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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 role de transporteur d’¢électrons et d’antioxydant dans la
chame respiratoire. UQ se trouve dans la membrane plasmique des bacté&ies, et CoQ dans la
membrane mitochondriale interne des eucaryotes. La production de cette moléule qui est
essentielle atoutes les cellules est rélisé par une voie de biosynthese trés conservés chez
tous les étres vivants, des bactéries jusqu’a ’homme. Cette voie de biosynthése comporte plus
d’une dizaine de protéines. Cependant, en raison de 1’interdépendance de toutes ces protéines,
I’attribution d’un substrat spécifique a une enzyme précise n’est pas enticrement établie, de
méme que I’ordre des réactions qui ont lieu au cours de la voie de biosynthése.

L’objectif général des études biochimiques sur la biosynthese de I'ubiquinone est d’avoir
une meilleure connaissance au niveau fondamental de cette voie, tant au niveau généique
(identification de nouveaux génes ubi) qu’au niveau fonctionnel, biochimique et structural.
Les buts principaux sont de : (i) identifier le r@e biologique et la fonction preéeise de chacune
des proténes appartenant ala voie de biosynthese ; (ii) caract&iser biochimiquement et
structuralement les proténes Ubi de fagon isolés ou en sous-complexe ; (iii) déerminer leur
mode d’organisation en un plus large complexe (composition exacte du complexe,
stoichiométrie, localisation cellulaire). Pour cela, une combinaison d’approches
multidisciplinaires préentes au sein du laboratoire sont utilisés : biologie moléeulaire,
biochimie, biophysique molé&ulaire (fluorescence, dischro'sme circulaire, stopped-flow) et
biologie structurale (cristallographie de RX, et mod@&isation et dynamique moléeulaire).

Ma these 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
éudes de généique et de physiologie, et celui du Pr. F. Barras, L. Loiseau et L. Aussel
(UMR7283, Laboratoire de Chimie Bact&ienne, Marseille, puis Institut Pasteur, Département
de Microbiologie, Paris) pour ce qui concerne les éudes généiques chez la bacté&ie E. coli.

Au début de ma thése en octobre 2016, le groupe du Dr. Pierrel s’est intéressé a la
biosynthése de 1’ubiquinone en anaérobie et a pour cela mis en place un test de criblage
cons&juent qui a permis d’identifier 3 génes, appelé& ubiU, ubiV et ubiT, impliqué dans la
biosynthese de 1’'ubiquinone en absence d’oxygene.

Mes objectifs de thése ont alors été d’étudier biochimiquement et structuralement ces
proténes afin de comprendre leur fonctionnement. Un aspect particuliéement inté&essant
dans ce systeamne est le fait que ces prot@nes sont impliqguees dans des réactions

d’hydroxylation anaérobie, donc sans dioxygene O,. Les questions qui se posent alors sont :
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i) quelle est la source d’oxygene introduite par le systeme UbiU/UbiV/UbIT ? ii) est ce que
ces trois proté@nes fonctionnent ensemble ou séarément ? iii) quelle est leur lien avec les
autres protéines Ubi dites aérobes ? Pour répondre a toutes ces questions, j’ai démarré un
travail d’expression, purification et caract&isation biochimique de ces trois prot@nes UbiU,

UbiV et UbiT. C’est ce travail que je vais présenter dans ce manuscrit de these.
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Chapitre | — Introduction bibliographique

I.  Ubiquinone

L’ubiquinone, ou coenzyme Q (abréviation : UQ), fait partie de la famille des quinones
isoprénodes. Ces derniées sont préentes dans la plupart des membranes des organismes
vivants, a I’exception de certaines bactéries a métabolisme fermentatif exclusif, comme les
Lactobacillus ou les Streptococcus, qui ont perdu leur capacité asynthéiser des quinones
isoprénodes (Collins and Jones 1981, Meganathan 2001, Nowicka and Kruk 2010) ainsi que
les organismes améabolisme mé&hanogene appartenant aux Methanosarcinales (Beifuss and
Tietze 2005). Les quinones isoprénoides sont composées d’une téte aromatique hydrophile et
d’une queue hydrophobe constituée d’unités terpéniques (5 atomes de carbone). La partie
apolaire les rend liposolubles et les attache & la membrane lipidique, alors que celle
hydrophile leur permet d’interagir avec les parties hydrophiles des proténes.

OH (o]
/O
H ~o0 = H X H
(o) 8 OH 10 fe) 9

MKS UQII} PQ9

Figure 1. Exemples de naphtoquinone et de benzoquinones. Naphtoquinone : MK8 (Méaquinone 8) pré&ente chez E.
coli. Benzoquinones : UQI10 (Coenzyme Q 10) présent chez ’homme ; PQ9 (Plastoquinone 9) présente chez les
cyanobacté&ies et les plantes.

L’ubiquinone joue principalement le r@8e de transporteur des @ectrons et des protons
dans les chames respiratoires et photosynthé&iques afin de crér une force proton-motrice &
travers ces membranes. Cette force proton-motrice permet ensuite de synthétiser I’ATP qui
est la forme de stockage chimique de 1’énergie dans la cellule. Ces quinones possédent
également d’autres fonctions, notamment celle d’anti-oxydant membranaire. Une grande
majoritédes quinones isopréodes biologique fait partie de la famille des naphtoquinones ou
des benzoquinones (Fig. 1). Dans la famille des naphtoquinones, les mé&aquinones (MK) joue
un rde de transporteur des éectrons dans les chames respiratoire et photosynthéique des
bacté&ies. Parmi les benzoquinones, les ubiquinones participent au transfert des éectrons dans
la chame respiratoire mitochondriale des eucaryotes et dans la membrane plasmique des
bacté&ies (dont E. coli) ; et les plastoquinones (PQ) transfé&ent des &ectrons dans la chame
photosynthé&ique au sein des chloroplastes chez les plantes et les archées (Nowicka and Kruk
2010).
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.1 Occurrence, localisation et structure

L’ubiquinone est apparue probablement apres les ménaquinones au cours de 1’évolution.
Dans le domaine des Eubactéries, 1’ubiquinone n’est présente que chez les a-, pB-, et y-
protémbact&ies, alors que les autres groupes auxquels appartiennent les firmicutes, les
actinobacté&ies ou les bacté&ies vertes sulfureuses, possedent plut& des meénaquinones
(Nowicka and Kruk 2010). L’ubiquinone est également présente dans les organismes
eucaryotes, ce qui est conforme & la théorie endosymbiotique, selon laquelle les
protédbact&ies éaient des anc&res des mitochondries.

Chez les procaryotes, 1’ubiquinone se trouve dans la membrane plasmique. Bien que
I’ubiquinone ait ét¢ découverte lors des études sur les mitochondries, il a été démontré par la
suite que toutes les endomembranes des cellules animales contiennent ces quinones
isoprénodes. Ainsi, on en trouve dans les membranes du reticulum endoplasmique, de
I’appareil de Golgi, des lysosomes, des peroxisomes et de 1’enveloppe nucléaire. Chez les
mammiféeres, elle est pré&ente dans les membranes biologiques de tous les tissus ainsi que
dans le sang, au sein de lipoproténes (Ernster and Dallner 1995). L’ubiquinone est présente
dans la membrane interne des mitochondries chez S. cerevisige. Chez les plantes, I’ubiquinone
est pré&ente majoritairement dans les mitochondries ; cependant on en trouve quand méne
des traces dans la plupart des membranes, except€au sein des chloroplastes (Swiezewska,
Dallner et al. 1993).

L’ubiquinone est composée d’un noyau benzoquinone substitué par deux groupes
méhoxy en position C5 et C6, un groupe méhyle en position C2 et une chame
polyisoprényle en position C3 (Fig. 2). Son noyau aromatique qui est tres hydrophile lui
permet d’interagir avec les protéines : c’est le siege de sa réactivité, liée a ses propri&és
rédox. Du fait de sa longue chaine carbonée hydrophobe, 1’'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. cerevisige, n=8 chez E. coli, n=10 chez I’homme.
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Le nombre d’unités isoprényles de la partie lipophile de 1’ubiquinone varie selon les
organismes (Tableau 1). Le plus souvent, il existe une forme majoritaire qui coexiste avec des

formes achames plus courtes en faibles quantités.

Organismes Forme(s) déectés(s)

Homme et grands vertéorés UQ10(UQo)

Rongeurs UQy

Invertébrés UQs aUQyo

Champignon UQs aUQyo

S. cerevisiae UQs

Bactéies UQs aUQy (UQ; auQy)
E. coli UQs

Plantes sup&ieures UQ, ou UQyg

Plantes inf&ieures UQ; ou UQg

Tableau 1. Formes de I’ubiquinone détectées chez divers organismes. Entre parenthése, forme(s) minoritaire(s).
(Nowicka and Kruk 2010)

1.2 Propriéérélox

Le noyau benzoquinone de 1’ubiquinone lui confére des propriétés rédox et
acidobasiques, ces dernieres lui permettent de jouer un rde comme transporteur d’électrons et
de protons mais aussi comme anti-oxydant. L’ubiquinone existe sous trois états
d’oxydoréduction : entiérement oxydée (ubiquinone, Q), semi-oxydée (semiquinone, Q" ou
QH") et r&luite (ubiquinol, QH,) (Fig. 3). La forme ré&luite forme avec la forme oxydé un
couple Q/QH; dont le potentiel standard est de 112 mV : il y a &hange de deux protons et
deux ectrons.

H™ | pKa=11,5
o o
0 E (pH 7) = 190 mV 0
ﬁ
~o ~Th ¢ "o S [H
OH 8 OH 8
H | pKa=13.2 H' || PKa=4,9

(0] 0

o

0 E (pH 7) = 240 mv ~© A0

~o = H e ~o = H o o H
o 8 o 8 o) 8

Figure 3. Constantes physiques associées a ’'ubiquinone déterminées dans 80% éthanol. (Rich 1984)
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1.3 Fonctions

L’ubiquinone exerce plusieurs fonctions biologiques trés importantes dans diffé&ents
domaines (Nohl, Staniek et al. 2003) : transfert d’électrons dans la chaine respiratoire, rde
anti-oxydant, fonction de signalisation cellulaire et expression des génes et rde de regulateur
de I’apoptose.

La chame respiratoire mitochondriale, éjalement appelé chame de transport d'&ectrons
(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 chaine
respiratoire est formé de quatre complexes protéques structurellement indépendants (Fig. 4).
Ces composants peuvent étre tour a tour accepteurs et donneurs d’électrons, et forment ainsi
une chaine d’oxydo-ré&luction. Trois complexes enzymatiques qui sont impliqué dans la
translocation de protons de I’ETC (complexes I, III et IV), générent une force motrice des
protons (Ap), constitué de deux composantes : i) un gradient de pH (ApH) du fait de
I’acidification de 1’espace intermembranaire, tandis que la matrice devient alcaline ; ii) une
difféence de potentiel @ectrique transmembranaire (AW), I’intérieur devenant négatif et
I’extérieur positif. Cette force protomotrice sert a fournir 1’énergie nécessaire a la synthése
d’ATP par I’ATP synthase (complexe V). Il s’agit de la théorie chimio-osmotique, &ablie par
Peter Mitchell dans les anné&s 1960 (Mitchell 1961).

Parmi les transporteurs d’électrons de la chaine respiratoire (FAD, FMN, centres Fe-S,
héme, cytochrome b, cytochrome ¢), 1’ubiquinone est le seul composant lipidique. Grace asa
structure amphipolaire (le noyau quinone hydrophile et la longue chame carbonée
hydrophobe), I’ubiquinone joue un role essentiel dans le transfert des électrons a travers ces
complexes de ’ETC, dans la membrane plasmique chez les procaryotes et dans la membrane

interne de la mitochondrie chez les eucaryotes.

1.3.1 Transport d’électron dans la chaine respiratoire mitochondriale

Les complexes enzymatiques de ’ETC contiennent de multiples cofacteurs rédox qui
facilitent le transfert d’électrons intra-protéique, alors que le transport d’électrons inter-
protéque entre les complexes I, 11, I et 1V est assurépar l'ubiquinone et le cytochrome ¢
soluble, qui sont mobiles dans I’ETC.

Le complexe | et le complexe Il utilisent le NADH et le succinate respectivement pour
réduire 1’ubiquinone Q en ubiquinol QH,. L’ubiquinol va transmettre ses €lectrons au
complexe Ill, ce qui permettra de réuire le cytochrome c. Le cytochrome ¢ va lui-méne

transféer ses @ectrons au complexe 1V, ce qui aboutit &la réluction aquatre dectrons du
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dioxygéne moleeulaire O,, I’accepteur d’électrons final, en eau H,O (Fig. 4). Les ré&ctions
catalysees par ces complexes sont pré&entées ci-dessous :

Complexe | : NADH + H" + Q + 4H"yn — NAD" + QH, + 4H";,

Complexe Il : succinate + Q — QH; + fumarate

Complexe 1 : QH, + 2 cyt ¢ + 2H un — Q + 2 eyt ¢ + 4H"in,

Complexe IV : O, + 4 cyt ¢** + 8H" ym — 2 H,O + 4 cyt ¢ + 4H™,,

Q dé&signe ubiquinone et QH; ubiquinol, cyt ¢ désigne cytochrome ¢, «mm >»désigne
la matrice mitochondriale et «im » I’espace inter-membranaire.

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

I’espace inter-membranaire et la matrice de la mitochondrie. Le flux de protons réultant pour
rétablir 1’équilibre permet a I’ATP synthase de fonctionner et de stocker 1’énergie pour la

cellule sous forme d’ATP.

Complex | Complex I Complex Il Complex IV Complex V
NADH-ubiquinone Succinate-quinone  Cytochrome bc, Cytochrome c oxidase F,F-ATP synthase
oxidoreductase oxidoreductase complex

Mitochondrial
matrix

NADH ol
>> NAD* + H* 2H* 4H

Succinate

6 H*

Fumarate

Inner,
mitochondrial
membrane

Cy_tochromec IMS
2e

Figure 4. La chaine de transport d’électrons. Les structures pré&entéss sont : complexe | de Thermus thermophilus (code
PDB 1BGY), complexe Il du cochon sauvage Sus scrofa (code PDB 1ZOY), complexe 111 de Bos taurus (code PDB 1BGY)
et complexe 1V de Bos taurus (code PDB 10CC). La structure de I’ATP synthase est issue de I’assemblage au sein d’une
structure d’ensemble obtenue par cryomicroscopie électronique (résolue a 18 A) de plusieurs structures de sous-complexes
cristallisé&s séparément ; certaines unité& non encore cristallisées ne sont pas repré&entées. IMS : espace inter-membranaire,

AY : potentiel membranaire. (Sazanov 2015).

1.3.1.1 Des complexes | (NADH-ubiquinone Q-oxydoréductase) et Il (succinate-
coenzyme Q- oxydoréductase) ...

L’ubiquinone est réduite soit par le complexe I, éalement appel€ NADH-coenzyme Q
oxydoréluctase, soit par le complexe IlI, éjalement nommeé succinate-coenzyme Q
oxydoréluctase. Le complexe | (Fig. 5), a &é&cristallisédans son intégralitépour la premiée
fois par Baradaran et ses collegues (Baradaran, Berrisford et al. 2013) (Thermus
thermophilus). Il est composéde 2 grands domaines : p&iphé&ique et membranaire. Ces deux

domaines ont des fonctions indéendantes : le domaine p&iphé&ique catalyse les réctions
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d'oxydo-réluction, et le domaine membranaire favorise le transport des protons. Le domaine
p&iphé&ique, 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 transféer deux éectrons ala fois sous forme
d’hydrure H et les centres Fe-S transfé&ent les @&ectrons un par un. Le domaine
transmembranaire, ou module P est composé d’hélices o qui forment des demi-canaux de
transport de protons. En fonction de I’état redox de 1’ubiquinone, ces demi-canaux s’ouvrent
et se ferment, permettant la translocation de protons depuis la matrice ou le cytoplasme
jusqu’a I’espace intermembranaire.

¥

CPMRD

O
Fe-S
cluster B
e

N2©O

v,
e,

A
Cytoplasm

Periplasm

- H-[Nqo14][NGSTH] 1+ [Ngo10| [Ngo8]

Figure 5. Proposition de fonctionnement pour le complexe 1. Les modules N et Q sont en gris, le module P en couleur.

Les changements conformationnels du module NADH-oxydase N, sont indiqués en pointillé et ceux affectant le module P
en gris. Les transferts de protons possibles sont indiqués par des fleches noires et les résidus participant au transfert des
protons sont représenté& par des disques (rouges pour les glutamates, bleu pour les lysines et les histidines, blanc pour la
tyrosine). (Sazanov 2015).

La premiere structure complée du complexe 11, éalement appel€succinate-coenzyme Q-
oxydoréductase, d’un organisme eucaryote a été obtenue en 2005 (Sun, Huo et al. 2005) (Fig.
6). La structure géné&ale du complexe II a la forme d’une lettre « q », avec une téte hydrophile
et une queue hydrophobe qui est ancrée ala membrane. Il est compos€éde quatre proténes,
dont deux sont hydrophiles et situés dans la matrice mitochondriale : une flavoproténe (Fp)
et une prot@ne acentres Fe-S (Ip). Les deux autres (CybL et CybS), en contact avec la
proté&ne acentres Fe-S, lient un héme. La flavoprot@ne a FAD oxyde le succinate en
fumarate et transfere les dectrons ré&upé&é& ala proténe acentres Fe-S. Cette derniére
transfére alors ses électrons a 1I’héme, permettant ainsi la réduction de I’ubiquinone en

I’ubiquinol dans la membrane mitochondriale interne.
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4 FAD (-79mV)
4 g
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Figure 6. Structure du complexe Il de Sus scrofa (cochon sauvage) et schéma du transfert d’électrons. Les difféents
groupes prosthétiques participant au transfert d’électrons sont représentés ainsi que 1’'ubiquinone (UQ) avec leurs distances
centre a centre et leurs potentiels rédox, le sens du transfert d’électrons est indiqué par des fléehes (Sun, Huo et al. 2005).

1.3.1.2 ...au complexe III (coenzyme Q-cytochrome c- oxydoréductase)

Une fois réduit par le complexe I ou le complexe II, I’'ubiquinone transfére ensuite ses
éectrons au complexe Il1, éalement appelécoenzyme Q-cytochrome c-oxydoré&luctase ou
cytochrome bc;. Le transfert de QH, des complexes | et I au complexe 11l se fait par libre
diffusion dans la membrane interne mitochondriale. 1l a toutefois &€&montrépar microscopie
¢électronique que les complexe I et III pouvaient s’assembler en un supercomplexe
I’ubiquinone peut alors passer directement d’un complexe a I’autre (Lenaz and Genova 2009).

La premiére structure compléte du complexe III d’un organisme eucaryote (bos taurus),
a ééobtenue en 1998 (lwata, Lee et al. 1998) (Fig. 7A). Le complexe Il est composéde 11
sous-unités réparties dans trois domaines : un domaine intermembranaire, un domaine
transmembranaire et un domaine matriciel. Le domaine inter-membranaire est forméde la
prot@ne de Rieske contenant un centre [2Fe-2S], du cytochrome cl porteur d’un héme et
d’une sous-unit&(SU8) qui joue un rde de prot@ne charniee. Le domaine transmembranaire
comporte le cytochrome b, porteur de deux hé@mes (bL et bH) et trois sous-unité&s SU7, SU9 et
SU10. Ces derniées maintiennent le contact avec le cytochrome cl, le cytochrome b et la
protéine de Rieske, et elles sont impliquées dans I’assemblage du complexe III. Le domaine
matriciel est composédes 3 protéines « cores » ayant un role d’assemblage structural (sous-
unités SU1, SU2 et SU6).

En 1975, Mitchell a proposé 1’hypothése d’un transfert d’¢électron cyclique, appelé cycle
Q, en deux éapes, impliquant plusieurs formes de 1’ubiquinone et permettant la translocation

des protons atravers la membrane et la ré&luction du cytochrome ¢ (Mitchell 1975) (Fig. 7B).
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Ce cycle Q, appel¢ aussi cycle des quinones, fait I’hypothése de I’existence de deux sites
de fixation des quinones sur le complexe III, dont 1’un (Qo), situépres de la face externe, fixe
pré&é&entiellement QH,, tandis que l’autre (Q;), situé pré&s de la face interne, fixe
pré&entiellement Q.

Lors de la premiére étape, on a fixation et oxydation d’une molécule d’ubiquinol QH; en
Q au site Qq. Deux protons sont alors injectés dans I’espace intermembranaire et deux
dectrons r&up&é puis separe :

- un des deux électrons est transféré le long d’une chaine a haut potentiel au centre
[2Fe-2S] de la protéine de Rieske puis a I’héme du cytochrome c1 et enfin au cytochrome c,
transporteur soluble dans 1’espace intermembranaire ;

- ’autre @ectron suit une chame de bas potentiel via les deux hémes de type b
jusqu’au site Qi ou il va réduire une molécule d’ubiquinone Q en ubi semiquinone Q™.

Lors de la deuxiéme étape, la réduction d’une deuxieéme molécule d’ubiquinone Q en
QH; permet I’injection de deux protons supplémentaires dans 1’espace intermembranaire ainsi
que la réduction d’un deuxieme cytochrome c et le transfert d’un électron a I’'ubisemiquinone
Q". Deux protons récupérés de la matrice permettent alors de former 1’ubiquinol QH; au site
Qi.

