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J’ai été honoré que le directeur du Laboratoire des Processus Biologiques (Collège de 

France), Monsieur le Professeur Marc Fontecave, soit le directeur de ma thèse. Je vous 

remercie de m’avoir accueilli dans le laboratoire et permis de travailler dans d’excellentes 

conditions. Je vous remercie également pour votre suivi attentif et l’intérêt que vous avez 

manifestés dans mes travaux ainsi que pour les réunions de travail très motivantes et les 

discussions scientifiques très enrichissantes. 
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L’ubiquinone (UQ chez les procaryotes) ou Coenzyme Q (CoQ chez les eucaryotes) est 

une petite molécule lipidique qui a un rôle de transporteur d’électrons et d’antioxydant dans la 

chaîne respiratoire. UQ se trouve dans la membrane plasmique des bactéries, et CoQ dans la 

membrane mitochondriale interne des eucaryotes. La production de cette molécule qui est 

essentielle à toutes les cellules est réalisée par une voie de biosynthèse très conservée chez 

tous les êtres vivants, des bactéries jusqu’à l’homme. Cette voie de biosynthèse comporte plus 

d’une dizaine de protéines. Cependant, en raison de l’interdépendance de toutes ces protéines, 

l’attribution d’un substrat spécifique à une enzyme précise n’est pas entièrement établie, de 

même que l’ordre des réactions qui ont lieu au cours de la voie de biosynthèse. 

L’objectif général des études biochimiques sur la biosynthèse de l’ubiquinone est d’avoir 

une meilleure connaissance au niveau fondamental de cette voie, tant au niveau génétique 

(identification de nouveaux gènes ubi) qu’au niveau fonctionnel, biochimique et structural. 

Les buts principaux sont de : (i) identifier le rôle biologique et la fonction précise de chacune 

des protéines appartenant à la voie de biosynthèse ; (ii) caractériser biochimiquement et 

structuralement les protéines Ubi de façon isolées ou en sous-complexe ; (iii) déterminer leur 

mode d’organisation en un plus large complexe (composition exacte du complexe, 

stoïchiométrie, localisation cellulaire). Pour cela, une combinaison d’approches 

multidisciplinaires présentes au sein du laboratoire sont utilisées : biologie moléculaire, 

biochimie, biophysique moléculaire (fluorescence, dischroïsme circulaire, stopped-flow) et 

biologie structurale (cristallographie de RX, et modélisation et dynamique moléculaire). 

Ma thèse s’inscrit dans ce projet de recherche et est réalisée en collaboration avec deux 

groupes : celui du Dr. F. Pierrel et L. Pelosi (UMR5163, TIMC-IMAG, Laboratoire 

Adaptation et Pathogénie des Microorganismes, UJF-Grenoble) pour ce qui concerne les 

études de génétique et de physiologie, et celui du Pr. F. Barras, L. Loiseau et L. Aussel 

(UMR7283, Laboratoire de Chimie Bactérienne, Marseille, puis Institut Pasteur, Département 

de Microbiologie, Paris) pour ce qui concerne les études génétiques chez la bactérie E. coli. 

Au début de ma thèse en octobre 2016, le groupe du Dr. Pierrel s’est intéressé à la 

biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie et a pour cela mis en place un test de criblage 

conséquent qui a permis d’identifier 3 gènes, appelés ubiU, ubiV et ubiT, impliqués dans la 

biosynthèse de l’ubiquinone en absence d’oxygène. 

Mes objectifs de thèse ont alors été d’étudier biochimiquement et structuralement ces 

protéines afin de comprendre leur fonctionnement. Un aspect particulièrement intéressant 

dans ce système est le fait que ces protéines sont impliquées dans des réactions 

d’hydroxylation anaérobie, donc sans dioxygène O2. Les questions qui se posent alors sont : 
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 i) quelle est la source d’oxygène introduite par le système UbiU/UbiV/UbiT ? ii) est ce que 

ces trois protéines fonctionnent ensemble ou séparément ? iii) quelle est leur lien avec les 

autres protéines Ubi dites aérobes ?  Pour répondre à toutes ces questions, j’ai démarré un 

travail d’expression, purification et caractérisation biochimique de ces trois protéines UbiU, 

UbiV et UbiT. C’est ce travail que je vais présenter dans ce manuscrit de thèse.
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I. Ubiquinone 

L’ubiquinone, ou coenzyme Q (abréviation : UQ), fait partie de la famille des quinones 

isoprénoïdes. Ces dernières sont présentes dans la plupart des membranes des organismes 

vivants, à l’exception de certaines bactéries à métabolisme fermentatif exclusif, comme les 

Lactobacillus ou les Streptococcus, qui ont perdu leur capacité à synthétiser des quinones 

isoprénoïdes (Collins and Jones 1981, Meganathan 2001, Nowicka and Kruk 2010) ainsi que 

les organismes à métabolisme méthanogène appartenant aux Methanosarcinales (Beifuss and 

Tietze 2005). Les quinones isoprénoïdes sont composées d’une tête aromatique hydrophile et 

d’une queue hydrophobe constituée d’unités terpéniques (5 atomes de carbone). La partie 

apolaire les rend liposolubles et les attache à la membrane lipidique, alors que celle 

hydrophile leur permet d’interagir avec les parties hydrophiles des protéines.  

 

Figure 1. Exemples de naphtoquinone et de benzoquinones. Naphtoquinone : MK8 (Ménaquinone 8) présente chez E. 

coli. Benzoquinones : UQ10 (Coenzyme Q 10) présent chez l’homme ; PQ9 (Plastoquinone 9) présente chez les 

cyanobactéries et les plantes. 

L’ubiquinone joue principalement le rôle de transporteur des électrons et des protons 

dans les chaînes respiratoires et photosynthétiques afin de créer une force proton-motrice à 

travers ces membranes. Cette force proton-motrice permet ensuite de synthétiser l’ATP qui 

est la forme de stockage chimique de l’énergie dans la cellule. Ces quinones possèdent 

également d’autres fonctions, notamment celle d’anti-oxydant membranaire. Une grande 

majorité des quinones isoprénoïdes biologique fait partie de la famille des naphtoquinones ou 

des benzoquinones (Fig. 1). Dans la famille des naphtoquinones, les ménaquinones (MK) joue 

un rôle de transporteur des électrons dans les chaînes respiratoire et photosynthétique des 

bactéries. Parmi les benzoquinones, les ubiquinones participent au transfert des électrons dans 

la chaîne respiratoire mitochondriale des eucaryotes et dans la membrane plasmique des 

bactéries (dont E. coli) ; et les plastoquinones (PQ) transfèrent des électrons dans la chaîne 

photosynthétique au sein des chloroplastes chez les plantes et les archées (Nowicka and Kruk 

2010).  
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I.1 Occurrence, localisation et structure 

L’ubiquinone est apparue probablement après les ménaquinones au cours de l’évolution. 

Dans le domaine des Eubactéries, l’ubiquinone n’est présente que chez les -, -, et - 

protéobactéries, alors que les autres groupes auxquels appartiennent les firmicutes, les 

actinobactéries ou les bactéries vertes sulfureuses, possèdent plutôt des ménaquinones 

(Nowicka and Kruk 2010). L’ubiquinone est également présente dans les organismes 

eucaryotes, ce qui est conforme à la théorie endosymbiotique, selon laquelle les 

protéobactéries étaient des ancêtres des mitochondries. 

Chez les procaryotes, l’ubiquinone se trouve dans la membrane plasmique. Bien que 

l’ubiquinone ait été découverte lors des études sur les mitochondries, il a été démontré par la 

suite que toutes les endomembranes des cellules animales contiennent ces quinones 

isoprénoïdes. Ainsi, on en trouve dans les membranes du reticulum endoplasmique, de 

l’appareil de Golgi, des lysosomes, des peroxisomes et de l’enveloppe nucléaire. Chez les 

mammifères, elle est présente dans les membranes biologiques de tous les tissus ainsi que 

dans le sang, au sein de lipoprotéines (Ernster and Dallner 1995).  L’ubiquinone est présente 

dans la membrane interne des mitochondries chez S. cerevisiæ. Chez les plantes, l’ubiquinone 

est présente majoritairement dans les mitochondries ; cependant on en trouve quand même 

des traces dans la plupart des membranes, excepté au sein des chloroplastes (Swiezewska, 

Dallner et al. 1993). 

L’ubiquinone est composée d’un noyau benzoquinone substitué par deux groupes 

méthoxy en position C5 et C6, un groupe méthyle en position C2 et une chaîne 

polyisoprényle en position C3 (Fig. 2). Son noyau aromatique qui est très hydrophile lui 

permet d’interagir avec les protéines : c’est le siège de sa réactivité, liée à ses propriétés 

rédox. Du fait de sa longue chaîne carbonée hydrophobe, l’ubiquinone est parfaitement 

soluble et mobile dans les bicouches lipidiques mais forme des agrégats micellaires lorsqu’il 

se trouve en milieu aqueux.   

 

Figure 2. Ubiquinone ou coenzyme Q. n=6 chez S. cerevisiæ, n=8 chez E. coli, n=10 chez l’homme. 
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Le nombre d’unités isoprényles de la partie lipophile de l’ubiquinone varie selon les 

organismes (Tableau 1). Le plus souvent, il existe une forme majoritaire qui coexiste avec des 

formes à chaînes plus courtes en faibles quantités. 

 

Tableau 1. Formes de l’ubiquinone détectées chez divers organismes. Entre parenthèse, forme(s) minoritaire(s). 

(Nowicka and Kruk 2010) 

I.2 Propriété rédox 

Le noyau benzoquinone de l’ubiquinone lui confère des propriétés rédox et 

acidobasiques, ces dernières lui permettent de jouer un rôle comme transporteur d’électrons et 

de protons mais aussi comme anti-oxydant. L’ubiquinone existe sous trois états 

d’oxydoréduction : entièrement oxydée (ubiquinone, Q), semi-oxydée (semiquinone, Q
•-
 ou 

QH
•-
) et réduite (ubiquinol, QH2) (Fig. 3).  La forme réduite forme avec la forme oxydée un 

couple Q/QH2 dont le potentiel standard est de 112 mV : il y a échange de deux protons et 

deux électrons. 

 

Figure 3. Constantes physiques associées à l’ubiquinone déterminées dans 80% éthanol. (Rich 1984) 

Organismes Forme(s) détectée(s) 

Homme et grands vertébrés UQ10 (UQ9) 

Rongeurs UQ9 

Invertébrés UQ8 à UQ10 

Champignon UQ6 à UQ10 

S. cerevisiae UQ6 

Bactéries 

     E.  coli 

UQ8 à UQ10 (UQ1 à UQ7) 

UQ8 

Plantes supérieures UQ9 ou UQ10 

Plantes inférieures UQ7 ou UQ8 
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I.3 Fonctions 

L’ubiquinone exerce plusieurs fonctions biologiques très importantes dans différents 

domaines (Nohl, Staniek et al. 2003) : transfert d’électrons dans la chaîne respiratoire, rôle 

anti-oxydant, fonction de signalisation cellulaire et expression des gènes et rôle de régulateur 

de l’apoptose.    

La chaîne respiratoire mitochondriale, également appelée chaîne de transport d'électrons 

(ETC, Electron Transport Chain en anglais), est cruciale pour la vie et la production 

d’énergie, sous forme d’ATP, et est la fonction principale de la mitochondrie. Cette chaîne 

respiratoire est formée de quatre complexes protéiques structurellement indépendants (Fig. 4). 

Ces composants peuvent être tour à tour accepteurs et donneurs d’électrons, et forment ainsi 

une chaîne d’oxydo-réduction. Trois complexes enzymatiques qui sont impliqués dans la 

translocation de protons de l’ETC (complexes I, III et IV), génèrent une force motrice des 

protons (p), constituée de deux composantes : i) un gradient de pH (pH) du fait de 

l’acidification de l’espace intermembranaire, tandis que la matrice devient alcaline ; ii) une 

différence de potentiel électrique transmembranaire (), l’intérieur devenant négatif et 

l’extérieur positif. Cette force protomotrice sert à fournir l’énergie nécessaire à la synthèse 

d’ATP par l’ATP synthase (complexe V). Il s’agit de la théorie chimio-osmotique, établie par 

Peter Mitchell dans les années 1960 (Mitchell 1961). 

Parmi les transporteurs d’électrons de la chaîne respiratoire (FAD, FMN, centres Fe-S, 

hème, cytochrome b, cytochrome c), l’ubiquinone est le seul composant lipidique. Grâce à sa 

structure amphipolaire (le noyau quinone hydrophile et la longue chaîne carbonée 

hydrophobe), l’ubiquinone joue un rôle essentiel dans le transfert des électrons à travers ces 

complexes de l’ETC, dans la membrane plasmique chez les procaryotes et dans la membrane 

interne de la mitochondrie chez les eucaryotes.        

I.3.1 Transport d’électron dans la chaine respiratoire mitochondriale 

Les complexes enzymatiques de l’ETC contiennent de multiples cofacteurs rédox qui 

facilitent le transfert d’électrons intra-protéique, alors que le transport d’électrons inter-

protéique entre les complexes I, II, III et IV est assuré par l'ubiquinone et le cytochrome c 

soluble, qui sont mobiles dans l’ETC.  

Le complexe I et le complexe II utilisent le NADH et le succinate respectivement pour 

réduire l’ubiquinone Q en ubiquinol QH2. L’ubiquinol va transmettre ses électrons au 

complexe III, ce qui permettra de réduire le cytochrome c. Le cytochrome c va lui-même 

transférer ses électrons au complexe IV, ce qui aboutit à la réduction à quatre électrons du 
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dioxygène moléculaire O2, l’accepteur d’électrons final, en eau H2O (Fig. 4). Les réactions 

catalysées par ces complexes sont présentées ci-dessous : 

Complexe I : NADH + H
+
 + Q + 4H

+
mm → NAD

+
 + QH2 + 4H

+
im    

Complexe II : succinate + Q → QH2 + fumarate      

Complexe III : QH2 + 2 cyt c
3+

 + 2H
+

mm → Q + 2 cyt c
2+

 + 4H
+

im  

Complexe IV : O2 + 4 cyt c
2+

 + 8H
+

mm → 2 H2O + 4 cyt c
3+

 + 4H
+

im    

Q désigne ubiquinone et QH2 ubiquinol, cyt c désigne cytochrome c, « mm » désigne 

la matrice mitochondriale et « im » l’espace inter-membranaire.      

L’ensemble de ces réactions va permettre de générer un gradient de protons entre 

l’espace inter-membranaire et la matrice de la mitochondrie. Le flux de protons résultant pour 

rétablir l’équilibre permet à l’ATP synthase de fonctionner et de stocker l’énergie pour la 

cellule sous forme d’ATP.    

 

Figure 4. La chaîne de transport d’électrons. Les structures présentées sont : complexe I de Thermus thermophilus (code 

PDB 1BGY), complexe II du cochon sauvage Sus scrofa (code PDB 1ZOY), complexe III de Bos taurus (code PDB 1BGY) 

et complexe IV de Bos taurus (code PDB 1OCC). La structure de l’ATP synthase est issue de l’assemblage au sein d’une 

structure d’ensemble obtenue par cryomicroscopie électronique (résolue à 18 Å) de plusieurs structures de sous-complexes 

cristallisés séparément ; certaines unités non encore cristallisées ne sont pas représentées. IMS : espace inter-membranaire, 

ΔΨ : potentiel membranaire. (Sazanov 2015). 

I.3.1.1 Des complexes I (NADH-ubiquinone Q-oxydoréductase) et II (succinate-

coenzyme Q- oxydoréductase) … 

L’ubiquinone est réduite soit par le complexe I, également appelé NADH-coenzyme Q 

oxydoréductase, soit par le complexe II, également nommé succinate-coenzyme Q 

oxydoréductase. Le complexe I (Fig. 5), a été cristallisé dans son intégralité pour la première 

fois par Baradaran et ses collègues (Baradaran, Berrisford et al. 2013) (Thermus 

thermophilus). Il est composé de 2 grands domaines : périphérique et membranaire. Ces deux 

domaines ont des fonctions indépendantes : le domaine périphérique catalyse les réactions 



Chapitre I – Introduction bibliographique 

 

18 

 

d'oxydo-réduction, et le domaine membranaire favorise le transport des protons. Le domaine 

périphérique, situé dans la matrice chez les eucaryotes, et dans le cytoplasme chez les 

bactéries, est composé d’un module N (NADH-oxydase) et d’un module Q (contenant le 

coenzyme Q). Le module N transfert les électrons depuis le NADH jusqu’au coenzyme Q via 

un FMN et plusieurs centres Fe-S. Le FMN peut transférer deux électrons à la fois sous forme 

d’hydrure H
- 

et les centres Fe-S transfèrent les électrons un par un. Le domaine 

transmembranaire, ou module P est composé d’hélices  qui forment des demi-canaux de 

transport de protons. En fonction de l’état redox de l’ubiquinone, ces demi-canaux s’ouvrent 

et se ferment, permettant la translocation de protons depuis la matrice ou le cytoplasme 

jusqu’à l’espace intermembranaire. 

 

Figure 5. Proposition de fonctionnement pour le complexe I. Les modules N et Q sont en gris, le module P en couleur. 

Les changements conformationnels du module NADH-oxydase N2 sont indiqués en pointillés et ceux affectant le module P 

en gris. Les transferts de protons possibles sont indiqués par des flèches noires et les résidus participant au transfert des 

protons sont représentés par des disques (rouges pour les glutamates, bleu pour les lysines et les histidines, blanc pour la 

tyrosine). (Sazanov 2015). 

La première structure complète du complexe II, également appelé succinate-coenzyme Q- 

oxydoréductase, d’un organisme eucaryote a été obtenue en 2005 (Sun, Huo et al. 2005) (Fig. 

6). La structure générale du complexe II a la forme d’une lettre « q », avec une tête hydrophile 

et une queue hydrophobe qui est ancrée à la membrane. Il est composé de quatre protéines, 

dont deux sont hydrophiles et situées dans la matrice mitochondriale : une flavoprotéine (Fp) 

et une protéine à centres Fe-S (Ip). Les deux autres (CybL et CybS), en contact avec la 

protéine à centres Fe-S, lient un hème. La flavoprotéine à FAD oxyde le succinate en 

fumarate et transfère les électrons récupérés à la protéine à centres Fe-S. Cette dernière 

transfère alors ses électrons à l’hème, permettant ainsi la réduction de l’ubiquinone en 

l’ubiquinol dans la membrane mitochondriale interne. 
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Figure 6. Structure du complexe II de Sus scrofa (cochon sauvage) et schéma du transfert d’électrons. Les différents 

groupes prosthétiques participant au transfert d’électrons sont représentés ainsi que l’ubiquinone (UQ) avec leurs distances 

centre à centre et leurs potentiels rédox, le sens du transfert d’électrons est indiqué par des flèches (Sun, Huo et al. 2005). 

I.3.1.2 …au complexe III (coenzyme Q-cytochrome c- oxydoréductase) 

Une fois réduit par le complexe I ou le complexe II, l’ubiquinone transfère ensuite ses 

électrons au complexe III, également appelé coenzyme Q-cytochrome c-oxydoréductase ou 

cytochrome bc1. Le transfert de QH2 des complexes I et II au complexe III se fait par libre 

diffusion dans la membrane interne mitochondriale. Il a toutefois été montré par microscopie 

électronique que les complexe I et III pouvaient s’assembler en un supercomplexe : 

l’ubiquinone peut alors passer directement d’un complexe à l’autre (Lenaz and Genova 2009).    

 La première structure complète du complexe III d’un organisme eucaryote (bos taurus), 

a été obtenue en 1998 (Iwata, Lee et al. 1998) (Fig. 7A). Le complexe III est composé de 11 

sous-unités réparties dans trois domaines : un domaine intermembranaire, un domaine 

transmembranaire et un domaine matriciel. Le domaine inter-membranaire est formé de la 

protéine de Rieske contenant un centre [2Fe-2S], du cytochrome c1 porteur d’un hème et 

d’une sous-unité (SU8) qui joue un rôle de protéine charnière. Le domaine transmembranaire 

comporte le cytochrome b, porteur de deux hèmes (bL et bH) et trois sous-unités SU7, SU9 et 

SU10. Ces dernières maintiennent le contact avec le cytochrome c1, le cytochrome b et la 

protéine de Rieske, et elles sont impliquées dans l’assemblage du complexe III. Le domaine 

matriciel est composé des 3 protéines « cores » ayant un rôle d’assemblage structural (sous-

unités SU1, SU2 et SU6).  

En 1975, Mitchell a proposé l’hypothèse d’un transfert d’électron cyclique, appelé cycle 

Q, en deux étapes, impliquant plusieurs formes de l’ubiquinone et permettant la translocation 

des protons à travers la membrane et la réduction du cytochrome c (Mitchell 1975) (Fig. 7B).  
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Ce cycle Q, appelé aussi cycle des quinones, fait l’hypothèse de l’existence de deux sites 

de fixation des quinones sur le complexe III, dont l’un (Q0), situé près de la face externe, fixe 

préférentiellement QH2, tandis que l’autre (Qi), situé près de la face interne, fixe 

préférentiellement Q.    

Lors de la première étape, on a fixation et oxydation d’une molécule d’ubiquinol QH2 en 

Q au site Q0. Deux protons sont alors injectés dans l’espace intermembranaire et deux 

électrons récupérés puis séparés :     

- un des deux électrons est transféré le long d’une chaîne à haut potentiel au centre 

[2Fe-2S] de la protéine de Rieske puis à l’hème du cytochrome c1 et enfin au cytochrome c, 

transporteur soluble dans l’espace intermembranaire ;    

 - l’autre électron suit une chaîne de bas potentiel via les deux hèmes de type b 

jusqu’au site Qi où il va réduire une molécule d’ubiquinone Q en ubi semiquinone Q
•-
.     

Lors de la deuxième étape, la réduction d’une deuxième molécule d’ubiquinone Q en 

QH2 permet l’injection de deux protons supplémentaires dans l’espace intermembranaire ainsi 

que la réduction d’un deuxième cytochrome c et le transfert d’un électron à l’ubisemiquinone 

Q
•-
. Deux protons récupérés de la matrice permettent alors de former l’ubiquinol QH2 au site 

Qi. 

Tout se passe donc comme si les quinones jouaient le rôle de transporteurs de protons H
+
. 

Cette hypothèse de Mitchell a été confirmée depuis par la structure cristallographique du 

complexe III qui a révélé deux sites de fixation pour Q/QH2, ainsi que deux chemins 

électroniques possibles à partir de Q0.  

 

Figure 7. Le complexe III (coenzyme Q-cytochrome c-oxydoréductase).  (A) Structure du complexe III d'une 

mitochondrie de Bos taurus (code PDB 1NTZ1) (Iwata, Lee et al. 1998). (B) Schéma de fonctionnement du complexe III. 

Première étape indiquée par les flèches continues, deuxième étape indiquée par les flèches en pointillés. (Sazanov 2015). 
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I.3.2 Anti-oxydant membrannaire  

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS), comme le radical superoxyde O2
-• 

ou le radical 

hydroxyle (OH
•
) sont très réactives chimiquement, car elles possèdent des électrons de 

valence non appariés : elles peuvent dès lors réagir avec toutes les molécules rencontrées, 

lipides, protéines, ADN et causer des dégâts plus ou moins conséquents. Les anti-oxydants 

ont un rôle clef dans le bon fonctionnement cellulaire car ils permettent de limiter les dégâts 

causés par ces ROS.  

Dans un certain nombre de processus enzymatiques, l'oxygène est réduit par un transfert 

d'électrons en radical superoxyde O2
-•
, peroxyde d'hydrogène (H2O2) et radical hydroxyle 

(OH
•
) (Cadenas, Hochstein et al. 1992). Les enzymes appartenant à ce groupe sont la 

monoamine oxydase dans la membrane mitochondriale externe, l'acyl-CoA oxydase, la 

xanthine oxydase, le cytochrome b5 ainsi que la cytochrome-P450 réductases microsomales et 

la NADPH oxydase dans les neutrophiles. Le transport d'électrons mitochondrial explique la 

majorité de la consommation d'oxygène cellulaire et la fuite d'électrons observée, 1–2%, est la 

contribution la plus importante à la production d’O2
-•
 et H2O2 (Cadenas, Hochstein et al. 

1992). Par conséquent, la concentration à l'état d'équilibre de radicaux superoxydes dans la 

matrice mitochondriale est plus importante que celle des autres compartiments cellulaires. 

L'activité fonctionnelle de la mitochondrie influence grandement la formation de ROS : moins 

l’ATP est produit et plus le potentiel de la membrane mitochondriale est élevée, plus les ROS 

sont produits et vice versa. 

Plusieurs voies non enzymatiques sont aussi connues pour la production des ROS, par 

exemple l’oxydation dépendante de H2O2 des métaux de transition libres ou liés aux 

protéines, notamment le fer et le cuivre (Halliwell and Gutteridge 1984). Il s’agit de la 

réaction de Fenton : Fe
2+

 + H2O2→Fe
3+

 + OH
•
 + OH

-
 

Différents peroxydes et radicaux peroxydes sont également produits lors de l’oxydation 

des lipides et des protéines. Ils interagissent avec de l’oxyde nitrique, donnant le 

peroxynitrite, un composé hautement cytotoxique qui réagit avec des groupements sur des 

protéines, par exemple les thiols, les centres de métaux de transition et certains acides aminés, 

comme la tyrosine en particulier. Une autre réaction courante dans les systèmes biologiques 

est celle avec le dioxyde de carbone, conduisant à la formation de dioxyde d'azote NO2 et de 

radical carbonate CO3
•- 

 (Stamler, Singel et al. 1992, Pacher, Beckman et al. 2007). 

L’ubiquinone est un anti-oxydant très important : c’est le seul anti-oxydant membranaire 

produit directement au sein de toutes les cellules. Pour que l’effet anti-oxydant soit optimal, il 

faut que la quinone soit majoritairement sous sa forme réduite QH2. Il existe de nombreuses 
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enzymes qui peuvent garder l’ubiquinone sous forme réduite, telles que la NADH cytochrome 

b5 réductase (Buffinton, Ollinger et al. 1989) ou la NADH coenzyme Q réductase (complexe 

I de la chaîne respiratoire) (Takahashi, Okamoto et al. 1996). L’ubiquinol QH2 étant localisée 

dans les membranes à proximité de lipides insaturés, elle agit comme piégeur de radicaux 

libres, dans toutes les membranes de tous les tissus dans lesquels elle est présente dans des 

proportions 5 à 10 fois plus élevées que celles de la vitamine E (également appelé α-

tocophérol, c’est un anti-oxydant présent dans l’alimentation). De nombreuses études ont 

montré que l’ubiquinol permet d’empêcher l’oxydation des lipides. L’oxydation des lipides 

est une réaction en chaîne qui est initiée par l’action d’un radical O2
•- 

ou OH
• 
sur un acide gras 

polyinsaturé d’où résulte la formation d’un radical centré sur un carbone (LH → L
•
). S’ensuit 

la phase de propagation où le radical formé réagit avec l’oxygène moléculaire O2 en formant 

un radical peroxyle (LOO
•
) qui peut réagir avec un nouveau lipide et propager la réaction. Les 

anti-oxydants membranaires comme la vitamine E agissent durant cette phase de propagation 

en éliminant LOO
•
. La vitamine E est alors régénérée par l’action de l’ascorbate (Fig. 8). 

L’ubiquinol agit en amont de la formation de LOO
• 

en limitant la réaction dès la phase 

d’initiation : en effet, QH2 peut réagir avec le radical perferryle Fe
3+

- O2
•- 

pour former 

l’ubisemiquinone QH
•- 

et H2O2. Il est même possible que l’ubisemiquinone réagisse avec L
• 

pour former l’ubiquinone qui sera réduite par la suite sous l’action du NADPH (Nicotinamide 

Adénine Dinucléotide Phosphate). L’ubiquinol est également capable de limiter la phase de 

propagation et est plus efficace que l’ascorbate pour régénérer la vitamine E. L’ubiquinol est 

donc un anti-oxydant particulièrement efficace en ce qui concerne les lipides. L’effet anti-

oxydant des ubiquinones a été démontré directement chez une levure déficiente en coenzyme 

Q subissant une forte péroxydation lipidique (Poon, Do et al. 1997).    

 

Figure 8. Sites d’action de l’ubiquinone sur la peroxydation des lipides. LH, acide gras polyinsaturé ; L•, radical centré 

sur un carbone ; LOO•, radical lipo-peroxyle ; LOOH, peroxyde de lipide ; HO•, radical hydroxyle ; Fe3+-O2
•-, radical 

perferryle ; QH2, ubiquinol; QH•-, ubisemiquinone; VitE- O•, radical α-tocophérol; Asc•, radical ascorbyle. (Bentinger, 

Brismar et al. 2007) 
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L’ubiquinol possède également une action antioxydante concernant les protéines et 

l’ADN. Il est aussi très actif dans le sang même s’il est dix fois moins présent que la vitamine 

E dans les lipoprotéines du sérum. En effet, son efficacité dans la régénération de la vitamine 

E et son mécanisme d’action en amont de la propagation des radicaux font de lui un excellent 

anti-oxydant, même en proportions réduites, d’autant plus que les mécanismes de réduction 

étant très efficaces dans le sang, l’ubiquinol peut facilement y être régénéré. 

L’activité anti-oxydante de l’ubiquinol n’est pas uniquement intracellulaire. En effet, sa 

diffusion dans les membranes lui permet également de régénérer l’ascorbate extracellulaire 

par transfert d’électrons à travers la membrane (Weber, Sejersgard Jakobsen et al. 1994).  

L’ubiquinone est donc un anti-oxydant liposoluble extrêmement efficace en raison de sa 

présence à de fortes concentrations dans toutes les membranes plasmiques et de sa capacité à 

être régénéré dans sa forme active très rapidement.   

I.3.3 Autres fonctions proposées 

En plus d’être un élément important de la chaîne respiratoire et un anti-oxydant très 

efficace, l’ubiquinone participe également à plusieurs autres processus biologiques.  

Tout d’abord, il intervient dans la régulation du rapport NADH/NAD
+
 dans le cytosol, 

dans la réduction de l’ascorbate ainsi que dans la croissance et la différentiation cellulaire en 

tant que cofacteur de la NADH-oxydase Q-dépendante (Gomez-Diaz, Rodriguez-Aguilera et 

al. 1997). L’ubiquinone contribue également à empêcher l’apoptose cellulaire : avec d’autres 

molécules, elle permet d’éviter la création de pores de transition. En effet, l’ouverture des 

pores de transition, qui permettent la translocation de molécules de poids moléculaire 

inférieur à 1500 Da, peut conduire à divers évènements apoptotiques comme une chute de 

l’ATP, une fuite de cytochrome c hors de la mitochondrie, une activation de la caspase-9 

(protéase à cystéine), une dépolarisation de la membrane mitochondriale et une fragmentation 

de l’ADN (Papucci, Schiavone et al. 2003). 

L’ubiquinone est par ailleurs impliquée dans le découplement du fonctionnement de la 

chaîne respiratoire de la synthèse d'ATP. En effet, les protéines découplantes, présentes à la 

membrane interne de la mitochondrie, ont besoin de l’assistance de l’ubiquinone pour 

transférer des protons (fournis par des acides gras) depuis l’espace intermembranaire à la 

matrice mitochondriale. Le gradient de protons produit par la chaîne respiratoire est alors 

découplé de la synthèse d’ATP et de la chaleur est produite à la place (Echtay, Winkler et al. 

2001). 

L’ubiquinone possède aussi des effets anti-inflammatoires en jouant sur l’expression du 

facteur de transcription NFB1. L’incorporation d’ubiquinone dans les lymphocytes et les 
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monocytes conduirait à la libération de médiateurs dans le sang influençant l’expression de 

NFB1dans différents tissus (Schmelzer, Lindner et al. 2007).   

II. Biosynthèse de l’ubiquinone en aérobie 

Les gènes impliqués dans la biosynthèse de l’ubiquinone ont fait l’objet de nombreuses 

études au cours des cinquante dernières années, depuis les travaux pionniers de Cox et Gibson 

en 1964 (Cox and Gibson 1964). La biosynthèse de l’ubiquinone se fait à partir de 

métabolites indépendamment synthétisés et également utilisés dans d’autres voies de 

biosynthèse : il s’agit du 4-hydroxybenzoïque (4-HB), du diméthylallyl-pyrophosphate 

(DMAPP) et de l’isopentényl-pyrophosphate (IPP) (Fig. 9). 

 

Figure 9. Différents précurseurs biosynthétisés de l'ubiquinone. Les flèches en pointillés désignent l’intervention de 

plusieurs enzymes, les flèches en continu indiquent l’origine de différents précurseurs de l’ubiquinone. Abréviations utilisées 

pour diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP), isopentényl-pyrophosphate (IPP), 4-hydroxybenzoate (4-HB), 3-octaprényl-4-

hydroxybenzoate (OHB) et ubiquinone (UQ8) (Adapté de Meganathan 2001). 

Le noyau quinone est dérivé de la voie du shikimate via le chorismate chez les bactéries 

ou de la tyrosine chez les eucaryotes supérieurs (Bentley 1990). La levure S. cerevisiae, 
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micro-organisme eucaryote, est capable de synthétiser l’ubiquinone à partir du chorismate ou 

de la tyrosine (Olson and Rudney 1983). Chez les eucaryotes, l’isopentényl-pyrophosphate 

(IPP), qui est nécessaire pour la formation de la chaîne latérale polyprényle, est dérivé de 

l'acétate via la voie du mévalonate ; alors que chez les bactéries, il est formé à partir de la voie 

du méthylérythritol phosphate, dite aussi voie MEP/DOXP (pour 2-C-méthyl-D-érythritol-4-

phosphate/1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate), également appelée « voie non-mévalonate » 

(Rohmer 1999) (Fig. 9). 

Chez les bactéries, ces différents métabolites (4-HB, DMAPP et IPP) sont assemblés par 

des enzymes spécifiques de la biosynthèse de l’ubiquinone pour former l’acide 3-octaprényl-

4-hydroxybenzoïque (OHB) dont elles modifient ensuite le noyau aromatique afin d’obtenir 

l’ubiquinone (Meganathan 2001) (Fig. 9 et Fig. 12). 

Selon des hypothèses basées sur des expériences de génétiques (expériences de knock-out 

essentiellement), la partie terminale de la biosynthèse de l’ubiquinone bactérienne diffèrerait 

de la levure dans l’ordre des événements synthétiques : chez les procaryotes, les modifications 

du noyau après la fixation de la queue lipidique commencerait par la décarboxylation, juste 

avant l'hydroxylation et la méthylation alors que chez les eucaryotes, la décarboxylation se 

produirait après l'hydroxylation et la méthylation (Turunen, Olsson et al. 2004). Néanmoins, 

aucune preuve biochimique in vitro n’a parvenu encore à confirmer ces hypothèses 

génétiques.        

II.1 Biosynthèse des métabolites 

II.1.1 Précurseurs du noyau aromatique 

Le précurseur du noyau aromatique de l’ubiquinone chez les procaryotes et chez les 

eucaryotes est connu depuis les années 80 pour être l’acide 4-hydroxybenzoïque (4-HB) 

(Olson and Rudney 1983). 

Dans les années 70, une grande partie des premiers travaux sur la voie de la biosynthèse 

du noyau quinone était le résultat d'études sur E. coli menées par Gibson, Young et ses 

collègues (Gibson 1973, Gibson and Young 1978) utilisant la méthodologie du traceur 

isotopique. Il a été démontré que le [G-
14

C] -shikimate était incorporé à l’ubiquinone, 

établissant que la quinone est un produit de la voie de shikimate (Fig. 10). 

Le micro-organisme eucaryote, S. cerevisiae, peut synthétiser l’ubiquinone à partir de 

chorismate ou de la tyrosine (Fig. 10).  La voie préférentielle est celle du chorismate : la 

synthèse à partir de la tyrosine ne se fait que si les voies du shikimate et du chorismate sont 

bloquées (Marbois, Gin et al. 2009). Chez les eucaryotes supérieurs, comme l’homme, la 

synthèse de l’ubiquinone se fait exclusivement à partir de la tyrosine. 
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Récemment, suite à la détection d’intermédiaires aminés dans la voie de biosynthèse de 

l’ubiquinone, l’acide 4-aminobenzoïque (4-AB) a été également proposé comme précurseur 

du noyau aromatique de l’ubiquinone chez S. cerevisiæ (Pierrel, Hamelin et al. 2010). Le 4-

AB est un précurseur dont la synthèse découle également de la voie du chorismate et dont les 

étapes de synthèse sont connues. Des études complémentaires, réalisées avec des composés 

marqués, confirment que le 4-AB est bien précurseur de l’ubiquinone chez la levure S. 

cerevisiæ mais pas chez les mammifères (souris, homme) ni chez E. coli (Xie, Williams et al. 

2015). Ces études, en utilisant du 
13

C6-resveratrol et du 
13

C6-coumarate, ont également permis 

de montrer que le coumarate et le resveratrol pouvaient également être précurseurs du noyau 

benzénique de l’ubiquinone chez S. cerevisiæ, E. coli, la souris et l’homme (Fig. 10).   

 

Figure 10. Origine du noyau aromatique de l’ubiquinone chez les procaryotes et les eucaryotes. Les flèches ne 

comportant pas de points d’interrogation désignent les étapes dont les enzymes sont connues. Les flèches en continu 

indiquent l’intervention d’une seule enzyme et les flèches en pointillés de plusieurs. Abréviations utilisées pour 4-

hydroxybenzoate (4-HB), acide 4-aminobenzoïque (4-AB) et ubiquinone (UQ8) (Adapté de Meganathan 2001). 

II.1.2 Biosynthèse et assemblage des précurseurs de la queue de polyprényle 

 L’isopentényl diphosphate (IPP) et le diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP) sont les 

précurseurs biosynthétiques du farnésylpyrophosphate (FPP), qui constitue lui-même la 

brique de base de la synthèse de la chaîne polyisoprénylepyrophosphate de l’ubiquinone.  
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Figure 11. Biosynthèse de l’isopentényl diphosphate (IPP) et le diméthylallyl-pyrophosphate par la voie non-

mevalonate (la voie du MEP) et la formation du farnésyl-pyrophosphate (FPP) chez E. coli. Chaque flèche correspond à 

l’intervention d’une enzyme. Abbréviations utilisées pour isopentényl diphosphate (IPP) et diméthylallyl-pyrophosphate 

(DMAPP). (Adapté de Meganathan 2001). 

Il existe deux voies différentes pour la biosynthèse de ces précurseurs. Les bactéries 

utilisent la voie du MEP (Méthyl Erythritol Phosphate) (Fig. 11), tandis que les micro-

organismes eucaryotes (champignons, algues, protozoaires) utilisent la voie du mévalonate 

(Disch and Rohmer 1998, Rohmer 1999). Cependant, il y a des exceptions : chez certains 

organismes eucaryotes, comme les algues vertes et le parasite Plasmodium falciparum, IPP et 

DMAPP sont synthétisées via la voie du MEP, tandis que quelques bactéries utilisent la voie 

du mévalonate (Eisenreich, Rohdich et al. 2001). Globalement, la voie du MEP utilisée par la 
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majorité des procaryotes, se sert de deux produits de la glycolyse, le pyruvate, et le 

glycéraldéhyde-3-Phosphate (G3P).   

Pour la construction de la chaîne polyisoprénylepyrophosphate de l’ubiquinone, une fois 

que le DMAPP (5 atomes de carbone) est synthétisé, il sert d’amorce sur laquelle un IPP est 

ajouté par « condensation tête-à-queue », ce qui donne du géranyl-pyrophosphate (GPP, 10 

atomes de carbone). Ensuite, le GPP subit une condensation avec une autre molécule d'IPP 

qui donne du farnésyl-pyrophosphate (FPP, 15 atomes de carbone). 

II.2 Voie de biosynthèse de l’ubiquinone 

A ce jour, la biosynthèse de l’ubiquinone chez E. coli nécessite douze gènes, appelés les 

gènes ubi (ubiA, ubiB, ubiC, ubiD, ubiE, ubiF, ubiG, ubiH, ubiI, ubiJ, ubiK et ubiX) ; dont la 

plupart code pour des enzymes qui sont impliquées dans la décoration du noyau quinone du 4-

HB (Fig. 12).  

 

Figure 12. La voie de biosynthèse de l'ubiquinone en aérobie chez E. coli. La numérotation des atomes de carbone 

aromatiques est indiquée sur l’OPP et la queue octaprényle est représentée par R en position C3 des différents intermédiaires 

de biosynthèse. Le nom des enzymes catalysant les réactions (chacune identifiée par une lettre minuscule) est indiqué. 

Abréviations utilisées : isopentényl diphosphate (IPP), farnésyl diphosphate (FPP), 4-hydroxybenzoate (4-HB), 3-octaprényl-

4-hydroxybenzoate (OHB), 3-octaprénylphénol (OPP), ubiquinone (UQ8), C1-déméthyl-C6-déméthoxy-Q8 (DDMQ8) et C6-

déméthoxy-Q8 (DMQ8). La protéine XanB2, présente chez certains procaryotes mais pas chez E. coli, catalyse la production 

de 4-HB à partir de chorismate. (Pelosi, Vo et al. 2019) 

Un gène, le gène ubiB, serait impliqué dans des processus de régulation de la biosynthèse 

de l’ubiquinone. Mais son rôle est encore mal connu. 
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Dans certains cas, la mutation des gènes impliqués dans la biosynthèse de l’ubiquinone 

chez E. coli conduit à l’accumulation de 3-octaprénylphénol (OPP), un intermédiaire précoce 

de la voie de biosynthèse et à une croissance bactérienne anormale (Fig. 12 et Tableau 2). 

Gene affecté 

par la 

mutation 

Réaction 

déficiente 

Intermédiaires de 

l’ubiquinone 

accumulés 

Croissance Références 

ubiC a Aucun
a
 Capable de pousser sur succinate 

(Lawrence, Cox et 

al. 1974) 

ubiD c OHB
a
 

Croissance réduite sur succinate 

en aérobie 

(Gulmezian, 

Hyman et al. 2007) 

ubiX c OHB
a
 

Croissance réduite sur succinate 

en aérobie 

(Gulmezian, 

Hyman et al. 2007) 

ubiI d 4-HP8
a, b

 
Incapable de pousser sur succinate 

et glucose en aérobie 

(Hajj Chehade, 

Loiseau et al. 2013) 

ubiG i 
OPP et composé 3 

(Fig. 12) 

Incapable de pousser sur succinate 

en aérobie 

(Stroobant, Young 

et al. 1972) 

ubiE g DDMQ8 
Incapable de pousser sur succinate 

en aérobie 

(Lee, Hsu et al. 

1997) 

ubiF h DMQ8 
Croissance réduite sur glucose et 

incapable de pousser sur succinate 

(Kwon, Kotsakis et 

al. 2000) 

ubiA b 

Absence de 

produits prénylés 

formés 

Incapable de pousser sur des 

sources de carbone non 

fermentables en aérobie 

(Wu, Williams et 

al. 1993) 

ubiH f 
OPP, composés 1 et 

2 (Fig. 12) 

Capable de pousser sur succinate 

en aérobie 

(Young, Stroobant 

et al. 1973, 

Nakahigashi, 

Miyamoto et al. 

1992, Hajj 

Chehade, Loiseau 

et al. 2013) 

ubiJ 
Rôle 

structural 

Absence des 

intermédiaires 

charactérisés 

Croissance réduite en LB en 

conditions aérobie 

(Aussel, Loiseau et 

al. 2014) 

ubiK 
Rôle 

structural 
OPP 

Capable de pousser en LB en 

conditions aérobies 

(Loiseau, Fyfe et al. 

2017) 

Tableau 2. Différents intermédiaires accumulés de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone chez les mutants d'E. coli et 

leur croissance. aUn faible niveau de l’ubiquinone est observé dans ces souches ; b3-octaprényl-4-hydroxyphénol (4-HP8), 

un intermédiaire qui résulte d’un défaut d’hydroxylation en C5. En fait, le 4-HP8 est formé par l'hydroxylation de l'OPP sur 

C1 par UbiH sans réaction d et e. 

A la vue des connaissances résumées dans ce tableau, on voit que l’ordre des 2 premières 

hydroxylations et méthylation catalysées par les enzymes UbiI et UbiH d’une part et UbiG 

d’autre part, n’est pas entièrement établi. De façon consensuel, les voies décrites dans la 

littérature (Fig. 12) font intervenir d’abord l’hydroxylation en C5 par UbiI puis la méthylation 

sur la fonction -OH nouvellement crée par UbiG, et enfin l’hydroxylation en C1 par UbiH. 

Néanmoins, le fait d’accumuler l’intermédiaire 4-HP8 dans un mutant ubiI fait penser 

qu’UbiH pourrait intervenir avant UbiG. Ce débat n’est pas tranché à l’heure actuelle, et 

attend que des tests enzymatiques in vitro soient réalisés avec les enzymes concernées et les 

différents substrats postulés, substrats non commerciaux et très peu solubles en milieu 

aqueux, ce qui complique la tâche. Il n’est pas non plus à exclure que les enzymes puissent 
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avoir un ordre indéterminé et soit capables d’avoir une relative promiscuité dans la nature 

chimique de leur(s) substrat(s). Il est ainsi intéressant de noter qu’UbiF, qui normalement 

catalyse l’hydroxylation en C6, est capable de complémenter partiellement (15 %) l’absence 

d’UbiI et de catalyser une réaction d’hydroxylation en C5 (Hajj Chehade, Loiseau et al. 

2013).  

La voie de biosynthèse de l’ubiquinone étant essentielle à toutes les cellules eucaryotes, 

des maladies génétiques lourdes associées à une espérance de vie courte sont liées à des 

mutations sur certains gènes codant pour les enzymes entrant directement en jeu dans cette 

biosynthèse. Des phénotypes relativement divers sont associés à ces mutations : de troubles 

multi-systémiques mortels chez les nouveau-nés à des encéphalopathies développées à l’âge 

adulte. La plupart des symptômes sont communs à ceux observés dans les maladies liées à la 

déficience de la chaine respiratoire : encéphalomyopathie, ataxie, acidose lactique, surdité 

neurosensorielle, dépigmentation rétinienne et cardiomyopathie hypertrophique. D’autres, 

comme le syndrome néphrotique cortico résistant lié à des mutations dans le gène coq6, sont 

spécifiques de la déficience en ubiquinone.   La liste des gènes coq dont des mutations sont 

impliquées dans diverses pathologies est présentée dans le Tableau 3 :     

Gène 
Homologues 

chez E. coli 
Symptômes 

Age de 

développement 

des symptômes 

PDSS1 IspB 

Léger retard mental, macrocéphalie, légère acidose lactique, 

neuropathie périphérique, livedo reticularis, atrophie 

optique, valvulopathie cardiaque 

Petite enfance 

PDSS2 IspB 

Syndrome néphrotique cortico-résistant, hypotonie, 

syndrome de Leigh, épilepsie, encéphalomyopathie et 

ataxie, surdité, dépigmentation réticulaire 

Néonatal à 

petite enfance 

coq2 ubiA 

Trouble multisystémique néonatal mortel, acidose lactique, 

syndrome de Leigh, épilepsie, cardiomyopathie 

hypertrophique, nystagmus, syndrome néphrotique cortico-

résistant, encéphalomyopathie, épisodes ressemblant à des 

ictus, surdité, dépigmentation rétinienne, atrophie 

multisystème déclenchée à l’âge adulte 

Néonatal à la 

soixante-

dizaine 

coq4  Encéphalomyopathie Néonatal 

coq6 ubiF Syndrome néphrotique cortico-résistant, surdité, épilepsie Néonatal 

ADCK3 ubiB 
Ataxie cérébelleuse, encéphalopathie, épilepsie, dystonie, 

spasticité 

Néonatal à la 

vingtaine 

ADCK4 ubiB Syndrome néphrotique cortico-résistant, léger retard mental 
Néonatal à la 

vingtaine 

coq9  
Trouble multisystémique néonatal mortel, acidose lactique, 

encéphalomyopathie 
Néonatal 

Tableau 3. Maladies génétiques associées à des mutations ponctuelles dans les gènes de la biosynthèse de l’ubiquinone 

chez l’homme, ainsi que leurs homologues chez E. coli. 

L’étude biochimique et structurale de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone pourrait 

donc servir à mieux comprendre les bases moléculaires des maladies génétiques associées à 

une déficience en CoQ chez l’homme. 
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II.2.1 Biosynthèse de l’acide octaprénylhydroxybenzoique (OHB) 

II.2.1.1 Biosynthèse de la chaîne octaprényle  

La formation de la queue octaprényle chez E. coli est catalysée par 

l’octaprénylpyrophosphate synthase (appelée IspB) à partir d’isopentényl diphosphate (IPP) et 

de farnésyl diphosphate (FPP) (Fig. 12). Comme indiqué précédemment (Tableau 1), la 

longueur précise de la chaîne latérale du polyprényle présent dans un organisme est une 

constante et est déterminée par la nature de cette enzyme. En effet, une souche mutante KO de 

la levure S. cerevisiae, rendue incapable de produire l’hexaprényl diphosphate, complémentée 

par IspB d’E. coli permet la synthèse d’ubiquinone avec huit unités isoprényles et non six 

comme dans la levure (Okada, Suzuki et al. 1996). D’un point de vue structural, les 

isoprénylepyrophosphate synthases de S. pombe, du rat et de l’homme sont des 

hétérotétramères de deux sous-unités protéiques, Pdss1 et Pdss2, tandis que IspB d’E. coli est 

un homo-dimère et la protéine est soluble. En 2015, l’octaprénylpyrophosphate synthase IspB 

d’E. coli a été cristallisée avec l’IPP (structure résolue à 2,45 Å, code PDB 3WJO) et avec un 

analogue sulfaté du FPP (FsPP) (structure résolue à 2,6 Å, code PDB 3WJN) (Fig.13A) (Han, 

Chen et al. 2015). C’est la première fois qu’une enzyme de la famille des trans-

prényltransférases à longue chaîne est cristallisée avec des ligands. La structure obtenue a 

permis d’identifier deux méthionines situées en bas du tunnel du site actif et responsables de 

la longueur finale de la chaîne isoprényle (Fig.13B). Ces deux méthionines fermeraient le site 

actif et imposerait ainsi une longueur de chaîne dans E. coli.   

