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

NADPH Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate, forgduite

ng Nanogramme
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NH,CI
NIF
Ni-NTA
nm

pb
PCA
PCR
PLP
RMN
RPE
Rpm
SAM

Abréviations

Chlorure d’'ammonium

Nitrogen Fixation

Nickel- Acide NitiloTriacétique

Nanomeétre

Paire de Bases

Acide PerChlorique

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

Résonance Magnétique Nucléaire
Résonance Paramagnétique Electronique
Tours par minute

S-Adénosyl Méthionine

SDS-PAGE Sodium Dodécyl Sulfate polyAcrylamide Gel Electropdsis

SUF
TEMED
TOF
uv

mobilisation of Sulfur

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

Ultra Violet

22



Introduction bibliographique

Introduction

bibliographique



24

Introduction bibliographique



Introduction bibliographique

Introduction générale

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

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

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

Tableau 1: exemples de métalloprotéines et leur fonctiooeise

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

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

qui suivent.
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I- Les différents centres fer-soufre

[-1- Structure atomique des centres fer-soufre

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

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

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

2000) ; les plus communément rencontrés sont déurapres.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Cys-S w

Cys-S CysS Cys-S S-Cys

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

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

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

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

I-1-5- Les centres complexes

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

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

S— Fe CyS-S——F€ FE- N~ Fe " Sem=Mo O,

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

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

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

intéressant de noter que la trés grande majorgérmeines [Fe-S] (environ 90 %) possedent
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des centres de tydéFe-43. La raison pour laquelle la nature a favorisé di#lement ce
type de centre reste inconnue.

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

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

des sites de coordination du cluster.

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

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

géenes ou encore le maintien de la structure prag€iq

I-2-1- Les transferts d’'électrons

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

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

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

ferrédoxine.

|-2-2- La catalyse enzymatique

¢ La catalyse non rédox

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

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

¢ La catalyse rédox

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

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

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

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

C62

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

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

substrats a transformer.

substrat produit

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

Figure 3: Equation bilan de la réductolyse de la SAM

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

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

au niveau traductionnel, comme la protéine IRP ¢ee2UCaryotes.

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

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

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

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

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

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

SuperOxyde Dismutase).

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

de la transferrine, transportant et délivrant k. fe

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

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

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

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

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

latence.

[-2-4- Le r6le structural

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

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

[-2-5- Le stockage du fer

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

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

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

mon travail de thése.

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

Tableau 3: quelques métalloprotéines et systeme de matuaratipliqué

lI- La biosynthese des centres [Fe-S]

[1-1- Introduction

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

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

Ces systémes protéiques ont comme principalesiémsct

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

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

- le transfert a la protéine cible.

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

soufre ne soient libérés durant le processus.

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

centre ?

lI-2- Les différentes machineries chez les procaryes

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

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

été mis en évidence.

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

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

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

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

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

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

Opéron nif ;.

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

D DN >

Obpéron suf sufS SUfE

I > >

b) E. coli

Opéron isc iscR iscS isclU iscA hscB hscA fdx yfhJ cyaY

D DD

Opéron suf

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

B Production d'énerqie

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

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

de genes codant pour des protéines ayant desdoadimilaires.

Les donneurs de soufre

Ainsi, chaque systéme possede des protéines redggessde la mobilisation du

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

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

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

Les protéines scaffold

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

— Les protéines de type U

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

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

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

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

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

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

c37 c63 C106

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

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

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

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

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

scU

e-4

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

— Les protéines de type A

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

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

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

biosynthése encore non identifié.

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

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

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

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

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

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

— Les protéines de type Nfu

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

Les protéines annexes

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

différents opérons chez les bactéries.

Protéine cible

. cystéine
alanine

Donneur de
soufre

SufSE, IscS, CsdAE

d'assemblage des
clusters [Fe-S]

IscU, IscA, SufA

%

Fdx

Donneur de
fer
CyaY, YggX, IscA ?

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

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

procaryotes

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

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

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

gue SufU ne posséde pas (Maeswl, 2004).

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

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

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

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

¢ La machinerie d’assemblage mitochondriale ISC

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

bactérie et dans les mitochondries des celluleargates.

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

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

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

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

Un systéme de protéines chaperones a égalememtigtn évidence. Il est constitué
des protéines Ssql, Jacl et du « nucleotide exeHaotpr » Mgel (Straiet al, 1998). Les
protéines Ssql et Jacl sont homologues aux preteis@A/HscB identifiées chez la bactérie.
Il a d'ailleurs été montré, comme chez la bactégige Ssqlp forme un complexe avec la
protéine Isul (Dutkiewicet al, 2004). Muhlenhoff et coll. ont observé que l'itiaation des

genesssql jacl ou Mgel entrainait une augmentation (x5) de la quantit€atdres [Fe-S]
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assemblés au sein de Isulp, suggérant que lesneiEorrespondantes interviennent aprées
I'étape de formation du cluster dans Isulp. De faést proposé que ce systéme de protéines
chaperones intervienne lors du transfert des cenffe-S] des protéines scaffold aux
protéines cibles (Muhlenhoét al, 2003a).

La source de fer est proposée comme étant la ingtabodée, chez la levure, par le
geneyfhl (Yeast Frataxine Homologue) (Cheh al, 2002; Yoon and Cowan, 2003). Une
mutation au niveau de ce géne n’est pas létale lpol@vureS. cerevisiaeEn revanche, la
délétion du gene provoque une sensibilité accrue amlules au stress oxydant, une
augmentation du fer dans la mitochondrie, une pdrtegénome mitochondrial et une
diminution de l'activité des protéines [Fe-S] (Chetral, 2002), identifiée d’ailleurs comme
étant la conséquence premiere de la délétion de @@ahlenhoffet al, 2002). L'implication
de la protéine Yfhl dans la biosynthése des ceffie$] a également été mise en évidence
par des expériencan vitro. En effet, Yfhlp forme un complexe avec Isulp &1 et
l'interaction entre Yfhlp et Isulp est renforcée mrasence de fer (Gerbet al, 2003).
D’autre part, on peut noter qu’'un réle de chaperaiier, délivrant des atomes de fer pour la
biosynthese de I'hnéme, ou prévenant une accumnlatio fer dans la cellule a aussi été
proposeé pour la protéine Yfhl (Babcastkal, 1997; Lesuisset al, 2003; Parlet al, 2003).

Deux transporteurs membranaires, Mrs3 et Mrs4 tihtddécouverts : ils facilitent le
transport du fer a travers la membrane mitocholeiisliihlenhoff et al, 2003b). Il a été
montré qu’'une mutation au niveau des gemas3 et mrs4 entraine une diminution de
I'activité des protéines [Fe-S] (Zhaegial, 2006).