Tout se passe donc comme si les quinones jouaient le r&e de transporteurs de protons H™.
Cette hypothése de Mitchell a &é& confirmé depuis par la structure cristallographique du
complexe Ill qui a ré&vé@é deux sites de fixation pour Q/QH,, ainsi que deux chemins
dectroniques possibles apartir de Q.
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AL s 2 2H* 2H° Cytochrome ¢
®
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‘/;’zre-zs
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<+—QH; Qsite
A Complex Il

Mitochondrial
matrix

2

Figure 7. Le complexe Il (coenzyme Q-cytochrome c-oxydoréductase). (A) Structure du complexe Il d'une
mitochondrie de Bos taurus (code PDB 1INTZ1) (lwata, Lee et al. 1998). (B) Schéna de fonctionnement du complexe III.
Premiére éape indiqué par les fléehes continues, deuxiéne éape indiquee par les fléshes en pointillé. (Sazanov 2015).
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1.3.2 Anti-oxydant membrannaire

Les espéces réactives de I’oxygéne (ROS), comme le radical superoxyde O, ou le radical
hydroxyle (OH") sont tré&s réactives chimiquement, car elles possedent des @ectrons de
valence non apparié : elles peuvent des lors régir avec toutes les moléules rencontrées,
lipides, proté@nes, ADN et causer des d&as plus ou moins consé&juents. Les anti-oxydants
ont un rde clef dans le bon fonctionnement cellulaire car ils permettent de limiter les dégas
causes par ces ROS.

Dans un certain nombre de processus enzymatiques, I'oxygéne est réluit par un transfert
d'dectrons en radical superoxyde O,”, peroxyde d'hydrogéne (H.O,) et radical hydroxyle
(OH") (Cadenas, Hochstein et al. 1992). Les enzymes appartenant ace groupe sont la
monoamine oXydase dans la membrane mitochondriale externe, I'acyl-CoA oxydase, la
xanthine oxydase, le cytochrome b5 ainsi que la cytochrome-P450 ré&luctases microsomales et
la NADPH oxydase dans les neutrophiles. Le transport d'éectrons mitochondrial explique la
majoritéde la consommation d'oxygene cellulaire et la fuite d'@ectrons observés, 1-2%, est la
contribution la plus importante a la production d’O;" et H,O, (Cadenas, Hochstein et al.
1992). Par conséguent, la concentration al'éat d'éjuilibre de radicaux superoxydes dans la
matrice mitochondriale est plus importante que celle des autres compartiments cellulaires.
L'activitéfonctionnelle de la mitochondrie influence grandement la formation de ROS : moins
I’ ATP est produit et plus le potentiel de la membrane mitochondriale est élevee, plus les ROS
sont produits et vice versa.

Plusieurs voies non enzymatiques sont aussi connues pour la production des ROS, par
exemple 1’oxydation dépendante de H,O, des méaux de transition libres ou li& aux
prot@nes, notamment le fer et le cuivre (Halliwell and Gutteridge 1984). 1l s’agit de la
réction de Fenton : Fe** + H,0,—Fe** + OH + OH

Différents peroxydes et radicaux peroxydes sont également produits lors de I’oxydation
des lipides et des protéines. Ils interagissent avec de 1’oxyde nitrique, donnant le
peroxynitrite, un composé hautement cytotoxique qui régit avec des groupements sur des
proténes, par exemple les thiols, les centres de mé&aux de transition et certains acides amineés,
comme la tyrosine en particulier. Une autre réction courante dans les systames biologiques
est celle avec le dioxyde de carbone, conduisant ala formation de dioxyde d'azote NO, et de
radical carbonate CO3™ (Stamler, Singel et al. 1992, Pacher, Beckman et al. 2007).

L’ubiquinone est un anti-oxydant trés important : c’est le seul anti-oxydant membranaire
produit directement au sein de toutes les cellules. Pour que 1’effet anti-oxydant soit optimal, il

faut que la quinone soit majoritairement sous sa forme reduite QH,. Il existe de nombreuses
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enzymes qui peuvent garder 1’ubiquinone sous forme réduite, telles que la NADH cytochrome
b5 re&luctase (Buffinton, Ollinger et al. 1989) ou la NADH coenzyme Q ré&luctase (complexe
| de la chame respiratoire) (Takahashi, Okamoto et al. 1996). L’ubiquinol QH; éant localisé&
dans les membranes aproximitéde lipides insaturés, elle agit comme piéyeur de radicaux
libres, dans toutes les membranes de tous les tissus dans lesquels elle est présente dans des
proportions 5 a 10 fois plus @eveées que celles de la vitamine E (également appelé a-
tocophérol, c’est un anti-oxydant présent dans 1’alimentation). De nombreuses études ont
montré que 1’ubiquinol permet d’empécher I’oxydation des lipides. L’oxydation des lipides
est une ré&ction en chame qui est initiée par ’action d’un radical O, ou OH" sur un acide gras
polyinsaturé d’ou résulte la formation d’un radical centré sur un carbone (LH — L°). S’ensuit
la phase de propagation ou le radical formé réagit avec I’oxygene moléculaire O, en formant
un radical peroxyle (LOQO") qui peut régir avec un nouveau lipide et propager la réction. Les
anti-oxydants membranaires comme la vitamine E agissent durant cette phase de propagation
en diminant LOO". La vitamine E est alors régénérée par ’action de 1’ascorbate (Fig. 8).
L’ubiquinol agit en amont de la formation de LOO" en limitant la réction dés la phase
d’initiation : en effet, QH, peut réagir avec le radical perferryle Fe**- O,” pour former
I’ubisemiquinone QH" et H,O,. Il est mé&ne possible que 1’ubisemiquinone réagisse avec L’
pour former 1’ubiquinone qui sera réduite par la suite sous I’action du NADPH (Nicotinamide
Adénine Dinucléotide Phosphate). L’ubiquinol est également capable de limiter la phase de
propagation et est plus efficace que 1’ascorbate pour régénérer la vitamine E. L’ubiquinol est
donc un anti-oxydant particulierement efficace en ce qui concerne les lipides. L’effet anti-
oxydant des ubiquinones a &&dénontrédirectement chez une levure déficiente en coenzyme

Q subissant une forte pé&oxydation lipidique (Poon, Do et al. 1997).
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Figure 8. Sites d’action de I’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 ; Fe**-0,", radical
perferryle ; QH,, ubiquinol; QH™, ubisemiquinone; VitE- O, radical a-tocophé&ol; Asc’, radical ascorbyle. (Bentinger,

Brismar et al. 2007)
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L’ubiquinol possede également une action antioxydante concernant les protéines et
I’ ADN. 1l est aussi trés actif dans le sang méme s’il est dix fois moins présent que la vitamine
E dans les lipoproténes du s&um. En effet, son efficacitédans la regéné&ation de la vitamine
E et son mécanisme d’action en amont de la propagation des radicaux font de lui un excellent
anti-oxydant, méme en proportions réduites, d’autant plus que les mécanismes de réduction
étant trés efficaces dans le sang, 1’ubiquinol peut facilement y €tre régénéré.

L’activité anti-oxydante de 1’ubiquinol n’est pas uniquement intracellulaire. En effet, sa
diffusion dans les membranes lui permet également de régénérer 1’ascorbate extracellulaire
par transfert d’électrons a travers la membrane (Weber, Sejersgard Jakobsen et al. 1994).

L’ubiquinone est donc un anti-oxydant liposoluble extr@nement efficace en raison de sa
présence ade fortes concentrations dans toutes les membranes plasmiques et de sa capacitéa
ére rgéé&édans sa forme active tres rapidement.

1.3.3 Autres fonctions proposees

En plus d’étre un élément important de la chaine respiratoire et un anti-oxydant trés
efficace, I’'ubiquinone participe ¢galement a plusieurs autres processus biologiques.

Tout d’abord, il intervient dans la régulation du rapport NADH/NAD" dans le cytosol,
dans la réduction de 1’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 a empécher I’apoptose cellulaire : avec d’autres
molécules, elle permet d’éviter la création de pores de transition. En effet, I’ouverture des
pores de transition, qui permettent la translocation de moléules de poids moléeulaire
infé&ieur &1500 Da, peut conduire adivers é&énements apoptotiques comme une chute de
I’ATP, une fuite de cytochrome c hors de la mitochondrie, une activation de la caspase-9
(protéase acysténe), une dépolarisation de la membrane mitochondriale et une fragmentation
de I’ADN (Papucci, Schiavone et al. 2003).

L’ubiquinone est par ailleurs impliquée dans le découplement du fonctionnement de la
chame respiratoire de la synthese d’ATP. En effet, les prot@nes deeouplantes, pré&sentes ala
membrane interne de la mitochondrie, ont besoin de 1’assistance de 1’ubiquinone pour
transférer des protons (fournis par des acides gras) depuis 1’espace intermembranaire a la
matrice mitochondriale. Le gradient de protons produit par la chame respiratoire est alors
découplé de la synthése d’ATP et de la chaleur est produite a la place (Echtay, Winkler et al.
2001).

L’ubiquinone possede aussi des effets anti-inflammatoires en jouant sur 1’expression du

facteur de transcription NFxB1. L’incorporation d’ubiquinone dans les lymphocytes et les
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monocytes conduirait a la libération de médiateurs dans le sang influengant I’expression de

NFkBZ1dans difféents tissus (Schmelzer, Lindner et al. 2007).

1. Biosynthése de I’ubiquinone en aérobie

Les geénes impliqués dans la biosynthése de 1’'ubiquinone ont fait I’objet de nombreuses
éudes au cours des cinquante derniées annees, depuis les travaux pionniers de Cox et Gibson
en 1964 (Cox and Gibson 1964). La biosynthése de I’ubiquinone se fait a partir de
méabolites indépendamment synthétisés et également utilisés dans d’autres voies de
biosynthése : il s’agit du 4-hydroxybenzomue (4-HB), du diméhylallyl-pyrophosphate
(DMAPP) et de I’isopentényl-pyrophosphate (IPP) (Fig. 9).

Bactéries et levures Eucaryotes
COOQOH
H
COOH NH,
Levures
L = -
=~ 0" ~Ccoo
OH OH
Chorismate Tyrosine
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COOH ,/
Acetate
|
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COOH  Ipp 4 » DMAPP OH
HsCO
l / ———
== s H HaCO = ,H
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OHB T T UQ,
B IPP + DMAPP
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I
Glycéraldéhyde-3-phosphate
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Figure 9. Diffé&ents pré&urseurs biosynthéisé& de I'ubiquinone. Les fléches en pointillés désignent I’intervention de
plusieurs enzymes, les fléches en continu indiquent ’origine de différents précurseurs de 1’'ubiquinone. Abréviations utilisées
pour diméhylallyl-pyrophosphate (DMAPP), isopentényl-pyrophosphate (IPP), 4-hydroxybenzoate (4-HB), 3-octaprényl-4-
hydroxybenzoate (OHB) et ubiquinone (UQ8) (Adaptéde Meganathan 2001).

Le noyau quinone est d&iveéde la voie du shikimate via le chorismate chez les bacté&ies

ou de la tyrosine chez les eucaryotes sup€&ieurs (Bentley 1990). La levure S. cerevisiae,

24



Chapitre | — Introduction bibliographique

micro-organisme eucaryote, est capable de synthétiser 1’'ubiquinone a partir du chorismate ou
de la tyrosine (Olson and Rudney 1983). Chez les eucaryotes, 1’isopentéyl-pyrophosphate
(IPP), qui est néeessaire pour la formation de la chame laté&ale polyprényle, est d&ivéde
I'acé&ate via la voie du mévalonate ; alors que chez les bactéies, il est formé&apartir de la voie
du meéhyléythritol phosphate, dite aussi voie MEP/DOXP (pour 2-C-méhyl-D-&ythritol-4-
phosphate/1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate), &jalement appelé <« voie non-mévalonate >
(Rohmer 1999) (Fig. 9).

Chez les bacté&ies, ces difféents méabolites (4-HB, DMAPP et IPP) sont assemblé&s par
des enzymes spécifiques de la biosynthése de 1’ubiquinone pour former I’acide 3-octaprényl-
4-hydroxybenzoique (OHB) dont elles modifient ensuite le noyau aromatique afin d’obtenir
I’'ubiquinone (Meganathan 2001) (Fig. 9 et Fig. 12).

Selon des hypothéses basées sur des exp€&iences de généiques (exp€&iences de knock-out
essentiellement), la partie terminale de la biosynthése de 1’ubiquinone bactérienne différerait
de la levure dans I’ordre des événements synthétiques : chez les procaryotes, les modifications
du noyau apres la fixation de la queue lipidique commencerait par la dé&arboxylation, juste
avant I'hydroxylation et la mé&hylation alors que chez les eucaryotes, la dé&arboxylation se
produirait aprés I'nydroxylation et la mé&hylation (Turunen, Olsson et al. 2004). Né&nmoins,
aucune preuve biochimique in vitro n’a parvenu encore a confirmer ces hypothéses
généiques.

.1 Biosynthese des mé&abolites
I1.1.1 Préurseurs du noyau aromatique

Le précurseur du noyau aromatique de 1’ubiquinone chez les procaryotes et chez les
eucaryotes est connu depuis les années 80 pour étre ’acide 4-hydroxybenzomue (4-HB)
(Olson and Rudney 1983).

Dans les années 70, une grande partie des premiers travaux sur la voie de la biosynthése
du noyau quinone é&ait le réultat d'@udes sur E. coli menés par Gibson, Young et ses
collegues (Gibson 1973, Gibson and Young 1978) utilisant la mé&hodologie du traceur
isotopique. Il a &é& démontré que le [G-'*C] -shikimate était incorporé a I’ubiquinone,
éablissant que la quinone est un produit de la voie de shikimate (Fig. 10).

Le micro-organisme eucaryote, S. cerevisiae, peut synthétiser 1’'ubiquinone a partir de
chorismate ou de la tyrosine (Fig. 10). La voie pr&é&entielle est celle du chorismate : la
synthése apartir 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 1’homme, la

synthése de I’ubiquinone se fait exclusivement a partir de la tyrosine.
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Récemment, suite a la détection d’intermédiaires aminés dans la voie de biosynthése de
I’ubiquinone, ’acide 4-aminobenzojue (4-AB) a &€ &jalement propos€comme preésurseur
du noyau aromatique de I’ubiquinone chez S. cerevisiee (Pierrel, Hamelin et al. 2010). Le 4-
AB est un pré&urseur dont la syntheése déoule éalement de la voie du chorismate et dont les
éapes de synthése sont connues. Des &udes complénentaires, rélisés avec des composes
marqués, confirment que le 4-AB est bien précurseur de 1’ubiquinone chez la levure S.
cerevisiae mais pas chez les mammifées (souris, homme) ni chez E. coli (Xie, Williams et al.
2015). Ces &udes, en utilisant du **Cg-resveratrol et du **C¢-coumarate, ont éalement permis
de montrer que le coumarate et le resveratrol pouvaient également &re pré&urseurs du noyau

benzénique de 1’ubiquinone chez S. cerevisig, E. coli, la souris et I’homme (Fig. 10).
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Figure 10. Origine du noyau aromatique de I’ubiquinone chez les procaryotes et les eucaryotes. Les flé&hes ne
comportant pas de points d’interrogation désignent les éapes dont les enzymes sont connues. Les fléehes en continu
indiquent I’intervention d’une seule enzyme et les fleches en pointillés de plusieurs. Abréviations utilisées pour 4-

hydroxybenzoate (4-HB), acide 4-aminobenzogue (4-AB) et ubiquinone (UQg) (Adaptéde Meganathan 2001).

11.1.2 Biosynthese et assemblage des pré&urseurs de la queue de polypréyle
L’isopentényl diphosphate (IPP) et le diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP) sont les
pré&urseurs biosynthéiques du farnéylpyrophosphate (FPP), qui constitue lui-méme la

brique de base de la synthese de la chaine polyisoprénylepyrophosphate de 1’ubiquinone.
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Figure 11. Biosynthése de Dl’isopentényl diphosphate (IPP) et le diméthylallyl-pyrophosphate par la voie non-
mevalonate (la voie du MEP) et la formation du farnéyl-pyrophosphate (FPP) chez E. coli. Chaque fléehe correspond a
I’intervention d’une enzyme. Abbréviations utilisées pour isopentényl diphosphate (IPP) et diméthylallyl-pyrophosphate
(DMAPP). (Adaptéde Meganathan 2001).

Il existe deux voies diffé&entes pour la biosynthése de ces pré&urseurs. Les bacté&ies
utilisent la voie du MEP (Méhyl 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 synthé&isees via la voie du MEP, tandis que quelques bacté&ies utilisent la voie
du mévalonate (Eisenreich, Rohdich et al. 2001). Globalement, la voie du MEP utilisé par la
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majorité des procaryotes, se sert de deux produits de la glycolyse, le pyruvate, et le
glycé&aldényde-3-Phosphate (G3P).

Pour la construction de la chaine polyisoprénylepyrophosphate de I’ubiquinone, une fois
que le DMAPP (5 atomes de carbone) est synthétisé, il sert d’amorce sur laquelle un IPP est
ajoutépar «condensation t&e-aqueue >3 ce qui donne du gé&anyl-pyrophosphate (GPP, 10
atomes de carbone). Ensuite, le GPP subit une condensation avec une autre molé&ule d'IPP

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

11.2  Voie de biosynthése de I’ubiquinone
A ce jour, la biosynthése de I’ubiquinone chez E. coli né&essite douze genes, appelés les
genes ubi (ubiA, ubiB, ubiC, ubiD, ubiE, ubiF, ubiG, ubiH, ubil, ubiJ, ubiK et ubiX) ; dont la
plupart code pour des enzymes qui sont impliquées dans la déoration du noyau quinone du 4-
HB (Fig. 12).
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Figure 12. La voie de biosynthese de I'ubiquinone en aéobie chez E. coli. La numéotation des atomes de carbone
aromatiques est indiquée sur I’OPP et la queue octaprényle est représentée par R en position C3 des difféents intermédiaires
de biosynthése. Le nom des enzymes catalysant les réctions (chacune identifié& par une lettre minuscule) est indiqué
Abréviations utilisees : isopentényl diphosphate (IPP), farnéyl diphosphate (FPP), 4-hydroxybenzoate (4-HB), 3-octaprényl-
4-hydroxybenzoate (OHB), 3-octaprénylphénol (OPP), ubiquinone (UQg), C1-déméhyl-C6-démé&hoxy-Qg (DDMQg) et C6-
déméhoxy-Qg (DMQg). La proténe XanB2, présente chez certains procaryotes mais pas chez E. coli, catalyse la production
de 4-HB apartir de chorismate. (Pelosi, Vo et al. 2019)

Un gene, le gene ubiB, serait impliquédans des processus de régulation de la biosynthese

de I'ubiquinone. Mais son rdle est encore mal connu.
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Dans certains cas, la mutation des génes impliqués dans la biosynthése de 1’ubiquinone
chez E. coli conduit a I’accumulation de 3-octapréylphé&ol (OPP), un intermédiaire presoce

de la voie de biosynthése et aune croissance bact&ienne anormale (Fig. 12 et Tableau 2).

Gene affecté Récti Intermédiaires de
action .. . .
par la déficiente I’ubiquinone Croissance Ré&é&ences
mutation accumulé
. a . (Lawrence, Cox et
ubiC a Aucun Capable de pousser sur succinate al. 1974)

. a Croissance réluite sur succinate (Gulmezian,
ubid ¢ OHB en aé&obie Hyman et al. 2007)
. a Croissance réluite sur succinate (Gulmezian,
ubiX ¢ OHB en aé&obie Hyman et al. 2007)

ubil q 4-HP.2 P Incapable de pousser sur succinate (Hajj Chehade,
8 et glucose en aé&obie Loiseau et al. 2013)
ubiG i OPP et compos€3 | Incapable de pousser sur succinate | (Stroobant, Young
(Fig. 12) en a&obie etal. 1972)
. Incapable de pousser sur succinate (Lee, Hsu et al.
ubik g DDMQ, en a&obie 1997)
. Croissance réluite sur glucose et | (Kwon, Kotsakis et
ubiF h DMQs incapable de pousser sur succinate al. 2000)
. Ab§ence’de i Incapable de pousser sur des (WU, Williams et
ubiA b produits préylé& sources de carbone non
) M al. 1993)
formé& fermentables en aé&obie
(Young, Stroobant
etal. 1973,
. OPP, composé& 1 et | Capable de pousser sur succinate l\_lakahlgashl,
ubiH f 2 (Fig. 12) en agobie Miyamoto et al.
9. 1992, Hajj
Chehade, Loiseau
etal. 2013)
. Rde _AbsenE:e_ d_es Croissance ré&luite en LB en (Aussel, Loiseau et
ubiJ intermétiaires o s
structural P conditions a&obie al. 2014)
charact&iseés
ubiK Rde OPP Capable de pousser en LB en (Loiseau, Fyfe et al.
structural conditions aé&obies 2017)

Tableau 2. Diffé&ents interméliaires accumulés de 1a voie de biosynthése de I’ubiquinone chez les mutants d'E. coli et
leur croissance. “Un faible niveau de ’'ubiquinone est observé dans ces souches ; 3-octaprényl-4-hydroxyphénol (4-HPsg),
un intermédiaire qui résulte d’un défaut d’hydroxylation en C5. En fait, le 4-HPgest formépar I'hydroxylation de I'OPP sur

C1 par UbiH sans réaction d et e.

A la vue des connaissances résumées dans ce tableau, on voit que 1’ordre des 2 premicres
hydroxylations et méhylation catalysees par les enzymes Ubil et UbiH d’une part et UbiG
d’autre part, n’est pas entierement €tabli. De facon consensuel, les voies décrites dans la
litté&ature (Fig. 12) font intervenir d’abord 1’hydroxylation en C5 par Ubil puis la méthylation
sur la fonction -OH nouvellement cré& par UbiG, et enfin I’hydroxylation en C1 par UbiH.
Néanmoins, le fait d’accumuler I’intermédiaire 4-HPg dans un mutant Aubil fait penser
qu’UbiH pourrait intervenir avant UbiG. Ce débat n’est pas tranché a I’heure actuelle, et
attend que des tests enzymatiques in vitro soient realisés avec les enzymes concernees et les
difféents substrats postulés, substrats non commerciaux et tres peu solubles en milieu

aqueux, ce qui complique la t&he. Il n’est pas non plus a exclure que les enzymes puissent
29



Chapitre | — Introduction bibliographique

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 I’hydroxylation en C6, est capable de complémenter partiellement (15 %) 1’absence
d’Ubil et de catalyser une réaction d’hydroxylation en C5 (Hajj Chehade, Loiseau et al.
2013).