 

Figure 13. Structure de l’octaprénylpyrophosphate synthase IspB chez E. coli. (A) Vue de profile illustrée à l’aide d’un 

diagramme à cylindres. Deux sous-unités identiques sont représentées en vert et en cyan, respectivement. Deux motifs 

conservés DDXXD sont représentés en rouge. Les FsPP et IPP observés dans la structure de l’octaprénylpyrophosphate 

synthase sont présentés en bâton, colorés en bleu et jaune, respectivement. Deux résidus méthionines 123 et 135 situés à la 

partie inférieure du tunnel de site actif sont représentées en sphère et colorées en magenta. (B) Deux Méthionines 123 et 135, 

présentés en bâton et colorées en magenta, sont importants pour la détermination de la longueur de 

l’octaprénylpyrophosphate (OPP). (Han, Chen et al. 2015). 
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Des études de fractionnement submitochondrial ont démontré que la 

polyprénylpyrophosphate synthase de S. cerevisiae, Coq1, qui présente 34% d’identité de 

séquence avec IspB d’E. coli, est une protéine matricielle périphérique associée à la 

membrane interne mitochondriale (Gin and Clarke 2005). 

II.2.1.2 Couplage de la chaîne octaprényle  

Chez E. coli, la prénylation du 4-hydroxybenzoate (4-HB) en 3-octaprenyl-4-

hydroxybenzoate (OHB) est catalysée par UbiA (Fig. 12 et Fig. 14A). UbiA libère le 

pyrophosphate du substrat IPP (isopentényl phosphate) pour générer un intermédiaire de type 

carbocation à la fin de la chaîne isoprényle, qui réagit en position méta (C3) du 4-HB pour 

former une liaison C-C (Fig. 14A). 

Bien que la prénylation du 4-HB soit régiospécifique, UbiA reconnaît avec une certaine 

promiscuité des IPPs de différentes longueurs de chaîne pour générer l’ubiquinone UQ6-10 

chez différentes espèces (Suzuki, Ueda et al. 1994). UbiA est une protéine transmembranaire 

qui contient deux motifs conservés riches en aspartate, qui sont importants pour la 

reconnaissance du substrat IPP, et un atome de magnésium (Mg
2+

) qui est important pour la 

catalyse (Melzer and Heide 1994). 

 

Figure 14. Schéma de la catalyse d’UbiA et structure cristallographique d’UbiA de l’archébactérie Aeropyrum pernix. 

(A) Mécanisme ractionnel proposé pour UbiA. (B) Vue de profil d’UbiA d’Aeropyrum pernix (code PDB 4OD4) : Domaine 

transmembranaire en bleu, « chapeau » en rose. (C) Vue schématique de la protéine. Présence d’une grande cavité centrale 

munie d’une unique ouverture sur la membrane. La poche polaire de liaison du pyrophosphate est représentée en rose, la zone 

de liaison à la chaîne polyisoprényle en gris et la poche de liaison au 4-HB en bleu (Cheng et Li 2014). 

La structure d’UbiA de l’archébactérie halophile Aeropyrum pernix, qui possède 52% de 

similarité de séquence avec UbiA d’E.coli, a été obtenue en 2014 en présence de 4-HB, d’un 

analogue sulfaté non clivable du géranylpyrophosphate et d’ions Mg
2+

 (code PDB 4OD5, Fig. 

14B) (Cheng and Li 2014). Il a ainsi été possible d’émettre des hypothèses concernant le 
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fonctionnement de la protéine. Une partie de la chaîne hydrophile du 

polyisoprénylepyrophosphate resterait ancrée dans la membrane, tandis que l’autre partie et sa 

tête pyrophosphate accèderait au site actif par une ouverture latérale donnant en partie sur la 

bicouche lipidique. Des motifs riches en aspartates maintiendraient, via des ions Mg
2+

, la tête 

pyrophosphate en place, permettant son clivage de la chaîne grasse. Le carbocation ainsi 

formé serait alors couplé au 4-HB, maintenu dans une poche basique (Cheng and Li 2014).         

II.2.2 Modifications du noyau aromatique et deux protéines structurales 

II.2.2.1 Modifications du noyau aromatique 

Une fois l’acide 3-octaprényl-4-hydroxybenzoïque (OHB) formé, un complexe 

multiprotéique continue la biosynthèse en modifiant différentes positions du noyau 

aromatique afin d’aboutir à l’ubiquinone (Fig. 12 et Tableau 4). 

Protéine Rôle 
Famille protéique 

(cofacteur) 

Taille 

(kDa) 

Structure éventuelle 

Protéine 

Identité 

avec E. 

coli 

Code PDB 

UbiD Décarboxylation 

Décarboxylase à 

flavine (FMN 

prénylée) 

55.6 
UbiD (prFMN), 

E. coli 
100% 

5M1D 

(Marshall, 

Fisher et al. 

2017) 

UbiX 

Biosynthèse de la 

FMN prénylée, 

cofacteur d’UbiD 

Prényl-transférase à 

flavine (FMN) 
22.4 

UbiX, (FMNpr), 

P. aeruginosa 
42.4% 

6QLK 

(Marshall, Payne 

et al. 2019) 

UbiI 
Hydroxylation en 

C5 

Mono-oxygénase à 

flavine (FAD) 
44.2 

UbiI (apo), E. 

coli 
100% 

4K22 (Hajj 

Chehade, 

Loiseau et al. 

2013) 

UbiG 
O-méthylation en 

C5 et C6 

SAM-méthyl-

transférase (SAM) 
26.6 

UbiG (apo), E. 

coli 
100% 

4KDC (Zhu, Wu 

et al. 2015) 

UbiH 
Hydroxylation en 

C1 

Mono-oxygénase à 

flavine (FAD) 
42.3 

Alr8543 (apo), 

Nostoc 

puntiform 

19.8% 

6E12 (Forouhar 

et al. Non 

publié) 

UbiE 
C-méthylation en 

C2 

SAM-méthyl-

transférase (SAM) 
28 

Coq5 (SAM), S. 

cerevisiæ 
43.2% 

4OBW (Dai, 

Zhou et al. 

2014) 

UbiF 
Hydroxylation en 

C6 

Mono-oxygénase à 

flavine (FAD) 
43 

UbiF (apo), E. 

coli 
100% 

(Notre 

laboratoire C. 

Fyfe, M. 

Lombard, 2018) 

UbiJ 

Liaison des 

lipides, 

stabilisation du 

complexe 

multiprotéique 

SCP2 (Sterol 

Carrier Protein 2 
22.2 UbiJ, E. coli 100% 

6H6N (Hajj 

Chehade, Pelosi 

et al. 2019) 

UbiK Facteur accessoire  11.3 
Brick 1, homo 

sapiens 
30.7% 

3P8C (Chen, 

Borek et al. 

2010) 

Tableau 4. Description des enzymes participant à la biosynthèse de l’ubiquinone, structures obtenues des protéines 

d’E. coli ou d’un homologue. 
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- Décarboxylation : Chez E. coli, la première étape des modifications du noyau quinone 

est la décarboxylation d’OHB en OPP (Fig.12), qui est catalysée par le système UbiD-UbiX. 

UbiD est une décarboxylase dépendante de la FMN prénylée (prFMN) pour son activité 

enzymatique (Payne, White et al. 2015). Ce dernier est synthétisé par UbiX à partir de 

FMNH2 et de diméthylallyl monophosphate (DMAP), produisant un FMN hautement modifié 

avec des liaisons via les positions N5 et C6 avec le DMAP (prFMNH2) (White, Payne et al. 

2015) (Fig. 15). Le prFMNH2 est ensuite transféré au partenaire UbiD, qui catalyse à son tour 

la maturation oxydative en une forme active prFMNiminium, qui est nécessaire pour l’activité 

enzymatique de UbiD. 

 

Figure 15. UbiX et UbiD agissent de concert pour produire le prFMNiminium. Mécanisme proposé pour l'activité de la 

prényltransférase à la flavine FMN par UbiX, suivi du transfert de prFMNH2 à UbiD et maturation oxydative ultérieure en le 

cofacteur actif prFMNiminium. (Marshall, Payne et al. 2019)  

- Hydroxylations et méthylations : Le 2-octaprénylphénol (OPP) subit ensuite trois 

hydroxylations en alternance avec trois réactions de méthylation conduisant à la formation 

d'ubiquinol de l’ubiquinone. 

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

groupement méthyle ont lieu dans la biosynthèse de l’ubiquinone chez E. coli. Ces réactions 

sont : 

Méthylation en O5 : 3-octaprényl-5-hydroxyphenol → 3-octaprényl-5- méthoxyphenol 

(réaction e, Fig. 12)    

Méthylation en C2 : 3-octaprényl-5-méthoxy-1,4-benzoquinol → 3- octaprényl-2-méthyl-

5-méthoxy-1,4-benzoquinol (réaction g, Fig. 12)  

Méthylation en O6 : 3-octaprényl-2-méthyl-5-méthoxy-6-hydroxy-1,4-benzoquinol → 

ubiquinol (ubiquinone) (réaction i, Fig. 12) 

Les réactions d’O-méthylation sont catalysées par UbiG et celle de C-méthylation est 

catalysée par UbiE (Lee, Hsu et al. 1997, Poon, Barkovich et al. 1999). Ces deux dernières 
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sont toutes les deux des méthyltransférases utilisant la S-adénosylméthionine (SAM) comme 

source de méthyle. 

Les trois réactions d’hydroxylation en C5, C1 et C6 sont catalysées par UbiI, UbiH et 

UbiF, respectivement (Alexander and Young 1978, Hajj Chehade, Loiseau et al. 2013). Ces 

réactions sont :   

Hydroxylation en C5 : 3-octaprénylphénol → 3-octaprényl-5-hydroxyphénol (réaction d, 

Fig. 12) 

Hydroxylation en C1 : 3-octaprényl-5-méthoxyphenol → 3-octaprényl-5- méthoxy-1,4-

benzoquinol (réaction f, Fig. 12) 

Hydroxylation en C6 : 3-octaprényl-2-méthyl-5-méthoxy-1,4-benzoquinol → 3- 

octaprényl-2-méthyl-6-hydroxy-5-méthoxy-1,4-benzoquinol (réaction h, Fig. 12 

Au laboratoire, Murielle Lombard et Ludovic Pecqueur ont résolu en 2013, la structure 

d’une forme très légèrement tronquée et apo d’UbiI d’E.coli, appelée UbiI 366-400 (Fig. 16) 

(Hajj Chehade, Loiseau et al. 2013)   

 

Figure 16. (A) Structure tridimensionnelle aux rayons X du tétramère d’UbiI tronquée et apo d’E.coli (code PDB 4K22). (B) 

Superposition d’un monomère d’UbiI (bleue) avec un monomère de pHBH de P. fluorescens (jaune), FAD en violet (Hajj 

Chehade, Loiseau et al. 2013). 

Cette structure d’UbiI d’E.coli constitue le premier exemple de la structure d’une 

hydroxylase Ubi. Depuis, d’autres groupes ont réussi à cristalliser UbiI d’Erwinia carotovora, 

(code PDB 4N9X), qui est très proche structuralement d’UbiI d’E.coli et qui ne contient pas 

non plus de FAD.  En 2018, Cameron Fyfe et Murielle Lombard ont purifié et cristallisé une 

forme tronquée et apo d’UbiF qui présente de très forte similarité avec UbiI d’E.coli.  

L’alignement de séquences d’UbiI, d’UbiF, d’UbiH et de PHHY (pHBH de Pseudomonas 

aeroginosa ; p-hydroxybenzoate hydroxylase, l’enzyme prototype des hydroxylases à flavine) 

révèle une identité de séquence entre ces 4 protéines (Fig. 17). Le motif DG (en rouge, Fig. 
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17) a été proposé pour lier les groupements pyrophosphate du FAD et du NADPH chez 

pHBH (Eppink, Boeren et al. 1997) alors que les résidus G298 et N300 (en rouge, Fig. 17) de 

pHBH sont en contact avec l'anneau isoalloxazine du FAD.   

 

Figure 17. Alignement de sequences de différentes monooxygénases à flavine. L’alignement a été généré avec ClustalW2. 

Les monooxygénases sont : pHBH (PHHY) de Pseudomonas aeruginosa, UbiH, -I et -F d'E. coli, Les acides aminés 

strictement conservés sont représentés en bleu, ceux impliqués à la liaison avec la FAD sont en rouge. 

Les trois enzymes UbiI, -F, et -H montrent une similarité de séquences avec les 

monooxygénases à la flavine. Elles font partie du groupe A de monooxygénases à flavine 

ayant comme prototype la pHBH (para-hydroxybenzoate hydroxylase) de P. fluorescens qui a 

été abondamment étudiée d’un point de vue mécanistique (Huijbers, Montersino et al. 2014). 

L’activité enzymatiques des monooxygénases du groupe A dépend directement du FAD et du 

NAD(P)H comme co-substrat. Le cycle catalytique de pHBH, composée de deux parties 

réductrice et oxydative, a été étudié par stopped-flow couplé à l’absorption UV-visible et par 

fluorescence et est résumé dans la figure 18 (Husain, Schopfer et al. 1978). 

 

Figure 18. Mécanisme d’action des monooxygénases à flavine – groupe A. Adapté de (Palfey and McDonald 2010) . 
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Dans la partie réductrice du cycle catalytique, le substrat p-OHB (p-hydroxybenzoate) est 

accueilli dans l’enzyme et interagit avec le FAD oxydé et le NADPH pour former un 

complexe tertiaire (réaction 1, Fig. 18). Ce dernier accélère et contrôle la réduction du FAD 

par le NADPH puisque la réduction du FAD est 100 000 fois moins rapide dans le complexe 

binaire formé par l’enzyme et le NADPH uniquement (Entsch, Ballou et al. 1976). De plus, la 

présence du substrat (p-OHB) est importante afin de limiter la réaction du FAD réduit avec le 

dioxygène qui conduit à la formation d’H2O2 en absence de substrat (réaction 7, Fig. 18) 

(Entsch, Ballou et al. 1976).  Le FAD oxydé est d’abord réduit en FADH2 par un transfert 

d’hydrure provenant du NADPH, et le NADP
+
 se dissocie du complexe enzyme-p-OHB 

(réaction 1 et 2, Fig. 18). Dans la deuxième partie oxydative, FADH2 accepte une molécule 

d’oxygène sur la position C4 de l’anneau isoalloxazine et devient la flavine 4α-

hydroperoxyde, FAD-OOH (réaction 3, Fig. 18). Le substrat est ensuite oxydé par le 

groupement -OOH en produit 3,4-diOHB (3,4-dihydroxybenzoate ; réaction 4 et 5, Fig. 18).  

Dans la dernière phase du cycle catalytique, une molécule d’eau est libérée du FAD et le 

produit final (substrat oxydé) est libéré (réaction 6, Fig. 18), aboutissant ainsi à l’enzyme 

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

II.2.2.2 Origine des atomes d’oxygènes  

 Basé sur le cycle catalytique de pHBH et sur l’identité de séquence entre cette dernière et 

UbiI, -F, et –H, il est clair que le dioxygène O2 est le donneur de l’atome d’oxygène pour 

l’activité enzymatique, autrement dit les groupements hydroxyles ajoutés en C1 et C6 sont de 

l’origine du dioxygène. Cependant, Alexander et Young ont déterminé l’origine des 

groupements hydroxyles de l’ubiquinone bien avant la connaissance des séquences protéiques 

des hydroxylases (Alexander and Young 1978). Les auteurs ont incubé une souche sauvage 

d’E. coli dans un milieu respiratoire strictement aérobique contenant du succinate, en 

présence de dioxygène marqué 
18

O2. L’analyse par spectrométrie de masse de l’ubiquinone 

biosynthétisée dans ces conditions a révélé une augmentation de la masse m /z de +6 par 

rapport à l’ubiquinone produite par des cellules cultivées en 
16

O2, indiquant que trois atomes 

18
O2 sont incorporés dans la molécule de l’ubiquinone. Afin de déterminer la localisation des 

atomes d’oxygène marqués dans la molécule de l’ubiquinone, les auteurs ont effectué des 

expériences d’échange d’atomes d’oxygène dans des conditions acides. Dans ces conditions, 

seul l’oxygène du groupement carbonyle est échangé mais l’oxygène du groupement 

méthoxyle ne l’est pas. Les résultats de cette expérience montrent que l’incorporation de 
18

O2 

a lieu aux positions 1, 5 et 6 (Alexander and Young 1978). L’ensemble de ces résultats 
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montrent que c’est l’oxygène moléculaire qui est la source des groupements hydroxyles 

ajoutés lors des réactions d’hydroxylation.   

II.2.2.3 Deux protéines structurales : UbiJ et UbiK 

Récemment, UbiJ et UbiK ont été indentifiées comme deux nouveaux facteurs importants 

de la biosynthèse de l’ubiquinone en conditions aérobies (Aussel, Loiseau et al. 2014, 

Loiseau, Fyfe et al. 2017). UbiK présente 31% d'identité de séquence avec Brick1, une 

protéine d’assemblage du complexe Wave du cytosquelette. Des études antérieures ont 

montré qu’UbiK de Salmonella typhimurium permet l’agrégation de liposomes in vitro, 

suggérant une activité fusogénique de membrane (Carrica, Craig et al. 2011). Des études 

antérieures à ma thèse et menées au laboratoire ont montré qu’UbiK formait un complexe 

hétéroprotéique avec UbiJ, une protéine présentant des homologies de séquence avec les 

protéines de la famille SCP2 (Sterol Carrier Protein 2) qui sont capables de lier des lipides 

(Fig. 19A) (Loiseau, Fyfe et al. 2017). Il a également été montré, par spectrométrie de masse 

que le domaine SCP2 d’UbiJ est capable de lier l’acide palmitoléique et de petites quantités 

d’ubiquinone (Fig. 19B).   

 

Figure 19. Modèle structural du complexe UbiJ-UbiK.  (A) La structure d’une protéine de la famille SCP2 chez Y. 

lipolytica avec un tapis de feuillet  et des hélices  au-dessus, qui permettent la formation d’un tunnel hydrophobe au sein 

duquel on trouve un acide palmitique. (B) Notre modèle structural de l’héterocomplexe UbiJ-UbiK. UbiJ est un monomère, 

présenté en orange et il contient le même tunnel hydrophobe que SCP2 d’Y.lipolytica et UbiK est un dimère, présenté en bleu 

et rouge, et principalement constitué d’hélices. Le tout forme un motif « helical triple coil » (Loiseau, Fyfe et al. 2017). 

III. Biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie 

III.1 Généralités 

Comme évoqué dans le 1
e
 chapitre de l’introduction, E. coli et de nombreuses 

protéobactéries (Providencia rettger, Rhodospirillum rubrum, ...) possèdent deux types de 

quinones isoprénoides : l’ubiquinone (UQ8) et la (déméthyl) ménaquinone (D)MK8 (Fig. 1). 

Il est admis de façon générale que l’ubiquinone est une quinone « aérobique » alors que la 
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(déméthyl)ménaquinone est une quinone « anaérobique ». En 1977, Wallace et Young ont 

montré le rôle de l’ubiquinone dans la chaîne de transport d'électrons en présence de nitrate 

chez E. coli (Wallace and Young 1977). Les souches utilisées dans cette étude ont produit 10-

20% du niveau l'ubiquinone aérobique lorsqu'elles ont été cultivées en conditions 

anaérobiques avec du nitrate. Ainsi, l’ubiquinone est un composant essentiel dans les 

systèmes respiratoires aérobiques et, de plus, dans le système anaérobique nitrate réductase. 

La biosynthèse de l’ubiquinone nécessite trois réactions d’hydroxylation au niveau des 

positions 1, 5 et 6. Ces réactions sont catalysées en aérobie par UbiI, UbiH et UbiF, 

respectivement (réactions d, f et h, Fig. 12) qui seront nommées « hydroxylases aérobies » 

dans cette thèse. Les souches ΔubiI, ΔubiF, ΔubiH cultivées dans des conditions aérobies sont 

déficiente en ubiquinone alors qu’elles sont capables d’en produire à un niveau équivalent à la 

souche sauvage dans des conditions anaérobies (Alexander and Young 1978, Hajj Chehade, 

Loiseau et al. 2013). Cette capacité de biosynthèse de l’ubiquinone en conditions anaérobies 

est caractéristique de ces mutants de monooxygénases puisque l’ubiquinone n’est pas produite 

dans les autres mutants de biosynthèse de l’ubiquinone (ubiE-, ubiG- et ubiA-) dans les deux 

conditions aérobies et anaérobies. Ainsi, E. coli devrait posséder des mécanismes spéciaux 

pour la biosynthèse de l'ubiquinone en conditions anaérobies, autrement dit un système 

d’hydroxylation alternatif indépendant de ces trois protéines pour catalyser les réactions 

d’hydroxylation en absence d’oxygène.     

Actuellement les seules enzymes connues pour catalyser des réactions d’hydroxylation en 

absence de dioxygène appartiennent à la famille des enzymes à cofacteur à Molybdène 

(MoCo) (Hille, Retey et al. 1998) (pour un example, voir section VI de ce chapitre). 

Contrairement aux monooxygénases à flavine (Fig. 17), les hydroxylases contenant du MoCo 

catalysent les réactions d’hydroxylation en utilisant l'oxygène contenu dans la molécule d’eau 

H2O, plutôt que l'oxygène moléculaire O2, en tant que source de l'atome d'oxygène incorporé 

dans le produit. Nous avons identifié récemment trois gènes yhbT, yhbU et YhbV (renommés 

ubiT, ubiU et ubiV, respectivement) qui sont essentiels à la biosynthèse de l’ubiquinone en 

conditions anaérobiques chez E. coli. La découverte de ces trois gènes ainsi que la 

caractérisation de ces trois protéines UbiT, UbiU et UbiV seront détaillées dans le chapitre 

VI.  

III.2 La protéine UbiT 

Les analyses phylogénétiques du gène ubiT ont clairement indiqué qu’il est présent dans 

les -, -, -protéobactéries alors qu’il n’est pas conservé chez les Gram-positifs, les archées, 

les champignons, les plantes et les mammifères (Groenewold, Massmig et al. 2018). Chez E. 



Chapitre I – Introduction bibliographique 

 

40 

 

coli, le gène ubiT code pour la protéine UbiT de 174 acides aminés, soit 19.7 kDa. La partie 

centrale (acides aminés 45-133) de la protéine correspond à un domaine SCP2 (Sterol Carrier 

Protein 2). Les domaines SCP2 forment généralement une cavité hydrophobe qui lie divers 

lipides, tels que l’acide palmitique, le cholesterol, les acyl-CoA, et certains phospholipides  

(Burgardt, Gianotti et al. 2017) (voir chapitre III pour plus de détails). 

UbiT est actuellement très peu étudiée dans la littérature. En 2011, Ogasawara et ses 

collègues ont proposé que le gène ubiT avait un lien avec la formation de biofilm chez E. coli 

et qu’elle était négativement contrôlé par le facteur de transcription CsgD (Ogasawara, 

Yamamoto et al. 2011). En effet, lorsque les bactéries changent leur mode de vie dite « 

planctonique » (culture libre) en mode « biofilm », la formation des flagelles (impliquées dans 

la motilité des cellules) est désactivée et la production des fibres amyloïdes de type curli et de 

polysaccharides extracellulaires pour l'adhérence cellule-cellule est activée (Barnhart and 

Chapman 2006). Ces deux procédures sont contrôlées par CsgD, le régulateur principal de la 

formation de biofilm (Fig. 20).    

 

Figure 20. La regulation de CsgD dans la formation de biofilms et la motilité des cellules. CsgD régulerait négativement 

les gènes ubiT, fliE et fliFGHIJK ; les gènes fli sont impliqués dans la formation des flagelles et la motilité, et cela change 

ainsi la mode de vie des bactéries en mode « biofilm » (Adapté de Ogasawara, Yamamoto et al. 2011). 

Dans ce modèle d’action, CsgD est un répresseur des gènes ubiT, fliE et fliEFGH ; les 

gènes fli sont impliqués dans la formation des flagelles dans la mode planctonique. Bien que 

les auteurs n’aient pas clarifié le rôle physiologique de la régulation du gène ubiT par CsgD, 

ces résultats nous laissent à penser qu’UbiT est impliquée dans la croissance bactérienne en 

anaérobie, car l’oxygène est présent à très faible quantité dans les biofilms.  

UbiT est démontrée, en 2011 par Arends et ses collègues, comme un nouveau substrat de 

FtsH (Arends, Thomanek et al. 2016). La protéine FtsH appartient à la famille des protéases 

AAA+ (ATPases Associées à diverses Activités cellulaires - ATPases Associated with diverse 

cellular Activities). Selon ces travaux, UbiT est une protéine cytosolique (Fig. 21A) dont le 
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niveau d’expression est très instable dans les souches sauvages : elle est rapidement dégradée 

tout au long de la phase de croissance bactérienne (Fig. 21B et 21C) ; au contraire, son niveau 

d’expression reste constant dans la souche Δftsh (Fig. 21C).    

Parmi les protéases de la famille des protéases AAA+ que possèdent E.coli (Lon, ClpAP, 

ClpXP, HslUV), FtsH est la seule protéase ancrée à la membrane en raison de son 

emplacement unique dans la membrane interne (Tomoyasu, Yamanaka et al. 1993). Outre les 

protéines membranaires, FtsH est capable de dégrader les protéines cytosoliques. Plus 

important encore, FtsH dégrade LpxC, une enzyme clé de la biosynthèse des 

lipopolysaccharide (LPS), principal élément constitutif de la membrane externe des bactéries 

à Gram négatif (Ogura, Inoue et al. 1999). Dans les cellules, la quantité de LPS doit être 

strictement contrôlée et équilibrée en phospholipides. La régulation d’UbiT par FtsH nous 

laisse penser à une relation entre l'homéostasie des LPS et des phospholipides, qui serait 

dépendante de FtsH, et de la capacité d’UbiT de lier des lipides. De plus, FtsH est également 

impliqué dans l’adaptation aux conditions anaérobies et au stress superoxyde en dégradant 

FdoH et SoxS, respectivement (Westphal, Langklotz et al. 2012). Tous ces résultats semblent 

cohérents avec le fait qu’UbiT possède un domaine de liaison aux lipides et qu’elle serait 

impliquée dans la croissance bactérienne en anaérobie.   

 

Figure 21. Dégradation d’UbiT de manière dépendante de FtsH in vivo. (A) Les cellules E. coli sont transformées par le 

plasmide codant pour His6-UbiT. Le niveau d’expression d’UbiT a été détecté par Western blot essentiellement dans le 

cytosol (S) et très peu dans le culot (P). (B)  Pour étudier la demi-vie de His6-YhbT, la stabilité a été analysée dans 

différentes phases de croissance d’E. coli. (C) Pour déterminer la stabilité dépendante de la phase de croissance, des sous-

cultures ont été prélevées à la phase de latence (I), exponentielle (II et III), de ralentissement (IV et V) et stationnaire (VI). 

Après l'induction de l'expression de la protéine, la traduction a été bloquée par addition de spectinomycine et des échantillons 

ont été prélevés aux moments indiqués. Les demi-vies d’UbiT ont été déterminées par SDS-PAGE, Western blot et 

immunodétection. (Arends, Thomanek et al. 2016). 

Chez P. aeruginosa, le niveau d’expression d’UbiT augmente 8.4 fois lorsque les cellules 

sont cultivées dans les conditions anaérobiques (Groenewold, Massmig et al. 2018). Ce 

résultat est en cohérence avec des travaux précédant qui ont montrés que le gène ubiT était 

régulé positivement dans les conditions à faible concentration en oxygène et en anaérobie 
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(Wu, Guina et al. 2005, Filiatrault, Picardo et al. 2006, Alvarez-Ortega and Harwood 2007). 

De plus, une souche mutante d’ubiT a montré une sensibilité importante aux antimicrobiens 

(minocycline, nafcilline, oxacilline, chloramphénicol, thiamphénicol), une amélioration de la 

motilité cellulaire et une réduction de la capacité de formation de biofilm (Groenewold, 

Massmig et al. 2018), ce qui est cohérent avec la virulence et la régulation négative de CsgD 

dans le changement entre biofilms et mode planctonique des bactéries. UbiT de P. aeruginosa 

est, encore une fois, cytosolique et fait très intéressant, elle est capable de lier spécifiquement 

à l’acide phosphatidique (AP) in vitro via certains résidus hydrophobes conservés (Leucine et 

Valine) (Groenewold, Massmig et al. 2018). L’AP est un précurseur clé de la synthèse des 

glycérophospholipides polaires qui sont les briques de la membrane plasmique bactérienne 

(par exemple, phosphatidylglycérol (PG), phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylsérine 

(PS), diphosphatidylglycérol (DPG, également appelée cardiolipine), phosphatidylcholine 

(PC)). De plus, l'homéostasie lipidique chez la souche mutante est déséquilibrée au niveau du 

lysophosphatidylcholine, de la phosphatidylcholine et du diacylglycérol dans les deux 

conditions aérobiques et anérobiques (Groenewold, Massmig et al. 2018). Tous ces résultats, 

encore une fois, mettent en évidence le rôle d’UbiT, avec sa capacité de lier aux lipides, dans 

l’homéostasie lipidiques des cellules en aérobie et anaérobie.      

III.3 Les deux protéines UbiU et UbiV 

Chez E. coli, les gènes ubiU et ubiV forment un opéron codant pour deux protéines de 

330 et 300 acides aminés, respectivement, soit 37 kDa et 32.5 kDa. UbiU et UbiV contiennent 

dans leur séquence peptidique un motif appelé U32, qui appartient, selon la base de données 

MEROPS, à une famille de protéases dont le mécanisme catalytique est inconnu. La fonction 

protéase de cette famille protéique reste discutable et sera présentée en détail dans la section 

IV. 

Les protéines UbiU et UbiV sont à ce jour très peu étudiées. En 2006, Filiatrault et ses 

collègues ont montré que les deux gènes ubiU et ubiV étaient impliquées dans la croissance de 

P. aeruginosae dans les conditions anaérobiques, car les mutants de ces gènes ne sont pas 

capables de croître en anaérobie en milieu liquide et en présence des substrats nécessaires 

pour la croissance anaérobique (KNO3, KNO2) (Filiatrault, Picardo et al. 2006). P. 

aeruginosae est une pathogène opportuniste à Gram-négatif qui réside dans les biofilms chez 

l’hôte infecté, où la concentration en oxygène est très faible, voire nulle. Ces résultats sont en 

cohérente avec ceux de Groenewold et ses collègues, qui ont montré que l’expression d’UbiU 

et UbiV augmentaient 8.7 et 9.3 fois dans les biofilms de P. aeruginosae (Groenewold, 

Massmig et al. 2018) ; mais aussi avec ceux de Navais et ses collègues, qui ont également 
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montré que l’expression des gènes ubiU et ubiV d’Yersinia ruckeri était régulés positivement 

dans les conditions microaérobiques (Navais, Mendez et al. 2014) . Y. ruckeri, une bactérie à 

Gram négatif, est responsable de la maladie entérique de la bouche rouge, qui est répandue 

dans le monde entier et qui affecte principalement les salmonidés. Cette étude a mis en 

évidence la participation de deux gènes ubiU et ubiV dans le processus d’infection d’Y. 

Rucker, car un mutant a atténué sa virulence. De plus, le gène ubiU a été montré comme un 

facteur de virulence chez Proteus mirabilis - une entérobactérie à Gram négatif qui est l'une 

des principales causes d'infections des voies urinaires chez les patients présentant des 

anomalies fonctionnelles ou anatomiques des voies urinaires ou ceux ayant un cathéter 

urinaire en place (Zhao, Li et al. 1999).  

IV. Famille des protéases U32 et les autres membres de la famille U32 

IV.1 Généralité 

La famille U32 est une collection d’environ 2700 peptidases annotées de la base de 

données MEROPS avec un mécanisme catalytique inconnu. La base de données MEROPS 

utilise une classification hiérarchique, basée sur la structure des peptidases. Celles-ci sont 

généralement classées en fonction de leur mécanisme catalytique et de leurs résidus clés 

comme les peptidases à sérine (S), cystéine (C), aspartique (A), métallo- (M) et nucléophile / 

thréonine (T), ainsi que quelques autres. Parmi plus de 490 000 entrées dans la base de 

données MEROPS (Rawlings, Barrett et al. 2012), plus de 478 000 appartiennent à ces cinq 

classes. Pour plus de 7 000 entrées, le mécanisme catalytique n’est pas connu et ces protéines 

sont appelées « U », dont la famile U32. Les protéines de la famille U32 sont d'origine 

essentiellement bactérienne et archéenne, même si quelques membres sont présents chez les 

eucaryotes, tels que les protozoaires, les plantes et les animaux, et deux homologues de 

peptidase U32 se trouvent même dans les bactériophages. Elles contiennent toutes le domaine 

dit peptidase U32 qui peut être attribué à diverses sous-familles U32 et fréquemment à 

d'autres domaines de fonction inconnue.   

PrtC de Porphyromonas gingivalis est le prototype de peptidase U32 dont l’activité 

protéolytique du collagène de type I et de l'azocoll a été rapportée (Kato, Takahashi et al. 

1992). Une activité protéolytique d’HP0169 chez Helicobacter pylori vis-à-vis du collagène 

et une fonction essentielle de la colonisation gastrique ont été également rapportées 

(Kavermann, Burns et al. 2003). De plus, une activité spécifique du collagène I a été 

rapportée pour la protéine A0A098L2Q3 de Geobacillus thermoleovorans (Jasilionis, 

Kaupinis et al. 2012). Dans les deux premiers cas, il a été rapporté que les activités 

protéolytiques des deux protéines étaient sensibles au traitement à l'EDTA, conduisant ainsi à 
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la conclusion d'une activité de type métalloprotéase, tandis que dans le dernier cas, les ions 

Zn
2+

 augmentaient la thermostabilité. Cependant, aucune des motifs qui sont typiques des 

métalloprotéases , comme par exemple le motif de liaison du zinc H-E-X-X-H (Fukasawa, 

Hata et al. 2011), ou des motifs de séquence de liaison au collagène ne sont présents dans les 

peptidases U32. D'autre part, les identifiants MEROPS U32.001 à U32.003 partagent au 

moins un motif de séquence ExF-X2-G-(SA)-(LIVM)-C-X4-GXCX-(LIVM)-S qui indique ces 

sous-familles. Cependant, la fonction de ces acides aminés n'a pas été étudiée. 

 

Figure 22. Strucutre d’un monomère de Mk0906 de Methanopyrus kandleri. (A) La structure représentée en couleur arc-

en-ciel avec l'extrémité N-terminale en bleu et l'extrémité C-terminale en rouge. Les structures secondaires sont indiquées. 

L'ion acétate (ACT) et deux de ses résidus en interaction (Arg184 et His121) sont représentés sous forme de billes et de 

bâtons. L'ion Zn2+ (magenta) qui est important pour la structure dimérique quaternaire est présenté avec ses ligands Cys68 et 

His189. (B) Le site de liaison avec l'ion acétate (atomes de carbone jaunes) est montrée. La surface est colorée en fonction de 

la polarité en appliquant l’échelle d’hydrophobie allant des valeurs les plus négatives (résidus polaires, représentées en violet) 

à 0 (blanc) aux valeurs les plus positives (résidus apolaires, orange) (Schacherl, Montada et al. 2015). 

La première structure d'un domaine catalytique U32 de Methanopyrus kandleri (gène 

mk0906) révèle un tonneau TIM ()8 consistant typiquement en l'alternance de huit hélices α 

et huit feuillets β (Fig. 22A, code PDB 5D88) (Schacherl, Montada et al. 2015). La protéine 

présente une structure dimérique quaternaire dans laquelle un ion zinc est lié de manière 

symétrique par les chaînes latérales d'histidine et de cystéine des deux monomères (Fig. 22A).    

Ces résidus se situent dans des motifs de séquence conservés. Cependant, aucun motif 

protéolytique typique n'est visible dans la structure tridimensionnelle, ni des motifs pouvant 

servir à l’activation de l’eau. Bien que les enzymes de tonneau TIM soient très variées et 

catalysent de nombreuses réactions diverses, y compris l’hydrolyse, elles n’ont jamais été 

impliquées en tant qu’enzymes protéolytiques et une catalyse d’hydrolyse de liaison amide 

n’a pas encore été rapportée. De plus Mk0906 est très éloigné de PrtC de P. ginigivalis (avec 
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une identité de séquence inférieure à 20%) et les analyses biochimiques n'ont démontré 

aucune activité protéolytique de Mk0906 (Schacherl, Montada et al. 2015).  

Ces résultats indiquent donc une hétérogénéité parmi les membres de cette famille de 

protéases U32 et nous pensons, au vu des résultats que nous allons présenter dans ce 

manuscrit de thèse, que l'annotation d'au moins UbiU et UbiV en tant que peptidases devrait 

éventuellement être réévaluée. Fait très intéressant, la structure de Mk0906 de Methanopyrus 

kandleri révèle un site de liaison putatif pour une molécule amphiphile avec un groupe 

carboxylate ou un fragment chargé négativement de manière similaire à une extrémité et une 

queue principalement hydrophobe. Ce site de liaison se compose de deux rainures délimitées 

par des acides aminés hydrophobes (Fig. 22B). 

PrtC est évolutivement lié à un certain nombre de protéines non caractérisées avec une 

région bien conservée contenant des cystéines comme UbiU (YhbU), UbiV (YhbV), RlhA 

(YdcP) et TrhP (YegQ). De nombreux membres de la famille U32 sont impliqués dans la 

pathogénicité, tels que le gène rlhA (ydcP) qui est impliqué dans la virulence d’Aeromonas 

veronii (Han, Taki et al. 2008) ; le gène trhP (yegQ) qui est responsable la résistance aux 

antibiotiques dans une souche de Providencia stuartii (McGann, Hang et al. 2012) ou la 

virulence de Salmonella enterica (Wu, Carlson et al. 2002, Xiong, Brewer et al. 2011) (une 

partie de la pathogénicité d’ubiU et d’ubiV a été présentée dans lasection précédente).   

IV.2 Deux autres protéines de la famille U32 : RlhA (YdcP) et TrhP (YegQ) 

Chez E. coli, RlhA est responsable de l’hydroxylation de la cytidine de position 2501 

(ho
5
C2501) (Fig. 23A) (Kimura, Sakai et al. 2017); à ce jour, la fonction de cette modification 

reste inconnue. RlhA se lie physiquement aux précurseurs de la sous-unité ribosomique 50S, 

où la cystéine C2501 de l'ARNr 23S est hydroxylée, d’où vient le nom RlhA (large subunit 

ribosomal RNA hydroxylation A en anglais). L’activité enzymatique de RlhA dépend de la 

présence des résidus conservés comme le glutamate E161 et de quatre cystéines conservées 

C169, C176, C580 et C611 (Fig. 23B), suggérant que RlhA serait une protéine Fe-S. En 

accord avec cela, il a été montré que la perturbation de la biogenèse des centres Fe-S 

impactait la formation de ho
5
C2501. En effet, dans les souches KO du système de la 

biosynthèse des centre Fe-S appelé ISC (Iron-Sulphur Cluster), une réduction importante de la 

formation de ho
5
C2501 a été observée. De plus, RlhA est sensible à la concentration 

intracellulaire en Fe, car un épuisement de Fe diminue la formation de ho
5
C2501. 
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Figure 23. (A) Structure secondaire du domaine V de l'ARNr 23S d’E. coli avec les modifications post-transcriptionnelles. 

L’encadré montre la structure chimique de la 5-hydroxycytidine (ho5C). (B) Vue schématique des motifs protéiques de RlhA 

(Kimura, Sakai et al. 2017). 

Dans les ARNt bactériens, la 5-carboxyméthoxyuridine (cmo
5
U) et ses dérivés à la 

première position de l'anticodon facilitent l'appariement des bases non Watson-Crick avec la 

guanosine et les pyrimidines aux troisièmes positions des codons, augmentant ainsi les 

capacités de décodage (Sakai, Kimura et al. 2019). La modification de l’uridine de position 34 

(U34) en cmo
5
U34 se compose en deux étapes : (1) hydroxylation de l’U34 en 5-

hydroxyuridine (ho
5
U34) et (2) carboxyméthoxylation de la 5-hydroxyuridine (ho

5
U34) et 5-

carboxyméthoxyuridine (cmo
5
U) (Fig. 24A). Chez E. coli, TrhP (tRNA hydroxylation P en 

anglais) est impliquée dans la première étape, autrement dit, TrhP est responsable de 

l’hydroxylation d’U34 en ho
5
U34. Les résidus conservés tels que le glutamate E162, 

l’histidine H166 et quatre cystéines C170, C177, C193 et C197 sont importants pour l’activité 

enzymatiques de TrhP (Fig. 24B). Bien que les auteurs n’aient pas mentionné le rôle des 

centre Fe-S sur l’activité de TrhP (comme le cas de RlhA), le motif de quatre cystéines 

conservées nous laisse penser à l’implication des centres Fe-S à la formation de ho
5
U34. Les 

souches d'E. coli dépourvues des gènes impliqués dans la formation de ho
5
U34 présentent un 

phénotype sensible à la température et décodent les codons se terminant par un G (GCG et 

UCG) moins efficacement que la souche de type sauvage. Ces découvertes confirment que 

l'hydroxylation de l'ARNt assure un décodage efficace lors de la synthèse des protéines.   
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Figure 24. (A) Biogenèse de mcmo5U34 et de ses dérivés. (B) Organisation des domaines de TrhP d’E. coli, qui contient les 

domaines Peptidase_U32 (PF01136) et Peptidase_U32_C (PF16325) (Sakai, Kimura et al. 2019). 

Dans les deux cas, les réactions d’hydroxylation catalysées par RlhA et TrhP semblent 

dépendre du préphénate. Ce dernier est un produit en amont du chorismate, qui est lui-même 

un produit final de la voie du shikimate et un précurseur commun des acides aminés 

aromatiques et des vitamines chez des bactéries et des plante (Kanehisa, Goto et al. 2014) 

(Fig. 25). Le préphénate est ensuite converti en métabolites en aval via trois voies (Fig. 25).  

De plus, il existe une voie alternative de l’hydroxylation d’U34 en ho
5
U34 dépendante de 

l’oxygène catalysée par TrhO (tRNA hydroxylation O en anglais) (Fig. 24A). L’existence de 

deux voies dépendante et indépendante de l’oxygène de la formation de ho
5
U34 ressemble au 

cas de la biosynthèse de l’ubiquinone où deux voies existent également.      

 

Figure 25. La voie du shikimate et les métabolites associés. (Kimura, Sakai et al. 2017). 
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Une partie de la caractérisation biochimique de ces deux enzymes, RlhA et TrhP, sera 

présentée dans le chapitre VI. Même si elles ne sont pas impliquées dans la biosynthèse de 

l’ubiquinone, je me suis intéressé à ces deux protéines car elles présentaient des similitudes 

avec les protéines UbiU et UbiV.   

V. Protéines à centre Fe-S : Structures et fonctions 

V.1 Structures 

Les centres Fe-S sont des groupements prosthétiques présents dans de très nombreuses 

protéines chez la plupart des organismes vivants (Beinert, Holm et al. 1997). Plus de 130 

types de protéines à centre Fe-S sont présents chez E. coli (Py and Barras 2014). Les centres 

Fe-S résultent de l’assemblage d’atomes de fer dans différents états d’oxydation (fer ferreux 

Fe
2+ 

ou fer ferrique Fe
3+

) et d’ions sulfures dits soufres inorganiques, en stœchiométrie 

variable. Les centres Fe-S sont associés à une protéine via des liaisons non covalentes entre 

les atomes de fer et les chaînes latérales de résidus d’acides aminés, le plus souvent des 

résidus cystéines, mais d’autres résidus (comme aspartate, histidine, et même arginine) 

peuvent également servir de ligands (Gurbiel, Ohnishi et al. 1991, Brereton, Duderstadt et al. 

1999, Berkovitch, Nicolet et al. 2004). Différents types de centres Fe-S ont été observés au 

sein des protéines (Beinert 2000) ; les plus communément rencontrés sont présentés ci-après 

(Tableau 5).  

Les centres [1Fe-0S]   

Ce type de centre est le plus simple et il est constitué d'un seul atome de fer [1Fe-0S] 

central coordonné par quatre atomes de soufre organique de la chaîne latérale de cystéines de 

la protéine. Ces centres existent dans deux états d’oxydation, suivant que l’atome de fer est 

ferrique (état oxydé) ou ferreux (état réduit). 

Les centres [2Fe-2S]   

Ce type de centre, le plus simple des systèmes polymétalliques, est constitué de deux 

atomes de fer reliés par deux atomes de soufre inorganique et coordonnés à deux ligands 

appartenant à la protéine, le plus souvent des groupements thiols de Cystéine. Quelle que soit 

la nature des ligands, ces centres existent dans deux états rédox. A l’état oxydé [2Fe-2S]
2+

, les 

deux atomes de fer sont sous forme ferrique (Fe
3+

), tant dit qu’à l’état réduit [2Fe-2S]
1+

, la 

charge est localisée sur un des deux atomes de fer : l’un est sous forme ferrique (Fe
3+

) et 

l’autre est sous forme ferreuse (Fe
2+

).  

Les centres [3Fe-4S]   

Ce type de centre est constitué de trois atomes de fer reliés deux par deux par trois 

atomes de soufre, le quatrième atome de soufre reliant les trois atomes de fer. Les états 
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d’oxydation varient de [3Fe-4S]
+
 (tous les cations sous forme ferrique Fe

3+
) à [3Fe-4S]

2-
 (tous 

les cations à l’état Fe
2+

).  Certaines protéines Fe-S peuvent acquérir un ion ferreux pour 

convertir leur cluster [3Fe-4S] inactif en cluster [4Fe-4S] : c’est notamment le cas de 

l’aconitase, inactive lorsque son cluster n’a que trois cations de fer, et activée lorsqu’il 

acquiert le quatrième. Cette facilité d’interconversion est notamment mise à contribution dans 

des processus de régulation de gènes où chaque forme présente des propriétés différentes.   

Les centres [4Fe-4S]   

Le cluster [4Fe-S4] à géométrie de type cubane est la structure fer-soufre la plus 

courante. Chacun des quatre cations de fer est coordonné à trois atomes de soufre labile et un 

groupement thiolate de cystéine appartenant à la protéine. Ces centres existent sous trois 

d’état d’oxydation, constituant alors les deux couples rédox : [4Fe-4S]
2+/1+

 et [4Fe-4S]
3+/2+. 

Toutefois, la plupart des protéines [4Fe-4S] sont isolées dans l’état [4Fe-4S]
2+

. 

[1Fe-0S] [2Fe-2S] [3Fe-4S] [4Fe-4S] 

  

  

Etats édox 

Fe
2+ 

Fe
3+ 

Fe
3+

/Fe
3+

 → [2Fe-2S]
2+ 

Fe
3+

/Fe
2+

 → [2Fe-2S]
1+ 

3Fe
3+

 → [3Fe-4S]
+ 

2Fe
3+

/Fe
2+

 → [3Fe-2S]
0 

3Fe
3+

/Fe
2+

 → [4Fe-4S]
3+ 

2Fe
3+

/2Fe
2+

 → [4Fe-4S]
2+ 

Fe
3+

/3Fe
2+

 → [4Fe-4S]
1+ 

Potentiels rédox 

+20 à -100 mV -100 à +400 mV -60 à -460 mV -100 à -700 mV 

Tableau 5. Les différents centres Fe-S et leurs propriétés. *Par rapport à l’ENH, à pH 7 

V.2 Fonctions 

Les centres Fe-S peuvent avoir des fonctions très diverses. Ils sont très souvent impliqués 

dans des transferts d’électrons. Ce fut d’ailleurs la première fonction démontrée pour les 

centres Fe-S. Cependant, la découverte et l’étude de nombreuses protéines Fe-S ont permis de 

mettre en évidence de nouvelles fonctions biologiques, telles que la fonction enzymatique ou 

encore la régulation de l’expression des gènes (Beinert, Holm et al. 1997).  

Le transfert d’électrons 

Le rôle le plus connu des centres Fe-S est le transfert d’électron. Cette fonction est à 

l’origine de la délocalisation de la densité électronique sur des atomes de fer et de soufres, 

autrement dit, la capacité des atomes de fer à passer d’un état réduit (Fe
2+)

 à un état oxydé 

(Fe
3+

) et inversement. Ainsi, les centres Fe-S peuvent facilement accepter des électrons et/ou 
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les donner à d’autres entités. Les électrons peuvent circuler soit au sein d’une même protéine 

(on parle de transfert intramoléculaire) soit entre deux ou plusieurs partenaires protéiques (on 

parle donc de transfert intermoléculaire, celui-ci pouvant s’effecteur sur une longue distance).  

Les réactions de transferts d’électrons sont essentielles dans de nombreux processus 

biologiques incluant par exemple la photosynthèse ou la respiration (Johnson, Dean et al. 