D’autres protéines dont le role exact n'est pasnooont été identifiées comme
impliquées dans la biosynthese des centres [Fd&Sprotéine Yahl (Yeast Adrenodoxine
Homologue) est une ferrédoxine possédant un c¢pfe-2S] et présente une identité de
séquence avec la ferrédoxine de l'opéismchezE. coli(Langeet al, 2000) ; la protéine
Arhl (Adrenodoxine Reductase Homologue) est unedexine réductase (let al, 2001)
servant probablement a réduire le centre [2Fe-ZS¥dhl ; Grx5 est une glutarédoxine
monothiol (Rodriguez-Manzanequ al, 2002) ; enfin la protéine Nful présente une forte
homologie de séquence avec le domaine C-terminiliftileet coordine un centre [4Fe-4i8]
vitro (Schilkeet al, 1999).
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¢ La machinerie d’exportation ISC

Celle-ci est constituée de 3 protéines. Atm1p adtansporteur mitochondrial de type
ABC, ayant une activité ATPase (Kispall al, 1999), ce qui en fait un bon candidat pour
exporter des molécules de la mitochondrie versyteptasme. En fait, il a été observé que
l'activité ATPase de Atmlp est stimulée (de 3 @iS)fen présence de composeés thiolés. Il a
donc été proposé que Atmlp exporte des moléculeteds (Kuhnkeet al, 2006). La
protéine Ervl est située dans I'espace intermemaimaret posséde une activité sulfhydryl
oxydasein vitro (Langeet al, 2001). Le glutathion GSH intervient dans I'éduié rédox
chez la levure et a été montré comme étant nécessdassemblage des centres [Fe-S] dans
le cytoplasme (Sipo®t al, 2002). Les rbles précis de ces protéines et lésamsmes

moléculaires mis en jeu sont encore largement imgsn

¢ La machinerie d’assemblage cytoplasmique (Cytosmn-sulfur cluster Assembly : CIA)

Quatre protéines ont été identifiées a ce jour cerfaisant partie de cette machinerie.
Les protéines Cfd1l et Nbp35 sont deux NTPases gasséhacune 4 cystéines conservees en
C-terminal (Hausmanmt al, 2005). Deux de ces cystéines ont été montréesneoatant
essentielles a la fonction de ces protéines etvéalalité de la cellule (Rowt al, 2003). La
reconstitution chimique vitro conduit a I'obtention de protéines [Fe-S] pour Téd Nbp35
(Netzet al, 2007). Ces clusters sont labiles, d’ou la prapmsique ces deux protéines soient
des « scaffold ». La protéine Narl contient deuxtres [Fe-S] et présente une homologie
avec les hydrogénases a fer (Batkal, 2005b). La derniére protéine identifiée est nommé
Cial. Elle est importante pour la maturation desdines cibles mais pas des trois protéines
détaillées précédemment, ce qui suggere qu’elesiilenne aprés les protéines Cfdl, Nbp35
et Narl dans le processus de biosynthése des £¢Ra8] dans le cytoplasme et le noyau

(Balk et al, 2005a). Son role exact n’est pas connu, tout cemmtui de Narl.

Il est important de rappeler que les trois systedéesits ne sont pas indépendants. En
effet, comme cela a déja été mentionné, les traishneries sont nécessaires a la maturation
des protéines cytoplasmiques et nucléaires. La imexdd CIA ne posséde pas (a ce jour) de
propres donneurs de fer et de soufre et requigrartcipation de la machinerie d’assemblage

mitochondriale.
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Le tableau suivant regroupe toutes les protéinég<ici-dessus et impliquées dans la
biosynthése des centres [Fe-S] chez la levure et flenction probable. Il permet une

comparaison rapide avec le systeme bactérien fad=tycoli).

Nom Homologues Fonction des protéines eucaryotes
bactériens
Nfsl IscS, SufS Activité cystéine désulfurase ,ramr de soufre
Isd11 - Requise pour le transfert de soufre a Isul
Isul, IscU Scaffold : assemblage transitoire des clusters
Isu2
Isal, IscA, SufA Scaffold : assemblage transitoire destelrs
Isa2
Ythl CyaY Potentiel donneur de fer
Yahl Fdx Ferrédoxine : donneur potentiel d’éleciron
Arhl ? Ferrédoxine réductase ; transfert d’électiaun
NADH vers Yahl
Ssql HscA Chaperone
Jacl HscB Co-chaperone
Mgel GrpE Echange ATP/ADP dans Ssql
Grx5 Grx4 Inconnue
Nful Domaine C-terminal  Inconnue
de NifU
Atm1 - Transporteur ABC ; exportation de compos&$ad
mitochondrie vers le cytosol.
Ervl - Sulfhydryl oxidase
GSH ? Inconnue
Cfd1 ApbC Scaffold ?
Nbp35 - Scaffold ?
Naril Hydrogénase a fer| Inconnue
Cial - Inconnue

Tableau 5: roles et homologues bactériens des protéinesqméss dans la biosynthése des centres [Fe-S] chez
les eucaryotes. Les protéines marquées par * rtepfmpartie des opérons intervenant dans la hiiodye des
centres [Fe-S] chez la bactérie. « -» : protéinagamt pas d’homologue chez la bactérie.
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La figure 9 schématise le fonctionnement générdhdBosynthese des centres [Fe-S]

chez les cellules eucaryotes (exemple de la levure)

: / Machinerie d’assemblage mitochondriale ISC \
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Figure 9: schémas généraux hypothétiques de la biosyntt@seentres [Fe-S] chez les cellules eucaryotes ;
(A) cas des protéines [Fe-S] mitochondrialéB);cas des protéines [Fe-S] cytoplasmiques et nuekéadapté

de (Lill and Mihlenhoff, 2006)).
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Des défauts ou disfonctionnements dans I'assemblageentres [Fe-S] peuvent avoir
de lourdes conséquences chez I'homme. En effetdéfaits, dans les protéines impliquées
dans la biosynthése des centres [Fe-S], peuvesttaff’homéostasie du fer et conduire a de
graves maladies. L'ataxie de Friedreich, maladigo@egénérative, est 'une des plus connue
(Pandolfo, 2006; Wilson, 2006). Elle est due a chegations dans le gene codant pour la
frataxine : une extension du triplet GAA entrainee ufaible transcription du géne et
'obtention de faibles taux de frataxine (Campuzabh@l, 1996). Cette mutation se traduit
notamment par une accumulation du fer dans leschwtadries, une diminution de l'activité
des protéines [Fe-S], une diminution de fer dartyleplasme, des dépots de fer sur les fibres
du myocarde. Ceci souligne toute I'importance dm#uration des protéines [Fe-S] et donc
la nécessité de bien comprendre ce processus afiralier a d’éventuels défauts et de lutter

contre certaines maladies.

[1-4- Le systéme SUF

L’'opéron suf a tout d’abord été identifié chei. col. Comme cela a déja été
mentionné, il code pour six protéines. Des analgsgsévelé que deux d’entre elles (SufS et
SufA) présentaient une forte homologie de séquemee des protéines de I'opérime (IscS
et IscA respectivement) (Mihaet al, 1997; Ollagnier-de Chouders al, 2003). De plus,
des analyses génétiques ont montré que I'expreskiosysteme SUF était régulée par le
répresseur Fur et le régulateur OxyR (Patzer anitkda1999; Zhengt al, 2001a). Tout
ceci semblait indiquer que le systeme SUF étaitiqup dans la biosynthese des centres [Fe-
S]. Des analyses physiologiques complémentairesalmms permis de montrer clairement

toute I'importance de I'opérosufdans ce processus.

[1-4-1- Analyses physiologiques

La découverte de I'implication du systeme SUF dangrocessus de biosynthése des
centres [Fe-S] repose sur plusieurs observations :

- Comme cela a déja été mentionné, daecoli, lorsque I'opéronscest déléte, 2 a 10
% des activités des protéines [Fe-S] sont conssrn{@éakahashi and Tokumoto, 2002;
Tokumoto and Takahashi, 2001). La surexpressiofioggron suf restaure completement
l'activité de ces mémes protéines. En revancheadlivation des deux opérorsx et suf est

létale pour la cellule (Takahashi and Tokumoto,200
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- La mutation des genesufD et sufSd’E. coli induit une forte instabilité du centre
[2Fe-2S] de la réductase ferrique FhuF (PatzetHarmtke, 1999).
- La délétion desufC chezE. chrysanthemprovoque une diminution de I'import de

fer ainsi que la diminution de I'activité d’enzym&sentres [Fe-S] (Nachat al, 2003).