La voie de biosynthése de I’ubiquinone &ant essentielle atoutes les cellules eucaryotes,
des maladies généiques lourdes associées aune esp&ance de vie courte sont liées ades
mutations sur certains genes codant pour les enzymes entrant directement en jeu dans cette
biosynthése. Des phénotypes relativement divers sont associés aces mutations : de troubles
multi-systémiques mortels chez les nouveau-nés a des encéphalopathies développées a 1’age
adulte. La plupart des sympt@mes sont communs aceux observés dans les maladies liés ala
déficience de la chaine respiratoire : encéhalomyopathie, ataxie, acidose lactique, surdité
neurosensorielle, dépigmentation rétinienne et cardiomyopathie hypertrophique. D’autres,
comme le syndrome néphrotique cortico résistant liéades mutations dans le géne cog6, sont
spe&ifiques de la déficience en ubiquinone. La liste des génes coq dont des mutations sont

impliquéss dans diverses pathologies est pré&enté dans le Tableau 3 :

Age de
Symptémes déeloppement
des sympt&mes

Homologues

Gene chez E. coli

Léger retard mental, macrocéphalie, 1égére acidose lactique,
PDSS1 IspB neuropathie périphérique, livedo reticularis, atrophie | Petite enfance
optique, valvulopathie cardiaque

Syndrome  néphrotique  cortico-résistant,  hypotonie,
PDSS2 IspB syndrome de Leigh, épilepsie, encéphalomyopathie et
ataxie, surdité, dépigmentation réticulaire

Néonatal a
petite enfance

Trouble multisystémique néonatal mortel, acidose lactique,
syndrome de  Leigh, ¢épilepsie, cardiomyopathie

hypertrophique, nystagmus, syndrome néphrotique cortico- Néonatal a la

coq2 ubiA résistant, encéphalomyopathie, épisodes ressemblant a des 3?;;?:;8_
ictus, surdité, dépigmentation rétinienne, atrophie
multisystéme déclenchée a 1’age adulte
cog4 Encéphalomyopathie Néonatal
€06 ubiF Syndrome néphrotique cortico-résistant, surdité, épilepsie Néonatal
ADCK3 ubiB Atax1'e'c’erebelleuse, encéphalopathie, épilepsie, dystonie, N_eona_talala
spasticité vingtaine
. . . . - . $ lal
ADCK4 ubiB Syndrome néphrotique cortico-résistant, léger retard mental I\:Iizztt];itr?e ata
coq@ Trouble multisystémique néonatal mortel, acidose lactique, Néonatal

encéphalomyopathie

Tableau 3. Maladies généiques associées ades mutations ponctuelles dans les génes de la biosynthése de I’ubiquinone

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

L’¢étude biochimique et structurale de la voie de biosynthése de 1’'ubiquinone pourrait
donc servir amieux comprendre les bases moléulaires des maladies genéiques associees a

une déficience en CoQ chez I’homme.
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11.2.1 Biosynthése de I’acide octaprénylhydroxybenzoique (OHB)

11.2.1.1 Biosynthese de la chame octaprényle

La formation de la queue octapréyle chez E. coli est catalysé& par
I’octaprénylpyrophosphate synthase (appelée IspB) a partir d’isopentényl diphosphate (IPP) et
de farnésyl diphosphate (FPP) (Fig. 12). Comme indiqué pr&&emment (Tableau 1), la
longueur preeise de la chame lat&ale du polypréyle pré&ent dans un organisme est une
constante et est déerminée par la nature de cette enzyme. En effet, une souche mutante KO de
la levure S. cerevisiae, rendue incapable de produire I’hexaprényl diphosphate, complémentée
par IspB d’E. coli permet la synthése 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 I’homme sont des
hé&é&oté&rameéres de deux sous-unités protéques, Pdssl et Pdss2, tandis que IspB d’E. coli est
un homo-dimere et la proté@ne est soluble. En 2015, I’octaprénylpyrophosphate synthase IspB
d’E. coli a été cristallisée avec I'IPP (structure résolue a 2,45 A, code PDB 3WJO) et avec un
analogue sulfatédu FPP (FsPP) (structure réolue &2,6 A, code PDB 3WJN) (Fig.13A) (Han,
Chen et al. 2015). C’est la premiére fois qu’une enzyme de la famille des trans-
préyltransfé&ases alongue chame est cristallisé 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 chae isoprényle (Fig.13B). Ces deux méhionines fermeraient le site

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

0O

M135

Figure 13. Structure de ’octapréylpyrophosphate synthase IspB chez E. coli. (A) Vue de profile illustrée a I’aide d’un
diagramme acylindres. Deux sous-unités identiques sont représentées en vert et en cyan, respectivement. Deux motifs
conservés DDXXD sont repréenté en rouge. Les FSPP et IPP observés dans la structure de 1’octaprénylpyrophosphate
synthase sont présenté& en b&on, coloré en bleu et jaune, respectivement. Deux résidus méhionines 123 et 135 situés ala
partie infé&ieure du tunnel de site actif sont repré&sentées en sphére et colorées en magenta. (B) Deux Méthionines 123 et 135,
pré&ent&s en b&on et colorées en magenta, sont importants pour la déermination de la longueur de

I’octaprénylpyrophosphate (OPP). (Han, Chen et al. 2015).

31



Chapitre | — Introduction bibliographique

Des @&udes de fractionnement submitochondrial ont démontré que la
polypréylpyrophosphate synthase de S. cerevisiae, Coql, qui présente 34% d’identité de
séquence avec IspB d’E. coli, est une prot@ne matricielle p&iphé&ique associee a la
membrane interne mitochondriale (Gin and Clarke 2005).

11.2.1.2 Couplage de la chame 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 libée le
pyrophosphate du substrat IPP (isopentényl phosphate) pour généer un interméliaire de type
carbocation ala fin de la chame isopréyle, qui régit en position mé&a (C3) du 4-HB pour
former une liaison C-C (Fig. 14A).

Bien que la préylation du 4-HB soit ré&iospeifique, UbiA reconnaT avec une certaine
promiscuité des IPPs de différentes longueurs de chaine pour générer 1’'ubiquinone UQg.-10
chez diffé&entes espéses (Suzuki, Ueda et al. 1994). UbiA est une prot@ne transmembranaire
qui contient deux motifs conservés riches en aspartate, qui sont importants pour la
reconnaissance du substrat IPP, et un atome de magné&ium (Mg?*) qui est important pour la
catalyse (Melzer and Heide 1994).

A COOH COOH COOH

Asp-rich
motifs

Central
cavity

Cytoplasm

Lateral
portal

Lateral
portal

Isoprenyl
chain

Hydrophobic
Membrane y '

” vall
domain v

Membrane
domain Membrane

Periplasm

Figure 14. Schéma de la catalyse d’UbiA et structure cristallographique d’UbiA de I’archébactérie Aeropyrum pernix.
(A) Méanisme ractionnel proposépour UbiA. (B) Vue de profil d’UbiA d’Aeropyrum pernix (code PDB 40D4) : 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 ala chame polyisoprényle en gris et la poche de liaison au 4-HB en bleu (Cheng et Li 2014).

La structure d’UbiA de 1’archébactérie halophile Aeropyrum pernix, qui possesdle 52% de
similarité de séquence avec UbiA d’E.coli, a @&obtenue en 2014 en préence de 4-HB, d’un
analogue sulfaté non clivable du géranylpyrophosphate et d’ions Mg?* (code PDB 40D5, Fig.

14B) (Cheng and Li 2014). Il a ainsi été possible d’émettre des hypothéses concernant le
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fonctionnement de la proténe. Une partie de la chame hydrophile du
polyisoprénylepyrophosphate resterait ancree dans la membrane, tandis que 1’autre partie et sa
t&e pyrophosphate accéderait au site actif par une ouverture laté&ale donnant en partie sur la
bicouche lipidique. Des motifs riches en aspartates maintiendraient, via des ions Mg**, la t&e
pyrophosphate en place, permettant son clivage de la chame grasse. Le carbocation ainsi

forméserait alors coupléau 4-HB, maintenu dans une poche basique (Cheng and Li 2014).
11.2.2 Modifications du noyau aromatique et deux proténes structurales

11.2.2.1 Modifications du noyau aromatique
Une fois I’acide 3-octaprényl-4-hydroxybenzofue (OHB) formé& un complexe
multiprotéque continue la biosynthése en modifiant diffé&entes positions du noyau

aromatique afin d’aboutir a I’'ubiquinone (Fig. 12 et Tableau 4).

Structure éentuelle
- Famille protéque | Taille Identité
Protene Rde (cofacteur) (kDa) Proténe avec E. Code PDB
coli
Déearboxylase & UbiD (prEMN) ?l\l\/ﬁr?han
UbiD Déearboxylation flavine (FMN 55.6 I " | 100% ish ,I
rénylée) E. coli Fisher et al.
P 2017)
Biosynthése de la . PN . 6QLK
UbiX | FMN préylé, :;3:%&?;‘; ll:le)rase al a4 gbc’:l)e(r’u(Fi'r\w/lozlgr)’ 42.4% (Marshall, Payne
cofacteur d’UbiD ' g et al. 2019)
4K22 (Hajj
. Hydroxylation en | Mono-oxygénase & Ubil (apo), E. 0 Chehade,
Ubil C5 flavine (FAD) 442 coli 100% Loiseau et al.
2013)
. O-méhylationen | SAM-méhyl- UbiG (apo), E. 0 4KDC (Zhu, Wu
UbiG C5et C6 transfé&ase (SAM) 26.6 coli 100% et al. 2015)
Hydroxylation en | Mono-oxygénase a Alr8543 (apo), 6E12 (Forouhar
UbiH | [Y9roXy 10-0%Y9 42.3 | Nostoc 19.8% | etal. Non
C1 flavine (FAD) . .
puntiform publi
| c-mé@hylationen | SAM-méhyl- Cog5 (SAM), S. 40BW (Dai,
UbiE p 28 o 43.2% Zhou et al.
C2 transfé&ase (SAM) cerevisiae
2014)
(Notre
. Hydroxylation en | Mono-oxygénase & UbiF (apo), E. 0 laboratoire C.
UbiF | g flavine (FAD) 8 ol 100% 1 Eyfe M.
Lombard, 2018)
Liaison des
lipides, 6H6N (Hajj
UbiJ | stabilisationdu | SCP2 (Sterol 222 | Ubil,E.coli | 100% | Chehade, Pelosi
Carrier Protein 2
complexe et al. 2019)
multiprotéque
. . Brick 1, homo 3P8C (Chen,
UbiK Facteur accessoire 11.3 sapiens 30.7% Borek et al.
P 2010)

Tableau 4. Description des enzymes participant a la biosynthése de ’ubiquinone, structures obtenues des proténes

d’E. coli ou d’un homologue.
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- D&arboxylation : Chez E. coli, la premiée &ape des modifications du noyau quinone
est la deearboxylation d’OHB en OPP (Fig.12), qui est catalysee par le systéne UbiD-UbiX.
UbiD est une deésarboxylase dépendante de la FMN prénylé (prFMN) pour son activité
enzymatique (Payne, White et al. 2015). Ce dernier est synthé&isé par UbiX &partir de
FMNH; et de diméhylallyl monophosphate (DMAP), produisant un FMN hautement modifié
avec des liaisons via les positions N5 et C6 avec le DMAP (prFMNH>) (White, Payne et al.
2015) (Fig. 15). Le prFMNH; est ensuite transfé&éau partenaire UbiD, qui catalyse ason tour
la maturation oxydative en une forme active prFMNiminium, qui est nécessaire pour 1’activité

enzymatique de UbiD.

N5- prenyl FMN
¢ FMNH, g prEMNH,
N
5:©( UbiX KI UbiX
N
H
p,l"'lc/ \,1/ i b|D
DMAP ©
S prEMNiminium

(0] N N
\:I
HN +
NU: ; :
o] ‘ \/,/\

Figure 15. UbiX et UbiD agissent de concert pour produire le prFMNiminium. Méanisme propos&pour l'activitéde la
préyltransfé&ase ala flavine FMN par UbiX, suivi du transfert de prFMNH, &UbiD et maturation oxydative ulté&ieure en le
cofacteur actif prEMNiminium. (Marshall, Payne et al. 2019)

- Hydroxylations et méhylations : Le 2-octapréylphé&ol (OPP) subit ensuite trois
hydroxylations en alternance avec trois réctions de méhylation conduisant ala formation
d'ubiquinol de I"ubiquinone.

Trois réactions de méthylation, dont deux sur un groupement hydroxyle et une sur un
groupement méthyle ont lieu dans la biosynthése de 1’ubiquinone chez E. coli. Ces réactions
sont :

Méthylation en OS5 : 3-octaprényl-5-hydroxyphenol — 3-octaprényl-5- méthoxyphenol
(ré&ction e, Fig. 12)

Méthylation en C2 : 3-octaprényl-5-méthoxy-1,4-benzoquinol — 3- octaprényl-2-méthyl-
5-méthoxy-1,4-benzoquinol (réction g, Fig. 12)

Méthylation en O6 : 3-octaprényl-2-méthyl-5-méthoxy-6-hydroxy-1,4-benzoquinol —
ubiquinol (ubiquinone) (ré&ction i, Fig. 12)

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

catalysée par UbIiE (Lee, Hsu et al. 1997, Poon, Barkovich et al. 1999). Ces deux derniéres
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sont toutes les deux des méhyltransfé&ases utilisant la S-adénosylméhionine (SAM) comme
source de meéhyle.

Les trois réactions d’hydroxylation en C5, C1 et C6 sont catalysées par Ubil, 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 (ré&ction 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 (réction h, Fig. 12

Au laboratoire, Murielle Lombard et Ludovic Pecqueur ont ré&olu en 2013, la structure
d’une forme trés 1égérement tronquée et apo d’Ubil d’E.coli, appelé Ubil A366-400 (Fig. 16)
(Hajj Chehade, Loiseau et al. 2013)

Figure 16. (A) Structure tridimensionnelle aux rayons X du tétramére d’Ubil tronquée et apo d’E.coli (code PDB 4K22). (B)
Superposition d’un monomére d’Ubil (bleue) avec un monomeére de pHBH de P. fluorescens (jaune), FAD en violet (Hajj
Chehade, Loiseau et al. 2013).

Cette structure d’Ubil d’E.coli constitue le premier exemple de la structure d’une
hydroxylase Ubi. Depuis, d’autres groupes ont réussi a cristalliser Ubil d’Erwinia carotovora,
(code PDB 4N9X), qui est trés proche structuralement d’Ubil d’E.coli et qui ne contient pas
non plus de FAD. En 2018, Cameron Fyfe et Murielle Lombard ont purifiéet cristalliséune
forme tronquée et apo d’UbiF qui présente de trés forte similarité avec Ubil d’E.coli.
L’alignement de séquences d’Ubil, d’UbiF, d’UbiH et de PHHY (pHBH de Pseudomonas
aeroginosa ; p-hydroxybenzoate hydroxylase, I’enzyme prototype des hydroxylases a flavine)
révele 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 I'anneau isoalloxazine du FAD.

sp|P20588|PHHY_FPSEAE-394 1 - METOMA LLLGQLLEHK- - -ABIDNVILEBRQTRPDYWLG - -RIRAGWVLEQGMWDLIERE A DRRMARDG - LVHEGWVE - 76
sp|P25534|UBIH_ECOLY1-392 T----- MEW | BVEGEMARATLALA | SRLSHGALPWHL IEATAPESHA- HFGFDGRA |ALAAGTCQQEAR | QSLADCA-TAITTWVHY 81
sp|FP25535|UBN_ECOLK1-400 1 - -MASVDMA GEMVELAVACGLOG- - - SELRMAVLEQRVOEPLAANAPPOLRVSA I NAASEKLETRL QDI LSRRASCYHGMEW 83
sp|PT5T2B|UBIF_ECOLY1-391 1TMTNQPTE | A GALALGLAQ- - - HEF AMTW | EHAERPAPFVADSOPDVE | SA | SAASVSLEKGL DAVOAMRCHPYRRLET 85

sp|PZ05B8|PHHY_PSEAE -394 77 - - - - - - - - | AFAGQRRRIDLKRESG TYYGOTEVTRDEMEAREACGATEVYQAAEVRLHDLQGERFYWTFERDSERLRLDCDY | A 156
sp|P25534|UBIH_ECOLY1-392 82 SDRGHAGFVWTLAAEDYOL - -ELHNVGOQREFALLRKAPGWILHCPDRWVANVARTOSHVEWTL - ES@ET- -LTGRWVLY 150
ap|P25535|UBN_ECOL1-400 84 WDKDSFGHISFDDQSMGY - -ENSW I HYABWNKAHOSSD IFLLAPAELOOVAWGENETFLTL - KDESM- - LTARLWY 1 161
sp|P7572B|UBIF_ECOLY1-391 86 WEWET - AHVWFDAAELKL - -ENTWLQQA QALEAHPKVIELRVPGSL |ALHRHDDLQELEL - KG@EY - - | RAKLW | 162
ap|P20588|PHHY PSEAE-394 HG I SRS IPAERLKVFERVYPFGWLGLLADT - - - - - - PPWSHEL | YANHPRGFALCSQRSATRSRYYVOWPLSEKVEDWSDER 238
sp|FP25534|UBIH_ECOLY1-392 DWOQEPYEQLAYW | ANVATSVAHEGRAFERFTQHEFLAMLPMSDG - RESLVWCHFLERREEWLSWSDEK 241
sp|P25535|UBN_ECOL1-400 PLTFWDY¥QHHALWATIRTEEFPHDAVARQWVFHGES |ILAFLPLSDPHLCS IMWELSPEEAQRMQQASEDE 244
p|PTET 28| UBIF_ECOLYY-391 GYHAWONAQSCML | SWQCENDPGDSTWAQFETPDGERRAFLFLFEN - WASLMWYDSPAR | ROLONMNMAD 244

sp|P20588[PHHY_PSEAEM-394 230 FWTELKARLPSEVAEKLWTGEPSLEKS | A REFVVEPMQHGRLFEAGED HI1VPRTEAKEL AASBVETEYRLELKAYRESRGELLE 328
sp|P25534|UBIH_ECOLYY-392 242 FCRELOSAFGWRLGKIT- - - HAGKRSAYREAL THAARS | THRTVEVENARCOTL HE | AGQEIF GMREBVMSHAETHTOQAQER -EDMG 324

Sp|P25535|UBN_ECOLK1-400 245 FNRALN I AFDNRLGLCK- - - VESARQWVF TGRYARQFASHRLAEVED HT | HFL AG Qe GFMBAAER | AEHKRLHRQ -kKD G 327

sp|P7E72B|UBIF_ECOLY1-381 245 LOAE | AKHEPERLGYWT - - - P- LAAGAF TRREHALQYWVQPGLAERVED HT | HREL AG Q| G RBVDAR | DVIEWYNARS Y| - EAwWA 326
Sp|PZ05B6|PHHY_FPSEAEM-394 327 RMSAICLRRIW- - - KAERFSWWMTSWVLHREFDTDAFSQRIQQTELEYYLGSEA| AT | AENYVGLPYEEIE- - - - - - - - - - - - - 384
sp|P25534|UBIH_ECOLY1-392 325 DMGVLCRYQQRROQSDREATIGVTDELWVHLEANRW- - - - - - A- - - -PLVYVGRNI MTM-ELF TPARDWVLAQRTLEWWVAR- - - - - 302
sp|P25535|UBN_E COLK1-400 328 QM| YLRRYERSRKHSAALMLAGMOGFRDLESGTN - - - - - - P----AKKLLRDI KLA-DTLPGVKPOL IROAMGLNDLPEWLR 400
Sp|P 757 2B|UBIF_ECOLY1-391 327 SMPVYLEKRYQMRERMADNF IMOQSGMDPLF YAGESNNL - - - - - - P----PLREFMRENL MAA - ERAGVLKROQALKYALBL - - - - - - - - 31

Figure 17. Alignement de sequences de difféentes monooxygénases aflavine. L’alignement a été généré avec ClustalW2.
Les monooxygénases sont : pHBH (PHHY) de Pseudomonas aeruginosa, UbiH, -l et -F d'E. coli, Les acides aminé&

strictement conserveés sont représentés en bleu, ceux impliqués ala liaison avec la FAD sont en rouge.

Les trois enzymes Ubil, -F, et -H montrent une similarit¢ de séquences avec les
monooxygénases a la flavine. Elles font partie du groupe A de monooxygénases a 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 a I’absorption UV-visible et par

fluorescence et est résumé dans la figure 18 (Husain, Schopfer et al. 1978).
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Figure 18. Mécanisme d’action des monooxygénases a flavine — groupe A. Adaptéde (Palfey and McDonald 2010) .
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Dans la partie ré&luctrice du cycle catalytique, le substrat p-OHB (p-hydroxybenzoate) est
accueilli dans I’enzyme et interagit avec le FAD oxydé et le NADPH pour former un
complexe tertiaire (réction 1, Fig. 18). Ce dernier accéde&e et contrde la ré&luction du FAD
par le NADPH puisque la reéluction du FAD est 100 000 fois moins rapide dans le complexe
binaire formé par I’enzyme et le NADPH uniquement (Entsch, Ballou et al. 1976). De plus, la
préence du substrat (p-OHB) est importante afin de limiter la réction du FAD ré&luit avec le
dioxygene qui conduit a la formation d’H,O, en absence de substrat (réction 7, Fig. 18)
(Entsch, Ballou et al. 1976). Le FAD oxyd¢ est d’abord réduit en FADH, par un transfert
d’hydrure provenant du NADPH, et le NADP" se dissocie du complexe enzyme-p-OHB
(réction 1 et 2, Fig. 18). Dans la deuxiéne partie oxydative, FADH2 accepte une molé&ule
d’oxygene sur la position C4a de DI’anneau isoalloxazine et devient la flavine 4a-
hydroperoxyde, FAD-OOH (réction 3, Fig. 18). Le substrat est ensuite oxydé par le
groupement -OOH en produit 3,4-diOHB (3,4-dihydroxybenzoate ; ré&ction 4 et 5, Fig. 18).

