spécifiquement affectée dans 1’extrait de
la souche Ubil-SPA. Ces protéines Ubi sont alors localisées dans une zone du gel BN-PAGE
autour de 800 kDA alors qu’elles se situent a 1000 kDa dans I’extrait de la souche UbiH-SPA.
Ce résultat suggere que la présence du tag SPA sur la protéine Ubil entraine probablement la

dissociation d’une ou plusieurs protéines et cause la migration du complexe a 800 kDa.

En conclusion, les analyses protéomiques sont en accord avec nos résultats obtenus par Western

Blot. Les protéines Ubil, UbiH, UbiF et UbiJ sont détectés dans un complexe protéique de haut
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poids moléculaire (1000 kDa). Cette analyse protéomique établit aussi la présence des protéines
UbiE, UbiG et UbiK dans ce complexe protéique. Ce complexe protéique est désigné par le
terme « complexe Ubi » dans la suite de ce manuscrit. Des analyses sur BN-PAGE des fractions
solubles des souches UbiE-SPA, UbiG-SPA et UbiK-SPA sont nécessaires pour confirmer ces

résultats.

5-c- Effet des mutations d’UbiJ et d’UbiK sur la distribution des protéines
solubles :

Nos résultats indiquent que la protéine UbiJ est localisée dans un complexe
membranaire (avec UbiK) et dans un complexe soluble (avec UbiH, UbiF, Ubil, UbiE, UbiG
et UbiK). Nous avons donc voulu connaitre 1’effet de la délétion d’ubiJ sur la distribution des
protéines au niveau du complexe soluble. De méme, nous avons testé I’impact de la délétion
d’ubiK. A cette fin, Laurent Loiseau nous a construit les souches UbiF-SPA AubiJ, UbiH-SPA
AubiJ, Ubil-SPA AubiJ, Ubil-SPA AubiK, UbiF-SPA AubiK et UbiH-SPA AubiK. Dans ces
souches, nous avons 1) vérifié le contenu en coenzyme Qs, ii) évalué la répartition des protéines
UbiH, Ubil et UbiF entre fraction membranaire et fraction soluble, iii) analysé le signal détecté

pour ces protéines en BN-PAGE, iv) réalisé une analyse protéomique sur quelques échantillons.

5-c-i- Analyse du taux de Qs produit dans les souches —SPA inactivées pour ubiJ ou ubik :

Un aliquot de culture de chaque souche est prélevé et le contenu de quinones est analysé
par HPLC-ECD (figure 48). Les 3 souches UbiF-SPA AubiJ, UbiH-SPA AubiJ, Ubil-SPA
AubiJ biosynthétisent trés peu de Qs (environ 1% du WT) et accumulent de I’OPP tout comme
la souche AubiJ (figure 48A). Les souches Ubil-SPA AubiK, UbiF-SPA AubiK ont un contenu
diminué en Qg et accumulent également de I’OPP de facon comparable a la souche AubiK
(figure 48B). Ces 5 souches montrent un phénotype conforme a celui attendu et sont donc

utilisables pour des expériences ultérieures de mise en évidence du complexe protéique.

En revanche, la souche UbiH-SPA AubiK accumule une quantité trés importante d’OPP en
comparant a la souche AubiK mais ne biosynthétise que treés peu de Qs (figure 48C). Les 2
clones fournis par Laurent Loiseau ont été vérifiés par PCR pour la délétion d’ubiK et ont

montré le méme contenu en quinones. Il se peut que la présence du tag SPA sur ubiH et
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I’absence d’ubiK aient un effet additif négatif sur la biosynthése de Qs. La souche UbiH-SPA

AubiK ne sera donc pas utilisée pour des expériences ultérieures de caractérisation du complexe

protéique.
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Figure 48 : Contenu en quinones des souches inactivées pour ubiJ ou ubiK : Les différentes souches sont
cultivées dans du milieu LB. Un aliquot d’extrait lipidique correspondant & 1 mg de cellules est analysé en HPLC-
ECD. Les pics correspondants a Qs, OPP, DMKs MKjs et au standard interne Qo sont indiqués sur les
¢éléctrochromatogrammes.

5-c-ii- Répartition des protéines Ubi—SPA dans les souches inactivées pour ubiJ ou ubik :

Afin de vérifier si la mutation d’ubiJ et d’ubiK affecte ou non 1’abondance et la
répartition des protéines UbiF-SPA, Ubil-SPA et UbiH-SPA entre la fraction membranaire et
la fraction soluble, j’ai analysé¢ 1’abondance de ces protéines sur gel SDS-PAGE par

immunodétection avec un anticorps anti-flag.
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Figure 49 : Répartition équivalente des protéines UbiF-SPA, UbiH-SPA et Ubil-SPA dans les fonds
génétiques WT, AubiJ et AubiK: Western blot des protéines UbiF-SPA, UbiH-SPA et Ubil-SPA a partir des
fractions membranaires et solubles des différentes souches. Dépot de 20 pg de protéines totales. Le fractionnement
a été vérifié par utilisation de 2 contrdles LamB (protéine membranaire) et RpoA (protéine soluble). La détection
de ces 2 protéines se fait sur la méme membrane que celle utilisée pour la détection avec un anticorps anti-flag
suite au stripping et a I’incubation avec les anticorps polyclonaux correspondants.

Dans un fond génétique sauvage, les protéines UbiF-SPA et Ubil-SPA sont réparties de facon
équivalente entre les fractions membranaire et soluble (figure 49 A et B). Les délétions d’ubiK
et d’ubiJ ne semblent pas affecter la distribution de ces protéines dans les deux fractions. Le
signal détecté pour la protéine UbiH-SPA est trés faible mais il semble que la mutation d’ubiJ

n’a pas d’effet sur la répartition de la protéine UbiH-SPA (figure 49C).

5-d- Effet de la délétion d’ubiK sur la distribution de protéines solubles en BN-PAGE :

Les fractions solubles des souches UbiF-SPA AubiK, Ubil-SPA AubiK et UbiJ-SPA
AubikK ont ét¢ analysées sur BN-PAGE (figure 50).
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Figure 50 : (A) Western blot du gel BN-PAGE : 10 pL de chaque surnageant des souches UbiJ-SPA Aubik,
Ubil-SPA AubiK et UbiF-SPA AubiK de concentration équivalente (5-6 mg/mL) sont analysés par migration sur
gel BN-PAGE. Les protéines ont été détectées avec un anticorps anti-flag. (B) Western blot du gel SDS-PAGE :
Electrophorése SDS-PAGE en deuxiéme dimension du gel BN-PAGE des fractions solubles des différentes
souches suivie d’un western blot avec un anticorps anti-flag.

La délétion d’ubiK n’affecte pas le signal de haut poids moléculaire des protéines Ubil-SPA et
UbiJ-SPA (figure 50A, pistes 1 et 2) qui sont détectées aux alentours de 800 kDa et 1000 kDa
respectivement dans les fonds génétiques sauvage (figure 46A) et dubiK (figure S0A). Ces
résultats ont été validés par une électrophorése en deuxiéme dimension sur gel SDS-PAGE dans
laquelle les protéines Ubil-SPA (52 kDa) et UbiJ-SPA (40 kDa) sont détectées dans une zone
correspondant & une taille de 800 kDa et 1 MDa respectivement en 1°° dimension (figure 50B,
gels 1 et 2). En revanche, le signal aux alentours de 1 MDa de la protéine UbiF-SPA (figure
46A, piste 1) disparait avec la mutation d’ubiK qui entraine la détection de la protéine UbiF-
SPA aux alentours de sa taille théorique (51 KDa) (figure 50A, piste 3). En 2D- SDS-PAGE, le
signal de la protéine UbiF-SPA est dispersé dans une zone correspondant a une taille 480 kDa-
1 MDa (figure 50B, gel 3). Il est envisageable que I’absence de détection de signaux a des tailles
correspondantes en BN-PAGE (1D) puisse refléter une accessibilité diminuée du tag SPA dans
la forme repliée de la protéine UbiF en absence d’ubiK alors qu’en électrophorése en conditions
dénaturantes (2°™ dimension), le tag SPA est accessible. Ces résultats indiquent que la protéine
UbiK est importante pour la structuration de la protéine UbiF-SPA dans un complexe de haut
poids moléculaire mais qu’elle n’influence pas I’association d’Ubil-SPA ni celle d’UbiJ-SPA

dans ce complexe. Ce résultat est incompatible avec le dosage de quinones dans la souche UbiF-
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SPA AubiK. En effet, cette souche biosynthétise une quantité limitée de Qg mais n’accumule
pas de DMQs (figure 48B) donc la délétion d’ubiK n’a pas d’effet spécifique sur I’association
d’UbiF au complexe. Il est envisageable que le résultat observé en BN-PAGE pour la souche
UbiF-SPA AubiK soit un artefact de la présence du tag SPA qui pourrait entrainer, dans nos
conditions d’analyse, la dissociation spécifique de la protéine UbiF-SPA du complexe en

absence d’ubiK.

5-e- Effet de la délétion d’ubiJ sur la répartition des protéines solubles sur BN-
PAGE:

Les fractions solubles des souches UbiF-SPA AubiJ, UbiH-SPA AubiJ et Ubil-SPA
AubiJ ont été analysées sur BN-PAGE en parallele avec les fractions solubles des souches

UbiH-SPA, Ubil-SPA et UbiF-SPA (figure 51).
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Figure 51: (A) Western blot du gel BN-PAGE : 10 pL de chaque surnageant des souches Ubil-SPA, UbiF-SPA
et UbiH-SPA de concentration équivalente (6 mg/mL) et des souches UbiH-SPA AubiJ, Ubil-SPA AubiJ et UbiF-
SPA AubiJ de concentration équivalente (3-4 mg/mL) sont analysés par migration sur gel BN-PAGE. Les protéines
ont été détectées avec un anticorps anti-flag. (B) Western blot du gel SDS-PAGE : Electrophorése SDS-PAGE
en deuxiéme dimension du gel BN-PAGE des fractions solubles des différentes souches suivie d’un western blot
avec un anticorps anti-flag.

En 1D, la mutation d’ubiJ dans la souche UbiF-SPA entraine la disparition du signal a 1 MDa
et la détection de la protéine UbiF-SPA aux alentours de 50-60 kDa (taille théorique d’UbiF)
(figure 51A, piste 2). De méme, la mutation d’ubiJ dans la souche Ubil-SPA entraine la
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disparition du signal a 800 kDa et la détection de la protéine Ubil-SPA aux alentours de 50-60
kDa (taille théorique d’Ubil) (figure 51A, piste 6). Pour UbiH-SPA, la délétion d’ubiJ entraine
la disparition du signal a 1 MDa mais aucun signal n’est détecté aux alentours de la taille

théorique d’UbiH-SPA (figure 51A, piste 4).

Le résultat de I’analyse 1D a été validé pour la protéine Ubil-SPA par une électrophorése en
deuxiéme dimension sur gel SDS-PAGE. En effet, la délétion d’ubiJ entraine la disparition du
signal de la protéine Ubil-SPA (52 kDa) de la zone a 800 kDa et sa détection dans une zone
correspondant a une taille de 60 kDa en 1°° dimension ainsi qu’a une taille supérieure a 1 MDa
(figure 51B, comparez gels 6 et 5). Pour UbiH-SPA (50 kDa), la délétion d’ubi/ cause la
disparition du signal autour de 900-1000 kDa et I’apparition d’un signal dans une zone
correspondant a une taille 60-100 kDa en 1°° dimension (figure 51B, comparez gels 3 et 4).
Pour UbiF-SPA, la délétion d’ubiJ entraine une dispersion du signal de la protéine dans une
zone correspondant & une taille 480 kDa-1MDa (figure 51B, gel 2) comme ce qui a été observé
dans la souche UbiF-SPA AubiK (figure 50B). L’ensemble des résultats obtenus démontrent
néanmoins qu’UbiJ est cruciale pour la structuration des protéines UbiF, UbiH et Ubil dans le

complexe Ubi.

5-f- analyse protéomique des fragments du gel excisés :

5-f~i- La délétion d’ubiJ affecte le niveau d’expression des protéines Ubi

Suite aux résultats ci-dessus et afin de valider que la délétion d’ubiJ déstabilise le
complexe Ubi, des fragments du gel BN-PAGE de la souche UbiH-SPA AubiJ correspondant a
une taille de protéines entre 900 et 1000 kDa (échantillon 3) et de la souche Ubil-SPA AubiJ
(échantillon 5) correspondant a une taille de protéine de 800 kDa ont été analysés en

protéomique (tableau 10).
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UbiH-SPA 1000 UbiH-SPA AubiJ 1000 4 : Ubil-SPA 800 kDa
kDa kDa 5 : Ubil-SPA AubiJ 800 kDa
Protéine iBAQ2(%o) iBAQ3 (%0) rapport 2/3 rapport 4/5
PTKC 76,61 74,89 1,02 0,59
ODO2 65,61 63,06 1,04 -

LPP 31,74 16,22 1,96 2,43
GADC 28,08 6,96 4,04 12,90
CYDA 26,37 12,69 2,08 7,23
PTTBC 25,27 18,51 1,36 0,09
PTNC 23,71 22,24 1,07 2,57
OSME 19,52 4,00 4,89 27,75
OMPA 18,58 16,86 1,10 1,75
RECA 15,03 8,28 1,82 2,04
ACEE 11,58 6,17 1,88 0,72
LPDA 6,53 3,48 1,87 0,65
RPSA 3,90 0,66 5,90 2,79
MALP 3,61 0,35 10,43 2,25
RPOC 3,31 1,25 2,65 2,23
RPOB 2,39 1,00 2,39 2,32
GYRA 0,61 0,16 3,85 3,32
GROL 0,58 0,18 3,26 3,51
RPOA 0,20 0,05 3,60 2,00
RPOD 0,12 0,04 2,90 2,79
DNAK 0,03 - - 3,10
ACEF 10,35 5,97 1,73 0,84

UbiE 9,63 1,45 6,63 seulement dans 4

UbiF 1,72 0,53 3,26 89,69

Ubil 1,06 0,03 32,44 43,00

UbiK 2,35 - seulement dans 2 seulement dans 4

UbiH 0,81 - seulement dans 2 seulement dans 4

UbiJ 0,47 - seulement dans 2 seulement dans 4

UbiG 0,26 - seulement dans 2 seulement dans 4

Tableau 10 : Effet de 1a délétion d’ubiJ sur ’abondance des protéines détectées dans les fragments de gel de
haut poids moléculaire. Tableau présentant les 10 protéines les plus abondantes dans le fragment 2, les protéines
controles (en gris) et les protéines Ubi (en bleu). Les iBAQ correspondants dans les fragments 2 et 3 sont indiqués
pour chaque protéine. Les rapports des iBAQ 2/3 et 4/5 sont également montrés pour chaque protéine.

En comparant les échantillons 2 et 3, la délétion d’ubiJ n’affecte pas drastiquement le niveau
des protéines abondantes dans le fragment 2 et ni celui des protéines contrdles (sauf RpsA et

MalP). L’effet le plus marquant est pour le niveau d’abondance des protéines Ubi ou les
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protéines UbiK, UbiH, UbiJ et UbiG ne sont plus détectées dans le fragment 3 (comparez iBAQ
2 et iBAQ 3, tableau 10). De plus, les protéines UbiE, Ubil et UbiF sont enrichies dans le
fragment 2 (voir rapport 2/3, tableau 10). De méme, la comparaison des fragments 4 et 5
démontrent que 1’abondance de la plupart des protéines contréle n’est pas fortement affectée
par la délétion d’ubiJ alors que celle des protéines Ubi 1’est profondément (voir rapport 4/5,
tableau 10). Les résultats obtenus sont en accord avec les signaux détectés en western blot pour
les protéines UbiH, UbiF et Ubil dans un fond génétique AubiJ (figure 51) et constituent un
argument supplémentaire en faveur d’un réle crucial de la protéine UbiJ pour la structuration

de ces protéines dans le complexe Ubi de haut poids moléculaire.