Malgré la mise en évidence de ces phénotypesniailcotion du systeme SUF dans la
biosynthése des centres [Fe-S] a tout d’abord sembieure, puisque I'absence d’un opéron
suf fonctionnel n’avait que peu d’effet pour la bawtét. coli dans des conditions normales
de croissance (Takahashi and Tokumoto, 2002). Encian’est que dans des conditions de
stress oxydant et de carence en fer que le rélsydiétme SUF devient évident. Plusieurs
observations, chez. colietE. chrysanthemiont conduit a cette conclusion :

- Dans des conditions de carence en fer, des mngasur les genesufSet sufD
réduisent la capacité des celluleg€.dtoli a utiliser la ferrioxamine B comme sidérophore
(Patzer and Hantke, 1999).

- Dans des conditions de stress oxydant, la stiiounlale I'expression de la protéine
SoxS, via le régulateur SoxR, une protéine [FeeS{,plus faible lorsque le gesefC est
muté cheZ. coli(Nachinet al, 2001).

- Une mutation du gensufS entraine une sensibilité accrue des cellules. d’
chrysanthemau 2,2,dipyridyl, un chélateur de fer (Nackiral, 2001).

- Des mutations au sein des gesafC et sufD provoquent une sensibilité accrue des
cellules dE. chrysanthemau paraquat, un agent oxydant (Naattial, 2001).

- L'activité des protéines [Fe-S] sensibles a I'gage telles que la Fumarase A est
beaucoup plus affectée par des agents oxydantsutensouchal’E. coli comportant une
mutation du gensufCque dans une souche sauvage (Naehal, 2003).

- Des souches H. chrysanthemmutées pour les genssifB sufC ou sufD perdent
leur capacité a utiliser le fer de la chrysobactimesidérophore (Nachgt al, 2003).

- La délétion des génesufBCDinduit une faible croissance dans des conditiams d
carence en fer (Nachit al, 2003; Outteret al, 2004).

- L’'expression des génesif est induite par I'addition de péroxyde d’hydrogéhe,,
ou des générateurs de superoxydg)@insi que par la carence en fer (Outétral, 2004;
Zhenget al, 2001b).
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[1-4-2- L'importance du systeme SUF

¢ Atravers les espéces

Comme cela a déja été mentionné (cf tableau Hydeeme SUF est présent chez de
nombreux organismes procaryotes et a recemmentigtén évidence chez les plantes.

ChezSynechocystjou les deux machineries ISC et SUF coexisterdt, été montré
que les genesufBetsufCsont essentiels (Laet al, 2000).

De méme, cheA. thaliang la mutation du gen&tNAP7, homologue au gersifC
est létale, et la mutation du génrsNAP6, homologue au génsufD, entraine un
développement anormal de la plante (racines cqurtiminution de la teneur en
chlorophylle...) (Hjorthet al, 2005; Xu and Moller, 2004). Il convient de notgre chez les
plantes, les protéines Suf sont localisées danpldsstes. Ce compartiment est le siége de la
photosynthese et est donc soumis a de fortes cwatiens en oxygene. Ceci s’accorde bien
avec le fait que I'opérosufintervient dans des conditions particulieres derstress oxydant.

Enfin, on peut citer le cas dé. tuberculosigpour lequel 'opérosufa récemment été
identifié comme étant le seul systeme d’assembitgecentres [Fe-S] (Huet al, 2005).
D’une maniere générale, l'infection d’'une cellulétdr par un élément pathogene provoque
des conditions de stress, I'élément pathogéne dexdamment faire face a une quantité de
fer disponible limitante. Ceci est cohérent avefaleque le systéme SUF intervient dans des

conditions particuliéres et est donc impliqué dangrulence des éléments pathogenes.

¢ A travers I'évolution

Certaines bactéries ne possedent que des gahagii sont donc seuls a assurer le
bon fonctionnement de la biogenese des centreS]Keftableau 4). Parmi les géras ce
sont les genesufBC qui sont les plus représentés dans le monde dantvii a alors été
proposé que le systeme SUF, composé tout d’abagaeéines SufB et SufC, ait ensuite
évolué en regroupant d’autres composants.

Chez les plantes, les protéines SufB et SufC @nidéntifiées et forment un complexe
avec une troisieme protéine, SufD. Des études amim® que ces protéines avaient conserve,
au cours de I'évolution, leur fonction primitivesasée au sein des cellules procaryotes. En
effet, les génesufBCDd’A. thalianapeuvent complémenter une souchi.aoli mutée pour
ces mémes genes (@t al, 2005). Néanmoins, chez la plante, la protéind8ufssede une
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activité ATPase, inexistante chez la bactérie €Xal, 2005). Ceci témoigne de I'évolution

du systéme SUF, ayant acquis des propriétés supptéires dans les cellules eucaryotes.

11-4-3- La réqulation de I'opérosuf

L'importance de la machinerie SUF dans des contitiparticuliéres de stress est
cohérente avec les caractéristigues de son systemégulation. En fait, I'expression de
'opéron suf est régulée par plusieurs protéines qui ne forst jpartie de I'opéron: le
répresseur Fur, le régulateur OxyR, le complexe (lIHtegration Host Factor) et le régulateur
IscR. Les zones de reconnaissance pour ces difééreprotéines ont pu étre mises en
évidence par les groupes de G. Storz et JH Re&@adit des régions situées respectivement en
position (-236 et -196), (-156 et -127), (-56 €5)-8t (-35 et -10) du « site d’interaction de
transcription » (Leet al, 2004; Outteret al, 2004).

La protéine Fur (Ferric Uptake Regulation) indaittfanscription des géenssfdans
des conditions de carence en fer (Nadttial, 2001; Patzer and Hantke, 1999). De fait, Fur
est un régulateur transcriptionnel qui répond édlacentration intracellulaire en fer ; il a été
montré que le fer agit comme un cofacteur, pouivact(grace a des modifications
conformationnelles) la fixation de la protéine Bur des séquences spécifiques d’ADN. Cette
interaction bloque la transcription des genes iqués dans I'acquisition du fer, et des genes
suf En cas de carence en fer, Fur n'est pas chamgéder et est incapable d’interagir avec

I'ADN. Il y a levée de la répression (figure 10).

Les protéines OxyR, IHF et IscR interviennent dangponse au stress oxydant. Elles
induisent toutes trois I'expression de I'opérmsuf en présence d’agents oxydants (Ouien
al., 2004; Zhenget al, 2001b) (figure 10). Plus particulierement, OxyRIldF régulent
'opéron suf suite a un stress péroxyde ;(4) ; IScR intervient en réponse a un stress
superoxyde (¢J") et péroxyde (KD»).

En présence de péroxyde d’hydrogeéne, des pontHuiesise créent sur la protéine
OxyR, qui peut alors, sous cette forme, activdrdascription des genesif Cette activation
n'a lieu qu’en présence de IHF. IHF est une pgiitetéine, capable de se lier a I'ADN, et
composée de deux sous-unités codées respectivemetds genelimA et himB. IHF fait
partie de la famille des protéines histones (Driral Rouviere-Yaniv, 1987) et aurait la

capacité d’induire une courbure de '’ADN qui fagfait les interactions protéine-protéine
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entre '’ARN polymérase et un activateur proximai, iDest a noter que la localisation de la
zone OxyR sur le promotewuf est assez inhabituelle car tres éloignée du (+1) de
transcription. Le mécanisme proposé est donc lgamstii aprés un stress oxydant, le
complexe IHF, en se liant a 'ADN, permet une cawebde celui-ci conduisant a un
rapprochement de OxyR du (+1) de transcriptioneefARN polymérase (Leet al, 2004).
Cependant, I'implication de OxyR dans la réponsestaess oxydant est importante mais pas
essentielle ; en effet, 'expression des gendest induite par I'addition d’agents oxydants
méme lorsque le génexyR est muté ou délété (Lest al, 2004). Cela suggere I'existence
d’un troisieme régulateur répondant au stress axyda site d’interaction de ce facteur avec
I’ADN a été localisé et se situe juste en amongdoesufA De récentes études ont montré
gu'’il s'agissait de IscR, déja identifié comme épnesseur de I'opérasc (Yeo et al, 2006).