2005). En effet, les centres [Fe-S] sont des composants majeurs des chaînes de transport 

d'électrons photosynthétique et respiratoire. Ils facilitent des voies de transfert d'électrons 

dans de nombreuses enzymes rédox solubles liées à la membrane et constituent les centres 

d'oxydo-activité des protéines, par exemple la ferrédoxine. 

La catalyse enzymatique  

L’exemple classique pour ce type de fonction est celui de l’aconitase du cycle de Krebs 

(Switzer 1989). Cette enzyme catalyse l'isomérisation stéréospécifique du citrate en isocitrate 

via le cis-aconitate (Fig. 26A). La réaction d'isomérisation implique une déshydratation suivie 

d'une réhydratation via son centre [4Fe-4S] dans lequel un des qutre atomes de fer du centre 

intervient en tant d’acide de Lewis : il possède un site de coordination vacant, l’une de ses 

orbitales pouvant accepter un doublet électronique ; ainsi ; il peut lier le substrat de la 

réaction, stabiliser l’état intermédiaire formé ainsi catalyser la réaction d’isomérisation (Fig. 

26B).     

 

Figure 26. (A) La réaction d’isomérisation du citrate en isocitrate catalysée par le centre [4Fe-4S] de l’aconitase. (B) 

Mécanisme réactionnel de l'aconitase illustrant la formation et la propagation de la double liaison. 

 

La catalyse rédox  

Les centres impliqués dans ce type de réaction sont représentés principalement par les 

protéines de la super-famille des radical-SAM (S-AdénosylMéthionine). Dans ce cas, le 

centre [4Fe-4S] est coordonné par trois cystéines, tant dit que le quatrième ligand est la SAM, 

afin de faciliter le clivage réductif et la génération du radical 5′-désoxyadénosyle, permettant 
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l’activation des substrats à transformer (Fig. 27) (Cheek and Broderick 2001). La superfamille 

radical-SAM comprend plus de 60 enzymes différentes qui catalysent les réactions 

radicalaires dans des processus biologiques très variée tels que la biosynthèse et la 

dégradation des précurseurs de l'ADN, de la vitamine, de l'antibiotique et des herbicides 

(Sofia, Chen et al. 2001).    

 

Figure 27. La formation du radical-SAM par les centres Fe-S. A = groupement adénine. (Cheek and Broderick 2001). 

On peut citer par exemple la RiboNucléotide Réductase, qui catalyse la formation des 

quatre désoxyribonucléotides à partire des ribonucléotides correspondants (Fontecave and 

Gerez 2002) ; la biotine synthase, une enzyme qui catalyse la conversion de la déthiobiotine 

en biotine (c'est la dernière étape de la voie de biosynthèse de la biotine) (Fontecave, 

Ollagnier-de-Choudens et al. 2003).  

La régulation des gènes 

Les centres Fe-S peuvent être sensibles aux conditions intra cellulaires (la concentration 

en Fe, en O2, …) et ainsi jouer un rôle clé dans la régulation de certains gènes. Plusieurs 

régulateurs à centre Fe-S ont été décrits, tels que la FNR, IscR,… La FNR (Fumarat et Nitrate 

Reductase en anglais) contrôle l’expression de nombreux gènes dans les conditions 

anaérobiques (Kiley and Beinert 2003). La forme active de FNR, qui est capable de se lier à 

l’ADN, est un dimère possédant un centre [4Fe-4S]
2+

 par sous-unité. Ce centre [4Fe-4S]
2+

 se 

convertit rapidement en présence d’oxygène en un centre [2Fe-2S]
2+

 qui rend la protéine 

inactive, alors incapable de dimériser et de se lier d’ADN. 

IscR (Iron-Sulfur Cluster Regulator en anglais) est un répresseur de l’opéron isc qui est 

responsable de la biosynthèse des centres Fe-S (Kiley and Beinert 2003). Son activité 

régulatrice dépend de l’état des centres Fe-S dans cellule. En effet, lorsque le pool des centres 

Fe-S dans la cellule est suffisant et que toutes les protéines Fe-S sont actives, IscR se trouve 

sous forme holo, contenant un centre [2Fe-2S]. Sous cette forme, IscR se lie à l’ADN et 

bloque sa propre transcription ainsi que celle de l’opéron isc. Au contraire, dans les conditions 

de carence en centres Fe-S, la transcription de ces deux derniers sont re-activées par la forme 

apo d’IscR. 
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Autres fonctions 

Jusqu’à présent, il était admis que certaines protéines Fe-S possédaient un centre n’ayant 

aucune des fonctions ci-dessus, et servant simplement à structurer la chaîne polypeptidique. 

Cette classe de protéine était représentée principalement par l’endonucléase III et MutY, qui 

sont impliquées dans la réparation de l’ADN (Kuo, McRee et al. 1992, Porello, Cannon et al. 

1998). Cependant, des études récentes suggèrent que le centre [4Fe-4S] de ses enzymes ne 

joue pas seulement le rôle structural mais est impliqué dans un processus rédox permettant la 

détection et la modification des bases de l’ADN endommagées (Yavin, Stemp et al. 2006). 

Des polyferrédoxines (chez les Archées uniquement), contenant jusqu’à 12 centres [4Fe-

4S], ont été proposées comme jouant un rôle de stockeur de fer (Hedderich, Albracht et al. 

1992).   

VI. Exemple d’une enzyme impliquée dans la réaction d’hydroxylation 

en anaérobie 

Comme je me suis intéressé à deux protéines UbiU et UbiV dont nous avons fait 

l’hypothèse qu’elles étaient impliquées dans des processus d’hydroxylation anaérobie dans la 

biosynthèse de l’ubiquinone, je me suis intéressé à chercher quels étaient les autres exemples 

d’enzymes capables de réaliser une réaction d’hydroxylation en l’absence de dioxygène O2. Il 

existe quelques rares enzymes capables d’opérer des réactions d’hydroxylations en anaérobie. 

L’une d’entre elles est l’éthylbenzène déshydrogénase (EBDH). 

Trois espèces bactériennes capables de dégrader de manière anaérobique l'éthylbenzène 

sont connues à ce jour (Kniemeyer and Heider 2001). Ce sont toutes des bactéries 

dénitrifiantes appartenant au genre Azoarcus des -protéobactéries. Pour l'une de ces souches, 

Azoarcus sp. EB1, l'éthylbenzène est le seul hydrocarbure connu utilisé comme substrat de 

croissance (Ball, Johnson et al. 1996). Les deux autres souches utilisent soit l'éthylbenzène, 

soit un autre composé hydrocarboné, à savoir le toluène (souche EbN1) ou le n-propylbenzène 

(souche PbN1) (Rabus and Widdel 1995). 

Ethylbenzène déhydrogénase (EDBH), qui catalyse l’oxydation de l’éthylbenzène en (S)-

(-)-1-phényléthanol, la première étape de la minéralisation d’éthylbenzène chez Azoarcus sp. 

EB1 dans les conditions anaérobiques, a été démontrée comme la première enzyme qui 

catalysait l’hydroxylation d’un hydrocarbure aromatique en absence de molécule de 

dioxygène (Johnson and Spormann 1999) (Fig. 28A). Des études de marquage aux isotopes 

stables ont montré que le groupe hydroxyle du 1-phényléthanol était dérivé de l'eau (Ball, 

Johnson et al. 1996).   
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Figure 28. (A) La minéralisation d’éthylbenzène chez Azoarcus sp. EB1 dans les conditions anaérobiques. (B) La structure 

des rayons X d’éthylbenzène déhydrogénase (EDBH) chez Aromatoleum aromaticum. Les squelettes des C des sous-unités 

, , et  sont représentés respectivement en vert, en bleu et en orange, respectivement. Les extémités N-ter sont des sphères 

de couleur appropriée et les extémités C-ter sont des sphères grises. Mo-bisMGD, les centres fer-soufre et l'hème sont 

représentés sous forme de représentation atomique. Tous les cofacteurs font partie d'une chaîne de transport d'électrons 

traversant les trois sous-unités. La poche en forme de tunnel menant au centre actif est marquée par une ligne noire. Pendant 

la catalyse, deux électrons résultant de l'utilisation d'eau pour l'hydroxylation de l'éthylbenzène sont transférés du centre de 

Mo dans la sous-unité a au fer hémique dans la sous-unité , d'où ils sont donnés à un accepteur encore inconnu. (C) La 

structure chimique du cofacteur Mo-bisMGD observé. (D) Le mécanisme de réaction putatif de l’EDBH. 

L’enzyme EDBH est un membre de la famille des enzymes diméthylsulfoxyde (DMSO) 

réductase qui comprend toutes les enzymes connues contenant du molybdène mononucléaire 

dans le centre actif (Hille 1996). EBDH est soluble et se trouve dans le périplasme. La 

structure de l’EBDH d’Aromatoleum aromaticum a été obtenue en 2006 par Kloer et ses 

collègues (Kloer, Hagel et al. 2006) (Fig. 28B). EBDH est un hétérotrimère de 160 kDa qui 

est composé de 3 sous-unités :  (100 kDa),  (35 kDa) et  (25 kDa). La sous-unité  

contient un centre [4Fe-4S] coordonné par trois cystéines et une histidine et un système du 

cofacteur molybdoptérine guanine dinucléotide (Mo-bisMGD) dans son centre actif (Fig. 

28C). La sous-unité  possède quatre centres Fe-S (trois centres [4Fe-4S] et un centre [3Fe-
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4S]) ; ces derniers, avec le centre Fe-S de la sous-unité , sont arrangés en forme d’un W (Fig. 

28B). Les résidus Lys185 et His187 de la sous-unité  se lient directement par des liaisons 

hydrogènes avec un hème b qui se trouve dans la sous-unité .      

Le mécanisme de réaction a été proposé dans la figure 28D. La réaction commence par 

une oxydation de l'ion Mo (IV) en état Mo (VI) par une élimination de deux électrons via la 

chaîne de transport d'électrons à travers des centres Fe-S jusqu'à l'hème. L’ion Mo (VI) se lie 

une molécule d’eau et le complexe Mo (VI)-H2O libère ensuite deux protons via His192 pour 

former le groupe oxo indiqué comme état initial sur la figure 28D 

Après la liaison au substrat, l’atome C2 est polarisé par le groupe carboxyle de Asp223, 

ce qui facilite le transfert d’une paire d’électrons et d’un proton de l’atome C1 au groupe oxo 

situé au Mo (VI). Ce transfert conduit à un groupe hydroxyle transitoire lié à Mo (IV) et à un 

carbocation transitoire en C1. Ensuite, le groupe hydroxyle du Mo (IV) s’ajoute à l’atome C1 

du substrat. Après l’hydroxylation de l’éthylbenzène, l’ion molybdène se trouve en état Mo 

(IV) et il est ensuite ré-oxidé en état Mo (VI) pour terminer le cycle de réaction. Cela a lieu à 

travers la chaîne des cofacteurs rédox connectant le molybdène et l’hème. 

VII. Objectif de la thèse 

Ma thèse a eu pour but de participer à une description plus complète de la biosynthèse de 

l’ubiquinone en aérobie et en anaérobie chez E. coli et une évaluation de l'implication 

physiologique de l'ubiquinone dans diverses fonctions cellulaires dans des environnements de 

laboratoire et dans la colonisation de différents hôtes. Pour atteindre cet objectif, les trois 

laboratoires (CPB, UMR8229,  Collège de France, Paris ; UMR5163, Laboratoire Adaptation 

et Pathogénie des Microorganismes, UJF-Grenoble ; UMR7283, Laboratoire de Chimie 

Bactérienne, Marseille, puis Institut Pasteur, Département de Microbiologie, Paris) combinent 

des approches multidisciplinaires : (i) génétique et physiologie microbienne, (ii) biologie 

moléculaire et imagerie cellulaire, (iii) chimie des protéines biologie structurale et synthèse 

organique des intermédiaires de l’ubiquinone qui ne sont pas disponibles dans le commerce.  

Ma thèse se concentre sur la troisième partie de ce projet, c.à.d les études biochimiques et 

structurelles des protéines Ubi qui ont été auparavant identifiées par nos collaborateurs afin 

d'élucider leur fonction notamment vis-à-vis d'un complexe Ubi qui regroupe plusieurs 

protéines Ubi. En outre, une grande partie de ma thèse se repose sur la caractérisation 

biochimique et structurale des protéines impliquées dans la biosynthèse de l’ubiquinone en 

anaérobies (UbiT, UbiU, UbiV) chez E. coli et chez P. aeruginosa. Les 4 différents chapitres 

résulats de cette thèse seront : 
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 Mise en évidence d’un complexe aérobe Ubi chez E.coli 

 Caractérisation biochimique d’UbiU, d’UbiV et d’UbiT d’E.coli  

 Caractérisation biochimique d’UbiU, d’UbiV et d’UbiT de Pseudomonas aeruginosae 

 Expression et purification de RlhA et de TrhP 

Pour ce dernier axe de ma thèse, bien que ces deux protéines ne soient pas impliquées 

dans la biosynthèse de l’ubiquinone, elles présentent des similitudes avec UbiU et UbiV au 

point de vue du mécanisme de réaction. Dans le but de trouver le mécanisme de réaction, ses 

protéines semblent être avantageuses car leur substrats (ARNr et ARNt) sont illimités et 

faciles à manipuler ; alors que ceux d’UbiU et d’UbiV ne sont pas disponibles dans le 

commerce et la synthèse chimique est difficile. De plus, ces molécules, avec la queue 

polyisoprényle, sont très hydrophobes et demandent un tampon qui est compatible à la fois 

aux substrats, UbiU-UbiV et au cofacteur/oxydant.  
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I. Matériels biologiques 

I.1 Souches bactériennes 

Souche Génotype Fonction 

E. coli DH5α
1 

F
–
 80lacZΔM15 

Δ(lacZYA-argF) U169 

recA1 endA1 hsdR17(rK
-
, 

mK
+
) phoA supE44 λ

–
 thi-

1 gyrA96 relA1 

Souche permettant d’obtenir de 

nombreuses copies de plasmide, 

utilisée pour obtenir les stocks d’ADN 

plasmidique. 

E. coli BL21(DE3)
1 

F
–
 ompT hsdSB (rB

–
, mB

–
) 

gal dcm (DE3) 

Souche permettant le contrôle de la 

surexpression des protéines dont le 

gène a été cloné en aval du promoteur 

T7, induit par la T7 ARN polymérase. 

Le phage DE3 présent dans la souche 

contient le gène codant pour la T7 

ARN polymérase sous contrôle du 

promoteur LacUV5 inductible par 

l’IPTG (isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside) : ce n’est qu’à 

l’ajout d’IPTG que la T7 ARN 

polymérase, et par conséquent la 

protéine d’intérêt, vont être 

surexprimées. 

E. coli BL21(DE3) 

ubiU-ubiV
2 
 

F
–
 ompT hsdSB (rB

–
, mB

–
) 

gal dcm (DE3) ubiU-

ubiV::kan 

Souche dérivée d’E. coli BL21(DE3) 

dont les gènes ubiU et ubiV ont été 

remplacés par le gène résistant à 

kanamycine, permettant la 

surexpression d’UbiU et d’UbiV de P. 

aeruginosa.  

E. coli BL21 Star 

(DE3)
3
 

F
–
 ompT hsdSB (rB

–
, mB

–
)  

galdcmrne131 (DE3) 

Souche permettant le contrôle de la 

surexpression des protéines dont le 

gène a été cloné en aval du promoteur 

T7, induit par la T7 ARN polymérase. 

Le phage DE3 présent dans la souche 

contient le gène codant pour la T7 
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ARN polymérase sous contrôle du 

promoteur LacUV5 inductible par 

l’IPTG : ce n’est qu’à l’ajout d’IPTG 

que la T7 ARN polymérase, et par 

conséquent la protéine d’intérêt, vont 

être surexprimées. Cette souche offre 

également une meilleure stabilité 

d’ARNm compte tenu d’une mutation 

dans le gène RNaseE (rne131) qui 

réduit les niveaux de RNase endogènes 

et la dégradation d’ARNm, augmentant 

ainsi la stabilité des transcripts 

d’ARNm et le rendement des protéines 

Tableau 6. Souches bactériennes utilisées. Sources : 1Agilent Technologie, 2Institut Pasteur, Département de 

Microbiologie. 3Thermo Fisher Scientific. 

I.2 Vecteurs plasmidiques 

Nom Caractéristiques Origine 

pGro7 Plasmide permettant de surexprimer les 

chaperonnes GroES et GroEL. Les gènes codant 

pour ces protéines sont en aval du promoteur araB, 

inductible par le L-arabinose. Gène de résistance 

au chloramphénicol. 

TaKaRa Bio, 

Inc. (Japan) 

pET22-ubiV Plasmide permettant la surexpression d’UbiV d’E. 

coli en aval d’un promoteur T7 inductible par 

l’IPTG avec une étiquette de six histidines à son 

extrémité C-terminale. Gène de résistance à 

l’ampicilline. 

Réalisé au cours 

de la thèse 

pET22-ubiU Plasmide permettant la surexpression d’UbiU d’E. 

coli en aval d’un promoteur T7 inductible par 

l’IPTG avec une étiquette de six histidines à son 

extrémité C-terminale. Gène de résistance à 

l’ampicilline. 

Réalisé au cours 

de la thèse 

pETDuet-

ubiU/ubiV 

Plasmide permettant la co-surexpression d’UbiU 

sans étiquette et d’UbiV d’E.coli avec une 

Réalisé au cours 

de la thèse 
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étiquette de six histidines à son extrémité C-

terminale. Les séquences sont intégrées en aval de 

deux promoteurs T7 indépendants et inductibles 

par l’IPTG. Gène de résistance à l’ampicilline.  

pET32-ubiT Plasmide permettant la surexpression d’une 

protéine de fusion Thiorédoxine d’E. coli (Trx) et 

UbiT d’E. coli en aval d’un promoteur T7 

inductible par l’IPTG. Le gène ubiT est inséré en 

aval du gène codant pour la thiorédoxine. Une 

séquence codant pour un site clivable par la 

thrombine et une séquence codant pour l’étiquette 

de six histidines sont présentes entre les deux 

gènes. La séquence est intégrée en aval d’un 

promoteur T7 inductibles par l’IPTG. Gène de 

résistance à l’ampicilline. 

Réalisé au cours 

de la thèse 

pET22-ubiVPA Plasmide permettant la surexpression d’UbiV de P. 

aeruginosa en aval d’un promoteur T7 inductible 

par l’IPTG avec une étiquette de six histidines à 

son extrémité C-terminale. Gène de résistance à 

l’ampicilline. 

Réalisé au cours 

de la thèse 

pET22-ubiUPA Plasmide permettant la surexpression d’UbiU de P. 

aeruginosa en aval d’un promoteur T7 inductible 

par l’IPTG avec une étiquette de six histidines à 

son extrémité C-terminale. Gène de résistance à 

l’ampicilline. 

Réalisé au cours 

de la thèse 

pET32-ubiTPA Plasmide permettant la surexpression d’une 

protéine de fusion Thiorédoxine d’E.coli (Trx) et 

UbiT de P. aeruginosa en aval d’un promoteur T7 

inductible par l’IPTG. Le gène ubiTPA est inséré en 

aval du gène codant pour la thiorédoxine. Une 

séquence codant pour un site clivable par la 

thrombine et une séquence codant pour l’étiquette 

de six histidines sont présentes entre les deux 

gènes. La séquence ubiTPA a été optimisée par une 

Réalisé au cours 

de la thèse 
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modification des codons pour une surexpression 

chez E. coli. La séquence est intégrée en aval d’un 

promoteur T7 inductibles par l’IPTG. Gène de 

résistance à l’ampicilline. 

pETDuet-ubiK Plasmide permettant la surexpression d’UbiK d’E. 

coli en aval d’un promoteur T7 inductible par 

l’IPTG avec acune étiquette Gène de résistance à 

l’ampicilline. 

Réalisé par 

Bruno Faive 

pETDuet-6his-

ubiJ/ubiK 

Plasmide permettant la co-surexpression d’UbiK 

sans étiquette et d’UbiJ d’E.coli avec une étiquette 

de six histidines à son extrémité N-terminale. Les 

séquences sont intégrées en aval de deux 

promoteurs T7 indépendants et inductibles par 

l’IPTG. Gène de résistance à l’ampicilline. 

Réalisé par 

Bruno Faive 

pETDuet-ubiJ 

(121–201) 

Plasmide permettant la surexpression du domaine 

SCP2 d’UbiT (1-120) avec une étiquette de six 

histidines à son extrémité N-terminale. La 

séquence est intégrée en aval d’un promoteur T7 

inductibles par l’IPTG. Gène de résistance à 

l’ampicilline. 

Réalisé par 

Bruno Faive 

pET22-rlhA Plasmide permettant la surexpression d’RlhA d’E. 

coli en aval d’un promoteur T7 inductible par 

l’IPTG avec une étiquette de six histidines à son 

extrémité C-terminale. Gène de résistance à 

l’ampicilline. 

Réalisé au cours 

de la thèse 

pET15-rlhA Plasmide permettant la surexpression d’RlhA d’E. 

coli en aval d’un promoteur T7 inductible par 

l’IPTG avec une étiquette de six histidines à son 

extrémité N-terminale. Gène de résistance à 

l’ampicilline. 

Réalisé au cours 

de la thèse 

pET15-trhP Plasmide permettant la surexpression de TrhP d’E. 

coli en aval d’un promoteur T7 inductible par 

l’IPTG avec une étiquette de six histidines à son 

extrémité N-terminale. Gène de résistance à 

Réalisé au cours 

de la thèse 
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l’ampicilline. 

Tableau 7. Vecteurs plasmidiques utilisés 

pET22-ubiV : UbiV d’E.coli 

ATGAAATATTCCTTAGGGCCAGTGCTGTGGTACTGGCCAAAAGAGACGCTGGAA

GAATTTTATCAGCAGGCCGCCACCAGCAGCGCCGACGTGATTTATCTTGGTGAAG

CGGTATGCAGCAAGCGTCGGGCAACCAAAGTTGGCGACTGGCTGGAGATGGCAA

AATCGCTCGCCGGGAGTGGTAAGCAGATTGTGCTCTCCACGCTGGCGCTGGTGCA

GGCATCATCTGAACTGGGCGAACTGAAACGCTATGTTGAGAACGGTGAGTTTCTG

ATTGAAGCCAGCGATCTCGGCGTGGTGAATATGTGCGCTGAACGCAAACTGCCGT

TCGTCGCCGGGCACGCGCTGAACTGCTACAACGCGGTGACACTGAAAATATTGCT

CAAACAGGGCATGATGCGCTGGTGTATGCCAGTGGAGCTTTCCCGCGACTGGCTG

GTGAATCTGCTTAATCAGTGCGATGAGCTGGGCATTCGTAACCAGTTTGAAGTGG

AAGTCCTGAGCTACGGTCATCTGCCGCTGGCCTACTCCGCCCGCTGCTTTACTGCG

CGTTCGGAAGACCGCCCGAAAGATGAGTGTGAAACCTGCTGCATTAAGTATCCG

AACGGGCGCAACGTGCTGTCGCAGGAAAACCAACAAGTGTTTGTACTCAATGGC

ATTCAGACCATGAGCGGCTACGTTTACAACCTCGGTAACGAGCTGGCATCCATGC

AGGGCCTGGTTGATGTGGTCCGCCTGTCACCGCAGGGTACTGACACTTTCGCGAT

GCTCGACGCCTTCCGCGCTAATGAAAATGGCGCTGCACCACTGCCGTTGACGGCG

AACAGCGACTGTAACGGCTACTGGCGGCGGCTGGCAGGACTGGAGCTGCAAGCC

CTTGAACACCACCATCATCACCATTAA 

 

pET22-ubiU : UbiU d’E.coli 

ATGGAGCTGCTCTGCCCTGCCGGAAATCTCCCGGCGCTTAAGGCGGCCATCGAAA

ACGGCGCAGATGCTGTTTATATCGGGCTAAAAGATGATACCAATGCCCGTCACTT

CGCCGGCCTTAACTTTACCGAGAAAAAATTGCAGGAAGCGGTGAGTTTTGTCCAT

CAACATCGCCGCAAACTTCACATCGCGATTAACACTTTTGCGCATCCGGACGGTT

ACGCCCGTTGGCAGCGCGCCGTGGATATGGCGGCGCAGCTGGGTGCCGACGCGC

TGATCCTCGCCGACCTCGCCATGCTGGAGTACGCCGCCGAGCGTTATCCGCATAT

TGAGCGCCACGTATCGGTGCAGGCTTCGGCGACCAATGAAGAGGCGATTAACTTT

TATCATCGCCATTTTGACGTTGCTCGCGTGGTGCTGCCGCGCGTGTTGTCGATTCA

TCAGGTGAAACAACTGGCACGGGTCACACCTGTACCACTGGAAGTCTTTGCTTTC

GGCAGCCTGTGCATTATGTCGGAAGGTCGTTGCTATCTGTCGTCGTATCTGACGG

GTGAGTCGCCCAACACCATAGGCGCGTGTTCTCCGGCCCGTTTCGTGCGCTGGCA

ACAAACGCCGCAGGGGCTGGAATCCCGCCTGAACGAAGTGCTGATCGACCGTTA
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TCAGGACGGCGAAAACGCAGGTTATCCGACGCTATGTAAAGGGCGTTATCTGGT

GGACGGCGAGCGCTATCACGCGCTGGAAGAACCAACCAGTCTCAATACCCTGGA

ACTGCTGCCGGAGTTAATGGCGGCGAATATTGCTTCGGTGAAAATTGAAGGCCGC

CAGCGTAGCCCGGCGTATGTCAGCCAGGTGGCGAAAGTCTGGCGTCAGGCTATC

GACCGTTGTAAGGCCGATCCGCAAAACTTTGTACCGCAAAGCGCGTGGATGGAG

ACGCTCGGGTCGATGTCCGAAGGCACGCAAACCACTCTTGGCGCATATCACCGTA

AATGGCAGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 

 

pETDuet-ubiU/ubiV : Complexe UbiU-UbiV d’E. coli 

 ubiU 

ATGGAGCTGCTCTGCCCTGCCGGAAATCTCCCGGCGCTTAAGGCGGCCATCGAAA

ACGGCGCAGATGCTGTTTATATCGGGCTAAAAGATGATACCAATGCCCGTCACTT

CGCCGGCCTTAACTTTACCGAGAAAAAATTGCAGGAAGCGGTGAGTTTTGTCCAT

CAACATCGCCGCAAACTTCACATCGCGATTAACACTTTTGCGCATCCGGACGGTT

ACGCCCGTTGGCAGCGCGCCGTGGATATGGCGGCGCAGCTGGGTGCCGACGCGC

TGATCCTCGCCGACCTCGCCATGCTGGAGTACGCCGCCGAGCGTTATCCGCATAT

TGAGCGCCACGTATCGGTGCAGGCTTCGGCGACCAATGAAGAGGCGATTAACTTT

TATCATCGCCATTTTGACGTTGCTCGCGTGGTGCTGCCGCGCGTGTTGTCGATTCA

TCAGGTGAAACAACTGGCACGGGTCACACCTGTACCACTGGAAGTCTTTGCTTTC

GGCAGCCTGTGCATTATGTCGGAAGGTCGTTGCTATCTGTCGTCGTATCTGACGG

GTGAGTCGCCCAACACCATAGGCGCGTGTTCTCCGGCCCGTTTCGTGCGCTGGCA

ACAAACGCCGCAGGGGCTGGAATCCCGCCTGAACGAAGTGCTGATCGACCGTTA

TCAGGACGGCGAAAACGCAGGTTATCCGACGCTATGTAAAGGGCGTTATCTGGT

GGACGGCGAGCGCTATCACGCGCTGGAAGAACCAACCAGTCTCAATACCCTGGA

ACTGCTGCCGGAGTTAATGGCGGCGAATATTGCTTCGGTGAAAATTGAAGGCCGC

CAGCGTAGCCCGGCGTATGTCAGCCAGGTGGCGAAAGTCTGGCGTCAGGCTATC

GACCGTTGTAAGGCCGATCCGCAAAACTTTGTACCGCAAAGCGCGTGGATGGAG

ACGCTCGGGTCGATGTCCGAAGGCACGCAAACCACTCTTGGCGCATATCACCGTA

AATGGCAGTGA 

 ubiV 

ATGAAATATTCCTTAGGGCCAGTGCTGTGGTACTGGCCAAAAGAGACGCTGGAA

GAATTTTATCAGCAGGCCGCCACCAGCAGCGCCGACGTGATTTATCTTGGTGAAG

CGGTATGCAGCAAGCGTCGGGCAACCAAAGTTGGCGACTGGCTGGAGATGGCAA

AATCGCTCGCCGGGAGTGGTAAGCAGATTGTGCTCTCCACGCTGGCGCTGGTGCA
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GGCATCATCTGAACTGGGCGAACTGAAACGCTATGTTGAGAACGGTGAGTTTCTG

ATTGAAGCCAGCGATCTCGGCGTGGTGAATATGTGCGCTGAACGCAAACTGCCGT

TCGTCGCCGGGCACGCGCTGAACTGCTACAACGCGGTGACACTGAAAATATTGCT

CAAACAGGGCATGATGCGCTGGTGTATGCCAGTGGAGCTTTCCCGCGACTGGCTG

GTGAATCTGCTTAATCAGTGCGATGAGCTGGGCATTCGTAACCAGTTTGAAGTGG

AAGTCCTGAGCTACGGTCATCTGCCGCTGGCCTACTCCGCCCGCTGCTTTACTGCG

CGTTCGGAAGACCGCCCGAAAGATGAGTGTGAAACCTGCTGCATTAAGTATCCG

AACGGGCGCAACGTGCTGTCGCAGGAAAACCAACAAGTGTTTGTACTCAATGGC

ATTCAGACCATGAGCGGCTACGTTTACAACCTCGGTAACGAGCTGGCATCCATGC

AGGGCCTGGTTGATGTGGTCCGCCTGTCACCGCAGGGTACTGACACTTTCGCGAT

GCTCGACGCCTTCCGCGCTAATGAAAATGGCGCTGCACCACTGCCGTTGACGGCG

AACAGCGACTGTAACGGCTACTGGCGGCGGCTGGCAGGACTGGAGCTGCAAGCC

CTTGAACACCACCATCATCACCATTAA 

 

pET32-ubiT : Trx-UbiTPA d’E. coli 

ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCA

AAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCA

AAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGA

CCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCAT

CCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAA

GTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCG

GTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCA

CGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGG

ACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGGGGTTGGATAAAC

TGCGTTCCCGTATTGTGCATTTGGGGCCATCTCTGTTGAGTGTACCGGTAAAACTG

ACGCCATTTGCGCTAAAACGCCAGGTTCTTGAGCAGGTCTTAAGCTGGCAATTCC

GCCAGGCGCTGGATGATGGCGAGCTGGAGTTTCTTGAAGGCCGCTGGTTAAGTAT

TCATGTGCGTGATATTGACCTGCAATGGTTTACCTCGGTGGTGAATGGCAAACTG

GTCGTTAGCCAGAACGCGCAAGCTGATGTGAGTTTTAGTGCCGACGCCAGCGATC

TGCTGATGATTGCGGCGCGTAAACAAGATCCGGATACGCTCTTCTTCCAGCGTCG

GCTGGTGATTGAAGGCGATACGGAGCTGGGGCTGTATGTGAAAAACCTGATGGA

CGCCATTGAACTGGAGCAAATGCCGAAAGCCTTACGCATGATGCTGCTGCAACTG

GCGGATTTTGTTGAGGCGGGAATGAAAACCGCGCCTGAAACCAAACAGACATCG

GTAGGTGAACCATGCTAA 
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pET22-ubiVPA: UbiVPA de P. aeruginosa  

ATGAAACTGAGCCTGGGACCGCTGCTGTTCTACTGGGACAAGCGGCAGATATTCG

ATTTCTACGCCGAGATGGCCGGCCAGCCGCTCGACGTCATCTACCTCGGCGAGAC

CGTCTGCGCCAAGCGCCGGGCGCTGTCCCTGAACGATTGGCAGGCGCTGGCCCGC

GAGCTGGCGCAGGCGACCCGTGCCGAGCTGGTGCTCTCCGGGCTGGCGCTGATCG

AGGCCGCTTCGGAGCTGTCCAGCCTGCGCCGGCTATGCGAGAACGGCGAACTCC

GGGTCGAGGCCAACGACATGGCCGCCGTCTATTACCTCAGCCAGCGCGGCGTGCC

CTTTGTCGGCGGTCCGGCGCTGAACCTCTACAACGGTCATGCCCTGGCCGAACTG

TATTCCTGGGGCATGCGCCGCTGGATTCCGCCGGTGGAAGTCTCCGGCAAGCTGC

TGCGCGGGGTGCTCGACCAGGCTGCGCAGCTGGGCCTGGAGCAATTGCAGACCG

AGGTCTTCGCCTACGGTCACCTGCCGCTGGCCTACTCGGCGCGCTGCTTCACCGC

GCGGGCGGAGAACCGGCCCAAGGACGACTGCCAGTTCTGCTGCCAGCAGTATCC

CGAAGGTATCCCGCTGCTCAGCCAGGAGGGCGAGGCGCTGTTCACCCTCAACGG

CATCCAGACCATGTCCGGCAAGGTCAGCAACCTGCTGGCCGACTACCGCTCGCTG

GAACATAGCGGCGCCGACCTGCTACGCCTGAGTCCTCGGGCGCAGGGCATGGCC

GAGGTGATCGCGGCCTTCGACCGGGTACGCAAGGGTGCCGCTCCGCCGCTCGCCG

TGGAAGGCTGCAACGGCTACTGGCACGGCCGGCCGGGGATGCTGCGGGCAGAGG

AGGCAGGGCTATGCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 

 

pET22-ubiUPA: UbiUPA de P. aeruginosa  

ATGCAACTGGTCTGTCCGGCGGGCAGCCTGCCCGCCTTGAAGTCGGCCCTGCGAC

AGGGCGCCGATGCCATCTACGTCGGTTTCCGCGACGACACCAACGCCCGCCATTT

CGCCGGCCTCAACCTTGACGAACGCCAGTTGCAGGAAGGCCTGCGGCGAGTCCA

CGAGGCCGGGCGGCAGCTCTACGTAGCGGTCAACACCTATTCCAGCGCGCAGGG

CTGGGAGCGCTGGCAGCGCGCGGTGGACCAGGCCGCCGACCTCGGCGTCGATGC

GTTGATCGCCGCCGACGTGGCGGTGCTCGGCTATGCCGCGAAGCGTCATCCGCGG

CTCAACCTGCATCTGTCGGTGCAGGGCTCGGCAACCAATGCCGCGGCCCTGGCCC

TCTATCACGAACGCTACGGCATCCGTCGCGCGGTCCTGCCCCGCGTGCTATCGCT

GGCGCAGGTACGCCAGGTGGCGGCCGGTAGCCCGGTGCCGGTGGAGGTGTTCGC

CTTCGGCAGCCTGTGCATCATGGCCGAGGGCCGCTGCCACCTGTCCTCCTACGTC

ACCGGCGAGTCGCCGAACCTCTGCGGCGTCTGTTCGCCGGCCAGGGCGGTGCGCT

GGAGCGAGGAACCGGAGGGGTTGACCTCGCGCCTCAACGAAGTGCTCATCGACC

GCTACGCCGCCGGCGAGGCGGCCGGCTACCCGACCCTCTGCAAGGGCCGTTTCCT
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GGTCAATGGCCAGCGCTTCCATGCGCTGGAGGAACCGACCAGCCTGAACACCCT

GGACCTGGTCCCGCAGCTGGCGGAAATCGGCGTGGCGGCGGTGAAGATCGAAGG

CCGCCAGCGCAGCCCGGCCTACGTCGAGCAGGTCACCCGGGTCTGGCGCCAGGC

GCTGGACAGCTACGCCAGCGCGCCGGGCGCCTATAGCGTGCAGCCGCAATGGCA

GCGCGCGCTGGCCGGACTTTCCGAAGGGCACCAGACCACCCTGGGCGCCTATCAC

CGTTCCTGGCAGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 

 

pET32-ubiTPA : Trx-UbiTPA de P. aeruginosa  optimisée 

ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCA

AAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCA

AAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGA

CCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCAT

CCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAA

GTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCG

GTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCA

CGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGG

ACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGGCTGATATCGGAT

CCGAATTCATGCTGAATCGTCAGCGTCTGCTGCTGGGTGTTGCAGGTCGCCTGCT

GCCGCTGGCAGCCAAAGTTCCGCGTGGTCTGCAGCATCTGGTTCTGCAGCGTGTT

GCAAATCGTCTGTTTGCACAGCCGCTGGAAGAAGGTGCATTTGATCTGCTGGAAG

GTCGTTGGCTGCGTCTGGAAGTTCGTGATCTGGGTGTGGGTTGGTGTGTTACCCGT

GTTCCGGGTGGCCTGCGCCTGGTTGAACGTCCGCGTGCAAGCGTTACCATTCGTG

GTGATTGGCGTGATTTCCTGCTGCTGGCAAGCCGTCATGAAGATCCGGATACCCT

GTTTTTTCGTCGTCGTCTGGTTATTGAAGGTGATACCGAACTGGGTCTGGCAGTTA

AAAACCTGCTGGATAGCCTGGACCCTGAACATCTGCCTCCGTGGCTGTGGAATGC

AGTTGAACGTGCAGGTCGTGCAGTTCAAGAGGAACGTGGTGAAGCACCGCAGGG

TCCGGTTCAGGGTGCACGTGGTGGTTAA  

 

pETDuet-ubiK : UbiK d’E. coli 

ATGATTGACCCGAAAAAAATTGAGCAAATCGCTCGCCAGGTTCACGAATCAATG

CCTAAAGGAATCAGGGAGTTCGGGGAAGATGTGGAGAAAAAAATCCGCCAAACC

CTACAAGCGCAGCTGACGCGCCTCGACCTTGTAAGCCGTGAAGAGTTCGACGTCC

AAACGCAAGTCCTGTTACGGACTCGTGAAAAACTGGCGCTGCTTGAACAAAGAA

TCAGCGAACTGGAAAATCGCAGTACTGAGATCAAAAAGCAGCCAGATCCAGAGA
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CTCTCCCCCCAACGCTGCTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGA

ACGCCAGCACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAA 

 

pETDuet-6his-ubiJ/ubiK : Complexe UbiJ-UbiK 

 6his-ubiJ 

ATGGAATTGCATCATCATCATCATCATGAATTCATGCCTTTTAAACCTTTAGTGAC

GGCAGGAATTGAAAGTCTGCTCAACACCTTCCTGTATCGCTCACCCGCGCTGAAA

ACGGCCCGCTCGCGTCTGCTGGGTAAAGTATTGCGCGTGGAGGTAAAAGGCTTTT

CGACGTCATTGATTCTGGTGTTCAGCGAACGCCAGGTTGATGTACTGGGCGAATG

GGCAGGCGATGCTGACTGCACCGTTATCGCCTACGCCAGTGTGTTGCCGAAACTT

CGCGATCGCCAGCAGCTTACCGCACTGATTCGCAGTGGTGAGCTGGAAGTGCAG

GGCGATATTCAGGTGGTGCAAAACTTCGTTGCGCTGGCAGATCTGGCAGAGTTCG

ACCCTGCGGAACTGCTGGCCCCTTATACCGGTGATATCGCCGCTGAAGGAATCAG

CAAAGCCATGCGCGGAGGCGCAAAGTTCCTGCATCACGGCATTAAGCGCCAGCA

ACGTTATGTGGCGGAAGCCATTACTGAAGAGTGGCGTATGGCACCCGGTCCGCTT

GAAGTGGCCTGGTTTGCGGAAGAGACGGCTGCCGTCGAGCGTGCTGTTGATGCCC

TGACCAAACGGCTGGAAAAACTGGAGGCTAAATGA 

 ubiK 

ATGATTGACCCGAAAAAAATTGAGCAAATCGCTCGCCAGGTTCACGAATCAATG

CCTAAAGGAATCAGGGAGTTCGGGGAAGATGTGGAGAAAAAAATCCGCCAAACC

CTACAAGCGCAGCTGACGCGCCTCGACCTTGTAAGCCGTGAAGAGTTCGACGTCC

AAACGCAAGTCCTGTTACGGACTCGTGAAAAACTGGCGCTGCTTGAACAAAGAA

TCAGCGAACTGGAAAATCGCAGTACTGAGATCAAAAAGCAGCCAGATCCAGAGA

CTCTCCCCCCAACGCTGCTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGA

ACGCCAGCACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAA 

 

pETDuet-ubiJ (121-201) : Domaine SCP2 d’UbiJ 

ATGGAATTGCATCATCATCATCATCATGAATTCATGCCTTTTAAACCTTTAGTGAC

GGCAGGAATTGAAAGTCTGCTCAACACCTTCCTGTATCGCTCACCCGCGCTGAAA

ACGGCCCGCTCGCGTCTGCTGGGTAAAGTATTGCGCGTGGAGGTAAAAGGCTTTT

CGACGTCATTGATTCTGGTGTTCAGCGAACGCCAGGTTGATGTACTGGGCGAATG

GGCAGGCGATGCTGACTGCACCGTTATCGCCTACGCCAGTGTGTTGCCGAAACTT

CGCGATCGCCAGCAGCTTACCGCACTGATTCGCAGTGGTGAGCTGGAAGTGCAG
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GGCGATATTCAGGTGGTGCAAAACTTCGTTGCGCTGGCAGATCTGGCAGAGTTCG

ACCCTGCGTAA 

 

pET22-rlhA : RlhA6his d’E. coli 

ATGACCGTATCTTCTCATCGACTTGAACTGTTAAGCCCGGCACGCGATGCCGCCA

TTGCCCGCGAAGCTATTTTGCACGGTGCCGATGCTGTTTATATCGGCGGCCCTGGT

TTTGGTGCCCGTCATAATGCCAGTAATAGCTTGAAAGATATTGCCGAGCTGGTGC

CGTTTGCCCATCGTTATGGTGCAAAAATTTTCGTCACGCTTAACACCATTTTGCAT

GATGATGAGCTGGAACCCGCGCAACGGCTGATTACTGACCTCTACCAGACCGGTG

TCGATGCGCTGATTGTTCAGGATATGGGGATTCTGGAACTTGATATTCCGCCGAT

TGAACTGCACGCCAGTACGCAGTGCGACATTCGTACAGTTGAAAAAGCGAAGTT

CCTCTCTGATGTTGGCTTCACGCAGATTGTGCTGGCGCGAGAGCTGAATCTTGAT

CAGATCCGCGCGATTCACCAGGCTACGGACGCGACCATTGAATTCTTTATTCATG

GGGCACTGTGCGTGGCCTATTCGGGTCAGTGCTACATTTCTCATGCGCAAACAGG

GCGTAGCGCCAACCGTGGCGATTGCTCGCAGGCGTGCCGTTTGCCATACACATTG

AAAGACGATCAGGGGCGGGTGGTTTCCTATGAAAAACATCTGCTGTCGATGAAA

GATAACGATCAGACTGCCAACCTCGGCGCGCTGATTGATGCTGGTGTACGCTCCT

TCAAGATTGAAGGGCGTTACAAAGATATGAGCTACGTGAAGAATATCACCGCCC

ATTATCGCCAGATGCTTGATGCCATTATTGAAGAACGTGGCGATCTGGCGCGCGC

TTCATCAGGTCGTACTGAACATTTCTTTGTTCCATCGACGGAAAAGACTTTCCACC

GTGGTAGCACAGATTATTTTGTGAATGCCCGTAAAGGCGATATTGGCGCGTTCGA

TTCGCCGAAATTTATCGGCCTGCCGGTAGGCGAAGTAGTGAAAGTGGCGAAAGA

TCATCTCGATGTTGCCGTTACCGAGCCACTGGCAAATGGCGATGGCCTGAACGTG

TTGATTAAACGTGAAGTCGTCGGTTTTCGTGCCAATACGGTCGAGAAAACCGGAG

AAAATCAGTACCGCGTCTGGCCCAATGAAATGCCAGCAGATTTGCACAAAATTCG

TCCACATCACCCACTAAACCGTAATCTTGATCATAACTGGCAGCAGGCACTGACA

AAAACCTCCAGCGAACGTCGGGTGGCGGTAGACATTGAACTGGGCGGCTGGCAG

GAACAACTGATTCTGACCCTCACCAGTGAAGAGGGTGTCAGCATCACGCATACGC

TGGACGGGCAGTTCGACGAAGCCAATAACGCCGAAAAAGCAATGAACAATCTGA

AGGATGGTCTGGCAAAACTGGGGCAAACCCTCTATTACGCCCGCGATGTGCAAAT

TAATTTGCCGGGGGCGCTGTTTGTACCAAACAGTCTGTTAAACCAGTTCCGCCGT

GAAGCTGCTGACATGCTGGATGCTGCGCGTCTTGCCAGTTACCAGCGCGGCAGCC

GTAAACCGGTTGCTGATCCTGCGCCGGTTTATCCGCAAACGCATCTGAGTTTCCTC

GCGAACGTATACAACCAGAAAGCGCGTGAATTTTATCATCGCTATGGTGTGCAGC
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TGATTGACGCGGCGTATGAAGCACATGAAGAGAAGGGCGAAGTCCCGGTGATGA

TCACCAAGCATTGTCTGCGCTTTGCCTTTAATCTGTGCCCGAAACAGGCGAAAGG

CAATATCAAAAGCTGGAAGGCGACGCCAATGCAACTGGTTAACGGCGATGAAGT

ATTAACGCTAAAGTTTGATTGCCGCCCATGCGAGATGCACGTCATTGGCAAAATC

AAAAATCACATACTGAAAATGCCGTTACCGGGAAGCGTAGTGGCATCCGTAAGT

CCGGATGAGCTGCTGAAAACATTGCCGAAGCGAAAAGGGCTCGAGCACCACCAC

CACCACCACTGA 

 

pET15-rlhA : 6hisRlhA d’E. coli 

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCGAAAACCTGTATTTTC

AGGGAAGCCATATGACCGTATCTTCTCATCGACTTGAACTGTTAAGCCCGGCACG

CGATGCCGCCATTGCCCGCGAAGCTATTTTGCACGGTGCCGATGCTGTTTATATC

GGCGGCCCTGGTTTTGGTGCCCGTCATAATGCCAGTAATAGCTTGAAAGATATTG

CCGAGCTGGTGCCGTTTGCCCATCGTTATGGTGCAAAAATTTTCGTCACGCTTAAC

ACCATTTTGCATGATGATGAGCTGGAACCCGCGCAACGGCTGATTACTGACCTCT

ACCAGACCGGTGTCGATGCGCTGATTGTTCAGGATATGGGGATTCTGGAACTTGA

TATTCCGCCGATTGAACTGCACGCCAGTACGCAGTGCGACATTCGTACAGTTGAA

AAAGCGAAGTTCCTCTCTGATGTTGGCTTCACGCAGATTGTGCTGGCGCGAGAGC

TGAATCTTGATCAGATCCGCGCGATTCACCAGGCTACGGACGCGACCATTGAATT

CTTTATTCATGGGGCACTGTGCGTGGCCTATTCGGGTCAGTGCTACATTTCTCATG

CGCAAACAGGGCGTAGCGCCAACCGTGGCGATTGCTCGCAGGCGTGCCGTTTGCC

ATACACATTGAAAGACGATCAGGGGCGGGTGGTTTCCTATGAAAAACATCTGCTG

TCGATGAAAGATAACGATCAGACTGCCAACCTCGGCGCGCTGATTGATGCTGGTG

TACGCTCCTTCAAGATTGAAGGGCGTTACAAAGATATGAGCTACGTGAAGAATAT

CACCGCCCATTATCGCCAGATGCTTGATGCCATTATTGAAGAACGTGGCGATCTG

GCGCGCGCTTCATCAGGTCGTACTGAACATTTCTTTGTTCCATCGACGGAAAAGA

CTTTCCACCGTGGTAGCACAGATTATTTTGTGAATGCCCGTAAAGGCGATATTGG

CGCGTTCGATTCGCCGAAATTTATCGGCCTGCCGGTAGGCGAAGTAGTGAAAGTG

GCGAAAGATCATCTCGATGTTGCCGTTACCGAGCCACTGGCAAATGGCGATGGCC

TGAACGTGTTGATTAAACGTGAAGTCGTCGGTTTTCGTGCCAATACGGTCGAGAA

AACCGGAGAAAATCAGTACCGCGTCTGGCCCAATGAAATGCCAGCAGATTTGCA

CAAAATTCGTCCACATCACCCACTAAACCGTAATCTTGATCATAACTGGCAGCAG

GCACTGACAAAAACCTCCAGCGAACGTCGGGTGGCGGTAGACATTGAACTGGGC

GGCTGGCAGGAACAACTGATTCTGACCCTCACCAGTGAAGAGGGTGTCAGCATC
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ACGCATACGCTGGACGGGCAGTTCGACGAAGCCAATAACGCCGAAAAAGCAATG

AACAATCTGAAGGATGGTCTGGCAAAACTGGGGCAAACCCTCTATTACGCCCGC

GATGTGCAAATTAATTTGCCGGGGGCGCTGTTTGTACCAAACAGTCTGTTAAACC

AGTTCCGCCGTGAAGCTGCTGACATGCTGGATGCTGCGCGTCTTGCCAGTTACCA

GCGCGGCAGCCGTAAACCGGTTGCTGATCCTGCGCCGGTTTATCCGCAAACGCAT

CTGAGTTTCCTCGCGAACGTATACAACCAGAAAGCGCGTGAATTTTATCATCGCT

ATGGTGTGCAGCTGATTGACGCGGCGTATGAAGCACATGAAGAGAAGGGCGAAG

TCCCGGTGATGATCACCAAGCATTGTCTGCGCTTTGCCTTTAATCTGTGCCCGAAA

CAGGCGAAAGGCAATATCAAAAGCTGGAAGGCGACGCCAATGCAACTGGTTAAC

GGCGATGAAGTATTAACGCTAAAGTTTGATTGCCGCCCATGCGAGATGCACGTCA

TTGGCAAAATCAAAAATCACATACTGAAAATGCCGTTACCGGGAAGCGTAGTGG

CATCCGTAAGTCCGGATGAGCTGCTGAAAACATTGCCGAAGCGAAAAGGGTAA 

 

pET15-trhP : TrhP d’E. coli 

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCGAAAACCTGTATTTTC

AGGGAAGCCATATGTTTAAACCGGAACTCCTTTCCCCGGCGGGAACGCTGAAAA

ATATGCGTTACGCTTTCGCTTATGGCGCAGATGCTGTTTATGCGGGCCAGCCGCG

TTATTCCCTGCGTGTGCGCAACAACGAATTCAACCACGAAAATCTTCAGCTCGGC

ATCAATGAAGCCCACGCGCTGGGGAAAAAGTTTTATGTCGTGGTCAACATTGCAC

CGCACAACGCCAAGCTGAAAACCTTTATCCGTGACCTGAAACCGGTGGTGGAAA

TGGGGCCGGATGCGCTGATTATGTCCGATCCAGGGCTGATTATGCTGGTGCGTGA

GCACTTCCCTGAAATGCCGATCCACCTTTCGGTGCAGGCTAACGCCGTGAACTGG

GCGACGGTGAAATTCTGGCAGCAAATGGGCCTGACCCGCGTGATCCTCTCTCGCG

AGCTGTCGCTGGAAGAGATTGAAGAGATCCGCAATCAGGTGCCGGATATGGAGA

TCGAGATCTTCGTTCACGGCGCGCTGTGCATGGCCTACTCCGGTCGCTGCCTGCTC

TCTGGCTATATCAACAAGCGCGACCCGAACCAGGGCACCTGCACCAACGCCTGCC

GCTGGGAGTACAACGTCCAGGAAGGGAAAGAAGATGATGTTGGCAACATCGTAC

ACAAGTACGAGCCGATTCCGGTGCAAAATGTTGAGCCGACGCTGGGTATCGGCG

CACCAACCGACAAAGTGTTTATGATCGAAGAGGCCCAGCGTCCGGGCGAGTATA

TGACCGCGTTTGAAGATGAGCACGGCACTTACATCATGAACTCGAAAGATCTGCG

CGCCATCGCCCATGTAGAACGCCTGACCAAAATGGGCGTGCATTCGCTGAAAATC

GAAGGTCGTACCAAATCTTTCTACTATTGTGCACGCACCGCACAGGTTTACCGCA

AAGCTATCGATGACGCCGCTGCGGGAAAACCGTTCGATACCAGCCTGCTGGAAA

CTCTGGAAGGTCTGGCGCATCGTGGCTATACCGAAGGTTTCCTGCGTCGTCATAC
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TCACGACGATTATCAGAACTACGAATACGGTTATTCAGTTTCTGACCGCCAGCAG

TTTGTTGGTGAGTTTACCGGTGAGCGCAAGGGGGACCTCGCGGCGGTAGCGGTGA

AAAATAAATTCTCCGTTGGCGACAGCCTTGAGCTGATGACGCCGCAAGGCAACAT

TAATTTTACCCTTGAGCACATGGAAAACGCCAAAGGCGAAGCTATGCCGATAGC

ACCAGGCGATGGTTATACTGTGTGGCTCCCGGTCCCGCAGGATCTTGAGCTCAAT

TACGCGCTGCTGATGCGTAATTTCTCCGGGGAAACCACGCGTAATCCCCACGGTA

AGTGA 

I.3 Milieu de culture 

Le milieu LB (Lysogeny Broth), utilisé pour cultiver les souches bactériennes, est 

composé de 10 g/L de tryptone, 5 g/L d’extrait de levure et de 10 g/L de NaCl, pH 7.0 ± 0.2. 