5-f-ii- La délétion d’ubiJ affecte le niveau d’expression d’autres protéines

Comme décrit ci-dessus, la délétion d’ubiJ affecte spécifiquement 1’abondance des protéines
Ubi parmi les protéines rapportées dans le tableau 10. Le tableau 11 montre que la délétion
d’ubiJ affecte aussi I’abondance d’autres protéines. Ce tableau montre les protéines les plus
abondantes du fragment 2 qui sont fortement affectées par la délétion d’ubiJ dans le fragment
3 (17 protéines sont uniquement détectées dans le fragment 2 et 16 protéines dont le rapport 2/3

est tres éleve).
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UbiH-
UbiH- SPA
SPA 1000 AubiJ
kDa 1000 kDa
iBAQ2 iBAQ3 Localisation (membranaire ou
protéine (%0) (%0) rapport 2/3 rapport 4/5 soluble) Fonction
seulement dans
FRDA 4,90 0 2 seulement dans 4 Membranaire sous-unité de la fumarate réductase
seulement dans
FRDB 4,06 0 2 seulement dans 4 Membranaire sous-unité de la fumarate réductase
seulement dans
FRDC 3,71 0 2 seulement dans 4 Membranaire sous-unité de la fumarate réductase
seulement dans
MBHM 2,95 0 2 seulement dans 4 Membranaire hydrogénase
seulement dans
UbiK 2,35 0 2 seulement dans 4 Membranaire (nos conditions) Biosynthése de Qs
seulement dans
YDJY 2,11 0 2 non détectée non déterminée non déterminée
seulement dans
2 role non catalytique dans la
YHBT 2,00 0 non détectée non déterminée biosynthése de Qs (voir chapitre IV)
seulement dans
RCSF 1,52 0 2 seulement dans 4 Membrane externe Role dans la transcription
seulement dans
2 transporteur membranaire
DCUB 1,17 0 seulement dans 4 Membranaire anaérobique
seulement dans
RS18 1,16 0 2 seulement dans 5 soluble sous-unité ribosomale
seulement dans
MBHL 1,12 0 2 seulement dans 4 Membranaire hydrogénase
seulement dans double localisation (nos
UbiH 0,81 0 2 seulement dans 4 conditions) Biosynthése de Qs
seulement dans
2 Role dans le contrdle de qualité des
QMCA 0,80 0 non détectée Membranaire protéines membranaires intégrales
seulement dans
NARI 0,80 0 2 seulement dans 4 Membranaire sous-unité de la nitrate réductase
seulement dans
DmsB 0,43 0 2 non détectée Membranaire sous-unité de la DMSO réductase
seulement dans
DmsA 0,31 0 2 seulement dans 4 Membranaire sous-unité de la DMSO réductase
seulement dans
FRDD 0,46 - 2 non détectée Membranaire sous-unité du fumarate réductase
transporteur membranaire
DCUA 10,88 0,88 18,578 12,41 Membranaire anaérobique
NARG 493 0,25 10,597 19,50 Membranaire sous-unité du nitrate réductase
NARH 4,29 0,08 9,962 51,24 Membranaire sous-unité du nitrate réductase
RS5 3,71 0,12 6,007 31,60 soluble sous-unité ribosomale
RLI13 3,08 0,28 2,704 10,95 soluble sous-unité ribosomale
SYT 2,72 0,11 12,047 24,17 soluble thréonine tRNA ligase
induite dans le cas d’un stress
OPGG 2,15 0,14 3,404 15,27 soluble osmotique
seulement dans induite dans le cas des dommages
YIIY 2,10 0,14 4 14,64 Membranaire d’ADN
LON 1,97 0,12 17,809 15,94 soluble sérine protéase
seulement dans
YEDE 1,26 0,06 4 21,80 Membranaire fonction inconnue
double localisation (nos
UBII 1,06 0,03 43 32,44 conditions) Biosynthése de Qs
sous-unité de I’ATPase d’un
4,27 complexe de dégradation proteasome-
HSLU 1,04 0,03 31,97 soluble like.
seulement dans
YHII 0,83 0,07 4 11,38 protéine transmembranaire non déterminée
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CLPA 0,82 0,04 3,674 20,15 Membranaire Clp protéase ATP-dépendante

seulement dans

COPA 0,61 0,03 4 21,04 Membranaire Exportation du cuivre

seulement dans

BLH 0,43 0,04 4 11,92 non déterminée Beta-lactamase hydrolase

Tableau 11 : Effet de délétion d’ubiJ sur I’abondance des protéines. Tableau présentant deux catégories de
protéines : Catégorie A : les 17 premiéres protéines qui sont uniquement détectées dans le fragment 2 (rapport
2/3 : seulement dans 2) et catégorie B : les 16 premiéres protéines dont la délétion d’ubiJ entraine un rapport 2/3
trés elevé. Ces protéines sont classées par ordre décroissant des iBAQ2 dans chaque catégorie. Le rapport des
iBAQ 4/5 des protéines est également montré (rapport 4/5 avec 4 : Ubil-SPA 800 kDa et 5 : Ubil-SPA AubiJ 800
kDa). La fonction ainsi que la localisation cellulaire de chaque protéine est indiquée. Les protéines de la fumarate
réductase sont indiquées en vert, DMSO réductase en bleu foncé, ribosomale en marron, nitrate réductase en orange
et biosynthése de Qs en bleu clair.

La majorité des protéines indiquées dans le tableau 11 sont membranaires alors que c’est la
fraction soluble qui est analysée par protéomique. L’origine de cette contamination de la
fraction soluble par la fraction membranaire pourrait étre la présence de sucrose dans le tampon
utilisé dans la préparation des échantillons ce qui empéche la bonne précipitation des
membranes. La délétion d’ubiJ induit un changement drastique dans le niveau d’abondance des
sous-unités de plusieurs complexes respiratoires anaérobies dans la zone 1 MDa: FrdA, FrdB,
FrdC et FrdD sont les sous-unités de la fumarate réductase, uniquement détectées dans le
fragment 2 (comparez iBAQ2 et iBAQ3, tableau 11) ; DmsA et DmsB sont deux sous-unités
de la DMSO réductase uniquement détectées dans le fragment 2 (tableau 11) ; Narl, fait partie
du complexe nitrate réductase, est uniquement détectée dans le fragment 2 et les signaux
enregistrés de deux sous-unités NarG et NarH sont trés enrichis dans le fragment 2 en
comparant au fragment 3 (rapport 2/3, tableau 11). La délétion d’ubiJ affecte aussi des protéines
hydrogénases induites lors de la fermentation comme MBHL et MBHM. L’effet de la délétion
d’ubiJ a été observé également pour ces protéines dans le fragment de 800 kDa (voir rapport
4/5). 1l est surprenant que 1’abondance de nombreuses protéiques anaérobies dans les fragments
de gel a 1000 kDa et a 800 kDa soit fortement réduite par la délétion d’ubiJ. Ceci pourrait étre
expliqué soit par un effet métabolique de la délétion d’ubiJ, soit par un effet global de la délétion

d’ubiJ (voir discussion).

Discussion

La présence d’un complexe de biosyntheése de Qg a été suggérée par une étude ancienne

de Knoell qui a mis en évidence un complexe soluble de masse 2 MDa capable de convertir de
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I’OPP marqué en Qg marqué (Knoell 1979). Cette masse a été estimée par chromatographie de
filtration sur gel. Cependant, plusieurs études protéomiques récentes effectuées sur des fractions
solubles d’E. coli n’ont pas détecté les protéines Ubi (Lasserre et al. 2006; Pan et al. 2011).
L’hypothése de I’existence du complexe de biosynthése de Qg a tout d’abord été étayée par des
expériences de double hybride bactérien effectuées par nos collaborateurs a Marseille. En effet,
les résultats ont montré que la majorité des protéines de biosynthése de Qg dont UbiJ et UbiK
sont en interaction. Dans cette étude nous mettons en évidence la détection en gel BN-PAGE
de plusieurs protéines Ubi a une masse moléculaire élevée supportant 1’idée de leur présence

au sein d’un complexe protéique.

Afin de pouvoir visualiser les protéines Ubi, nous avons eu recours a 1’étiquetage de celles-ci
par un tag SPA. En effet, les anticorps que nous avons tenté de développer contre plusieurs Ubi
se sont révélés inefficaces pour détecter ces derniéres dans des extraits cellulaires. Ceci peut
étre en partie li¢ a la faible abondance des protéines Ubi dans la cellule. En effet, une étude
protéomique récente sur les protéines périphériques de la membrane interne chez E.coli a
montré que les protéines Ubi se trouvent en quelques centaines de copies par cellule seulement
(UbiE : 367 copies/cellules ; UbiD : 147 copies/cellule ; UbiG : 401 copies/cellule ; UbiH : 550
copies/cellule ; UbiJ : 37 copies/cellule) (Papanastasiou ef al. 2013). Cette abondance est
moins importante que celle observée pour des protéines faisant partie des complexes protéiques
respiratoires membranaires. En effet, pour le complexe ATP synthase, AtpB se trouve en 11526
copies/cellule, AtpA se trouve en 6385 copies/cellule (Papanastasiou ez al. 2013). J’ai vérifi¢
que le tag SPA n’affecte pas drastiquement 1’activité de la protéine Ubi marquée et que cette
protéine est détectée (sauf UbiA et UbiB) a sa taille théorique (figures 39 et 40). Nous n’avons
pas pu détecter UbiA-SPA par western blot malgré plusieurs essais avec des extraits cellulaires
totaux et des fractions membranaires, ce qui nous a empéché de travailler avec la seule protéine
Ubi intégrale a la membrane (Cheng and Li 2014). Toutefois, 1’analyse des autres souches

Ubi-SPA s’est révélée informative.

Le fractionnement cellulaire de différentes souches Ubi-SPA a montré que la plupart des
protéines (UbiC, UbiE, UbiF, UbiH, Ubil, UbiF)-SPA sont réparties entre les fractions
membranaire et soluble (figure 41). D’apres nos résultats en western blot, les protéines UbiX-
SPA et UbiG-SPA sont des protéines solubles alors qu’UbiK-SPA est une protéine
exclusivement membranaire. En revanche, 1’analyse protéomique montre qu’UbiK est détectée
dans la fraction soluble. Ce résultat est en accord avec celui obtenu par Carrica et al. chez S.

typhimurium qui ont montré qu’UbiK se répartit entre fractions membranaires et solubles
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(Carrica et al. 2011). Nos résultats du chapitre II montrent que la protéine UbiK est faiblement
associée a la membrane et qu’en utilisant le tampon de lyse 4, UbiK est détectée dans la fraction
soluble. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer la distribution d’UbiK par analyse sur gel BN-
PAGE de la fraction soluble préparée a partir du tampon 4 afin de vérifier si UbiK-SPA est

détectable autour de 1 MDa comme plusieurs protéines Ubi.

La prénylation du 4-HB par UbiA se fait précocement dans la voie de biosynthése de Qs. Ainsi
tous les intermédiaires de biosynthése sont liposolubles et vraisemblablement ancrés au sein
des bicouches lipidiques s’ils ne sont pas liés a des protéines. Sur la base de cette considération
et en prenant en compte le modele du complexe de biosynthése de Q proposé chez la levure S.
cerevisiae, nous sommes partis de I’hypothése que le complexe multiprotéique Ubi pourrait étre
membranaire. Puisque la plupart des protéines Ubi sont détectables par western-blot au moins
en partie dans la fraction membranaire, nous avons initialement concentré nos efforts sur
I’analyse des fractions membranaires des différentes souches Ubi-SPA sur BN-PAGE.
L’analyse sur BN-PAGE des fractions membranaires solubilisées des souches Ubi-(E,F,H,I)-
SPA montre que ces protéines sont détectées a leur taille théorique (figure 43B) ce qui suggere
que ces protéines ne sont pas localisées dans un complexe sous leur forme associée a la
membrane. En revanche, I’analyse sur BN-PAGE des fractions membranaires solubilisées de
la souche UbiK-SPA montre que cette protéine est distribuée entre 180 et 480 kDa ; la protéine
UbiJ-SPA est quant a elle détectée a 180 kDa (figure 44A). Les signaux de ces protéines se
recouvrent partiellement au niveau de la zone de 180 kDa (figure 44A). Nous avons montré
que la délétion d’ubiK dans UbiJ-SPA entraine la disparition du signal a 180 kDa et la détection
de la protéine a sa taille théorique (figure 44A). Réciproquement, la délétion d’ubiJ dans UbiK-
SPA entraine la disparition du signal a 180 kDa (figure 44A). Ces observations s’ajoutent aux
résultats obtenus par nos collaborateurs (filtration sur gel, double hybride bactérien, double
hybride de levure et co-immunoprécipitation) pour dire que les protéines UbiK et UbiJ sont en
interaction au niveau de la membrane. Cependant, UbiK est probablement associée a d’autres
protéines puisqu’un signal entre 250 kDa-480 kDa subsiste en absence d’ubiJ (figure 44A).
UbiA, une protéine possédant plusieurs domaines transmembranaires ne fait pas partie du
complexe formé par UbiJ et UbiK puisque la mutation d’ubiAd n’altere pas les signaux détectés
pour UbiK-SPA et UbiJ-SPA (figure 44A). Ce résultat est en accord avec les expériences de
double hybride bactérien qui montrent une interaction d’UbiA uniquement avec UbiB (voir

introduction, partie IV).
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L’analyse des fractions solubles des souches Ubi-(F-H-I-J)-SPA en BN-PAGE a rével¢ la
détection de ces protéines a un poids moléculaire élevé (800 kDa-1000 kDa) (figure 46).
L’analyse par protéomique du fragment du gel BN-PAGE d’une souche Ubil-SPA a une taille
de protéines correspondant a 800 kDa nous a permis de résoudre I’ambiguité concernant la
migration d’Ubil-SPA a 800 kDa plutot qu’a 1000 kDa comme les autres Ubi. La présence du
tag SPA en 3’ d’ubil entraine la dissociation d’une ou plusieurs protéines du complexe de 1000
kDa et ainsi la migration du complexe a 800 kDa. Cette dissociation doit se passer dans le
tampon de lyse et lors de la migration sur le gel BN-PAGE mais le complexe doit étre intact
dans la cellule puisqu’une souche Ubil-SPA biosynthétise un taux en coenzyme Qs proche de
celui d’une souche WT (figure 39). Nos résultats d’analyse protéomique ont confirmé la
présence aux alentours de 1000 kDa des protéines UbiF, UbiH, Ubil et UbiJ mais aussi celle
des protéines UbiE, UbiG et UbiK. L’ensemble de nos résultats nous permet de proposer un

modele du complexe Ubi en interaction avec la membrane plasmique (figure 52).

A ubia PP PP
oC

Figure 52 : Modéle de répartition des protéines Ubi au sein de la membrane plasmique d’E. coli.

Dans ce modele UbiK est une protéine associée a la membrane formant un complexe avec UbiJ.
UbiA est une protéine intégrale a la membrane qui ne fait pas partie du complexe UbiJ-UbiK.
UbiJ fait également partie d’un complexe soluble regroupant Ubil, UbiF, UbiH, UbiE et UbiG.
Ainsi, UbiJ pourrait assurer la liaison entre le complexe soluble et le complexe membranaire ce
qui aboutirait a un complexe associé a la membrane tel qu’observé chez la levure (Allan et al.

2015).

Concernant les autres protéines Ubi (UbiE-SPA, UbiG-SPA et UbiX-SPA et UbiC-SPA), leur
détection par western-blot dans les fractions solubles est en cours d’expérimentation. Nous
avons aussi montré 1’importance d’UbiJ pour la stabilit¢ du complexe soluble puisque la

délétion d’ubiJ dans les souches Ubi-(H, I, F)-SPA entraine la disparition du signal des
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protéines a (800-1000 kDa) (figure 51). Ce résultat a été validé aussi par analyse protéomique
d’un fragment de gel corespondant a une taille de protéines aux alentours de 1000 kDa de la
souche UbiH-SPA AubiJ. Cette analyse a révélé 1’absence des protéines UbiE, UbiH, Ubil et
UbiG a une masse moléculaire élevée si ubiJ est muté. De plus, un mutant AubiJ ne
biosynthétise que tres peu de Qs (1% du WT) en conditions aérobies malgré le fait que les
niveaux des protéines Ubi ne soient pas diminués. Ainsi, ’ensemble de nos résultats suggere
que les protéines Ubi doivent étre structurées dans un complexe multiprotéique de haut poids
moléculaire afin d’étre actives dans la biosynthése de Qs et que la protéine UbiJ joue un role
crucial dans 1’assemblage et / ou la stabilit¢ de ce complexe. C’est la premiére fois que
I’importance fonctionnelle d’un complexe de biosynthése de Q est mise en évidence. En effet,
dans toutes les expériences (avec des mutants de délétion) chez S. cerevisiae montrant une
disparition du complexe multiprotéique, plusieurs protéines Coq sont dégradées. Il est donc
impossible d’établir dans ces conditions si le complexe a une importance fonctionnelle ou non

contrairement a nos résultats chez E. coli.

L’analyse de la séquence d’UbiJ montre un domaine de liaison aux stérols du coté C-terminal.
Nous proposons qu’UbiJ peut lier a travers ce domaine les intermédiaires de biosynthese
hydrophobes de Q afin de les présenter aux protéines Ubi du complexe soluble pour qu’elles
modifient les différents intermédiaires. Cette hypothese est en accord avec les résultats décrits
dans le chapitre II concernant I’importance des 50 derniers acides aminés de I’extrémité C-
terminale pour la fonction biologique d’UbiJ. Un roéle similaire de chaperone pour un
intermédiaire de biosynthése de Q a été proposé récemment pour Coq9, une protéine de fonction
inconnue mais indispensable a la biosynthése de Qo9 chez la souris (voir introduction 1V.2)
(Lohman ez al. 2014). En revanche, le role d’UbiJ semble étre plus global puisque 1) un mutant
AubiJ accumule de I’OPP qui n’est pas spécifique d’une déficience d’une étape précise de la
voie de biosynthese de Qs et i1) nos résultats de BN-PAGE et de protéomique €tablissent que la
delétion d’ubiJ entraine la disparition du signal de haut poids moléculaire pour plusieurs

protéines Ubi.