Cas particulier des cyanobactéries

Chez les cyanobactéries, I'opérenf est également induit dans des conditions de
carence en fer et de stress oxydant (Wanh@l, 2004). Il existe pourtant une différence
majeure. En effet, un gensyfR situé en amont du gesefB et faisant partie de 'opéron, a
été mis en évidence. La protéine SufR est uneipm#écentre [Fe-S] dont le mode d’action
est similaire a celui de IscR pour I'opér@t, a savoir une levée de la répression lorsque

SufR est dépourvue de son centre [Fe-S].
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Carence en fer
Fer disponible = La répression par Fur est levée

—=> IscR intervient comme un activateur
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IscR “ activé
IscR Non activé Fur

Figure 10: Modéle proposé pour la régulation de I'opéso(adapté de (Yeet al, 2006))

(A) Lorsque le pool de fer est suffisant, Fur ftke fer comme cofacteur et lie la région promotdeel’opéron
suf ce qui bloque sa transcription. ParallelementRIposséde un centre [2Fe-2S] et, dans ce ca® ped la
région promotrice de I'opérosuf ne conduisant donc a aucune activation (alors poer rappel, IscR lie la
région promotrice de I'opéroisc, dans ces mémes conditions, et réprime alorsasedription). Dans des
conditions de carence en fer, Fur est démétalldeyet levée de la répression. Parallélement, |sths forme
apo, se fixe a 'ADN et active la transcriptionl@gpéronsuf.

(B) Dans des conditions réductrices, Fur et IscBspdent leur cofacteur : il ya donc répréssionFar et
absence d’activation par IscR. D’autre part, OxgRsmus forme réduite. Dans des conditions d’oxgdates
protéines Fur et IscR sont démétallées. D’autrg das ponts disulfures se créent sur OxyR quesapourbure
de I'ADN par IHF, peut lier la région promotrice Bepéronsufet activer sa transcription. En absence de OxyR,
I'activation ne se fait que par le biais de IscR.

[1-4-4- Les protéines Suf

L’opéron suf est composé de six protéines, organisées en deuplexes distincts,
nommeés SufSE et SUfBCD, auxquels s’ajoute la pret8ufA. Cette derniére ne forme aucun

complexe avec les protéines de I'opéron aussiihigivo qu’in vitro.
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I1-4-4-a- Le complexe SUfSE

Le complexe SufSE est le donneur de soufre dapsiomsuf de méme que IscS l'est
pour le systeme ISC. En effet, il posséde une ia&toystéine désulfurase portée par SufS
(Loiseauet al, 2003; Mihareet al, 1999).

Ainsi, la protéine SufS, qui existe sous la formendhomodimére en solution, est
capable de mobiliser du soufre et de I'alanineréimpde L-cystéine libre dans la cellule, selon
une réaction nécessitant la participation de sdacteur, le PLP (figure 11). Le soufre est
alors stocké sous forme de persulfure sur un résaiticulier de I'enzyme. Il s’agit de la
Cys364 chekE. coli. Elle est largement conservée parmi les espécessentielle a 'activité

de la protéine.

La protéine SufS possede une activité cystéinelfléase faible. Cependant, il a été
montré qu’elle formait un complexe stoechiométrigwec la protéine SufE, et le complexe
obtenu posséde une activité cystéine désulfurageahtinquante fois supérieure a celle de
SufS seule (Loiseaat al, 2003; Outteret al, 2003). Ainsi, la protéine SufE, qui seule n'a
aucune capacité a mobiliser du soufre, a la pri#pdé stimuler fortement I'activité de SufS.
Des études de mutagenese dirigée ont montré gGgdal de SufE, hautement conservée,
était essentielle a cette stimulation, suggérariramsfert de soufre de SufS a SufE sur cette
cystéine (Miharaet al, 2000; Ollagnier-de-Choudenst al, 2003). Des études de
spectrométrie de masse ont montré la présenceatd®persulfures/polysulfures au niveau de
la cystéine 51 de SufE, ce qui a été confirmé par ekpériences de marquage isotopique
(**S) (Outtenet al, 2003). L'utilisation d’une protéine SufE mutée miveau de la cystéine
51 a révélé que cette cystéine est 'unique site@eur de soufre. Ces résultats ont permis de
proposer le mécanisme représenté figure 12 : latiodaprocéde, premiérement, par la
formation d’'un persulfure sur la Cys364 de SufSr(awe décrit figure 11). Puis, 'atome de
soufre du persulfure est transféré a la Cys51 dE Bar une réaction de transpersulfuration
(figure 12) (Ollagnier-de-Chouderst al, 2003; Outtenet al, 2003). Le soufre Sdes

persulfures peut étre réduit en ions sulfureeSlibéréin vitro par ajout de DTT.
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Figure 11: Mécanisme d’action des cystéines désulfurases

Le pyridoxal-phosphate (noté PLP) est fixé a latfgne de facon covalente au niveau d'un résiduné/sEn
présence de cystéine substrat il se forme un cadnphaf-cystéine (composé I). Le résidu lysine ineamv
ensuite en tant que base et permet, selon ungsatahsique, un réarrangement électronique du exetLP-
cystéine (étapes 1 et 2) qui possede alors unetwteude type énamine (composé Il). Puis, un résydtéine
appartenant a la chaine polypeptidique de la pret8iufS (Cys 364) et qui se trouve sous la forndatie S
(avec un caractere nucléophile fort) vient attagaeesoufre de I'adduit PLP-cystéine permettantdemfation
d’'un intermédiaire persulfure, véritable donneursdafre dans la réaction. Enfin, une hydrolyse almmosé 11|
permet de libérer le PLP et de la L-alanine.
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Figure 12: schéma général de la mobilisation du soufre papmplexe SufSE

Toutefois le mécanisme moléculaire responsable '@egrhentation de ['activité
cystéine désulfurase de SufS par SUfE n’est tosjpas connu a ce jour. Néanmoins, la
résolution de la structure tridimensionnelles déSIIE. coli, par cristallographie aux rayons
X, permet d’émettre des hypothéses concernantdgsiptés de la protéine (Fugt al, 2000;
Lima, 2002). En effet, la structure montre queylsi€ine 364 est éloignée du site ou se trouve
l'adduit PLP-cystéine, et est localisée sur unecleoayant une flexibilité réduite, ce qui rend
la formation du persulfure quasi impossible. Ceqgpliguerait pourquoi l'activité cystéine
désulfurase de SufS est extrémement faible, coraané autres cystéines désulfurases. Ceci
s’accorde également avec de récentes étudesgriagtmontrant qu'en effet I'étape limitante
de la réaction est l'attaque nucléophile de I'add@uP-cystéine par la cystéine 364 de SufS
(Tirupati et al, 2004). D'autre part, la structure cristallograplei de SufE montre que la
Cysb1 est peu accessible (Goldsmith-Fischetaal, 2004). Elle est localisée sur I'extrémité
d'une boucle qui lie deux brifsanti-paralléles et se situe dans une cavité hyurop. Par
conséquent, il est difficile d'envisager une réactie transpersulfuration entre SufS et SufE
sans invoquer un changement conformationnel desx dewtéines, permettant le
rapprochement entre la cystéine 364 de SufS eduiadPLP-cystéine d'une part et une
meilleure accessibilité de la Cys51 d'autre parciQendrait possible la réaction de
transpersulfuration qui se traduirait par une augaten de l'activité cystéine désulfurase de
SufS. L'obtention de la structure tri-dimensionaelu complexe SufSE, toujours non
disponible actuellement, permettrait probablemeat fournir quelques éclairages sur la

guestion.
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[1-4-4-b- Le complexe SUfBCD

Comme cela a déja été illustré paragraphe ll-diiadtivation des génesufB sufC
et/ousufD conduit & une sensibilité accrue des cellulés dhrysanthemau stress oxydant
ainsi qu’a une diminution de la virulence (Nactknhal, 2001; Nachinet al, 2003). Elle
provoque également une diminution de l'activité gestéines [Fe-S] sensibles a I'oxygéne
telle que la Fumarase A ch&z coli (Nachinet al, 2003). Les protéines SufBCD sont sans
doute les protéines de I'opérenfles plus importantes. Dailleurs, il a été obsem@mme
montré dans le tableau 4, que certains organise@®ssedent que ces protéines, qui doivent
donc, a elles seules, assurer la maturation degipes [Fe-S]. Cependant, leur role exact
dans le processus de maturation des centres [Rex&Jujours pas été déterminé.