Il est stérilisé à chaud (20 min à 120°C). Pour les cultures sur boîtes de Pétri (milieu solide), 

15 g d’agar par litre de milieu LB sont ajoutés. Les antibiotiques nécessaires à la sélection des 

souches bactériennes sont ajoutés à raison de 50 μg/mL pour l’ampicilline, 14 μg/mL pour le 

chloramphénicol et de 20 μg/mL pour la kanamycine. Pour les cultures surexprimant les 

chaperonnes GroES et GroEL, l’induction se fait en supplémentant le milieu au cours de la 

culture, avec 0,2% de L-arabinose (poids/volume), soit 2 g de L-arabinose par litre de culture. 

II. Biologie moléculaire 

II.1 Préparations des bactéries compétentes 

Les bactéries sont cultivées dans 25 ml de milieu LB jusqu’en phase de croissance 

exponentielle (A600 nm ~ 0.4), où elles sont ensuite placées dans la glace pendant 15 min. 

Après centrifugation (2 700 g, 4°C, 10 min), les cellules sont décantées par inversion du tube 

pour enlever tout le liquide, puis resuspendues dans 8.5 ml d’une solution prélablement 

refroidie dans la glace contenant 100 mM RbCl, 50 mM MnCl2 100 mM, 30 mM acétate de 

potassium CH3CO2K, 15 % glycérol. Les cellules resupendues sont ensuite incubées dans la 

glace (15 min) puis collectées (580 g, 4°C, 15 min) et décantées. Les cellules sont alors 

resuspendues dans 2 ml d’une solution refroidie dans la glace et contenant 10 mM MOPS, 10 

mM RbCl, 75 mM CaCl2, 15 % glycérol. Les cellules resupendues sont ensuite incubées dans 

la glace (15 min). Les cellules compétentes ainsi obtenues sont aliquotées par 50 ou 100 µl, et 

congelées dans l’azote liquide et conservées à -80°C avant utilisation. 

II.2 Transformation des bactéries par choc thermique 

Afin d’intégrer le plasmide désiré dans une souche bactérienne, un aliquot de 50 μL de 

cellules compétentes de la souche désirée est placé dans la glace et mis à incuber pendant 30 

min avec 50 μg de plasmide afin que l’ADN puisse s'adsorber à la surface des bactéries. Un 
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choc thermique de 45 secondes à 42°C restaure instantanément la fluidité de la membrane 

bactérienne et permet au plasmide de franchir les enveloppes bactériennes. Après 1 min à 

4°C, 800 µL de milieu de culture sans antibiotique sont ajoutés aux cellules ainsi 

transformées qui sont mises en culture pendant 1 h à 37°C. Cette étape permet, pour les 

cellules ayant incorporé le plasmide, de restaurer le métabolisme et la croissance des bactéries 

ainsi que de démarrer la traduction du gène de résistance à l’antibiotique présent sur celui-ci. 

Ainsi, lorsqu’elles seront étalées sur boîte de Pétri contenant l’antibiotique correspondant, les 

colonies transformées seront sélectionnées. Classiquement, la boîte de Pétri est placée à 

l’étuve à 37°C sur la nuit et récupérée le lendemain matin, entourée de parafilm et placée au 

frigo, où elle peut être conservée pendant trois semaines. 

II.3 Extraction et purification des plasmides 

Une colonie de bactéries DH5α, transformées par le plasmide à amplifier, est prélevée sur 

boîte de Pétri et mise en culture sur la nuit à 37°C sous agitation (200 rpm) dans 10 mL de 

milieu de culture contenant l’antibiotique approprié. Le lendemain, les bactéries sont 

collectées par centrifugation à 6 000 rpm pendant 10 min à 4°C. Les ADNs plasmidiques sont 

ensuite extraits et purifiés à grâce au kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN). La méthode 

consiste en un traitement à la RNase suivi d’une lyse cellulaire basique qui dénature l’ADN 

chromosomique et les protéines. Le lysat est déposé sur une colonne de silice qui permet de 

retenir l’ADN plasmidique. Après deux lavages permettant d’enlever les impuretés, l’ADN 

plasmidique est élué avec de l’eau ou un tampon contenant une faible concentration en sel. La 

concentration en ADN plasmidique est déterminée en mesurant l’absorption à 260 nm de la 

solution sur un NanoDrop 2000 (ThermoScientific). 

II.4 Mutagenèse 

Les mutants cysteine en alanine sont générés à partir des plasmides correspondants en 

utilisant le kit Q5 Site-Directed Mutagenesis (New England Biolabs). Ce kit est conçu pour la 

réalisation rapide et efficace d’insertions, de délétions et de substitutions au niveau d’un ADN 

plasmidique double brin (Fig. 29). Première étape : amplification exponentielle à l’aide 

d’amorces standards et d’un master mix contenant Q5 Hot Start High-Fidelity DNA 

Polymerase. Deuxième étape : incubation avec un mélange d’enzymes unique contenant une 

kinase, une ligase et DpnI, permettant la circularisation rapide du produit de PCR et 

l’élimination de l’ADN matrice. Troisième étape : transformation de cellules compétentes.   
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Figure 29. Principe de Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit. 

III. Méthodes biochimiques 

III.1 Analyses des protéines et électrophorèse 

III.1.1 Dosage des protéines 

La concentration en protéine est classiquement déterminée par la méthode de Bradford 

(Bradford 1976). Le bleu de Coomassie G-250 (Fig. 30), ou Brilliant Blue, présent dans la 

solution de dosage (Protein Assay Dye Reagent Concentrate 5X, Bio-Rad) forme, en milieu 

acide, un complexe soluble anionique de couleur bleue avec les protéines, en se fixant sur les 

résidus basiques (arginine, histidine, lysine) et les résidus aromatiques (tyrosine, tryptophane, 

phenylalanine) de la protéine, absorbant alors à λmax = 595 nm. La densité optique à cette 

longueur d’onde est proportionnelle à la concentration en protéine. L’albumine de sérum 

bovin sert à la réalisation de la gamme étalon. Cette méthode a une sensibilité de 0.2 g de 

protéines. 

 

Figure 30. Structure du bleu de Coomassie G-250 

III.1.2 Électrophorèse sur gel polyacrylamide en conditions dénaturantes 

Cette technique analytique, appelée couramment SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate 

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) est inspirée du protocole décrit par Ulrich Laemmli en 

1970 (Laemmli 1970). Elle est utilisée pour analyser les protéines et les séparer en fonction de 
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la masse moléculaire de la chaîne polypeptidique, ainsi que d’estimer leur degré de pureté. 

C'est une technique dénaturante qui dissocie les complexes protéiques non-covalents. Elle 

permet également d’analyser des cellules entières afin de contrôler le taux d’expression d’une 

protéine. Des marqueurs de poids moléculaires connus sont disponibles commercialement 

(Bio-Rad ou Fisher Scientific). 

Les échantillons protéiques à analyser sont mélangés avec un tampon dénaturant 

concentré 4 fois (225 mM Tris-HCl pH 6.8, SDS 8%, glycérol 40%, β-mercaptoéthanol 3%, 

bleu de bromophénol 0.2%). Le SDS est un détergent fort possédant une longue queue 

hydrocarbonée hydrophobe et une extrémité chargée négativement. Il interagit avec les 

protéines par sa portion hydrocarbonée en liant leurs régions hydrophobes. En se liant à la 

protéine, le SDS empêche son repliement et lui confère une charge nette négative. Le β-

mercaptoéthanol est un agent réducteur qui réduit les ponts disulfures des protéines. Afin 

d’achever la dénaturation des protéines, les échantillons sont chauffés 5 min à 95°C puis 

centrifugés pendant 5 min à 15 000 rpm. Par conséquence, les protéines dénaturées ont perdu 

leur structure tridimensionnelle native et elles sont sous une forme monomérique. 

Le gel polyacrylamide utilisé pour séparer les protéines est en général discontinu : il est 

composé de deux phases. La première partie – gel de concentration, moins dense (4% 

d’acrylamide), permet au préalable de concentrer l'échantillon en une fine bande protéique, 

avant d'entrer dans la deuxième partie - gel de séparation. Cette partie contient une plus 

grande proportion d’acrylamide, généralement entre 8 et 12% : ce pourcentage est ajusté afin 

de séparer au mieux les protéines autour de la zone d’intérêt, cf. Tableau 8 pour les 

compositions.  

Solution mère 
Séparation 

(12%) 

Concentration 

(4%) 

Tris-HCl 0.9 M pH 8.9 pH 6,8 6 mL 0.625 mL 

Acrylamide/Bisacrylamide (19:1) 40% 4.8 mL 0.75 mL 

H2O 4.6 mL 2.3 mL 

Persulfate d'ammonium (NH4)2S2O8 

10% (amorceur radicalaire) 
160 L 50 L 

SDS 10% 160 L 50 L 

TEMED 16 L 5 L 

Tableau 8. Exemple de composition d'un gel d'acrylamide 12% pour deux gels de 1 mm d’épaisseur 



Chapitre II – Matériels et méthodes 

 

76 

 

Les échantillons protéiques déposés sur gel vont migrer sous une différence de potentiel 

de 150 V, 30 mA, pendant 60 min dans un tampon conducteur Tris-Glycine-SDS (25 mM 

Tris-HCl pH 8.3, glycine 192 mM, SDS 1 g/L) jusqu’à ce que le front de migration, visualisé 

grâce au bleu de bromophénol, atteigne le bas du gel. Les chaînes polypeptidiques, totalement 

dénaturées et chargées négativement de façon homogène, vont migrer à travers le gel grâce à 

la différence de potentiel et leur vitesse de migration ne dépendra que de leur poids 

moléculaire apparent, les plus petites migreront plus vite et les plus grosses plus lentement. 

Des marqueurs de poids moléculaire connus serviront de calibrants (Bio-rad ou Fisher 

Scientific).  

Lorsque les protéines ont été séparées, le gel est placé dans une solution de coloration 

(50% H2O, 45% éthanol, 5% acide acétique et 150 mg de bleu de Coomassie pour un litre de 

solution) pendant 20 min. Cette coloration permet de visualiser toutes les protéines dans 

l’échantillon dont la concentration dépasse la limite de détection de la coloration. Le gel 

coloré au bleu de Coomassie est ensuite décoloré pendant 1 heure dans une solution de 

décoloration (70% H2O, 20% EtOH, 10% acide acétique) : seules les protéines, qui ont une 

meilleure affinité pour le bleu de Coomassie que le gel d’acrylamide, restent colorées. Le gel 

est ensuite analysé à l’aide du Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad).   

III.2 Surexpression et purification des protéines 

III.2.1 UbiV d’E. coli sauvage et ses mutants cystéine en alanine (33.6 kDa) 

III.2.1.1 Surexpression et obtention des extraits solubles 

Les plasmides pET-22b, codant pour UbiV d’E.coli sauvage ou ses mutants cystéine en 

alanine (C193A C197A, C39A C193A C197A, C180A C193A C197A, C39A C180A C193A 

C197A) sont co-transformés avec le plasmide pGro7 dans les cellules compétentes 

BL21(DE3). Une pré-culture, à partir d’une simple colonie, est effectuée en milieu LB sur la 

nuit à 37°C sous agitation (200 rpm) en présence de 50 g/mL d’ampicilline et 14 g/mL de 

chloramphénicol. Le lendemain, le milieu de culture LB est inoculé avec 1% de la pré-culture 

en présence des mêmes antibiotiques.  La culture est réalisée à 37°C et sous agitation (200 

rpm) jusqu’à atteindre une DO600 nm = 1.2. Le L- arabinose (2 g/L) est alors rajouté au milieu 

de culture afin d’induire l’expression et la production de GroES et GroEL. A une DO600 nm = 

1.8 la culture est refroidie sous eau froide puis la surexpression des protéines est induite avec 

100 M d’IPTG à 16°C sur la nuit. Toutes les étapes suivantes sont réalisées à 4°C. Les 

cellules sont collectées par centrifugation avec un rotor JLA‐8.1000 (Beckman Coulter, 

Aventi J26S XPI) à 5000 g pendant 10 min. Elles sont ensuite resuspendues à raison de 5 

ml/g de cellules humides dans du tampon de lyse A (50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 150 mM NaCl, 



Chapitre II – Matériels et méthodes 

 

77 

 

15% (v/v) glycerol) contenant 1 mM DTT avec ajout d’un comprimé de Complete
TM

 Protease 

Inhibitor Cocktail (Roche) pour 50 mL tampon de lyse A. Les cellules sont ensuite 

mécaniquement cassées par sonication (Branson Sonifier 450) pendant 10 min avec des cycles 

de 5s de sonication / 9s de repos, la sonde étant réglée sur 40% d’amplitude. Après 

ultracentrifugation à 190 000 g avec un rotor 50.2 Ti (35 000 rpm, Beckman Coulter 

ultracentrifugeuse Optima XPN80) pendant 1h, le surnageant, contenant les extraits 

cellulaires protéiques solubles, est récupéré. 

III.2.1.2 Colonne d’affinité Ni
2+

 

Les protéines sont exprimées avec une étiquette de six histidines à leur extrémité C-

terminal. Cette dernière possède une forte affinité pour l’ion Ni
2+,

 ce qui servira pour les 

purifier.  

 Le surnageant clarifié est déposé sur une colonne HisTrap FF Crude column 5mL (GE 

Healthcare) pré-équilibrée avec le tampon A contenant 1 mM DTT. La colonne est ensuite 

lavée avec 5 volumes de tampon B (50 mM TrisHCl pH 8.5, 150 mM NaCl, 15% (v/v) 

glycerol, 1 mM DTT, 10 mM imidazole) contenant 1 mM DTT afin d’éliminer des protéines 

non spécifiques d’E.coli retenues sur la colonne. Les protéines UbiV sauvages et ses mutantes 

sont ensuite éluées par un gradient linéaire en 10 volumes de colonne de 2 à 50 % de tampon 

B contenant 500 mM d’imidazole. Les fractions contenant les protéines (confirmées par un 

gel SDS-PAGE) sont rassemblées et l’inhibiteur de protéase PMSF (fluorure de 

phénylméthylsulfonyle) est rajouté pour obtenir une concentration finale à 1mM.    

III.2.1.3 Colonne d’exclusion stérique Superdex S75 

Une colonne d’exclusion stérique permet de séparer les protéines en fonction de leur 

volume hydrodynamique. Si on considère que les protéines et les complexes protéiques sont 

globulaires, ce volume est proportionnel à leur poids moléculaire et les espèces de plus haut 

poids moléculaires vont sortir en premier, car elles effectueront le trajet le plus court sur la 

colonne. Une calibration avec des protéines de poids moléculaires connus permet de réaliser 

une gamme étalon permettant de calculer la masse moléculaire associée à un volume de 

rétention donné.   

Une colonne d’exclusion stérique Superdex S75 (GE Healthcare) est capable de séparer 

les protéines ayant un poids moléculaire situé entre 3 et 70 kDa. UbiV sauvage et les mutants 

issus de la colonne Nickel sont déposés sur la colonne pré-équilibrée avec le tampon C (50 

mM Tris-HCl, pH 8.5, 25 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 1 mM DTT. Cette étape 

permet de séparer GroEL (60 kDa) d’UbiV sauvage ou les mutants correspondants (33.6 kDa) 

qui sont monomériques. Les fractions contenant les protéines (confirmées par un gel SDS-
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PAGE) sont rassemblées et concentrées jusqu’à 30-40 mg/mL. Les protéines pures sont 

aliquotées, congelées dans l’azote liquide et conservées à -80°C.  

On obtient environ 150 mg de protéine d’UbiV sauvage par litre de culture.   

III.2.2 UbiU d’E. coli sauvage (38.1 kDa) 

III.2.2.1 Surexpression et obtention des extraits solubles 

UbiU d’E. coli sauvage est surexprimée et les extraits solubles ont été obtenues en 

utilisant le même protocole pour UbiV d’E.coli, sauf que les cellules sont resuspendues dans 

du tampon de lyse D (50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 500 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 

0.2% (m/v) de sarkosyl (N-Lauroylsarcosine).  

III.2.2.2 Colonne d’affinité Ni
2+

 

La protéine est exprimée avec une étiquette de six histidines à son extrémité C-terminal. 

Cette dernière possède une forte affinité pour l’ion Ni
2+,

 ce qui servira pour les purifier.    

Le surnageant clarifié est déposé une sur colonne HisTrap FF Crude column 5mL (GE 

Healthcare) pré-équilibrée avec le tampon D (50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 500 mM NaCl, 15% 

(v/v) glycerol) contenant 0,1% (m/v) de sarkosyl. La colonne est ensuite lavée avec 5 volumes 

de tampon E (50 mM TrisHCl pH 8.5, 500 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol, 10 mM imidazole) 

contenant 6mM du LDAO (Lauryldimethylamine oxide) afin d’éliminer des protéines non 

spécifiques d’E.coli fixées sur la colonne. La protéine UbiU est ensuite éluée par un gradient 

linéaire en 10 volumes de colonne de 2 à 50 % de tampon E contenant 500 mM d’imidazole et 

6mM du LDAO. Les fractions contenant les protéines (confirmées par un gel SDS-PAGE) 

sont rassemblées et concentrées.       

III.2.2.3 Colonne d’exclusion stérique Superdex S200 

Une colonne d’exclusion stérique Superdex S200 (GE Healthcare) permet de séparer les 

protéines dont le poids est compris entre 10 et 600 kDa. La protéine UbiU obtenue à l’issue 

de la colonne Nickel est déposée sur la colonne Superdex S200 pré-équilibrée avec le tampon 

A (50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 150 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 3 mM LDAO. 

Cette étape permet de permet d’éliminer les contaminants restants. Les fractions contenant la 

protéine (confirmées par un gel SDS-PAGE) sont rassemblées et concentrées jusqu’à 25 

mg/mL. La protéine UbiU pure est aliquotée, congelée dans liquide nitrogène et conservées à 

-80°C. On obtient environ 2 mg de protéine UbiU par litre de culture.    
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III.2.3 Complexe UbiU-UbiV d’E. coli sauvage et ses mutants cystéine en alanine 

d’UbiU (70.6 kDa) 

III.2.3.1 Surexpression et obtention des extraits solubles 

La surexpression et la récupération des extraits solubles du complexe UbiU-UbiV 

d’E.coli sauvage et des complexes UbiU C169A C176A-UbiV sauvage et UbiU C197A 

C232A -UbiV sont effectuées en utilisant le même protocole que celui d’UbiV d’E.coli, sauf 

que la surexpression des protéines est induite avec 50 M d’IPTG. 

III.2.3.2 Purification 

Le complexe UbiU-UbiV d’E.coli sauvage et les complexes mutants cystéine en alanine 

d’UbiU sont exprimées avec une étiquette de six histidines à l’extrémité C-terminal d’UbiV. 

Les protéines sont purifiées en utilisant le même protocole pour UbiV d’E.coli, sauf que les 

protéines sont déposées la colonne Superdex S75 pré-équilibrée avec le tampon A (50 mM 

Tris-HCl, pH 8.5, 150 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 1 mM DTT.   

III.2.4 UbiV de Pseudomonas aeruginosa sauvage et ses mutants cystéine en 

alanine (33.7 kDa) 

UbiV de P. aeruginosa sauvage (UbiVPA) et ces mutants cystéine en alanine (C193A 

C197A, C39A C193A C197A) sont surexprimées et purifiées en utilisant le même protocole 

pour UbiV d’E.coli, sauf que la transformation a été effectuée dans les cellules BL21(DE3) 

ubiU-ubiV. 

III.2.5 UbiU de Pseudomonas aeruginosa sauvage (37.1 kDa) 

UbiU de P. aeruginosa sauvage (UbiUPA) est surexprimée et purifiée en utilisant le même 

protocole pour UbiU d’E.coli, sauf que la transformation a été effectuée dans les cellules 

BL21(DE3) ubiU-ubiV. 

III.2.6 Trx-UbiT de P. aeruginosa (37.2 kDa) 

III.2.6.1 Surexpression et obtention des extraits solubles 

Le plasmide pET-32a(+), codant pour UbiT de P.aeruginosa (UbiTPA) fusionnée avec la 

thiorédoxine d’E.coli (Trx) à son extrémité N-terminale est transformé dans les cellules 

compétentes BL21(DE3) ubiU-ubiV. Une pré-culture, à partir d’une simple colonie, est 

effectuée en milieu LB sur la nuit à 37°C sous agitation (200 rpm) en présence de 50 g/mL 

d’ampicilline. Le lendemain, le milieu de culture LB est inoculé avec 1% de la pré-culture en 

présence des mêmes antibiotiques.  La culture se fait à 37°C et sous agitation (200 rpm) 

jusqu’à atteindre une DO600 nm = 0.5. La culture est ensuite refroidie sous eau froide puis la 

surexpression de la protéine est induite avec 50 M d’IPTG à 16°C sur la nuit. Toutes les 
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étapes suivantes sont réalisées à 4°C. Les cellules sont collectées par centrifugation avec un 

rotor JLA-8.1000 (Beckman Coulter, Aventi J26S XPI) à 5 000 g pendant 10 min. Elles sont 

ensuite resuspendues à raison de 5 ml/g de cellules humides dans du tampon de lyse D (50 

mM Tris-HCl, pH 8.5, 500 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 5% (m/v) de cholate de 

sodium avec ajout d’un comprimé de Complete
TM

 Protease Inhibitor Cocktail (Roche) pour 

50 mL de tampon. Les cellules sont ensuite mécaniquement cassées (Branson Sonifier 450) 

par sonication pendant 10 min avec des cycles de 5s de sonication / 9s de repos, la sonde étant 

réglée sur 40% d’amplitude. Après ultracentrifugation à 190 000 g (35 000 rotor 50.2 Ti, 

ultracentrifugeuse Optima XPN80 Beckman Coulter) pendant 1h, le surnageant, contenant les 

extraits protéiques solubles, est récupéré.      

III.2.6.2 Colonne d’affinité Ni
2+

 

La protéine fusionnée est exprimée avec une étiquette de six histidines située entre la 

thiorédoxine et UbiTPA. Cette dernière servira pour la purifier. Le surnageant clarifié est 

déposé une sur colonne HisTrap FF Crude column 5mL (GE Healthcare) pré-équilibrée avec 

le tampon D (50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 500 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 0,5% 

(m/v) de cholate de sodium. La colonne est ensuite lavée avec 5 volumes de tampon E (50 

mM TrisHCl pH 8.5, 500 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol, 10 mM imidazole) contenant 0,5% 

(m/v) de cholate de sodium afin d’éliminer des protéines non spécifiques d’E.coli fixées sur la 

colonne.  La protéine Trx-UbiTPA est ensuite éluée par un gradient linéaire en 10 volumes de 

colonne de 2 à 50 % de tampon E contenant 500 mM d’imidazole. Les fractions contenant les 

protéines (confirmées par un gel SDS-PAGE) sont rassemblées et concentrées.       

III.2.6.3 Colonne d’exclusion stérique Superdex S200 

La protéine de fusion Trx-UbiTPA obtenue à l’issue de la colonne Nickel est déposée sur 

la colonne Superdex S200 pré-équilibrée avec le tampon A (50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 150 

mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 0,5% (m/v) de cholate de sodium. Cette étape 

permet de permet d’éliminer les contaminants restants. Les fractions contenant la protéine 

(confirmées par un gel SDS-PAGE) sont rassemblées et concentrées jusqu’à 25 mg/mL. La 

protéine de fusion Trx-UbiTPA pure est aliquotée, congelée dans liquide nitrogène et 

conservées à -80°C. On obtient environ 4 mg de protéine de fusion Trx-UbiT par litre de 

culture.    

III.2.7 UbiK d’E. coli (13.8 kDa) 

III.2.7.1 Surexpression et obtention des extraits solubles 

Le plasmide pETDuet-ubiK, codant pour UbiK d’E.coli avec aucune étiquette est 

transformé dans les cellules compétentes BL21(DE3). Une pré-culture, à partir d’une simple 
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colonie, est effectuée en milieu LB sur la nuit à 37°C sous agitation (200 rpm) en présence de 

50 µg/mL d’ampicilline. Le lendemain, le milieu de culture LB est inoculé avec 1% de la pré-

culture en présence des mêmes antibiotiques.  La culture est réalisée à 37°C et sous agitation 

(200 rpm) jusqu’à atteindre une DO600 nm = 0.5. La surexpression de la protéine est induite 

avec 400 µM d’IPTG à 37°C pendant 4h. Toutes les étapes suivantes sont réalisées à 4°C. Les 

cellules sont collectées par centrifugation avec un rotor JLA‐8.1000 (Beckman Coulter, 

Aventi J26S XPI) à 5000 g pendant 10 min. Elles sont ensuite resuspendues à raison de 5 

ml/g de cellules humides dans du tampon de lyse F (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 20 mM NaCl) 

avec ajout d’un comprimé de Complete
TM

 Protease Inhibitor Cocktail (Roche) pour 50 mL de 

tampon.  Les cellules sont ensuite mécaniquement cassées par sonication (Branson Sonifier 

450) pendant 10 min avec des cycles de 5s de sonication / 9s de repos, la sonde étant réglée 

sur 40% d’amplitude. Les acides nucléiques sont précipités avec 2% (w/v) du sulfate de 

streptomycine. Après ultracentrifugation à 190 000 g avec un rotor 50.2 Ti (35 000 rpm, 

Beckman Coulter ultracentrifugeuse Optima XPN80) pendant 1h, le surnageant, contenant les 

extraits cellulaires protéiques solubles, est récupéré. 

III.2.7.2 Colonnes de dessalage  

Une colonne de dessalage permet de dessaler d’échanger un tampon d’une protéine : on 

utilise un gel ayant une limite d'exclusion très basse qui permettra seulement de laisser 

pénétrer les petites molécules mais pas les macromolécules (les protéines). Avec une résine 

ayant un débit rapide (limite de résolution basse, qualité de résolution grossière), on peut donc 

rapidement recueillir le volume mort, où sont restées les macromolécules.     

Les extraits solubles sont déposés sur une colonne de dessalage HiPrep™ 26 / 10 (GE 

healthcare) pré-équilibrée avec le tampon F (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 20 mM NaCl). Cette 

étape permet d’éliminer tous les sels dans les extraits et assurer que la protéine se trouve dans 

une solution de très basse concentration en sel. Les fractions contenant la protéine sont 

rassemblées.  

III.2.7.3 Colonne d’échange anionique 

La chromatographie échangeuse d’ions permet la séparation de différentes protéines en 

fonction de la charge nette des protéines. La chromatographie d'échange d'anions, plus 

spécifiquement, utilise une résine échangeuse d'ions chargée positivement avec une affinité 

pour les molécules ayant des charges de surface négatives nettes, les molécules neutres ou 

chargées positivement ne vont pas s’accrocher et vont donc être éluées immédiatement. Un 

gradient linéaire du contre-ion (Cl
-
) est utilisé. Les protéines qui sont moins étroitement liés à 

la résine vont éluer tout d’abord, comme le contre-ion se gêne plus facilement leur liaison 
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ionique de la colonne. Les protéines qui sont plus étroitement lié va éluer plus tard, lorsque la 

concentration en contre-ion est élevée.  

Les protéines issues de la colonne de déssalage sont déposées sur colonne HiTrap™ Q FF 

pré-équilibrée avec le tampon F. La colonne est ensuite lavée avec 5 volumes de tampon F 

afin d’éliminer des protéines non liées d’E.coli retenues sur la colonne. La protéine UbiK est 

ensuite éluée par un gradient linéaire en 10 volumes de colonne de 0 à 100 % de tampon G 

(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 500 mM NaCl). Les fractions contenant la protéine (confirmées 

par un gel SDS-PAGE) sont rassemblées 

III.2.7.4 Colonne d’exclusion stérique Superdex S200 

La protéine UbiK obtenue à l’issue de la colonne d’échange anionique est déposée sur la 

colonne Superdex S200 pré-équilibrée avec le tampon H (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM 

NaCl). Cette étape permet de permet d’éliminer les contaminants restants. Les fractions 

contenant la protéine (confirmées par un gel SDS-PAGE) sont rassemblées et concentrées 

jusqu’à 25 mg/mL. La protéine UbiK pure est aliquotée, congelée dans liquide nitrogène et 

conservées à -80°C. 

III.2.8 Complexe UbiJ-UbiK d’E. coli (37.4 kDa) 

La surexpression, la récupération des extraits solubles et la purification du complexe 

UbiJ-UbiK d’E.coli sont effectuées en utilisant le protocole décrit dans (Loiseau, Fyfe et al. 

2017). Brièvement, c’est le plasmide pETDuet-6His-UbiJ/UbiK-Stag qui est utilisé pour la 

surexpression. L’induction par IPTG (200 µM) se fait à DO600nm = 0.4 et la culture se fait à 

37°C pendant 4 heures. Le tampon de lyse est le tampon H (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 

mM NaCl). Deux colonnes sont utilisées pour la purification du complexe UbiJ-UbiK : une 

colonne d’affinité Hitrap Chelating HP, et une colonne de gel filtration HiLoad 26/600 

Superdex 200. Deux pics correspondant à deux complexes UbiJ : UbiK sont purifiés : P1 et 

P2. C’est le pic P2 qui est récolté, et concentré jusqu’à 25mg/ml : l’analyse SEC-MALLS et 

ultracentrifugation analytique pratiqué avant mon arrivée au laboratoire par M. Lombard a 

montré qu’il correspond à un hétérotrimère de 49 kDa consistant en un complexe UbiK-UbiJ, 

2 :1. Il a un rayon hydrodynamique de 3.6 nm et est de forme allongée (f/f0 = 1.75). 

III.2.9 Domaine SCP2 d’UbiJ d’E. coli (14.7 kDa) 

La surexpression et la récupération des extraits solubles du domaine SCP2 d’UbiJ (UbiJ-

SCP2, 1-120) d’E.coli sont effectuées par induction au lactose (5.8 mM) à DO600nm = 0.4  et 

les cellules sont lysées dans le tampon H avec ajout d’un comprimé de Complete
TM

 Protease 

Inhibitor Cocktail (Roche) pour 50 mL de tampon.  



Chapitre II – Matériels et méthodes 

 

83 

 

III.2.9.1 Purification 

La protéine UbiJ-SCP2 d’E.coli est purifiée est purifiée en utilisant le même protocole 

pour le complexe UbiJ-UbiK d’E.coli.    

III.2.10 TrhP d’E. coli (52.3 kDa) 

III.2.10.1 Surexpression et obtention des extraits solubles 

La surexpression et la récupération des extraits solubles de TrhP d’E.coli dans les cellules 

BL21 Star(DE3) sont effectuées en utilisant le même protocole que celui d’UbiU, sauf que la 

surexpression des protéines est induite avec 500 µM d’IPTG et les cellules sont resuspondues 

dans le tampon de lyse D. 

III.2.10.2 Purification 

La protéine TrhP d’E.coli est exprimée avec une étiquette de six histidines à l’extrémité 

N-terminal de TrhP. La protéine est purifiée en utilisant le même protocole pour le complexe 

UbiU-UbiV d’E.coli 

III.2.10.3 RlhAhis6 et his6RlhA d’E. coli (72.7 kDA et 75.2 kDa) 

La surexpression, la récupération des extraits solubles et la purification d’RlhA d’E. coli 

sont effectuées en utilisant le même protocole que celui de TrhP d’E. coli, sauf que les 

tampons utilisés sont 50 mM phosphate de potassium pH 8 au lieu de 50 mM Tris-HCl pH 

8.5.  

III.3 Evaluation des cofacteurs 

III.3.1 Dosage du fer 

La quantification de fer dans les protéines se repose sur une méthode adaptée des travaux 

de Fish (Fish 1988). Dans un premier temps, une courbe d’étalonnage est établie. Pour cela, 

une solution commerciale de nitrate ferrique Fe(NO3)3 dans l’acide nitrique (Iron standard for 

AAS, 1000 g/mL, Sigma-Aldrich) diluée au 36
ème

 permet d’obtenir une solution de 

référence à 500 M de Fe(NO3)3 et de réaliser des standards contenant respectivement 0, 0.5, 

1 ,2 ,4 ,6 ,8 et 10 nmoles de fer dans un volume final de 65 L d’H20. De la même manière, 

différentes quantités de protéines (0.5, 1, 2 et 4 nmoles) sont mises en solution dans un 

volume final de 65 L d’H20. L’ensemble des échantillons protéiques et des standards sont 

dénaturés par addition de 45 L d’acide perchlorique 1 M pendant 15 min afin de libérer le 

Fe
2+

 dans la solution. Après centrifugation pendant 5 min à 10 000 rpm à température 

ambiante, 90 L de solution sont prélevés auxquels sont ajoutés 72 L de batho-phénantroline 

disulfonate (1.7 mg/mL), 36 L d’ascorbate de sodium (38 mg/mL) et 27 L d’acétate 

d’ammonium (solution saturée diluée au 1/3) : on va pouvoir obtenir un complexe de Tris-
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Bathophenantroline-Fe
2+

 absorbantdans le domaine visible (max = 535 nm,  = 25 mM
-1

cm
-1

). 

Après trente minutes d’incubation à température ambiante, la densité optique à 680 nm et à 

535 nm sont mesurées et la valeur DO535 nm-DO680 nm permet de déterminer la quantité de fer 

par monomère d’enzyme grâce à la courbe d’étalonnage. 

III.3.2 Dosage de soufre 

Le soufre est dosé par la méthode de Beinert (Beinert 1983). Un cristal translucide de 

sulfure de sodium (Na2S.9H2O, M = 240 g/mol) est pesé puis dissous à 20 mM dans de la 

soude 0,03 M. Une solution à 200 M dans de la soude 0,03 M est obtenue à partir de cette 

solution mère. Des standards de 0, 1, 5, 10, 15 et 20 nmol sont préparés dans un volume final 

de 100 L. De la même manière, différentes quantités de protéines, 1, 1,5, 2, 3 et 4 nmol, sont 

mises en solution dans un volume final de 100 L. Le protocole consiste à dénaturer la 

protéine pendant trois heures par l’ajout simultané de 300 L d’acétate de zinc 1% et de 15 

L de soude 3 M provoquant la précipitation immédiate d’hydroxyde de zinc. Après l’étape 

de dénaturation, les échantillons sont repris par l’ajout simultané de 75 L de DMPD (N, N-

Diéthyl-p-Phénylènediamine à 1 mg/mL dans HCl 5 M) et de 16 L de FeCl3 (3,75 mg/mL 

dans HCl 1,2 M) conduisant à la formation lente de bleu de méthylène en quantité 

proportionnelle à la quantité de soufre initiale. Après 30 min d’incubation à température 

ambiante, la densité optique à 670 nm et à 850 nm sont mesurées et la valeur DO670 nm-DO850 

nm permet de connaître la quantité de soufre par monomère d’enzyme grâce à la courbe 

d’étalonnage. 

III.3.3 Reconstitution de centre [4Fe-4S] 

III.3.3.1 Réaction de reconstitution en conditions anaérobies 

Les centres [4Fe-4S] des différentes protéines étudiées sont reconstitués en boîte à gants 

sous atmosphère inerte ([O2] < 0,5 ppm) à température ambiante. Classiquement, une solution 

contenante 100 M d’apoprotéine dans du tampon où se trouvent les protéines 

correspondantes est traité avec 5 mM de DTT pendant 15 min. Puis sont ajoutés 5 ou 10 

équivalents de Fe(II) (Sel de Möhr : (NH4)2Fe(SO4)2.6H2O), 5 ou 10 équivalents de L-

cystéine et 1-2% équivalents molaires de cystéine désulfurase A (CsdA) d’E. coli. La réaction 

de reconstitution est suivie pendant 1h par spectroscopie UV-visible en boîte à gants grâce à 

des fibres optiques reliant la cellule de lecture à un spectrophotomètre UV-Visible (Cary 100, 

Agilent). Les centres [4Fe-4S] reconstitués par cette méthode se trouvent à l’état oxydé, ils 

présentent une bande d’absorbance caractéristique à 410 nm (transfert de charge S→Fe) qui 

permet de visualiser leur formation. La solution est ensuite chargée sur une colonne Superdex 

75 Increase 10/300 GL (GE Healthcare), préalablement équilibrée en tampon correspondant. 
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Cette colonne permet d’éliminer les molécules de faible poids moléculaire (cystéine, alanine, 

DTT, Fe
2+

). La solution protéique de couleur brune est concentrée par centrifugation sur 

membrane (30 kDa Vivaspin, Millipore). Les caractéristiques d’absorption UV-visible des 

protéines Fe-S constituantes les objets d’étude de ce rapport sont détaillés ci-dessous 

 ε280 nm d’apoprotéine 

(M
-1

.cm
-1

) 

ε280 nm d’holoprotéine 

(M
-1

.cm
-1

) 

ε410 nm d’holoprotéine 

(M
-1

.cm
-1

) 

UbiV d’E. coli 52.7 82.1 10 

UbiU d’E. coli 48.2 ND ND 

Complexe UbiU-

UbiV d’E. coli 
125.9 142.4 26.2 

UbiVPA 52.9 75.9 13 

UbiUPA 43.8 ND ND 

TrhP 56.5 70.5 12.6 

RlhA 108.1 N.D N.D 

Tableau 9. Coefficients d’extinction molaire des bandes d’absorbance caractéristiques de différentes protéines sous la 

forme apo et holo. N.D – non déterminé. 

III.3.3.2 Réduction chimique des protéines reconstituées. 

Les centres [4Fe-4S] des holo-protéines reconstituées sont réduits par ajout de 10 

équivalents de dithionite. La réaction est réalisée dans le même tampon que celui utilisé lors 

de la reconstitution à température ambiante. La réduction peut être suivie par spectroscopie 

UV-visible. 

III.4 Méthodes structurales 

 La croissance des cristaux de plusieurs formes apo (en aérobie) ou holo (en anaérobie) 

des protéines a été testée par la technique de cristallisation diffusion de vapeur en gouttes 

assises. En aérobie, nous avons utilisé Mosquito® Crystal (TTPLabtech) comme robot de 

cristallisation qui  permet le criblage automatisé des conditions de cristallisation en utilisant 

de faibles volumes d'échantillons. Les expériences de cristallisation sont suivies à l’aide de 

deux stéréomicroscopes dont un LEICA M205C équipé d'une caméra IC80 HD. En anaérobie, 

OryxNano (Douglas Instruments) est utilisé dans une boite à gants et les expériences de 

cristallisations sont observées avec un stéréomicroscope LEICA M80 équipé d’une caméra 

IC80 HD. Les kits de criblage utilisés sont disponibles commercialement, par exemple : The 

Classics II Suite, the MbClass II Suite, the JCSG Core Suites (Quiagen),… 
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III.5 Méthodes biophysiques 

III.5.1 Spectroscopie d’absorption UV-visible 

La spectroscopie UV-visible est basée sur le principe d’absorption d’un photon d’une 

énergie définie qui permet à un électron de passer d’un état électronique fondamental S0 à un 

état électronique excité S1. L’énergie d’une onde lumineuse dépend de sa fréquence  et peut 

être calculée en multipliant la fréquence par la constante de Planck h (E = h). Pour qu’il y ait 

absorption d’un photon il faut que son énergie corresponde à l’écart d’énergie qui existe entre 

les deux états électroniques S0 et S1 de l’espèce qui absorbe. Cette transition électronique 

peut se produire sur un atome seul, comme les transitions d→d, π→π* et →*, ou bien 

concerner deux atomes liés, c’est notamment le cas des transferts de charge ligand-métal et 

métal-ligand.  

  De façon générale, les molécules biologiques contenant des noyaux aromatiques, des 

doubles liaisons conjugués ou des métaux de transition présentent donc des spectres 

d’absorption UV-visible caractéristiques. 

L’absorption d’un échantillon donné permet de calculer sa concentration grâce à la loi de 

Beer-Lambert : A= log(I0/I) = εlC (avec I0 : l’intensité de l’onde incidente, I : l’intensité de 

l’onde en sortie, ε : le coefficient d’extinction molaire à la longueur d’onde , l : la longueur 

du trajet optique de l’échantillon et C : la concentration de l’espèce absorbante).    

Dans le cas des protéines, l’absorption observée à 280 nm correspond aux transitions 

π→π* des résidus aromatiques de la chaine polypeptidique. Pour les centres Fe-S, le transfert 

de charge du soufre vers le fer (bande LMCT ou bande de transfert de charge du ligand vers le 

métal dans laquelle un électron  ou  du soufre est transféré à une orbitale du fer) provoque 

une absorption comprise entre 300 et 650 nm, valeur qui varie en fonction de la nature des 

centres Fe-S.   Les spectres d’absorption UV-visible ont été enregistrés dans des cuves en 

quartz de 1cm de trajet optique avec un spectrophotomètre Cary 100 UV‐Vis (Agilent) en 

aérobie ou en boite à gant sous atmosphère contrôlée d’azote.   

III.5.2 Résonnance paramagnétique électronique (RPE)     

La RPE constitue un outil de choix pour étudier les cofacteurs rédox des protéines 

possédant des centres métalliques ou des espèces radicalaires. Dans notre cas, elle nous 

permet d’accéder aux types de centre Fe-S contenus dans UbiU et UbiV et à leurs états redox.  

Une entité est dite paramagnétique quand elle présente un ou plusieurs électrons non 

appariés. Lorsque cette entité est placée dans un champ magnétique H variable et qu’elle 

reçoit une onde électromagnétique d’énergie h et de fréquence appropriée, l’absorption de 

cette onde induit un phénomène de résonance paramagnétique électronique (RPE).   
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Cette absorption est réalisée lorsque l’énergie de l’onde h = gH correspondant 

exactement à l’énergie de transition entre deux états de spin de l’électron célibataire (avec g 

correspond au facteur de Lande soit 2.0023 pour un électron libre,  correspond au magnéton 

de Bohr et H le champ magnétique).   

Le spectre RPE est enregistré à une fréquence  fixe et correspond à la dérivée du signal 

d’absorption en fonction du champ magnétique appliqué.  

Lorsque l’électron est dans une orbitale moléculaire, il présente une valeur de g différente 

de celle de l’électron libre, différence qui se traduit par le couplage entre le moment de spin et 

d’orbite.   
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I. Introduction 

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre a été en grande partie obtenu par nos 

collaborateurs à Grenoble (M. Hajj Chehade, F. Pierrel, L. Pelosi) et à Marseille (L. Loiseau, 

F. Barras) pour le travail biochimique sur le complexe Ubi et au Collège de France (M. 

Lombard, C. Fyfe) pour le travail structural sur UbiJ, une protéine importante pour 

l’assemblage du complexe Ubi. Ces études ont permis la mise en évidence pour la première 

fois d’un large complexe multi-protéique de biosynthèse de l’ubiquinone chez E. coli. 

 J’ai participé à la production de protéines UbiK, UbiJ-UbiK et UbiJ-SCP2, qui ont 

permis de résoudre la structure du domaine SCP2 d’UbiJ (UbiJ-SCP2) et également de 

montrer que le complexe UbiJ-UbiK et le domaine SCP2 d’UbiJ sont capables de lier des 

lipides de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone. Ces résultats ont fait l’objet d’une 

publication dans Cell Chemical Biology dans laquelle je suis co-auteur (Hajj Chehade, Pelosi 

et al. 2019), et que je vais donc résumer ici. 

C’est en 1979 pour la première fois que l’hypothèse de l’existence d’un complexe 

protéique impliqué dans la biosynthèse de l’ubiquinone a été évoquée pour la première fois 

chez la bactérie E. coli (Knoell 1979). L’auteur a cultivé une souche sauvage d’E. coli dans 

des conditions anaérobies en présence de glycérol-fumarate comme source de carbone et de 4-

HB marqué (4-hydroxy [
14

C] benzoate). Ces conditions favorisent l’accumulation d’OPP 

marqué (Fig.12 chapitre I) dont il est possible de suivre la conversion en ubiquinone après 

exposition à l’air. La sonication du culot cellulaire suivie d’une ultracentrifugation à 40 000g 

du lysat a permis de séparer la fraction soluble (surnageant) de la fraction membranaire 

(culot). Environ 50% de l’OPP a été détecté dans le surnageant. Une chromatographie sur 

colonne de gel filtration de la fraction soluble a permis d’isoler une fraction de haut poids 

moléculaire (2 MDa environ) contenant de l’OPP marqué. L’activité de cette fraction a été 

testée in vitro par addition de la SAM et du dioxygène et a montré que le pool d’OPP marqué 

est converti en ubiquinone marquée. De plus, l’addition du triton X-100 inhibe la formation 

de l’ubiquinone ce qui indique que le complexe contenu dans cette fraction est stabilisé par 

des interactions hydrophobes. Malgré ce résultat très intéressant, la composition exacte des 

protéines constituant cette fraction active de haut poids moléculaire n’était pas connue. 

 Chez la levure S. cerevisiae, les études réalisées par Catherine Clarke (UCLA, 

Californie, USA) depuis les années 2000 ont permis de confirmer une organisation 

supramoléculaire des protéines de biosynthèse du coenzyme Q dans cet organisme eucaryote 

(Marbois, Gin et al. 2005, Hsieh, Gin et al. 2007). Les résultats de ces études ont également 

été confirmés chez l’homme récemment (Stefely and Pagliarini 2017). Ainsi en 2005, 
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Marbois et ses collègues ont montré que Coq3, Coq4 et Coq6 de S. cerevisiae co-éluaient à 

une taille de 700 kDa sur colonne de gel filtration et que Coq3 et Coq4 co-migraient à une 

taille supérieure à 1000 kDa sur un gel de BN-PAGE (Blue-Native Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) en utilisant des extraits mitochondriaux solubilisés avec la digitonine 

(Marbois, Gin et al. 2005). Deux ans plus tard en 2007, il a été montré que Coq2 co-migrait 

avec Coq3 , Coq4, Coq7 et Coq9 en BN-PAGE et que Coq9 co-éluait avec Coq3, Coq4, Coq5 

et Coq8 par filtration sur gel (Tran and Clarke 2007). Les auteurs ont également montré que 

Coq9 était co-immunoprécipitée avec Coq4, Coq5, Coq6 et Coq7. Plus tard en 2015, Allan et 

ses collègues ont montré par des expériences de gel filtration que Coq11 co-éluait avec Coq4, 

Coq5 et Coq7 et que Coq11 co-immunoprécipitait avec Coq3, Coq6 et Coq9 (Allan, Awad et 

al. 2015). 