Nos résultats montrent que des protéines connues pour étre des composantes des complexes
respiratoires anaérobies sont également sous-représentées dans la région de 1 MDa lors de la
délétion d’ubiJ. Ce résultat a besoin d’étre complété par des analyses qui établiront si ces
protéines anaérobies sont moins abondantes ou si ¢’est uniquement leur assemblage dans leurs
complexes respectifs qui est affecté. En effet, la souche AubiJ montre un phénotype de

croissance déficient en comparant avec une souche WT a cause de la déficience de biosynthese
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de Qs. L’ajout de Qi (analogue de Qg avec une unité isopréne) a une souche AubiJ entraine
I’amélioration de croissance de cette souche a un taux identique a celui d’une souche WT
(données non montrées). Au cas ou la diminution d’abondance de ces protéines est due a un
défaut de croissance de la souche, nous pourrons vérifier si I’ajout du Q; pourrait régler ce
probléme. Alternativement, le rdle structural d’UbiJ que nous proposons dans cette étude
pourrait s’étendre aux autres complexes respiratoires et pas uniquement au complexe Ubi. En
effet, la délétion d’ubiJ pourrait entrainer un défaut d’assemblage de ces complexes

respiratoires.

UbiK est une protéine importante pour la biosynthése de Qg en conditions aérobies puisqu’un
mutant AubiK accumule une grande quantité d’OPP et biosynthétise 20% de Qs comparant a
une souche WT (voir chapitre II, figure 28). La délétion d’ubiK entraine la déstabilisation de la
distribution d’UbiF dans le complexe protéique de 1 MDa lors d’une analyse BN-PAGE en
premiére dimension, alors qu’en deuxiéme dimension, UbiF-SPA apparait toujours a une taille
¢levée. Ceci pourrait s’expliquer par une modification de I’accessibilité au tag SPA d’UbiF en
absence d’UbiK qui affecterait la détection en western-blot aprés une migration en condition
native (1D BN-PAGE) mais pas aprés la migration en 2°™ dimension en condition dénaturante.
Nous n’avons pas observé d’effet de la délétion d’ubiK sur la structuration d’Ubil et UbiJ
(figure 50). Ces résultats suggerent que le complexe protéique de 1 MDa n’est pas affecté par

la délétion d’ubiK en accord avec la biosynthése de Qg dans la souche AubikK.

Il semble donc que ’association du complexe Ubi n’est pas altérée dans le mutant AubiK et
I’accumulation de I’OPP pourrait étre due a un défaut d’association du complexe soluble a la
membrane. Ainsi, I’OPP qui se forme suite a 1’activité successive d’UbiA, UbiX et UbiD (qui
ne font pas partie du complexe soluble) a une accessibilité réduite au complexe soluble ce qui

explique la biosynthese de 20% de Qs.

Le complexe détecté a haut poids moléculaire en BN-PAGE contient pour le moment les
protéines Ubil, UbiJ, UbiH, UbiF, UbiE, UbiG et UbiK. Les protéines UbiF, UbiH, Ubil, UbiJ
et UbiK sont essentielles en aérobiose uniquement. Vu la présence d’UbiJ et d’UbiK dans les
deux complexes membranaire et soluble, ces protéines pourraient servir comme « adaptateurs »
pour recruter les hydroxylases aérobies dans le complexe. A ce titre, il sera intéressant d’étudier

la distribution de ces protéines apres culture en condition anaérobie.

L’ensemble de nos résultats en BN-PAGE et de protéomique établit que le complexe de

biosynthese de Qg est bien localisé a 1000 kDa. Ce résultat est différent du cas de S.cerevisiae
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ou il semble exister des sous-complexes de biosynthése de Qg et pas un seul (Allan et al. 2015;
He et al. 2014). En effet, les expériences effectuées par le laboratoire de Catherine Clarke
montrent que la plupart des protéines Coq sont détectées a plusieurs poids moléculaire en BN-
PAGE plutot qu’un seul signal bien localisé a 1000 kDa comme notre cas. Le prochain défi
consiste a purifier ce complexe de biosynthése de Qg. Ceci constitue le seul moyen qui va

permettre d’identifier ses composants et de préciser leur steechiométrie.
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Chapitre IV : Biosynthése de Qs en anaérobiose

La biosynthése de Qg nécessite trois réactions d’hydroxylation au niveau des positions
I, 5 et 6. Ces réactions impliquent successivement Ubil, UbiH et UbiF (réactions e, g et i
respectivement, figure 12) qui seront nommeées « hydroxylases aérobies » dans ce chapitre. Les
souches AubiH, AubiF cultivées dans des conditions aérobies ne biosynthétisent pas de Qs et la
souche Aubil ne biosynthétise que trés peu de Qg (7%) (Alexander and Young 1978a; Hajj
Chehade et al. 2013). En revanche, ces différentes souches cultivées dans des conditions
anaérobies ont la capacité de biosynthétiser du Qg a un niveau WT (Alexander and Young
1978a; Hajj Chehade er al. 2013). Cette capacit¢ de biosynthése de Qg en conditions
anaérobies est caractéristique des mutants de monooxygénases puisque les autres mutants de
biosyntheése de Qs (ubiE-, ubiG- et ubid-) sont déficients en Qg en conditions aérobies et
anaérobies. Ainsi, il existe un systeme d’hydroxylation alternatif indépendant de ces trois
protéines pour catalyser les réactions d’hydroxylation en anaérobie. Les seules enzymes
connues actuellement pour réaliser des réactions d’hydroxylation en absence de dioxygéne
appartiennent a la famille des enzymes a cofacteur a Molybdéne (MoCo) telle que la xanthine
oxydase (Hille 2005b). Ces hydroxylases différent des monooxygénases a flavine par
’utilisation d’une molécule d’eau comme source d’oxygene pour hydroxyler leurs substrats.
Avant le début de la these, Laurent Loiseau a inactivé les génes moaD, moaA ou moeA dans
une souche MG1655 afin de bloquer la biosyntheése de MoCo. L’analyse par HPLC-ECD des
extraits lipidiques de ces souches cultivées en anaérobie a montré un taux de Qg similaire a celui
de la souche sauvage cultivée dans les mémes conditions. Ces résultats suggerent que les
hydroxylases anaérobies mises en jeu pour la biosynthese de Qs ne dépendent pas de MoCo
mais appartiennent plutdt a une nouvelle famille des hydroxylases. Dans ce chapitre, je

détaillerai notre étude visant a identifier les hydroxylases anaérobies.

1- Biosynthese anaérobique de Qs dans les mutants de monooxygénases

Comme déja évoque, des simples mutants AubiH, AubiF et Aubil ne biosynthétisent pas
ou tres peu de Qg en conditions aérobies mais ont un contenu normal en anaérobie (Alexander
and Young 1978a; Hajj Chehade ef al. 2013). Afin de valider ces données, Laurent Loiseau
a construit des doubles mutants AubiFAubil et AubiHAubil et le triple mutant
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AubiFAubiHAubil. Tous ces mutants ne biosynthétisent pas de Qg en conditions aérobies
(données non montrées). Ces différentes souches ont été cultivées en anaérobiose dans du
milieu riche LB et un aliquot d’extrait lipidique correspondant a 1 mg de cellules a été analysé

par HPLC-ECD afin de quantifier le Qg (figure 53).
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Figure 53 : Contenu en Qs des souches mutantes : Quantification du taux de Qs par mg de matiére fraiche. n=3.

Nos résultats montrent que les différentes souches accumulent du Qg en conditions anaérobies
a un niveau comparable a celui d’une souche WT. Ces résultats sont consistants avec
I’hypothese d’Alexander et Young que des hydroxylases anaérobies remplagant UbiH, Ubil et
UDbiF existent (Alexander and Young 1978a) et que la fonction de ces hydroxylases anaérobies

est indépendante des hydroxylases aérobies.

2- Expression des protéines UbiH, Ubil et UbiF en conditions anaérobies

Nous avons utilisé les souches UbiH-SPA, Ubil-SPA et UbiF-SPA afin d’étudier
I’expression des hydroxylases aérobies en fonction de 1’oxygénation du milieu de culture. Les
souches ont été cultivées en présence et en absence d’oxygene et la détection des protéines a

été faite par western blot avec un anticorps anti-flag (figure 54).
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Figure 54 : Expression des protéines Ubi-SPA en présence (+0:2) ou en absence (-02) d’oxygene : Western
blot des protéines Ubi-SPA a partir d’extraits cellulaires totaux de cultures aérobies et anaérobies. La détection se
fait grace a un anticorps dirigé contre la séquence flag du tag SPA. Dép6t sur gel SDS-PAGE des extraits cellulaires
totaux dont la quantité est normalisée en fonction de la DO de la culture. L’anaérobiose a été vérifiée par utilisation
du contréle NikA qui est exprimée uniquement en absence d’oxygéne. La détection de cette protéine se fait sur la
méme membrane que celle utilisée pour la détection avec I’anticorps anti-flag suite au stripping et a I’incubation
avec un anticorps polyclonal anti-NikA.

Alors que NikA est détectée uniquement dans les cellules cultivées en anaérobiose, les
hydroxylases aérobies sont détectées en présence et en absence de dioxygene (figure 54). Ainsi,
méme si ces protéines ne sont pas importantes pour la biosynthése anaérobique de Qg elles sont

exprimées en absence d’oxygene.

3- Recherche des hydroxylases anaérobies

Afin d’identifier les hydroxylases anaérobies, nous avons utilisé une approche génomique
comparative de génomes de gammaprotéobactéries aérobes strictes (Stenotrophomonas,
Xanthomonas et Alteromonas macleodii) et aérobes facultatifs (Xylella, E.coli et Shewanella)
(Collaboration avec Ducluzeau A.L.). Dans cette étude génomique comparative, nous avons
décidé de ne pas inclure de génomes de bactéries anaérobies strictes malgré le fait que certaines
de ces bactéries synthétisent Qg et donc possedent probablement les génes des hydroxylases
anaérobies. En effet, le métabolisme de ces bactéries anaérobies est tellement différent de celui
des bactéries aérobies strictes ou des bactéries anaérobies facultatives, incluant un grand
nombre de genes spécifiques des ana€robes ce qui compliquera 1’analyse génomique
comparative.

Cette approche est basée sur I’hypothése que les geénes d’hydroxylases anaérobies sont
absents des génomes des aérobes stricts mais présents dans les génomes des aérobes facultatifs.
A partir d’une liste de 373 genes communs aux génomes des aérobes facultatifs analysés mais
absents des génomes des aérobes stricts (par exemple les génes men impliqués dans la
biosynthése des ménaquinones sont présents dans cette liste), nous avons sélectionné 50 génes
candidats. Le choix de ces candidats a été fait en éliminant de la liste les génes ayant une
fonction connue et en choisissant préférentiellement les génes inconnus sous le controle de Fnr
/ ArcA. Nous avons command¢ les 50 mutants correspondants de la banque Keio (une collection
de mutants des génes non essentiels d’E. coli K-12 qui ont été inactivés par remplacement de

I’ORF du geéne par une cassette de résistance a la kanamycine). Ces mutants ont été cultivés en

145



Chapitre IV Anaéerobiose

conditions anaérobies et le contenu en Qg a été quantifié par analyse des extraits lipidiques par
HPLC-ECD. OPP (composé 3, figure 12) est un intermédiaire qui s’accumule dans plusieurs
mutants déficients pour la synthése de Qg (AubiG, AubiH, AubiJ et AubiK cultivés en aérobie),

ainsi nous avons quantifié¢ son accumulation par HPLC couplée a la spectrométrie de masse.

Parmi les 50 génes candidats, le géne yAbT a attiré notre attention puisque sa délétion entraine
une déficience en Qg apres culture en conditions anaérobies alors que le taux de Qs est normal
apres culture en conditions aérobies (résultats non montrés). Suite a ces résultats, Laurent
Loiseau a construit le mutant AyAbT dans un fond génétique MG1655. Cette nouvelle souche a
¢été cultivée dans les mémes conditions que le mutant Keio et le contenu en Qg est montré dans

la figure 55A.
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Figure 55 : (A) Contenu en quinones des souches WT et AyhbT : Les différentes souches sont cultivées dans
du milieu LB en conditions aérobies (AE) ou en conditions anaérobies (AN). Un aliquot d’extrait lipidique
correspondant a 1 mg de cellules est analysé en HPLC-ECD. Les pics correspondants a Qgs, OPP, DMKs MKs et
au standard interne Qio sont indiqués sur les éléctrochromatogrammes. (B) AyhbT accumule de ’OPP en
conditions anaérobies : Un aliquot d’extrait lipidique correspondant a 1mg de cellules des souches WT et AyhbT
est analysé par HPLC-MS. Le chromatogramme représente le nombre de coups enregistrés par le spectrometre de
masse a une masse m/z= 656,5 correspondante a la masse de I’OPP avec un induit ammonium en fonction du temps
d’élution.

La souche AyhbT cultivée en anaérobiose accumule environ 30% de Qg par rapport a la souche
WT. En revanche, la biosynthése aérobique de Qg n’est pas affectée dans la souche AyhbT en

comparant a la souche WT cultivée dans les mémes conditions. La figure 55B montre le
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chromatogramme enregistré par le spectromeétre en mode positif pour les ions m/z=656-657 qui
correspond a la masse de 1’octaprénylphénol (OPP) avec un adduit ammonium. Les résultats
montrent que la souche AyhbT accumule une quantité trés importante d’OPP en comparant a
une souche WT cultivée en anaérobiose. De fagon intéressante, OPP ne s’accumule que tres
peu dans AyhbT cultivée en aérobiose et de fagon comparable a une souche WT. Ainsi la
déficience en Qg en anaérobiose est probablement due a un défaut de biosynthese plutdt qu’une

dégradation puisque il y a accumulation d’OPP.

vhbT constitue le premier geéne dont la délétion entraine une diminution de Qg et I’accumulation
d’OPP exclusivement dans des conditions anaérobies. Comme déja évoqué, I’OPP ne constitue
pas un intermédiaire caractéristique d une déficience d’une étape de biosynthése. Ainsi nous ne
pouvons pas attribuer une fonction catalytique a YhbT sur cette base et il n’est pas possible a

ce stade d’établir si YhbT est une des hydroxylases anaérobies.

4- Etude de la souche YhbT-SPA
4-a- Quantification des quinones dans YhbT-SPA

L’¢étude dé¢ja décrite dans le chapitre III pour les protéines Ubi-SPA a été faite pour
YhbT-SPA afin de voir si le tag SPA affecte 1’activité de la protéine. La souche YhbT-SPA a
été¢ cultivée dans du milieu riche LB en anaérobiose et un aliquot d’extrait lipidique
correspondant a 1 mg de cellules a été analysé par HPLC-ECD afin de quantifier le taux de Qs.
Le contenu en Qg formé par la souche YhbT-SPA est trés proche de celui d’une souche WT ne
contenant pas le tag SPA, ce qui indique que le tag SPA n’affecte pas 1’activité de la protéine
YhbT (figure 56A). De plus, la protéine YhbT-SPA est détectée a sa taille attendue (34 kDa)

dans des extraits cellulaires totaux par western blot avec un anticorps anti-flag (figure 56B).
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Figure 56 : (A) Contenu en Qs de la souche YhbT-SPA : Quantification du taux de Qg par mg de maticre fraiche.
n=3. (B) Détection de YhbT-SPA par un anticorps dirigé contre la séquence flag : Western blot de la protéine
YhbT-SPA a partir d’extraits cellulaires totaux cultivées en conditions anaérobies séparés sur gel SDS 12%.

La souche YhbT-SPA sera donc utilisable pour vérifier si YhbT appartient a un complexe

multiprotéique avec d’autres protéines Ubi.

4-b- Expression d’YhbT-SPA en anaérobiose

Vu ’importance de la protéine YhbT pour la biosynthese anaérobique de Qg, nous avons
¢tudié I’expression de cette protéine dans les deux conditions de culture (en présence et en
absence de dioxygene). La souche YhbT-SPA a été cultivée dans du milieu LB. La détection
des protéines se fait aprés migration des extraits cellulaires totaux sur gel SDS suivie par

western blot grace a un anticorps anti-flag (figure 57).