Dans la derniére 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 a 1’enzyme

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

11.2.2.2 Origine des atomes d’oxygénes

Basé sur le cycle catalytique de pHBH et sur I’identité de séquence entre cette dernicre et
Ubil, -F, et —H, il est clair que le dioxygene O, est le donneur de I’atome d’oxygene pour
I’activité enzymatique, autrement dit les groupements hydroxyles ajoutés en C1 et C6 sont de
I’origine du dioxygeéne. Cependant, Alexander et Young ont déterminé 1’origine des
groupements hydroxyles de 1’ubiquinone bien avant la connaissance des séquences protéques
des hydroxylases (Alexander and Young 1978). Les auteurs ont incub€&une souche sauvage
d’E. coli dans un milieu respiratoire strictement aé&obique contenant du succinate, en
pré&ence de dioxygéne marqué’®0,. L’analyse par spectrométrie de masse de 1’ubiquinone
biosynthéisee dans ces conditions a ré&vé@eune augmentation de la masse m /z de +6 par
rapport a I’ubiquinone produite par des cellules cultivées en *°O,, indiquant que trois atomes
180, sont incorporés dans la molécule de 1’ubiquinone. Afin de déerminer la localisation des
atomes d’oxygene marqués dans la molécule de 1’ubiquinone, les auteurs ont effectué¢ des
expériences d’échange d’atomes d’oxygene dans des conditions acides. Dans ces conditions,
seul I'oxygene du groupement carbonyle est échangé mais 'oxygene du groupement
méthoxyle ne Iest pas. Les résultats de cette expérience montrent que I’incorporation de 20,

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 1’oxygene molé&ulaire qui est la source des groupements hydroxyles

ajoutés lors des réactions d’hydroxylation.

11.2.2.3 Deux proténes structurales : UbiJ et UbiK

Ré&emment, UbiJ et UbiK ont &é&indentifiées comme deux nouveaux facteurs importants
de la biosynthése de 1’ubiquinone en conditions a&obies (Aussel, Loiseau et al. 2014,
Loiseau, Fyfe et al. 2017). UbiK pré&ente 31% d'identité de sé&juence avec Brickl, une
protéine d’assemblage du complexe Wave du cytosquelette. Des études ant&ieures ont
montré qu’UbiK de Salmonella typhimurium permet ’agrégation de liposomes in vitro,
sugg€&ant une activité fusogénique de membrane (Carrica, Craig et al. 2011). Des éudes
ant&ieures ama thése et menées au laboratoire ont montré qu’UbiK formait un complexe
hé&&oprotéque avec UbiJ, une proténe préentant des homologies de sé&juence avec les
proté@nes de la famille SCP2 (Sterol Carrier Protein 2) qui sont capables de lier des lipides
(Fig. 19A) (Loiseau, Fyfe et al. 2017). 1l a &jalement &&montré& par spectromérie de masse
que le domaine SCP2 d’UbilJ est capable de lier I’acide palmitoléique et de petites quantités
d’ubiquinone (Fig. 19B).

Traces d’acide palmitoléique et
d’ubiquinone

Figure 19. Modée structural du complexe UbiJ-UbiK. (A) La structure d’une protéine de la famille SCP2 chez Y.
lipolytica avec un tapis de feuillet B et des héices o au-dessus, qui permettent la formation d’un tunnel hydrophobe au sein
duquel on trouve un acide palmitique. (B) Notre modéle structural de I’héterocomplexe UbiJ-UbiK. UbiJ est un monomére,
présenté en orange et il contient le méme tunnel hydrophobe que SCP2 d’Y.lipolytica et UbiK est un dimére, pré&enté&en bleu

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

I11.  Biosynthése de ’ubiquinone en anaérobie

1.1 Ga&alit&a
Comme é&oqué dans le 1° chapitre de I’introduction, E. coli et de nombreuses
protébact&ies (Providencia rettger, Rhodospirillum rubrum, ...) possedent deux types de
quinones isoprénoides : 1’'ubiquinone (UQg) et la (déné&hyl) meénaquinone (D)MKS (Fig. 1).

Il est admis de fagon géé&ale que 1'ubiquinone est une quinone « aérobique >>alors que la
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(dénéhyl)ménaquinone est une quinone <«anaéobique > En 1977, Wallace et Young ont
montré le role de I’ubiquinone dans la chaine de transport d'électrons en présence de nitrate
chez E. coli (Wallace and Young 1977). Les souches utilisés dans cette &ude ont produit 10-
20% du niveau l'ubiquinone aé&obique lorsquelles ont é&é& cultivées en conditions
anaérobiques avec du nitrate. Ainsi, ’'ubiquinone est un composant essentiel dans les
systames respiratoires a&obiques et, de plus, dans le systéne ana&obique nitrate ré&luctase.
La biosynthése de 1’ubiquinone nécessite trois réactions d’hydroxylation au niveau des
positions 1, 5 et 6. Ces réctions sont catalysés en aé&obie par Ubil, UbiH et UbiF,
respectivement (réctions d, f et h, Fig. 12) qui seront nommeés <«hydroxylases a&obies >
dans cette thése. Les souches Aubil, AubiF, AubiH cultivées dans des conditions aé&obies sont
déficiente en ubiquinone alors qu’elles sont capables d’en produire a un niveau équivalent a la
souche sauvage dans des conditions anaé&obies (Alexander and Young 1978, Hajj Chehade,
Loiseau et al. 2013). Cette capacité de biosynthése de 1’'ubiquinone en conditions anaérobies
est caractéristique de ces mutants de monooxygénases puisque 1’'ubiquinone n’est pas produite
dans les autres mutants de biosynthése de 1’ubiquinone (UbiE-, ubiG- et ubiA-) dans les deux
conditions a&obies et ana&obies. Ainsi, E. coli devrait posséler des meéanismes speeiaux
pour la biosynthése de l'ubiquinone en conditions anaéobies, autrement dit un systéme
d’hydroxylation alternatif indépendant de ces trois prot@nes pour catalyser les réctions
d’hydroxylation en absence d’oxygéne.

Actuellement les seules enzymes connues pour catalyser des réactions d’hydroxylation en
absence de dioxygéne appartiennent ala famille des enzymes a cofacteur & Molybdéne
(MoCo) (Hille, Retey et al. 1998) (pour un example, voir section VI de ce chapitre).
Contrairement aux monooxygeénases aflavine (Fig. 17), les hydroxylases contenant du MoCo
catalysent les réactions d’hydroxylation en utilisant I'oxygene contenu dans la molécule d’eau
H,O, plut&@ que l'oxygéne moléeulaire O,, en tant que source de I'atome d'oxygéne incorporé
dans le produit. Nous avons identifiéré&emment trois genes yhbT, yhbU et YhbV (renommés
ubiT, ubiU et ubiV, respectivement) qui sont essentiels a la biosynthése de 1’ubiquinone en
conditions anaé&obiques chez E. coli. La dé&ouverte de ces trois genes ainsi que la
caracteisation de ces trois prot@nes UbiT, UbiU et UbiV seront dé&aillés dans le chapitre
VI.

1.2 La proté&ne UbiT
Les analyses phylogéné&iques du gene ubiT ont clairement indiqué qu’il est présent dans
les a-, B-, y-protébactéries alors qu’il n’est pas conservé chez les Gram-positifs, les archees,

les champignons, les plantes et les mammifees (Groenewold, Massmig et al. 2018). Chez E.
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coli, le géne ubiT code pour la proténe UbiT de 174 acides aminés, soit 19.7 kDa. La partie
centrale (acides aminés 45-133) de la proténe correspond aun domaine SCP2 (Sterol Carrier
Protein 2). Les domaines SCP2 forment géné&alement une cavitéhydrophobe qui lie divers
lipides, tels que 1’acide palmitique, le cholesterol, les acyl-CoA, et certains phospholipides
(Burgardt, Gianotti et al. 2017) (voir chapitre 111 pour plus de dé&ails).

UbiT est actuellement trés peu éudie dans la litt&ature. En 2011, Ogasawara et ses
collegues ont proposéque le géne ubiT avait un lien avec la formation de biofilm chez E. coli
et qu’elle était négativement contr6lé par le facteur de transcription CsgD (Ogasawara,
Yamamoto et al. 2011). En effet, lorsque les bacté&ies changent leur mode de vie dite «
planctonique >»(culture libre) en mode «biofilm >3 la formation des flagelles (impliquées dans
la motilitédes cellules) est désactiver et la production des fibres amylo'des de type curli et de
polysaccharides extracellulaires pour l'adhé&ence cellule-cellule est activée (Barnhart and
Chapman 2006). Ces deux procélures sont contr@ées par CsgD, le ré&ulateur principal de la
formation de biofilm (Fig. 20).

ubiT  fliE ‘ @
ﬂlFGHIJK

l(ﬂ
csgBA, adrA,
yeeT, wrbA

Crmssar.lce
planctonique

Figure 20. La regulation de CsgD dans la formation de biofilms et la motilitédes cellules. CsgD régulerait néyativement

Motilité

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

ainsi la mode de vie des bacté&ies en mode <«biofilm >»>(Adaptéde Ogasawara, Yamamoto et al. 2011).

Dans ce modele d’action, CsgD est un répresseur des geénes ubiT, fliE et fiEFGH ; les
genes fli sont impliqués dans la formation des flagelles dans la mode planctonique. Bien que
les auteurs n’aient pas clarifié¢ le role physiologique de la réyulation du gene ubiT par CsgD,
ces résultats nous laissent a penser qu’UbiT est impliquée dans la croissance bactérienne en
anaérobie, car I’oxygene est présent a tres faible quantité dans les biofilms.

UbiT est démontrée, en 2011 par Arends et ses colléues, comme un nouveau substrat de
FtsH (Arends, Thomanek et al. 2016). La proténe FtsH appartient &la famille des protéses
AAA+ (ATPases Associéss adiverses Activites cellulaires - ATPases Associated with diverse

cellular Activities). Selon ces travaux, UbiT est une proténe cytosolique (Fig. 21A) dont le
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niveau d’expression est tres instable dans les souches sauvages : elle est rapidement dégradé
tout au long de la phase de croissance bact&ienne (Fig. 21B et 21C) ; au contraire, son niveau
d’expression reste constant dans la souche Aftsh (Fig. 21C).

Parmi les protéases de la famille des protéases AAA+ que possetent E.coli (Lon, CIpAP,
ClpXP, HslUV), FtsH est la seule protése ancrée ala membrane en raison de son
emplacement unique dans la membrane interne (Tomoyasu, Yamanaka et al. 1993). Outre les
proté&nes membranaires, FtsH est capable de degrader les proténes cytosoliques. Plus
important encore, FtsH deégrade LpxC, une enzyme clé de la biosynthese des
lipopolysaccharide (LPS), principal éément constitutif de la membrane externe des bacté&ies
aGram né&atif (Ogura, Inoue et al. 1999). Dans les cellules, la quantitéde LPS doit &re
strictement contrdlée et équilibrée en phospholipides. La régulation d’UbiT par FtsH nous
laisse penser aune relation entre I'noméostasie 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 I’adaptation aux conditions anaérobies et au stress superoxyde en dégradant
FdoH et SoxS, respectivement (Westphal, Langklotz et al. 2012). Tous ces résultats semblent
cohéents avec le fait qu’UbiT posséde un domaine de liaison aux lipides et qu’elle serait

impliquée dans la croissance bacté&ienne en ana&obie.
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Figure 21. Dégradation d’UbiT de manié¢re dépendante de FtsH in vivo. (A) Les cellules E. coli sont transformées par le
plasmide codant pour Hisg-UbiT. Le niveau d’expression d’UbiT a été détecté par Western blot essentiellement dans le
cytosol (S) et trés peu dans le culot (P). (B) Pour éudier la demi-vie de Hisg-YhbT, la stabilit€éa &é&analysé dans
différentes phases de croissance d’E. coli. (C) Pour déerminer la stabilitédépendante de la phase de croissance, des sous-
cultures ont &éépréevees ala phase de latence (1), exponentielle (I1 et 111), de ralentissement (1V et V) et stationnaire (VI).
Aprés l'induction de I'expression de la proténe, la traduction a éébloqué par addition de spectinomycine et des €hantillons
ont &é préevés aux moments indiqués. Les demi-vies d’UbiT ont été déterminées par SDS-PAGE, Western blot et

immunodéection. (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 anaé&obiques (Groenewold, Massmig et al. 2018). Ce
résultat est en cohnéence avec des travaux pré&é&lant qui ont montrés que le gene ubiT &ait

regulé positivement dans les conditions afaible concentration en oxygene et en ana&obie
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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 montréune sensibilit€importante aux antimicrobiens
(minocycline, nafcilline, oxacilline, chloramphéicol, thiamphénicol), une am@ioration de la
motilité cellulaire et une ré&luction de la capacité de formation de biofilm (Groenewold,
Massmig et al. 2018), ce qui est cohé&ent avec la virulence et la réulation négative de CsgD
dans le changement entre biofilms et mode planctonique des bacté&ies. UbiT de P. aeruginosa
est, encore une fois, cytosolique et fait tres inté&essant, elle est capable de lier sp&ifiqguement
a I’acide phosphatidique (AP) in vitro via certains ré&idus hydrophobes conservés (Leucine et
Valine) (Groenewold, Massmig et al. 2018). L’ AP est un précurseur clé de la synthése des
glycé&ophospholipides polaires qui sont les briques de la membrane plasmique bact&ienne
(par exemple, phosphatidylglycé&ol (PG), phosphatidyléhanolamine (PE), phosphatidyls&ine
(PS), diphosphatidylglycé&ol (DPG, éalement appelé cardiolipine), phosphatidylcholine
(PC)). De plus, I'hnomévstasie lipidique chez la souche mutante est dé&é&jyuilibrée au niveau du
lysophosphatidylcholine, de la phosphatidylcholine et du diacylglycé&ol dans les deux
conditions a&obiques et an&obiques (Groenewold, Massmig et al. 2018). Tous ces résultats,
encore une fois, mettent en évidence le role d’UbiT, avec sa capacité de lier aux lipides, dans

I’homeévstasie lipidiques des cellules en a&obie et ana&obie.

111.3 Les deux proténes UbiU et UbiV

Chez E. coli, les génes ubiU et ubiV forment un opé&on codant pour deux proténes de
330 et 300 acides aminés, respectivement, soit 37 kDa et 32.5 kDa. UbiU et UbiV contiennent
dans leur séguence peptidique un motif appel€U32, qui appartient, selon la base de données
MEROPS, aune famille de proté&ses dont le méanisme catalytique est inconnu. La fonction
protése de cette famille proté&que reste discutable et sera pré&sentée en déail dans la section
V.

Les proté@nes UbiU et UbiV sont &ce jour trés peu éudiés. En 2006, Filiatrault et ses
colléyues ont montréque les deux genes ubiU et ubiV &aient impliqués dans la croissance de
P. aeruginosae dans les conditions ana&obiques, car les mutants de ces genes ne sont pas
capables de croire en ana&obie en milieu liquide et en pré&ence des substrats nésessaires
pour la croissance ana&obique (KNOsz;, KNO,) (Filiatrault, Picardo et al. 2006). P.
aeruginosae est une pathogene opportuniste aGram-né&atif qui réide dans les biofilms chez
I’hdte infecté, ou la concentration en oxygene est tres faible, voire nulle. Ces résultats sont en
cohérente avec ceux de Groenewold et ses collégues, qui ont montré que I’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 collégues, qui ont &jalement
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montré que I’expression des genes ubiU et ubiV d’Yersinia ruckeri éait régulés positivement
dans les conditions microaéobiques (Navais, Mendez et al. 2014) . Y. ruckeri, une bact&ie a
Gram negatif, est responsable de la maladie ent&ique de la bouche rouge, qui est réandue
dans le monde entier et qui affecte principalement les salmonidé. Cette éude a mis en
&idence la participation de deux gemes ubiU et ubiV dans le processus d’infection d’Y.
Rucker, car un mutant a attéwuésa virulence. De plus, le gene ubiU a &@émontrécomme un
facteur de virulence chez Proteus mirabilis - une ent&obact&ie aGram negatif qui est I'une
des principales causes d'infections des voies urinaires chez les patients préentant des
anomalies fonctionnelles ou anatomiques des voies urinaires ou ceux ayant un cathéer

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

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

V.l Géné&alité

La famille U32 est une collection d’environ 2700 peptidases annotées de la base de
donnés MEROPS avec un meéeanisme catalytique inconnu. La base de donné&s MEROPS
utilise une classification hiéarchique, basée sur la structure des peptidases. Celles-ci sont
géné&alement classées en fonction de leur meéanisme catalytique et de leurs ré&idus clés
comme les peptidases asé&ine (S), cysténe (C), aspartique (A), méallo- (M) et nucléophile /
thrénine (T), ainsi que quelques autres. Parmi plus de 490 000 entrées dans la base de
donné&s MEROPS (Rawlings, Barrett et al. 2012), plus de 478 000 appartiennent aces cing
classes. Pour plus de 7 000 entrées, le méanisme catalytique n’est pas connu et ces protéines
sont appelés «U > dont la famile U32. Les proté@nes de la famille U32 sont d'origine
essentiellement bact&ienne et arché&nne, mé@ne si quelques membres sont pré&ents chez les
eucaryotes, tels que les protozoaires, les plantes et les animaux, et deux homologues de
peptidase U32 se trouvent mé@me dans les bact&iophages. Elles contiennent toutes le domaine
dit peptidase U32 qui peut &re attribué adiverses sous-familles U32 et fréquemment a
d'autres domaines de fonction inconnue.

PrtC de Porphyromonas gingivalis est le prototype de peptidase U32 dont I’activité
protéolytique du collagéne de type | et de lI'azocoll a &érapportée (Kato, Takahashi et al.
1992). Une activitéprotélytique d’HP0169 chez Helicobacter pylori vis-avis du collagéne
et une fonction essentielle de la colonisation gastrique ont &é& é&jalement rapportées
(Kavermann, Burns et al. 2003). De plus, une activité speifique du collagene | a éé
rapportée pour la prot@ne AO0A098L2Q3 de Geobacillus thermoleovorans (Jasilionis,
Kaupinis et al. 2012). Dans les deux premiers cas, il a &é& rapporté que les activités

proteédlytiques des deux proté@nes éaient sensibles au traitement al'EDTA, conduisant ainsi &
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la conclusion d'une activitéde type méalloprotése, tandis que dans le dernier cas, les ions
Zn** augmentaient la thermostabilité& Cependant, aucune des motifs qui sont typiques des
méalloproté&ses , comme par exemple le motif de liaison du zinc H-E-X-X-H (Fukasawa,
Hata et al. 2011), ou des motifs de sé&uence de liaison au collagéne ne sont préents dans les
peptidases U32. D'autre part, les identifiants MEROPS U32.001 & U32.003 partagent au
moins un motif de s&uence EXF-X,-G-(SA)-(LIVM)-C-X;-GXCX-(LIVM)-S qui indique ces

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

Figure 22. Strucutre d’un monomére de Mk0906 de Methanopyrus kandleri. (A) La structure représentée en couleur arc-
en-ciel avec I'extrénitéN-terminale en bleu et I'extrémitéC-terminale en rouge. Les structures secondaires sont indiquess.
L'ion acéate (ACT) et deux de ses ré&idus en interaction (Argl84 et His121) sont repréentés sous forme de billes et de
b&ons. L'ion Zn*" (magenta) qui est important pour la structure dimé&ique quaternaire est pré&sent&avec ses ligands Cys68 et
His189. (B) Le site de liaison avec I'ion acétate (atomes de carbone jaunes) est montree. La surface est coloré en fonction de
la polarité en appliquant I’échelle d’hydrophobie allant des valeurs les plus négatives (résidus polaires, représentées en violet)

a0 (blanc) aux valeurs les plus positives (réidus apolaires, orange) (Schacherl, Montada et al. 2015).

La premiee structure d'un domaine catalytique U32 de Methanopyrus kandleri (géne
mk0906) ré&/ée un tonneau TIM (Ba)s consistant typiquement en l'alternance de huit hélices a
et huit feuillets B (Fig. 22A, code PDB 5D88) (Schacherl, Montada et al. 2015). La proténe
préente une structure diméique quaternaire dans laquelle un ion zinc est liéde maniée
symeérique par les chames laté&ales d'histidine et de cysténe des deux monomeres (Fig. 22A).
Ces residus se situent dans des motifs de sé&juence conservés. Cependant, aucun motif
protélytique typique n'est visible dans la structure tridimensionnelle, ni des motifs pouvant
servir a ’activation de 1’eau. Bien que les enzymes de tonneau TIM soient trés variées et
catalysent de nombreuses réactions diverses, y compris 1’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 trés éloigné de PrtC de P. ginigivalis (avec
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une identité de séjuence infé&ieure a20%) et les analyses biochimiques n‘ont démontré
aucune activitéprotéolytique de Mk0906 (Schacherl, Montada et al. 2015).

Ces reésultats indigquent donc une hé&&ogeénaté parmi les membres de cette famille de
protéases U32 et nous pensons, au vu des ré&ultats que nous allons présenter dans ce
manuscrit de thése, que I'annotation d'au moins UbiU et UbiV en tant que peptidases devrait
éentuellement &re ré&aluee. Fait trés inté&essant, la structure de Mk0906 de Methanopyrus
kandleri réde un site de liaison putatif pour une molé&ule amphiphile avec un groupe
carboxylate ou un fragment chargénégativement de maniée similaire aune extrénitéet une
queue principalement hydrophobe. Ce site de liaison se compose de deux rainures d@imitées
par des acides aminé hydrophobes (Fig. 22B).

PrtC est &olutivement li€aun certain nombre de prot&nes non caract&isés avec une
region bien conservée contenant des cysté&nes comme UbiU (YhbU), UbiV (YhbV), RIhA
(YdcP) et TrhP (YegQ). De nombreux membres de la famille U32 sont impliqués dans la
pathogeénicité tels que le géne rlhA (ydcP) qui est impliqué dans la virulence d’Aeromonas
veronii (Han, Taki et al. 2008) ; le gene 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 &épréenteée dans lasection preeélente).