Des expériences réalisémsvivo etin vitro ont montré que les trois protéines SufB,
SufC et SufD forment un complexe cytosolique stgblachinet al, 2003; Outteret al,
2003).

En ce qui concerne les génes codant pour les pestéSufB et SufD, aucune
homologie avec des genes de fonction connue n'anété en évidence. De fait, aucune
fonction spécifique n’a pu étre associée a ces gentéines a ce jour.

La protéine SufC, quant a elle, partage un centmimbre de propriétés avec les
ATPases de la superfamille des transporteurs ABGlIgRd and Blight, 1999). De facon
caractéristique, ces protéines, connues pour sataliymport / export de divers composés a
travers les membranes biologiques, sont constitdéesdlifférents domaines : un domaine
hydrolysant ayant une activité ATPase, associé sadignaines transmembranaires. Elles
possédent des motifs caractéristiques liés a tmatibn, appelés motifs de Walker A, B, C.
Ceux-ci, communs a toutes les ATPases, sont typigies domaines hydrolysants. SufC
possede ces trois motifs. De plus, l'activité ATdake SufC nécessite la présence de
manganéese (Mn) ou de magnésium (Mg), autre paatitél des protéines ATPases. Par
contre, SuUfC ne contient pas de segments transraeaibes et se trouve localisée
uniqguement dans le cytoplasme alors que les ATPaees localisées au niveau des
membranes, ce qui en fait une ATPase atypique (Nattal, 2003; Outteret al, 2003). Son
réle exact dans la biosynthése des ceijffesy reste indéterminé.

Plusieurs hypothéses concernant le réle des pestédnfBCD ont été émises, basées
sur des faits expérimentaux. Tout d’abord, il a &téntré que le complexe SufBCD
augmentait I'activité cystéine désulfurase du careISufSE (environ 4 fois), mais pas de la
protéine SufS seule (Outten al, 2003). Cependant, cet effet est indépendant gecksence
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d’ATP, ce qui suggere un role additionnel ou urreauble que celui de stimuler I'activité de
SufSE, pour le complexe SufBCD. D’autre part, deslés récentes réalisées au laboratoire
révélent que le complexe SufBCD, et notamment, SufiBteragit avec SufE (Layest al,
2007). 1l est intéressant de noter qu'aucune dess tprotéines du complexe, prise
individuellement, n’interagit avec SufE. De plugjcane des cystéines de SufE n’est
essentielle a l'interaction avec SufBCD, qui repdsec, non pas sur la formation de ponts
disulfures, mais plutét sur l'existence de forcesn ncovalentes entre les protéines.
L’'importance fonctionnelle de cette interactionsain du systeme SUF a ensuite été étudiée.
Il a alors été démontré que la présence de SufBf@it su stimuler l'activité cystéine
désulfurase de SUfSE (x 2), dans les mémes propertjue le complexe SufBCD. De plus,
un transfert de soufre de SuUfE a SufB a pu étreemidvidence par spectrométrie de masse,
avec la formation de persulfures / polysulfuresnaueau de résidus cystéines de la protéine
SufB. Enfin, en présence de fer et d’électronsfolane soufrée de la protéine SufB est

capable de former en son sein un centre [Fe-Sypke[4Fe-4S]"*

, réductible et stable. Ce
résultat nous conduit aujourd’hui a deux hypothekescluster de SufB pourrait avoir une
fonction rédox qu'il reste a identifier au sein plwcessus de biosynthése des centres [Fe-S].
L’autre possibilité est que SufB soit une protésoaffold. Cependant les protéines scaffold
connues actuellement ont la particularité d’assemtiés centres [Fe-S] extrémement labiles,
instables lors de la réduction, et non observadtleRésonance Paramagnétique Electronique.
SufB serait alors une protéine scaffold d’'un typ@que puisque son cluster peut étre
facilement réduit en un état stable [4Fe}SDn peut noter que les Archées et certaines
bactéries (voir tableau 4) ne possédent que laggipes SufBCD, mais pas SufA (ni IscA ou
IscU), ce qui suggére que, dans ces cas, le comdafBCD assure a lui seul la maturation
des protéines [Fe-S] et possede donc un role cocongplexe d’échafaudage pour les
protéines [Fe-S], role porté probablement par SufB.

Trouver une relation entre l'activité ATPase de(Sef I'existence d’'un cluster [Fe-S]
dans SufB constitue les objectifs du laboratoireigltement. SufBCD pourrait fonctionner
comme un canal permettant le transport de soufréeoglusters [Fe-S] vers une protéine
cible. Sa fonction étant révélée en conditions tdess oxydant, ce complexe protegerait la
molécule transportée (atomes de soufre ou cerfies§]) d’'une oxydation éventuelle. Cette
protection éviterait un relarguage de fer et/ousdefre dans le milieu, ces éléments étant

toxiques pour la cellule.
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[1-4-4-c- La protéine SufA

SufA est une petite protéine cytoplasmique homedimue, homologue a la protéine
IscA, présente dans I'opérdst (figure 4). Comme le montre la figure 8, elles stdnent une
usine d’assemblage des centres [Fe-S] au seiropérdnsuf ou isc respectivement. De fait,
de nombreuses études ont été réalisées ces deraimées, notamment au laboratoire, sur
ces deux protéines (Krekst al, 2001; Ollagnier-de-Chouderet al, 2001; Ollagnier-de-
Choudenset al, 2004; Ollagnier-de Chouderst al, 2003). Comme nous l'avons déja
mentionné, elles ont d’abord été caractérisées @rdes protéines « scaffold » au sein
desquelles les atomes de fer et de soufre sondgadulés transitoirement en un centre [Fe-
S], lequel est ensuite transféré a différentes agéimes cibles. Comme cela a déja été
mentionné, les protéines « scaffold » sont classé&n deux catégories, basées sur leur
séquence en acides aminés contenant ces cystéimeswées. Les protéines « scaffold » de
type U (IscU, NifU) possédent le motif caractégae CXCX,C alors que les protéines
« scaffold » de type A (IscA, SufA) contiennentetif CXg3sCGC.

Les études menées jusqu’a mon arrivée au laboreagor la protéine SufA ont permis
d’établir les propriétés suivantes (Ollagnier-dea@dtenset al, 2004; Ollagnier-de Choudens
et al, 2003) : (i) SufA est obtenue principalement sau®rme apo aprés purification aérobie
en milieu riche (seules des traces de fer et/osodére (quantités inférieures a 0,1 atome de
fer et de soufre par monomere) sont présentes aprégation) ; (i) SufA est capable de
chélater des centres [Fe-S] (mélange de centres-43F et [4Fe-4S]) apres traitement de
l'apoprotéine avec du fer (E¥ et du soufre (5 en conditions d'anaérobiose ; (i) Ces
centres [Fe-S] sont instables (a I'oxygene, et tirda réduction) et peuvent étre transférés

efficacement a une apoprotéine cible de type [2Z5jeoR [4Fe-4S].