+0, -0,
43
) - - YhbT-SPA
72/ ; g o
Lo B BT nivika

148



Chapitre IV Anaéerobiose

Figure 57 : Expression de protéine YbT-SPA en présence (+0Oz) ou en absence (-02) d’oxygéne : Western blot
de la protéine YhbT-SPA a partir d’extraits cellulaires totaux de cultures aérobies et anaérobies. La détection se
fait grace a un anticorps dirigé contre la séquence flag. La protéine contrdle NikA a été détectée de facon similaire
a ce qui a été décrit dans la figure 54.

Nos résultats montrent que la protéine YhbT-SPA est beaucoup plus exprimée en conditions
anaérobies tout comme la protéine controle NikA (figure 57). Récemment, une étude a grande
¢échelle du génome d’E. coli a rapporté que yhbT est localisé en opéron avec yhbS et que
'opéron yhbT-S est régulé par FNR (Federowicz et al. 2014). Ainsi, la différence d’expression
de la protéine YhbT montrée dans la figure 57 peut étre due a une régulation transcriptionnelle

via FNR.

Je n’ai pas pu avancer sur I’étude d’YhbT par manque du temps mais des expériences
complémentaires doivent étre faites afin de mieux caractériser cette protéine et son réle dans la

biosynthese anaérobie de Qg (voir discussion).

5- Recherche de la source d’oxygéne pour les réactions d’hydroxylation
anaérobique

Nous avons essayé de chercher la nature du donneur des atomes d’oxygene ajoutés lors
des réactions d’hydroxylation anaérobies. La source la plus probable est I’eau puisqu’elle est
utilisée par les hydroxylases a cofacteur a molybdéne (Hille 2005b). Ainsi, la souche sauvage
WT et le triple mutant AubiHAubilAubiF (AHIF) ont été cultivés dans du milieu riche LB
dissous dans de I’eau non marquée (H>'°0O) ou marquée (H2'®0) (voir matériels et méthodes).
L’incorporation de marquage dans les molécules de Qg formées lors de la culture a été suivie

par HPLC-MS.

Dans les conditions contrdles, les souches WT et AHIF ont été cultivées en présence d’eau non
marquée (H2'°0) en aérobie (WT) et en anaérobie (AHIF et WT). Le spectre de masse de
I’ubiquinone formée en aérobiose dans la souche WT montre un ion majoritaire a m/z=744 qui
est caractéristique de I’adduit ammonium de la forme oxydée de Qs (Ca9H74'°04+ NH4") (figure
58A). On note également la présence d’un ion a m/z=727 correspondant a 1’adduit proton de Qg
(C49H74'°04 + HY). Le spectre obtenu pour I’ubiquinone formée en anaérobiose dans la souche

AHIF est similaire (figure 58B).
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Figure 58 : Spectre de masse du Qs élué a 6,8 min lors de I’analyse des extraits lipidiques des souches WT et
AHIF cultivées dans du LB dissout dans 1’eau non marquée (H,'°0).

Dans ces spectres, les ions a m/z=745 et m/z=746 représentent la distribution isotopique

normale de Qs due principalement a I’abondance naturelle de I’isotope *C du carbone (2C

98.93%, 1*C 1.07%).

aire du pic Abondance relative des
am/z total des aires différents ions

souche | H,*O | condition | 744 746 748 744+746+748 744 746 748
1%0 AE 323778 | 68303 5662 397743 81,4 17,2 1.4
150 AN 9702 1534 292 11528 84,2 13,3 2,5
WT | O AE 49977 82842 27472 160291 31,2 51,7 17,1
30 AN 5929 4610 1801 12340 48,05 37,4 14,6

150 AE - - - - - - -
150 AN 22465 4255 835 27555 81,5 15,4 3,03

AHIF | 80 AE - - - - - - -
30 AN 7203 5339 1525 14067 51,2 37,9 10,8

Tableau 12 : Les souches WT et AHIF ont été cultivées dans du LB dissout dans de 1’eau non marquée (H,'°0)
ou de I’eau marquée (H»'%0) en conditions aérobies (AE) ou en conditions anaérobies (AN). L’abondance relative
de chaque ion moléculaire est le pourcentage de 1’aire de chaque pic par rapport a la somme des aires.

Parall¢lement a ces spectres de masse, nous avons enregistré pour chaque échantillon les ions

am/z=T744, 746 et 748 (figure 58). Le pic de chaque ion au temps de rétention de Qg a été intégré
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afin d’obtenir une quantification de I’abondance relative des différents ions qui correspond soit
a la distribution isotopique de I’ion a 744 soit 2 du marquage (lors d’une culture en H,'*0).
Ainsi, pour les cultures en présence de H>'°O, le signal a 746 représente environ 21% de celui

a 744, alors que le signal a 748 n’est que de 1-3% par rapport a celui a 744 (tableau 12).

Le spectre de masse de 1’ubiquinone formée dans la souche WT cultivée en conditions
anaérobies en présence de H>'80 montre un ion a m/z de 744 correspondant a la masse de Qs
non marqué. On note également la détection de pics a deux unités additionnelles (m/z = 746) et
4 unités additionnelles (m/z = 748) qui correspondent au marquage par 1 et 2 atomes de 80,
respectivement (figure 59A). Le méme profil est observé pour 1’ubiquinone formée dans la

souche AHIF cultivée en conditions anaérobies en présence de Ho'®O (figure 59B).

Pour la souche WT cultivée en présence de H>'®0 en anaérobiose, le spectre de masse de
I’'ubiquinone formée montre un ion majoritaire a m/z=744. Le pourcentage de la forme non
marquée de Qs (m/z=744) diminue de 84% (en présence de H,'°0) a 48% (tableau 12). En
revanche, le taux des autres formes de Qg augmente (tableau 12). De méme pour la souche
AHIF cultivée en anaérobiose en présence de H2'*O ou le pourcentage de la forme non marquée
de Qs diminue de 81% a 51 % accompagnée de 1’augmentation du taux des formes marquées

de Qs (tableau 12).
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Figure 59 : Spectre de masse du Qs élué a 6,8 min lors de I’analyse des extraits lipidiques des souches WT et
AHIF cultivées dans du LB dissout dans I’eau marquée (H,'30).

Afin de vérifier si ces unités de masse additionnelles correspondent a une incorporation de 30
lors de la biosynthése ou bien s’il s agit d’un simple échange chimique de '°O avec 30 présent
dans le milieu, nous avons cultivé la souche WT en présence de H2'30 en conditions aérobies.
Dans ces conditions, il a été établi que la source de I’oxygene incorporé dans la structure de Qg
est ’oxygéne moléculaire (Alexander and Young 1978b). Dans nos conditions, le spectre de
masse de la forme majoritaire de 1’'ubiquinone formée a une masse m/z de 746 (2 unités
additionnelles) (figure 59C). L’ion moléculaire de masse m/z=744 (forme de Qg non marquée)
et celui de la forme de Qg avec 4 unités additionnelles (m/z=748) ont été aussi détectées avec
un pourcentage de 31% et 17% respectivement. Ainsi, de I’oxygéne marqué a été incorporé

dans la structure de Qs méme dans les conditions aérobies. Comme déja évoqué dans
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I’introduction, Alexander et Young ont effectués des expériences d’échange des atomes
d’oxygene de Qg dans des conditions acides. Dans ces conditions, seul I’oxygéne des
groupements cétone est échangé mais I’oxygene des groupements méthoxyle ne 1’est pas
(Alexander and Young 1978b). Dans nos conditions, le pourcentage de marquage par un
atome d’'*0 (ion & m/z=746) est méme supérieur dans les conditions aérobies par rapport aux
conditions anaérobies (environ 51% vs 37%, tableau 12). Ainsi, il est probable que le marquage
observé en anaérobiose correspond a 1’échange des groupements cétone de Qs avec I’'H2'%0 du
milieu plutot qu’a une incorporation lors des réactions d’hydroxylation anaérobies. De plus, les
réactions d’hydroxylation dans la voie de biosynthése de Qg impliquent 1’ajout de trois atomes
d’oxygene, ainsi on s’attendrait & voir un marquage avec 6 unités additionnelles (m/z=750) si
H>O était la source d’oxygene. Ces observations montrent que le marquage observé dans Qg ne
provient pas d’un marquage spécifique lors de la biosynthése et suggérent que la source

d’oxygene utilisée pour les réactions d’hydroxylation anaérobie n’est pas 1’eau.

6- AubiE cultivée en anaérobiose accumule de la déméthylubiquinone

Comme déja évoqué dans I’introduction, la souche AubiE cultivée en aérobiose
accumule du DDMQg (composé 6, figure 12). En conditions aérobies, 1’accumulation de la
DDMQs résulte de la déficience de la méthylation en C2 (absence d’ubiFE). L’hydroxylation en
C6 n’a pas eu lieu probablement car le substrat d’UbiF doit étre méthylé en C2 (voir discussion
chapitre I). En revanche, en anaérobiose la souche AubiE accumule du DDMQg mais aussi un
compos¢ ¢lectroactif (X) de nature inconnue (figure 60). Il nous a paru important d’identifier
ce compos¢ afin de comprendre quelle est I’étape déficiente dans la voie de biosynthése
anaérobie de Qg qui conduit a I’accumulation de ce composé. Le composé X ainsi que le
DDMQs ont été purifiés selon le protocole décrit dans la partie « matériels et méthodes » et

ensuite analysés par spectrométrie de masse a haute résolution en mode positif.
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Figure 60 : Contenu en quinones de la souche AubiE cultivée en anaérobiose: La souche AubiE est cultivée
dans du milieu LB en conditions anaérobies. Un aliquot d’extrait lipidique correspondant a 1 mg de cellules est
analysé en HPLC-ECD. Les pics correspondants a DDMQs, au composé d’intérét (composé X) et a DMKs sont
indiqués sur I’¢léctrochromatogramme.

6-a- Analyse de la DDMQs

Comme contrdle, nous avons analysé par spectrométrie de masse le DDMQsg. Nous
avons obtenu un pic de masse (M+H") avec un ratio m/z de 683.5403 qui correspond a la
formule chimique brute (C47H7103, masse théorique 683.5397) de la molécule de DDMQg
(figure 61A). Dans le cas du coenzyme Qs et de ses dérivés, une fragmentation classiquement
observée est celle qui conduit a la formation d’ions tropylium qui correspondent au noyau
aromatique substitué avec un méthyléne de la chaine polyprényle (figure 63), (m/z= 197 pour
I’ion tropylium issu de la fragmentation de Qs) (Alexander and Young 1978b). Le spectre de
fragmentation de 1’ion moléculaire 683.5403 montre un ion a m/z =153.0547 qui correspond a

I’ion tropillium (CsHoO3) issu de DDMQgs (figure 61B).
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Figure 61 : (A) Spectre de masse du DDMQg purifi¢ a 7,3 min par analyse des extraits lipidiques de la souche
AubiFE cultivée dans du LB en conditions anaérobies. (B) Spectre de fragmentation de 1’ion moléculaire 683,54.

6-b- Analyse du composé d’intérét

Le composé d’intérét X a été aussi analysé par spectrométrie de masse. Nous avons obtenu un
pic de masse (M+H+) avec un ratio m/z de 713.5513 (figure 62A). La masse exacte du proton
étant 1.0078. Nous avons soumis la masse moléculaire du composé¢ (M=713.5513 - 1.0078 =
712.5435) a plusieurs logiciels de prédiction de formule chimique. En considérant les atomes
N, H, C et O, C4H7204 est la formule chimique la plus compatible avec la masse mesurée (M
CssH7204= 712.5425; masse observée = 712.5435 ; différence de masse = 1 ppm). La masse
m/z de I’ion tropillium issu de la fragmentation de 1’ion moléculaire C4sH7304 est égale a
183,0653 (CoH1004 +H+) (figure 62B). Le spectre de fragmentation est en accord avec la
présence d’une chaine octaprényle dans la molécule X et la masse m/z de I’ion tropillium a
183,0653 (CoH1004 +H+) (figure 62B) est inférieure de 14 unités de masse en comparant avec
I’ion tropillium issu de Qg (m/z=197) (Alexander and Young 1978b). Ainsi les masses a haute
résolution de 1’ion moléculaire du composé X et de I’ion tropillium issu de sa fragmentation
sont compatibles avec une molécule de Qs a laquelle i1l manque un groupement méthyle (figure
63). La position du groupement méthyle manquant ne peut pas étre établie grace a la
spectrométrie de masse, néanmoins, le fait que le composé X s’accumule spécifiquement dans
le mutant ubiE- laisse penser que c’est le groupement méthyle en position C2 qui est absent
dans la molécule X. Nous proposons donc que la molécule X correspond au 2-déméthyl-

coenzyme Qg (DQg) (figure 63).
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Figure 62 : (A) Spectre de masse du composé d’intérét purifié élué a 7,5 min par analyse des extraits lipidiques
de la souche AubiFE cultivée dans du LB en conditions anaérobies. (B) Spectre de fragmentation de I’ion
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Figure 63 : (A) Structure des ions tropilliums du composé d’intérét (X) et du coenzyme Qs. (B) structure du

déméthylubiquinone (DQs).

Dans une souche WT cultivée en anaérobie, UbiE assure la méthylation en C2 pour former le

DMQs, ensuite I’hydroxylase anaérobie en C6 assure 1I’hydroxylation de cet atome de carbone

(C6) suivie par une méthylation en O6 par UbiG (figure 64). Dans le mutant AubiE, la

méthylation en C2 ne s’effectue pas vu ’absence d’UbiE. Cependant, la formation de DQs

s’expliquerait par la capacité de I’hydroxylase anaérobie en C6 d’hydroxyler le DDMQg malgré
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I’absence du méthyle en C2. Cette hydroxylation est ensuite suivie par la méthylation en O6,
aboutissant a la formation de DQs. Puisque seul le DDMQg est détecté dans une souche ubiE-
cultivée en aérobie, nous en déduisons que la protéine UbiF qui assure I’hydroxylation C6 en
condition aérobie n’est pas capable d’hydroxyler DDMQsg. UbiF est donc dépendante de la
présence d’un groupement méthyl en C2 sur son substrat, contrairement a ce que nous

observons pour I’hydroxylase anaérobie en C6.

OIH OH Hydroxylase OH OH
§ 2 . anaérobie HO. ) H;CO.
2 A UbiE en C6 UbiG
WT HsCO™ 73 A 8H e H;CO S H — > H,;CO B H —> H,CO DN H
OH OH 8 OH 8 OH 8
8 9- Qg
6- DDMO 7- DMOg s
OH Hydroxylase OH OH
6 L ux1iiérfyhic HO H4CO.
5 en C6 UbiG
b —
. H;CO™ Y~ X H > H.CO N H —> H4CO BN H
ubikE- 8 3
on OH 8 OH 8
DDMOy DOg

Figure 64 : Voie de biosynthese de Qs et de DQg dans les souches WT et AubiE cultivées en anaérobiose.

Discussion

E. coli est une bactérie anaérobie facultative ayant la capacité de biosynthétiser Qs dans
des conditions aérobies et anaérobies. Ces deux voies de biosynthese different entre elles par
les protéines catalysant les réactions d’hydroxylation. Alors que les hydroxylases aérobies sont
identifiées (UbiH, UbiF, Ubil), les hydroxylases anaérobies sont inconnues a ce jour. En accord
avec le fait que les simples mutants ubiH-, ubiF- et ubil- présentent un contenu sauvage en Qg
lorsqu’ils sont cultivés en condition anaérobie (Alexander and Young 1978a), nous avons
observé qu’un triple mutant AubiHAubilAubiF cultivé en conditions anaérobies présente un
contenu WT en Qg (figure 53). Ces résultats démontrent 1) que des hydroxylases anaérobies se
substituent a UbiH, UbiF et Ubil pour réaliser les réactions d’hydroxylation nécessaires a la
biosyntheése de Qs en condition anaérobie et ii) que la fonction des hydroxylases anaérobies est
indépendante des hydroxylases aérobies. L’existence d’hydroxylases anaérobies est rationnelle
car le groupement hydroxyle qui est introduit sur le substrat lors des réactions d’hydroxylation

aérobies catalysées par UbiH, UbiF et Ubil provient du dioxygene (Alexander and Young
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1978b). Or, ces enzymes ne peuvent pas fonctionner en conditions anaérobies (absence de
dioxygene). L’existence de ce systeme d’hydroxylation anaérobie avait déja été proposée en
1978 (Alexander and Young 1978a) et le but de ce chapitre a été d’identifier des enzymes

impliquées dans ces réactions d’hydroxylation anaérobie.