Récemment, en microscopie à fluorescence, il a été montré chez l’homme que les 

protéines Coq s'assemblaient de manière dépendante du substrat dans des domaines situés au 

niveau de l’interface entre la mitochondrie et le réticulum endoplasmique (RE) (Fig. 31) 

(Subramanian, Jochem et al. 2019).  

 

Figure 31. Microscopie confocale TIRF de cellules humaines ostéosarcomes U2OS exprimant Coq9. Mitotracker rouge 

pour détecter les mitochondries, et sonde Alexa Fluor 488 verte. Echelle : 10 µm dans la figure (2 µm dans le zoom). 

(Subramanian, Jochem et al. 2019). 

En effet, les enzymes impliquées dans la modification du noyau quinone se localisent 

sélectivement vers de multiples domaines représentant des assemblages supramoléculaires. 

Ces domaines sont strictement corrélés à la production de l’ubiquinone, au flux de substrat, 

indiquant que des intermédiaires lipidiques de l’ubiquinone sont nécessaires pour la formation 

de domaines. La formation des domaines dans les cellules sont plus importantes à proximité 

des sites de contact reticulum endoplamsique (RE) – mitochondrie. 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 modèle de répartition de ces protéines au 

niveau de la membrane interne mitochondriale (Fig. 32). 
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Figure 32. Modèle de complexe protéique mitochondrial propose chez S. cerevisiae. La stoechiométrie représentée dans 

ce modèle est théorique. Les intermédiaires de biosynthèse de l’ubiquinone (molécules brunes, rouge, orange et jaune) sont 

présentés comme liés aux différentes protéines pour assurer la décoration du noyau aromatique. (Subramanian, Jochem et al. 

2019). 

Chez les mammifères, il a été montré qu’un mutant de Coq9 entraîne une perturbation 

étendue du complexe muti-protéique de la biosynthèse de Q10 dans un modèle de souris 

(Lohman, Forouhar et al. 2014). Cela suggère que la stabilité des protéines Coq chez les 

mammifères est interdépendante tout comme la situation rencontrée chez S. cerevisiae. De 

plus la structure de Coq9 humaine a révélé un site de liaison aux lipides et des analyses par la 

spectrométrie de masse de la Coq9 purifiée démontrent qu'elle est associée à plusieurs espèces 

de lipides, dont l’ubiquinone elle-même (Lohman, Forouhar et al. 2014) (Fig. 33) ; code PDB 

4RHP). Le rôle de Coq9 (qui n’a pas d’homologue chez E. coli) semble être limité à Coq7 

puisqu’une souris dans laquelle Coq9 est partiellement inactivé accumule du DMQ9, le 

substrat de Coq7 (Lohman, Forouhar et al. 2014). Coq9 interagit avec Coq7 via les résidus 

conservés situés à la surface autour du site de liaison aux lipides, ce qui suggère que Coq9 

pourrait servir à présenter le lipide lié à Coq7. Coq7, comme dit plus haut, est une 

métalloprotéine à centre dinucléaire de fer, qui réalise une réaction d’hydroxylation.  

 

Figure 33: Structure de Coq9 humaine. Dimère de Coq9, chaque monomère est coloré en bleu et en vert, la cavité 

hydrophobe est soulignée et le lipide (di-palmitoyl-3-sn-phosphatidylethanolamine) co-cristallisant est montré. (Lohman, 

Forouhar et al. 2014) (Code PDB 4RHP).  
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La protéine mCLK-1, l’homologue de souris de Coq7 de levure, a été étudiée par l’équipe 

de S. Lippard (Behan and Lippard 2010). Il s’agit de la seule enzyme de la voie de 

biosynthèse de l’ubiquinone dont l’activité enzymatique a pu être testée in vitro avec un 

analogue de substrat ne contenant pas de chaîne terpénique, mais seulement un groupement 

méthyle à la place (Fig. 34). 

 

Figure 34. Etude biochimique et structurale de de Coq7 de souris, mCLK-1. (A) Site actif à fer dinucléaire avec un pont 

oxo-carboxylate et un pont µ-oxo/µ-hydroxo ; mCLK-1 catalyse l’hydroxylation en C6 sur le noyau aromatique du DMQ8. 

(B) Spectroscopie Mössbauer de mCLK1 oxydée et réduite enregistrée à 4.2K et en champ nul. Deux espèces Fe(III)-Fe(III) 

sont présentes dans l’échantillon (Quadrupole splitting ΔEQ = 1.59 et 0.62 mm/s). 

II. Résultats 

II.1 La biosynthèse de l’ubiquinone UQ8 se fait dans le cytosol chez E.coli  

Etant donné qu’un test in vitro permettant de suivre la biosynthèse de l’ubiquinone UQ8 

n’est pas disponible actuellement, nos collaborateurs grenoblois ont développé une expérience 

in vivo qui permet d’accumuler de l’OPP marqué au sein de cellules d’E.coli afin de suivre sa 

conversion en UQ. Pour cela, ils ont cultivé des cellules ubiC en l’absence d’oxygène et 

ajouté le précurseur marqué 
13

C7-4HB. L’absence de dioxygène bloque la biosynthèse de 

l’ubiquinone (Shestopalov, Bogachev et al. 1997), et les cellules accumulent très rapidement 

du 
13

C6-OPP. Après exposition à l’air, les cellules anaérobiques qui ont accumulé du 
13

C6-

OPP synthétisent alors du 
13

C6-UQ8. Inversement, il n’y a pas de biosynthèse de 
13

C6-UQ8 si 

les cellules restent sous atmosphère anaérobique. C’est donc bien que le dioxygène déclenche 

la conversion de 
13

C6-OPP
 

en 
13

C6-UQ8, ce qui est en accord avec le fait que les 

flavoprotéines UbiF, UbiH et UbiI ont besoin d’O2 comme co-substrat pour réaliser leurs 

réactions d’hydroxylation flavine-dépendante (Hajj Chehade, Loiseau et al. 2013).  

Ils ont ensuite lysé les cellules ayant accumulé du 
13

C6-OPP et ont observé que des 

extraits totaux cellulaires incubés à l’air à 30°C synthétisaient aussi du 
13

C6-UQ8 et que cette 

biosynthèse de UQ8 est fortement stimulée par l’ajout de S-adénosylméthione SAM et de 
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NADH, ce qui est cohérent avec ce qu’avait observé Knoell en 1979 : la SAM servirait de 

donneur de méthyl et le NADH de donneur d’électrons pour activer les flavoprotéines 

hydroxylases.  

Enfin, après avoir cassé les cellules, ils ont fractionné les extraits cellulaires par 

ultracentrifugation à 120 000 g et testé les fractions solubles et membranaires pour leur 

capacité de biosynthèse de 
13

C6-UQ8 à partir de 
13

C6-OPP. Comme montré dans la figure 

35.A, seule la fraction soluble cytosolique est capable de synthétiser de l’UQ8.  

 

Figure 35. La biosynthèse de l’ubiquinone et les protéines Ubi se trouvent dans la fraction soluble chez E.coli. (A) La 

synthèse de 13C6-UQ8 à partir de 13C6-OPP accumulée dans les cellules ΔubiC. Les extraits totaux de cellules, les fractions 

membranaires et solubles ont été complétés avec du NADH et du SAM et incubés à 30°C dans des conditions aérobiques 

pendant le temps indiqué. (B) Schéma représente les protéines Ubi avec l’étiquette SPA à leur extrémité C-ter. (CBP : 

Calmodulin Binding Peptide). (C) Test fonctionnel des protéines Ubi-SPA pour la biosynthèse de l’ubiquinone. (D) 

Immunodétection des protéines Ubi-SPA (anticorps anti-FLAG) dans les fractions solubles (s) et membranaires (m) des 

souches Ubi-SPA séparées par SDS-PAGE. LamB et GAPDH : contrôles de charge. Les ratios des protéines Ubi entre 

fraction soluble et fraction membranaire sont montrés en bas de chaque ligne du gel. 

Ce test d’activité développé in vivo démontre bien que les 6 dernières réactions (3 

hydroxylations et 3 méthylations) de biosynthèse de l’UQ8 ont lieu, de façon surprenante, 

dans le cytosol et non dans la membrane plasmique. 

Nos collaborateurs ont alors cherché à évaluer la localisation des protéines Ubi. Pour 

cela, ils ont créé des souches Ubi-SPA dans lesquelles une sequence codant pour le tag SPA a 
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été ajouté à la partie 3’ (Cter) des gènes ubi au sein du génome d’E.coli (Fig. 35B). Les 

protéines ainsi taggées Ubi-SPA ont été vérifiées quant à leur fonctionnalité pour la 

biosynthèse de l’UQ8 et toutes les souches présentaient des taux de l’UQ8 de 70 à 100% par 

rapport à la souche wild-type de coli ne possédant aucun tag SPA (Fig. 35C). 

Après lyse des cellules, une étape d’ultracentrifugation des extraits cellulaires totaux a 

permis de séparer les fractions solubles et membranaires. La glyceraldehyde 3-phosphate 

déshydrogenase (GAPDH) est soluble et la porine LamB est liée à la membrane, comme 

vérifié par immunodétection (Fig. 35D). Toutes les protéines Ubi-SPA testées se trouvent 

dans les deux fractions, solubles et membranaires (Fig. 35D). Nous avons calculé les 

quantités totales de chaque protéine Ubi dans les 2 fractions solubles et membranaires et les 

ratios présentés dans la figure 35D montrent que toutes les protéines Ubi sont localisées dans 

la fraction soluble cytosolique, à l’exception d’UbiK. 

II.2 Un ensemble de 7 protéines Ubi forment un complexe de ~ 1 MDa  

Afin de mieux caractériser ces proteines Ubi cytosolubles, nous les avons analysées par 

gel non-dénaturant "Blue native" (BN-PAGE), une technique qui préserve l’intégrité des 

complexes protéiques et qui les séparent selon leur taille et forme hydrodynamique (Wittig, 

Braun et al. 2006).  

L’immunodétection par les anticoprs anti-FLAG a révélé que les 7 protéines Ubi-SPA 

(UbiE, F, G, H, I, J et K) co-migraient à un poids moléculaire d’environ 1000 kDa, alors 

qu’UbiX et UbiD co-migraient à environ 700 kDa (Fig. 36A). Des contrôles positifs ont bien 

montré que la protéine GAPDH tétramérique (4 x 35.5 kDa) migrait à 140 kDa (Fig. 36A).  

Nos collaborateurs ont aussi soumis les échantillons protéiques à une électrophorèse 

dénaturante en deuxième dimension (2D SDS-PAGE) après la première dimension BN-PAGE 

(1D BN-PAGE). La 2D SDSPAGE a confirmé la migration des protéines UbiE, F, G, H, I, J 

et K à environ 1000 kDa et celles de UbiX et UbiD à environ 700 kDa (Fig. 36B).  

Afin de corroborer la co-migration de ces 7 protéines Ubi, ils ont utilisé une seconde 

méthode qui sépare les protéines selon leur densité au moyen de gradients de glycérol. UbiE, 

F, G, H, I, J et K sont alors distribuées autour des fractions 11-16 de haute densité, alors 

qu’UbiD et UbiX sont plutôt abondantes dans les fractions 9-13 intermédiaires, et que la 

GAPDH se trouve dans les fractions 6–10 de plus faible densité (Fig. 36C). Un gel SDS 

coloré à l’argent a montré que la plupart des protéines de la fraction soluble d’E. coli est 

distribuée dans les fractions de faible densité (Fig. 36C). 
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Figure 36. Sept protéines Ubi forment un complexe Ubi soluble. (A) Gel BN-PAGE et immunodétection de fractions 

solubles provenant des souches Ubi-SPA. La membrane a été révélée avec l'anticorps anti-FLAG puis avec l’anticorps anti-

GAPDH. (B) Immunodétection avec l'anticorps a-FLAG des fractions solubles des souches Ubi-SPA après BN-PAGE 1D et 

SDS-PAGE 2D. (C) En haut : Gel SDS-PAGE et analyse Western blot (anticorps anti-FLAG) de fractions récupérées à partir 

des gradients de glycérol sur lesquelles les cytoplasmes des souches Ubi-SPA ont été déposées. Une distribution typique de 

GAPDH est également présentée. Les fractions 1 et 22 correspondent respectivement au haut et au bas du gradient (densités 

1.02 et 1.11). En bas : La coloration à l'argent des fractions de gradient analysées par SDS-PAGE montre la distribution des 

protéines totales. (D) En haut : La distribution d’UbiG dans toutes les fractions du gradient est indiquée. En bas : Séparation 

par BN-PAGE 1D et SDS-PAGE 2D des fractions 13 à 15 du gradient de glycérol contenant l'UbiG-SPA et immunodétection 

avec l’anticorps anti-FLAG. (E) Réseau d'interaction entre les protéines Ubi à partir des résultats des expériences 

bactériennes à deux hybrides.  

Nos collaborateurs ont ensuite analysé par gel 2D SDS-PAGE les fractions 11, 12, et 13 

du gradient de glycérol de la fraction provenant des cellules de E.coli modifiées UbiG-SPA et 

nous avons obtenu un signal pour la protéine UbiG à environ 1000 kDa (Fig. 36D). Les 



Chapitre III – Méga complexe Ubi d’E. coli 

 

98 

 

expériences de BN-PAGE et de gradient de glycérol nous ont donc permis d’établir 

l’existence d’un « complexe protéique Ubi » de haute taille. 

 Afin de renforcer l’hypothèse de l’existence d’un complexe Ubi, nos collaborateurs 

ont réalisé des expériences de double hybride bactérien, appelé test BACTH (« Bacterial 

Adenylate Cyclase Two Hybrid »). Il s’agit d’un test dans lequel l’activité adénylate cyclase 

est fonctionnelle lorsqu’il y a interaction entre deux protéines testées Ubi fusionnées chacune 

au domaine T18 ou T25 de l’adénylate cyclase (Karimova, Pidoux et al. 1998). Nous avons 

testé toutes les combinaisons d’interaction des différentes protéines Ubi, deux à deux, et nous 

avons obtenu un diagramme d’interaction dans lequel les 7 protéines Ubi mentionnées plus 

haut (Ubi E, F, G, H, I, J et K) présentent tout un réseau d’interactions robustes entre elles 

tandis que les autres (UbiX, D, C A et B) semblent moins connectées et semblent former une 

entité séparée (Fig. 36E). 

Ensuite, nos collaborateurs ont réussi à isoler le complexe Ubi, une tâche très ardue, et 

qui a consommé une bonne partie de la thèse de Mahmoud Hajj Chehade. Cet isolement, ou 

purification partielle a été réalisée en utilisant une purification séquentielle par affinité une 

procédure en deux étapes utilisant dans un premier temps le flag SPA porté en Cter des 

protéines, puis dans un second temps le domaine CBP (Calmodulin Binding Peptide) (Babu, 

Butland et al. 2009). Nous avons travaillé à partir d’extraits solubles de cellules d’E.coli 

exprimant UbiE-SPA et à partir d’extraits de cellules WT d’E.coli, comme contrôle. Nous 

avons ainsi observé par immunodétection le complexe Ubi à environ 1000 kDa, en 2D SDS 

PAGE après les 2 étapes de purification dans les souches UbiE-SPA (Fig. 37A). Ce signal est 

similaire à celui que l’on avait observé précédemment dans l’analyse 2D SDS PAGE des 

fractions solubles sans aucune étape de purification (Fig. 36B). De façon similaire, nous 

avons isolé et purifié partiellement le complexe Ubi dans des cellules exprimant UbiI-SPA et 

UbiG-SPA, et après les 2 étapes de purification, nous avons observé par coloration à l’argent 

des bandes protéiques qui sont communes aux 3 échantillons (UbiE-SPA, UbiI-SPA et UbiG-

SPA). Ces échantillons ont été soumis à une analyse protéomique par spectrométrie de masse, 

et nous avons observé que plusieurs protéines co-éluaient avec les protéines Ubi (Fig. 37B). 

On retrouve toujours 8 protéines dans ces 3 échantillons, dont 7 sont des protéines Ubi : 

UbiE, F, G, H, I, J et K ainsi que la 8
ème

, la lipoprotéine Blc, dont la fonction physiologique 

est mal connue (Campanacci, Bishop et al. 2006). Nos collaborateurs ont mesuré le taux de 

l’UQ8 d’une souche Δblc qui est comparable à celui d’une souche WT, excluant le fait que la 

protéine Blc participe à la biosynthèse de l’ubiquinone chez E.coli. Le diagramme de Venn 
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présenté (Fig. 37C) montre l’enrichissement des différents extraits solubles purifiés dans les 8 

protéines rencontrées. On note qu’UbiE est la plus abondante. 

 

Figure 37. Purification du complexe Ubi. (A) Immunodétection avec l'anticorps anti-CBP du complexe Ubi purifié 

après BN-PAGE 1D et SDS-PAGE 2D. (B) Coloration à l'argent du gel SDS-PAGE des fractions purifiées provenant 

des échantillons Ubi-SPA et de témoins WT. Les astérisques marquent les bandes communes aux échantillons Ubi-SPA et 

absentes de WT. (C) Diagramme de Venn indiquant l’enrichissement des différents extraits solubles purifiés dans les 

huits protéines rencontrées. Les noms des huit protéines enrichies avec les trois protéines Ubi marquées sont indiqués. 

De ces expériences, nous concluons donc que la biosynthèse de l’ubiquinone qui a lieu 

dans la fraction cytosolique est réalisée par le complexe Ubi, qui contient 5 enzymes 

d’hydroxylation et de méthylation (UbiF, H, I, G et E) nécessaires pour convertir l’OPP en 

UQ8, ainsi que 2 protéines non enzymatiques, appelées chaperonnes ou protéines accessoires, 

UbiJ et UbiK. Ces 7 protéines forment un complexe de 1M Da. 

II.3 Le complexe multi-protéique Ubi contient des intermédiaires de biosynthèse 

de l’ubiquinone UbiV 

En utilisant la chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée à une 

détection électrochimique et à la spectrométrie de masse (HPLC-ECD-MS), nos 

collaborateurs ont analysé la distribution des quinones isoprénoïdes dans des cellules d’E.coli 

en phase de croissance exponentielle, et nous avons observé que les intermédiaires de la 

biosynthèse de UQ8 tels que l’OPP (substrat de UbiI) et le DMQ8 (substrat de UbiF) 

s’accumulent principalement dans la fraction cytosolique, alors que la molécule d’UQ8 se 

trouve très majoritairement dans la fraction membranaire, qui est d’ailleurs son lieu d’action 

(Fig. 38A). 

L'analyse en western blot et en contenu en quinones des fractions cytosoliques de cellules 

exprimant UbiH-SPA a montré que l’OPP et le DMQ8 était enrichi dans les fractions qui 

contiennent le complexe Ubi de 1 MDa (Fig. 38B). A l’inverse, UQ8 est distribué à peu près 

uniformément au cours du gradient.   

L’ensemble de ces résultats montre bien que les intermédiaires hydrophobiques de 

biosynthèse de l’ubiquinone qui sont l’OPP et le DMQ8 sont localisés de façon significative 

dans la fraction cytosolique et co-éluent avec le complexe Ubi trouvé à environ 1 MDa. 
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Figure 38. Le domaine SCP2 d’UbiJ lie UQ8 et ses intermédiaires de biosynthèse dans le complexe Ubi. (A) Rapport de 

l'abondance des lipides octaprényliques dans la fraction soluble (SF, 150.000 g de surnageant) et de la fraction membranaire 

(MF) de cellules WT cultivées dans du milieu LB. (B) En haut : Analyse par gradient de glycérol des extraits solubles de 

cellules UbiH-SPA et quantification de la quinone isoprénoïde dans chaque fraction par HPLC-ECD-MS. En bas : Le 

western-blot montrant la position de UbiH dans le gradient est le même que sur la figure 36C. (C) Niveaux de l’OPP, de la 

DMQ8 et de l’UQ8 dans les cellules surexprimant ou non UbiJ-K. (D) Abondance des quinones isoprénoïdes dans les 

protéines purifiées indiquées. 

Ensuite, nous avons cherché à savoir quelles étaient les protéines Ubi qui liaient ces 

intermédiaires hydrophobes. Une étude récente que notre consortium a publié avait montré 

qu’un complexe UbiJ-UbiK était capable de lier l’acide palmitoléique (voir intro et (Loiseau, 

Fyfe et al. 2017)), un des plus abondants acide gras d’E.coli. On observe que la surexpression 

d’UbiJ-UbiK entraîne une diminution du taux de l’UQ8 par rapport à une souche WT, ainsi 

qu’une accumulation d’OPP et de DMQ8, ce qui suggère une séquestration potentielle de ces 

intermédiaires hydrophobes biosynthétiques dans le complexe UbiJ-UbiK (Fig. 38C). 

Afin de savoir qui d’UbiJ ou d’UbiK lie les intermédiaires de biosynthèse de l’UQ8, j’ai 

purifié séparément la protéine seule UbiK, le complexe UbiJ-UbiK et le domaine SCP2 de 

UbiJ, la protéine UbiJ entière étant très peu soluble. Et nos collaborateurs ont ensuite dosé les 

quinones dans ces trois échantillons protéiques. Le complexe UbiJ-K contient un peu de UQ8 

(<1 pmole/nmole de proteine), et aussi de l’OPP et du DMQ8. Le domaine SCP2 d’UbiJ 
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contient également de l’UQ8 (environ 3 pmoles/nmole de protéine, soit 0.3%), de l’OPP et du 

DMQ8, mais la protéine UbiK ne contient aucune de ces 3 quinones isoprénoïdes. Le faible 

taux de l’UQ8 dans le complexe UbiJ-UbiK ainsi que dans le domaine SCP2 d’UbiJ peut 

s’expliquer par la forte surexpression de ces protéines dans nos systèmes d’expression, et par 

les différentes étapes de chromatographie pour les purifier, qui peuvent aboutir à des pertes de 

lipides. 

L’ensemble de ces résultats démontrent clairement que le domaine SCP2 d’UbiJ, et non 

la protéine UbiK, est responsable de la liaison de l’UQ8 et des intermédiaires de synthèse OPP 

et DMQ8. 

II.4 Structure du domaine SCP2 de UbiJ liant les lipides isoprénoïdes 

Le domaine SCP2 de UbiJ purifié se comporte comme un dimère en solution et cristallise 

dans le groupe P212121 (C. Fyfe). Des petits cristaux en forme de bâtons (« rod-like ») 

poussent sur la nuit à 19°C en goutte assise, avec un réservoir contenant 11% PEG 8000, 225 

mM chlorure de calcium, et 100 mM MMT pH 9 (DL-Malic acid/MES/Tris base, ratio 1/2/2), 

pH 6.5. UbiJ-SCP2 était à 15 mg/ml. Tous les cristaux sont cryoprotégés par trempage dans 

une solution contenant 20% de PEG 400 avant d’être congelés. La résolution de diffraction de 

ces cristaux était de 2.5 Å (code PDB 6H6P).  

L’absence de « template » protéique avec une identité de séquence suffisamment élevée 

nous empêchant de faire du remplacement moléculaire, nous avons cherché à avoir une 

meilleure résolution pour réaliser un phasage avec des métaux lourds et ainsi faire du SAD 

(« Single-wavelength Anomalous Dispersion »). Pour cela, nous avons réalisé des expériences 

de « seeding » (ou ensemencement) avec les petits cristaux en forme de tige obtenus 

précédemment. Cela a conduit à l’apparition, au bout de quelques semaines, à des cristaux 

plus gros, cubiques, et qui ont diffracté à 1.7 Å (code PDB 6H6O). Ces cristaux natifs ont 

alors été utilisés pour des expériences de dérivatisation avec des composés comportant des 

atomes lourds. Parmi tous ceux testés (Au, Pt), seuls le polyvalan crystallophore N°1 (un 

complexe de Tb) a permis d’obtenir des cristaux diffractant à 2 Å et présentant un signal de 

diffusion anomale permettant le phasage des données et la résolution de structure (code PDB 

6H6N). Les données ont été recueillies sur la ligne Proxima 1 de Soleil avec l’aide de L. 

Ciccone et de P. Legrand.  

La structure présenté dans la Fig. 39 a est celle d’un dimère générée à partir du modèle à 

une cavité hydrophobe centrale avec une cavité ouverte (Fig. 39B en jaune). Les murs de cette 

cavité sont tapissés de rés
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séquences d’UbiJ de différents organismes. La structure générale d’UbiJ, de même que la 

présence d’une cavité hydrophobe est son sein, rappelle fortement certaines structures de 

protéines de la famille SCP2. Cela suggère que l’absence de la partie C-terminale (121-201) 

d’UbiJ ne perturbe pas le repliement du domaine Nter SCP2 (1-120). Plusieurs protéines 

SCP2 ont montré des lipides dans leur cavité : acide palimitique ou Triton.  

Bien que le modèle présenté ici ne contienne pas de ligand, nous avons pu noter la 

présence de densité électronique supplémentaire dans la cavité (Fig. 39C). Il est tentant de 

suggérer alors que cette densité inexpliquée est reliée aux différents lipides détectés en faible 

quantité dans les protéines purifiées qui ont servi à faire les cristaux, et que cette cavité sert 

donc à accueillir les intermédiaires de biosynthèse de l’ubiquinone. 

Ce qui vient encore étayer cette hypothèse c’est la forme que prend la cavité et qui 

pourrait correspondre à la conformation adoptée par la molécule de l’UQ8 dans le complexe 

photosynthétique LH1-RC, code PDB 5Y5S (Fig. 39E). 

 

 

Figure 39. Structure du domaine SCP2 d’UbiJ à une résolution de 1,7 Å. (A) UbiJ-SCP2 comporte sous forme de dimère 

dans l'unité asymétrique, les monomères présentent un fold de type α/β avec 5 hélices α et 5 feuillets β similaires aux 

protéines de la famille SCP2 (chaîne A en orange, chaîne B en cyan). (B) Les sphères jaunes représentent la cavité trouvée 

dans UbiJ-SCP2. (C) Modèle de la zone de la cavité d’UbiJ-SCP2 avec les résidus hydrophobes bordant la cavité mis en 

évidence en jaune et montrant une densité électronique non modulée. (D) Séquence d’UbiJ-SCP2 d’E. coli. Les résidus 

hydrophobes qui s’interfacent avec la poche de la cavité sont indiqués en jaune et les cylindres représentent les hélices α, les 

flèches pour les feuillets β. (E) Cavités hydrophobes dans la chaîne A (en haut), dans la chaîne B (au centre) et l'UQ8 (en bas, 

extraitesà partir du code  PDB: 5Y5S) et leurs longueurs respectives. 



Chapitre III – Méga complexe Ubi d’E. coli 

 

103 

 

II.5 Rôle essentiel de UbiJ dans la stabilisation du complexe Ubi 

Notre caractérisation structurale d’UbiJ comme une protéine liant des lipides nous a 

conduit à évaluer comment se fait la liaison de l’OPP, intermédiaire précoce de l’ubiquinone, 

dans des cellules ΔubiJ, qui ne possèdent donc pas UbiJ. Le but étant ici de mieux cerner le 

rôle d’UbiJ dans le complexe Ubi.  

Des travaux antérieurs à ma thèse, réalisés par nos collaborateurs grenoblois et 

marseillais, avaient déjà montré que les cellules ΔubiJ voyaient une diminution drastique de 

la production de l’UQ8 et une accumulation de l’OPP (Aussel, Loiseau et al. 2014).  

Les extraits cytosoliques de cellules ΔubiJ produisant UbiG-SPA ont été analysés sur 

gradient de glycérol et montrent un profil de distribution de la protéine UbiG dans les 

fractions de basse densité (fractions 2-10) (Fig. 40A), alors que les protéines Ubi sont dans les 

fractions de haute densité (11-16) dans les cellules WT (Fig. 38B). Des résultats similaires 

sont obtenus avec des cellules exprimant UbiH-SPA ou UbiF-SPA. De plus les analyses BN-

PAGE et 2D-SDS PAGE révèlent l’absence du méga complexe Ubi de 1 MDa dans les 

cellules ΔubiJ (Fig. 40B-D). A l’inverse ce large complexe est toujours présent dans les 

cellules ΔubiE, ΔubiF, ΔubiG (Fig. 40B et 40C) ou ΔubiK (Fig. 40E).  

L’ensemble de ces résulats indique clairement le rôle structural de UbiJ pour la stabilié 

du complexe et permet d’expliquer pourquoi dans des cellules ΔubiJ, l’OPP s’accumule et ne 

permet pas d’aboutir à la biosynthèse de l’UQ8. 
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Figure 40. UbiJ est essentiel à la stabilité du complexe Ubi. (A) Analyse par gradient de glycérol des extraits solubles des 

cellules ∆ubiJ produisant UbiG-SPA et quantification de l’UQ8 et de l'OPP dans chaque fraction. Les Western-blots montrent 

la distribution d’UbiG-SPA et de la protéine contrôle GAPDH. (B-C) Immunodétection avec l'anticorps anti-FLAG des 

fractions solubles de la souche UbiH-SPA portant la délétion des gènes ubi indiqués après analyse par gel BN-PAGE (B) ou 

par gel BN-PAGE 1D et SDS-PAGE 2D (B). (D-E) Immunodétection avec l'anticorps anti-FLAG de fractions solubles de la 

souche ΔubiJ (D) ou ΔubiK (E)  produisant Ubi-SPA indiquée après BN-PAGE 1D et SDS-PAGE 2D. (F) Voie de 

biosynthèse de l'UQ8 (en haut) et modèle proposé d'organisation physique des protéines Ubi et des intermédiaires prénylés de 

l’UQ8 par rapport à la membrane interne (en bas). UbiA liée à la membrane prénylate 4-HB pour donner OHB qui se localise 

dans la bicouche lipidique. UbiB facilite l'extraction de l’OHB de la membrane et l’OHB est ensuite décarboxylé en OPP par 

UbiD-X. L’OPP est liée par UbiJ dans le complexe Ubi et le métabolon formé par les sept protéines Ubi encerclées en rouge 

synthétise l'UQ8, qui est finalement délivré à la membrane, où elle réalise ses fonctions physiologiques. 

III. Conclusion 

Nous avons montré avec ces travaux que le complexe Ubi contient 7 protéines :  

- 5 enzymes (UbiI, G, H, E et F) qui catalysent les 6 dernières étapes de biosynthèse de 

l’UQ8 à partir de l’OPP  

- 2 protéines scaffold ou accéssoires : UbiJ et UbiK, qui participent à la stabilité du 

complexe. 

Nous avons également montré que : 

- Ces 6 dernières étapes biosynthétiques de l’UQ8 se déroulent dans la fraction 

cytosolique, et non au niveau de la membrane. 
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- des intermédiaires de synthèse, tels que l’OPP et la DMQ8, s’accumulent dans le 

complexe Ubi soluble tel que nous l’avons isolé. On trouve en revanche assez peu de 

l’UQ8 dans ce complexe. 

- le domaine SCP2 d’UbiJ a une structure présentant une cavité hydrophobe pouvant 

accueillir des lipides, et potentiellement tous les intermédiaires de biosynthèse de 

l’UQ8. 

- La protéine UbiJ est une protéine centrale pour la stabilisation du méga complexe Ubi 

qui se trouve dans la fraction cytosolique. 

Ainsi, nous pouvons proposer un modèle pour le complexe Ubi dans lequel les 

intermédiaires de biosynthèse de l’UQ8 qui se trouvent en amont de l’OPP ne sont pas 

associés aux lipides membranaires mais à UbiJ au niveau du cytosol dans le large complexe 

Ubi (Fig. 40F). Dans ce modèle l’extrusion de l’OPP de la membrane plasmique pourrait être 

médiée par UbiB. En effet, récemment Coq8, l’homologue eucaryote d’UbiB, a été postulé 

comme étant capable de coupler l’hydrolyse de l’ATP à l’extrusion des têtes polaires 

d’intermédiaires de l’UQ8 hors de la membrane. Il est intéressant de noter que UbiB contient 

un segment transmembranaire et une partie soluble et que cette protéine ne fait pas partie du 

complexe Ubi. 

Les résultats obtenus permettent ainsi d’établir clairement l’existence d’un métabolon 

stable pour la biosynthèse de l’ubiquinone. Le terme métabolon désigne l’association 

d’enzymes qui agissent séquentiellement dans une voie métabolique.  

Beaucoup de métabolons sont très dynamiques et donc difficiles à purifier, comme c’est le 

cas du purinosome qui réalise la biosynthèse de novo de purine. Chez l’homme, ce complexe 

est composé de 6 enzymes (transférases, lyase, ligase, carboxylyase, hydrolase) qui catalysent 

la conversion du phosphoribosyl pyrophosphate en inosine monophosphate. Et même si une 

forme de « substrate channeling » a pu être montrée entre des enzymes du complexe, 

l’isolement du complexe n’a, jusqu’à ce jour, pas pu être obtenu.  

D’un autre côté, quelques métabolons ont tout de même pu être isolés, comme le 

complexe de la pyruvate déshydrogénase (PDC), un complexe de 3 protéines (E1, E2, E3) qui 

convertit le pyruvate en acétyl-CoA. Ce complexe PDC a été étudié en microscopie 

électronique au début des années 2000. Il fait environ 7 MDa et comprend 22 copies de la 

pyruvate déshydrogénase (E1), 6 copies de la dihydrolipoamide déshydrogénase (E3), qui est 

elle-même associée à 60 copies de la dihydrolipoamide acétyltransférase (E2) qui forme le 

noyau structural central. 
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I. Introduction 

La voie de biosynthèse de l’ubiquinone chez E. coli comporte trois réactions 

d’hydroxylation catalysées par les hydroxylases aérobies UbiI, UbiF et UbiH, qui sont toutes 

des monooxygénases dépendantes de la flavine (Alexander and Young 1978, Hajj Chehade, 

Loiseau et al. 2013). Il a été démontré que le dioxygène O2 était la source des groupements 

hydroxyles ajoutés sur le noyau aromatique des intermédiaires de l’ubiquinone (Alexander 

and Young 1978). Bien que la ménaquinone et la déméthylménaquinone soient considérées 

comme des quinones anaérobies, car elles fonctionnent principalement dans la respiration 

anaérobie, et que l’ubiquinone soit considérée comme une quinone aérobique, car elle fournit 

des électrons principalement aux réducteurs qui réduisent l'oxygène, Alexander et ses 

collègues ont déjà démontré il y a plus de 40 ans que l’ubiquinone était quand même 

synthétisée en absence d’oxygène, suggérant une voie alternative de la biosynthèse de 

l’ubiquinone de manière indépendante de l’oxygène (Alexander and Young 1978).    

En collaborant avec l’équipe grenobloise du Dr. Fabien Pierrel et Dr. Ludovic Pelosi 

(UMR5163, Laboratoire Adaptation et Pathogénie des Microorganismes, Grenoble Alpes 

Université) et celle marseillaise du Pr. Frédéric. Barras, Laurent Loiseau et Laurent Aussel 

(UMR7283, Laboratoire de Chimie Bactérienne, Marseille), nous avons mis en évidence 

l’existence d’une voie de biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de l’oxygène. Cette voie 

repose sur trois nouvelles protéines : UbiT, UbiU et UbiV. Les résultats de ce chapitre ont été 

publiés dans mBio en 2019 (Pelosi, Vo et al. 2019).  La première partie de ce travail présente 

la découverte et les études in vivo de ses trois gènes. La deuxième partie de ce travail présente 

les études biochimiques des protéines UbiT, UbiU et UbiV. 

II. Résultats 

II.1 Découverte et caractérisations génétiques des gènes ubiT, ubiU et ubiV 

d’E.coli 

Cette première partie des travaux a été effectuée par nos collaborateurs, le Dr. Fabien 

Pierrel et le Dr. Ludovic Pelosi (Grenoble), concernant la mise en évidence in vivo de la voie 

de biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de l’oxygène. Cette voie alternative nécessite la 

participation de trois gènes ubiT, ubiU et ubiV. Pour faciliter la visualisation, la voie de 

biosynthèse de l’ubiquinone est présentée encore une fois dans la figure 41A. 
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II.1.1 4-Hydroxybenzoate (4-HB) - le précurseur de la biosynthèse de 

l’ubiquinone en anaérobie 

Le 4-HB a été démontré comme le précurseur de l’ubiquinone en aérobie depuis les 

années soixante (Cox and Gibson 1964). En effet, un mutant ΔubiC d’E. coli perdant la 

capacité de synthétiser le 4-HB (Siebert, Severin et al. 1994) est déficient en ubiquinone et est 

complémenté par addition de 4-HB dans le milieu de culture (Payet, Leroux et al. 2016). Le 

4-HB serait-il également le précurseur de l’ubiquinone dans la voie de biosynthèse 

indépendante de l’oxygène ? Pour cela, une souche ΔubiC a été cultivée dans les conditions 

anaérobiques. Une diminution du taux d’ubiquinone a été observée dans cette souche et le 

taux de la souche sauvage a été partiellement récupéré par une supplémentation en 4-HB (Fig. 

41B). 

 

Figure 422. Identification du 4-HB comme précurseur de l’ubiquinone dans la voie de biosynthèse indépendante de 

l’oxygène. (A) La voie de biosynthèse dépendante de l’oxygène de l’ubiquinone. (B) Quantification de l’ubiquinone dans les 

cellules sauvage (WT) et ΔubiC cultivées en anaérobie supplémentées ou non avec du 4-HB en concentrations indiquées. (C 

à E) Spectres de masse de l’ubiquinone obtenus par les analyses en HPLC-MS des extraits lipidiques des cellules cultivées 

avec du 13C7-4-HB en anaérobie (C), en aérobie (D) ou en anaérobiose avec du 4-HB non marqué (E). 

De plus, la souche ΔubiC a été cultivée dans un milieu additionné de 
13

C7-4-HB et le 

marquage de l’ubiquinone biosynthétisée a été analysé par chromatographie en phase liquide 

à haute performance couplée à spectrométrie de masse (HPLC-MS). Dans les cellules 

cultivées dans des conditions aérobiques ou anaérobiques, la forme marquée de l’ubiquinone 

(
13

C6-UQ8) représente 98.3% et 97.3% (± 0.2%) du pool total de l’ubiquinone (Fig. 41C et 

41D). Au contraire, les cellules ΔubiC cultivées en anaérobie avec du 4-HB non marqué ne 

présente pas de 
13

C6-UQ8 (Fig. 41E). Tous ces résultats démontrent que le 4-HB est le 

précurseur de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de l'oxygène. 
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II.1.2 Les enzymes Ubi, à l'exception des hydroxylases, sont communes aux voies 

de biosynthèse de l'ubiquinone en aérobie et en anaérobie  

Le fait que le 4-HB est le précurseur de l’ubiquinone dans les deux voies alternatives 

suggère que dans la voie de biosynthèse en anaérobie, le 4-HB est décoré avec les mêmes 

groupes chimiques de manière indépendante de l’oxygène. Nos collaborateurs ont donc 

évalué si les enzymes de la voie aérobique sont également impliquées dans la voie 

indépendante de l'oxygène en mesurant la teneur en ubiquinone des souches KO cultivées 

dans les conditions aérobiques et anaérobiques. Les souches ubiA, ubiE et ubiG ne sont 

pas capables de synthétiser l’ubiquinone que ce soit en aérobie ou en anaérobie, alors que les 

souches ΔubiB, ΔubiD et ΔubiX en synthétisent en quantité limitée mais uniquement dans des 

conditions aérobiques (Fig. 2A). En revanche, les délétions des gènes ubiJ et ubiK n'ont aucun 

effet sur la biosynthèse de l'ubiquinone dans des conditions anaérobiques (Fig. 42A). Ceci 

montre que les protéines UbiA, UbiE et UbiG sont impliquées dans la biosynthèse aérobique 

de même que dans la biosynthèse anaérobique, alors que UbiJ et UbiK ne sont pas impliquées 

dans la voie anaérobique. 

Nous avons vu que les réactions d'hydroxylation sont catalysées par les monooxygénases 

dépendantes du FAD (UbiF, UbiH et UbiI)  qui utilisent le dioxygène comme co-substrat 

(Alexander and Young 1978, Kwon, Kotsakis et al. 2000, Hajj Chehade, Loiseau et al. 2013). 

En effet, les mutants ΔubiF, ΔubiI ou ΔubiH ne sont pas capables de synthétiser l’ubiquinone 

uniquement dans les conditions aérobiques, mais en synthétisent dans les conditions 

anaérobiques (Hajj Chehade, Loiseau et al. 2013), ce qui correspond à l'existence d’un 

système alternatif qui est responsable des réactions d’hydroxylation dans la voie indépendante 

de l'oxygène (Alexander and Young 1978).  

 

Figure 423. Implication des protéines Ubi dans les voies de biosynthèse de l’ubiquinone en aérobie et en anaérobie. (A) 

Quantification de l’ubiquinone à partir de cellules sauvages (WT) et Δubi cultivées en anaérobie pendant une nuit ou en 

aérobie jusqu'à atteindre une DO de 0.8. nd, non détecté dans les conditions aérobiques et anaérobiques; nd, non détecté dans 

les conditions anaérobiques. (B) Analyses par HPLC-ECD des extraits lipidiques des cellules sauvages (WT) ou ΔubiIHF 

cultivées en aérobie (air) ou anaérobie (-O2). (C) Biosynthèse de l’ubiquinone est présentée avec les enzymes Ubi spécifiques 
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à la voie dépendante de l'oxygène (rouge), à la voie indépendante de l’oxygène (vert) ou commune aux deux voies (noire). Le 

même code couleur s'applique aux facteurs accessoires (entourés). 

 Et finalement, nos collaborateurs ont confirmé que les trois hydoxylases aérobiques 

UbiI, UbiF et UbiH ne sont pas indispensables pour la voie de biosynthèse de l’ubiquinone 

indépendante de l’oxygène, puisqu'un triple mutant ΔubiF ΔubiI ΔubiH est déficient en 

ubiquinone lorsqu'il est cultivé en aérobie, alors qu'il synthèse l’ubiquinone au même niveau 

que les cellules sauvages dans les conditions anaérobiques (Fig. 42B).  

Tous ces résultats démontrent que les deux voies biosynthétiques de l’ubiquinone 

dépendantes et indépendantes de l'oxygène partagent les enzymes impliquées dans les 

réactions de prénylation (UbiA), de décarboxylation (UbiX et UbiD) et de méthylation (UbiE 

et UbiG), mais diffèrent par leurs hydroxylases et les facteurs accessoires UbiJ et UbiK (Fig. 

42C). 

II.1.3 Identification de trois gènes nécessaires à la biosynthèse d'ubiquinone en 

anaérobie 

Afin d’identifier les gènes impliqués dans la voie de biosynthèse de l'ubiquinone 

indépendante de l’oxygène, une collection d'environ 200 souches d’E. coli contenant des 

délétions couvrant plusieurs gènes ont été cultivées en anaérobie (Hashimoto, Ichimura et al. 

2005, Mizoguchi, Sawano et al. 2008) et leur contenu en ubiquinone a été analysé par HPLC-

électrochimique (HPLC-ECD). Ces souches proviennent de la banque Keio. 

 

Figure 424. Découverte de trois genes ubiT, ubiU, ubiV qui sont essentiels pour la voie de biosynthèse indépendante de 

l’oxygène de l’ubiquinone. (A) Analyses par HPLC-ECD des extraits lipidiques de la souche ME4641 cultivée en aérobie 
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(air) ou en anaérobie (-O2). (B) Région génomique couverte par la délétion de OCL30-2 dans la souche ME4641. (C) 

Analyses par HPLC-ECD des extraits lipidiques des souches dont chaque gène individuel couverts par la délétion de OCL30-

2 a été inactivé et cultivées en anaérobie. (D) Analyses par HPLC-ECD des extraits lipidiques de souches yhbT, yhbU et 

yhbV construits dans la souche MG1655 et cultivés en aérobie (air) ou en anaérobiose (-O2). (E) Analyses par HPLC-ECD 

des extraits lipidiques des cellules sauvage (WT), ubiT et ubiG cultivées en anaérobie. 

Une absence complète de l’ubiquinone a été observée dans les souches ME4561, 

ME5034 et ME4746 portant des délétions englobantes respectivement ubiE-ubiJ-ubiB-ubiD, 

ubiG et ubiX. Fait très intéressant, la souche ME4641 n’est pas capable de synthétiser 

l’ubiquinone uniquement en anaérobie (Fig. 43A), ce qui suggère que seule la voie 

indépendante de l’oxygène est altérée. ME4641 contient une délétion nommée OCL30-2 qui 

couvre 9 gènes, dont 5 n’ont pas de fonction identifiée (Fig. 43B). Pour trouver le gène 

candidat impliqué dans la biosynthèse anaérobique de l'ubiquinone, 8 souches KO 

monogéniques de la collection Keio ont été cultivées en anaérobie (Baba, Ara et al. 2006) et 

leur contenu analysé en quinone (Fig. 43C).  

Les souches ΔyhbT et ΔyhbU sont fortement déficientes en ubiquinone. Nos 

collaborateurs ont ensuite transféré les mutations ΔyhbT et ΔyhbU des souches Keio (qui est 

la souche d’E. coli K-12 BW25113) dans la souche MG1655 et ils ont également construit la 

souche ΔyhbV, qui n'est pas disponible dans la collection Keio. Ces trois souches synthétisent 

l’ubiquinone à un niveau très faible lorsqu'elles sont cultivées dans des conditions 

anaérobiques, mais montrent des niveaux normaux dans les conditions aérobiques (Fig. 43D, 

Tableau 10). De plus, les souches mutantes présentent 2 fois moins de MK8 et 2 fois plus de 

DMK8 dans les conditions anaérobiques (Tableau 10). Cet effet pourrait résulter 

indirectement du déficit en ubiquinone, comme il a également été observé dans la souche 

ΔubiG (Fig. 43E). 

 

Tableau 60. Teneur en quinone des souches sauvages et Δyhb cultivées en aérobie ou en anaérobie. 
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II.1.4 La suppression de yhbT, yhbU ou yhbV résulte d’un déficit en ubiquinone 

spécifiquement dans des conditions anaérobiques 

Les souches KO sont transformées par un vecteur vide ou un vecteur portant un allèle 

sauvage (WT) du gène étudié. Nous avons observé, dans les souches Δyhb exprimant le gène 

correspondant, une complémentation du déficit en ubiquinone (Tableau 10) et une 

augmentation du taux d'octaprénylphénol (OPP), intermédiaire précoce de la biosynthèse de 

l’ubiquinone (Fig. 44A). L'accumulation de l’OPP dont le taux est multiplié par un facteur 2 

environ dans les mutants ΔyhbT, ΔyhbU et ΔyhbV par rapport à la souche WT suggère que la 

voie de biosynthèse de l'ubiquinone indépendante de l'oxygène est bloquée en aval de l'OPP 

dans ces souches.  

 

Figure 425. (A) Teneur en OPP (en % de WT) dans les cellules yhb transformées par un vecteur vide (vec) ou un vecteur 

portant le gène indiqué et cultivées en anaérobie. (B) Teneur en ubiquinone (en % de WT cultivé dans du milieu LB) de 

cellules cultivées en anaérobie dans le milieu contenant les sources de carbone et accepteurs d'électrons indiqués. 

Dans ces expériences, aucune complémentation croisée n'a été observée : par exemple, le 

plasmide contenant yhbV n'a aucun effet sur les souches yhbT ou yhbU, ce qui suggère 

l'absence de redondance dans la fonction de chaque gène. Nous avons également observé un 

déficit profond en ubiquinone lorsque les souches yhbT, yhbU et yhbV sont cultivées en 

anaérobie dans divers milieux (glycérol + DMSO, lactate + KNO3) (Fig. 44B), ce qui montre 

que le défaut de biosynthèse de l'ubiquinone n'est pas lié à une source particulière de carbone 

ou d’accepteur d'électrons. Tous ces résultats démontrent que les gènes yhbT, yhbU et yhbV 

font partie de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de l'oxygène, d’où 

viennent les noms ubiT, ubiU et ubiV, respectivement. 

II.1.5 Absence totale de biosynthèse d'ubiquinone dans les mutants ubiT, 

ubiU et ubiV cultivés dans les conditions anaérobiques strictes 

 Comme les souches ΔubiT, ΔubiU et ΔubiV synthétisent encore une petite quantité de 

l’ubiquinone dans les conditions anaérobiques (Tableau 10 et Fig. 44B), nous nous sommes 

demandé comment elle a été synthétisée. Pour vérifier si la voie dépendante de l’oxygène 

contribuait à cette synthèse, le gène ubiH a été inactivé dans la souche ΔubiU. Par HPLC-MS, 
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une absence complète de l’ubiquinone a été détectéee dans les extraits des cellules ΔubiH 

ΔubiU (Fig. 45A). Ce résultat corrobore que la petite quantité d’ubiquinone synthétisée dans 

les cellules ΔubiU provient de la voie dépendante de l'oxygène et suggère que notre milieu 

anaérobique contient quelques traces d’oxygène ou que la biosynthèse de l'ubiquinone 

dépendante de l'oxygène se produit lors de la manipulation des cellules, sous atmosphère 

normale, avant l’extraction des quinones.  