¢ La forme holo de SufA (contenant un centre [Fe-S]

En général, aprés reconstitution chimique, un manwernde SufA ne peut pas lier plus
de deux atomes de fer et deux atomes de soufren@apt I'analyse de ces préparations par
spectroscopie Mossbauer a montré que deux formesed#es, [2Fe-2S] et [4Fe-4S],
existaient dans ces conditions (Ollagnier-de Choseé¢ al, 2003). SufA contiendrait alors
un mélange de polypeptides chélatant un centre-28fgpar momomeére et de polypeptides
chélatant un centre [4Fe-4S]. Ce dernier pourmisituer entre deux sous-unités ou étre
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présent dans une seule unité, la deuxieme étamud@pe de centre. La présence de ces
différents centres dans SufA peut s’expliquer dad¢an suivante :

- SufA contient un centre [2Fe-2S] a partir duquel centre [4Fe-4S] peut se former
artificiellement en raison de I'excés de fer esdafre présent dans le milieu réactionnel.

- SufA contient un centre [4Fe-4S] pouvant se dgmasar en un centre [2Fe-2S].

- SufA est capable d’assembler les deux types digeze

Le mécanisme d’assemblage des centres [Fe-S]trpésaconnu.

¢ Le transfert du centre [Fe-S]

Il a été observé que la protéine SufA était capaldetransférer efficacement ses
centres [Fe-S] a diverses apoprotéines cibles goika-de-Choudenst al, 2004; Ollagnier-
de Choudenst al, 2003). En effet, une méme préparation de holo$wat transférer soit un
centre [2Fe-2S] a la ferrédoxineEd’coli (Ollagnier-de Chouderet al, 2003), soit un centre
[4Fe-4S] a la biotine synthase EI’ coli (Ollagnier-de-Choudens et al., 2004). Cette
caractéristique est commune a toutes les protéireesffold » (IscU, IscA, SufA et NifU)
(Nishio and Nakai, 2000; Ollagnier-de-Choudetsal, 2001; Ollagnier-de-Chouders al,
2004; Unciuleacet al, 2007; Wollenberget al, 2003; Wuet al, 2002b). La question de la
spécificité du transfert se pose alors. En effefy’y a pas de systémes spécifiques pour
'assemblage et le transfert de centres [2Fe-28]F-4S]. Comment ces protéines font-elles
alors pour transférer des centres [2Fe-2S] ou f¥esuivant la nature de la protéine cible ?
A quel niveau se fait la reconnaissance ? Ce pomttoujours pas €été éclairci a I'heure

actuelle.

Plusieurs études ont été menées, notamment awatalver afin de mieux comprendre
les mécanismes moléculaires du transfert du cg¢ReeS] des protéines « scaffold », et de
SufA en patrticulier, aux apoprotéines cibles. Lesppétés du transfert qui ressortent sont
énoncées ci-dessous.

Tout d’abord, il apparait que le cluster est traréstel quel, en bloc, depuis la protéine
SufA vers la protéine cible, et non pas dégradé @tne ensuite reconstitué au sein de la
protéine acceptrice. En effet, la présence de thaka de fer, tels que la bathophénantroline,
n'inhibe pas le processus de transfert, montrard [u cluster est protégé du solvant
(Ollagnier-de Choudenst al, 2003). Des expériences similaires ont été réissur la

protéine « scaffold » Isu et ont conduit a la mé&maclusion. La protéine, préalablement
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reconstituée avec difFe, a été incubée avec de I'apoferrédoxine humaingrésence de
*%Fe en solution. Aucun échange entré’le et le*°Fe n'a été observé lors du transfert du
cluster au sein de la ferrédoxine, démontrant domfois de plus que le cluster est protégé
du solvant pendant la réaction (Wtal, 2002c).

D’autres études ont montré que le transfert dutetupassait tout d’abord par la
formation d’'un complexe entre la protéine « scalffolet la protéine cible. Ceci a été observé
dans plusieurs cas, SufA et la biotine synthaseBB{Ollagnier-de-Choudenst al, 2004),
IscA et la ferrédoxine (Fdx) (Ollagnier-de-Choudegisal, 2001), Isu et Fdx (Wt al,
2002c) ainsi que Isa et Fdx (Wet al, 2002a), et en utilisant différentes techniques
(chromatographie d’affinité et cross-linking). Oreup remarquer qu'on ne dispose pas
d’exemple d’interaction d’'une protéine scaffold awme protéine cible de type [3Fe-4S]. Les
expériences effectuées au laboratoire avec laipeot®lo-SufA et la biotine synthase comme
protéine acceptrice ont permis de mettre en évelepe le complexe formé entre les deux
protéines est basé sur des interactions non cdealeh semble mettre en jeu uniquement la
protéine « scaffold » sous forme holo et la praéaible sous forme apo (Ollagnier-de-
Choudenst al, 2004). En effet, aucun complexe ne se forme gidé€ine cible contient déja
un centre [Fe-S], ou lorsqu’ apoSufA est incubéecaapoBioB, ou encore si holoSufA est
incubée avec holoBioB. Ceci suggére que la présgmotuster au sein des protéines contrdle
leur association. De plus, des études cinétiquestorlé que la formation du complexe entre
SufA et BioB était un processus rapide, tout conheneansfert du cluster, qui se produisent
en quelques minutes. Par contre, la dissociatiosamaplexe, aboutissant a la forme active
libre de holoBioB est une étape lente (k = 0.03 Hin

Enfin, des expériences similaires ont été réalisges un mutant de la protéine BioB,
dans laquelle une des cystéines ligands du ceffie4S], la Cys53, a été changée en alanine
(Ollagnier-de-Choudenst al, 2004). Il a alors été observé que le complexetagburs
présent, montrant que les cystéines de la protéiceeptrice ne participent pas aux
interactions nécessaires a l'association des deatgipes. En revanche, le transfert du centre
[Fe-S] de holoSufA a la protéine cible sous forme,ainsi que la dissociation du complexe
formé entre les deux protéines, n'ont pas lieu.iGeggere que le processus de transfert est
guidé par l'attaque directe des cystéinates derd&eime acceptrice sur le centre [Fe-S] de
SufA. La réaction de transfert pourrait donc étéerde comme une attaque nucléophile au
cours de laquelle les cystéines de la protéine SofA libérées et remplacées par celles de la

protéine BioB.
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Figure 13: Schéma proposé pour le transfert du cluster [JFaleBoloSufA, représentée sous forme de dimére, a
une protéine cible, en prenant comme hypothésé&gtk contient un centre [4Fe-4S] par dimére. Lesdua
été localisé a l'interface de deux monomeres derfagbitraire.
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llI- Objectifs de la these : Etude moléculaire ded formation du centre [Fe-
S] dans SufA

La biosynthese des centres [Fe-S] est aujourd’muidamaine de recherche trés
compétitif et les connaissances acquises ont megraés rapidement durant ces derniéres
années. Cependant, comme nous venons de le vaircdngp de points doivent étre éclaircis
pour mieux comprendre de facon générale le fonagorent des processus d’assemblage des
clusters. Plus particulierement, de nombreusestignessubsistent quant a la caractérisation
et au fonctionnement des protéines dites « scaffold

Dans ce contexte, je me suis intéressée, au ceurnadthese, a la caractérisation
fonctionnelle de la protéine SufA, en utilisant @ggproches biochimiques, spectroscopiques

et de biologie moléculaire.

¢ Les mécanismes moléculaires d’assemblage de®sdhe-S]

Tres peu de choses étaient connues concernant deanimmes moléculaires de
formation du cluster [Fe-S] au sein de la protétdA et des protéines « scaffold » en
général. L'idée était de comprendre comment et dpred ordre s’effectue l'insertion des
atomes de fer et de soufre au niveau des cystéoreervées de SufA, définies par la suite
comme étant le site actif de la protéine.