Seules des enzymes a cofacteur a molybdéne (MoCo) telles que la xanthine déshydrogénase
sont connues pour réaliser des réactions d’hydroxylation n’impliquant pas le dioxygéne comme
co-substrat (Hille 2005b). Le mécanisme réactionnel implique 1’attaque nucléophile du
groupement OH coordiné au Mo sur le substrat relativement pauvre en électrons (Hille 2005a).
Or, les intermédiaires de biosynthése de Q sont aromatiques et donc riches en électrons ce qui
n’est pas favorable a un tel mécanisme. En collaboration avec Laurent Loiseau a Marseille,
nous avons vérifié que des souches d’E. coli incapables de produire le cofacteur a Molybdene
sont toujours capables de synthétiser Qg en anaérobiose. Ce résultat démontre que les réactions
d’hydroxylations anaérobies de la voie de biosynthése de Qs ne sont pas catalysées par une
enzyme MoCo. Ainsi, les hydroxylases anaérobies que nous cherchons a identifier pourraient
représenter une nouvelle classe d’enzyme qui est probablement largement distribuée parmi les
organismes anaérobies. En effet, plusieurs études démontrent la possibilité pour certains
microorganismes anaérobies d’hydroxyler des substrats riches en électrons (par exemple,
hydroxylation du benzene par Geobacter metallireducens) (Vogt et al. 2011; Zhang et al.
2013) mais les protéines responsables de ces réactions bichimiques ne sont pas identifiées. A
ce jour, nous ne savons pas si trois hydroxylases anaérobies existent pour hydroxyler les trois
positions du cycle aromatique dans la biosynthése anaérobie de Qs (comme dans le cas de la
biosynthése aérobie avec les trois hydroxylases Ubil, UbiH et UbiF) ou bien si une seule

enzyme est capable d’hydroxyler les trois positions du cycle aromatique.

Une analyse génomique comparative des génomes de bactéries aérobies strictes et aérobies
facultatives montrent que le géne y4bT qui est important pour la biosyntheése anaérobique de Qg
est absent des génomes des bactéries aérobies strictes. L’ importance d’yhbT pour la biosynthese
de Qs en absence d’oxygene a ét¢ démontrée par le fait que sa délétion diminue le contenu en
Qg dans la souche mutante et entraine 1’accumulation d’OPP (figure 55). L analyse de séquence
de la protéine YhbT montre que cette protéine a 18 % et 19% d’identité de séquence avec SCP2
de Yarrowia lipolytica et UbiJ de E.coli respectivement. Vu que les protéines SCP2 et UbiJ
possedent des domaines de liaison aux lipides (stérols), il est possible qu”YhbT joue un rdle
général dans la biosynthése anaérobique de Qs comme une protéine chaperone des

intermédiaires de biosynthése (tel que discuté pour UbiJ en condition aérobie, chapitre III)
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plutot qu’un role spécifique dans une étape d’hydroxylation. Un mutant AysbT n’accumule pas
d’intérmédiaires diagnostiques d’une déficience dans une étape d’hydroxylation (4HPg pour
I’hydroxylation en C5 et DMQg pour I’hydroxylation en C6), donc nous ne pouvons pas
attribuer une fonction d’hydroxylation a YhbT. Cependant, la formation de DQg dans AubiE
cultivée en anaérobiose montre que 1’hydroxylase anaérobe en C6 est tout comme UbiF n’a pas
la méme spécificité qu’UbiF puisqu’elle est capable d’effectuer I’hydroxylation en C6 sans le
méthyle en C2. Ainsi, il est envisageable que le bloquage d’'une méme étape dans la voie de
biosynthése puisse entrainer 1’accumulation d’intermédiaires différents en aérobie et
anaérobie ; par exemple un mutant d’hydroxylase anaérobie en C5 pourrait ne pas accumuler

le 4HPg mais d’autres intermédiaires.

Récemment, une étude a grande échelle de I’expression du génome d’E. coli a rapporté qu’yhbT
est localisé en opéron avec yhbS et l'opéron yhbT-S est régulé par FNR (Federowicz et al.
2014). Ainsi, la différence d’expression de la protéine YhbT montrée dans la figure 57 peut étre
due a une régulation transcriptionnelle. La délétion d’y4bS n’a pas d’effet sur le contenu en Qg
en anaérobiose (données non montrées) mais malheureusement 1’apport d’un plasmide
contenant le gene yhbT dans une souche AyhbT ne restaure pas la biosynthése de Qg en
conditions anaérobies. L’expression ¢levée d’YhbT en anaérobie correle donc avec son
importance pour la biosyntheése de Qg dans ces conditions. En revanche, nos résultats montrent
que les protéines Ubil, UbiH et UbiF sont constitutivement exprimées dans la cellule (figure
54) alors qu’elles ne sont pas fonctionnelles en anaérobie. La présence des protéines UbiF,
UbiH et Ubil en anaérobiose pourrait représenter un moyen pour E. coli de s’adapter rapidement
a un changement d’environnement (retour a des conditions aérobies) en augmentant sa
biosyntheése de Qs. Nous souhaitons prochainement tester par BN-PAGE si, lors d’une culture
en anaérobiose, les protéines UbiF, UbiH et Ubil sont associées a un complexe de haut poids
moléculaire tel que nous avons pu le mettre en évidence dans des conditions aérobies. Il sera
également intéressant de vérifier la distribution d’YhbT-SPA et d’établir si la délétion d’yabT
a un effet ou non sur la distribution des protéines Ubi en anaérobie. Il est important de noter
que la taille apparente du complexe protéique sur BN-PAGE pourrait changer en fonction des
conditions de culture (aérobiose ou anaérobiose) vu que le jeu de protéines impliquées dans la

biosynthése de Qg n’est pas le méme dans les deux conditions.

En se basant sur I’hypothese que les hydroxylases anaérobies font partie du complexe protéique

de biosynthese de Qs, il est envisageable d’identifier ces hydroxylases anaérobies en purifiant
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le complexe a partir des cellules cultivées en conditions anaérobies et en identifiant ses

composants.

Afin de caractériser le mécanisme d’action utilisé par les hydroxylases anaérobies, nous nous
sommes intéressés dans un premier temps, a établir I’identité du donneur d’oxygéne pour ces
hydroxylases. Nos résultats montrent que la culture du triple mutant AHIF en présence d’eau
marquée (H2'%0) en anaérobiose entraine la méme incorporation de marquage dans Qs que celle
observée dans une souche WT cultivée en aérobie, suggérant que 1’eau n’est pas la source
d’oxygene utilisée par les hydroxylases anaérobies. Cependant, ces expériences ont été réalisées
dans du milieu riche LB qui pourrait ne pas étre un milieu optimal dans ce cas car un accepteur
final d’électrons anaérobique n’est pas présent (nitrate par exemple). Cette expérience doit étre
répétée dans un milieu minimum contenant du glucose, nitrate et de I’'H>'30. S’il n’y a toujours
pas de marquage observé dans Qg formée dans ces conditions, il faudra alors envisager que le
donneur d’oxygene puisse €tre soit un métabolite dérivé du glucose, soit le nitrate et essayer de

vérifier cela par des expériences de marquage métabolique.

E. coli a vraisemblablement mis en jeu des enzymes spécifiques pour biosynthétiser du
coenzyme Qg en anaérobiose, ainsi Qg produit en absence d’oxygene doit avoir une ou plusieurs
fonctions qui sont inconnues a ce jour. Dans des conditions microaérophiles, E. coli adopte un
métabolisme mixte de fermentation d’une part et de respiration aérobie d’autre part soutenue
par la forte affinité de la quinol bdl oxydase a I’oxygene (voir introduction). Qs joue un rdle
majeur comme €tant un donneur d’¢lectrons a 1’ubiquinol bdl oxydase (voir introduction).
Ainsi, il est possible que Qg pourrait jouer un role dans les conditions microaérophiles comme
étant le donateur d’électrons a la quinol bdl oxydase. De plus, comme évoqué dans
I’introduction, Sevin et Sauer ont proposé un role de Qs dans la stabilité de la membrane
plasmique contre un stress osmotique. Ainsi, Qg pourrait contribuer a cette fonction dans des
conditions anaérobies. Une fois que les genes codant pour les hydroxylases anaérobies seront
connus, il faudra cultiver les souches mutantes correspondantes dans des conditions anaérobies
et évaluer I’effet de I’ajout de NaCl sur la stabilité de la membrane plasmique. De cette fagon,
nous pourrons vérifier si Qg joue un role dans la stabilité de membrane plasmique lors d’un

stress osmotique en conditions anaérobies.

En conclusion, les résultats de ce chapitre nous ont permis d’avancer sur la compréhension de
la voie de biosynthese anaérobie de Qg grace a 1’identification d’yabT et au résultat qu’H,O
n’est probablement pas le donneur d’oxygeéne des réactions d’hydroxylation anaérobies. yhbT

est le premier geéne impliqué spécifiquement dans la biosynthése anaérobie de Qs.
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Conclusion générale

La voie de biosynthese de Qg chez la bactérie E. coli a été étudi¢e depuis longtemps. La
plupart des geénes a été identifiée par des études effectuées par Alexander, Young, Cox et leurs
collaborateurs dans les années 70-80. La biosynthése de Qs comporte huit étapes et implique
au moins neuf protéines (UbiA-UbiH et UbiX). Alors que toutes les protéines catalysant les
différentes étapes de biosynthése semblaient connues, nous avons identifi¢ trois nouvelles
protéines (VisC, YqiC et YigP) importantes pour le métabolisme de Qs puisque leur mutation
entraine une diminution importante du contenu en Qg dans les souches mutantes. Nous avons
montré que ces trois protéines en question interagissent avec la plupart des protéines connues
pour participer a la biosynthése de Q ce qui implique I’existence d’un complexe de biosynthése
de Q. Nous avons aussi des résultats préliminaires montrant 1’existence d’hydroxylases
anaérobies remplacant les hydroxylases aérobies connues lorsqu’E.coli est cultivée en absence

d'oxygene.

Le but du projet de these a été d’une part de confirmer la fonction de VisC, d’¢élucider la fonction
d’YigP et d’YqiC dans la voie de biosynthese de Q par des approches génétiques et
biochimiques, d’identifier les hydroxylases anaérobies et d’autre part, de confirmer la présence
du complexe protéique par approches biochimiques et d’établir sa composition par approche

protéomique.

Trois réactions d’hydroxylation sont nécessaires pour la biosynthese de Qg en conditions
acrobies. Alors que les protéines UbiH et UbiF présentent des homologies de séquence avec
des monooxygénases a flavine connues pour catalyser des réactions d’hydroxylation, UbiB qui
a été proposée comme étant la troisieme hydroxylase, présente uniquement une homologie de
séquence avec des kinases. Durant ce travail nous avons levé [’ambigiiité entourant le role
d’UbiB et nous avons clairement montré que la protéine VisC (renommée dans ce travail Ubil)
est une monooxygénase a flavine qui est impliquée directement dans la réaction
d’hydroxylation en C5. Les protéines UbiH et UbiF n’ont pas été étudiées in vitro mais il est
probable que ces 2 protéines partagent avec Ubil un mécanisme d’hydroxylation similaire
impliquant un cofacteur flavinique comme pour la PHBH, le prototype de cette famille. Des
réponses claires sur ce point n’ont pas été¢ obtenues car Ubil est instable en solution et ne

contient pas de FAD sous forme purifié¢e. Il a donc été impossible pour nos collaborateurs de
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développer un test d’activité in vitro d’Ubil purifiée mais la structure cristallographique d’Ubil

a cependant permis de confirmer la présence d’un site de liaison du FAD.

Ensuite, nous nous sommes intéressés a ¢tudier le role des protéines YigP et YqiC (renommées
UbiJ et UbiK respectivement) dans la biosynthése de Qs. Nous avons démontré que ces deux
protéines sont importantes pour la biosynthese aérobique de Qg malgré leur expression similaire
en présence et en absence d’oxygene. Ces deux protéines ne semblent pas avoir un role
catalytique puisque les souches mutantes correspondantes accumulent le méme intermédiaire
(OPP, composé 3, figure 12) qui n’est pas caractéristique d’une déficience dans une étape

précise de la voie de biosynthése suggérant plutot un role global pour ces protéines.

Des données de nos collaborateurs a Marseille montrent qu’UbiK interagit avec les 50 derniers
acides aminés d’UbiJ. Nos résultats montrent que les deux protéines UbiJ et UbiK forment un
complexe associ¢ a la membrane et que la délétion d’une protéine affecte la distribution de
I’autre sur un gel BN-PAGE. UbilJ et UbiK sont en interaction avec d’autres protéines Ubi dans
les expériences de double hybride bactérien. Ces données sont en accord avec I’existence d’un
complexe protéique dans la fraction soluble regroupant différentes protéines Ubi telle que
démontrée par notre combinaison de western-blot et d’analyse protéomique d’extraits

cellulaires analysés sur gel BN-PAGE.

Les protéines Ubil, UbiH, UbiF, UbiJ UbiK, UbiE et UbiG sont détectées dans un complexe
soluble dont la taille est estimée a 1000 KDa en BN-PAGE. La présence d’UbiJ dans un
complexe membranaire avec UbiK et dans un complexe soluble avec Ubi-(K-E-G-I-H-F) nous
ont poussés a étudier ’importance de cette protéine pour la stabilité du complexe soluble a 1000
kDa. Nos résultats d’analyse sur BN-PAGE démontrent que la délétion d’ubiJ affecte la
distribution des protéines Ubil, UbiH et UbiF qui ne sont plus détectées a ce poids moléculaire
¢levé. Ce résultat a ét¢ validé par analyse protéomique qui montre que les protéines Ubi ne sont
plus détectées a ce poids moléculaire élevé suggérant qu’UbilJ joue un réle structural important
pour le complexe Ubi. A ’inverse, la délétion d’ubiK ne semble pas avoir d’effet sur la cohésion
du complexe. L’ensemble de nos résultats établit pour la premiére fois 1’existence d’un
complexe protéique regroupant plusieurs protéines Ubi dans la fraction soluble et I’étude du
mutant AubiJ pointe ’importance fonctionnelle du complexe Ubi pour la biosynthese de Qs.
Outre son rdle pour la structuration du complexe Ubi, UbiJ pourrait jouer le role d’une protéine
chaperone en liant les intermédiaires de biosynthese et en les présentant aux différentes
protéines Ubi afin qu’elles modifient les substituants du noyau aromatique de ces intermédiaires

de biosynthése. En effet, la partie C-terminale d’UbiJ contient un domaine de liaison aux lipides
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(stérols) et nous avons montré qu’un peptide correspondant aux 50 derniers acides aminés du

coté C-terminal d’UbiJ conserve une activité biologique dans la biosynthése de Qs.

La biosynthese de Qg s’effectue en anaérobie indépendamment des protéines Ubil, UbiH, UbiF,
UbiJ et UbiK. Le mode¢le de répartition des protéines Ubi dans un complexe protéique que nous
proposons dans cette étude n’est donc valable qu’en conditions aérobies. Nos résultats montrent
que ces protéines sont exprimées de facon similaire dans les deux conditions de culture. A ce
titre, il sera intéressant d’étudier la distribution de ces protéines sur BN-PAGE a partir de
cellules cultivées en anaérobiose. Dans ce travail, nous avons identifi¢ y2bT comme étant un
nouveau gene impliqué dans la biosynthése anaérobique de Qs. L’accumulation d’OPP dans
un mutant AyabT suggere un role global plutdt que catalytique dans la biosynthése de Qs. Le
fait qu’yhbT posséde un domaine de liaisons aux stérols comme UbiJ suggere qu’YhbT pourrait
remplacer fonctionnellement UbiJ en absence d’oxygene. En effet, a travers ce domaine, YhbT
pourrait lier les intermédiaires de biosynthése et les présenter aux différentes protéines pour la
modification des substituants. Il sera intéressant d’étudier la capacité de cette protéine a lier les
lipides. De plus, il sera important de vérifier si un complexe multiprotéique existe en condition
anaérobie et si YhbT joue un role dans la structuration de ce complexe qui pourrait contenir les

hydroxylases anaérobies qui restent inconnues a ce jour.