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

Chez E. coli, RIhA est responsable de I’hydroxylation de la cytidine de position 2501
(ho®C2501) (Fig. 23A) (Kimura, Sakai et al. 2017); ace jour, la fonction de cette modification
reste inconnue. RIhA se lie physiquement aux préeurseurs de la sous-unitéribosomique 50S,
ou la cystéine C2501 de I'ARNr 23S est hydroxylée, d’ou vient le nom RIhA (large subunit
ribosomal RNA hydroxylation A en anglais). L’activité enzymatique de RIhA dépend de la
pré&ence des ré&idus conservés comme le glutamate E161 et de quatre cyst@nes conservess
C169, C176, C580 et C611 (Fig. 23B), suggé&ant que RIhA serait une proténe Fe-S. En
accord avec cela, il a @& montré que la perturbation de la biogenese des centres Fe-S
impactait la formation de ho®C2501. En effet, dans les souches KO du systéme de la
biosynthése des centre Fe-S appel€ISC (Iron-Sulphur Cluster), une réluction importante de la
formation de ho°C2501 a &é& observée. De plus, RIhA est sensible & la concentration

intracellulaire en Fe, car un éuisement de Fe diminue la formation de ho°C2501.
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Figure 23. (A) Structure secondaire du domaine V de I'ARNr 23S d’E. coli avec les modifications post-transcriptionnelles.
L’encadré montre la structure chimique de la 5-hydroxycytidine (ho°C). (B) Vue schématique des motifs protéques de RIhA
(Kimura, Sakai et al. 2017).

Dans les ARNt bacté&iens, la 5-carboxyméhoxyuridine (cmo°U) et ses d&ivés ala
premiée position de I'anticodon facilitent I'appariement des bases non Watson-Crick avec la
guanosine et les pyrimidines aux troisié@nes positions des codons, augmentant ainsi les
capacités de deeodage (Sakai, Kimura et al. 2019). La modification de 1’uridine de position 34
(U34) en cmo°U34 se compose en deux étapes : (1) hydroxylation de 1'U34 en 5-
hydroxyuridine (ho°U34) et (2) carboxyméhoxylation de la 5-hydroxyuridine (ho°U34) et 5-
carboxyméhoxyuridine (cmo°U) (Fig. 24A). Chez E. coli, TrhP (tRNA hydroxylation P en
anglais) est impliqguée dans la premiee é&ape, autrement dit, TrhP est responsable de
I’hydroxylation d’U34 en ho°U34. Les réidus conservés tels que le glutamate E162,
I’histidine H166 et quatre cystéines C170, C177, C193 et C197 sont importants pour I’activité
enzymatiques de TrhP (Fig. 24B). Bien que les auteurs n’aient pas mentionné le rdle des
centre Fe-S sur I’activité de TrhP (comme le cas de RlhA), le motif de quatre cyst@nes
conservées nous laisse penser a I’implication des centres Fe-S ala formation de ho°U34. Les
souches d'E. coli dépourvues des génes impliqué dans la formation de ho®U34 pré&entent un
phéotype sensible ala tempé&ature et déodent les codons se terminant par un G (GCG et
UCG) moins efficacement que la souche de type sauvage. Ces découvertes confirment que

I'nydroxylation de I'ARNt assure un déeodage efficace lors de la synthése des proténes.
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Figure 24. (A) Biogenée de mcmo®U34 et de ses d&ivés. (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 RIhA et TrhP semblent
dé&endre du préhénate. Ce dernier est un produit en amont du chorismate, qui est lui-méme
un produit final de la voie du shikimate et un pré&urseur commun des acides aminé
aromatiques et des vitamines chez des bacté&ies et des plante (Kanehisa, Goto et al. 2014)
(Fig. 25). Le préphénate est ensuite converti en méabolites en aval via trois voies (Fig. 25).

De plus, il existe une voie alternative de ’hydroxylation d’U34 en ho°U34 dépendante de
I’oxygene catalysée par TrhO (tRNA hydroxylation O en anglais) (Fig. 24A). L’existence de
deux voies dépendante et indépendante de 1’oxygene de la formation de ho°U34 ressemble au

cas de la biosynthese de 1’'ubiquinone ou deux voies existent également.
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Figure 25. La voie du shikimate et les méabolites associés. (Kimura, Sakai et al. 2017).

47



Chapitre | — Introduction bibliographique

Une partie de la caracté&isation biochimique de ces deux enzymes, RIhA et TrhP, sera
pré&enteée dans le chapitre VI. Mé&ne si elles ne sont pas impliquéss dans la biosynthese de
I’ubiquinone, je me suis int&ess€aces deux proténes car elles présentaient des similitudes

avec les proténes UbiU et UbiV.

V. Proté@nes acentre Fe-S : Structures et fonctions

V.1 Structures

Les centres Fe-S sont des groupements prosthéiques présents dans de trés nombreuses
proténes chez la plupart des organismes vivants (Beinert, Holm et al. 1997). Plus de 130
types de proté@nes acentre Fe-S sont pré&ents chez E. coli (Py and Barras 2014). Les centres
Fe-S résultent de 1’assemblage d’atomes de fer dans différents états d’oxydation (fer ferreux
Fe?* ou fer ferrique Fe**) et d’ions sulfures dits soufres inorganiques, en steechiométrie
variable. Les centres Fe-S sont associés a une protéine via des liaisons non covalentes entre
les atomes de fer et les chaines latérales de résidus d’acides aminés, le plus souvent des
résidus cystéines, mais d’autres résidus (comme aspartate, histidine, et m@&ne arginine)
peuvent éjalement servir de ligands (Gurbiel, Ohnishi et al. 1991, Brereton, Duderstadt et al.
1999, Berkovitch, Nicolet et al. 2004). Diffé&ents types de centres Fe-S ont &é&observes au
sein des proté@nes (Beinert 2000) ; les plus communément rencontré& sont présentés ci-apres
(Tableau 5).

Les centres [1Fe-0S]

Ce type de centre est le plus simple et il est constituéd'un seul atome de fer [1Fe-0S]

central coordonnépar quatre atomes de soufre organique de la chame laté&ale de cysténes de
la protéine. Ces centres existent dans deux états d’oxydation, suivant que I’atome de fer est
ferrique (éat oxydé ou ferreux (&at réuit).

Les centres [2Fe-2S]

Ce type de centre, le plus simple des systames polyméalliques, est constitu€de deux

atomes de fer reliés par deux atomes de soufre inorganique et coordonné adeux ligands
appartenant ala proténe, le plus souvent des groupements thiols de Cysté@ne. Quelle que soit
la nature des ligands, ces centres existent dans deux éats ré&lox. A 1’état oxydé [2Fe-2S]%", les
deux atomes de fer sont sous forme ferrique (Fe*"), tant dit qu’a 1’état réduit [2Fe-2S]", la
charge est localisée sur un des deux atomes de fer : I’'un est sous forme ferrique (Fe3+) et
Iautre est sous forme ferreuse (Fe”").

Les centres [3Fe-4S]

Ce type de centre est constitu€de trois atomes de fer relié deux par deux par trois

atomes de soufre, le quatriene atome de soufre reliant les trois atomes de fer. Les éats
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d’oxydation varient de [3Fe-4S]" (tous les cations sous forme ferrique Fe®") a[3Fe-4S]* (tous
les cations a 1’état Fe®"). Certaines proténes Fe-S peuvent acquéir un ion ferreux pour
convertir leur cluster [3Fe-4S] inactif en cluster [4Fe-4S] : c’est notamment le cas de
I’aconitase, inactive lorsque son cluster n’a que trois cations de fer, et activée lorsqu’il
acquiert le quatrieme. Cette facilité d’interconversion est notamment mise a contribution dans
des processus de reégulation de genes ouchaque forme présente des propriéés difféentes.

Les centres [4Fe-4S]

Le cluster [4Fe-S4] & gémérie de type cubane est la structure fer-soufre la plus

courante. Chacun des quatre cations de fer est coordonnéatrois atomes de soufre labile et un
groupement thiolate de cysté@ne appartenant ala proté@ne. Ces centres existent sous trois
d’état d’oxydation, constituant alors les deux couples rédox : [4Fe-4S]°"'" et [4Fe-4S]*"%"

Toutefois, la plupart des proténes [4Fe-4S] sont isolées dans I’état [4Fe-4S]%".

[1Fe-0S] [2Fe-2S] [3Fe-4S] [4Fe-4S]
Cys,,, Cys 4
Cys Cys,, Cys “Fe—s "'Fe—S
“, S & :
l‘: "Fe< >Fe"° S/s| ||: S/'.? Fe/‘ll:‘ Cys
v e —Fe-. —|—Fe-.
CysW/ "™\ "M Cys g "M Cys
c Cys Cys/ S \Cys F|:£-—S/ F(|e’— L/
vS
Cys Cys
Etats élox
o 3 3t 2 i . 3Fe”/Fe™ — [4Fe-4S]**
Fe3+ Fe3+/Fe2+ — [2Fe-2$]1+ 3Fe§+ _,2[+3|:e_43] | eF e%12Fe?* —» [4Fe-4S]%*
Fe Fe’'/Fe™ — [2Fe-2S] 2Fe®*/Fe?" — [3Fe-29] Fe3*/3Fe2" _» [4Fe-4S]1*
Potentiels ré&lox
+20 &-100 mV -100 &+400 mV -60 a-460 mv -100 &-700 mV

Tableau 5. Les difféents centres Fe-S et leurs propri€és. *Par rapport a ’ENH, a pH 7

V.2 Fonctions
Les centres Fe-S peuvent avoir des fonctions trés diverses. lls sont tres souvent impliqués
dans des transferts d’électrons. Ce fut d’ailleurs la premiére fonction dénontré& pour les
centres Fe-S. Cependant, la découverte et I’étude de nombreuses protéines Fe-S ont permis de
mettre en €vidence de nouvelles fonctions biologiques, telles que la fonction enzymatique ou
encore la régulation de I’expression des génes (Beinert, Holm et al. 1997).

Le transfert d’électrons

Le rde le plus connu des centres Fe-S est le transfert d’électron. Cette fonction est a
I’origine de la délocalisation de la densité électronique sur des atomes de fer et de soufres,
autrement dit, la capacité des atomes de fer & passer d’un état réduit (Fe?” aun &at oxydé

(Fe*") et inversement. Ainsi, les centres Fe-S peuvent facilement accepter des éectrons et/ou
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les donner a d’autres entités. Les ¢électrons peuvent circuler soit au sein d’une méme protéine
(on parle de transfert intramolé&ulaire) soit entre deux ou plusieurs partenaires prot@ques (on
parle donc de transfert intermoleeulaire, celui-ci pouvant s’effecteur sur une longue distance).

Les ré&ctions de transferts d’électrons sont essentielles dans de nombreux processus
biologiques incluant par exemple la photosynthése ou la respiration (Johnson, Dean et al.
2005). En effet, les centres [Fe-S] sont des composants majeurs des chames de transport
d'é@ectrons photosynthé&ique et respiratoire. lIls facilitent des voies de transfert d'@ectrons
dans de nombreuses enzymes ré&lox solubles liées &la membrane et constituent les centres
d'oxydo-activitédes proténes, par exemple la ferré&loxine.

La catalyse enzymatique

L’exemple classique pour ce type de fonction est celui de 1’aconitase du cycle de Krebs
(Switzer 1989). Cette enzyme catalyse lI'isoméisation st&éspeifique du citrate en isocitrate
via le cis-aconitate (Fig. 26A). La ré&ction d'isomé&isation implique une déshydratation suivie
d'une rénydratation via son centre [4Fe-4S] dans lequel un des qutre atomes de fer du centre
intervient en tant d’acide de Lewis : il posséde un site de coordination vacant, I’'une de ses
orbitales pouvant accepter un doublet @ectronique ; ainsi ; il peut lier le substrat de la
réaction, stabiliser I’état intermédiaire formé ainsi catalyser la réaction d’isomérisation (Fig.

26B).

A COO_ _ COO
- ¢oo “00C (o{o]e]
T = HO+ - - o=
OOC\)\\/COO 20+ ooc\)\/coo
OH OH
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Figure 26. (A) La réaction d’isomérisation du citrate en isocitrate catalysée par le centre [4Fe-4S] de 1’aconitase. (B)

Mé&anisme réctionnel de l'aconitase illustrant la formation et la propagation de la double liaison.

La catalyse r&lox

Les centres impliqué dans ce type de ré&ction sont repré&enté& principalement par les
proténes de la super-famille des radical-SAM (S-AdéosylMéhionine). Dans ce cas, le
centre [4Fe-4S] est coordonnépar trois cyst@nes, tant dit que le quatriéme ligand est la SAM,

afin de faciliter le clivage réductif et la génération du radical 5'-dé&soxyadenosyle, permettant
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I’activation des substrats a transformer (Fig. 27) (Cheek and Broderick 2001). La superfamille
radical-SAM comprend plus de 60 enzymes difféentes qui catalysent les réctions
radicalaires dans des processus biologiques trés variée tels que la biosynthese et la

dégradation des pré&urseurs de I'ADN, de la vitamine, de l'antibiotique et des herbicides

(Sofia, Chen et al. 2001).
CH3 wﬁ/\lc%c H
S g;g;
@ ) [ W
CysSs / HO OH CysS{ /ef/T HG OH OVsS\. /?

> T F
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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 Ré&luctase, qui catalyse la formation des
quatre désoxyribonucléotides apartire des ribonucléntides correspondants (Fontecave and
Gerez 2002) ; la biotine synthase, une enzyme qui catalyse la conversion de la déhiobiotine
en biotine (c'est la derniee &ape de la voie de biosynthése de la biotine) (Fontecave,
Ollagnier-de-Choudens et al. 2003).

La ré&julation des genes

Les centres Fe-S peuvent &re sensibles aux conditions intra cellulaires (la concentration
en Fe, en Oy, ...) et ainsi jouer un rdle clé dans la régulation de certains genes. Plusieurs
regulateurs acentre Fe-S ont @édéerits, tels que la FNR, IscR,... La FNR (Fumarat et Nitrate
Reductase en anglais) controle I’expression de nombreux genes dans les conditions
anaé&obiques (Kiley and Beinert 2003). La forme active de FNR, qui est capable de se lier &
I’ADN, est un dimére possédant un centre [4Fe-4S]*" par sous-unité& Ce centre [4Fe-4S]**
convertit rapidement en présence d’oxygéne en un centre [2Fe-2S]** qui rend la proténe
inactive, alors incapable de dimériser et de se lier d’ADN.

IscR (Iron-Sulfur Cluster Regulator en anglais) est un répresseur de 1’opéron isc qui est
responsable de la biosynthése des centres Fe-S (Kiley and Beinert 2003). Son activité
régulatrice dépend de I’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 prot@nes Fe-S sont actives, IScR se trouve
sous forme holo, contenant un centre [2Fe-2S]. Sous cette forme, IscR se lie a I’ADN et
bloque sa propre transcription ainsi que celle de I’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’a présent, il était admis que certaines protéines Fe-S possédaient un centre n’ayant
aucune des fonctions ci-dessus, et servant simplement astructurer la chame polypeptidique.
Cette classe de protéine était représentée principalement par 1’endonucléase III et MutY, qui
sont impliquées dans la réparation de I’ADN (Kuo, McRee et al. 1992, Porello, Cannon et al.
1998). Cependant, des éudes reéeentes suggeent que le centre [4Fe-4S] de ses enzymes ne
joue pas seulement le rde structural mais est impliqguédans un processus ré&lox permettant la
détection et la modification des bases de I’ADN endommagées (Yavin, Stemp et al. 2006).

Des polyferrédoxines (chez les Archées uniquement), contenant jusqu’a 12 centres [4Fe-
4S], ont &éproposées comme jouant un rde de stockeur de fer (Hedderich, Albracht et al.
1992).

V1. Exemple d’une enzyme impliquée dans la réaction d’hydroxylation

en ana&obie

Comme je me suis int&ess€ adeux proté&nes UbiU et UbiV dont nous avons fait
I’hypothese qu’elles étaient impliquées dans des processus d’hydroxylation anaérobie dans la
biosynthése de 1’ubiquinone, je me suis intéressé a chercher quels étaient les autres exemples
d’enzymes capables de réaliser une réaction d’hydroxylation en I’absence de dioxygéne Oo. Il
existe quelques rares enzymes capables d’opérer des réactions d’hydroxylations en ana&obie.
L’une d’entre elles est 1’éthylbenzeéne déshydrogénase (EBDH).

Trois espeees bacté&iennes capables de dégrader de maniée ana&obique I'éhylbenzene
sont connues a ce jour (Kniemeyer and Heider 2001). Ce sont toutes des bacté&ies
deénitrifiantes appartenant au genre Azoarcus des -protébacté&ies. Pour I'une de ces souches,
Azoarcus sp. EB1, I'éhylbenzene est le seul hydrocarbure connu utilis€comme substrat de
croissance (Ball, Johnson et al. 1996). Les deux autres souches utilisent soit I'éhylbenzeéne,
soit un autre compos€hydrocarbon€& asavoir le toluene (souche EbN1) ou le n-propylbenzene
(souche PbN1) (Rabus and Widdel 1995).

Ethylbenzéne déhydrogénase (EDBH), qui catalyse I’oxydation de 1I’éthylbenzéne en (S)-
(-)-1-phényléthanol, la premiére étape de la minéralisation d’éthylbenzéne chez Azoarcus sp.
EB1 dans les conditions anaé&obiques, a &€& dénontré& comme la premiée enzyme qui
catalysait 1’hydroxylation d’un hydrocarbure aromatique en absence de molécule de
dioxygene (Johnson and Spormann 1999) (Fig. 28A). Des éudes de marquage aux isotopes
stables ont montréque le groupe hydroxyle du 1-phéylé&hanol &ait d&ivede I'eau (Ball,
Johnson et al. 1996).
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Figure 28. (A) La minéralisation d’éthylbenzéne chez Azoarcus sp. EB1 dans les conditions ana&obiques. (B) La structure
des rayons X d’éthylbenzéne déhydrogénase (EDBH) chez Aromatoleum aromaticum. Les squelettes des Ca. des sous-unités
o, B, et y sont représentés respectivement en vert, en bleu et en orange, respectivement. Les extémités N-ter sont des sphéres
de couleur appropriee et les extémit& C-ter sont des sphées grises. Mo-bisMGD, les centres fer-soufre et I'néme sont
repré&sent&s sous forme de représentation atomique. Tous les cofacteurs font partie d'une chame de transport d'éectrons
traversant les trois sous-unités. La poche en forme de tunnel menant au centre actif est marquee par une ligne noire. Pendant
la catalyse, deux dectrons ré&ultant de I'utilisation d'eau pour I'nydroxylation de I'éhylbenzéne sont transfé&és du centre de
Mo dans la sous-unitéa au fer hémique dans la sous-unitéy, d'ouils sont donné aun accepteur encore inconnu. (C) La

structure chimique du cofacteur Mo-bisMGD observé (D) Le mécanisme de réaction putatif de ’EDBH.

L’enzyme EDBH est un membre de la famille des enzymes diméhylsulfoxyde (DMSO)
ré&luctase qui comprend toutes les enzymes connues contenant du molybdene mononuclé&ire
dans le centre actif (Hille 1996). EBDH est soluble et se trouve dans le pé&iplasme. La
structure de ’EBDH d’Aromatoleum aromaticum a é&é& obtenue en 2006 par Kloer et ses
collegues (Kloer, Hagel et al. 2006) (Fig. 28B). EBDH est un hé&é&otrimée de 160 kDa qui
est composéde 3 sous-unités : o (100 kDa), B (35 kDa) et y (25 kDa). La sous-unité o
contient un centre [4Fe-4S] coordonnépar trois cysté@nes et une histidine et un systéme du
cofacteur molybdopt&ine guanine dinucléotide (Mo-bisMGD) dans son centre actif (Fig.
28C). La sous-unitép possezle 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&y, sont arrangés en forme d’un W (Fig.
28B). Les residus Lys185 et His187 de la sous-unitéf se lient directement par des liaisons
hydrogénes avec un héme b qui se trouve dans la sous-unité&y.

Le mé&anisme de réaction a ééproposeédans la figure 28D. La ré&ction commence par
une oxydation de I'ion Mo (IV) en &at Mo (VI) par une @imination de deux éectrons via la
chame de transport d'@ectrons atravers des centres Fe-S jusqu'a 1'héme. L’ion Mo (VI) se lie
une molécule d’eau et le complexe Mo (VI)-H,O libere ensuite deux protons via His192 pour
former le groupe oxo indiguécomme éat initial sur la figure 28D

Apres la liaison au substrat, ’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 1’atome C1 au groupe oxo
situéau Mo (V1). Ce transfert conduit aun groupe hydroxyle transitoire liéaMo (IV) et aun
carbocation transitoire en C1. Ensuite, le groupe hydroxyle du Mo (IV) s’ajoute a ’atome C1
du substrat. Apres 1’hydroxylation de 1’éthylbenzéne, 1’ion molybdéne se trouve en état Mo
(V) et il est ensuite réoxidéen é&at Mo (V1) pour terminer le cycle de réction. Cela a lieu &

travers la chaine des cofacteurs rédox connectant le molybdéne et ’heme.

VII. Objectif de la these

Ma thése a eu pour but de participer aune description plus complée de la biosynthése de
I’'ubiquinone en aérobie et en anaé&obie chez E. coli et une é&aluation de I'implication
physiologique de lI'ubiquinone dans diverses fonctions cellulaires dans des environnements de
laboratoire et dans la colonisation de difféents h&es. Pour atteindre cet objectif, les trois
laboratoires (CPB, UMR8229, Colle&ge de France, Paris ; UMR5163, Laboratoire Adaptation
et Pathogénie des Microorganismes, UJF-Grenoble ; UMR7283, Laboratoire de Chimie
Bact&ienne, Marseille, puis Institut Pasteur, Département de Microbiologie, Paris) combinent
des approches multidisciplinaires : (i) généique et physiologie microbienne, (ii) biologie
mol&ulaire et imagerie cellulaire, (iii) chimie des proténes biologie structurale et synthése
organique des intermé&liaires de 1’'ubiquinone qui ne sont pas disponibles dans le commerce.