Pour éliminer les traces d’oxygène, nos collaborateurs ont pris des précautions 

supplémentaires lors du dégazage et de l’inoculation des milieux de culture et ils ont 

également ajouté de la L-cystéine comme réducteur de l’oxygène. De plus, la résazurine a été 

utilisée comme indicateur d'oxydo-réduction pour vérifier qu’une anaérobie stricte soit 

présente pendant toute la culture. Du méthanol glacé a également été utilisé lors du traitement 

des cellules dans le but d'empêcher toutes les biosynthèses possibles d’ubiquinone dépendante 

de l'oxygène avant l'extraction des quinones. 

 

Figure 426. Absence totale de biosynthèse d'ubiquinone dans les mutants ubiT, ubiU et ubiV cultivés dans des 

conditions anaérobies strictes. (A) Analyses par HPLC-MS des extraits lipidiques des cellules ΔubiU ou ΔubiU ΔubiH 

cultivées dans les conditions anaérobiques. (B) Analyses par HPLC-MS des extraits lipidiques des cellules cultivées dans les 

conditions anaérobiques strictes et trempées dans du méthanol froid. (C) Teneur en ubiquinone des cellules décrites dans le 

panneau B. 

Les analyses HPLC-MS des extraits des cellules cultivées et manipulées dans de telles 

conditions anaérobiques strictes ont alors montré l'absence complète d’ubiquinone dans les 

souches ΔubiT, ΔubiU et ΔubiV (Fig. 45B et 45C). En revanche, le niveau de l’ubiquinone 

synthétisée dans la souche sauvage (WT) (Fig. 45C) est comparable à ceux mesurés 

précédemment dans les cellules sauvages cultivées dans les conditions anaérobiques sous-
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optimales (Tableau 10), établissant que la biosynthèse de l’ubiquinone a lieu 

indépendamment de l'oxygène. Tous ces résultats montrent que les cellules ΔubiT, ΔubiU et 

ΔubiV sont incapables de synthétiser l'ubiquinone dans des conditions anaérobies strictes, 

contrairement aux cellules sauvages. De plus, nos résultats confirment que la faible teneur en 

ubiquinone précédemment observée dans les souches ΔubiT, ΔubiU et ΔubiV (Tableau 10 et 

Fig. 44B) provenait de la voie dépendante de l’oxygène, dû à une faible contamination en 

dioxygène du milieu de culture.  

II.1.6 Les gènes ubiT, ubiU et ubiV sont fortement co-occurrents exclusivement 

dans les génomes portant des signes de leur capacité à synthétiser 

l’ubiquinone 

Nos collaborateurs bioinformaticiens de Grenoble (S. Abby) ont ensuite étudié la 

distribution des gènes ubiT, ubiU et ubiV dans 5750 génomes de bactéries et des archées et 

nous observons que ces trois gènes se trouvent uniquement chez les -, - et -protéobactéries 

et trois génomes d’Acidithiobacillia sp. Il est intéressant de noter que ces trois premières 

classes sont les seules connues à ce jour à pouvoir produire l’ubiquinone  (Schoepp-Cothenet, 

van Lis et al. 2013), ce qui correspond à un lien spécifique entre la biosynthèse de 

l’ubiquinone et UbiT, UbiU et UbiV. 

Ceci a été confirmé en analysant plus en détail la distribution d’ubiT, d’ubiU et d’ubiV et 

de trois gènes marqueurs de la voie de biosynthèse de l'ubiquinone (ubiA, ubiE et ubiG) dans 

611 génomes -, - et -protéobactéries. Nous avons choisi ubiA, ubiE et ubiG car ils sont les 

plus conservés par rapport aux autres gènes et parce qu'ils font partie à la fois de la voie 

dépendante et indépendante de l'oxygène (Fig. 42C). 575 génomes possèdent trois gènes ubiA, 

ubiE et ubiG et 589 en possèdent au moins deux. Concernant la distribution des gènes ubiT, 

ubiU et ubiV, 221 génomes présentent au moins l'un des trois gènes, et dans 210 cas (95%), 

les trois gènes sont présents. Il est important de noter que tous les génomes possédant des 

gènes ubiT, ubiU et ubiV possèdent au moins deux de ces trois gènes. En outre, 22 parmi 29 

ordres protéobactériens analysés ont jusqu'à 50% de génomes possédant un jeu complet de 

trois gènes ubiT, ubiU et ubiV (Fig. 46A), démontrant une large distribution taxonomique. 

Ces analyses indiquent une forte tendance à la co-occurrence des genes ubiT, ubiU et ubiV et 

démontrent qu'ils ne se retrouvent que dans des génomes qui ont des signes de la biosynthèse 

de l’ubiquinone.  

Il existe les gènes ubiA, ubiE et ubiG et les gènes des hydroxylases aérobiques dans 570 

génomes, dont 204 contiennent également les gènes ubiT, ubiU et ubiV (Fig. 46C). Seules 

trois espèces, Phaeospirillum fulvum, Magnetococcus marinus et Oxalobacter formigenes, 
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semblent dépendre exclusivement de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de 

l’oxygène, car leurs génomes contiennent uniquement les gènes ubiT, ubiU et ubiV (Fig. 

46C). Nous avons remarqué que les gènes ubiT, ubiU et ubiV se trouvent à côté des autres 

gènes ubi chez M. marinus (Fig. 46B). Il est intéressant de noter que P. fulvum et M. marinus 

sont capables de synthétiser l’ubiquinone dans des conditions microaérobiques (Hiraishi, 

Hoshino et al. 1984, Bazylinski, Williams et al. 2013) et que O. formigenes est un anaérobe 

obligatoire (Stewart, Duncan et al. 2004). Tous ces résultats montrent que la voie de la 

biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de l'oxygène est répandue dans les -, - et -

protéobactéries et qu'elle coexiste avec la voie dépendante de l'oxygène dans 98% des cas. 

 

Figure 427. Distribution et architecture génétique des trois gènes ubiT, ubiU et ubiV dans les génomes 

protéobactériens. (A) La proportion des génomes avec (vert) et sans (rouge) les trois gènes ubiT, ubiU et ubiV (colonne à 

gauche), est indiquée pour chaque ordre protéobactérien connu pour capacité de synthétiser l’ubiquinone. La colonne au 

milieu (loci à 3 gènes), affiche la proportion des génomes possédant les trois gènes, soit à un seul locus (vert), soit à loci 

différents (rouge). Le nombre des génomes analysés pour chaque ordre est indiqué dans la colonne à droite. (B) Organisation 

des trois gènes ubiT, ubiU et ubiV chez M. marinus (WP_011715033.1). (C) Occurrence des gènes marqueurs (ubiA, ubiE et 

ubiG), des gènes des hydoxylases aérobiques et des gènes ubiT, ubiU et ubiV   dans les génomes protéobactériens. Le nombre 

en gras représente les 3 génomes (P. fulvum, M. marinus et O. formigenes) contenant exclusivement la voie indépendante de 

l'oxygène. (D) Les architectures génétiques distinctes trouvées pour ubiT, ubiU et ubiV dans les génomes où les trois gènes 

sont présents sont affichées sous forme de boîtes avec des couleurs différentes. Le nombre de cas correspondant à chaque 

architecture décrite est indiqué à droite. La boîte blanche correspond à un gène situé entre les gènes d'intérêt et la boîte 

blanche avec des points correspond à deux à cinq gènes situés entre les gènes d'intérêt. 
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Nous avons ensuite examiné le positionnement relatif des gènes ubiT, ubiU et ubiV dans 

210 génomes possédant les trois gènes. Nous observons que dans 106 cas, couvrant des , - 

et -protéobactéries, les trois gènes se situent les uns à côté des autres (appelés locus à 3 

gènes) et 82 cas possèdent des loci à 2 gènes, le troisième gène se trouve ailleurs dans le 

génome (Fig. 46D). L’évaluation de l’architecture génétique des gènes ubiT, ubiU et ubiV 

révèle que ubiU et ubiV se trouvent côte à côte dans 69% des loci (dans tous les loci à 3 gènes 

et dans 39/82 des loci à 2 gènes) et que les trois gènes se trouvent dans trois parties distinctes 

du génome dans seulement 21 cas (Fig. 46D). Très intéressant, nous remarquons que chez 

Zymomonas mobilis (-protéobactérie), les gènes ubiT et ubiU sont fusionnés, suivis 

directement en aval du gène ubiV (Fig. 46D). 

II.1.7 UbiU-UbiV sont nécessaires pour l'hydroxylation de DMQ8 de manière 

indépendante de l'oxygène 

Nous avons vu que les voies de biosynthèse de l’ubiquinone dépendante et indépendante 

de l’oxygène diffèrent par les réactions hydroxylations, autrement dit seules les réactions 

d'hydroxylation restent non caractérisées dans la voie indépendante de l'oxygène (Fig. 42C). 

Nous avons donc supposé qu'UbiU et UbiV sont impliquées dans ces étapes. Pour tester notre 

hypothèse, nos collaborateurs ont développé un test in vivo basé sur la conversion de la 

DMQ8 marquée en UQ8 marquée de manière indépendante de l'oxygène. Ce test permet de 

suivre les réactions d'hydroxylation en C6 et de la méthylation ultérieure de l'O6 (Fig. 47A).  

 

Figure 428. UbiU et UbiV sont nécessaires pour la conversion de DMQ8 en UQ8 de manière indépendante de 

l’oxygène. (A) Conversion de DMQ8 en UQ8 par les enzymes des voies dépendante et indépendante de l’oxygène, indiquées 
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au-dessus et au-dessous les flèches (la numérotation des atomes de carbone indiquée sur DMQ8 et la queue polyprényle 

représentée par R). (B) Quantification par HPLC-MS de DMQ8 et UQ8 non marquées (12C) et marquées (13C6) dans des 

cellules ΔubiC ΔubiF cultivées en aérobie puis en l'anaérobiose. (C et D) Identiques au panneau B mais avec des cellules 

ΔubiC ΔubiF ΔubiU (C) et ΔubiC ΔubiF ΔubiV (D). nd, non détecté. 

Les cellules ΔubiC ΔubiF cultivées en aérobie avec du 
13

C7-4-HB synthétisent la DMQ8 

au, dont 73% sont marquées au 
13

C6. Lors du transfert des cellules en culture en conditions 

anaérobiques, les cellules ont progressivement converti une partie importante de 
13

C6-DMQ8 

en 
13

C6-UQ8 (Fig. 47B). L'inactivation des gènes ubiU ou ubiV dans les cellules ΔubiC ΔubiF 

ne perturbe pas l'accumulation de 
13

C6-DMQ8, mais empêche la conversion en 
13

C6-UQ8 (Fig. 

47C et 47D). Ce résultat démontre que les protéines UbiU et UbiV sont essentielles pour la 

réaction d'hydroxylation en C6 de la voie de biosynthèse de l'ubiquinone indépendante de 

l'oxygène. 

II.2 Caractérisations biochimiques des protéines UbiT, UbiU, UbiV et le 

complexe UbiU-UbiV 

II.2.1 UbiT d’E.coli 

II.2.1.1 Expression et purification 

Au début de ma thèse, j’ai construit le plasmide pETDuet-his6-UbiT qui code pour UbiT 

avec une étiquette de six histidines à son extrémité N-terminale clivable à la TEV (his6-UbiT). 

Bien que le plasmide ait été testé dans diverses conditions, aucune expression d’UbiT n’a été 

observée (données non montrées). J’ai ensuite construit une série de différents plasmides afin 

de tenter d’obtenir l’expression d’UbiT (UbiT-his6, GST-UbiT, GST-SCP2-UbiT). 

Cependant, aucune surexpression de la protéine d’intérêt n’a pu être observée, quel que soit 

les conditions de cultures. Comme évoqué dans le chapitre I, UbiT a été montrée comme 

substrat de FtsH et le niveau d’expression d’UbiT est stable quand le gène ftsh est délété. 

Nous sommes en train de travailler sur la délétion du gène ftsh dans les cellules BL21(DE3) 

dans le but d’y exprimer UbiT.  

En 2018, Groenewold et ses collègues ont réussi à exprimer et purifier la protéine 

PA3911 de P. aeruginosa, l’homologue d’UbiT d’E.coli. La protéine PA3911 était  fusionnée 

à la thiorédoxine (Trx) à son extrémité N-terminale (Groenewold, Massmig et al. 2018). Nous 

avons donc construit le plasmide pET32-UbiT codant pour Trx-UbiT d’E. coli et son 

expression a été testée dans différentes conditions. Trx-UbiT est exprimée et soluble quand 

les cellules sont lysées dans le tampon contenant 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 500 mM NaCl / 

15% glycérol / 5% cholate (Fig. 48A). L’ajout du détergent cholate est indispensable à la 

solubilisation de la protéine chimère Trx-UbiT. Sans détergent, toute la protéine chimère se 

trouve dans le culot. La protéine chimère est ensuite purifiée sur une colonne de Ni
2+

 (Fig. 
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48A) puis une colonne de chromatographie d’exclusion. Cependant, elle se trouve dans le 

volume mort de la colonne, ce qui signifie que la protéine est sous forme de haut poids 

moléculaire, probablement sous forme agrégée (Fig. 48B). Le protocole de purification de la 

protéine chimère Trx-UbiT est en cours d’optimisation afin d’obtenir la forme non agrégée.  

 

 

Figure 429. Expression et purification d’UbiT fusionnée à la thiorédoxine (Trx-UbiT). (A) Les cellules BL21(DE3) sont 

transformées par le plasmide pET32-UbiT codant pour UbiT fusionnée à la thiorédoxine à l’extrémité N-terminale et une 

étiquette de six histidines et cultivées dans le milieu LB. Le plasmide est induit par IPTG (50 M) à une DO 0.5 pendant 

toute la nuit à 16°C. Les cellules sont ensuite lysées dans le tampon contenant 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 500 mM NaCl / 15% 

glycérol / 5% cholate, les lysats sont clarifiés par ultracentrifuge et différentes fractions sont analysées par SDS-PAGE (NI : 

cellules non-induites ; I : cellules induites ; S : surnageant ; C : culot). La bande correspondante à UbiT est indiquée par la 

flèche. La protéine est ensuite purifiée par une colonne de Ni2+ (Ni). (B) Le chromatogramme de Trx-UbiT sur une colonne 

d’exclusion S200 10/300 increase (GE Healthcare).  

II.2.1.2 Caractérisation bioinformatiques 

Bien que pour l’instant, nous ne soyons pas capables de purifier UbiT d’E. coli, les 

analyses bioinformatiques nous donnent quelques informations sur cette protéine.  

La partie centrale (acides aminés 45-133) de la protéine correspond à un domaine SCP2 

(Sterol Carrier Protein 2) (Fig. 49A), comme c’est le cas pour UbiJ. Les domaines SCP2 

forment généralement une cavité hydrophobe qui lie divers lipides (Burgardt, Gianotti et al. 

2017) et notre alignement de séquence a, en effet, montré la présence des acides aminés 

hydrophobes conservés à plusieurs positions dans le domaine SCP2 d’UbiT (Fig. 49A).   
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Figure 430. (A) Alignement de multiples séquences d’UbiT à partir de des protéobactéries représentatives. Les résidus 

hydrophobes sont colorés en rouge. La position du domaine SCP2 est indiquée par un cadre rouge (Pelosi, Vo et al. 2019). 

(B) Organisation des domaines dans UbiT et UbiJ. UbiT est représenté en bleu, UbiJ en vert et le domaine SCP2 en rouge, les 

extrémités N-ter et C-ter sont indiquées. (C à D) Modèle structural d’UbiU (Phyre2). (C) La partie centrale (acides aminées 

26-136, vert) correspondant au domaine SCP2 est composée de deux feuillets  et de cinq hélices  formant un centre 

hydrophobe avec une cavité ouverte. Les résidus hydrophobes conservés qui sont importants pour la capacité de fixation aux 

lipides sont indiqués en rouge. Les extrêmes N-ter et C-ter sont représentées en magenta et bleu, respectivement. A gauche, le 

modèle entier d’UbiT, à droite, le domaine SCP2 d’UbiT. (D) La construction de la partie centrale repose sur la structure du 

domaine SCP2 d’UbiJ 6H6N et celle des extrémités N-ter (acides aminés 1-25, magenta) et C-ter (acides aminés 137-174, 

bleu) est réalisée par modélisation ab initio. 

Comme évoqué, UbiJ lie des intermédiaires de biosynthèse de l’ubiquinone dans son 

domaine SCP2 et permet l’organisation d’un complexe multiprotéique composé de plusieurs 

enzymes Ubi (Hajj Chehade, Pelosi et al. 2019). Chez E. coli, UbiT entière partage 21.1% 

d’identité de séquence avec UbiJ, tandis que son domaine SCP2 (acides aminés 45-133) 
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partage 20.7% d’identité de séquence avec celui d’UbiJ (acides aminés 15-112) et les deux 

extrémités C-ter en partagent 30% (acides aminés 164-201 dans UbiJ et 143-174 dans UbiT) 

(Fig. 49B). Ainsi, UbiT et son domaine SCP2 pourraient remplir des fonctions similaires dans 

la voie de biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie, car UbiJ est exclusivement impliquée 

dans la voie en aérobie (Hajj Chehade, Pelosi et al. 2019).    

Basé sur la structure du domaine SCP2 d’UbiJ (code PDB 6H6N), nous avons construit 

un modèle structurel pour UbiT (Fig. 49C). La partie centrale d’UbiT (acides aminés 26-136, 

partie rouge, Fig. 49C), construite avec une confidence de 99% (Fig. 49D), est composée de 

deux feuillets  et de cinq hélices  formant un centre hydrophobe avec une cavité ouverte. 

Les parois de cette cavité sont composées de résidus hydrophobes fournis à la fois par les 

hélices et les feuillets. Les extrémités N-ter (1-25, partie magenta) et C-ter (137-174, partie 

bleue), construites par la modélisation ab initio, sont composées par des hélices . 

Groenewold et ses collègues ont montré que les résidus hydrophobes conservées L56, L58, 

V69 et L114 de PA3911, homologue d’UbiT chez P. aeruginosa, étaient importants pour la 

capacité de fixation des lipides (Groenewold, Massmig et al. 2018). Ces résidus, 

correspondant aux L58, I60, T71 et L116 chez E. coli (indiqués en rouge Fig. 49C), se trouve 

dans la cavité hydrophobe d’UbiT où les lipides se fixent. 

II.2.2 UbiU, UbiV et le complexe UbiU-UbiV 

II.2.2.1 UbiV d’E.coli 

II.2.2.2 Expression et purification  

J’ai tout d’abord exprimé UbiV avec une étiquette de six histidines à son extrêmité N-

terminale (his6-UbiV), mais malgré différentes conditions de surexpression (température de 

culture, concentration d’IPTG, présence de chaperones, moment d’induction, etc) la protéine 

his6-UbiV s’avère insoluble (données non montrées). J’ai donc choisi de changer le tag His de 

position et de le placer en position C-terminale. 

Les cellules BL21(DE3) ont été tout d’abord transformées par le plasmide pET-22-UbiV 

codant pour UbiV avec une étiquette de six histidines à son extrémité C-terminale (UbiV-

his6), puis cultivées dans le milieu LB et le gène ubiV est induit à différents DO (0. 5 ou 1. 8) 

avec différentes concentrations en IPTG (100 ou 500 M) à 16°C sur la nuit. Elles ont été 

ensuite lysées par sonication dans le tampon de lyse contenant 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 

mM NaCl et les lysats sont clarifiés par ultracentrifugation. Différentes fractions (soluble et 

culot) sont analysées par gel SDS-PAGE (Fig. 50A).    

La protéine UbiV-his6, exprimée dans la meilleure condition (entourée par un cadre rouge 

sur la Fig. 9A) est ensuite purifiée jusqu’à homogénéité par une chromatographie d’affinité à 
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Ni
2+

 puis une chromatographie d'exclusion (Fig. 50B). UbiV-his6 se comporte comme 

monomère en solution et est purifiée avec un rendement de 13 mg d’UbiV-his6/L de culture 

(données non montrées).  

 

Figure 50. Expression et purification d’UbiV. Les cellules BL21(DE3) sont transformées par le plasmide pET-22-UbiV 

codant pour UbiV-his6 (A) ou co-transformées avec le plasmide pGro7 (B) et cultivées dans le milieu LB. Le plasmide est 

induit par IPTG (100 ou 500 M) à une DO 0.5 ou 1.8 pendant toute la nuit à 16°C. Les cellules sont ensuite lysées, les lysats 

sont clarifiés par ultracentrifuge et différentes fractions sont analysées par SDS-PAGE (NI : cellules non-induites ; I : cellules 

induites ; S : surnageant ; C : culot). La bande correspondante à UbiV est indiquée par la flèche ; le cadre rouge indique la 

condition d’expression choisie pour la purification des protéines.  (C) et (D) UbiV est purifiée par deux étapes de purification 

(une chromatographie d’affinité à Ni2+ et une chromatographie d’exclusion) dans 50 mM Tris-HCl pH 7.5 / 150 mM NaCl. 

(E) Spectre UV-vis d’UbiV purifiée. La ligne bleue : UbiV (3 mg/ml) fraichement purifiée, la ligne rouge : après 5 minutes à 

la température ambiante. (F) Spectre UV-vis d’UbiV purifiée de la sous-unité NQO3 (1. 25 mg/ml) (Yano, Yagi et al. 1995). 
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Bien qu’UbiV-his6 soit soluble et purifiable par ce protocole et que le rendement soit 

assez élevé, une partie de la protéine exprimée se trouve dans le culot (Fig. 50A). Le 

protocole est donc optimisé en co-transformant les plasmides pET-22-UbiV et pGro7 qui 

code pour les chaperones GroEL (57. 3 kDa) et GroES (10 kDa) en présence de L-arabinose. 

Ces dernières facilitent le repliement des protéines et empêchent leur agrégation. En effet, 

UbiV-his6, exprimée dans la meilleure condition (entourée par un cadre rouge sur la Fig. 

50C), est ensuite purifiée par le même protocole en ajoutant 15% de glycérol avec un 

rendement plus important de 20 mg d’UbiV-his6 / L de culture (Fig. 50D). 

UbiV est légèrement rose et son spectre d'absorption UV-visible (UV-vis) présente des 

bandes d’absorption dans la région de 350 à 550 nm (Fig. 50E, ligne bleue) ; on note que ce 

spectre est très similaire à celui d’une sous-unité du complexes I (NADH-ubiquinone Q-

oxydoréductase) chez Paracoccus denitrificans, NQO3, qui possède deux centres [2Fe-2S] 

(Yano, Yagi et al. 1995) (Fig. 50F). Ces résultats suggèrent donc la présence d’un ou de 

centres Fe-S dans UbiV purifiée. Au bout de 5 minutes, l’absorbance dans la région de 350 à 

550 nm diminue, tout en présentant une certaine diffusion et la solution d’UbiV devient 

turbide (Fig. 50E, ligne rouge), suggérant une instabilité d’UbiV, qui a donc quand même 

tendance à s’agréger. Cela nous a amené à changer la composition du tampon et à réaliser un 

criblage de différents tampons appropriés pour purifier et stocker les protéines, avec le kit 

JBScreen Solubility HTS (Jena Bioscience).  

Au final, la protéine UbiV-his6 est finalement purifiée dans un tampon assez basique (pH 

8.5) et contenant peu de sel (25 mM NaCl). Le tampon final pour purifier et stocker UbiV-

his6 est le suivant : 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 25 mM NaCl / 15% glycérol / 1 mM DTT, ce 

qui permet une longue stabilité et un rendement final très important de 150 mg d’UbiV-his6 / 

L de culture.   

II.2.2.3 Caractérisations biochimiques 

UbiV-his6, purifiée à homogénéité grâce à deux étapes de purification (affinité à Ni
2+

 et 

chromatographie d’exclusion), se comporte comme monomère dans la solution (Fig. 51A et 

51B). 

La protéine, encore une fois, est rose et son spectre d'absorption UV-vis montre des 

caractéristiques de centres Fe-S dans la région de 350 à 550 nm (Fig. 51C, ligne pointillée). 

En effet, nous avons détecté des quantités sous-stœchïométriques de fer et de soufre (0.2 Fe et 

0.2 S / monomère), indiquant une dégradation oxydative des centres Fe-S au cours de la 

purification aérobique ; cela a été déjà observé dans de nombreuses autres protéines Fe-S 

(Ollagnier-De Choudens, Sanakis et al. 2000, M, Ollagnier-de-Choudens et al. 2007). Afin de 
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confirmer cette hypothèse, nous avons essayé de reconstituer le(s) centre(s) Fe-S d’UbiV en 

anaérobie. En effet, après la reconstitution, la protéine possède 3.9 Fe et 3.3 S / monomère 

(Tableau 11) et son spectre UV-vis, avec une absorbance vers 400 nm, est caractéristique d’un 

centre [4Fe-4S] (Ollagnier-de Choudens, Loiseau et al. 2005) (Fig. 51C, ligne continue). Le 

spectre de résonance paramagnétique électronique (RPE) du centre [4Fe-4S] réduit au 

dithionite en anaérobie possède  des caractéristiques d'un centre [4Fe-4S]
1+

  à l'état de spin S 

= 1/2 (Ollagnier-De Choudens, Sanakis et al. 2000) (Fig. 51D). Ce centre [4Fe-4S] se dégrade 

rapidement quand la protéine reconstituée est exposée à l’air (Fig. 51E). Tous ces résultats 

suggèrent qu’UbiV est capable de lier, dans des conditions anaérobiques, un centre rédox-

actif [4Fe-4S] qui est sensible à l'air.  

 

Figure 51. Purification et caractérisations biochimiques d'UbiV. (A) Chromatogramme de filtration sur gel d'UbiV 

purifiée en aérobie sur une colonne Superdex 75 Increase10/300 GL (GE Heathcare). L’insertion montre un gel de SDS-

PAGE coloré au Coomassie d’UbiV purifiée en aérobie. (B) Courbe d'étalonnage, les standards de protéines en losange, 

UbiV en cercle. (C) Spectre d'absorption UV-vis d'UbiV purifiée en aérobie (ligne pointillée, 47 µM) et de l'holo-UbiV 

reconstituée en anaérobie (ligne continue, 41 M). L'insertion est un agrandissement de la région de 300 à 700 nm. Le 

coefficient d'extinction molaire, soit 410 nm, a été déterminé à 10,8 ± 0,4 mM-1 cm-1 pour l'holo-UbiV. (D) Spectre de RPE 
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en bande X d’holo-UbiV à 785 M réduite par dithionite. (E) Spectre d'absorption UV-visible de l'holo-UbiV à 41 M en 

anaérobiose (trait continu) et après 20 min d'exposition à l'air (trait pointillé). 

 

Tableau 11. Caractérisation des protéines UbiV et des complexes hétérodimères UbiU-UbiV. La quantité en métal et les 

propriétés UV-Vis des protéines sauvages et des mutants après les reconstitutions anaérobiques de leurs centres Fe-S sont 

indiquées. 

Dans les centres Fe-S des protéines, les atomes de fer sont typiquement coordinés par des 

résidus cystéines, et on peut les prédire car ils forment des motifs au niveau de la séquence 

protéique (Johnson, Dean et al. 2005, Fontecave, Py et al. 2008). Ainsi pour 110 protéines Fe-

S identifiées chez E. coli, plus de 30 motifs ont été observés (Fontecave 2006). 

 

Figure 52. Alignement de multiples séquences à partir de des protéobactéries représentatives d’UbiV (A) et d’UbiU 

(B). Les cystéines conservées sont représentées en noire. 
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 Dans la séquence d’UbiV, nous avons observé quatre résidus cystéines conservés dans la 

séquence : C39, C180, C193 et C197, formant un motif CXnCX12CX3C. (Fig. 52A). Afin de 

confirmer cette hypothèse, les mutants cystéines en alanine (un double mutant C193A 

C197A, deux triple mutants C39A C193A C197A et C180A C193A C197A et un quadruple 

mutant) ont été purifiés à homogénéité de même manière qu’UbiV sauvage (Fig. 53A). Ces 

mutants ne sont plus capables de lier le centre Fe-S. En effet leur spectres UV-Vis montrent 

une absence des bandes d’absorbance dans la région 350-550 nm (Fig. 53A) et les teneurs en 

Fe et S et l'absorbance à 410 nm sont largement diminuées après la reconstitution en 

anaérobie (Fig. 53B et Tableau 11). Ces résultats suggèrent que les résidus cystéines en 

position 39, 180, 193 et 197 sont importants pour la coordination du centre [4Fe-4S] dans la 

protéine UbiV. De plus, nous avons montré in vivo que les cystéines C180 et C193 étaient 

importantes pour la biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie (Fig. 53C). En effet, les cellules 

ubiV qui ont été transformées par les plasmides codant pour UbiV C180A et UbiV 193A ne 

sont plus capables de synthétiser l’ubiquinone en anaérobie, comparé à celles transformées 

par le plasmide codant pour UbiV sauvage. Cela suggère que le centre [4Fe-4S] est nécessaire 

à l’activité enzymatique d’UbiV.  

 

Figure 31. Caractérisations biochimiques des mutants cystéines en alanines d'UbiV. (A) Comparaison des spectres 

d'absorption UV-vis d’UbiV sauvage (noir) purifiée en aérobie et de différents mutants cystéines en alanines d’UbiV (C193A 
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C197A en bleu, C39A C193A C197A en vert, C180A C193A C197A en rose, C39A C19A C197A en brun). L’insertion 

montre un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie des purifications d’UbiV et des variants. Puits : M, marqueur de masse 

moléculaire ; 1, UbiV sauvage ; 2, UbiV C193A C197A ; 3, UbiV C39A C193A C197A; 4, UbiV C180A C193A C197A; 5, 

UbiV C39A C180A C193A C197. (B) Comparaison des spectres d'absorption UV-vis d’UbiV sauvage et de différents 

mutants cystéines en alanines d’UbiV après reconstitution des centres [Fe-S] en anaérobie. (C) Quantification de 

l’ubiquinone des cellules ubiV transformées par pBAD-UbiV6His, pBAD-UbiV6His C180A, pBAD-UbiV6His C193A, ou 

pBAD vide et cultivées toute la nuit en anaérobie. 

II.2.2.4 Caractérisations structurales et bioinformatiques 

Des essais de cristallographie ont été réalisés avec différents kits de cristallogénèse avec 

la forme apo-UbiV purifiée en aérobie qui présente environ 20% de centres Fe-S, 

probablement sous forme [2Fe-2S] ou la forme holo-UbiV contenant un centre [4Fe-4S] en 

anaérobie. Malheureusement aucun cristal n’a pu être observé. Des expériences de protéolyse 

ménagée à la trypsine ont permis de mettre en évidence un domaine de 12 kDa bien protégé 

de la digestion (Fig. 54A). La protéine traitée à la trypsine est ensuite déposée sur une colonne 

d’affinité Ni
2+

. Le domaine protégé d’UbiV ne s’y accroche pas, suggérant que ce domaine 

correspond à l’extrémité N-ter d’UbiV, qui ne possède pas l’étiquette His-Cter. 

L’identification du site de coupure exacte de ce domaine est en cours d’obtention par la 

spectrométrie de masse. Le domaine purifié par une colonne Superdex 75 Increase10/300 GL 

se comporte comme un trimère en solution (Fig. 54B). De plus le pic à l’absorbance 400 nm 

correspondant aux protéines possédant un centre Fe-S sort plus tardivement sur le 

chromatogramme, suggérant que ce domaine ne contient pas de Fe-S. Des essais de 

cristallographie de ce domaine N-ter d’UbiV ont été réalisés, cependant aucun cristal n’a pu 

être observé. 

 

 

Figure 54. Protéolyse ménagée d’UbiV. (A) Gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie d’UbiV entière (lane UbiV) ou le 

domaine N-ter d’UbiV protégé de la digestion à la trypsine (lane UbiV-Nter).  (B) Chromatogramme de filtration sur gel du 

domaine N-ter d’UbiV à l’issu de la protéolyse ménagée à la trypsine sur une colonne Superdex 75 Increase10/300 GL (GE 

Heathcare). L’insertion montre une courbe d'étalonnage, les standards de protéines en losange, l’extrémité N-ter d’UbiV en 

cercle. 
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Bien que pour l’instant, nous ne soyons pas capables d’avoir des cristaux de plusieurs 

formes d’UbiV, le modèle structural que j’ai réalisé à l’aide de Phyre2 nous donne quelques 

informations sur cette protéine (Fig. 55). La construction de la partie N-ter (acides aminés 1-

214, partie rouge, Fig. 55A) repose sur deux structures 5D88 (domaine U32 de Mk0906 chez 

Methanopyrus kandleri) et 3KTS (Glycerol uptake operon antiterminator regulatory protein 

de Listeria monocytogenes) avec une confidence de 100% et 96% respectivement (Fig. 55B). 

Ces deux protéines, dont la structure comporte un motif de tonneau « TIM barrel », partagent 

21.5% et 20.4% d’identité respectivement avec le domaine N-ter d’UbiV. La partie C-ter du 

modèle structural est construite par calcul ab initio (partie verte, Fig. 55A). En effet, la partie 

N-ter est composée de six feuillets  entourées par sept hélices , formant un motif de 

tonneau TIM. Les quatre cystéines conservées (C39, C180, C193 et C197), indiquées en bleu, 

se trouve à l’extérieur du cœur du motif TIM dans la partie inférieure du modèle (Fig. 55A). 

La partie C-ter (215-292) est composée de deux hélices  connectées par des boucles.  

 

Figure 55. Modèle structural d’UbiV d’E.coli (Phyre2). (A) La partie N-ter (acides aminées 1-214, rouge) est 

caractéristique par un tonneau TIM composé de six feuillets  entourées par sept hélises . La partie C-ter (acides aminées 

215-292, rouge) est composée de deux hélices  connectées par les boucles sans structure caractéristiques. Les quatre 

cystéines conservées (C39, C180, C193 et C197) sont indiquées en bleu.  (B) La construction de la partie N-ter repose sur 

deux structure 2D88 et 3KTS et celle de la partie C-ter par calcul ab initio.  
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II.2.3 UbiU d’E.coli 

II.2.3.1 Expression et purification  

Nous avons tout d’abord tenté de purifier UbiU avec le plasmide pACYCDuet-UbiU 

codant pour UbiU avec une étiquette de six histidines à son extrémité N-terminale (his6-

UbiU). L’expression de ce plasmide a été testée dans les cellules BL21(DE3) co-transformées 

avec pGro7. Le gène codant pour his6-UbiU est induit à différents moments de la culture (DO 

0.5 ou 1. 8) par différentes concentrations en IPTG (20 ou 50 M) pendant toute la nuit à 

16°C. Les cellules sont ensuite lysées dans le tampon de lyse contenant 50 mM Tris-HCl pH 

7.5 / 150 mM NaCl et les lysats sont clarifiés par ultracentrifugation. Différentes fractions 

(soluble et culot) sont analysées par gel SDS-PAGE (Fig. 56A). 

 

Figure 56. Expression et purification d’UbiU d’E.coli. (A) Les cellules BL21(DE3) sont co transformées par le plasmide 

pETDuet-UbiU codant pour his6-UbiV et le plamside pGro7 et cultivées dans le milieu LB. Le plasmide est induit par IPTG 

(20 ou 50 M) à une DO 0.5 ou 1.8 pendant toute la nuit à 16°C. Les cellules sont ensuite lysées, les lysats sont clarifiés par 

ultracentrifugation et différentes fractions sont analysées par SDS-PAGE (NI : cellules non-induites ; I : cellules induites ; S : 

surnageant ; C : culot). La bande correspondante à l’UbiU est indiquée par la flèche ; le cadre rouge indique les conditions 
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d’expression choisies pour la purification des protéines. (B) Chromatogramme de filtration sur gel d'UbiU purifiée sur une 

colonne Superdex 200 Increase10/300 GL (GE Heathcare). L’insertion montre un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie 

d’UbiU purifiée par une colonne Ni2+(Ni) et filtration sur gel (CE) dans 50 mM Tris-HCl pH 7.5 / 150 mM NaCl. (C à G) 

Expression du plasmide pET22-UbiU codant pour UbiV- his6 dans différentes conditions de culture. Toutes les cellules sont 

lysées dans le tampon de lyse contenant 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 150 mM NaCl / 15% glycérol. (C) Les conditions 

d’expression sont identiques que le panneau (A). (D) Les cellules sont lysées dans le tampon de lyse contenant 500 mM 

NaCl. (E) Les cellules sont cultivées dans le milieu auto-inductif. (F) Le plasmide est exprimé dans les cellules Origami B. 

(G) Les conditions d’expression sont identiques que le panneau (A), sauf que les cellules sont lysées dans le tampon de lyse 

contenant 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 150 mM NaCl / 15% glycérol / 0.2% (m/v) sarkosyl. (H) Chromatogramme de filtration 

sur gel d'UbiU purifiée sur une colonne Superdex 200 Increase10/300 GL (GE Heathcare). L’insertion montre un gel de 

SDS-PAGE coloré au Coomassie d’UbiU purifiée par une colonne Ni2+(Ni) et filtration sur gel (CE) 50 mM Tris-HCl pH 

8.5 / 150 mM NaCl / 15% glycérol / 3mM LDAO. 

La protéine his6-UbiU, exprimée dans la meilleure condition (entourée par un cadre rouge 

sur la Fig. 56A) est ensuite purifiée par une colonne Ni
2+

 puis une chromatographie 

d'exclusion Superdex 200 10/300 Increase (GE Healthcare). his6-UbiU est co-éluée avec la 

chaperonne GroEL sous forme de multimères de haut poids moléculaire (Fig. 56B). Bien que 

différentes étapes de purification supplémentaire soient employées, nous n’arrivons pas à 

obtenir UbiU non-agrégée (données non montrées). 

Par analogie avec ce qui a été observée avec UbiV, c’est-à-dire une meilleure 

solubilisation lorsque le tag est au niveau de la partie C-terminale, j’ai donc construit le 

plasmide pET-22-UbiU codant pour UbiU avec une étiquette de six histidines à son extrémité 

C-terminale (UbiU-his6). 

Bien que l’expression de ce plasmide soit testée dans diverses conditions : milieu de 

culture (LB ou milieu auto-inductif), coexpression avec différents plasmides de chaperones 

(pGro7, pG-Tf2, pG-KJE8), diverses souches bactériennes (BL21(DE3), Origami B(DE3)), 

diverses concentrations de l’inducteur IPTG (variée de 20 à 500 M) ou -lactose (1-2 

g/mL), variations du pH (entre 7. 5 et 9) et de la concentration en sel (entre 150 et 500 mM), 

divers détergents, UbiU-his6 se trouve dans la partie insoluble (Fig. 56C-F). Elle est 

seulement en partie soluble uniquement en présence de 0. 2% de sarkosyl (Fig. 56G). La 

protéine est ensuite purifiée par une colonne de Ni
2+

 suivie d’une filtration sur gel dans le 

tampon contant contenant 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 150 mM NaCl / 15% glycérol / 3 mM 

LDAO avec un rendement de 4 mg d’UbiU-his6 /L de culture (Fig. 56H). UbiU-his6 se 

comporte comme un tétramère en solution (Fig. 56H) 

 UbiU, qui semble être similaire à UbiV qui lie un centre [4Fe-4S] via quatre cystéines 

conservées, possède également quatre cystéines conservées dans sa séquence protéique (Fig. 

52B). Nous avons donc essayé donc de reconstituer le(s) centre(s) Fe-S d’UbiU purifiée. 

Cependant la protéine précipite rapidement pendant la réaction de reconstitution. Cela 
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pourrait être à cause de la présence du détergent (LDAO) dans la solution qui empêche 

l’incorporation du Fe et S à la protéine ; ou bien la présence d’UbiV serait nécessaire pour la 

reconstitution du centre Fe-S d’UbiU vu que les résultats in vivo montrent qu’elles forment un 

complexe et que les résultats in vitro que je vais présenter ci-après le confirme.   

II.2.3.2 Caractérisation bioinformatiques 

Bien que pour l’instant, nous ne soyons pas capables d’avoir des cristaux d’UbiU, le 

modèle structural réalisé par Phyre2 nous donne quelques informations sur cette protéine (Fig. 

55). Similaire à UbiV, la partie N-ter (acides aminés 1-262, partie rouge, Fig. 57A) est 

construite à partir de deux structures 5D88 (domaine U32 de Mk0906 chez Methanopyrus 

kandleri) et 3XI3 (Phosphorylase au Pyrophosphate de thiamine chez Pyrococcus furiosus) 

avec une confience de 100% et 97% respectivement (Fig. 57B). Ces deux protéines partagent 

21.6% et 21.8% d’identité respectivement avec le domaine N-ter d’UbiU. La partie C-ter du 

modèle structural est construite par la modélisation ab initio (partie verte, Fig. 57A). Dans ce 

modèle, la partie N-ter comporte un motif de tonneau « TIM barrel » composé de cinq 

feuillets  entourés par sept hélices . Les quatres cystéines conservées (C169, C176, C193 et 

C232), indiquées en bleu, se trouvent à l’extérieur du cœur du motif TIM (Fig. 57A). La 

partie C-ter (263-331) est composée de deux hélices  connectées par des boucles.  

 

Figure 57. Modèle structural d’UbiU d’E.coli (Phyre2). (A) La partie N-ter (acides aminées 1-262, rouge) est 

caractéristique par un tonneau TIM composé de cinq hélises  entourées par sept feuillets . La partie C-ter (acides aminées 

263-331, rouge) est composée de deux hélices  connectées par les boucles sans structure caractéristiques. Les quatre 
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cystéines conservées (C169, C176, C193, C232) sont indiquées en bleu.  (B) La construction de la partie N-ter se repose sur 

deux structure 2D88 et 3XI3 et celle de la partie C-ter par la modélisation ab initio. 

II.2.4 Complexe UbiU-UbiV 

II.2.4.1 Système de double hybride bactérien 

Du fait que les protéines Ubi dépendantes de l’oxygène forme un méga-complexe 

(chapitre III), nous nous sommes demandés si UbiT, UbiU et UbiV interagissaient entre elles. 

Pour cela, nos collaborateurs marseillais ont effectué un système de double hybride afin de 

détecter une interaction physique entre ces protéines. Ce système, développé par Karimova et 

ses collègues (Karimova, Pidoux et al. 1998), est basé sur la reconstitution induite par 

interaction d'une cascade de signalisation d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) chez 

E. coli (Fig. 58). Deux protéines d’intérêt sont génétiquement fusionnées à deux domaines 

complémentaires, T25 et T18, qui constituent le domaine catalytique de l’adénylate cyclase de 

Bordetella pertussis. L'association des protéines bi-hybrides résulte d’une complémentation 

fonctionnelle entre les fragments T25 et T18 et conduit à la synthèse de l'AMPc. L'AMPc 

déclenche ensuite l'activation de la transcription d’un gène rapporteur. Le gène lacZ d’E coli 

(codant pour la β-galactosidase) sert au gène rapporteur car son expression est facilement 

mesurée à l'aide d'un dosage quantitatif.  

 

Figure 58. Principe du système de double hybride bactérien.  La protéine CyaA de B. pertussis se compose deux 

domaines fonctionnels, T18 (acides aminés 1 à 224) et T25 (acides aminés 225 à 399) (A). Comme la protéine est divisée en 

ses domaines, elle n’est plus capable de synthétiser l’AMPc (B). Introduite à proximité spatiale par l’interaction de deux 

protéines hybrides, la synthèse de l’AMPc est activée (C) en activant des gènes métaboliques dépendants de la CAP (protéine 

activatrice de catabolite) / AMPc, tels que les opérons lac et mal. 

Basé sur cette technique, nos collaborateurs ont testé les domaines T18 et T25 fusionnées 

à UbiT, UbiU et UbiV de manière réciproque, c’est-à-dire qu’ils ont inversé les fusions des 
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deux protéines d'intérêt avec les deux extrémités de la protéine test. Ils ont vérifié alors qu’ils 

avaient bien obtenu le même résultat. En effet, UbiU interagit avec UbiV (Fig. 59A et 59B) et 

UbiT interagit fortement avec elle-même (Fig. 59C) et interagit probablement avec UbiU et 

UbiV. Cependant, l’interaction d’UbiT-UbiU et d’UbiT-UbiV reste à confirmer.  

 

Figure 59. Interaction physique entre UbiT, UbiU et UbiV.  Chaque protéine est fusionnée et testée de manière réciproque 

à deux domaines complémentaires, T25 et T18, qui constituent le domaine catalytique de l’adénylate cyclase de B.  

pertussis : UbiU (A), UbiV (B) et UbiT(C).  

II.2.4.2 Expression et purification du complexe UbiU-UbiV 

Basé sur les résultats in vivo qui montrent qu’UbiU et UbiV interagissent entre elles, nous 

avons construit le plasmide pACYCDuet- his6-UbiU-UbiV codant pour his6-UbiU et UbiV 

sans étiquette. Ces deux dernières sont solubles dans le tampon de lyse contenant 50 mM 

Tris-HCl pH 8.5 / 150 mM NaCl / 15% glycérol / 1 mM DTT mais elles ne sont pas 

accrochées à la colonne Ni
2+

 (données non montrées), suggérant que l’extrémité N-terminale 

d’UbiU est inaccessible et qu’elle pourrait se trouver à l’interface du site de liaison entre 

UbiU et UbiV. 

Nous construisons donc le plasmide pETDuet-UbiU-UbiV-his6 codant pour UbiU 

sans étiquette et UbiV-his6. L’expression de ce plasmide est testée de même manière que le 

plasmide pET-22-UbiV (Fig. 60). Cette fois, les protéines sont solubles, et le complexe UbiU-

UbiV est ensuite purifié à homogénéité par deux étapes de purification (Ni
2+

 et 

chromatographie d’exclusion Superdex 75) avec un rendement de 60 mg de protéines / L de 

culture. 
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Figure 60. Expression du complexe UbiU-UbiV. Les cellules BL21(DE3) sont co-transformées par le plasmide pETDuet-

UbiU-UbiV-his6 codant pour UbiU sans étiquette et UbiV-his6 et pGro7 codant pour les protéines chaperones GroEL (57. 3 

kDa) et GroES (10 kDA) et cultivées dans le milieu LB. Le plasmide est induit par IPTG (20 ou 50 M) à une DO 1.8 

pendant toute la nuit à 16°C. Les cellules sont ensuite lysées, les lysats sont clarifiés par ultracentrifuge et différentes 

fractions sont analysées par SDS-PAGE (NI : cellules non-induites ; I : cellules induites ; S : surnageant ; C : culot). Les 

bandes correspondantes aux UbiU et UbiV sont indiquées par les flèches ; le cadre rouge indique les conditions d’expression 

choisies pour la purification des protéines. 

II.2.4.3 Caractérisations biochimiques 

Les deux protéines sont co-purifiées sous forme d’un hétérodimère (Fig. 61A et 61B) et 

présentent des traces de centres Fe-S (Fig. 61C, ligne pointillée), avec des quantités sous-

stœchïométriques de fer et de soufre (0.4 Fe et 0.4 S / hétérodimère).  
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Figure 61. Purification et caractérisation biochimiques du complexe UbiU-UbiV d’E.coli. (A) Chromatogramme par 

filtration sur gel du complexe UbiU-UbiV purifié en aérobie sur une colonne Superdex 75 Increase10/300 GL (GE 

Heathcare). L’insertion montre un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie du complexe purifié en aérobie. (B) Courbe 

d'étalonnage, les standards de protéines en losange, le complexe UbiU-UbiV en cercle. (C) Spectre d'absorption UV-vis du 

complexe UbiU-UbiV purifié en aérobie (ligne pointillée, 17 µM) et de l'holo-UbiU-UbiV reconstitué en anaérobie (ligne 

continue, 15.5 µM). L'insertion est un agrandissement de la région de 300 à 700 nm. (D) Spectre de RPE en bande X d’holo-

UbiV à 339 µM réduite par dithionite. 

La reconstitution en anaérobie avec du fer et du soufre résulte en un hétérodimère qui 

contient environ 8 fer et 8 soufre (Tableau 11) et qui présente un spectre UV-visible 

caractéristique des centres [4Fe-4S]
2+

 (Fig. 61C, ligne continue). Le spectre de RPE du 

complexe UbiU-UbiV réduit en anaérobie est également cohérent avec la présence de deux 

centres [4Fe-4S] différents, car il présente un signal composite qui reflète la présence de deux 

espèces différentes, chacune à l’état de spin S = 1/2 (Fig. 61D). 

Les quatre cystéines conservées d’UbiU, C169, C176, C193 et C232, formant un motif 

CX6CX16CX38C, sont probablement importantes pour la coordination du deuxième centre 

[4Fe-4S], vu qu’il y en a deux dans le complexe UbiU-UbiV, dont un est lié par UbiV. Afin 

de confirmer cette hypothèse, nous avons purifié deux complexes [UbiV sauvage - UbiU 

C169A C176A] et [UbiV sauvage - UbiU C193A C232A] (Fig. 62A). Après la reconstitution 

en anaérobie, ces deux complexes mutants pour les paires de cystéines d’UbiU ne contiennent 

qu’environ la moitié du fer comparé au complexe sauvage (Tableau 11) et leurs rapports 

A280 / A410 sont également réduits d'environ 2 fois (Fig. 62B et Tableau 11).  