L’ensemble de ce travail de theése a donc permis d'avancer significativement dans la
compréhension de la voie de biosyntheése du coenzyme Qg par 1’élucidation du role de
nouveaux acteurs de biosynthése de Qg en absence et en présence d’oxygene. Ce travail
a aussi permis de caractériser la présence d’un complexe protéique qui regroupe
différentes protéines Ubi en condition aérobie. Ce travail a fait ’objet de deux
publications parues dans « Journal of Biological Chemistry » et « Journal of
Bacteriology ». Une troisiéme publication sur le complexe protéique est en cours de

préparation.
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Figure S1: Sequence alignment of the three flavin monooxygenases involved in Q
biosynthesis in E. coli K12 (Ubil, YP491107, UbiF, YP488953, and UbiH, YP491108), Coq6
from Saccharomyces cerevisiae (AAB61341) and the para-hydroxybenzoate hydroxylase
(PHBH, P00438) from Pseudomonas aeruginosa. Sequences were aligned using ClustalW2,
and rendered with ESPript 2.2 (http://espript.ibcp.ft/ESPript/ESPript/). Secondary structure
elements are shown above the sequence. Identical amino acids are coloured in red.
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Figure S4: A) SDS-PAGE of the full length Ubil-hiss and its truncated form. Molecular
weights, kDa. Lane 1, 10 pg Ubil-hisg, lane 2, 10 pg truncated form of Ubil-hiss. B) Peptide
mass fingerprint (MALDI-TOF) of the truncated form of Ubil-hise after AspN digestion. C)
HPLC-ECD of lipid extracts from 2mg of Aubil cells containing an empty vector (in black) or
pTrc-ubil, (in grey) grown in aerobic conditions. D) SEC-MALLS elution profiles in 25 mM
Tris-HCL, pH 7.3, 150 mM NaCl, 10% (v/v) glycerol of Ubily, at 4 mg/ml. The MALLS/RI
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Figure S5: Stereoscopic view of a section of the 2F(-F¢ electron density map centered on the
Rossman-like fold and contoured at the 1 ¢ level. Residues in yellow belong to the Rossman-
like fold, residues in green belong to the same chain but are not part of the Rossman fold.
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ubi], a New Gene Required for Aerobic Growth and Proliferation in
Macrophage, Is Involved in Coenzyme Q Biosynthesis in Escherichia
coli and Salmonella enterica Serovar Typhimurium

Laurent Aussel,® Laurent Loiseau,® Mahmoud Hajj Chehade,” Bérengére Pocachard,® Marc Fontecave,© Fabien Pierrel,”

Frédéric Barras®

Laboratoire de Chimie Bactérienne, UMR 7283, Aix-Marseille Université—CNRS, Institut de Microbiologie de la Méditerranée, Marseille, France®; Laboratoire de Chimie et
Biologie des Métaux, UMR 5249, CEA—Université Grenoble |, CNRS, Grenoble, France®; College de France, Paris, France®

Ubiquinone (coenzyme Q or Q) is a redox active lipid which functions in the respiratory electron transport chain and plays a
crucial role in energy-generating processes. In both Escherichia coli and Salmonella enterica serovar Typhimurium, the yigP
gene is located between ubiE and ubiB, all three being likely to constitute an operon. In this work, we showed that the uncharac-
terized yigP gene was involved in Qg biosynthesis in both strains, and we have renamed it ubiJ. Under aerobic conditions, an ubiJ
mutant was found to be impaired for Qg biosynthesis and for growth in rich medium but did not present any defect anaerobi-
cally. Surprisingly, the C-terminal 50 amino acids, predicted to interact with lipids, were sufficient to restore Qg biosynthesis and
growth of the ubi] mutant. Salmonella ubiE and ubiB mutants were impaired in Qg biosynthesis and in respiration using differ-
ent electron acceptors. Moreover, ubiE, ubiJ, and ubiB mutants were all impaired for Salmonella intracellular proliferation in
macrophages. Taken together, our data establish an important role for UbiJ in Qg biosynthesis and reveal an unexpected link
between Qg and virulence. They also emphasize that Salmonella organisms in an intracellular lifestyle rely on aerobic respiration

to survive and proliferate within macrophages.

biquinone, also known as coenzyme Q, is a lipid component

found in organisms ranging from bacteria to mammals. It
consists of a conserved quinone head group and an isoprenoid
hydrophobic tail, the length of which differs among species (1). In
Escherichia coli and Salmonella enterica serovar Typhimurium, the
tail of coenzyme Q has eight isoprene groups and is designated Qs.
This molecule is located in the bacterial plasma membrane and
serves as an electron carrier between electron donors, such as
NADH dehydrogenase (complex I), succinate dehydrogenase
(complex II), or lactate dehydrogenase, and terminal electron ac-
ceptors, such as cytochrome oxidases or reductases (2, 3). Thus,
Qg is an essential element for aerobic respiratory growth and for a
series of processes depending upon a functional proton motive
force, such as nutrient import, cell motility, and protein secretion
(4-7). Moreover, mutants affected in Qg biosynthesis were shown
to be hypersensitive to H,O,, as the production rate of O, and
H,0, in their membranes was significantly higher than that in a
wild-type strain (8).

Biosynthesis of coenzyme Q has been studied for many years in
both E. coli and Saccharomyces cerevisiae. Besides the prenyltrans-
ferase UbiA and the decarboxylases UbiX and UbiD, two types
of enzymes, monooxygenases and methyltransferases, catalyze
chemical modifications of the aromatic ring of the 4-hydroxyben-
zoic acid (4-HB) universal precursor (Fig. 1). Beyond this seem-
ingly well-established pathway, uncertainties remain. For in-
stance, UbiB was described as being involved in the C-5
hydroxylation reaction, but we recently demonstrated that this
step was catalyzed by Ubil, a new monooxygenase formally known
as VisC (9). The function of UbiB remains unclear, although some
circumstantial evidence suggests that it might act as a kinase (10,
11). Other monooxygenases include UbiF and UbiH (Fig. 1) (12,
13). Also, ubiF, ubiH, and ubil mutants do not synthesize Qg un-
der aerobic growth conditions but produce appreciable amounts
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of Qg anaerobically (9, 14, 15). This indicates that an anaerobic
biosynthetic pathway exists for which we have no clues as to which
genes are involved. Methyltransferases include UbiE and UbiG
(Fig. 1) (16-18). UDbIE is required for the C methylation reactions
in both Qg and menaquinone (MKj) biosynthesis, and an ubiE
mutant synthesizes neither Qg nor MKj (6, 17, 19). The ubiE gene
is predicted to be part of an operon including the ubiB gene and
the yigP gene, whose function is unknown (20). In Salmonella, a
transposon-based mutagenesis screen identified yigP as an essen-
tial gene (21). Recently, yigP was also proposed to be essential in E.
coli (22). Curiously, in this case, the yigP gene was proposed to
encode, within its 3’ moiety, a small RNA of 252 nucleotides
which exhibits an essential function of unknown nature (22). This
predicted small RNA was named esre, for “essential small RNA in
E. coli.”

In the present study, we focused on the predicted ubiE-yigP-
ubiB operon, in both Salmonella and E. coli. Derivatives lacking a
functional yigP gene could be constructed in both strains, ruling
out the hypothesis of an essential role. Moreover, we found the
yigP gene to be required for Qg biosynthesis under aerobic condi-
tions, and we changed the name of YigP to Ubi]. Evidence that the
role of ubi] in Qg biosynthesis was carried out by the Ubi] poly-
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FIG 1 Biosynthetic pathway of coenzyme Qg in Escherichia coli. The octaprenyl tail is represented by R on carbon 3 of the different biosynthetic intermediates.
The names of the enzymes catalyzing the reactions (each labeled with a lowercase letter) are provided. 4-HB, 4-hydroxybenzoic acid; DDMQg, C-1-demethyl-

C-6-demethoxy-Qg; Qg, coenzyme Q.

peptide and not by a putative small RNA was collected. Finally, we
showed that UbiE, UbiJ, and UbiB were required for Salmonella
intracellular proliferation in macrophages, establishing a link be-
tween Qg biosynthesis and bacterial virulence.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. The bacterial strains used in this
study are described in Table 1, and primers are listed in Table S1 in the
supplemental material. Strains were routinely grown at 37°C in Luria-
Bertani (LB) or M9-based minimal medium. For growth studies, over-
night cultures were diluted into medium of the same composition to an
optical density at 600 nm (ODy,) of 0.05. Growth under anaerobiosis was
achieved by using the GENbox Anaer generator (bioMérieux) in a dedi-
cated chamber. Ampicillin (50 pg/ml) and kanamycin (25 pg/ml) were
added when necessary. Arabinose, glucose, and glycerol were used at

TABLE 1 Bacterial strains and plasmids

0.2%. Fumarate (20 mM), nitrate (2 mM), and trimethyl amine oxide
(TMAO) (20 mM) were used as electron acceptors. Deletion of various
genes and concomitant insertion of an antibiotic resistance cassette was
carried out using lambda Red-mediated recombination (23). Mutations
were moved to the wild-type S. Typhimurium strain 12023 by P22 trans-
ductions and to the wild-type E. coli strain MG1655 by P1 transductions.

Plasmid construction. The cloning vector used was pBAD24 (24).
The inserts carrying ubi] variants, ubiE, and ubiB were PCR amplified
from S. Typhimurium 12023 by using the primers described in Table S1 in
the supplemental material. PCR products were digested using Xbal and
Ncol and cloned into pBAD24. The coding sequences of the E. coli ubi]
gene were PCR amplified from an MG1655 strain by using the primers
described in Table S1, digested using EcoRI and Sall, and cloned into
pBADI*, yielding pubi]y, . and pubi] 50Cy .. pubi] 50C . was digested by
EcoRI and HindlIII, and the insert carrying the ubi] variant was cloned in

Strain or plasmid Relevant genotype”

Source or reference

Strains
S. Typhimurium
12023 Wild type Laboratory stock
Aubi] mutant 12023 Aubif::Kan This study
AubiE mutant 12023 AubiE::Kan This study
AubiB mutant 12023 AubiB::Kan This study
E. coli
MG1655 Wild type Laboratory stock
Aubi] mutant MG1655 AubiJ::Kan This study
Plasmids
pBAD24 Cloning vector (Ap") 24
pTrc99A Cloning vector (Ap") Amersham
pBADI¥ Cloning vector (Ap") 34
pKD4 Template plasmid containing an FRT-flanked kanamycin resistance 23
pKD46 Red recombinase expression plasmid 23
S. Typhimurium
pubifs, pBAD?24 derivative carrying the S. Typhimurium ubi] gene (Ap") This study
pubiB pBAD?24 derivative carrying ubiB (Ap") This study
pubi] N-ter pBAD24 derivative carrying the 120 amino acids located in the N terminus of ubi] (Ap") This study
pubi] 63C pBAD?24 derivative carrying the 63 amino acids located in the C terminus of ubiJ (Ap") This study
pubi] 50C pBAD24 derivative carrying the 50 amino acids located in the C terminus of ubiJ (Ap") This study
pubi] 50C+1 pBAD24 derivative carrying the 50 amino acids located in the C terminus of ubiJ and a frameshift of one This study
nucleotide after the start codon (Ap")
pubi] 50C+2 pBAD24 derivative carrying the 50 amino acids located in the C terminus of ubi] and a frameshift of two This study
nucleotides after the start codon (Ap")
pubi] 35C pBAD?24 derivative carrying the 35 amino acids located in the C terminus of ubi] (Ap") This study
E. coli
pubig . pBAD?24 derivative carrying the E. coli ubi] gene (Ap") This study
pubi] 50C . pTrc99A derivative carrying the 50 amino acids located in the C terminus of ubi] (Ap*) This study

“ FRT, Flp recombinase target.
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show standard deviations.

the pTrc99A-6his vector at the same restriction sites. The resulting plas-
mids were verified by DNA sequencing.

In silico genome analysis. The genome analyzed was that of Salmo-
nella enterica serovar Typhimurium LT2 (25). BLAST analyses were per-
formed using NPS@ network protein sequence analysis (26). YigP
(STM3971) was annotated as a putative uncharacterized protein, and we
renamed it Ubi]J.

Quinone extraction and quantification by HPLC-ECD analysis. Five
milliliters of cells in exponential phase was centrifuged, and the pellet
mass was determined. Glass beads (100 wl), 50 pl of 0.15 M KCl, and a
volume of a Q,, solution (used as an internal standard) proportional to
the wet weight were added to cell pellet. Lipid extraction was performed by
adding 0.6 ml of methanol, vortexing for 10 min, adding 0.4 ml of petro-
leum ether (boiling range, 40°C to 60°C), and vortexing for 3 min. The
phases were separated by centrifugation for 1 min at 5,000 rpm. The upper
petroleum ether layer was transferred to a fresh tube. Petroleum ether (0.4
ml) was added to the glass beads and methanol-containing tube, and the
extraction was repeated. The petroleum ether layers were combined and
dried under nitrogen. The dried samples were stored at —20°C and were
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resuspended in 100 wl of 98% ethanol, 20 mM lithium perchlorate. Ali-
quots were analyzed by reversed-phase high-pressure liquid chromatog-
raphy (HPLC) with a C,4 column (Betabasic-18; 5 mm, 4.6 by 150 mmy;
Thermo Scientific) at a flow rate of 1 ml/min using 40% ethanol, 40%
acetonitrile, and 20% of a mix of 90% isopropanol and 10% lithium per-
chlorate (1 M) as a mobile phase. Quinones were quantified with an ESA
Coulochem III electrochemical detector (ECD) and a 5011A analytical cell
(E1, —600 mV; E2, 600 mV). Hydroquinones present in samples were
oxidized with a precolumn 5020 guard cell set in oxidizing mode (E, +650
mV). Different volumes of the standard Q,, solution were injected under
the same conditions to generate a standard curve which was used for Qg
quantification. The signal of the absorbance at 210 nm was used to esti-
mate the content in DMK and MKj by integrating the respective peaks.
Possible sample loss during the organic extraction was corrected on the
basis of the recovery of the Q,, internal standard.

Western blot analysis. pubi], pubi] 50C, pubi] 50C+1, and pubi]
50C+2 carrying a His, tag at the C terminus were transformed in a
MG1655 E. coli strain. The resulting strains were grown in LB until an
0Dy, of 4 was reached and then diluted 1:100 in LB supplemented with

Journal of Bacteriology

1senb Aq G102 ‘zz 11udy uo /610 wse:qly/:dny wouy papeojumoq


http://jb.asm.org
http://jb.asm.org/

-
N
[&]

B Aerobiosis
O Anaerobiosis
£ 100 -
2
:
g 75
jo))
£
8 50 -
3
° =
£ 25
0 =
WT AubiE AubiJ AubiB
B 4
m DMK8
= 0 MK8 -
i
23
®
3
(o))
E -
s 2
©
X
[}
[0
Q
E 1 1
(@]
~
* *
0 A
O’L xo"lz xo'lz XO‘L IO’L(OQ‘LS p‘lz Q‘I«
& W QR < RN
¥ S NERSIRRSD
& » Y Y

C‘IO

OD 600 nm

Role of ubiJ in Qg Biosynthesis and Aerobic Growth

1 /G/O’_-<j
€
| o=t
= Doubling
© time
a lime
(o] :
01 1 —o— WT (-02) 19 min
—&— AubiJ (-02) 19 min
—O— WT (+02) 20 min
It
0,01 : . . .
0 120 240 360 480
Time (min)

10
1
0,1 —O— AubiJ
—— AubiJ - 50 pM Q1
—o— AubiJ- 100 pM Q1
—&— AubiJ - 200 uM Q1
0,01 T T T T )
0 120 240 360 480 600
Time (min)
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(—0,, right). Error bars show standard deviations. ¥, not detected. (C) The wild type (circles) and the ubi] mutant (squares) were grown overnight under either
aerobic (open symbols, +O,) or anaerobic (filled symbols, —O,) conditions. The cultures were then diluted at an OD, of 0.05 in LB under aerobic conditions.
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0.02% arabinose. The cultures were incubated 4 h at 37°C. Cells were
harvested, and the pellet was washed twice. The supernatant was removed
and the pellet resuspended in SDS buffer (TS-TD). SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) was performed using Bio-Rad Minipro-
tean II cells. Proteins were electrotransferred to a polyvinylidene difluo-
ride (PVDEF) sheet (Millipore) and probed with HisProbe-HRP (Thermo
Scientific). Blots were visualized with an enhanced chemiluminescence
(ECL) reagent (Thermo Scientific).

Bacterial infection of macrophages. RAW 264.7 macrophages were
seeded at a density of 4 X 10° cells per well in 6-well tissue culture plates
containing Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) with 10% fetal
calf serum (FCS) (HyClone). Bacteria were cultured overnight at 37°C
with shaking and opsonized in DMEM containing FCS and normal mouse
serum (10%; Perbio) for 30 min. Bacteria were added to the monolayers at
a multiplicity of infection of 10:1, centrifuged at 400 X g for 5 min at 4°C,
and incubated for 30 min at 37°C in 5% CO,. The macrophages were
washed three times and incubated with DMEM containing FCS and 100
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pg/ml gentamicin for 60 min, after which the gentamicin concentration
was decreased to 10 pg/ml for the remainder of the experiment.