Ma these se concentre sur la troisiene partie de ce projet, c.ad les éudes biochimiques et
structurelles des proté@nes Ubi qui ont é@&auparavant identifiés par nos collaborateurs afin
d'@ucider leur fonction notamment vis-avis d'un complexe Ubi qui regroupe plusieurs
proténes Ubi. En outre, une grande partie de ma thése se repose sur la caracté&isation
biochimique et structurale des protéines impliquées dans la biosynthése de 1’ubiquinone en
anaé&aobies (UbiT, UbiU, UbiV) chez E. coli et chez P. aeruginosa. Les 4 difféents chapitres

ré&ulats de cette thése seront :
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e Mise en évidence d’un complexe aérobe Ubi chez E.coli
e Caractérisation biochimique d’UbiU, d’UbiV et d’UbiT d’E.coli
e Caractérisation biochimique d’UbiU, d’UbiV et d’UbiT de Pseudomonas aeruginosae

e Expression et purification de RIhA et de TrhP

Pour ce dernier axe de ma these, bien que ces deux prot@nes ne soient pas impliqués
dans la biosynthése de 1’ubiquinone, elles présentent des similitudes avec UbiU et UbiV au
point de vue du meeanisme de réction. Dans le but de trouver le méanisme de réction, ses
prot@nes semblent &re avantageuses car leur substrats (ARNr et ARNt) sont illimité& et
faciles amanipuler ; alors que ceux d’UbiU et d’UbiV ne sont pas disponibles dans le
commerce et la synthese chimique est difficile. De plus, ces molé&ules, avec la queue
polyisoprényle, sont tres hydrophobes et demandent un tampon qui est compatible ala fois

aux substrats, UbiU-UbiV et au cofacteur/oxydant.

55



56



Chapitre Il — Maté&iels et mé&hodes

Chapitre |1
MATERIELS ET METHODES
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I. Maté&iels biologiques

1.1  Souches bacté&iennes

Chapitre Il — Maté&iels et mé&hodes

Souche Génotype Fonction
E. coli DH50 F ¢80lacZAM15 Souche permettant d’obtenir de
A(lacZY A-argF) U169 nombreuses copies de plasmide,

recAl endAl hsdR17(rk,
mk") phoA supE44 X thi-
1 gyrA96 relAl

utilisée pour obtenir les stocks d’ADN

plasmidique.

E. coli BL21(DE3)*

FompT hsdSg (g, mg")
gal dcm (DE3)

Souche permettant le contrde de la
surexpression des proténes dont le
géne a ééclonéen aval du promoteur
T7, induit par la T7 ARN polymé&ase.
Le phage DE3 pré&ent dans la souche
contient le géne codant pour la T7
ARN polymé&ase sous contrde du
promoteur LacUV5

I'IPTG

inductible par
(isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) : ce n’est qu’a
d’IPTG que Ila T7 ARN
polymé&ase, et conséguent la
d’intér&, ére

surexprimees.

I’ajout
par

protéine vont

E. coli BL21(DE3)
AubiU-ubiV?

F ompT hsdSg (g, mg")
gal decm (DE3) ubiU-
ubiV::kan

Souche dérivée d’E. coli BL21(DE3)
dont les génes ubiU et ubiV ont &é&
remplacé& par le gene réistant a
kanamycine,

surexpression d’UbiU et d’UbiV de P.

permettant la

aeruginosa.

E. coli BL21 Star
(DE3)®

FompT hsdSg (s, mg")
galdcmrnel31 (DE3)

Souche permettant le contrde de la
surexpression des prot@nes dont le
gene a ééclonéen aval du promoteur
T7, induit par la T7 ARN polymé&ase.
Le phage DE3 pré&ent dans la souche

contient le geme codant pour la T7
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promoteur LacUV5
I’'IPTG : ce n’est qu’a I’ajout d’IPTG

&alement une meilleure

ainsi  la stabilité des

ARN polymé&ase sous contrde du

inductible par

que la T7 ARN polymé&ase, et par
conséquent la protéine d’intérét, vont

é@re surexprimeées. Cette souche offre

d’ARNm compte tenu d’une mutation
dans le géne RNaseE (rnel3l) qui
réluit les niveaux de RNase endogénes

et la dégradation d’ARNm, augmentant

d’ARNm et le rendement des proténes

stabilité

transcripts

Tableau 6. Souches bactéiennes utilisées. Sources : ‘Agilent Technologie, ZInstitut Pasteur, Déoartement de

Microbiologie. *Thermo Fisher Scientific.

1.2 Vecteurs plasmidiques

Nom Caractéristiques Origine
pGro7 Plasmide permettant de surexprimer les | TaKaRa Bio,
chaperonnes GroES et GroEL. Les genes codant | Inc. (Japan)
pour ces proténes sont en aval du promoteur araB,
inductible par le L-arabinose. Géne de résistance
au chloramphénicol.
PET22-ubiV Plasmide permettant la surexpression d’UbiV d’E. | R&lis€au cours
coli en aval d’un promoteur T7 inductible par | de la these
I’IPTG avec une étiquette de six histidines a son
extrénité C-terminale. Géne de résistance a
I’ampicilline.
pET22-ubiU Plasmide permettant la surexpression d’UbiU d’E. | R&liséau cours
coli en aval d’un promoteur T7 inductible par | de lathése
I’IPTG avec une étiquette de six histidines a son
extrénité C-terminale. Géne de résistance a
I’ampicilline.
PETDuet- Plasmide permettant la co-surexpression d’UbiU | R&lis€au cours
ubiU/ubiV sans @iquette et d’UbiV d’E.coli avec une | de lathése
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éiquette de six histidines a son extr@nité C-
terminale. Les s&juences sont intéyréss en aval de
deux promoteurs T7 indévendants et inductibles

par I'IPTG. Géne de résistance a I’ampicilline.

pPET32-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 'TPTG. Le geéne ubiT est insé&éen
aval du geme codant pour la thioréloxine. Une
séguence codant pour un site clivable par la
thrombine et une séquence codant pour 1’étiquette
de six histidines sont présentes entre les deux
genes. La séquence est intégrée en aval d’un
promoteur T7 inductibles par I'IPTG. Gene de

résistance a I’ampicilline.

Ra&liséau cours

de la thése

pETZZ-UbinA

Plasmide permettant la surexpression d’UbiV de P.
aeruginosa en aval d’un promoteur T7 inductible
par I'IPTG avec une étiquette de six histidines a
son extrémité C-terminale. Géne de résistance a

I’ampicilline.

R&liséau cours

de la thése

pET22-UbiUpA

Plasmide permettant la surexpression d’UbiU de P.
aeruginosa en aval d’un promoteur T7 inductible
par 'IPTG avec une étiquette de six histidines a
son extrémité C-terminale. Géne de résistance a

I’ampicilline.

Ré&liséau cours

de la thése

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 ’IPTG. Le géne ubiTpa est ins&éen
aval du géme codant pour la thioréloxine. Une
seguence codant pour un site clivable par la
thrombine et une séquence codant pour 1I’étiquette
de six histidines sont présentes entre les deux

genes. La s&juence ubiTps a é€optimiseée par une

Ré&liséau cours

de la thése
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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 I'IPTG. Géne de

résistance a I’ampicilline.

pETDuet-ubiK

Plasmide permettant la surexpression d’UbiK d’E.
coli en aval d’un promoteur T7 inductible par
I’IPTG avec acune étiquette Geéne de résistance a

I’ampicilline.

Ré&lisépar

Bruno Faive

pPETDuet-6his-
ubiJ/ubiK

Plasmide permettant la co-surexpression d’UbiK
sans étiquette et d’UbiJ d’E.coli avec une &iquette
de six histidines &son extrémitéN-terminale. Les
séguences sont intégrés en aval de deux
promoteurs T7 indé&endants et inductibles par

I’IPTG. Gene de résistance a ’ampicilline.

Ré&lisépar

Bruno Faive

pETDuet-ubiJ
(4121-201)

Plasmide permettant la surexpression du domaine
SCP2 d’UbiT (1-120) avec une éiquette de six
histidines a son extrémité N-terminale. La
séquence est intégrée en aval d’un promoteur T7
inductibles par I'IPTG. Gene de résistance a

I’ampicilline.

Ré&lisépar

Bruno Faive

PET22-rIhA

Plasmide permettant la surexpression d’R1hA d’E.
coli en aval d’un promoteur T7 inductible par
I’IPTG avec une étiquette de six histidines a son
résistance a

extrémité C-terminale. Geéme de

I’ampicilline.

Ré&liséau cours

de la thése

PET15-rihA

Plasmide permettant la surexpression d’R1hA d’E.
coli en aval d’un promoteur T7 inductible par
I’IPTG avec une étiquette de six histidines a son
résistance a

extrémité N-terminale. Geéne de

I’ampicilline.

Ra&lisé&au cours

de la thése

PET15-trhP

Plasmide permettant la surexpression de TrhP d’E.
coli en aval d’un promoteur T7 inductible par
I’IPTG avec une étiquette de six histidines a son
résistance a

extrémité N-terminale. Geéme de

R&lis&au cours

de la thése
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I’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

pPETDuet-ubiU/ubiV : Complexe UbiU-UbiV d’E. coli

e ubiU
ATGGAGCTGCTCTGCCCTGCCGGAAATCTCCCGGCGCTTAAGGCGGCCATCGAAA
ACGGCGCAGATGCTGTTTATATCGGGCTAAAAGATGATACCAATGCCCGTCACTT
CGCCGGCCTTAACTTTACCGAGAAAAAATTGCAGGAAGCGGTGAGTTTTGTCCAT
CAACATCGCCGCAAACTTCACATCGCGATTAACACTTTTGCGCATCCGGACGGTT
ACGCCCGTTGGCAGCGCGCCGTGGATATGGCGGCGCAGCTGGGTGCCGACGCGC
TGATCCTCGCCGACCTCGCCATGCTGGAGTACGCCGCCGAGCGTTATCCGCATAT
TGAGCGCCACGTATCGGTGCAGGCTTCGGCGACCAATGAAGAGGCGATTAACTTT
TATCATCGCCATTTTGACGTTGCTCGCGTGGTGCTGCCGCGCGTGTTGTCGATTCA
TCAGGTGAAACAACTGGCACGGGTCACACCTGTACCACTGGAAGTCTTTGCTTTC
GGCAGCCTGTGCATTATGTCGGAAGGTCGTTGCTATCTGTCGTCGTATCTGACGG
GTGAGTCGCCCAACACCATAGGCGCGTGTTCTCCGGCCCGTTTCGTGCGCTGGCA
ACAAACGCCGCAGGGGCTGGAATCCCGCCTGAACGAAGTGCTGATCGACCGTTA
TCAGGACGGCGAAAACGCAGGTTATCCGACGCTATGTAAAGGGCGTTATCTGGT
GGACGGCGAGCGCTATCACGCGCTGGAAGAACCAACCAGTCTCAATACCCTGGA
ACTGCTGCCGGAGTTAATGGCGGCGAATATTGCTTCGGTGAAAATTGAAGGCCGC
CAGCGTAGCCCGGCGTATGTCAGCCAGGTGGCGAAAGTCTGGCGTCAGGCTATC
GACCGTTGTAAGGCCGATCCGCAAAACTTTGTACCGCAAAGCGCGTGGATGGAG
ACGCTCGGGTCGATGTCCGAAGGCACGCAAACCACTCTTGGCGCATATCACCGTA
AATGGCAGTGA

e ubiVv
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
GAGGTGATCGCGGCCTTCGACCGGGTACGCAAGGGTGCCGCTCCGCCGLCTCGLCG
TGGAAGGCTGCAACGGCTACTGGCACGGCCGGCCGGGGATGCTGCGGGCAGAGG
AGGCAGGGCTATGCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

PET22-ubiUpa: UbiUpa de P. aeruginosa
ATGCAACTGGTCTGTCCGGCGGGCAGCCTGCCCGCCTTGAAGTCGGCCCTGCGAC
AGGGCGCCGATGCCATCTACGTCGGTTTCCGCGACGACACCAACGCCCGCCATTT
CGCCGGCCTCAACCTTGACGAACGCCAGTTGCAGGAAGGCCTGCGGCGAGTCCA
CGAGGCCGGGCGGCAGCTCTACGTAGCGGTCAACACCTATTCCAGCGCGCAGGG
CTGGGAGCGCTGGCAGCGCGCGGTGGACCAGGCCGCCGACCTCGGCGTCGATGC
GTTGATCGCCGCCGACGTGGCGGTGCTCGGCTATGCCGCGAAGCGTCATCCGLCGG
CTCAACCTGCATCTGTCGGTGCAGGGCTCGGCAACCAATGCCGCGGCCCTGGCCC
TCTATCACGAACGCTACGGCATCCGTCGCGCGGTCCTGCCCCGCGTGCTATCGCT
GGCGCAGGTACGCCAGGTGGCGGCCGGTAGCCCGGTGCCGGTGGAGGTGTTCGC
CTTCGGCAGCCTGTGCATCATGGCCGAGGGCCGCTGCCACCTGTCCTCCTACGTC
ACCGGCGAGTCGCCGAACCTCTGCGGCGTCTGTTCGCCGGCCAGGGCGGTGCGCT
GGAGCGAGGAACCGGAGGGGTTGACCTCGCGCCTCAACGAAGTGCTCATCGACC
GCTACGCCGCCGGCGAGGCGGCCGGCTACCCGACCCTCTGCAAGGGLCCGTTTCCT
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GGTCAATGGCCAGCGCTTCCATGCGCTGGAGGAACCGACCAGCCTGAACACCCT
GGACCTGGTCCCGCAGCTGGCGGAAATCGGCGTGGCGGCGGTGAAGATCGAAGG
CCGCCAGCGCAGCCCGGCCTACGTCGAGCAGGTCACCCGGGTCTGGCGCCAGGC
GCTGGACAGCTACGCCAGCGCGCCGGGCGCCTATAGCGTGCAGCCGCAATGGCA
GCGCGCGCTGGCCGGACTTTCCGAAGGGCACCAGACCACCCTGGGCGCCTATCAC
CGTTCCTGGCAGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

PET32-ubiTpa : Trx-UbiTpa de P. aeruginosa optimisé
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

pPETDuet-6his-ubiJ/ubiK : Complexe UbiJ-UbiK

e 6his-ubiJ
ATGGAATTGCATCATCATCATCATCATGAATTCATGCCTTTTAAACCTTTAGTGAC
GGCAGGAATTGAAAGTCTGCTCAACACCTTCCTGTATCGCTCACCCGCGCTGAAA
ACGGCCCGCTCGCGTCTGCTGGGTAAAGTATTGCGCGTGGAGGTAAAAGGCTTTT
CGACGTCATTGATTCTGGTGTTCAGCGAACGCCAGGTTGATGTACTGGGCGAATG
GGCAGGCGATGCTGACTGCACCGTTATCGCCTACGCCAGTGTGTTGCCGAAACTT
CGCGATCGCCAGCAGCTTACCGCACTGATTCGCAGTGGTGAGCTGGAAGTGCAG
GGCGATATTCAGGTGGTGCAAAACTTCGTTGCGCTGGCAGATCTGGCAGAGTTCG
ACCCTGCGGAACTGCTGGCCCCTTATACCGGTGATATCGCCGCTGAAGGAATCAG
CAAAGCCATGCGCGGAGGCGCAAAGTTCCTGCATCACGGCATTAAGCGCCAGCA
ACGTTATGTGGCGGAAGCCATTACTGAAGAGTGGCGTATGGCACCCGGTCCGCTT
GAAGTGGCCTGGTTTGCGGAAGAGACGGCTGCCGTCGAGCGTGCTGTTGATGCCC
TGACCAAACGGCTGGAAAAACTGGAGGCTAAATGA

o ubiK
ATGATTGACCCGAAAAAAATTGAGCAAATCGCTCGCCAGGTTCACGAATCAATG
CCTAAAGGAATCAGGGAGTTCGGGGAAGATGTGGAGAAAAAAATCCGCCAAACC
CTACAAGCGCAGCTGACGCGCCTCGACCTTGTAAGCCGTGAAGAGTTCGACGTCC
AAACGCAAGTCCTGTTACGGACTCGTGAAAAACTGGCGCTGCTTGAACAAAGAA
TCAGCGAACTGGAAAATCGCAGTACTGAGATCAAAAAGCAGCCAGATCCAGAGA
CTCTCCCCCCAACGCTGCTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGA
ACGCCAGCACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAA

PETDuet-ubiJ (A121-201) : Domaine SCP2 d’UbiJ
ATGGAATTGCATCATCATCATCATCATGAATTCATGCCTTTTAAACCTTTAGTGAC
GGCAGGAATTGAAAGTCTGCTCAACACCTTCCTGTATCGCTCACCCGCGCTGAAA
ACGGCCCGCTCGCGTCTGCTGGGTAAAGTATTGCGCGTGGAGGTAAAAGGCTTTT
CGACGTCATTGATTCTGGTGTTCAGCGAACGCCAGGTTGATGTACTGGGCGAATG
GGCAGGCGATGCTGACTGCACCGTTATCGCCTACGCCAGTGTGTTGCCGAAACTT
CGCGATCGCCAGCAGCTTACCGCACTGATTCGCAGTGGTGAGCTGGAAGTGCAG
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GGCGATATTCAGGTGGTGCAAAACTTCGTTGCGCTGGCAGATCTGGCAGAGTTCG
ACCCTGCGTAA

PET22-rIhA : RIhAghis 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-rIhA : ghisRIhA 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

1.3 Milieu de culture

Le milieu LB (Lysogeny Broth), utilis€ pour cultiver les souches bact&iennes, est
composeéde 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 st&ilis€achaud (20 min &120<C). Pour les cultures sur boies de Péri (milieu solide),
15 g d’agar par litre de milieu LB sont ajoutés. Les antibiotiques nécessaires a la sélection des
souches bact&iennes sont ajouteés araison de 50 pg/mL pour I’ampicilline, 14 ug/mL pour le
chloramphénicol et de 20 pg/mL pour la kanamycine. Pour les cultures surexprimant les
chaperonnes GroES et GroEL, I’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.

Il. Biologie moleéulaire

1.1 Préoarations des bacté&ies compéentes

Les bactéries sont cultivées dans 25 ml de milieu LB jusqu’en phase de croissance
exponentielle (Asoo nm ~ 0.4), otelles sont ensuite placés dans la glace pendant 15 min.
Apres centrifugation (2 700 g, 4<C, 10 min), les cellules sont dé&antés 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 RbCI, 50 mM MnCl, 100 mM, 30 mM acé&ate de
potassium CH3CO,K, 15 % glycé&ol. Les cellules resupendues sont ensuite incubéss dans la
glace (15 min) puis collectées (580 g, 4<C, 15 min) et de&santées. Les cellules sont alors
resuspendues dans 2 ml d’une solution refroidie dans la glace et contenant 10 mM MOPS, 10
mM RbCI, 75 mM CacCl,, 15 % glycé&ol. Les cellules resupendues sont ensuite incubés dans
la glace (15 min). Les cellules compé&entes ainsi obtenues sont aliquotees par 50 ou 100 M, et

congelées dans I’azote liquide et conservées a -80<C avant utilisation.

1.2 Transformation des bacté&ries par choc thermique
Afin d’intégrer le plasmide désiré dans une souche bactérienne, un aliquot de 50 pL de
cellules compéentes de la souche désirés est placédans la glace et mis aincuber pendant 30

min avec 50 pg de plasmide afin que ’ADN puisse s'adsorber a la surface des bactéries. Un
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choc thermique de 45 secondes &42<C restaure instantanénent la fluiditéde la membrane
bact&ienne et permet au plasmide de franchir les enveloppes bact&iennes. Aprés 1 min a
4C, 800 L de milieu de culture sans antibiotique sont ajouté& aux cellules ainsi
transformés qui sont mises en culture pendant 1 h &37<C. Cette éape permet, pour les
cellules ayant incorporéle plasmide, de restaurer le mé&abolisme et la croissance des bacté&ies
ainsi que de démarrer la traduction du géne de résistance a I’antibiotique présent sur celui-Ci.
Ainsi, lorsqu’elles seront étalées sur boite de Pétri contenant 1’antibiotique correspondant, les
colonies transformés seront séectionnés. Classiquement, la boie de Péri est placée a
I’étuve a 37°C sur la nuit et récupérée le lendemain matin, entourée de parafilm et placée au

frigo, ouelle peut &re conservés pendant trois semaines.

1.3 Extraction et purification des plasmides

Une colonie de bactéries DHS5a, transformées par le plasmide a amplifier, est prélevée sur
boie de Péri et mise en culture sur la nuit &37<C sous agitation (200 rpm) dans 10 mL de
milicu de culture contenant 1’antibiotique approprié. Le lendemain, les bacté&ies sont
collectées par centrifugation &6 000 rpm pendant 10 min &4 <C. Les ADNSs plasmidiques sont
ensuite extraits et purifiés agrée au kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN). La mé&hode
consiste en un traitement a la RNase suivi d’une lyse cellulaire basique qui dénature I’ADN
chromosomique et les proténes. Le lysat est déposésur une colonne de silice qui permet de
retenir I’ADN plasmidique. Apres deux lavages permettant d’enlever les impuretés, ’ADN
plasmidique est élu¢ avec de I’eau ou un tampon contenant une faible concentration en sel. La
concentration en ADN plasmidique est déterminée en mesurant I’absorption & 260 nm de la

solution sur un NanoDrop 2000 (ThermoScientific).

1.4 Mutagenése

Les mutants cysteine en alanine sont gén&é& apartir des plasmides correspondants en
utilisant le kit Q5 Site-Directed Mutagenesis (New England Biolabs). Ce kit est conqi pour la
réalisation rapide et efficace d’insertions, de délétions et de substitutions au niveau d’un ADN
plasmidique double brin (Fig. 29). Premiee étape : amplification exponentielle a 1’aide
d’amorces standards et d’un master mix contenant Q5 Hot Start High-Fidelity DNA
Polymerase. Deuxiéme étape : incubation avec un mélange d’enzymes unique contenant une
kinase, une ligase et Dpnl, permettant la circularisation rapide du produit de PCR et

I’élimination de I’ADN matrice. Troisieme étape : transformation de cellules compétentes.
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A Substitutions B. Deletions C. Small Insertions D. Large Insertions
(= 6 nts) (> 6 nts)

Design Strategy

————————————————————————

Figure 29. Principe de Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit.