Nos résultats démontrent clairement que chaque protéine du complexe hétérodimérique 

UbiU-UbiV lie un groupe [4Fe-4S] et que les cystéines C169, C176, C193 et C232 sont 

importantes pour la coordination du centre [4Fe-4S] d’UbiU. De plus, nous avons montré in 

vivo que la cystéine C176 était importante pour la biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie 

(Fig. 62C). En effet, les cellules ubiU qui ont été transformées par les plasmides codant pour 

UbiU C176A ne sont plus capables de synthétiser l’ubiquinone en anaérobie, comparé à celles 

transformées par le plasmide codant pour UbiU sauvage. Cela suggère que le centre [4Fe-4S] 

est également nécessaire pour l’activité enzymatique d’UbiU. 

Des essais de cristallographie ont été réalisés avec des kits de cristallogenèse sur la forme 

quasi apo du complexe hétérodimérique UbiU-UbiV purifié en aérobie qui présente environ 

20% de centres Fe-S, probablement sous forme [2Fe-2S] ou bien sur la forme holo 

reconstituée en anaérobie qui contient deux centres [4Fe-4S]. Malheureusement aucun cristal 

n’a pu être observé pour le moment.   
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Figure 62. Caractérisations biochimiques des mutants cystéines en alanines d'UbiU dans le complexe UbiU-UbiV. (A) 

Le gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie des purifications du complexe UbiU-UbiV et des variants. Puits : M, marqueur de 

masse moléculaire ; 1, Complexe UbiU-UbiV sauvge ; 2, Complexe UbiU C1691 C176A-UbiV sauvage ; 3, Complexe UbiU 

C193A C232A-UbiV sauvage. (B) Comparaison des spectres d'absorption UV-vis du complexe UbiU-UbiVsauvage et de 

différents mutants cystéines en alanines d’UbiU dans le complexe UbiU-UBiV après reconstitution des centres [Fe-S] en 

anaérobie. (C) Quantification de l’ubiquinone des cellules ubiU transformées par pBAD-UbiU, pBAD-UbiU C176A ou 

pBAD vide et cultivées toute la nuit en anaérobie. 

II.3 La présence des centres Fe-S dans la plupart des membres de la famille 

peptidase U32 

La présence des centres Fe-S dans UbiU et UbiV, deux membres de la famille des 

protéases U32, a amené nos collaborateurs bioinformaticiens (Sophie Abby, Grenoble) à 

évaluer la présence de motifs de cystéines conservés dans d'autres protéines U32. Kimura et 

ses collègues ont re-classifié 3521 protéines contenant des motifs de peptidase U32 dans 12 

groupes, appartenant à 10 familles de protéines (Fig. 63A) (Kimura, Sakai et al. 2017, Sakai, 

Kimura et al. 2019). Nous avons extrait et aligné les séquences des 10 familles de protéines et 

avons trouvé que huit familles parmi ces 12 possèdent quatre résidus cystéines très conservées 

(97 à 100% de conservation) (Fig. 63B), suggérant un rôle fonctionnel important pour ces 

résidus, vu que les centres Fe-S sont importants pour l’activité enzymatique d’UbiU et 
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d’UbiV. Seule la famille PepU32#5 n'a pas de cystéines conservées et la famille PepU32#6 

possède deux cystéines conservées modérément (60 à 80%) plus trois cystéines (40 à 65%) 

mal conservées dans leurs séquences. Les motifs de cystéine de chacune des huit sous-

familles montrent un degré élevé de conservation et la plupart d'entre eux peut même être 

aligné les uns sur les autres, en particulier le motif CX6CX15CX34C. UbiV possède un motif 

légèrement distinct, la première cystéine apparaissant loin en amont des trois autres et en 

dehors du domaine U32. Globalement, nos données suggèrent que la plupart des membres de 

la famille de la peptidase U32 contiennent un groupe [4Fe-4S] où le fer est coordinné par des 

cystéines conservées, similaire à celui que nous avons démontré pour UbiU et UbiV. 

 

Figure 63. La plupart des protéines de la famille U32 est caractéristiques par un motif des cystéines conservés. (A) 

Analyse phylogénétique des familles de peptidases U32. Les 12 groupes sont présentées en différentes couleurs (Sakai, 

Kimura et al. 2019). (B) Motifs conservés de quatre Cystéines de la famille des protéases U32 (Pelosi, Vo et al. 2019). 

III. Conclusion 

Bien que l’existence d’une voie alternative de la biosynthèse de l’ubiquinone chez E. coli 

soit proposée il y a plus de 40 ans (Alexander and Young 1978), elle restait très peu étudiée 

jusqu’à ce jour. Des preuves indirectes avaient déjà montré que quelques espèces comme E. 

coli, Rhodobacter sphaeroides, Paracoccus denitrificans et Halorhodospira halophila ont pu 

synthétiser l’ubiquinone dans des conditions anaérobies, comme démontré par des 

quantifications biochimiques de la teneur en quinone de cellules cultivées en anaérobie 

(Alexander and Young 1978, Matsumura, Kobayashi et al. 1983, Yen and Chiu 2007, 

Schoepp-Cothenet, Lieutaud et al. 2009). Ici, nous démontrons que les voies de biosynthèse 

de l’ubiquinone dépendantes et indépendante de l'oxygène ne diffèrent que par trois étapes 
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d'hydroxylation, et nous identifions trois gènes, ubiT, ubiU et ubiV, qui sont essentiels pour la 

biosynthèse de l’ubiquinone en absence de l’oxygène chez E. coli.  

Le fait que les protéines UbiT, UbiU et UbiV soient largement répandues dans les , - 

et -protéobactéries et coexistent avec les enzymes UbiA, UbiE et UbiG révèlent que UbiT, 

UbiU et UbiV sont des éléments clés de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone indépendante 

de l'oxygène. Ces résultats expliquent pourquoi de nombreuses protéobactéries sont capables 

de synthétiser de l’ubiquinone dans des conditions anaérobiques.  

De nombreuses bactéries, y compris E. coli, sont des anaérobies facultatifs qui sont 

capables de se développer en présence (milieu aérobie) ou en l'absence d'oxygène moléculaire 

(milieu anaérobie). Dans les conditions dites microaérobique et anaérobique, l’ubiquinone, 

qui est le donneur d'électrons principal à travers la chaîne respiratoire chez E. coli, doit donc 

être synthétisée via la voie indépendante de l'oxygène. Nous proposons que la voie de 

biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de l'oxygène fonctionne non seulement dans des 

conditions anaérobies, mais également dans des conditions microaérobies, dans lesquelles 

l'ubiquinone est probablement cruciale pour la physiologie bactérienne. Les deux voies de 

biosynthèse de l’ubiquinone confèrent des avantages physiologiques, permettant la production 

de l’ubiquinone sur toute l’échelle des niveaux d'O2 rencontrés par les aérobies facultatifs.  

En plus de la bioénergétique en soi, les respirations anaérobiques et microaérobiques sont 

considérées comme importantes pour la pathogénicité (Wallace, Zani et al. 2016). En effet, la 

relation entre les homologues d’UbiT, d’UbiU et d’UbiV dans de nombreuses bactéries et leur 

pathogénicité a été présentée dans l’introduction de cette thèse. Basé sur nos résultats qui 

montrent que la délétion de ubiT, ubiU ou ubiV bloque la voie de biosynthèse de l’ubiquinone 

indépendante de l'oxygène chez E. coli, nous suggérons que l'atténuation des mutants discutée 

ci-dessus résulte de leur déficience en ubiquinone dans des conditions microaérobiques / 

anaérobiques. 

UbiT, similaire à UbiJ, contient un domaine SCP2. Récemment, nous avons montré 

qu’UbiJ était une protéine accessoire liant des intermédiaires de l’ubiquinone via son domaine 

SCP2 et maintenait le complexe multiprotéique des protéines Ubi (Hajj Chehade, Pelosi et al. 

2019) (voir chapitre III). Étant donné qu’UbiJ est exclusivement impliquée dans la voie 

dépendante de l'oxygène, alors qu’UbiT est spécifique de la voie indépendante de l'oxygène, 

nous proposons donc qu'UbiT remplit, en anaérobie, les mêmes fonctions que UbiJ en 

aérobie. De plus, fait très intéressant, UbiT de P. aeruginosa, a été récemment démontré 

comme étant capable de lier à l'acide phosphatidique (Groenewold, Massmig et al. 2018), 

démontrant ainsi une affinité de UbiT pour les molécules lipidiques. 
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UbiU et UbiV forment un complexe hétérodimerique, suggérant que ces deux protéines 

fonctionnent ensemble. De plus, cette hypothèse est encore renforcée par le fait que les gènes 

ubiU et ubiV se retrouvent tous deux dans les génomes dans 99% des cas des protéobactéries 

et qu'ils se trouvent principalement l'un à côté de l'autre (Fig. 46). Nous montrons qu’UbiU et 

UbiV sont impliquées dans l’hydroxylation en position C6 du DMQ8 (Fig. 47) de manière 

indépendante de l’oxygène. En plus, les cellules ubiU et ubiV accumulent de l’OPP, 

suggérant que ces deux protéines sont également nécessaires pour l’hydroxylation en position 

C5. Bien que les trois réactions d’hydroxylation dans la voie aérobique soient catalysées par 

les trois différentes hydroxylases (UbiI, UbiH et UbiF), il a été récemment démontré que 

Neisseria meningitidis ne possédait qu’une seule hydroxylase qui catalyse toutes les trois 

réactions d’hydroxylation (Pelosi, Ducluzeau et al. 2016). Cela suggère qu’il serait possible 

que UbiU et UbiV suffisent pour les trois réactions d’hydroxylation dans la voie de 

biosynthèse indépendante de l’oxygène. 

Jusqu'à présent, il n'a pas été démontré que les membres de la famille des peptidases U32 

étaient capables de lier des centres Fe-S ou ne contenaient aucun des 30 motifs de cystéines 

trouvés dans des protéines Fe-S bien caractérisées (Estellon, Ollagnier de Choudens et al. 

2014). L'expression, la purification et la caractérisation spectroscopique d’UbiV et du 

complexe hétérodimère UbiU-UbiV ont clairement montré que chaque protéine contenait un 

centre [4Fe-4S] (Fig. 51 et 61). La mutation des ligands de cystéine candidats, arrangés dans 

un motif CX6CX16CX38C dans UbiU et dans un motif CXnCX12CX3C dans UbiV, a perturbé 

la liaison des centres Fe-S et a supprimé la complémentation in vivo, suggérant une fonction 

cruciale des centres [4Fe-4S] dans ces protéines. La conservation d'un motif CX6CX15CX3/4C 

dans d'autres membres de la famille U32 confirme que ces protéines se lient probablement 

aux centres [Fe-S]. Cette hypothèse permettrait la ré-évaluation des membres de la famille 

U32, dont très peu ont actuellement une fonction moléculaire établie 

(http://www.ebi.ac.uk/merops/) (Rawlings, Barrett et al. 2018). Il est intéressant de noter que 

la fonction de RlhA, un membre de la famille des protéases U32 impliqué dans la C-

hydroxylation d'une cytidine de l'ARNr 23S d'E. coli, dépendant directement au métabolisme 

du fer (Kimura, Sakai et al. 2017) , corroborant ainsi notre suggestion que RlhA est également 

une protéine Fe-S. De plus, TrhP est récemment rapporté comme responsable de la C-

hydroxylation d’une uridine de l’ARNt d’E. coli (Sakai, Kimura et al. 2019). Bien que les 

auteurs n’aient pas mentionné la relation entre l’activité de TrhP et les centres Fe-S, le motif 

des quatre cystéines dans la séquence nous laisse penser que TrhP est également une protéine 

Fe-S. Cette hypothèse a été confirmée par nos travaux qui sera présenté dans le chapitre VI.  
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Dans les systèmes biologiques, les centres Fe-S sont principalement impliqués dans les 

réactions de transfert d'électrons, ainsi que dans la liaison et l'activation de substrats, dans la 

régulation de la transcription, dans le stockage du fer et en tant que donneur de soufre 

(Johnson, Dean et al. 2005, Lill 2009, Roche, Aussel et al. 2013). Le rôle des centres Fe-S 

dans UbiU et UbiV est inconnu à ce stade. Notre hypothèse de travail actuelle est qu'ils 

joueraient un rôle de chaînes de transfert d'électrons entre le substrat (l'intermédiaire 

biosynthétique de l'ubiquinone à hydroxyler) et un accepteur d'électrons non identifié 

nécessaire à l'activation du substrat. Ensemble, nos résultats identifient UbiU et UbiV comme 

des prototypes d'une nouvelle classe d'hydroxylases indépendantes de l'oxygène et ouvrent 

une nouvelle porte pour l’étude des réactions d’hydroxylation indépendante de l’oxygène.  

L'acide préphénique ou le préphénate a été récemment rapporté comme un facteur 

important pour l’activité d’RlhA et de TrhP (Kimura, Sakai et al. 2017, Sakai, Kimura et al. 

2019). Le préphénate est un intermédiaire de la biosynthèse de deux acides aminées 

aromatiques phénylalanines et tyrosine dans la voie du shikimate. En effet, la délétion des 

gènes en amont du préphénate dans la voie du shikimate résulte d’une absence des produits 

hydroxylés d’RlhA et de TrhP. Les résultats génétiques préliminaires de nos collaborateurs 

montrent bien l’importance du préphénate dans la biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie. 

Notre hypothèse actuelle est que le préphénate est un donneur d’oxygène moléculaire, car nos 

collaborateurs ont montré que l’eau n’était pas la source d’oxygène moléculaire (données à 

publier). Pour l’instant, nous sommes en train de mettre en place le test d’activité in vitro en 

anaérobie, en présence du complexe UbiU-UbiV reconstitué, l’homologue de substrat 

(farnésyl phénol) synthétisé au labo, le donneur d’hydroxyle (préphénate) et divers oxydants 

(iridium, cérium…) (Fig. 64).  
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Figure 64. Mise en place du test d’activité du complexe UbiU-UbiV in vitro. 

Les mélanges de réactions seront analysés par HPLC-MS pour détecter le produit 

(farnésyl catéchol) et par RMN, dans une grande quantité, pour la confirmation. Si nécessaire, 

nous évaluerons l'implication potentielle d'une autre protéine ou métabolite en ajoutant des 

extraits cellulaires anaérobiques (fractions solubles et membranaires) de cellules ∆ubiU-ubiV 

d’E. coli cultivées en anaérobie. Nous envisagerons également d'ajouter à notre test de l'UbiT 

purifiée (prévu pour lier les intermédiaires de biosynthèse de l’ubiquinone) ou des bicouches 

lipidiques pour imiter l’environnement hydrophobe. 
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I. Introduction 

La bactérie gram-négative Pseudomonas aeruginosa est un agent pathogène humain 

opportuniste qui est capable de se développer dans diverses conditions environnementales 

telles que le sol et l’eau, ainsi que dans des environnements associés à l’hôte, aux humains et 

aux plantes (Stover, Pham et al. 2000). Cette espèce est responsable de nombreuses infections 

aiguës et chroniques et pose un problème dramatique aux patients souffrant de brûlures 

graves, de fibrose kystique (mucoviscidose) et d'états immunodéprimés (Magill, Edwards et 

al. 2014, Crull, Somayaji et al. 2018). Ces infections sont difficiles à éradiquer en raison de la 

résistance intrinsèque élevée de P. aeruginosa aux antibiotiques et de sa capacité à développer 

une résistance au cours du traitement (Kang, Kim et al. 2003). Une fois infecté des hôtes, P. 

aeruginosa peut s’y croître en mode de vie de biofilms, ce qui protège davantage les cellules 

bactériennes du traitement antimicrobien (Hoyle and Costerton 1991). Dans les biofilms, la 

concentration en oxygène est considérablement réduite, voire nulle (Worlitzsch, Tarran et al. 

2002). En raison de la diminution de l’oxygène, le métabolisme cellulaire repose 

principalement sur la respiration anaérobique utilisant NO3
-
 ou NO2

- 
comme accepteur 

alternatif d'électrons (Zumft 1997). Ce processus, appelé dénitrification, permet de réduire les 

nitrates et les nitrites solubles en protoxyde d'azote (N2O) ou en azote moléculaire (N2). Bien 

que la respiration aérobique et l’implication de l’ubiquinone chez P. aeruginosa soient mises 

en évidence depuis les années soixantes (Page, Gale et al. 1960, Matsushita, Yamada et al. 

1980), le pool de quinones anaérobies de P. aeruginosa reste encore assez peu étudié.  

Étant donné qu’E. coli est génétiquement programmée pour une croissance dans les 

conditions anaérobiques via la voie de biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de 

l’oxygène, nous pensons qu’il existe également une telle voie chez P. aeruginosa, vue que 

l’ubiquinone est aussi importance pour la croissance de P. aeruginosa (Matsushita, Yamada 

et al. 1980). Fait très intéressant, dans le génome de P. aeruginosa, sont présents 3 gènes : 

PA3911, PA3912 et PA3913, homologues des gènes UbiT, UbiU et UbiV d’E.coli, nommées 

dans cette partie de la thèse UbiTPA, UbiUPA, UbiVPA, qui pourraient être impliqués dans la 

biosynthèse de l’ubiquinone (Q9) en absence d’oxygène chez P. aeruginosa. Les trois 

protéines UbiU, UbiV et UbiT d’E. coli sont appelées dans ce chapitre UbiUEC, UbiVEC et 

UbiTEC.  

La première partie de ce chapitre concerne la découverte et la caractérisation génétique in 

vivo de trois gènes PA3911 (ubiTPA), PA3912 (ubiVPA) et PA3913 (ubiUPA), effectuées 

toujours par nos collaborateurs, tandis que la deuxième partie du chapitre concerne la 
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caractérisation biochimique de ces trois protéines UbiTPA, UbiUPA, UbiVPA. Les résultats de 

ce chapitre vont être soumis à publication dans les prochains mois. 

II. Résultats 

II.1 Découverte et caractérisation génétique des gènes ubiT, ubiU et ubiV  

Les résultats principaux de la première partie sont présentés ci-dessous : 

II.1.1 P. aeruginosa PAO1 possède uniquement une quinone prédominante 

correspondant à l’ubiquinone (UQ9)  

La teneur en quinone de P. aeruginosa PAO1 a été déterminée par HPLC-ECD des 

extraits lipidiques des cellules cultivées en aérobie ou en anaérobie (dénitrification). Quelles 

que soient les conditions de croissance, une seule espèce de quinone éluée est présente dans 

les analyses des extraits lipidiques de P. aeruginosa (Fig. 65A et 65B). L'analyse par 

spectrométrie de masse a indiqué que ce produit est l’UQ9 (Fig. 65C).  

 

Figure 65. UQ9 est la quinone unique produite par P. aeruginosa dans les conditions aérobiques et anaérobiques. Les 

analyses par HPLC-ECD des extraits lipidiques des cellules d’E. coli MG1655 (E. c.) et de P. aeruginosa PAO1 (P. a.) 

cultivées en aérobie (A) ou en anaérobie (B). Les pics correspondant à l’UQ8, l’UQ9, la déméthylmenaquinone (DMK8), la 

ménaquinone (MK8) et le standard UQ10 sont indiqués. (C) Le spectre de masse de la quinone éluée dans (A) et (B). 

Comme nous avons vu, les membranes d’E. coli contiennent de l'UQ8 et des 

naphtoquinones (DMK8 et MK8). L'absence des naphtoquinones dans les extraits lipidiques de 

P. aeruginosa (Fig. 65A et 65B) est en cohérente avec l'absence de voies de biosynthèse 

(voies de MK ou de futalosine) dans les génomes de P. aeruginosa (Redfearn 1966). Il est 

intéressant de noter que la teneur en ubiquinone d’E. coli est plus importante en aérobie qu’en 

anaérobie (97 ± 4 versus 42 ± 6 pmol d’UQ8 par mg de poids humide), alors que c’est le 

contraire chez P. aeruginosa (95 ± 4 versus 126 ± 4 pmol d'UQ9 par mg de poids humide). 
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Ensemble, nos résultats démontrent que l’UQ9 est la quinone prédominante de P. aeruginosa 

PAO1 et suggèrent que l’UQ9 est employée dans les conditions de dénitrification. 

II.1.2 Identification des gènes ubi dans le génome de P. aeruginosa PAO1 

Pour identifier les protéines Ubi de P. aeruginosa, les gènes correspondant aux protéines 

IspB, UbiX et UbiA à UbiK d’E. coli MG1655 ont d'abord été criblées pour rechercher des 

homologues dans la base de données des protéines chez P. aeruginosa PAO1 

(http://www.pseudomonas.com) en utilisant le logiciel BLASTP. La plupart des gènes ubi 

présents chez E.coli ont leurs homologues chez P. aeruginosa. Globalement, nous proposons 

donc que la biosynthèse de l'ubiquinone dépendante de l'oxygène chez P. aeruginosa et chez 

E. coli partagent la même voie (Fig. 66A).  

 

Figure 66. (A) Les voies de biosynthèse putatives de l'ubiquinone chez E. coli MG1655 et chez P. aeruginosa PAO1. Les 

protéines communes aux deux voies de biosynthèse (aérobie et anaérobie) sont indiquées en noir. Les protéines impliquées 

uniquement en aérobie ou en anaérobie sont indiquées en rouge ou en bleu, respectivement. Les gènes correspondants chez P. 

aeruginosa sont indiqués entre parenthèses. (B) Localisation génomique des gènes ubiT, ubiU et ubiV chez P. aeruginosa 

PAO1. Les ORF des gènes ubiT, ubiU et ubiV sont représentés par les flèches verte, bleue et orange, respectivement.  
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Comme nous avons vu dans le chapitre IV, E. coli est capable de synthétiser l’ubiquinone 

en anaérobie et les trois gènes ubiT, ubiU et ubiV sont importants pour cette voie 

indépendante de l’oxygène. Des homologues d’ubiT, ubiU et ubiV ont également été 

identifiés dans P. aeruginosa PAO1 et correspondent aux ORF PA3911, PA3913 et PA3912, 

respectivement (Fig. 66A). Ces gènes sont appelés par la suite ubiTPA, ubiUPA et ubiVPA. Fait 

notable, les trois gènes sont regroupés et situés en aval des gènes moeA1, moaB1, moaE, 

moaD et moaC qui sont impliqués dans la biosynthèse du cofacteur à molybdoptérine (MoCo) 

(Fig. 66B). Ce dernier est important pour l’activité enzymatique de plusieurs enzymes, dont la 

nitrate réductase qui est impliquée dans la dénitrification en anaérobie (Coelho and Romao 

2015). 

II.1.3 Les mutants transposables des gènes ubiVPa et ubiUPa présentent un défaut 

de croissance en dénitrification en accord avec une altération du contenu 

en UQ9 

Le rôle physiologique des protéines UbiTPA, UbiUPA et UbiVPA a tout d’abord été étudié 

à l’aide des mutants transposables (Tn) PW7609 (ubiTPA), PW7610 (ubiVPA), PW7611 

(ubiVPA), PW7612 (ubiUPA) et PW7613 (ubiUPA). Ces souches ont une croissance similaire à 

la souche sauvage MPAO1 (Fig. 67A) et le niveau de l’UQ9 synthétisée par ces mutants est 

comparable à celui des cellules sauvages (Fig. 67B). Ainsi, UbiTPA, UbiUPA et UbiVPA ne 

sont pas impliquées dans la voie de biosynthèse de l'ubiquinone dépendante de l'oxygène chez 

P. aeruginosa. Au contraire, les mutants ubiVPA et ubiUPA ne sont pas capables de croître en 

conditions de dénitrification (Fig. 67C) et leur teneur en UQ9 est fortement diminuée (Fig. 

67B). Ces résultats suggèrent que les gènes ubiVPA et ubiUPA sont nécessaires pour la 

dénitrification chez P. aeruginosa, supposément via leur implication dans la voie de 

biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de l’oxygène. De manière surprenante, la 

croissance du mutant Tn PW7609 (ubiTPA) n’est pas affectée (Fig. 67C) et il est encore 

capable de synthétiser 60% d'UQ9 par rapport aux cellules sauvages (Fig. 67B). Dans ce 

mutant, le transposon est inséré à la cinquième base du gène ubiTPA, ce qui peut-être n’est pas 

suffisant pour inactiver complètement l'expression du gène. Nous avons remarqué dans les 

études précédentes que 20% d’ubiquinone étaient suffisants pour maintenir la croissance des 

mutants ubi d'E. coli à un niveau similaire que celle des cellules sauvages (Hajj Chehade, 

Loiseau et al. 2013, Loiseau, Fyfe et al. 2017). 
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Figure 67. La croissance et la teneur en UQ9 sont affectées dans les mutants Tn d’ubiUPA, d’ubiVPA et d’ubiTPA dans 

les conditions de dénitrification. Courbes de croissance représentatives de la souche sauvage (MPAO1) et les mutants Tn 

cultivés en aérobie (A) ou en anaérobie (C). (B) Quantification de la teneur en UQ9 des extraits lipidiques des cellules 

sauvages MPAO1 et des mutants Tn cultivés en aérobie (barres blanches) ou en anaérobie (barres grises). 

II.1.4 La dénitrification dépend des gènes ubiTPa, ubiVPa et ubiUPa via leur 

implication dans la biosynthèse de l'ubiquinone indépendante de l’oxygène 

Comme les gènes ubiTPA, ubiUPA et ubiVPA sont localisés l'un à côté de l'autre dans le 

génome de PAO1 (Fig. 66B), le transposon inséré dans les mutants étudiés précédemment 

pourrait avoir un impact sur l'expression des gènes voisins. De plus, le mutant de Tn PW7609 

n’inactive pas correctement le gène ubiTPA. Nous avons donc supprimé ces trois gènes (des 

mutants KO) et testé leur complémentation par des plasmides codant pour les protéines 

correspondantes. La délétion des trois gènes résulte en un défaut de croissance et une forte 

diminution du contenu en UQ9 par rapport aux cellules sauvages dans les conditions de 

dénitrification (Fig. 68A et 68B), alors que ces souches mutantes ont une croissance normale 

et produisent l’UQ9 à un niveau normal quand elles sont cultivées en aérobie (Fig. 68B et 

68C). Nos collaborateurs ont ensuite transformé les souches mutantes avec un vecteur vide 



Chapitre V – UbiT, UbiU et UbiV de P. aeruginosa 

 

152 

 

(pSW196) ou le même vecteur portant des gènes correspondants. Dans les souches 

complémentées par les plasmides, la croissance bactérienne et le taux d'UQ9 synthétisée sont 

restaurés aux niveaux de la souche sauvage PAO1 (Fig. 68D). Pour confirmer que l’UQ9 est 

directement impliquée dans la restauration de la croissance anaérobique des souches ubiT, 

ubiU, ubiV, une solution de UQ4 dans du méthanol est ajoutée au milieu de dénitrification 

à des concentrations finales de 5 et 50 M. Après 24h d'incubation en anaérobie, les unités de 

formation de colonies par mL (UFC / mL, en anglais, Colony Forming Unit) de chaque 

souche KO sont estimées et comparées à la même souche cultivée sans UQ4. Les résultats les 

plus significatifs sont obtenus avec 50 M d'UQ4, où l’on observe une augmentation de 8-15 

fois des UFC dans les souches KO (Fig. 68E). Nous avons noté une toxicité importante du 

méthanol dans la souche sauvage, ce qui suggère que les résultats obtenus avec les souches 

KO après addition de l’UQ4 sont probablement sous-estimés. Tous ces résultats montrent que 

les gènes ubiTPA, ubiUPA et ubiVPA sont nécessaires à la dénitrification via leur implication 

dans la biosynthèse de l'UQ9. 

 

Figure 68. Les gènes ubiUPA, ubiVPA et ubiTPA sont essentiels à la biosynthèse de l’UQ9 en anaérobie et à la 

dénitrification. Courbes de croissance représentatives de la souche sauvage PAO1 et des mutants KO ubiUPA, ubiVPA et 

ubiTPA cultivées dans un milieu de dénitrification (A) ou en aérobiose (C). (B) Quantification de l’UQ9 dans des extraits 

lipidiques des cellules sauvages PAO1 et des mutants KO cultivées en aérobie (barres blanches) ou dans des milieux de 

dénitrification (barres grises). (D) Photographies de tubes de culture après une nuit de croissance en anaérobie dans un milieu 

de dénitrification de la souche sauvage PAO1et des souches ubiUPA, ubiVPA et ubiTPA transformées par le vecteur vide 

pSW196 ou le même vecteur portant les gènes correspondants. (E) Les souches ubiUPA, ubiVPA et ubiTPA sont cultivées 
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dans un milieu de dénitrification additionné de l'UQ4 solubilisée dans du méthanol à une concentration finale de 5 ou 50 M. 

Après 24h d'incubation, les unités de formation de colonies par mL (CFU / mL) de chaque souche KO sont estimées et 

comparées à la même souche en croissance sans UQ4. En tant que témoin, la toxicité du méthanol a été testée sur la souche 

sauvage cultivée dans le même milieu complété avec 50 M en UQ4. 

II.1.5  UbiTPA, UbiUPA et UbiVPA sont probablement essentiels pour le processus 

complet de dénitrification 

Les besoins en dioxygène et en nitrates des souches ubiT, ubiU, ubiV transformées 

par les plasmides portants les gènes correspondants sont étudiés par des expériences sur 

gélose molle. La gélose molle est préparée de manière anaérobique dans du milieu LB 

contenant du KNO3 à une concentration finale de 100 mM, puis exposée à l'air ambiant. 

L'oxygène diffuse à travers la gélose pour former un gradient, la concentration la plus élevée 

se trouve au sommet de la gélose (Fig. 69C, piste 1). La souche sauvage PAO1 et les souches 

ubiT, ubiU, ubiV transformées par le plasmide surexprimant le gène muté correspondant 

poussent tout le long du tube car elles sont capables de s’adapter aussi facilement à la 

respiration aérobique qu’à la dénitrification (Fig. 69). Au contraire, les souches ubiT, ubiU, 

ubiV portant le vecteur vide sont limitées à la partie oxygénée du milieu qui se trouve dans 

la couche supérieure (Fig. 69). Les bulles observées dans la gélose molle correspondent à un 

dégagement des gaz de N2O et / ou de N2 (Zumft 1997), suggérant une restauration de la 

dénitrification de la manière dépendante des protéines Ubi au niveau de la NO réductase et / 

ou de la N2O réductase. Tous ces résultats mettent en évidence la nécessité des gènes ubiTPA, 

ubiUPA et ubiVPA pour la réduction des nitrates et confirment que l'UQ9 est probablement 

essentielle pour le processus complet de dénitrification chez P. aeruginosa. 

 
Figure 69. UbiTPA, UbiUPA et UbiVPA sont probablement essentiels pour le processus complet de dénitrification.  

Photographies de tubes de culture en gélose molle après une nuit de croissance en anaérobie de la souche sauvage PAO1et 

des souches ubiUPA, ubiVPA et ubiTPA transformées par le vecteur vide pSW196 ou le même vecteur portant les gènes 

correspondants. Toutes les souches étudiées ont été inoculées dans les tubes anaérobiques puis exposés à l'air ambiant pour 

créer un gradient d'oxygène. Les témoins correspondent à des tubes en gélose molle supplémentés avec 2,5 g / mL de 

résazurine puis incubés avec (1) ou sans air (2). Les parties aérobiques et anaérobiques de la gélose sont indiquées. 
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II.1.6 Les cofacteurs à molybdoptérine ne sont pas impliqués dans la biosynthèse 

de l'ubiquinone en anaérobie 

Nous avons vu que le cluster des gènes ubiTVUPA était situé en aval des gènes moeA1, 

moaB1, moaE, moaD et moaC qui sont impliqués dans la biosynthèse de MoCo (Fig. 66B). 

Actuellement, la famille des hydroxylases contenant du MoCo est la seule famille connue 

pour la catalyse des réactions d'hydroxylation indépendantes de l'oxygène (Hille 2005). 

Comme trois réactions d'hydroxylation indépendantes de l'oxygène sont nécessaires pour la 

biosynthèse de l'ubiquinone en anaérobie (Pelosi, Vo et al. 2019), nos collaborateurs ont 

voulu vérifier l’hypothèse selon laquelle le MoCo pourrait être impliqué dans ce processus, ce 

qui justifierait la co-localisation des gènes ubi et moa / moe. Afin de confirmer cette 

hypothèse, nous avons évalué la capacité de biosynthèse de l’UQ9 des mutants Tn PW7614, 

PW7615 / PW7616, PW7618 / PW2470, PW7619 / PW1920 et PW7621 / PW7622 

correspondant respectivement aux insertions de Tn dans les ORF moeA1, moaB1 (deux 

mutants), moaE (deux mutants), moaD (deux mutants) et moaC (deux mutants) (Fig. 70). 

Tous les mutants Tn présentent un défaut de croissance dans les conditions de dénitrification 

(données non présentées), car le MoCo est un composant essentiel de la nitrate réductase 

(Coelho and Romao 2015). Cependant, leur croissance anaérobique est restaurée par addition 

de l'arginine comme décrit précédemment (Filiatrault, Picardo et al. 2006), mais ça n’est pas 

les cas des souches ubiT, ubiU, ubiV (données non présentées). Dans un milieu contenant 

de l'arginine, la teneur en UQ9 des mutants Tn des gènes de la biosynthèse du MoCo est 

comparable à celle de la souche sauvage, ce qui suggère que le MoCo n'est pas impliqué dans 

la biosynthèse anaérobie de l'UQ9. 

 

Figure 70. Les cofacteurs de molybdoptérine ne sont pas nécessaires pour la biosynthèse de l’UQ9 en anaérobie chez P. 

aeruginosa. Panel en haut, quantification de la teneur en UQ9 dans les extraits lipidiques de la souche sauvage MPAO1 et 

des mutants Tn des gènes du MoCo cultivées en anaérobie dans le milieu LB additionné d'arginine. Panel en bas, croissance 
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anaérobique de la souche sauvage MPAO1 et des mutants Tn dans un milieu de dénitrification ou dans le LB supplémenté en 

arginine (concentration finale 40 mM) après 48h d'incubation. (+), croissance ; (-) pas de croissance. 

II.2 Expression et purifications des protéines UbiTPA, UbiUPA, UbiVPA  

II.2.1 UbiVPA  

La protéine UbiVPA-his6 est tout d’abord exprimée dans les cellules BL21(DE3) et 

purifiée avec le protocole établi pour UbiVEC. Le chromatogramme de filtration sur gel 

d’UbiVPA-his6 présente deux pics (Fig. 7A). Le premier pic contient deux protéines, qui sont 

identifiées par spectrométrie de masse comme UbiVPA et UbiU endogène d’E. coli, suggérant 

que UbiVPA est copurifiée avec UbiU endogène d’E. coli ; et le deuxième pic contient 

uniquement UbiVPA (Fig. 71A). Bien que nous ayons réussi à purifier UbiVPA jusqu’à 

homogénéité, le rendement final de la purification est faible à cause du complexe 

hétérodimérique UbiVPA - UbiUEC endogène (10 mg / L de culture).  

Cela nous a donc amener à purifier UbiVPA dans les cellules BL21(DE3) ubiU-ubiV. Et 

en effet, UbiVPA-his6 est purifiée jusqu’à homogénéité sans co-purifier avec UbiU endogène 

d’E. coli grâce aux deux étapes de purification (Ni
2+

 et filtration sur gel) avec un rendement 

de 20 mg / L de culture. UbiVPA-his6 se se comporte comme un monomère en solution (Fig. 

71B).  

 

Figure 71. Purification d’UbiVPA. (A) Chromatogramme de filtration sur gel d'UbiV PA purifiée en aérobie sur une colonne 

Superdex 75 16/60 (GE Heathcare). Deux pics contenant différentes protéines sont indiqués.  L’insertion montre un gel de 
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SDS-PAGE coloré au Bleu de Coomassie du complexe UbiVPA - UbiUEC endogène et UbiVPA seule purifiée en aérobie. (B) 

Identique au panneau (A), sauf que UbiVPA a été exprimée et purifiée dans les cellules BL21(DE3) ubiU-ubiV. L’insertion 

montre un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie d’UbiVPA purifiée en aérobie. (C) Courbe d'étalonnage, les standards de 

protéines en losange, UbiVPA en cercle. 

II.2.2 UbiUPA  

La protéine UbiUPA-his6 est exprimée dans les cellules BL21(DE3) ubiU-ubiV et 

purifiée avec le protocole établi pour UbiUEC. Le chromatogramme de filtration sur gel 

d’UbiVPA-his6 présente trois pics (Fig. 72A). Le premier pic, correspondant au volume mort 

de la colonne, et il contient UbiUPA, appelée UbiUPA1 ; le deuxième et troisième, 

correspondant à 194.6 kDa et 71.4 kDa respectivement en contiennent également, appelées 

donc UbiUPA2 et UbiUPA3 (Fig. 72B).  

Le contenu en quinone des 3 fractions UbiUPA1, UbiUPA2 et UbiUPA3 a été analysé à 

Grenoble par HPLC couplé à une détection électrochimique. De façon très intéressante, nous 

observons que la fraction de haut poids moléculaire (protéines agrégées ou mal foldées) 

UbiUPA1 ne contient pas de quinone, tandis que la fractions UbiUPA2 contient une très large 

quantité de UQ8 et que UbiUPA3 en contient très peu (Fig. 72C). 

 

Figure 72. Purification d’UbiUPA. (A) Chromatogramme de filtration sur gel d'UbiUPA purifiée en aérobie sur une colonne 

Superdex 200 16/60 (GE Heathcare). Trois pics contenant différentes protéines sont indiqués : UbiUPA1, UbiUPA2 et UbiUPA3. 

L’insertion montre un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie d’UbiUPA. Puits : 1, Ni2+ ; 2, UbiUPA1 ; 3, UbiUPA2 ; 4, 

UbiUPA3. (B) Courbe d'étalonnage, les standards de protéines en losange, UbiUPA en cercle. (C) Chromatogramme HPLC-

ECD des différentes fractions de purification (Ni-NTA et Superdex 200) d’UbiUPA. La fraction F17 correspond au pic 
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UbiUPA1, la fraction F37 correspond au pic UbiUPA2, la fraction F48 correspond au pic UbiUPA3 et les fractions F2 et F68 

correspond aux fractions de début et de fin de colonne qui ne contiennent pas de protéine : c’est le contrôle du tampon. 

II.2.3 Complexe UbiUPA-UbiVPA 

Nous avons tout d’abord acheté chez Gene Universal le plasmide pCDFDuet-UbiUPA-

UbiVPA-his6 codant pour UbiUPA sans étiquette et UbiVPA-his6. Les cellules BL21(DE3) 

ubiU-ubiV, co-transformées par ce plasmide et le plasmide pGro7, sont cultivées à 37°C 

jusqu’à une DO 1.2 où le plasmide pGro7 est induit par du L-arabinose. Les cellules, 

cultivées jusqu’à une DO600 = 1.8, sont refroidies et le plasmide pCDFDuet-UbiUPA-UbiVPA-

his6 est induit par 50 M d’IPTG à 16°C toute la nuit. Les cellules sont lysées dans le tampon 

de lyse contenant 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 150 mM NaCl / 15% glycérol / 1 mM DTT par 

sonication et les lysats sont clarifiés par ultracentrifugation. Différentes fractions (culot, 

surnageant), analysées par gel SDS-PAGE, montrent que UbiUPA et UbiVPA-his6 sont 

exprimées mais insoluble (données non montrées). Le protocole est donc optimisé en ajoutant 

différents détergents dans le tampon de lyse (5% cholate, 0.6% DDM, 5 mM LDAO, 1% 

triton, 0.2% sarkosyl) (Fig. 73A). 

 

Figure 73. Expression du complexe UbiUPA-UbiVPA. Les cellules BL21(DE3) ubiU-ubiV sont co-transformées par le 

plasmide pCDFDuet-UbiUPA-UbiVPA-his6 (A) ou pETduet-UbiUPA-UbiVPA-his6 (B) codant pour UbiUPA sans étiquette et 

UbiVPA-his6 avec le plasmide pGro7 et cultivées dans le milieu LB. Les plasmides sont induits par IPTG (50 M) à une DO 

1.8 pendant toute la nuit à 16°C. Les cellules sont ensuite lysées dans le tampon de lyse contenant 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 

150 mM NaCl / 15% glycérol / 1 mM DTT avec différents détergents (5% cholate, 0.6% DDM, 5 mM LDAO, 1% triton, 

0.2% sarkosyl). Les lysats sont clarifiés par ultracentrifugation et différentes fractions sont analysées par SDS-PAGE (NI : 

cellules non-induites ; I : cellules induites ; S : surnageant ; C : culot). Les bandes correspondantes à UbiUPA et UbiVPA sont 

indiquées par les flèches.  

UbiUPA et UbiVPA se trouvent toujours dans le culot dans la plupart des conditions. Ces 

résultats nous ont amenés à changer de plasmide d’expression et à construire le plasmide 

pETduet-UbiUPA-UbiVPA-his6. Bien que l’expression de ce plasmide soit testée dans 

différents tampons (Tris ou Phosphate) aux différents pH variés de 6.8 à 8.5, en présence de 
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différents détergents (5% cholate, 0.6% DDM, 6 mM LDAO), uniquement UbiVPA est soluble 

(Fig. 73B). Nous sommes en train d’optimiser le protocole de la purification du complexe 

UbiUPA -UbiVPA.  

Au vu de la difficulté à exprimer UbiU et UbiV de P. aeruginosa chez E.coli, alors que 

UbiU et UbiV d’E.coli s’expriment très bien dans la fraction soluble quand elles sont 

produites chez E.coli, une des hypothèses possibles pour expliquer cela est que la formation 

d’un complexe UbiUPA-UbiVPA soit empêché car les chaperonnes nécessaires à la formation 

du complexe ne sont pas compatibles avec un système hétérologue E.coli / P.aeruginosa. 

On note d’ailleurs que lorsque l’on produit UbiVPA dans une souche WT d’E.coli, elle est 

co-purifiée avec UbiUEC, ce qui pourraît etre dû au fait que les chaperonnes d’E.coli 

reconnaissent UbiUEC et entraine donc la solubilisation du complexe hétérologue.  

II.2.4 UbiTPA 

Les cellules BL21(DE3) ubiU-ubiV, transformées par le plasmide pET32-UbiTPA 

codant pour UbiTPA fusionnée à l’extrémité N-ter la thiorédoxine (Trx) et une étiquette de six 

histine (appelée Trx-UbiTPA), sont cultivées à 37°C. A une DO600 = 0.5, les cultures sont 

refroidies et le gène est induit par 20 M ou 50 M d’IPTG à 16°C sur la nuit. Les cellules 

sont lysées dans un tampon de lyse contenant 50 mM phosphate de sodium pH 7 / 300 mM 

NaCl par sonication et les lysats sont clarifiés par ultracentrifugation. Différentes fractions 

(soluble et culot) sont analysées sur gel SDS-PAGE (Fig. 74A). La partie soluble devient 

rapidement trouble, suggérant une précipitation des protéines dans le tampon.  
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Figure 74. Expression et purification d’UbiTPA. (A) Les cellules BL21(DE3) ubiU-ubiV sont transformées par pET32-

UbiTPA codant pour UbiTPA fusionnée à l’extrémité N-ter la thiorédoxine (Trx) et une étiquette de six histine (Trx-UbiTPA) et 

cultivées dans le milieu LB. Le plasmide est induit par différentes concentrations en IPTG (20 ou 50 M) à une DO 0.5 

pendant toute la nuit à 16°C. Les cellules sont ensuite lysées dans le tampon de lyse contenant 50 mM phosphate de sodium 

pH 7 / 300 mM NaCl. Les lysats sont clarifiés par ultracentrifugation et différentes fractions sont analysées par SDS-PAGE 

(NI : cellules non-induites ; I : cellules induites ; S : surnageant ; C : culot). La bande correspondante à Trx-UbiTPA est 

indiquée par les flèches. (B) Chromatogramme de filtration sur gel de Trx-UbiTPA purifiée en aérobie sur une colonne 

Superdex 200 16/60 (GE Heathcare). Trx-UbiTPA a été exprimée comme dans le panneau (A), sauf que les cellules sont 

lysées dans le tampon de lyse contenant dans 50 Tris-HCl pH 8.5 / 500 mM NaCl / 15% glycérol, puis purifiée par une 

colonne d’affinité Ni2+ et de filtration sur gel dans le même tampon. (C) Coupure de Trx-UbiTPA par l’entérokinase et la 

thrombine à la température ambiante en différents temps indiquées. (D) Chromatogramme de filtration sur gel d’UbiTPA 

coupée par la thrombine pendant 30 minutes sur une colonne Superdex 75 16/60 (GE Heathcare). (E) Chromatogramme de 

filtration sur gel de Trx-UbiTPA purifiée en aérobie sur une colonne Superdex 200 10/300 GL (GE Heathcare). L’insertion 

montre un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie d’UbiUPA fusionnée à la thirédoxine (puit 1) et la thiorédoxine seule (puit 

2). (B) Courbe d'étalonnage, les standards de protéines en losange, Trx-UbiTPA en cercle. 

Ces résultats nous ont amené à changer le tampon de lyse en 50 mM Tris-HCl pH 8.5 / 

500 mM NaCl / 15% glycérol. La protéine est exprimée comme décrit au-dessus et purifiée 

par deux colonnes de chromatographie (Ni
2+

 et filtration sur gel) (Fig. 74B). Une majeure 
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partie de la protéine purifiée se trouve dans le volume mort de la colonne (Fig. 74B). Deux 

sites clivables par la thrombine et l’entérokinase se situent entre la Trx et UbiTPA. Nous 

avons donc testé la coupure de Trx-UbiTPA par ces deux enzymes à la température 

ambiante en différents temps (Fig. 74C). UbiTPA coupée par la thrombine pendant 30 

minutes est ensuite chargée sur une colonne S75 10/60 Increase (GE Healthcare). La 

majorité d’UbiTPA coupée se trouve dans le volume mort de la colonne (Fig. 74D). Il 

semble donc qu’UbiTPA seule soit très instable et tende fortement à s’agréger. Nous 

comptons donc par la suite travailler avec Trx-UbiTPA. 

Le protocole de purification de Trx- UbiTPA a donc été finalement optimisé en ajoutant 

5% de cholate dans le tampon de lyse, puis la protéine est purifiée par deux étapes de 

purification (Ni
2+

 et filtration sur gel) dans le tampon contenant 50 Tris-HCl pH 8.5 / 150 

mM NaCl / 15% glycérol / 0.5% cholate (Fig. 74E). Trx-UbiTPA se comporte comme 

trimère en solution (Fig. 74F).  

II.2.5 Thioredoxine (Trx) 

La thiorédoxine (Trx-his6) seule est exprimée et purifiée de même manière que Trx-

UbiTPA dont le protocole est décrit ci-dessus (Fig. 74E). Elle servira au contrôle de Trx-

UbiTPA pour les tests biochimiques car l’activité de la thrombine est inhibée en présence du 

cholate, Trx-UbiTPA est clivée à un très faible rendement (données non montrées).  

II.3 Caractérisations biochimiques des protéines UbiTPA, UbiUPA, UbiVPA  

II.3.1 UbiVPA contient un centre [4Fe-4S]  

La protéine UbiVPA purifiée, de façon similaire à UbiVEC, est rose et son spectre 

d'absorption UV-vis montre l’absorption dans la région de 350 à 550 nm, suggérant la 

présence du centre Fe-S dégradé au cours de la purification aérobique (Fig. 75A, ligne 

pointillée). En effet, nous avons détecté des quantités sous-stœchiométriques de fer et de 

soufre (0.22 Fe et 0.19 S / monomère).  Après la reconstitution du centre Fe-S en anaérobie, la 

protéine possède 3.9 Fe et 3.4 S / monomère (Tableau 12) et son spectre UV-vis, présente une 

bande d’absorption vers 400 nm, indiquant la présence d’un centre [4Fe-4S] (Fig. 75A, ligne 

continue), qui est sensible à l’oxygène (Fig. 75B). Tous ces résultats suggèrent qu’UbiVPA se 

comporte comme UbiVEC, i. e. elle est capable de lier en anaérobie un centre [4Fe-4S] qui est 

sensible à l'air.  
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Figure 75. Caractérisations biochimiques d’UbiVPA. (A) Spectre d'absorption UV-vis d'UbiVPA purifiée en aérobie (ligne 

pointillée, 32.6 M) et de l'holo-UbiV reconstituée en anaérobie (ligne continue, 22.7 M). L'insertion est un agrandissement 

de la région de 300 à 700 nm. Le coefficient d'extinction molaire, soit 410 nm, a été déterminé à 13 mM-1 cm-1 pour l'holo-

UbiV. (B) Spectre d'absorption UV-visible de l'holo-UbiV à 22.7 M en anaérobiose (trait continu) et après 20 min 

d'exposition à l'air (trait pointillé). (C) Comparaison des spectres d'absorption UV-vis d’UbiVPA sauvage (noir) purifiée en 

aérobie et de différents mutants cystéines en alanines d’UbiPA (C193A C197A en bleu et C39A C193A C197A en vert). 

L’insertion montre un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie des purifications d’UbiV et des variants. Puits : M, marqueur 

de masse moléculaire ; 1, UbiVPA sauvage ; 2, UbiVPA C193A C197A ; 3, UbiVPA C39A C193A C197A. (D) Comparaison 

des spectres d'absorption UV-vis d’UbiVPA sauvage et de différents mutants cystéines en alanines d’UbiVPA après 

reconstitution des centres [Fe-S] en anaérobie.  

Une analyse du contenu en quinone par HPLC couplé à une détection électrochimique a 

montré que UbiVPA ne contient pas de quinone, contrairement à UbiUPA2 (Fig. 72C). Ceci 

pourrait suggérer un rôle différent pour UbiU et UbiV. UbiU pourrait lier les substrats 

lipidiques, tandis qu’UbiV pourrait peut-être accomplir une fonction moléculaire différente 

(liaison d’un partenaire protéique, de donneur d’oxygène, etc.). 