RESULTS

The ubi] gene is required for Salmonella aerobic growth. In E.
coli, the genetic organization of the ubiE, ubil, and ubiB loci was
proposed to form an operon (Fig. 2A) (20). In S. Typhimurium,
this cluster of genes shares 81.5% sequence identity with that in E.
coli. Thus, we constructed ubiE, ubi], and ubiB deletion mutants in
Salmonella. During aerobic growth in LB at 37°C, the ubi] and
ubiE mutants exhibited a significant growth defect compared to
the wild-type strain (Fig. 2B). The ubiB mutant was much more
severely affected and did not exceed a final 0Dy, of 0.4 (Fig. 2B).
To make sure that the ubi] mutation did not affect ubiB expres-
sion, the ubi] mutant was transformed with plasmids carrying
either ubi] or ubiB. Whereas the ubi] mutant was fully comple-
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mented by its wild-type allele, a plasmid carrying ubiB did not
restore the ubi] mutant growth, ruling out any polar effect due to
the mutation (Fig. 2C). The wild type and the three mutants were
also tested for growth under anaerobic conditions in LB and min-
imal medium (Fig. 2D and E, respectively). Interestingly, the ubi]
mutant was found to grow as well as its wild-type parent in the
absence of oxygen in LB, whereas growth of the ubiB and ubiE
mutants was still affected (Fig. 2D). Moreover, the ubi] mutant did
not exhibit any significant growth defect in anaerobic minimal
medium in the presence of glucose or glycerol supplemented with
different carbon sources (Fig. 2E). In contrast, ubiB and ubiE mu-
tants grew poorly with fumarate, nitrate, or TMAO as the electron
acceptor (Fig. 2E), showing that UbiB and UDIE are required for
anaerobic respiration, whereas Ubi] is not. Taken together, these
data indicate that UbiJ plays an important role in Salmonella
growth under aerobic conditions but is dispensable under anaer-
obic conditions.

Coenzyme Q synthesis is abolished in an ubi] mutant under
aerobic conditions. UbiE and UbiB were previously shown to be
involved in Qg biosynthesis in E. coli. Therefore, we tested if Sal-
monella paralogs as well as Ubi] were also involved in this biosyn-
thetic pathway. The cellular Qg content of the three mutants and
of the wild-type strain was measured using electrochemical detec-
tion of lipid extracts separated by HPLC (27). None of the three
mutants grown aerobically exhibited any detectable Qg, whereas
wild-type cells reached a level of 107 pmol/mg (wet weight) (Fig.
3A). Surprisingly, under anaerobic conditions, the Qg content in
the ubi] mutant accounted for 55% of that in the wild-type (35 and
63 pmol, respectively), whereas ubiB and ubiE mutants did not
present any detectable level of Qg (Fig. 3A). As previously shown
in E. coli, an electroactive compound was detected in the ubiE
mutant grown aerobically with a retention time and UV spectrum
similar to those of demethyldemethoxyQg (DDMQy) (see Fig. S1
in the supplemental material) (17). We also measured the cellular
content of menaquinone (MKg) and demethylmenaquinone
(DMKG) in the different strains. No MK was detected in the ubiE
mutant, as UbiE methyltransferase converts DMKj into MKj (Fig.
3B) (19). In contrast, the levels of MKy were not significantly dif-
ferent in the wild type and the ubi] mutant (Fig. 3B), ruling outany
role for UbiJ in menaquinone biosynthesis.

As we showed that Qg was still produced anaerobically in an
ubi] mutant, precultures were performed in LB with or without
oxygen, and the strains were grown under aerobic conditions im-
mediately afterwards (Fig. 3C). We did not find any significant
difference for the wild-type strain, which presented a doubling
time of 19 min in exponential phase when the preculture was
performed anaerobically and 20 min when precultured aerobi-
cally (Fig. 3C). The doubling time of the ubi] mutant precultured
anaerobically was found to be identical to that of the wild type (19
min), whereas it was much longer when the mutant was precul-
tured aerobically (66 min) (Fig. 3C). This result indicates that a
preculture performed under anaerobic conditions restores a wild-
type growth rate to the ubi] mutant during the first cycles of cell
division, suggesting that accumulation of Qg sustains aerobic
growth for a few generations. To confirm that Qg deficiency was
the cause of the aerobic growth defect in the ubi] mutant, we
added exogenous ubiquinone 1 (Q,) in the culture medium, since
this component was shown to partially rescue the growth defect of
an ubiCA mutant (28). Under aerobic conditions, increasing
amounts of Q; were correlated with an improved growth rate of
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MG1655 E. coli strain. Ubi] variants were separated using 15% SDS-PAGE, blotted onto PVDF membranes, and hybridized with a His, tag antibody.

the ubi] mutant in LB (Fig. 3D). Collectively, these data show that
UbiJ is required for Qg production aerobically and that the ab-
sence of coenzyme Q is responsible for the growth limitation ob-
served in the ubi] mutant.

The 50 C-terminal amino acids of Salmonella UbiJ allow Qg
synthesis and aerobic growth of the ubiJ] mutant. The Ubi] pro-
tein is predicted to be composed of two domains: an N-terminal
part (amino acids 3 to 120), which was annotated as a sterol-
binding domain, and a C-terminal domain, which was found to
share 36% identity and 59% similarity with the C terminus of E.
coli LpxD, an enzyme involved in lipid A biosynthesis (Fig. 4A). To
identify the minimal functional unit of UbiJ, the N-terminal and
three different versions of the C-terminal domain of Ubi] were
cloned in a vector under the control of a Py, promoter (Fig. 4A).
Neither the N-terminal domain nor the 35 C-terminal amino ac-
ids offset the growth defect of the ubi] mutant (Fig. 4B). In con-
trast, the plasmids encoding the 50 or the 63 C-terminal amino
acids of Ubi]J partially restored the growth defect of the ubi] mu-
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tant (Fig. 4B). Accordingly, the constructions carrying the 50 and
the 63 C-terminal amino acids in the ubi] mutant allowed an ac-
cumulation of 17% of the wild-type content in Qg, whereas the
full-length Ubi] rescued the wild-type level of Qg (Fig. 4C). Alto-
gether, these results show that the minimal functional unit of Ubi]
consists of its 50 C-terminal amino acids.

The biological activity of Salmonella ubi] relies on the syn-
thesis of a protein. It was recently proposed that in E. coli, the 3’
region of ubiJ includes a new essential 252-nucleotide RNA, which
was designated esre (22). In order to know if the minimal func-
tional unit identified in Salmonella was a small RNA or a polypep-
tide, we introduced frameshift mutations after the start codon of
the pubi] 50C plasmid, yielding pubi] 50C+1 (frameshift of one
nucleotide) and pubi] 50C+2 (frameshift of two nucleotides)
(Fig. 5A). Whereas the pubi] 50C plasmid was found to comple-
ment the growth defect of the ubi] mutant under aerobic condi-
tions, the two plasmids carrying frameshift mutations did not
(Fig. 5B). Consistently, when grown on LB plates aerobically, the
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ubi] mutant transformed with pubiJ 50C formed individual colo-
nies in 16 h at 37°C, whereas the ubi] mutant transformed with
pubi] 50C+1 and pubi] 50C+2 did not (Fig. 5C). The two plas-
mids carrying the frameshift mutations did not restore Qg pro-
duction in an ubi] mutant grown aerobically, whereas Qg was still
produced in an ubi] mutant transformed with pubiJ 50C (Fig. 5D).
Western blot analysis confirmed that pubi] 50C encodes a 7-kDa
peptide, whereas pubi] encodes the 23-kDa full-length protein
(Fig. 5E). As expected, pubi] 50C+1 and pubi] 50C+2 did not
present any cross-reaction signal with the antibody (Fig. 5E). Fi-
nally, a “scrambled” plasmid was designed by mutation of 30% of
the 261 nucleotides located in the 3’ end of the Salmonella ubi]
gene without changing the primary amino acid sequence of the
encoded polypeptide (see Fig. S2 in the supplemental material).
This plasmid was found to complement the growth defect and to
restore Qg biosynthesis in the ubi] mutant (see Fig. S2). Alto-
gether, these data show that the aerobic growth-promoting func-
tion of the Salmonella ubi] gene relies on the synthesis of a protein.

UbiE, UbiJ, and UbiB are essential for Salmonella intracellu-
lar proliferation in macrophages. We then investigated the in-
volvement of the ubiE, ubi], and ubiB genes in intracellular prolif-
eration of Salmonella. RAW 264.7 mouse macrophages were
infected with a wild-type strain, an ubi] mutant, and the mutant
transformed with an empty vector or pubi]. Bacterial proliferation
was assayed by calculating the proliferation index as the ratio of
the number of intracellular bacteria at 16 h postinfection to that at
2 h postinfection. The wild-type strain exhibited a proliferation
index of 33.6 * 6.2, whereas the ubi] mutant presented an index
less than 1, indicating that it was unable to proliferate in macro-
phages (Fig. 6A). Complementation of the ubi] mutant fully re-
stored its intracellular replication (47.5 = 3.2), whereas the empty
plasmid did not change the proliferation index (Fig. 6A). Since
anaerobic growth partially restored the Qg level in the ubi] mu-
tant, mouse macrophages were infected with inocula grown aero-
bically or anaerobically (Fig. 6B). Whereas the ubi] mutant exhib-
ited a proliferation index of 0.6 in macrophages infected with an
aerobic inoculum, it was found to replicate much more efficiently
in macrophages infected with an anaerobic inoculum (5.1 * 0.6)
(Fig. 6B). Interestingly, the ratio of the proliferation index of the
wild type (WT) to that of the Aubi] mutant was found to be about
10 times lower in macrophages infected with an anaerobic inocu-
lum (6.6) than in macrophages infected with an aerobic inoculum
(64.6), reflecting the ability of the ubi] mutant to replicate when
precultured under anaerobic conditions (Fig. 6B, inset). Next, we
found the ubiB mutant to be totally impaired for intracellular
replication and the proliferation index of the ubiE mutant to range
from 2.3 to 4.2 (Fig. 6B). In addition, whereas anaerobic precul-
tures modestly improved the proliferation index of the ubiE mu-
tant, no change was observed in the ubiB mutant (Fig. 6B). These
results are consistent with our previous observations showing that
the ubiE and ubiB mutants did not synthesize Qg under anaerobic
conditions (Fig. 3A). Collectively, these data assign a role for
UDbiE, UbiJ, and UbiB in Salmonella intracellular proliferation
and, more generally, highlight the importance of Qg production
for bacterial virulence.

The E. coli ubi] gene is also required for Qg biosynthesis. In E.
coli, a global approach indicated that the ubi] (yigP) gene was
essential under aerobic conditions (29). In a separate study, no
insertion mutant could be obtained using a plasmid shuffling-
based strategy, and ubi] (yigP) was also proposed to be essential for
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FIG 6 Ubi] is necessary for Salmonella intracellular proliferation in macro-
phages. Opsonized bacteria were phagocytosed by RAW 264.7 cells. At 2 and
16 h postinfection, mouse macrophages were lysed for enumeration of intra-
cellular bacteria (gentamicin protected), as determined by CFU counts. The
values are proliferation indexes, calculated as the ratio of the number of intra-
cellular bacteria at 16 h to that at 2 h postinfection. (A) Wild-type, Aubi],
Aubi]/pBAD24, and Aubi]/pubi] strains were grown overnight in LB under
aerobic conditions before opsonization. (B) Wild-type, AubiE, Aubi], and
AubiB strains were grown overnight in LB under aerobic (black bars) or an-
aerobic (white bars) conditions before opsonization. The inset shows the pro-
liferation index ratios (WT/Aubi] mutant) calculated from the aerobic (+0O,)
and the anaerobic (—0,) inocula. Results are the means = standard deviations
from at least three independent experiments, each in triplicate.

E. coli (22). This was clearly at odds with the result obtained with
Salmonella described above, and we wished to know whether the
ubi] gene had differential importance in the two species. There-
fore, mutation experiments were undertaken in E. coli by deletion
and replacement of ubi] by a kanamycin-resistant cassette using
the Datsenko and Wanner method (23). Transformants resistant
to kanamycin were obtained anaerobically and subsequently
tested aerobically. Although we noticed a small-size phenotype for
colonies grown under aerobiosis, no difference in viability was
observed between the two growth conditions. In liquid cultures,
the ubi] strain reached an OD value slightly lower than that of the
wild type yet was viable (Fig. 7A). Together, these observations
showed that like in Salmonella, an ubi] mutation affects the aero-
bic growth rate, but the mutant is perfectly viable. Moreover, het-
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erologous complementation revealed that the growth defect of the
E. coli mutant was rescued by the ubi] gene of Salmonella (Fig. 7B).
Conversely, the ubi] gene of E. coli complemented the growth
defect of the Salmonella ubi] mutant (Fig. 7B). We also demon-
strated that the growth defects of E. coli and Salmonella ubi] mu-
tants were rescued by a plasmid carrying the 50 C-terminal amino
acids of E. coli Ubi] (Fig. 7C). Finally, we tested the involvement of
ubi] in Qg biosynthesis and did not detect any Qg in the E. coli ubi]
mutant grown aerobically (Fig. 7D). Taken together, these results
show that in E. coli, as in Salmonella, the ubi] gene participates in
Qg biosynthesis, which is required for aerobic growth.

DISCUSSION

Owing to its electron transfer capacity, Qg is a key molecule for
adaptation of bacteria to oxygenic growth conditions. Biosynthe-
sis of Qg has been studied for some time, but uncertainties remain,
and new genes might have to be included in the currently estab-
lished pathway. In the present study, we identified UbiJ as a new
factor involved in Qg biosynthesis in E. coli and Salmonella under
aerobiosis. Under such conditions, the ubi] mutants of both spe-
cies were defective for Qg production and accordingly impaired
for growth. Moreover, we showed that Salmonella ubiE, ubi], and
ubiB genes were all required for intracellular proliferation. This
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latest result evidenced the existence of a link between aerobic res-
piration and Salmonella virulence.

A previous study of the ubi] gene of E. coli concluded that it is
essential and that it encodes a small RNA rather than a polypeptide
(22). Our present characterization of ubi] does not support either
of these two notions. First, we could not confirm that ubiJ was an
essential gene in either Salmonella or E. coli. Mutants were ob-
tained using standard protocols. Growth analysis of the mutants
revealed an alteration in growth rate and maximal OD value
reached in liquid cultures, as well as a small-size colony phenotype
on plates. However, in both species, the ubi] mutants were fully
viable. Regarding the small-RNA issue, in Salmonella, Northern
analysis and RACE (random amplification of cDNA ends) exper-
iments did not allow us to identify any small RNA in the ubi] gene
(data not shown). Moreover, we demonstrated that whereas a
DNA region encoding the 50 C-terminal amino acids allowed syn-
thesis of Qg, two types of frameshift mutations within this DNA
piece abolished it. Then, a “scrambled” ubi] allele, including the
mutation of 30% of the nucleotides without changing the amino
acid sequence, complemented the growth defect and restored Qg
biosynthesis in the Salmonella ubi] mutant. Finally, no transcript
was found to be initiated within ubi] in the transcriptional land-
scape and in a small-RNA study which combined three RNA-
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sequencing techniques and two sequencing platforms in Salmo-
nella (30). We therefore believe that in Salmonella at least, the
biological function of ubiJ is mediated by a protein. That the same
situation might prevail in E. coli is strongly supported by the ob-
servation that the 50 C-terminal amino acids of UbiJ were suffi-
cient to restore aerobic growth in the E. coli ubi] mutant. Addi-
tional studies dedicated to in-depth analysis of the coding capacity
of the ubi] gene of E. coli are in progress.

UDiE was previously characterized as a methyltransferase (17).
UbiB was long thought to intervene at an early step during bio-
synthesis of Qg, but our recent study revealed this step to be cata-
lyzed by a newly discovered monooxygenase called Ubil (9). ubiE
and ubiB mutants did not accumulate Qg in Salmonella grown
either aerobically or anaerobically. Conversely, Qg was still pro-
duced in the ubi] mutant grown anaerobically. To date, the only
mutants known to recover Qg biosynthesis under anaerobic con-
ditions are E. coli strains in which the aerobic monooxygenase
Ubil, UbiH, or UbiF is inactivated (9, 15). Ubi] is unlikely to be a
monooxygenase, but it may assist the function of the aerobic mo-
nooxygenases. A clue of the role of UbiJ in Qg biosynthesis may
come from the observation that the C-terminal region of Ubi]
shares 36% identity and 59% similarity with the C-terminal do-
main of E. coli LpxD, an enzyme catalyzing the acylation of the
lipid A. In LpxD, the C-terminal helical domain caps the hydro-
phobic cleft that binds the acyl chain (31). This domain seems to
be of primary importance, because C-terminal truncations of
LpxD yielded inactive proteins (31). Interestingly, our deletion
analysis of ubi] revealed that the 50 C-terminal amino acids were
sufficient to sustain Qg biosynthesis and growth. Thus, an attrac-
tive possibility is that Ubi] exhibits, like LpxD, the ability to inter-
act with lipid components. As a working hypothesis, we propose
that UbiJ could serve as a carrier of the isoprenoid hydrophobic
tail prior to the action of monooxygenases and methyltrans-
ferases. Alternatively, it could chaperone prenylated intermediates
during the biosynthetic process and, more specifically, during aer-
obic hydroxylation steps.