I11.  Méhodes biochimiques
I11.1 Analyses des proténes et &ectrophorése
111.1.1 Dosage des proténes
La concentration en proténe est classiquement déerminé& par la mé&hode de Bradford
(Bradford 1976). Le bleu de Coomassie G-250 (Fig. 30), ou Brilliant Blue, pré&ent 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 prot@nes, en se fixant sur les
résidus basiques (arginine, histidine, lysine) et les résidus aromatiques (tyrosine, tryptophane,
phenylalanine) de la protéine, absorbant alors a Amax = 595 nm. La densitéoptique acette
longueur d’onde est proportionnelle a la concentration en protéine. L’albumine de sérum

bovin sert ala rélisation de la gamme é&alon. Cette mé&hode a une sensibilitéde 0.2 pg de

proténes.

(

S o

Figure 30. Structure du bleu de Coomassie G-250

111.1.2 Electrophorése sur gel polyacrylamide en conditions dénaturantes
Cette technique analytique, appelé& couramment SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) est inspiree du protocole déesrit par Ulrich Laemmli en

1970 (Laemmli 1970). Elle est utilisé pour analyser les proténes et les séarer en fonction de
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la masse moléculaire de la chaine polypeptidique, ainsi que d’estimer leur degré de pureté.
C'est une technique dénaturante qui dissocie les complexes prot@ques non-covalents. Elle
permet également d’analyser des cellules entieres afin de controler le taux d’expression d’une
proté@ne. Des marqueurs de poids moleulaires connus sont disponibles commercialement
(Bio-Rad ou Fisher Scientific).

Les e&hantillons protéques & analyser sont mé&angé& avec un tampon deénaturant
concentré4 fois (225 mM Tris-HCI pH 6.8, SDS 8%, glycérol 40%, -mercapto&hanol 3%,
bleu de bromophéol 0.2%). Le SDS est un déergent fort possélant une longue queue
hydrocarboné& hydrophobe et une extrémité chargé& neégativement. Il interagit avec les
proténes par sa portion hydrocarboné en liant leurs ré&gions hydrophobes. En se liant ala
protéine, le SDS empéche son repliement et lui confeére une charge nette négative. Le -
mercaptoéhanol est un agent ré&lucteur qui réluit les ponts disulfures des proténes. Afin
d’achever la dénaturation des protéines, les échantillons sont chauffés 5 min a 95°C puis
centrifugés pendant 5 min al15 000 rpm. Par conséjuence, les prot@nes dénaturées ont perdu
leur structure tridimensionnelle native et elles sont sous une forme monomé&ique.

Le gel polyacrylamide utilis€pour séarer les proténes est en géné&al discontinu : il est
composeé de deux phases. La premi&e partie — gel de concentration, moins dense (4%
d’acrylamide), permet au préalable de concentrer 1'échantillon en une fine bande prot&que,
avant d'entrer dans la deuxiéme 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 proténes autour de la zone d’intérét, cf. Tableau 8 pour les

compositions.

_ Séparation Concentration
Solution meére
(12%) (4%0)
Tris-HCI 0.9 M pH 8.9 pH6,8 | 6 mL 0.625 mL
Acrylamide/Bisacrylamide (19:1) 40% | 4.8 mL 0.75mL
H.O 4.6 mL 2.3 mL
Persulfate d'ammonium (NH,4),S,0s
o 160 uL 50 uL

10% (amorceur radicalaire)
SDS 10% 160 uL 50 puL
TEMED 16 uL 5uL

Tableau 8. Exemple de composition d'un gel d'acrylamide 12% pour deux gels de 1 mm d’épaisseur
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Les ehantillons protéques déosés sur gel vont migrer sous une diffé&ence de potentiel
de 150 V, 30 mA, pendant 60 min dans un tampon conducteur Tris-Glycine-SDS (25 mM
Tris-HCI pH 8.3, glycine 192 mM, SDS 1 g/L) jusqu’a ce que le front de migration, visualisé
gr&e au bleu de bromophénol, atteigne le bas du gel. Les chames polypeptidiques, totalement
dénaturées et chargées néyativement de fagon homogene, vont migrer atravers le gel gr&e a
la difféence de potentiel et leur vitesse de migration ne dépendra que de leur poids
mol&ulaire apparent, les plus petites migreront plus vite et les plus grosses plus lentement.
Des marqueurs de poids moléulaire connus serviront de calibrants (Bio-rad ou Fisher
Scientific).

Lorsque les prot@nes ont éeséparees, le gel est placédans une solution de coloration
(50% H,0, 45% é&hanol, 5% acide ac&ique et 150 mg de bleu de Coomassie pour un litre de
solution) pendant 20 min. Cette coloration permet de visualiser toutes les proténes dans
I’échantillon dont la concentration dépasse la limite de détection de la coloration. Le gel
coloréau bleu de Coomassie est ensuite dé&oloré pendant 1 heure dans une solution de
dé&oloration (70% H,0, 20% EtOH, 10% acide acé&ique) : seules les prot@nes, qui ont une
meilleure affinité pour le bleu de Coomassie que le gel d’acrylamide, restent colorées. Le gel
est ensuite analysé a 1’aide du Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad).

I11.2 Surexpression et purification des proténes
111.2.1 UbiV d’E. coli sauvage et ses mutants cysténe en alanine (33.6 kDa)
111.2.1.1 Surexpression et obtention des extraits solubles

Les plasmides pET-22b, codant pour UbiV d’E.coli sauvage ou ses mutants cysténe en
alanine (C193A C197A, C39A C193A C197A, C180A C193A C197A, C39A C180A C193A
C197A) sont co-transformé& avec le plasmide pGro7 dans les cellules compéentes
BL21(DE3). Une préculture, a partir d’une simple colonie, est effectué en milieu LB sur la
nuit &37<C sous agitation (200 rpm) en pré&ence de 50 ug/mL d’ampicilline et 14 ug/mL de
chloramphénicol. Le lendemain, le milieu de culture LB est inoculéavec 1% de la préculture
en pré&ence des ménes antibiotiques. La culture est r&lise&e a37<C et sous agitation (200
rpm) jusqu’a atteindre une DOgoonm = 1.2. Le L- arabinose (2 g/L) est alors rajoutéau milieu
de culture afin d’induire I’expression et la production de GroES et GroEL. A une DOgog nm =
1.8 la culture est refroidie sous eau froide puis la surexpression des proténes est induite avec
100 uM d’IPTG a 16°C sur la nuit. Toutes les étapes suivantes sont réalisées a 4°C. Les
cellules sont collectés par centrifugation avec un rotor JLA - 8.1000 (Beckman Coulter,
Aventi J26S XPI) &5000 g pendant 10 min. Elles sont ensuite resuspendues araison de 5
ml/g de cellules humides dans du tampon de lyse A (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 150 mM NacCl,
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15% (v/v) glycerol) contenant 1 mM DTT avec ajout d’un compriméde Complete™ Protease
Inhibitor Cocktail (Roche) pour 50 mL tampon de lyse A. Les cellules sont ensuite
meeaniquement casseées par sonication (Branson Sonifier 450) pendant 10 min avec des cycles
de 5s de sonication / 9s de repos, la sonde é&ant réglée sur 40% d’amplitude. Aprés
ultracentrifugation & 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 protéques solubles, est r&eupeé

111.2.1.2 Colonne d’affinitéNi**

Les prot@nes sont exprimees avec une éiquette de six histidines aleur extré@nité C-
terminal. Cette derniére posséde une forte affinité pour I’ion Ni*" ce qui servira pour les
purifier.

Le surnageant clarifiéest déosésur une colonne HisTrap FF Crude column 5mL (GE
Healthcare) préé&yuilibré avec le tampon A contenant 1 mM DTT. La colonne est ensuite
lavée avec 5 volumes de tampon B (50 mM TrisHCI pH 8.5, 150 mM NaCl, 15% (v/v)
glycerol, | mM DTT, 10 mM imidazole) contenant | mM DTT afin d’éliminer des prot@nes
non spécifiques d’E.coli retenues sur la colonne. Les proté@nes UbiV sauvages et ses mutantes
sont ensuite @uées par un gradient linéire en 10 volumes de colonne de 2 &50 % de tampon
B contenant 500 mM d’imidazole. Les fractions contenant les proté@nes (confirméss par un
gel SDS-PAGE) sont rassemblées et I’inhibiteur de protéase PMSF (fluorure de
phéylméhylsulfonyle) est rajouté&pour obtenir une concentration finale a1mM.

111.2.1.3 Colonne d’exclusion stérique Superdex S75

Une colonne d’exclusion st&ique permet de séparer les proténes en fonction de leur
volume hydrodynamique. Si on conside&re que les proténes et les complexes proté&ques sont
globulaires, ce volume est proportionnel aleur poids molé&ulaire et les espeees de plus haut
poids moléeulaires vont sortir en premier, car elles effectueront le trajet le plus court sur la
colonne. Une calibration avec des prot@nes de poids molé&ulaires connus permet de realiser
une gamme &alon permettant de calculer la masse molé&ulaire associee aun volume de
réention donné

Une colonne d’exclusion stérique Superdex S75 (GE Healthcare) est capable de séparer
les proténes ayant un poids moleeulaire situéentre 3 et 70 kDa. UbiV sauvage et les mutants
issus de la colonne Nickel sont déosés sur la colonne préequilibree avec le tampon C (50
mM Tris-HCI, pH 8.5, 25 mM NacCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 1 mM DTT. Cette &ape
permet de séparer GroEL (60 kDa) d’UbiV sauvage ou les mutants correspondants (33.6 kDa)

qui sont monomeiques. Les fractions contenant les prot@nes (confirmeéss par un gel SDS-
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PAGE) sont rassemblées et concentrées jusqu’a 30-40 mg/mL. Les proté@nes pures sont
aliquotées, congelées dans 1’azote liquide et conservées a -80C.

On obtient environ 150 mg de protéine d’UbiV sauvage par litre de culture.

111.2.2 UbiU d’E. coli sauvage (38.1 kDa)
111.2.2.1 Surexpression et obtention des extraits solubles

UbiU d’E. coli sauvage est surexprimee et les extraits solubles ont &e obtenues en
utilisant le méme protocole pour UbiV d’E.coli, sauf que les cellules sont resuspendues dans
du tampon de lyse D (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 500 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant
0.2% (m/v) de sarkosyl (N-Lauroylsarcosine).

111.2.2.2 Colonne d’affinité Ni**

La proténe est exprimé avec une éiquette de six histidines &son extrénitéC-terminal.
Cette derniére posséde une forte affinité pour I’ion Ni*** ce qui servira pour les purifier.

Le surnageant clarifiéest dépos€une sur colonne HisTrap FF Crude column 5mL (GE
Healthcare) préeguilibrée avec le tampon D (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 500 mM NaCl, 15%
(v/v) glycerol) contenant 0,1% (m/v) de sarkosyl. La colonne est ensuite lavés avec 5 volumes
de tampon E (50 mM TrisHCI 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 proté@ne UbiU est ensuite @ué par un gradient
linéaire en 10 volumes de colonne de 2 a 50 % de tampon E contenant 500 mM d’imidazole et
6mM du LDAO. Les fractions contenant les prot&nes (confirmées par un gel SDS-PAGE)

sont rassembléss et concentréss.

111.2.2.3 Colonne d’exclusion stérique Superdex S200

Une colonne d’exclusion stérique Superdex S200 (GE Healthcare) permet de séparer les
prot@nes dont le poids est compris entre 10 et 600 kDa. La protéine UbiU obtenue a 1’issue
de la colonne Nickel est déposer sur la colonne Superdex S200 préé&jyuilibré& avec le tampon
A (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 150 mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 3 mM LDAO.
Cette éape permet de permet d’éliminer les contaminants restants. Les fractions contenant la
prot@ne (confirmées par un gel SDS-PAGE) sont rassemblées et concentrées jusqu’a 25
mg/mL. La proté@ne UbiU pure est aliquoté&, congelée dans liquide nitrogéne et conservés a

-80<C. On obtient environ 2 mg de proté@ne UbiU par litre de culture.
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111.2.3 Complexe UbiU-UbiV d’E. coli sauvage et ses mutants cysténe en alanine
d’UbiU (70.6 kDa)
111.2.3.1 Surexpression et obtention des extraits solubles
La surexpression et la ré&upé&ation 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 méme protocole que celui d’UbiV d’E.coli, sauf

que la surexpression des proté@nes est induite avec 50 uM d’IPTG.

111.2.3.2 Purification

Le complexe UbiU-UbiV d’E.coli sauvage et les complexes mutants cysténe en alanine
d’UbiU sont exprimées avec une ¢tiquette de six histidines a I’extrémité C-terminal d’UbiV.
Les proténes sont purifiées en utilisant le mé&ne protocole pour UbiV d’E.coli, sauf que les
prot@nes sont déposeées la colonne Superdex S75 préé&uilibré avec le tampon A (50 mM
Tris-HCI, pH 8.5, 150 mM NacCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 1 mM DTT.

111.2.4 UbiV de Pseudomonas aeruginosa sauvage et ses mutants cysténe en
alanine (33.7 kDa)

UbiV de P. aeruginosa sauvage (UbiVpa) et ces mutants cysténe en alanine (C193A
C197A, C39A C193A C197A) sont surexprimees et purifiées en utilisant le mé&ne protocole
pour UbiV d’E.coli, sauf que la transformation a é&éeffectuee dans les cellules BL21(DE3)
AubiU-ubiV.

111.2.5 UbiU de Pseudomonas aeruginosa sauvage (37.1 kDa)

UbiU de P. aeruginosa sauvage (UbiUpa) est surexprimee et purifiee en utilisant le méne
protocole pour UbiU d’E.coli, sauf que la transformation a &é& effectué dans les cellules
BL21(DE3) AubiU-ubiV.

111.2.6 Trx-UbiT de P. aeruginosa (37.2 kDa)
111.2.6.1 Surexpression et obtention des extraits solubles

Le plasmide pET-32a(+), codant pour UbiT de P.aeruginosa (UbiTpa) fusionné& avec la
thiorédoxine d’E.coli (Trx) ason extrémité N-terminale est transformé dans les cellules
compéentes BL21(DE3) AubiU-ubiV. Une préculture, a partir d’'une simple colonie, est
effectuee en milieu LB sur la nuit &37<C sous agitation (200 rpm) en pré&ence de 50 pg/mL
d’ampicilline. Le lendemain, le milieu de culture LB est inocul&avec 1% de la préculture en
pré&ence des ménes antibiotiques. La culture se fait &37<C et sous agitation (200 rpm)
jusqu’a atteindre une DOgoo nm = 0.5. La culture est ensuite refroidie sous eau froide puis la

surexpression de la prot@ne est induite avec 50 uM d’TIPTG a 16°C sur la nuit. Toutes les
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&éapes suivantes sont r&lisées a4 <C. Les cellules sont collectés par centrifugation avec un
rotor JLA-8.1000 (Beckman Coulter, Aventi J26S XPI) a5 000 g pendant 10 min. Elles sont
ensuite resuspendues araison de 5 ml/g de cellules humides dans du tampon de lyse D (50
mM Tris-HCI, pH 8.5, 500 mM NacCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 5% (m/v) de cholate de
sodium avec ajout d’un comprimé de Complete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche) pour
50 mL de tampon. Les cellules sont ensuite mé&aniquement cassees (Branson Sonifier 450)
par sonication pendant 10 min avec des cycles de 5s de sonication / 9s de repos, la sonde éant
réglée sur 40% d’amplitude. Aprés ultracentrifugation a 190 000 g (35 000 rotor 50.2 Ti,
ultracentrifugeuse Optima XPN80 Beckman Coulter) pendant 1h, le surnageant, contenant les

extraits proté@ques solubles, est r&up&ée

111.2.6.2 Colonne d’affinité Ni**

La proténe fusionné est exprimé avec une éiquette de six histidines situés entre la
thioré&loxine et UbiTpa. Cette derniée servira pour la purifier. Le surnageant clarifié est
déoséune sur colonne HisTrap FF Crude column 5mL (GE Healthcare) prééguilibrée avec
le tampon D (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 500 mM NacCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 0,5%
(m/v) de cholate de sodium. La colonne est ensuite lavee avec 5 volumes de tampon E (50
mM TrisHCI pH 8.5, 500 mM NacCl, 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 fixees sur la
colonne. La proténe Trx-UbiTpa est ensuite duée par un gradient lin&ire en 10 volumes de
colonne de 2 a 50 % de tampon E contenant 500 mM d’imidazole. Les fractions contenant les

proténes (confirmeées par un gel SDS-PAGE) sont rassemblé&s et concentrées.

111.2.6.3 Colonne d’exclusion stérique Superdex S200

La proténe de fusion Trx-UbiTpa obtenue a I’issue de la colonne Nickel est déposée sur
la colonne Superdex S200 préé&juilibré avec le tampon A (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 150
mM NaCl, 15% (v/v) glycerol) contenant 0,5% (m/v) de cholate de sodium. Cette &ape
permet de permet d’éliminer les contaminants restants. Les fractions contenant la protéine
(confirmeéss par un gel SDS-PAGE) sont rassemblées et concentrées jusqu’a 25 mg/mL. La
proténe de fusion Trx-UbiTpa pure est aliquotée, congelé dans liquide nitrogéne et
conservées a-80C. On obtient environ 4 mg de proténe de fusion Trx-UbiT par litre de

culture.
111.2.7 UbiK d’E. coli (13.8 kDa)

111.2.7.1 Surexpression et obtention des extraits solubles
Le plasmide pETDuet-ubiK, codant pour UbiK d’E.coli avec aucune eéiquette est

transformédans les cellules compéentes BL21(DE3). Une préculture, a partir d’une simple
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colonie, est effectuée en milieu LB sur la nuit &37 <C sous agitation (200 rpm) en préence de
50 pg/mL d’ampicilline. Le lendemain, le milieu de culture LB est inoculé avec 1% de la preé-
culture en présence des mé&nes antibiotiques. La culture est ralisée a37 <C et sous agitation
(200 rpm) jusqu’a atteindre une DOgoo nm = 0.5. La surexpression de la proté@ne est induite
avec 400 uM d’IPTG a 37°C pendant 4h. Toutes les étapes suivantes sont réalisées a 4°C. Les
cellules sont collecté&s par centrifugation avec un rotor JLA - 8.1000 (Beckman Coulter,
Aventi J26S XPI) &5000 g pendant 10 min. Elles sont ensuite resuspendues araison de 5
ml/g de cellules humides dans du tampon de lyse F (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 20 mM NacCl)
avec ajout d’un comprimé de Complete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche) pour 50 mL de
tampon. Les cellules sont ensuite mé&aniquement casséss par sonication (Branson Sonifier
450) pendant 10 min avec des cycles de 5s de sonication / 9s de repos, la sonde &éant r&jlée
sur 40% d’amplitude. Les acides nucléiques sont pre&ipité&s avec 2% (w/v) du sulfate de
streptomycine. Aprés ultracentrifugation @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 prot&ques solubles, est r&eup&aé

111.2.7.2 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 tré basse qui permettra seulement de laisser
pénérer les petites molé&ules mais pas les macromoléeules (les proténes). Avec une résine
ayant un débit rapide (limite de ré&olution basse, qualitéde réolution grossiére), on peut donc
rapidement recueillir le volume mort, otisont restés les macromolé&ules.

Les extraits solubles sont déposés sur une colonne de dessalage HiPrep™ 26 / 10 (GE
healthcare) préé&uilibrée avec le tampon F (50 mM Tris-HCI, 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 trés basse concentration en sel. Les fractions contenant la proténe sont

rassembléss.

111.2.7.3 Colonne d’échange anionique
La chromatographie échangeuse d’ions permet la séparation de différentes protéines en
fonction de la charge nette des proténes. La chromatographie d'é&hange d'anions, plus
spesifiquement, utilise une ré&ine é&hangeuse d'ions chargee positivement avec une affinité
pour les moleeules ayant des charges de surface négatives nettes, les moléules neutres ou
chargéss positivement ne vont pas s’accrocher et vont donc étre éluées immédiatement. Un
gradient lin&ire du contre-ion (CI') est utilisé Les proténes qui sont moins éroitement lié&s a

la résine vont éluer tout d’abord, comme le contre-ion se gé&e plus facilement leur liaison

81



Chapitre Il — Maté&iels et mé&hodes

ionique de la colonne. Les proténes qui sont plus éroitement liéva @uer plus tard, lorsque la
concentration en contre-ion est devee.

Les protéines issues de la colonne de déssalage sont déposées sur colonne HiTrap™ Q FF
préeyuilibrée avec le tampon F. La colonne est ensuite lavé avec 5 volumes de tampon F
afin d’éliminer des protéines non liées d’E.coli retenues sur la colonne. La proténe UbiK est
ensuite @ué par un gradient liné&ire en 10 volumes de colonne de 0 &2100 % de tampon G
(50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 500 mM NaCl). Les fractions contenant la proténe (confirmees
par un gel SDS-PAGE) sont rassemblées

111.2.7.4 Colonne d’exclusion stérique Superdex S200
La protéine UbiK obtenue a I’issue de la colonne d’échange anionique est déposée sur la
colonne Superdex S200 préeguilibré avec le tampon H (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM
NaCl). Cette étape permet de permet d’éliminer les contaminants restants. Les fractions
contenant la prot@ne (confirmés par un gel SDS-PAGE) sont rassemblés et concentrées
jusqu’a 25 mg/mL. La proténe UbiK pure est aliquotés, congelée dans liquide nitrogene et

conserveess a-80<C.