Nous avons ensuite étudié l’importance de quatre résidus cystéines conservés d’UbiVPA, 

qui se trouvent exactement aux mêmes positions dans la séquence que ceux d’UbiVEC : C39, 

C180, C193 et C197 (Fig. 76). 
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Figure 76. Alignement des multiples séquences d’UbiU (A) et d’UbiU (B) d’E. coli et de P. aeruginosa. Les cystéines 

conservées sont indiquées par les astérisques. 

 Les mutants cystéine en alanine (un double mutant C193A C197A, un triple mutant 

C39A C193A C197A) ont été purifiés à homogénéité de la même manière qu’UbiVPA 

sauvage (Fig. 75C). Leur spectres UV-Vis montrent une absence des bandes d’absorbance 

dans la région 350-550 nm (Fig. 75C) et les teneurs en Fe et S et l'absorbance à 410 nm sont 

largement diminuées après la reconstitution en anaérobie (Fig. 75D et Tableau 12). Le triple 

mutant C39A C193A C197A s’agrège après la réaction de reconstitution. Ces résultats 

suggèrent que les résidus cystéines en position 39, 193, 197 et probablement 180 sont 

importants pour la coordination du centre [4Fe-4S] dans UbiVPA.  

Protéine A280 / A410 
Teneur (nmol / nmol de protéine) 

Fer Soufre 

UbiVPA 5.8 3.90 ± 0.03 3.40 ± 0.20 

UbiVPA C193A C197A 7.8 
En cours de 

déterminer 

En cours de 

déterminer 

UbiVPA C39A C193A 

C197A 
Agrégée   

Tableau 12. Caractérisation des protéines UbiVPA. La quantité en métal et les propriétés UV-Vis des protéines sauvages et 

des mutants après les reconstitutions anaérobiques de leurs centres Fe-S sont indiquées. 

II.3.2 Capacité de liaison des lipides par UbiTPA et UbiUPA 

La capacité de liaison aux lipides de Trx-UbiTPA, d’UbiUPA et d’UbiVPA va être étudiée 

in vitro.  Pour cela, différentes protéines purifiée (UbiUPA, UbiVPA, et Trx-UbiTPA) seront 

utilisées pour les tests de fixation des lipides sur une membrane sur laquelle différents lipides 

ont été auparavant déposés : (1) Ubiquinone (UQ7), (2) Farnésyl Phénol, (3) Farnésyl 

catéchol, qui sont les intermédiaires de l’ubiquinone synthétisés par notre laboratoire, (4) 1,2-

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphate (PA) et (5) cholestérol.  Il a été démontré qu’UbiTPA liait 

spécifiquement au PA mais pas au cholestérol (Groenewold, Massmig et al. 2018). Le PA et 

le cholestérol serviront donc aux contrôles positif et négatif du test, respectivement.  
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III. Discussion 

Nous avons vu, dans ce chapitre, que l’UQ9 a été identifiée comme la quinone majeure 

dans les membranes cytoplasmiques de P. aeruginosa en culture aérobie et en anaérobie, ce 

qui est en accord avec les travaux précédents (Matsushita, Yamada et al. 1980, Jiang, Wang et 

al. 2019). Nos collaborateurs ont identifié chez P. aeruginosa des homologues des gènes d’E. 

coli qui sont impliqués dans la biosynthèse de l'ubiquinone dépendante de l’oxygène, 

suggérant que les deux bactéries partagent une voie de biosynthèse de l’ubiquinone similaire 

impliquant trois hydroxylases aérobiques (UbiI, UbiH et UbiF) en utilisant O2 comme 

cosubstrat. Comme aucune autre quinone n’a été détectée dans la membrane cytoplasmique, 

nous supposons que l’UQ9 est essentiel pour P. aeruginosa en culture aérobique. 

 En l'absence d'oxygène, P. aeruginosa peut se développer en utilisant des N-oxydes 

comme accepteurs alternatifs terminaux d'électrons de la chaîne respiratoire. Ce processus 

métabolique, appelé dénitrification, a été largement étudié (Arai 2011). Cependant, l’auteur 

du transfert des électrons des déshydrogénases primaires aux N-oxydes réductases n'était pas 

clairement identifié à ce jour (Arai 2011). Dans ce chapitre, nos collaborateurs ont identifié 

l'UQ9 comme étant la quinone majeure synthétisée dans des conditions anaérobiques, 

suggérant que P. aeruginosa et E. coli partagent également la voie de biosynthèse de 

l'ubiquinone indépendante de l'O2. En effet, comme présenté dans le chapitre IV, nous avons 

récemment identifié chez E. coli la voie de biosynthèse de l’ubiquinone dans des conditions 

anaérobiques. Cependant, E. coli se développe normalement en anaérobie d'une manière 

indépendante de l'ubiquinone en raison probablement de la présence des naphtoquinones 

(Pelosi, Vo et al. 2019). Chez E. coli, la fonction d'UbiT reste encore floue et on pense 

qu’UbiU et UbiV participent aux réactions d'hydroxylation catalysées en anaérobie au lieu de 

UbiF, UbiI et UbiH, qui dépendent de l’O2. Chez P. aeruginosa des homologues des gènes 

ubiT, ubiU et ubiV d’E. coli ont identifiés. Ils correspondent aux ORF ubiTPA (PA3911), 

ubiUPA (PA3913) et ubiVPA (PA3912), respectivement. Nos collaborateurs ont montré que ces 

gènes étaient impliqués dans la biosynthèse de l’ubiquinone uniquement dans les conditions 

anaérobiques. Ils sont également essentiels au métabolisme de la dénitrification anaérobique 

de P. aeruginosa, qui est en accord avec le fait que P. aéruginosa ne possède que l’UQ9. Ces 

résultats ont clarifié certains résultats obtenus dans la littérature il y a quelques années. En 

effet, les ORF ubiUPA et ubiTPA sont exprimés en réponse aux conditions (Filiatrault, Wagner 

et al. 2005) et l'abondance d’UbiUPA a été augmentée au cours de la croissance anaérobique 

(Wu, Guina et al. 2005). De plus, en utilisant une mutagenèse aléatoire par transposon, les 

ORF ubiUPA et ubiUPA ont été identifiés comme essentiels pour la croissance anaérobique de 
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P. aeruginosa sur nitrate, nitrite et arginine (Filiatrault, Picardo et al. 2006). Bien que sa 

contribution soit encore mal comprise en présence de l'hôte, la respiration anaérobique de P. 

aeruginosa semble favoriser les mécanismes de virulence dans l'infection pulmonaire 

chronique (Jensen, Kolpen et al. 2017). En effet, selon les dosages directs en O2 dans les 

poumons de patients atteints de mucoviscidose, le mucus endobronchique infecté des patients 

est sujet à une hypoxie grave, voire à une anoxie (Worlitzsch, Tarran et al. 2002). Deux 

hypothèses ont été proposées pour expliquer ce phénomène. Premièrement, cela peut être dû à 

la structure du biofilm en soi via l’établissement d’un gradient d’oxygène. Néanmoins, cette 

hypothèse est de plus en plus remise en question en raison des fortes différences 

morphologiques entre la production de biofilms in vivo et in vitro, la dernière étant beaucoup 

plus profonde que la première, par exemple (Jensen, Kolpen et al. 2017). La deuxième 

hypothèse plus privilégiée est que la consommation accélérée d'O2 dans le biofilm pourrait 

être davantage due à l'activation de leucocytes polymorphonucléaires pour produire du 

superoxyde (Kolpen, Hansen et al. 2010) et dans une moindre mesure à l'oxyde nitrique 

(Kolpen, Bjarnsholt et al. 2014). Des réponses supplémentaires de l'hôte affectent également 

la disponibilité d'accepteurs d'électrons alternatifs pour le métabolisme anaérobiques 

bactériens. Par exemple, des taux élevés de nitrates et de nitrites ont été mesurés dans les 

expectorations de la mucoviscidose (Linnane, Keatings et al. 1998). D'après toutes ces 

observations et comme l'UQ9 est un composant essentiel qui permet de transférer les électrons 

des déshydrogénases primaires aux réductases chez P. aeruginosa en conditions 

anaérobiques, nous proposons qu’UbiTPA, UbiVPA et UbiUPA pourraient contribuer à 

l'infection pulmonaire de la mucoviscidose. En effet, cette hypothèse est renforcée par 

certains résultats dans la littérature obtenus dans des conditions de poumon de la 

mucoviscidose. Les ORF ubiUPA et ubiVPA sont exprimés en réponse à une forte diminution 

de l'oxygène (Alvarez-Ortega and Harwood 2007) et une approche protéomique quantitative 

récente révèle une abondance accrue de protéines UbiTPA, UbiUPA et UbiVPA dans le biofilm 

anaérobie (Groenewold, Massmig et al. 2018).  

Nous avons réussi à purifier UbiTPA fusionnée à la thiorédoxine dont la capacité de 

liaison des lipides sera étudiée in vitro. Nous avons vu, dans le chapitre III, qu’UbiJ était un 

élément clé dans le méga-complexe composant des protéines Ubi impliqué dans la voie de 

biosynthèse de l’ubiquinone dépendante de l’oxygène. UbiJ, avec la capacité de lier 

l’ubiquinone et ses intermédiaires extrêmement hydrophobes via son domaine SCP2, assure la 

structure et le fonctionnement du méga-complexe dans le cytosol. Notre hypothèse est 

qu’UbiT remplace la fonction d’UbiJ en anaérobie, car UbiJ est particulièrement programmée 
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par la nature pour la voie dépendante de l’oxygène (Pelosi, Vo et al. 2019). Groenewold et ses 

collègues ont montré que les résidus hydrophobes conservées L56, L58, V69 et L114 sont 

importants pour la capacité de fixation des lipides d’UbiTPA et ont proposé qu’ils constituaient 

la cavité hydrophobe d’UbiTPA où les lipides se fixent (Groenewold, Massmig et al. 2018). 

Les mutants de ces résidus en arginine sont en cours d’obtenir afin de confirmer cette 

hypothèse dans le contexte de la biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie.   

Nous avons démontré dans ce chapitre qu’UbiUEC était capable de lier un centre [4Fe-4S] 

en anaérobie via le motif de quatre cystéines conservées et que le centre [4Fe-4S] était 

important pour l’activité d’UbiUEC. Ici, pour la première fois, nous avons démontré 

qu’UbiUPA purifiée contenait l’UQ8 (Fig. 72C). Cette découverte est cohérente avec la 

structure du domaine U32 de Mk0906 chez Methanopyrus kandleri (voir section IV du 

chapitre I) (code PDB 5D88) (Schacherl, Montada et al. 2015). En effet, la structure de 

Mk0906, caractéristique par un motif du tonneau TIM ()8, révèle un site de liaison putatif 

pour une molécule amphiphile avec un groupe carboxylate ou un fragment chargé 

négativement de manière similaire à une extrémité et une queue principalement hydrophobe, 

c’est bien le cas de l’ubiquinone et ses intermédiaires. UbiVPA se comporte comme UbiVEC, 

c-à-d elle est capable de lier un centre [4Fe-4S] en anaérobie via quatre cystéines conservées 

et ce centre est sensible à l’air.  

La combinaison des résultats d’UbiT, UbiU et UbiV à la fois de P. aeruginosa et d’E. 

coli nous laisse penser à l’existence d’un complexe alternatif d’Ubi qui est impliqué 

spécifiquement dans la voie de biosynthèse de l’ubiquione indépendante de l’oxygène. Dans 

ce modèle, UbiT, en remplaçant le fonction d’UbiJ, lie la queue hydrophobe des 

intermédiaires de l’ubiquinone et maintient le complexe composant des protéines Ubi où 

UbiI, UbiH et UbiF seraient remplacées par UbiU-UbiV. Ce complexe assurerait donc la 

conversation de 4-HB en ubiquinone spécifiquement en anaérobie. Les réactions de 

prénylation, de décarboxylation, de méthylation auraient lieu de même manière que la voie 

dépendante de l’oxygène, alors que UbiU-UbiV seraient responsables des trois réactions 

d’hydroxylation via leurs centres [4Fe-4S], dont le mécanisme moléculaire reste inconnu. A 

ce jour, les enzymes à cofacteur à Molybdène (MoCo) sont la seule famille  connue pour 

catalyser des réactions d’hydroxylation indépendamment d’oxygène (Hille, Retey et al. 1998). 

Les résultats de nos collaborateurs démontrent que les gènes impliqués dans la biosynthèse 

cofacteur MoCo ne sont pas importants pour la biosynthèse de l’ubiquinone en absence de 

l’oxygène, suggérant qu’UbiU et UbiV ne sont pas les enzymes à cofacteur à MoCo, mais 
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plutôt une nouvelle classe des enzymes responsables des réactions d’hydroxylation en 

absence d’oxygène.  
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Chapitre VI                               

Etude biochimique de RlhA et 

TrhP, deux autres protéines de la 

famille U32 d’Escherichia coli 
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I. Introduction 

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés à la caractérisation biochimique de RlhA 

et de TrhP, deux protéines qui sont impliquées dans la modification des ARNs chez E. coli. 

Bien que ces deux protéines ne fassent pas partie de mon sujet de thèse, elles présentaient de 

fortes similitudes de séquence et donc probalement de rôle biologique, et peut-être de 

mécanisme, avec les protéines UbiU et UbiV. 

L'ARN est constitué majoritairement de quatre ribonucléotides différents (adénsonene 

(AMP), guanosine (GMP), cytidine (CMP), et uridine (UMP) mono phosphates), mais un 

ensemble de plus de 160 modifications chimiques décore les molécules d'ARN pour leur 

permettre d’assurer leurs diverses fonctions de codage, de structure, de catalyse et de 

régulation (Hofer and Jaschke 2018). La localisation, l'abondance et la distribution de divers 

types de modifications de l'ARN dépendent de l'organisme ainsi que des conditions 

environnementales. De nombreux nucléosides modifiés sont conservés dans les bactéries, les 

archées et les eucaryotes, alors que certains sont particuliers à chaque branche de la vie 

(Clark, Choudhary et al. 2013). La plupart des modifications connues se produisent au niveau 

des positions internes, alors que la diversité aux extrémités est limitée (Helm and Alfonzo 

2014). 

Récemment, chez E. coli, il a été montré par une équipe japonaise que la protéine RlhA 

était responsable de l’hydroxylation de la cytidine de position 2501 (ho
5
C2501) de l’ARNr 

23S (Kimura, Sakai et al. 2017) ; et très récemment, la même équipe japonaise a montré que 

la protéine TrhP était impliquée dans l’hydroxylation de l’uridine de position 34 de l’ARNt 

(ho
5
U34) (Sakai, Kimura et al. 2019), ce qui est la première étape pour la formation de la 

cmo
5
U34 et mcmo

5
U34.  Quelques résidus conservés que possèdent les deux protéines sont 

importants pour leur activité, notamment les motifs de quatre cystéines conversées. De plus, 

l’activité de RlhA dépend directement de la biosynthèse des centres Fe-S et de la 

concentration intracellulaire en fer (Kimura, Sakai et al. 2017). 

Dans les deux cas, les réactions d’hydroxylation catalysées par RlhA et TrhP semblent 

dépendre du préphénate, un métabolite formé par la chorismate mutase à l'issue de la voie du 

shikimate en vue de la biosynthèse de deux acides aminés aromatiques (la phénylalanine et la 

tyrosine) à partir du chorismate chez les bactéries, les mycètes et les plantes (Kanehisa, Goto 

et al. 2014).  La caractérisation biochimique de RlhA et de TrhP sera présentée dans ce 

chapitre, confirmant notre hypothèse qu’elles sont bien des protéines Fe-S, elles aussi  

impliquées dans des réactions d’hydroxylation, comme c’est le cas d’UbiU et d’UbiV.    
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II. Résultats 

II.1 Purification et caractérisation biochimique d’RlhA 

Tout d’abord, les tests d’expression du plasmide pET22-RlhA codant pour RlhA avec 

une étiquette de six histidines à son extrémité C-ter ont été effectués dans les cellules 

BL21(DE3). Cependant RlhA n’est pas exprimée dans n’importe quelle condition (données 

non montrées). La protéine est uniquement exprimée dans les cellules BL21 Star (DE3). Les 

cellules transformées par le plasmide pET22-RlhA sont cultivées dans le milieu LB à 37°C. A 

une DO de 1.8, les cultures sont refroidies et le gène est induit par 500 M d’IPTG sur la nuit 

à 16°C. Les cellules sont lysées par sonication dans un tampon contenant 50 mM sodium de 

phosphate pH 8 / 500 mM NaCl / 15% glycérol / 1 mM DTT et le lysat est clarifié par 

ultracentrifugation. Le surnageant est ensuite chargé sur une colonne d’affinité Ni
2+

.  

 

Figure 77. Purification et caractérisation biochimique de RlhA d’E.coli. (A) Chromatogramme de filtration sur gel de la 

protéine RlhA6his purifiée en aérobie sur une colonne Superdex 200 16/60 (GE Heathcare). L’insertion montre un gel de SDS-

PAGE coloré au Coomassie de RlhA6his purifiée en aérobie correspondant à la protéine dimérique. (B) Spectre d'absorption 

UV-vis de RlhA-6His purifiée en aérobie (7.6 M). (C) Spectre d'absorption UV-vis de RlhA-6his au cours de la réaction de 

reconstitution du centre Fe-S en anaérobie. Chromatogrammede filtration sur gel de RlhA-6his purifiée en aérobie sur une 

colonne Superdex 200 16/600 (GE Heathcare). (D) Chromatogramme de filtration sur gel de 6hisRlhA purifiée en aérobie sur 

une colonne Superdex 200 16/60 (GE Heathcare). L’insertion montre un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie de 6hisRlhA 

purifiée en aérobie correspondant à la protéine monomérique. 
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Une partie importnate de de RlhA-6His ne s’accroche pas à cette colonne de Ni2+, mais 

une partie s’accroche et est éluée, concentrée et chargée sur une colonne de filtration sur gel 

pré-équilibrée avec du tampon contenant 50 mM sodium de phosphate pH 8 / 150 mM NaCl / 

15% glycérol / 1 mM DTT. La protéine purifiée est pure et se comporte comme un mélange 

de tétramère et dimère en solution (Fig. 77A). RlhA-6His purifiée est légèrement rose, et son 

spectre UV-vis, avec l’absorbance dans la région 350 à 550 nm, indique la présence du centre 

Fe-S (Fig. 77B). Nous avons ensuite essayé de reconstituer le centre Fe-S de RlhA en 

anaérobie. La réaction de reconstitution semble avoir lieu mais en faible proportion d’après 

les spectres d’absorption Uv-vis enregistrés (Fig. 77C), et surtout une partie importante de la 

protéine précipite en cours de réaction. 

Comme le rendement de la purification de RlhA-6His est faible en raison de la perte de la 

protéine à l’étape de purification par la colonne Ni
2+

, nous avons donc essayé  de la purifier 

par précipitation au sulfate d'ammonium (données non montrées). En effet, la totalité de RlhA 

est totalement précipitée en présence de 30% du sulfate d'ammonium. Le culot contenant la 

protéine est resuspendu dans le tampon de lyse puis chargé sur la colonne de filtration sur gel, 

cependant elle se trouve totalement dans le volume mort de la colonne, vraisemblablement 

donc sous forme de protéines agrégées ou mal repliées (données non montrées). 

Nous avons donc ensuite décidé de construire le plasmide pET15-RlhA qui code pour 

RlhA avec une étiquette de six histidines à son extrémité N-ter. La protéine 6His-RlhA est 

exprimée dans les cellules BL21 Star (DE3) et purifiée par deux étapes de purification (Ni
2+ 

et 

filtration sur gel) (Fig. 77D). Bien que la plupart de 6His-RlhA purifiée se trouve dans le 

volume mort de la colonne, une minorité correspondant à la forme monomérique de la 

protéine est soluble (Fig. 77D). La protéine purifiée, encore une fois, est légèrement rose et 

son spectre UV-vis indique la présence du centre Fe-S (données non montrées). Les travaux 

concernant la reconstitution du centre Fe-S en anaérobie sont actuellement en cours.  

Nous avons construit en paralèlle le plasmide pET32-RlhA codant pour RlhA fusionné à 

la thiorédoxine à l’extrémité N-ter et nous sommes en train d’optimiser le protocole de 

purification d’RlhA. Ces résultats, bien qu’encore incomplets, semblent confirmer que RlhA 

est bien une protéine à Fe-S.  

RlhA possède quatre cystéines conservées C169, C176, C192 et C196 formant un motif 

C-X6-C-X15-C-X3-C (Fig. 78A). Ces quatre cystéines conservées pourraient servir comme 

ligands du centre [4Fe-4S]. Une fois que le protocole de purification sera établi, les mutants 

cystéine en alanine pourront être générés afin de confirmer cette hypothèse.  
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Figure 78. Analyses informatiques d’RlhA. (A) Alignement  multiple de séquences de divers représentants de RlhA de 

protéopbactéries (Escherichia coli, BAA15068.1 ; Pseudomonas aeruginosa, WP_132475322.1 ; Methanothermobacter 

wolfeii, SCM56059.1 ; Deinococcus hopiensis ; SMB92144.1 ; Enterobacter ludwigii, AEW73593.1 ; Acidovorax citrulli, 
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QCX12620.1 ; Tepidimonas thermarum, TSE29197.1 ; Tepidimonas ignava, TSE24144.1 ; Tepidimonas alkaliphilus, 

TSE21727.1 ). Le motif de quatre cystéines conservées est entouré par le cadre rouge. (B) Modèle structural de RlhA d’E.coli 

(Phyre2). La partie N-ter (acides aminées 1-200, bleu) est caractéristisée par un tonneau TIM composé de trois feuillets   

entourés par cinq hélices . La partie centrale (acides aminées 320-392, rose) est composée de quatre feuillets  formant un 

motif en tonneau . Les quatre cystéines conservées (C169, C176, C192, C196) sont indiquées en rouge. Le reste du modèle 

structural est construit par la calcul ab initio (partie verte). (C) La construction de la partie N-ter de RlhA d’E.coli repose sur 

trois structures (5D88, 3INP et 5VXS), celle de la partie centrale est basée sur la structure 4HE5 et le reste par calcul ab 

initio. 

Le modèle structural de RlhA construit par Phyre2 est présenté dans la figure X. La 

construction de la partie N-ter du modèle (acides aminés 1-200, partie bleue, Fig. 78B) repose 

sur les structures 5D88 (domaine U32 de Mk0906 chez Methanopyrus kandleri), 3INP (D-

ribulose-phosphate 3-épimerase chez Francisella tularensis) et 5VXS (citramalyl-CoA lyase 

chez l’homme) avec une confience de 100%, 94% et 96%, respectivement (Fig. 78C). Ces 

trois protéines partagent 22.3%, 17.9% et 22.5% d’identité respectivement avec la partie Nter 

de RlhA. Cette partie serait caractéristisée par un motif tonneau TIM composé de trois 

feuillets  entourées par cinq hélices . Les quatre cystéines conservées se trouvent à 

l’extérieur du tonneau. Une partie centrale (acides aminés 320-392, partie rose, Fig. 78B) est 

construite à partir de la structure d’une extrémité C-ter de TrhP chez Geobacillus 

thermoleovorans (4HE5) avec une confience de 95%. Cette partie centrale de RlhA d’E.coli, 

qui partage 17.9% d’identité avec 4HE5, serait caractéristisée par un motif en tonneau  

composant par quatre feuillets  connectés par des boucles sans structure secondaire 

caractéristique. Le reste du modèle structural est construit par la calcul ab initio (partie verte, 

Fig. 78B) 

II.2 Purification et caractérisation biochimique de TrhP 

La protéine TrhP est exprimée avec une étiquette de six histidines à son extrémité N-ter 

et purifiée par deux étapes de purifications (Ni
2+ 

et filtration sur gel) comme décrit ci-dessus 

(Fig. 79A), sous forme monomère. 6His-TrhP purifiée est légèrement rose, et son spectre UV-

vis indique la présence d’un centre Fe-S (Fig. 79B). Nous avons ensuite essayé de 

reconstituer le centre Fe-S de TrhP en anaérobie. En effet, après la reconstitution, la protéine 

possède 3.9 Fe et 3.7 S / monomère et son spectre UV-vis, avec une absorbance vers 400 nm, 

confirme la présence d’un centre [4Fe-4S] par protéine (Fig. 79B). L’absorbance vers 600 nm 

indique une reconstitution imparfaite avec probablement des agrégats Fe-S accrochés à la 

protéine. Il faudra des lavages supplémentaires afin de les éliminer complètement. 
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Figure 79. Purification et caractérisation biochimique de 6His-TrhP d’E.coli. (A) Chromatogramme de filtration sur gel 

de TrhP purifiée en aérobie sur une colonne Superdex 200 10/300 (GE Heathcare). L’insertion montre une courbe 

d'étalonnage, les standards de protéines en losange, 6His-TrhP en cercle et un gel de SDS-PAGE coloré au Coomassie de 

6His-TrhP purifiée en aérobie. (B) Spectre d'absorption UV-vis de 6His-TrhP purifiée en aérobie (ligne pointillée, 39.1 M) 

et de l'holo-TrhP reconstituée en anaérobie (ligne continue, 31.1 M). L'insertion est un agrandissement de la région de 300 à 

800 nm.  

Ces résultats montrent bien que TrhP est aussi une protéine à centre Fe-S. Comme TrhP 

possède également quatre cystéines conservées (C170, C177, C193 et C197) dans la séquence 

formant le même motif qu’RlhA C-X6-C-X15-C-X3-C (Fig. 80A), nous sommes en train de 

générer des mutants cystéine en alanine afin que confirmer leur importance pour la 

coordination du centre Fe-S de TrhP.  

Le modèle structural de TrhP construit par Phyre2 est très similaire à celui de RlhA (Fig. 

80B). La partie N-ter du modèle (acides aminés 1-198, partie bleue) serait caractéristisée par 

le motif de tonneau TIM et la partir C-ter (acides aminés 360-439, partie rose, Fig. 80B) par le 

motif en tonneau tonneau . La partie N-ter est construite, encore une fois, à partir de la 

structure du domaine U32 de Mk0906 chez Methanopyrus kandleri (5D88) et celle de la 

thiamine phosphate pyrophosphorylase chez Pyrococcus furiosus (1XI3) avec une confience 

de 100% et 97% respectivement. La séquence protéique de ces deux protéines partage 19.9% 

et 19.6% d’identité respectivement avec la partie N-ter de TrhP d’E.coli. L’extrémité C-ter de 

TrhP chez Geobacillus thermoleovorans (4HE5) qui partage 21.5% d’identité avec celle de 

son homologue d’E. coli a été utilisé comme template pour construire la partie C-ter de TrhP 

d’E. coli avec une confience de 99%.   
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Figure 80. Analyses informatiques de TrhP. (A) Alignement multiple de séquences de divers représentants de TrhP de 

protéobactéries (Escherichia coli, NP_416585.1 ; Pseudomonas aeruginosa, WP_058142889.1 ; Deinococcus hopiensis, 

SMB92144.1 ; Francisella tularensis CAL09742.1 ; Pantoea ananatis, ADD77688.1 ; Pectobacterium wasabiae, 

EJS95360.1 ; Klebsiella pneumoniae, CDO15500.1). Le motif de quatre cystéines conservées est entouré par le cadre rouge. 

(B) Modèle structural de TrhP d’E.coli (Phyre2). La partie N-ter (acides aminées 1-198, bleu) serait caractérisée par un 

tonneau TIM. La partie C-ter (acides aminées 360-439, rose) serait composée de six feuillets  formant un motif en tonneau 

. Les quatre cystéines conservées (C170, C177, C193, C197) sont indiquées en rouge. Le reste du modèle structural est 

construit par calcul ab initio (partie verte). (C) La construction de la partie N-ter repose sur trois structures 5D88 et 1XI3 , 

celle de la partie C-ter par 4HE5 et le reste par la modélisation ab initio. 

III. Discussion 

L'hydroxylation des molécules biologiques est une réaction enzymatique fondamentale 

impliquée dans divers événements biologiques (Ploumakis and Coleman 2015, Katz, Gandara 
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et al. 2016). Dans le contexte de l'épitranscriptome, l'hydroxylation est une modification 

majeure qui module les fonctions de l'ARN (Ploumakis and Coleman 2015) et est ainsi 

impliquée dans plusieurs modifications de l'ARNt (Persson and Bjork 1993, Fu, Dai et al. 

2010, Noma, Ishitani et al. 2010, Kawarada, Suzuki et al. 2017). Les réactions 

d'hydroxylation des ARNs rapportées à ce jour sont catalysées par des oxygénases 

dépendantes du Fe (II) et du 2-oxoglutarate (2-OG) qui utilisent l'oxygène moléculaire 

comme substrat d'hydroxylation (Loenarz and Schofield 2008). Ni RlhA ni TrhP ne possède 

aucun des domaines et motifs caractéristiques conservés dans ces oxygénases, ce qui suggère 

qu'elles représentent une nouvelle famille de protéines responsables de l'hydroxylation de 

l'ARN. 

L’activité enzymatique de ces deux protéines semble dépendre directement du préphénate 

et des motifs de quatre cystéines conservées que possède chaque protéine. De plus, la 

machinerie de la biogenèse des centres Fe-S et la concentration cellulaire en Fe semblent 

importantes pour l’activité de RlhA.  

Pendant que le manuscrit de la thèse était en cours d’écriture et de finalisation, un autre 

travail concernant TrhP a été publié (Lauhon 2019). Fait très intéressant, le mutant KO iscS 

est capable de synthétiser la ho
5
U34, mais à un niveau réduit. Ces résultats suggèrent que, 

comme ho
5
C2501, la synthèse de ho

5
U34 dépend au moins en partie de la biosynthèse de 

centre Fe-S catalysée par iscS. Cependant, contrairement à ho
5
C2501, la formation de la 

ho
5
U34 dans les cellules est assurée non seulement par la voie dépendante des centre Fe-S, 

mais aussi par une autre voie indépendante des centres Fe-S, qui est  dépendante de TrhO, une 

protéine qui utilise l'oxygène moléculaire comme substrat pour réaliser la réaction 

d'hydroxylation de l’ARNt (Sakai, Kimura et al. 2019).  

Nous avons purifié RlhA et TrhP d’E. coli. Les deux protéines sont légèrement roses et 

leur spectre UV-vis indique la présence de centres Fe-S dégradés au cours de la purification 

en aérobie. Bien que la reconstitution en anaérobie du centre Fe-S de RlhA nécessite des 

optimisations, la quantification du fer et du soufre et le spectre UV-vis de l’holo-TrhP 

confirment bien que TrhP est capable de lier un centre [4Fe-4S] en anaérobie (Fig. 79B). La 

fonction des centres [4Fe-4S] dans RlhA et TrhP, comme ceux d’UbiU et d’UbiV, reste 

inconnue.  

Fait intéressant, la ferrédoxine YfhL a été récemment identifiée comme un nouveau 

facteur important pour la formation de ho
5
U34 de manière dépendante du préphénate chez E. 

coli (Lauhon 2019). En effet, le mutant yfhL (ainsi qu'un double mutant yfhL et trhP) 

présente le même niveau réduit de cmo
5
U34 dans l'ARNt total que les mutants trhP et 
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aroD, ce qui suggère qu'il est essentiel pour la voie de la biosynthèse de ho
5
U34 de manière 

dépendante du préphénate. YfhL appartient à la famille de la férrédoxine « Alvin », qui a été 

identifiée pour la première fois chez Allochromatium vinosum (Moulis 1996). Ces protéines 

contiennent deux centres [4Fe-4S] de potentiel rédox très faible (E°1 ~ -650 mV ; E°2 ~ -450 

mV) en raison de motifs structuraaux uniques (Moulis, Sieker et al. 1996). Comme la délétion 

du gène yfhL chez E. coli semble affecter la voie de biosynthèse de ho
5
U34 dépendante du 

préphénate, il est possible qu'il s'agisse d'une fonction spécifique d’yfhL in vivo. 

Mécanistiquement, la raison pour laquelle TrhP aurait besoin d’électrons pour catalyser une 

réaction d’oxydation n’est pas clair, à part que le mécanisme ressemble à un certain nombre 

de réactions radicalaires d’oxydation. Des travaux récents de Booker et ses collègues ont 

montré que, chez Thermotoga maritima, une ferrédoxine et une ferrodoxine réductase 

fournissaient efficacement des électrons au centre Fe-S lié à l'enzyme à radical SAM MiaB in 

vitro pour soutenir sa méthylthiolation de l'ARNt (Arcinas, Maiocco et al. 2019). La 

ferrodoxine réduite assure le transfert d’électron pour faciliter la formation du radical 5’-

adénosyle qui initie la thiolation du carbone de position 2 de l’adénosine. Ainsi, le rôle 

d’YfhL dans la synthèse de ho
5
U34 peut être de réduire le centre [4Fe-4S] de TrhP pour la 

formation d'une espèce radicalaire, telle qu'un radical uridine-5-yle, qui peut se combiner avec 

un radical hydroxyle issu du préphénate. 

RlhA, TrhP, UbiU et UbiV, comme évoqué dans le chapitre I, appartiennent à la famille 

des peptidase U32 dont la fonction est inconnue. La seule fonction de cette famille rapportée 

est l’activité de type collagénase ; cependant cette fonction reste discutable. De nouvelles 

analyses phylogénétiques présentées dans le  chapitre IV ont permis de re-classifier ces 

protéines contenant des motifs de peptidase U32 dans 12 sous-familles dont huit possèdent un 

motif de quatre cystéine conservées (UbiU, UbiV, RlhA, TrhP, U32#1, U32#2, U32#3 et 

U32#4), suggérant un rôle fonctionnel important pour ces résidus, vu que les centres Fe-S 

sont importants pour l’activité enzymatique d’UbiU, d’UbiV, d’RlhA et de TrhP. Un 

récapitulatif des quatre paralogues de la famille U32 (UbiU, UbiV, RlhA et TrhP) est présenté 

dans la figure 81. L’ensemble des résultats présentés dans les chapitres IV, V et VI de cette 

thèse ouvre une porte à une nouvelle classe de protéines de la famille U32 qui sont impliquées 

dans les réactions d’hydroxylation en absence d’oxygène de manière indépendante du 

cofacteur MoCo mais dépendante des centres [4Fe-4S] et du préphénate qui est probablement 

un donneur de groupement d’hydroxyle, ce qui reste à prouver par des tests in vitro, que nous 

sommes en train de mettre au point . 
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Figure 81. Quatre paralogues de la famille U32 (RlhA, UbiU , UbiV et TrhP 

 



Conclusion générale 

 

179 

 

Conclusion générale 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusion générale 

 

180 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusion générale 

 

181 

 

La biosynthèse de l’ubiquinone chez E. coli a été étudiée dans les années 70-80 par 

Alexander, Young, Cox et leurs collaborateurs. La voie de de biosynthèse en aérobie 

comporte huit étapes et implique au moins dix protéines (UbiA-UbiI et UbiX) qui 

convertissent le précurseur universel 4-HB en ubiquinone. Bien que toutes les protéines 

catalysant les différentes étapes de biosynthèse semblent connues, nos collaborateurs ont 

récemment identifié deux nouvelles protéines UbiJ et UbiK qui sont importantes pour la voie 

de biosynthèse de l’ubiquinone. Des travaux précédents de nos collaborateurs montrent que 

ces deux nouvelles protéines interagissent avec la plupart des protéines connues pour 

participer à la biosynthèse de l’ubiquinone, ce qui laisse penser à la présence d’un complexe 

de biosynthèse de l’ubiquinone. Ils ont également démontré l’existence d’une voie alternative 

de biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie qui implique trois nouvelles protéines UbiT, 

UbiU et UbiV. 

Le but du projet et thèse a été, dans un premier temps, de confirmer la présence du 

complexe protéique Ubi par approches biochimique (Paris) et d’établir sa composition par 

approche protéomique (Grenoble et Marseille) et, dans un deuxième temps, de caractériser les 

trois nouvelles protéines UbiT, UbiU et UbiV, d’élucider leur fonction dans la voie de 

biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie par des approches génétiques (Grenoble et 

Marseille) et biochimiques (Paris). Au cours de ma thèse, je me suis également intéressé à la 

caractérisation biochimique des deux autres protéines RlhA et TrhP qui appartiennent, comme 

UbiU et UbiV, à la famille des protéases U32 et qui partagent des similarités avec UbiU et 

UbiV. 

Nous avons précédemment démontré qu’UbiJ et UbiK purifiées formaient un 

hétérocomplexe 1 : 2 qui liait l’acide palmitoléique, l’un des acides gras les plus abondants 

chez E. coli. Cette capacité à liaison des lipides suggère qu’UbiJ et UbiK pourraient agir 

comme des facteurs accessoires des enzymes Ubi, mais le rôle de ces deux protéines, bien 

qu’important pour la biosynthèse de l'ubiquinone, reste indéterminé. Dans ce travail, nous 

démontrons que sept protéines Ubi forment un complexe des Ubi, un métabolon stable 

catalysant les six dernières réactions de la voie de biosynthèse de l'ubiquinone chez E. coli. Le 

domaine SCP2 de UbiJ forme une cavité hydrophobe étendue qui lie les intermédiaires de 

l’ubiquinone à l'intérieur du complexe des Ubi d’1MDa. Nous purifions le complexe d'Ubi à 

partir des extraits cytoplasmiques et démontrons que la biosynthèse de l’ubiquinone se 

produit dans cette fraction, remettant en cause l’hypothèse actuelle d'un processus de 

biosynthèse associé à la membrane. Ensemble, nos résultats rapportent un cas rare d’un 

métabolon stable et mettent en évidence une organisation supramoléculaire des enzymes 
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solubles qui permet la modification des substrats hydrophobes dans un environnement 

hydrophile. 

Il a été montré dans les années soixantes que l’ubiquinone est biosynthétisée en 

conditions anaérobiques, suggérant une voie alternative de la biosynthèse en absence 

d’oxygène. En effet, nous avons montré que la voie de biosynthèse de l’ubiquinone en 

absence d’oxygène s’effectuait de manière indépendante des protéines UbiI, UbiH, UbiF, 

UbiJ et UbiK. Ainsi, le complexe des protéines Ubi que nous montrons dans la première 

partie de la thèse n’est valable qu’en conditions aérobiques. Nos collaborateurs ont identifié 

ubiT (yhbT), ubiU (yhbU) et ubiV (yhbV) comme trois nouveaux gènes qui sont impliqués 

uniquement dans la voie de biosynthèse de l’ubiquinone indépendante de l’oxygène. 

L’accumulation d’OPP dans un mutant ∆ubiT suggère un rôle global plutôt que catalytique 

dans la biosynthèse de l’ubiquinone. Le fait qu’UbiT possède un domaine de liaisons aux 

stérols comme UbiJ suggère qu’UbiT pourrait remplacer fonctionnellement UbiJ dans la voie 

dépendante de l’oxygène. En effet, grâce à ce domaine, UbiT pourrait lier les intermédiaires 

de biosynthèse et les présenter aux différentes protéines pour la modification des substituants. 

Nous n’arrivons pas à exprimer UbiT d’E. coli, cependant nous sommes capables d’exprimer 

et de purifier UbiT de P. aeruginosa fusionnée avec la thiorédoxine à l’extrémité N-ter. La 

protéine est co-purifiée avec l’ubiquinone. De plus, je suis en train de tester si UbiT peut fixer 

des intermédiaires lipdiques de biosynthèse de l’ubiquinone. Il sera intéressant de vérifier si 

un complexe multiprotéique existe en condition anaérobique et si UbiT joue un rôle dans la 

structuration de ce complexe qui pourrait contenir les hydroxylases anaérobiques qui restent 

inconnues à ce jour. 

Nous avons réussi à purifier UbiV en aérobie qui présente des traces de centrse Fe-S. En 

anaérobie, UbiV est capable de lier un centre [4Fe-4S] via son motif de quatre cystéines 

conservées. Ce centre [4Fe-4S], sensible à l’air, est important pour l’activité d’UbiV car les 

cellules d’E. coli ∆ubiV portant un plasmide codant pour des mutants cystéine en alanine 

d’UbiV ne sont pas capable de synthétiser l’ubiquinone dans les conditions anaérobiques. 

UbiU est soluble et purifiable en présence du détergent. La protéine est précipitée rapidement 

au cours de la réaction de reconstitution du centre Fe-S. Nos collaborateurs à Marseille ont 

montré qu’UbiU était en interaction avec UbiV dans les expériences de double hybride 

bactérien. Nous avons confirmé ces résultats en purifiant le complexe UbiU-UbiV en aérobie 

qui présente, encore une fois, des traces des centres Fe-S. La reconstitution en anaérobie 

révèle la présence de deux centres [4Fe-4S] dans le complexe UbiU-UbiV. Le teneur en Fe et 

S des doubles mutants cystéines en alanines d’UbiU dans le complexe UbiU-UbiV réduit de 
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moitié suggérant qu’UbiU lie le deuxième centre [4Fe-4S]. De plus, nos collaborateurs ont 

montré que ce centre [4Fe-4S] est important pour l’activité d’UbiU dans le contexte de 

biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie.  

Nous avons ensuite étendu nos études à UbiU et UbiV de Pseudomonas aeruginosa dont 

le comportement est identique à celles d’E. coli. Nous n’arrivons pas, pour l’instant, à purifier 

le complexe UbiU-UbiV de P. aeruginosa, probablement due à l’incompatibilité du système 

d'expression des protéines de P. aeruginosa en utilisant des cellules d’E. coli. De fait très 

intéressant, nous avons démontré, pour la première fois, qu’UbiU était capable de lier 

l’ubiquinone et ses intermédiaires de biosynthèse.  

La combinaison des résultats de caractérisation d’UbiT, d’UbiU et d’UbiV à la fois chez 

E. coli et chez P. aeruginosa nous laisse penser à l’existence d’un complexe alternatif qui est 

impliqué dans la voie de biosynthèse de l’ubiquinone en anaérobie. Nos collaborateurs ont 

montré que les deux voies de biosynthèse de l’ubiquinone chez E. coli partageaient les mêmes 

protéines Ubi, à l’exception des hydroxylases aérobiques (UbiI, UbiF et UbiH), UbiJ et UbiK. 

Il sera donc important de vérifier la présence de ce complexe multiprotéique en condition 

anaérobique, ainsi que d’analyser les composants de ce complexe. 

Selon l’annotation NCBI, UbiU et UbiV, comme RlhA et TrhP, appartiennent à la famille 

des peptidases U32 dont la fonction reste floue. Nos analyses bio-informatiques démontrent 

que les protéines U32 possèdent des motifs de quatre cystéines conservées, suggérant que les 

centres Fe-S sont importants pour leur fonction, comme le cas d’UbiU et d’UbiV. RlhA et 

TrhP ont récemment été identifiées comme responsables de la modification des ARNs par des 

réactions d’hydroxylation de manière dépendante du préphénate et de la machinerie de la 

biosynthèse des centres Fe-S. Nous avons purifié ces deux protéines qui présentaient des 

traces des centres Fe-S. La reconstitution du centre Fe-S de TrhP en anaérobie montre que la 

protéine est capable de lier un centre [4Fe-4S].  

L’ensemble de ce travail de thèse a donc permis d'avancer significativement dans la 

compréhension de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone. Dans un premier temps, j’ai 

participé par mon apport biochimique avec la production des protéines UbiJ et UbiK à une 

meilleure compréhension du fonctionnement du complexe Ubi impliqué dans la voie 

dépendante de l’oxygène. 

 Puis, j’ai activement participé à la découverte et à la caractérisation de nouvelles 

protéines Ubi essentielles à la production d’ubiquinone indépendante de l’oxygène. La 

découverte qu’il s’agit de protéines Fe-S a été faite au laboratoire, lorsque je me suis rendu 

compte que la protéine UbiU était rose.  
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Ce travail a aussi permis de re-étudier la famille des protéines U32 dont la fonction 

peptidase devrait être remplacée par la fonction hydroxylase dans tous les textbooks. Les 

résultats de caractérisation de quatre protéines U32 ouvrent une nouvelle porte à une nouvelle 

classe d’enzymes qui sont impliquées dans les réactions d’hydroxylation dans les conditions 

anaérobiques de manière dépendante des centres [4Fe-4S] et du préphénate comme le donneur 

du groupement d’hydroxyle.  

D’un point de vu applicatif,  UbiU et UbiV de P. aeruginosa pourraient être des cibles 

thérapeutiques potentielles afin de développer de nouveaux antibiotiques car l’ubiquinone est 

la seule quinone dont elle a besoin afin de maintenir la croissance en aérobie et anaérobie. De 

plus, une fois infecté l’hôte, la bactérie s’y développe en mode de biofilm et la croissance en 

ce mode dépend directement d’UbiU et d’UbiV.  

Ces travaux ont fait l’objet de deux publications parues dans « Cell Chemical Biology » 

et « mBio ». Une troisième publication sur la caractérisation d’UbiT, d’UbiU et d’UbiV chez 

P. aeruginosa est en cours de préparation. 

Une perspective important de ce travail sera l’étude mécanistique des protéines UbiU et 

UbiV. Pour cela, un gros effort de synthèse organique a été réalisé au laboratoire par Philippe 

Simon (IR CNRS) qui a synthétisé plusieurs analogues de substrats à chaîne farnésyles. Le 

test d’activité in vitro devrait rapidement être mis en place au laboratoire. 
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Ubiquinone (UQ) is a polyprenylated lipid that plays an important role in electron transport in 

the respiratory chains of E. coli. The aerobic biosynthesis of UQ in E. coli requires eight 

reactions and involves at least twelve proteins (UbiA-UbiK and UbiX). In this work, we 

demonstrate that seven Ubi proteins form the Ubi complex, a stable metabolon that catalyzes 

the last six reactions of the UQ biosynthetic pathway. The X-Ray structure of the SCP2 

domain of UbiJ forms an extended hydrophobic cavity that could bind UQ intermediates 

inside the 1-MDa Ubi complex. The Ubi complex is purified from cytoplasmic extracts and 

UQ biosynthesis occurs in this fraction, challenging the current thinking of a membrane-

associated biosynthetic process. UQ is reported to be biosynthesized under both anerobic and 

anaerobic conditions. We characterize a novel, O2-independent pathway for the biosynthesis 

of UQ. This pathway relies on three proteins, UbiT, UbiU, and UbiV. UbiT contains an SCP2 

lipid-binding domain and is likely an accessory factor of the biosynthetic pathway, while 

UbiU and UbiV (UbiU-UbiV) are involved in hydroxylation reactions and represent a novel 

class of O2-independent hydroxylases. We demonstrate that UbiU-UbiV from E.coli form a 

heterodimer, wherein each protein binds a [4Fe-4S] cluster via conserved cysteines that are 

essential for activity. Moreover, we show that purified UbiU from P. aeruginosa is able to 

bind UQ, suggesting a different role of UbiU and UbiV. UbiU and UbiV belong to peptidase 

U32 family whose function remains questionable. By bioinformatic analyses, we 

demonstrated that U32 proteins were characterized by four conserved cysteines important for 

their enzymatic activities and by biochemical tools, we confirmed that RlhA and TrhP, two 

others U32 subfamilies, like UbiU and UbiV, are all Fe-S proteins. 

 

L’ubiquinone, ou coenzyme Q (CoQ ou UQ), est un lipide polyprénylé qui joue un rôle 

important dans le transport des électrons dans les chaînes respiratoires chez E. coli. La 

biosynthèse de l'UQ en aérobie chez E. coli nécessite huit réactions et implique au moins 

douze protéines (UbiA-UbiK et UbiX). Dans ce travail, nous démontrons que les protéines 

Ubi forment le complexe Ubi, un métabolon stable qui catalyse les six dernières réactions de 

la voie de biosynthèse. La structure tridimensionnelle du domaine SCP2 d’UbiJ forme une 

cavité hydrophobe étendue qui lie les intermédiaires de l’UQ à l'intérieur du complexe d’1-

MDa. Le complexe Ubi est purifié à partir des extraits cytoplasmiques et la biosynthèse de 

l'UQ a lieu dans cette fraction, remettant en question l’hypothèse actuelle d'un processus de 

biosynthèse associé à la membrane. L’UQ est connue pour être synthétisée en aérobie et 

anaérobie. Nous caractérisons une nouvelle voie de biosynthèse de l’UQ indépendante de 

l'O2. Cette voie se repose sur trois protéines, UbiT, UbiU et UbiV. UbiT possède un domaine 

de liaison aux lipides SCP2 et est probablement un facteur accessoire de la voie de 

biosynthèse, tandis qu’UbiU et UbiV (UbiU-UbiV) sont impliqués dans les réactions 

d'hydroxylation et représentent une nouvelle classe d'hydroxylases indépendantes de l’O2. 

Nous démontrons qu’UbiU-UbiV d’E.coli forme un hétérodimère, chaque protéine se lie à un 

centre [4Fe-4S] via des cystéines conservées essentielles à l'activité. De plus, nous montrons 

qu’UbiU purifié de P. aeruginosa est capable de se lier à l’UQ, suggérant un rôle différent 

d’UbiU et d’UbiV. UbiU et UbiV appartiennent à la famille des peptidases U32, dont la 

fonction reste discutable. Nous démontrons, par des analyses bioinformatiques, que les 

protéines U32 sont caractérisées par quatre cystéines conservées très importantes pour leurs 

activités enzymatiques et par des outils biochimiques, nous confirmons que RlhA et TrhP, 

deux autres sous-familles U32, comme UbiU et UbiV, sont toutes des protéines Fe-S. 

 