Pour ces travaux, les deux mécanismes possiblsertjion du fer puis du soufre et

inversement, insertion du soufre puis du fer) ¢étedivisages.

¢ La nature des centres [Fe-S] dans la protéinéASiIE. coli

Il était connu que la protéine SufA, contient, apm&constitution chimique, un
mélange de centres [2Fe-2S] et [4Fe-4S] dont leggstions varient suivant les expériences,
comme cela a été montré par spectroscopie Mossh@lkrgnier-de Chouderst al, 2003).
Il était difficile de dire si cela correspondaitiae propriété intrinséque de la protéine due a sa
fonction ou alors a un artefact di aux conditioxggéeimentales. Une hétérogénéité similaire
de centres a été rencontrée dans le cas des gotéoA dA. vinelandii et dE. coli (Krebset
al., 2001; Ollagnier-de-Choudemt al, 2001), alors que seuls des centres [2Fe-2S]tént é
détectés dans IscA d& pombeet deSynechocystigpres reconstitution (Morimotet al,
2002; Wollenberget al, 2003; Wuet al, 2002a). De plus, dans ce dernier cas, les avis
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divergeaient quant a la quantité de fer par chpotgpeptidique : soit un atome de fer, soit
deux atomes de fer par chaine polypeptidique.

L’identification de la nature du cluster au seirs ggotéines « scaffold » restait donc
un probleme clé. Deux approches ont été utilisées fgnter de répondre a cette question :
- nous avons reconstitué chimiquement SufA, erafaigarier les conditions de réaction, afin
de voir s’il était possible d’obtenir une prépavathomogéne de centre.
- nous avons purifié la protéine SufA en conditiamaérobies, a partir de 'opérsof de
sorte a obtenir une protéine native métallée saamtement chimique. Ce dernier point
s’inscrit également dans la controverse conceraaiainction des protéines de type A comme

donneur de fer ou protéines scaffold.

¢ La nature des ligands des centres [Fe-S] darmd¢aeine SufA d’E. coli

Comme mentionné précédemment, les protéines toktafde type A possédent trois
résidus cystéines largement conservésg{C&%C) (voir alignement de séquence figure 7),
proposés comme étant les ligands des centres [EeeSkentiels a I'activité des protéines. En
fait, le réle exact de ces résidus dans I'asserebéida coordination des clusters n’est pas
clairement établi. Des expériences merigesvo sur Isalp de la levur®. pombent montré
que ces trois cystéines étaient essentielles anletibn de la protéine (Jensen and Culotta,
2000; Kautet al, 2000). Par contre, les mutants &y&la de Isalp sont tout aussi capables
gue la forme sauvage d’incorporar vitro des centres [2Fe-2S] avec une efficacité de
transfert identiqgue (Wu and Cowan, 2003). Enfirg depériences réaliséasvitro sur ISCA
de Synechocystisont montré que seules les cystéines de la partieriinale étaient
essentielles pour la formation et le transfert ldgter [2Fe-2S] (Wollenbergt al, 2003).

En construisant, notamment, les trois mutants lesn@ys—Ser de SufA . coli, j'ai

tenté d’identifier le réle des trois cystéines denshélation du cluster [Fe-S].
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| — Matériels Biologiques

[-1- Souches bactériennes

¢ Escherichia colBL21(DE3)

Ces bactéries ont le génotype suivantonipT hsdS(rs, mg) gal dcm(DE3).
Ce systeme est utilisé pour la surproduction dstépres dont les genes sont sous la
dépendance de promoteurs de phage T7. L'inserhmadsomique DE3 est issu du phaget
contient le géne codant pour la T7 RNA polymérdbast sous contrble du promoteur

lacUV5, inductible par I'isopropyl-1-thi@-D-galactopyranoside (IPTG).

¢ Escherichia colDH5a

Ces bactéries ont le génotype suivahRt@80lacZAM15 recAl endAl gyrA95 thi-1,
hsdR17(k’, m¢") sugE44relAl deR A(lacZYA-argF)U169. Cette bactérie est utilisée pour la
préparation de plasmides. Elle est déficiente efoeuncléasesedh, ce qui améliore la
gualité des préparations d’ADN. D’autre part, latation sur le geneaecA la rendant
déficiente pour la recombinaison homologue, éwterisques de mutations du plasmide au

cours de sa préparation.

¢ Escherichia coliC43(DE3)

Ces bactéries sont dérivées des bactéries BL2)(OHI&@s contiennent également
l'insert chromosomique DE3 et sont aussi inductildel'lPTG. Elles sont souvent utilisées

pour la surexpression de protéines toxiques owspklbles.

¢ Escherichia coliTopl0

Cette souche a le génotype suivantm&AA(mMrr-hsdRMS-mcBC) -@80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(araley)7697 galU galK rspL (AmpT) endAl nupG.
Généralement utilisées pour du clonage, ces cellole servi, dans notre cas, pour la

surproduction de protéines.
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I-2- Vecteur de surexpression

¢ Le vecteur pET-22b+

Ce vecteur contient, en amont du site de clonadépie, un promoteur T7 inductible
a I'lPTG. Il posséde également le gdria qui confere la résistance a I'ampicilline grace a
'expression de Ig-lactamase. Les genssfA sufE etsufSont été clonés dans ce vecteur
pPET-22b+ aux sites de restrictiofNdel-Xhol]. Les plasmides obtenus sont notés
respectivement pET-+4, PET-Eis et pET-Sis. lls codent pour les protéines SufA, SufE et
SufS comportant une étiquette polyhistidine en r@iteal et notées par la suite SyfA
Suff,s et Sufgis. Le plasmide pET-As a également servi de matrice pour I'obtention par
PCR des protéines mutantes de SufA, contenanté@galement une étiquette polyhistidine en
C-terminal ainsi que d’'une protéine SufA ne comgatrtpas d’extension polyhistidine et

nommée SufAror

4 Le vecteupET-21

Ce vecteur contient également un promoteur T7dtiole a I''lPTG et porte le gene
résistant a 'ampicilline. Il a servi a I'expresside la ferrédoxine, a partir du plasmide noté
pET21-EcFdx, contenant le géfukx

4 Le vecteur pOQE-30

Ce vecteur contient le promoteur T5 inductibl€l@TIG. Il confere la résistance a
I'ampicilline. Le plasmide pQE-30-IscA, contenaatgéne codant pour la protéine IscA cloné
aux sites de restriction [BamH1-Sall], a été foyvar I'équipe de Takahashi (Tokumatb
al., 2002). Il permet I'expression d’'une protéine camant une étiquette polyhistidine en N-

terminal.

¢ Le vecteur pPBAD

Ce vecteur contient, en amont du site de clonagkipia, le promoteuraraBAD,
inductible par la L-arabinose. Ce vecteur confggaleément la résistance a I'ampicilline.
L’'opéron suf a été cloné aux sites de restriction [EcoRI-NcaB. plasmide obtenu, noté
pGS0164 sufD_H128A, code ainsi pour les six pre®ide I'opérorsuf (SufA, SufB, SufC,
SufD_H128A, SufS, SufE), la protéine SufD compartame mutation.
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[-3- Milieux de culture

La composition des milieux de culture a été dégitecédemment (Sambroek al,
1989). Le milieu généralement utilisé pour les un@$ bactériennes est le milieu riche LB
(liquide et solide Luria Bertani). Ce milieu a @Btenu chez AthenaES. Pour la production
d’une protéine SufA marquée avec’dN (dans le but d’une étude par RMN), les cellules o
été cultivées dans un milieu minimum M9 pour legigekcomposé®NH,Cl est la source

d’'azote.

Il — Méthodes de biologie moléculaire

[1-1- Introduction d’ADN dans E. coli

[I-1-1- Préparation des cellules compétentes

Toutes les étapes se déroulent stérilement.