111.2.8 Complexe UbiJ-UbiK d’E. coli (37.4 kDa)

La surexpression, la ré&upé&ation des extraits solubles et la purification du complexe
UbiJ-UbiK d’E.coli sont effectuéss en utilisant le protocole dérit dans (Loiseau, Fyfe et al.
2017). Briévement, c’est le plasmide pETDuet-6His-UbiJ/UbiK-Stag qui est utilis€pour la
surexpression. L’induction par IPTG (200 uM) se fait 8 DOgoonm = 0.4 et la culture se fait &
37<C pendant 4 heures. Le tampon de lyse est le tampon H (50 mM Tris-HCI, 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 &deux complexes UbiJ : UbiK sont purifiés : P1 et
P2. C’est le pic P2 qui est récolté, et concentré jusqu’a 25mg/ml : I’analyse SEC-MALLS et
ultracentrifugation analytique pratiqué&avant mon arrivee au laboratoire par M. Lombard a
montré qu’il correspond a un hétérotrimeére 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/f, = 1.75).

111.2.9 Domaine SCP2 d’UbiJ d’E. coli (14.7 kDa)

La surexpression et la récupération des extraits solubles du domaine SCP2 d’UbiJ (UbilJ-
SCP2, 1-120) d’E.coli sont effectuéss par induction au lactose (5.8 mM) aDOgoonm = 0.4 et
les cellules sont lysées dans le tampon H avec ajout d’un comprimé de Complete™ Protease

Inhibitor Cocktail (Roche) pour 50 mL de tampon.
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111.2.9.1 Purification

La prot@ne UbiJ-SCP2 d’E.coli est purifiée est purifié en utilisant le mé&ne protocole

pour le complexe UbiJ-UbiK d’E.coli.
111.2.10 TrhP d’E. coli (52.3 kDa)
111.2.10.1 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 méme protocole que celui d’UbiU, sauf que la
surexpression des proté@nes est induite avec 500 uM d’IPTG et les cellules sont resuspondues
dans le tampon de lyse D.

111.2.10.2 Purification

La protéine TrhP d’E.coli est exprimée avec une étiquette de six histidines a 1’extrémité
N-terminal de TrhP. La proténe est purifiée en utilisant le mé&ne protocole pour le complexe
UbiU-UbiV d’E.coli

111.2.10.3 RIhAiss et nissRIhA d’E. coli (72.7 KDA et 75.2 kDa)

La surexpression, la récupération des extraits solubles et la purification d’RIhA d’E. coli
sont effectuées en utilisant le méme protocole que celui de TrhP d’E. coli, sauf que les
tampons utilisé&s sont 50 mM phosphate de potassium pH 8 au lieu de 50 mM Tris-HCI pH
8.5.

111.3 Evaluation des cofacteurs
111.3.1 Dosage du fer

La quantification de fer dans les proténes se repose sur une méhode 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)s dans 1’acide nitrique (Iron standard for
AAS, 1000 pg/mL, Sigma-Aldrich) dilué au 36°™ permet d’obtenir une solution de
réf&ence a500 uM de Fe(NOs); et de r&liser des standards contenant respectivement 0, 0.5,
1,2 ,4,6,8 et 10 nmoles de fer dans un volume final de 65 uL d’H,0. De la mé&ne maniere,
diffé&entes quantité&s de proté@nes (0.5, 1, 2 et 4 nmoles) sont mises en solution dans un
volume final de 65 uL. d’H,0. L’ensemble des échantillons protéiques et des standards sont
dénaturés par addition de 45 uL d’acide perchlorique 1 M pendant 15 min afin de libérer le
Fe?* dans la solution. Aprés centrifugation pendant 5 min &10 000 rpm &tempé&ature
ambiante, 90 uL de solution sont prdevés auxquels sont ajouteés 72 uL de batho-phénantroline
disulfonate (1.7 mg/mL), 36 uL d’ascorbate de sodium (38 mg/mL) et 27 ulL d’acétate

d’ammonium (solution saturée diluée au 1/3) : on va pouvoir obtenir un complexe de Tris-
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Bathophenantroline-Fe** absorbantdans le domaine visible (Amax = 535 nm, € = 25 mM™*cm™).
Aprées trente minutes d’incubation a température ambiante, la densité optique a 680 nm et a
535 nm sont mesurees et la valeur DOs35 nm-DOgsgo nm permet de déerminer la quantitéde fer
par monomere d’enzyme grace a la courbe d’étalonnage.

111.3.2 Dosage de soufre

Le soufre est dosépar la m&hode de Beinert (Beinert 1983). Un cristal translucide de

sulfure de sodium (Na,S.9H,0, M = 240 g/mol) est pes€puis dissous 220 mM dans de la
soude 0,03 M. Une solution 2200 uM dans de la soude 0,03 M est obtenue apartir de cette
solution mere. Des standards de 0, 1, 5, 10, 15 et 20 nmol sont préparés dans un volume final
de 100 pL. De la mé&ne maniere, diff&entes quantités de proténes, 1, 1,5, 2, 3 et 4 nmol, sont
mises en solution dans un volume final de 100 uL. Le protocole consiste adénaturer la
proténe pendant trois heures par 1’ajout simultané de 300 puL d’acétate de zinc 1% et de 15
uL de soude 3 M provoquant la précipitation immédiate d’hydroxyde de zinc. Apres 1’étape
de dénaturation, les échantillons sont repris par 1’ajout simultané de 75 uL de DMPD (N, N-
Diéhyl-p-Phényléediamine &l mg/mL dans HCI 5 M) et de 16 uL de FeCls (3,75 mg/mL
dans HCI 1,2 M) conduisant a la formation lente de bleu de méhylene en quantité
proportionnelle a la quantité de soufre initiale. Aprés 30 min d’incubation a tempéature
ambiante, la densitéoptique a670 nm et &850 nm sont mesuréss et la valeur DOg79 nm-DOsgso
nm permet de connaitre la quantit¢ de soufre par monomere d’enzyme grace a la courbe
d’étalonnage.

111.3.3 Reconstitution de centre [4Fe-4S]

111.3.3.1 Réaction de reconstitution en conditions ana&obies

Les centres [4Fe-4S] des diffé&entes proténes éudiés sont reconstitués en boie agants

sous atmosphére inerte ([O2] < 0,5 ppm) atempé&ature ambiante. Classiquement, une solution
contenante 100 uM d’apoprotéine dans du tampon ou se trouvent les prot@nes
correspondantes est traitéavec 5 mM de DTT pendant 15 min. Puis sont ajouté 5 ou 10
&uivalents de Fe(ll) (Sel de Md&hr : (NH4)2Fe(SO4),.6H,0), 5 ou 10 é&juivalents de L-
cysténe et 1-2% é&juivalents molaires de cyst@ne d&ulfurase A (CsdA) d’E. coli. La ré&ction
de reconstitution est suivie pendant 1h par spectroscopie UV-visible en boie agants gr&ae a
des fibres optiques reliant la cellule de lecture aun spectrophotométre UV-Visible (Cary 100,
Agilent). Les centres [4Fe-4S] reconstitués par cette méthode se trouvent a 1’état oxydé, ils
présentent une bande d’absorbance caractéristique a 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), pré&lablement éjuilibré en tampon correspondant.
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Cette colonne permet d’éliminer les molécules de faible poids moléculaire (cystéine, alanine,
DTT, Fe®"). La solution protéque de couleur brune est concentré par centrifugation sur
membrane (30 kDa Vivaspin, Millipore). Les caractéristiques d’absorption UV-visible des

prot@nes Fe-S constituantes les objets d’étude de ce rapport sont détaillés ci-dessous

€280 nm d’apoprotéine | €280 nm d’holoprotéine | €410 nm d’holoprotéine
(Mtcem?) (Mtem™) (Mtem™)

UbiV d’E. coli 52.7 82.1 10

UbiU d’E. coli 48.2 ND ND
Complexe UbiU-

UbiV &°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

RIhA 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 déerminé

111.3.3.2 Ré&luction chimique des proténes reconstituees.

Les centres [4Fe-4S] des holo-prot@nes reconstituées sont ré&luits par ajout de 10
&uivalents de dithionite. La réction est ré&lisée dans le mé&ne tampon que celui utilisélors
de la reconstitution atempé&ature ambiante. La réluction peut &re suivie par spectroscopie
UV-visible.

1.4 Méhodes structurales

La croissance des cristaux de plusieurs formes apo (en a&obie) ou holo (en ana&aobie)
des proté@nes a éétester par la technique de cristallisation diffusion de vapeur en gouttes
assises. En aé&obie, nous avons utiliséMosquito® Crystal (TTPLabtech) comme robot de
cristallisation qui permet le criblage automatis&des conditions de cristallisation en utilisant
de faibles volumes d'échantillons. Les expériences de cristallisation sont suivies a I’aide de
deux st&émicroscopes dont un LEICA M205C éjuipéd'une camé&a IC80 HD. En ana&obie,
OryxNano (Douglas Instruments) est utilis€dans une boite agants et les exp&iences de
cristallisations sont observées avec un stéréomicroscope LEICA M80 équipé d’une caméra
IC80 HD. Les kits de criblage utilisé sont disponibles commercialement, par exemple : The
Classics II Suite, the MbClass II Suite, the JCSG Core Suites (Quiagen),...

85



Chapitre Il — Maté&iels et mé&hodes

1.5 Méhodes biophysiques
111.5.1 Spectroscopie d’absorption UV-visible

La spectroscopie UV-visible est basé sur le principe d’absorption d’un photon d’une
énergie définie qui permet a un électron de passer d’un état électronique fondamental So aun
éat dectronique excitéS;. L énergie d’une onde lumineuse dépend de sa fréquence v et peut
@re calculé en multipliant la fré&uence par la constante de Planck h (E = hv). Pour qu’il y ait
absorption d’un photon il faut que son énergie corresponde a 1’écart d’énergie qui existe entre
les deux états €lectroniques SO et S1 de I’espeéce qui absorbe. Cette transition €lectronique
peut se produire sur un atome seul, comme les transitions d—d, n—n* et c—c™, ou bien
concerner deux atomes liés, c’est notamment le cas des transferts de charge ligand-méal et
méal-ligand.

De fagn géné&ale, les moleules biologiques contenant des noyaux aromatiques, des
doubles liaisons conjugués ou des méaux de transition pré&entent donc des spectres
d’absorption UV-visible caracté&istiques.

L’absorption d’un échantillon donné permet de calculer sa concentration grace a la loi de
Beer-Lambert : A= log(lo/I) = &,IC (avec Iy : I’intensité de I’onde incidente, I : I’intensité de
I’onde en sortie, €, : le coefficient d’extinction molaire a la longueur d’onde A, | : la longueur
du trajet optique de I’échantillon et C : la concentration de 1’espece absorbante).

Dans le cas des protéines, I’absorption observée a 280 nm correspond aux transitions
n—1* 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
méal dans laquelle un dectron o ou = du soufre est transf&é&aune 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 &&enregistré dans des cuves en
quartz de 1cm de trajet optique avec un spectrophotomére Cary 100 UV - Vis (Agilent) en
aérobie ou en boite a gant sous atmosphere controlée d’azote.

111.5.2 Ré&onnance paramagné&ique éectronique (RPE)

La RPE constitue un outil de choix pour éudier les cofacteurs ré&lox des proténes
possédant des centres méalliques ou des espeees radicalaires. Dans notre cas, elle nous
permet d’accéder aux types de centre Fe-S contenus dans UbiU et UbiV et aleurs éats redox.

Une entitéest dite paramagnéique quand elle préente un ou plusieurs &ectrons non
appariés. Lorsque cette entité¢ est placée dans un champ magnétique H variable et qu’elle
recoit une onde électromagnétique d’énergie hv et de fréquence appropriée, 1’absorption de

cette onde induit un phéomene de ré&sonance paramagnéique éectronique (RPE).
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Cette absorption est réalisée lorsque 1’énergie de 1’onde hv = gpH correspondant
exactement a 1’énergie de transition entre deux états de spin de 1’¢électron célibataire (avec g
correspond au facteur de Lande soit 2.0023 pour un &ectron libre, § correspond au magnéon
de Bohr et H le champ magné&ique).

Le spectre RPE est enregistréaune fré&uence v fixe et correspond ala d&ivee du signal
d’absorption en fonction du champ magnéique appliqué

Lorsque 1’¢lectron est dans une orbitale moléculaire, il présente une valeur de g différente
de celle de I’¢lectron libre, différence qui se traduit par le couplage entre le moment de spin et

d’orbite.
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Chapitre |11

Mise en évidence d’un meéga
complexe multi-protégue Ubi chez

Escherichia coli
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I. Introduction

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre a ét€¢ en grande partie obtenu par nos
collaborateurs aGrenoble (M. Hajj Chehade, F. Pierrel, L. Pelosi) et aMarseille (L. Loiseau,
F. Barras) pour le travail biochimique sur le complexe Ubi et au Collége de France (M.
Lombard, C. Fyfe) pour le travail structural sur UbiJ, une proté&ne importante pour
I’assemblage du complexe Ubi. Ces études ont permis la mise en éidence pour la premi&e
fois d’un large complexe multi-protéique de biosynthése de 1’ubiquinone chez E. coli.

J’ai participé a la production de protéines UbiK, UbiJ-UbiK et UbiJ-SCP2, qui ont
permis de résoudre la structure du domaine SCP2 d’UbilJ (UbiJ-SCP2) et également de
montrer que le complexe UbiJ-UbiK et le domaine SCP2 d’Ubil sont capables de lier des
lipides de la voie de biosynthése de 1’ubiquinone. Ces résultats ont fait 1’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 ré&umer ici.

C’est en 1979 pour la premieére fois que I’hypotheése de I’existence d’un complexe
prot@que impliqguédans la biosynthése de 1’ubiquinone a été évoquée pour la premiére fois
chez la bacté&ie E. coli (Knoell 1979). L’auteur a cultivé une souche sauvage d’E. coli dans
des conditions ana&aobies en présence de glycé&ol-fumarate comme source de carbone et de 4-
HB marqué (4-hydroxy [*C] benzoate). Ces conditions favorisent I’accumulation d’OPP
marqueé (Fig.12 chapitre 1) dont il est possible de suivre la conversion en ubiquinone apres
exposition a I’air. La sonication du culot cellulaire suivie d’une ultracentrifugation a 40 000g
du lysat a permis de séparer la fraction soluble (surnageant) de la fraction membranaire
(culot). Environ 50% de I’OPP a été détecté dans le surnageant. Une chromatographie sur
colonne de gel filtration de la fraction soluble a permis d’isoler une fraction de haut poids
moléculaire (2 MDa environ) contenant de I’OPP marqué. L’activité de cette fraction a été
testé in vitro par addition de la SAM et du dioxygeéne et a montré que le pool d’OPP marqué
est converti en ubiquinone marquée. De plus, I’addition du triton X-100 inhibe la formation
de I"ubiquinone ce qui indique que le complexe contenu dans cette fraction est stabilisé par
des interactions hydrophobes. Malgréce réultat trés inté&essant, la composition exacte des
protéines constituant cette fraction active de haut poids moléculaire n’était pas connue.

Chez la levure S. cerevisiae, les éudes ré&lisé&s par Catherine Clarke (UCLA,
Californie, USA) depuis les années 2000 ont permis de confirmer une organisation
supramol&ulaire des prot@nes de biosynthése du coenzyme Q dans cet organisme eucaryote
(Marbois, Gin et al. 2005, Hsieh, Gin et al. 2007). Les ré&ultats de ces éudes ont &alement
éée confirmé chez ’homme récemment (Stefely and Pagliarini 2017). Ainsi en 2005,
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Marbois et ses collégues ont montréque Coqg3, Cog4 et Cog6 de S. cerevisiae co-&uaient &
une taille de 700 kDa sur colonne de gel filtration et que Coq3 et Cog4 co-migraient aune
taille sup&ieure &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 @émontréque Cog2 co-migrait
avec Cog3, Cog4, Coq7 et Coq9 en BN-PAGE et que Coq9 co-&uait avec Coq3, Cog4, Cog5
et Coq8 par filtration sur gel (Tran and Clarke 2007). Les auteurs ont &jalement montréque
Coq9 éait co-immunopre&ipité avec Cog4, Cogb, Cog6 et Coq7. Plus tard en 2015, Allan et
ses collegues ont montrépar des exp&iences de gel filtration que Coqll co-&uait avec Cog4,
Cogb et Coq7 et que Cogll co-immunopre&ipitait avec Cog3, Cog6 et Coq9 (Allan, Awad et
al. 2015).

Ré&emment, en microscopie a fluorescence, il a été montré chez I’homme que les
proté@nes Coq s'assemblaient de maniée dépendante du substrat dans des domaines situés au
niveau de D’interface entre la mitochondrie et le réticulum endoplasmique (RE) (Fig. 31)

(Subramanian, Jochem et al. 2019).

anti-Coq9 Mitotracker MERGE

Figure 31. Microscopie confocale TIRF de cellules humaines ostéasarcomes U20S exprimant Coq9. Mitotracker rouge
pour déecter les mitochondries, et sonde Alexa Fluor 488 verte. Echelle : 10 pm dans la figure (2 pm dans le zoom).

(Subramanian, Jochem et al. 2019).

En effet, les enzymes impliquées dans la modification du noyau quinone se localisent
séectivement vers de multiples domaines représentant des assemblages supramolé&ulaires.
Ces domaines sont strictement corréés a la production de 1’ubiquinone, au flux de substrat,
indiquant que des intermédiaires lipidiques de I’ubiquinone sont nécessaires pour la formation
de domaines. La formation des domaines dans les cellules sont plus importantes aproximité
des sites de contact reticulum endoplamsique (RE) — mitochondrie. Tous ces ré&ultats ont
permis de confirmer la présence d’un complexe protéique (ou de plusieurs sous-complexes)
regroupant les proté@nes Coq et de proposer un modéle de réoartition de ces proténes au

niveau de la membrane interne mitochondriale (Fig. 32).
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Figure 32. Modée de complexe protéque mitochondrial propose chez S. cerevisiae. La stoechioméirie repré&enté dans
ce modeéle est théorique. Les intermédiaires de biosynthése de 1’ubiquinone (molécules brunes, rouge, orange et jaune) sont
pré&senté&s comme liés aux diffé&entes proténes pour assurer la dégoration du noyau aromatique. (Subramanian, Jochem et al.
2019).

Chez les mammiféres, il a été montré qu’un mutant de Coq9 entrame une perturbation
éendue du complexe muti-proté@que de la biosynthese de Qip dans un modée de souris
(Lohman, Forouhar et al. 2014). Cela suggée que la stabilitédes prot@nes Coq chez les
mammiféres est interdépendante tout comme la situation rencontré& chez S. cerevisiae. De
plus la structure de Coq9 humaine a ré&&eun site de liaison aux lipides et des analyses par la
spectromérie de masse de la Coq9 purifié démontrent qu'elle est associé aplusieurs espeees
de lipides, dont I’ubiquinone elle-mé&me (Lohman, Forouhar et al. 2014) (Fig. 33) ; code PDB
4RHP). Le role de Coq9 (qui n’a pas d’homologue chez E. coli) semble &re limitéaCoq7
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
conserves situés ala surface autour du site de liaison aux lipides, ce qui suggee que Coqg9
pourrait servir & présenter le lipide lié a Coq7. Coq7, comme dit plus haut, est une

métalloprotéine a centre dinucléaire de fer, qui réalise une réaction d’hydroxylation.

/\Q ) . coQg dimer ~
\ e
) .

Figure 33: Structure de Coq9 humaine. Dimé&e de Coq9, chaque monomeére est coloréen bleu et en vert, la cavité
hydrophobe est soulignés 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 proté&ne mCLK-1, I’lhomologue de souris de Coq7 de levure, a été étudiée par 1’équipe
de S. Lippard (Behan and Lippard 2010). Il s’agit de la seule enzyme de la voie de
biosynthése de 1’ubiquinone dont 1’activité enzymatique a pu étre testé in vitro avec un
analogue de substrat ne contenant pas de chame terpéique, mais seulement un groupement
meéhyle ala place (Fig. 34).
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Figure 34. Etude biochimique et structurale de de Coq7 de souris, mCLK-1. (A) Site actif &fer dinucl&ire avec un pont
oxo-carboxylate et un pont proxo/pehydroxo ; mCLK-1 catalyse 1’hydroxylation en C6 sur le noyau aromatique du DMQg.
(B) Spectroscopie M&shauer de mCLK1 oxydée et réluite enregistrée a4.2K et en champ nul. Deux espeees Fe(l11)-Fe(l11)
sont pr&entes dans 1’¢chantillon (Quadrupole splitting AEq = 1.59 et 0.62 mm/s).

Il. Ré&ultats

11.1 La biosynthése de I’ubiquinone UQg se fait dans le cytosol chez E.coli

Etant donné qu’un test in vitro permettant de suivre la biosynthése de 1’ubiquinone UQg
n’est pas disponible actuellement, nos collaborateurs grenoblois ont déeloppé&une exp&ience
in vivo qui permet d’accumuler de I’OPP marqué au sein de cellules d’E.coli afin de suivre sa
conversion en UQ. Pour cela, ils ont cultivédes cellules AubiC en 1’absence d’oxygeéne et
ajoutéle pré&urseur marqué*C;-4HB. L’absence de dioxygéne bloque la biosynthése de
I’ubiquinone (Shestopalov, Bogachev et al. 1997), et les cellules accumulent tres rapidement
du *C¢-OPP. Aprés exposition a I’air, les cellules anaérobiques qui ont accumulé du **Ce-
OPP synthéisent alors du 13Cs-UQg. Inversement, il n’y a pas de biosynthése de 13C6-UQ3 Si
les cellules restent sous atmosphére anaérobique. C’est donc bien que le dioxygene déclenche
la conversion de *Cg-OPP en ¥Cg-UQs, ce qui est en accord avec le fait que les
flavoprotéines UbiF, UbiH et Ubil ont besoin d’O, comme co-substrat pour reliser leurs

réactions d’hydroxylation flavine-déendante (Hajj Chehade, Loiseau et al. 2013).
lls ont ensuite lyséles cellules ayant accumulédu *3Cg-OPP et ont observé que des
extraits totaux cellulaires incubés a 1’air a 30°C synthétisaient aussi du 13Ca-UQg et que cette
biosynthese de UQg est fortement stimulé par 1’ajout de S-adénosylméhione 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’¢lectrons pour activer les flavoprotéines
hydroxylases.

Enfin, apres avoir cassé les cel