The ubi] mutant retained the ability to grow aerobically in LB
to an OD of 1 and was found to be killed within macrophages
(proliferation index < 1). Macrophages infected with an anaero-
bic inoculum of the ubi] mutant, in which Qg was still produced,
yielded a proliferation index of >5. This clearly established the
requirement for Qg for efficient intracellular proliferation. Several
possibilities for connecting Qg defects and virulence attenuation
can be envisioned. A first obvious possibility is that Salmonella
uses aerobic respiration to grow intracellularly. Qg being neces-
sary for aerobic respiration, any defect in its biosynthesis would be
predicted to lead to defects in intracellular growth. A second pos-
sibility relates to the role of Qg as an antioxidant in reducing the
production rate of O,- and H,0O, in the plasma membrane (8).
However, we previously reported that a multiplicity of catalases
and peroxidases endow Salmonella with a high capacity to cope
with oxidative stress (32), and it would be surprising if a lack of Qg
unbalanced the enzymatic defenses. A third possibility is that a
defect in Qg prevents proton motive force-dependent processes
needed for virulence. For instance, flagellar motility, a key process
employed by pathogenic bacteria during the course of infection, is
dependent upon proton motive force (33). In summary, our re-
sults highlight the importance of Qg in bacterial virulence and
strongly support the idea that Salmonella intracellular lifestyle re-

78 jb.asm.org

lies on aerobic respiration and oxygen availability to survive and
proliferate within macrophages.
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Le coenzyme Q est une molécule lipophile rédox rencontrée chez les eucaryotes et chez la plupart des
procaryotes. La structure de Q correspond a une benzoquinone substituée par une chaine
polyisoprényle dont la longueur varie selon les organismes. Q joue le role de transporteur d’électrons
dans les chaines respiratoires d’ou provient la plupart de I’énergie de la cellule. La biosynthése de
Q chez la bactérie Escherichia coli comporte huit étapes et implique au moins neuf protéines (UbiA-
UbiH et UbiX). Trois réactions d’hydroxylation sont nécessaires pour la biosynthése de Qs en
conditions aérobies. Alors que les protéines UbiH et UbiF présentent des homologies de séquence
avec des monooxygénases a flavine connues pour catalyser des réactions d’hydroxylation, UbiB qui a
été proposée comme étant la troisiéme hydroxylase, présente uniquement une homologie de séquence
avec des kinases. Nous rapportons dans ce travail que la protéine VisC, renommée Ubil, catalyse
la réaction d’hydroxylation auparavant attribuée a UbiB. Nous avons également identifi¢ deux
nouvelles protéines (YigP et YqiC, renommées respectivement UbiJ et UbiK) importantes pour le
métabolisme de Q chez Escherichia coli puisque leur mutation diminue fortement le contenu en Q
des souches mutantes. Ces protéines interagissent avec la plupart des protéines connues pour
participer a la biosynthése de Q ce qui implique I’existence d’un complexe de biosynthese de Q. En
utilisant des approches biochimiques et protéomiques, nous avons pu mettre en évidence un complexe
impliquant plusieurs protéines Ubi et notamment UbiJ et UbiK. Ces deux protéines semblent avoir
un role dans I’assemblage et/ou la stabilisation de ce complexe multiprotéique. Enfin, nous
nous sommes intéressés a la biosynthése de Q dans des conditions de cultures anaérobies. Nos
résultats montrent I’existence « d’hydroxylases anaérobies », inconnues a ce jour, qui remplagent
les hydroxylases aérobies UbiH, Ubil et UbiF. Griace a une approche phylogénétique, nous
identifions un géne important pour la biosynthése de Q uniquement en conditions anaérobies
suggérant une réorganisation de la biosynthése de Q entre ces deux environnements
fréquemment rencontrés par E. coli. L’ensemble de nos résultats a permis d’améliorer
notre connaissance de la voie de biosyntheése procaryote de Q grace a la découverte de nouveaux
genes impliqués dans ce processus et grace a 1’identification de la fonction moléculaire de certaines
protéines.

Ubiquinone (Q) is a lipophilic compound that plays an important role in electron and proton transport
in the respiratory chains of Escherichia coli. Besides this important role in energy production, Q also
functions as a membrane soluble antioxidant. The biosynthesis of Qs requires eight reactions
and involves at least nine proteins (UbiA-UbiH and UbiX) in Escherichia coli. Three of these
reactions are hydroxylations resulting in the introduction of a hydroxyl group on carbon atoms at
position 1, 5 and 6 of the aromatic ring. The C1 and C6 hydroxylation are well characterized whereas
the C5 hydroxylation has been proposed to involve UbiB, a protein kinase without any
sequence homology with monooxygenase. In this work, by genetic and biochemical methods we
provide evidence that VisC which we renamed Ubil, displays sequence homology with
monooxygenases and catalyzes the C5 hydroxylation, not UbiB. We have identified two new genes,
yqiC and yigP (renammed UbiJ and UbiK) which are required only for Qs biosynthesis in aerobic
conditions. The exact role of the corresponding proteins, renamed UbiJ and UbiK, remains unknown.
These proteins are able to interact with other Ubi proteins to be able to produce Q supporting the
protein complex hypothesis. Our progress on the characterization of an Ubi-complex regrouping
several Ubi proteins suggest that UbiJ and UbiK may fulfill functions related to the Ubi-complex
stability. Mutants affected in hydroxylation steps are deficient for Qs in aerobic conditions but
recover a wild type Qg content when grown in anaerobic conditions. This intriguing observation
supports the existence of an alternative hydroxylation system independent from dioxygen which has
not been characterized so far. By phylogenetic studies, we have identified a new gene in which the
deletion affect the biosynthesis of Q only in anaerobic conditions suggesting a reorganization of Q
biosynthesis in these two conditions. Our results has improved our knowledge of the prokaryotic Q
biosynthetic pathway through the discovery of new genes involved in this process and through the
identification of the molecular function of some proteins.



	couverture
	These HAJJ CHEHADE M
	remerciement
	remerciement
	These HAJJ CHEHADE M
	Abbréviations
	Introduction générale
	Introduction bibliographique
	I. Les quinones :
	I.1. Groupes :
	I.1.a. les benzoquinones :
	I.1.b. les naphtoquinones :

	I.2. La chaine polyisoprényle :
	I.3. Potentiel rédox :
	I.4. Rôles des quinones chez les eucaryotes :
	I.4.a. Transporteurs d’électrons et des protons dans la chaine respiratoire mitochondriale :
	I.4.b. Anti-oxydant :
	I.4.c. Autres fonctions proposées du coenzyme Q :
	I.4.d. Déficience de Coenzyme Q chez les eucaryotes

	I.5. Les quinones bactériennes :
	I.5.a. Distribution phylogénétique des quinones bactériennes
	I.5.b. Rôles des quinones chez la bactérie E. coli :
	I.5.b.1. Transporteurs d’électrons dans la chaine respiratoire :
	I.5.b.2. Formation des ponts disulfures :
	I.5.b.3. Rôle de Q8 dans la protection contre le stress osmotique :



	II. Les différents systèmes respiratoires chez Escherichia coli
	II.1. La fermentation chez E. coli :
	II.2. La respiration chez E. coli :
	II.2.a. Les déshydrogénases :
	II.2.b. La chaine respiratoire aérobique chez E. coli :
	II.2.b.1. Quinol bo3 ubiquinol oxydase :
	II.2.b.2. Quinol bdI ubiquinol oxydase :
	II.2.b.3. Quinol bdII ubiquinol oxydase :
	II.2.b.4. Utilisation des quinones par les quinols oxydases :

	II.2.c. La chaine respiratoire anaérobique chez E. coli :

	II.3. Contrôle de l’expression des enzymes respiratoires
	II.3.a. Système Arc
	II.3.b. Système FNR :

	II.4. Régulation du taux de quinones :

	III. Biosynthèse des quinones chez Escherichia coli
	III.1. Biosynthèse du coenzyme Q8:
	III.2. Les étapes de biosynthèse du Q8:
	III.2.a. Biosynthèse du 4-hydroxybenzoate, le précurseur du noyau aromatique du Q8 :
	III.2.b. Biosynthèse et liaison de la chaine octaprényle :
	III.2.b.1. La voie  mévalonate :
	III.2.b.2. La voie MEP :
	III.2.b.3. Biosynthèse de la chaine octaprényle :
	III.2.b.4. Liaison de la chaine octaprényle :

	III.2.c. Décarboxylation du 3-octaprényl-4-hydroxybenzoate
	III.2.d. Réactions de méthylation :
	III.2.d.1. Méthylation en C2 :
	III.2.d.2. Méthylations en O5 et O6 :

	III.2.e. Réactions d’hydroxylation :
	III.2.e.1. Hydroxylation en C5 :
	III.2.e.2. Les deux autres réactions d’hydroxylation :
	III.2.e.2.i. Identification des protéines UbiH et UbiF:
	III.2.e.2.ii. Mécanisme catalytique de monooxygénases à flavine du groupe A:

	III.2.e.3. Origine des atomes oxygène :
	III.2.e.4. Les réactions d’hydroxylation en anaérobie :


	III.3. Régulation de gènes de biosynthèse de coenzyme Q :
	III.4. Biosynthèse des naphtoquinones :

	IV. L’organisation des protéines de biosynthèse de Q en complexe : conservée ou non ?
	IV.1. Mise en évidence d’un complexe protéique chez S. cerevisiae :
	IV.1.a. Les mutants ∆coq accumulent du HHB :
	IV.1.b. La surexpression de Coq8 stabilise le complexe protéique :
	IV.1.c. Caractérisation du complexe protéique :

	IV.2. Mise en évidence d’un complexe protéique chez les mammifères :
	IV.3. Mise en évidence d’un complexe protéique chez E. coli :

	V. But du travail :
	Matériels et méthodes
	A- Matériels
	1- Souches bactériennes utilisées
	2- souche de levure
	3- Vecteurs plasmidiques utilisés
	4- Milieux de culture
	4-a- Culture d’E.coli
	4-b- Culture de S. cerevisiae

	5- conditions de culture :
	6- Anticorps utilisés
	B-Méthodes
	1- Préparation des fractions membranaires des souches Ubi-SPA par fractionnement cellulaire
	2- Solubilisation de protéines Ubi membranaires
	3- Analyse du degré d’association de protéines UbiK-SPA et UbiJ-SPA à la membrane
	4- Gradient de sucrose
	5- Préparation des extraits cellulaires totaux
	6- Electrophorèse sur gel SDS-PAGE et immunodétection sur membrane de nitrocellulose
	6-a- Electrophorèse sur gel SDS-PAGE
	6-b- Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose :
	6-c- Immunodétection des protéines transférées sur membrane de nitrocellulose

	7- Electrophorèse sur gel BN-PAGE et immunodétection sur membrane PVDF
	7-a- Système BN-PAGE
	7-b- Electrophorèse sur gel BN-PAGE
	7-c- Transfert des protéines sur membrane PVDF
	7-d- Electrophorèse en 2ème dimension sur gel SDS-PAGE
	7-e- Immunodétection des protéines transférées sur membrane de PVDF

	8-Analyse des extraits lipidiques par HPLC-ECD
	8-a- Extraction lipidique à partir des cellules
	8-b- Analyse par HPLC des extraits lipidiques
	8-c- Analyse des extraits lipidiques par spectrométrie de masse

	9-Méthodes préparatoires pour la purification et l’analyse de DQ8
	9-a-Extraction lipidique à partir de la culture des cellules
	9-b- Purification sur colonne de Silice:
	9-c- Analyse du composé purifié par spectrométrie de masse

	10- Analyse protéomique de fragment de gel BN-PAGE excisé
	10-a- Extraction peptidique de fragments de gel BN-PAGE
	10-b- Analyse par LC-MS/MS

	11- Extraction plasmidique
	12- Spectroscopie d’absorption UV-visible
	13- Transformation des bactéries
	13-a- Préparation de cellules compétentes
	13-b- Transformation des bactéries par choc thermique

	14- Dosage de protéines par BCA

	Chapitre I : VisC (UbiI) est la monooxygénase qui catalyse l’hydroxylation en C5
	1- Introduction :


	J. Biol. Chem.-2013-Hajj Chehade-20085-92
	These HAJJ CHEHADE M
	Chapitre I : VisC (UbiI) est la monooxygénase qui catalyse l’hydroxylation en C5
	3- Discussion

	Chapitre II : UbiJ (YigP) et UbiK (YqiC) sont deux nouveaux acteurs de biosynthèse aérobique de Q8
	1- Mise en évidence des protéines YqiC et YigP :
	2- YqiC et YigP sont essentielles pour la biosynthèse aérobique de Q8
	3- Expression d’UbiJ et d’UbiK en aérobie /anaérobie :
	4- Les 50 acides aminés terminaux d’UbiJ sont importants pour la biosynthèse de Q8 chez S. typhimurium et E. coli :
	5- L’activité biologique d’ubiJ de S. typhimurium nécessite la synthèse d’une protéine :
	6- Effet de la mutation d’UbiK dans des mutants Δubi :
	7- Fractionnement cellulaire et localisation cellulaire des protéines UbiK-SPA et UbiJ-SPA :
	7-a- choix du tampon de lyse :
	7-b- Répartition des protéines UbiK-SPA et UbiJ-SPA :

	8- Localisation membranaire des protéines UbiJ et UbiK :

	Discussion
	Chapitre III : Regroupement des protéines Ubi en complexe protéique de haut poids moléculaire
	1- Le tag SPA n’affecte pas l’activité des protéines Ubi :
	2-Détection des protéines Ubi-SPA :
	3- Fractionnement cellulaire et localisation des protéines Ubi-SPA :
	4- Analyse des protéines Ubi membranaires :
	a- tests de solubilisation :
	4-b- Analyse des fractions membranaires solubilisées sur gel BN-PAGE :
	4-c- Etude de l’interaction entre UbiJ et UbiK :

	5- Analyse des protéines Ubi solubles :
	5-a- Analyse de fractions solubles sur gel BN-PAGE :
	5-b- analyse protéomique des fragments du gel BN-PAGE
	5-b-i- analyse protéomique du fragment du gel BN-PAGE excisé de la souche UbiH-SPA correspondant à une taille de protéines de 1000 kDa
	5-b-ii- analyse protéomique des fragments du gel BN-PAGE excisés des souches UbiH-SPA et UbiI-SPA correspondant à une taille de protéines de 800 kDa
	5-b-ii-1- Les protéines Ubi migrent à 1000 kDa
	5-b-ii-2- Le tag SPA sur UbiI perturbe la migration du complexe sur BN-PAGE


	5-c- Effet des mutations d’UbiJ et d’UbiK sur la distribution des protéines solubles :
	5-c-i- Analyse du taux de Q8 produit dans les souches –SPA inactivées pour ubiJ ou ubiK :
	5-c-ii- Répartition des protéines Ubi–SPA dans les souches inactivées pour ubiJ ou ubiK :

	5-d- Effet de la délétion d’ubiK sur la distribution de protéines solubles en BN-PAGE :
	5-e- Effet de la délétion d’ubiJ sur la répartition des protéines solubles sur BN-PAGE:
	5-f- analyse protéomique des fragments du gel excisés :
	5-f-i- La délétion d’ubiJ affecte le niveau d’expression des protéines Ubi
	5-f-ii- La délétion d’ubiJ affecte le niveau d’expression d’autres protéines



	Discussion
	Chapitre IV : Biosynthèse de Q8 en anaérobiose
	1- Biosynthèse anaérobique de Q8 dans les mutants de monooxygénases
	2- Expression des protéines UbiH, UbiI et UbiF en conditions anaérobies
	3- Recherche des hydroxylases anaérobies
	4- Etude de la souche YhbT-SPA
	4-a- Quantification des quinones dans YhbT-SPA
	4-b- Expression d’YhbT-SPA en anaérobiose

	5- Recherche de la source d’oxygène pour les réactions d’hydroxylation anaérobique
	6- ΔubiE cultivée en anaérobiose accumule de la déméthylubiquinone
	6-a- Analyse de la DDMQ8
	6-b- Analyse du composé d’intérêt


	Discussion
	Conclusion générale
	Références bibliographiques

	annexe 1
	supplementary ubiI
	annexe 2
	J. Bacteriol.-2014-Aussel-70-9
	MATERIALS AND METHODS
	Bacterial strains and growth conditions.
	Plasmid construction.
	In silico genome analysis.
	Quinone extraction and quantification by HPLC-ECD analysis.
	Western blot analysis.
	Bacterial infection of macrophages.

	RESULTS
	The ubiJ gene is required for Salmonella aerobic growth.
	Coenzyme Q synthesis is abolished in an ubiJ mutant under aerobic conditions.
	The 50 C-terminal amino acids of Salmonella UbiJ allow Q8 synthesis and aerobic growth of the ubiJ mutant.
	The biological activity of Salmonella ubiJ relies on the synthesis of a protein.
	UbiE, UbiJ, and UbiB are essential for Salmonella intracellular proliferation in macrophages.
	The E. coli ubiJ gene is also required for Q8 biosynthesis.

	DISCUSSION
	ACKNOWLEDGMENTS
	REFERENCES

	remerciement
	These HAJJ CHEHADE M