100 mL de LB sont ensemencés a 2% avec une préezultubactéries BL21(DE3),
DH50 ou Topl0 réalisée sur la nuit. Les cellules sdmisacultivées a 37°C, sous agitation,
jusqu’en phase exponentielle de croissances(P@= 0,6) ; puis la croissance est arrétée en
laissant reposer les cultures dans la glace peddaminutes. Aprés une centrifugation de 10
minutes a 5000 rpm, les culots sont repris dantgaompon Tris-HCI 10 mM pH=8, NaCl 50
mM. Les cellules sont de nouveau centrifugées id fida méme vitesse, puis resuspendues
dans 50 mL de CagB0 mM et maintenues a 4°C pendant 20 minutesrdieeent des
cellules par les ions divalents Caltére les membranes en créant des microperfosatans
la bicouche lipidique, ce qui facilitera la transf@ation par un ADN exogéne. Apres une
nouvelle centrifugation, les bactéries sont regrig&ns 5 mL de Ca£B0 mM, 15% glycérol
puis aliquotées et congelées dans l'azote liquides cellules compétentes sont alors

conservées a —80°C.

[I-1-2- Transformation des cellules compétentes

Dans un tube eppendorf stérile, 100 de cellules compétentes sont incubés a 4°C

avec 100 a 500 ng de vecteur de surexpression peB@aminutes. Un choc thermique,
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réalisé a 42°C pendant 2 minutes, permet la tramsfiton des bactéries. En effet, ce
traitement accentue la destabilisation de la bikeudidique et stimule la pénétration de
'ADN plasmidique dans les cellules. Celles-ci semsuite remises 2 minutes a 4°C, puis
reprises dans 500L de milieu LB, et laissées 1 heure sous agitafiad7°C. Les cellules
transformées sont étalées sur boites de Pétriramtelu milieu LB-agar, additionné des
antibiotiques appropriés (ici ampicilline 10@/mL). Les boites sont placées une nuit & 37°C.

Les colonies formées sont celles contenant le uedte surexpression.

[1-1-3- Préparation d’ADN plasmidique

Cette étape est réalisée a l'aide du kit QIApreMliniprep (Qiagen) qui permet
d’extraire et de purifier TADN plasmidique a partie 10 mL de culture de cellules Did5
transformées avec le plasmide désiré. Apres cellées cellules par centrifugation, celles-ci
subissent une lyse alcaline, en présence de RMNa&ssd, qu'une précipitation de I'ADN
génomique par I'acide acétique. L’ADN est alorsnétié par centrifugation, et le surnageant
déposé sur une colonne comportant une membrangtuéesde gel de silice, permettant une
adsorption sélective de 'ADN plasmidique, en pnéged’une forte concentration en sel.
Apres un lavage a I'éthanol pour éliminer les 94N et les protéines, I'ADN plasmidique
est élué avec un tampon de faible force ionique @atampon EB : Tris 10 mM pH 8,5).

L’ADN plasmidique purifié est stocké a —20°C.

lI-2- Amplification par PCR - Mutagenese dirigée

[1-2-1- Amplification des plasmides pETcAos PET-Ac114as PET-Ac1165 PET-Ac116a €t PET-

Astopcontenant une mutation sur le gésneA

L’amplification en chaine par 'ADN polymérase (PCPermet de synthétiser des
fragments d’ADN ou des plasmides entiers. Ellefsttie en utilisant 2 oligonucléotides qui
vont servir d’amorces, une matrice d’ADN et une APWlymérase thermorésistante. La
réaction consiste en une répétition de 3 étapefoguient un cycle de température : une étape
de dénaturation (séparation des 2 brins de I’ADNtricg), une étape d’hybridation
(appariement des amorces a leur séquence compkiireestir la matrice d’ADN) et une

étape d’élongation (synthése de ’ADN complémeagtpar la polymérase).
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L’insertion de mutations dans le gésafA au niveau des résidus cystéines a éte
réalisée par mutagenése dirigée suivant les recoadatians proposées par Stratagene (Quick
Change Site-Directed Mutagenesis). Selon cettenigah, le plasmide pET+4 a servi de
matrice pour I'amplification par PCR, a partir deoBgonucléotides contenant la mutation
désirée, chacun étant complémentaire d’'un des 5 @ADN du plasmide pET-+4. La
polymérase utilisée est la Pfu ultra (Stratageca)able de synthétiser des brins d’ADN de
grande taille (jusqu’'a 9 kb). Le produit de la té&at est ensuite digéré par I'endonucléase
Dpnl qui coupe spécifiqguement les ADN méthylés et donc va seulement digérer le

plasmide parental ne comportant pas la mutation.

Quatre mutants de la protéine SufA (Sedds SufAciias SufAciieset SufAciies) ont
été construits par cette technique. Cette méthalendtagenese dirigée a également été
utilisée afin d’obtenir la protéine Suffop Nne posseédant pas d’extension polyhistidine. Pour
cela, un codon STOP a été inséré en aval du gt juste avant les bases codant pour les
6 résidus histidines.

La séquence des amorces utilisées pour constasrdifférents mutants ainsi que les

conditions de réaction sont listées respectiverdans les tableaux 6 et 7.

Nom de Séquence de 'amorce (55 3)
I'amorce

SufA C50S-1 |AAG CAA ACG GGC_ITCC GCG GGC TTT GGC
SufA C50S-2 |GCC AAA GCC CGC GA GCCCGT TTG CTT

SufA C114S-1| GCC CAG AAT GAATCT GGC TGT GGC GAA
SufA C114S-2| TTC GCC ACA GCC ASA TTC ATT CTG GGC

SufA C116S-1| AAT GAA TGT GGC ICT GGC GAAAGC TTT
SufA C116S-2|AAA GCT TTC GCC_ AGA GCC ACATTC ATT

SufA C116A-1| AAT GAA TGT GGCGCT GGC GAAAGC TTT
SufA C116A-2|AAAGCT TTC GCC AGC GCC ACATTC ATT

SufA-STOP-1 |GGC GAAAGC TTT GGG GTATAG CTC GAG CAC CAC CAC CAC
SUfA-STOP-2 |GTG GTG GTG GTG CTC GAGTA TAC CCC AAAGCT TTC GCC

Tableau 6: amorces de PCR utilisées pour la mutagenéseédirsyir le gensufA Les bases mutées sont
indiquées en gras / couleur bleue. Les codonsgmdicodent alors pour une sérine dans les tresiprs cas,
et pour une alanine dans le quatrieme cas. Dadexrfeer cas, le codon souligné est un codon ST&&éravant
les histidines (codon CAC).
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Réactifs Mutants SufAcsos; SufAciiss; SufAciiea SufAstop
SufAci1es
Eau stérile 35 uL 37,7 pL 15 pL
Amorce 1 2 uL 840 ng 2puL | 120ng 2 pL | 120 ng
Amorce 2 2 pL 840 ng 2uL | 120ng 2 pL | 120 ng
pET-Ahis 3 uL 17,4 ng 1,3ull 10ng 1,34L10ng
Buffer x10 S5 L S5 puL 2,5 L
dNTPs (10 mM) 2 uL 2 uL 0,5 plL
Polymérase 1pL 1pl 0,5 plL
Volume final 50 pL 50 pL 25 uL

Tableau 7: mélanges réactionnels effectués pour 'amplifisatdu plasmide pET-A contenant une simple
mutation ou une insertion d’un codon STOP.

Les conditions d’amplification sont décrites daes tableaux 8. Typiquement, le
mélange réactionnel est tout d’abord porté a 94é@dant 30 secondes afin de dénaturer
I’ADN parental. Plusieurs cycles de températureeyiles) permettent ensuite I'amplification
de 'ADN muté. L'amplification se termine par un@ge d’élongation de 10 minutes a 68°C.
La PCR a été effectuée sur un appareil Robocycstignt 40 (Stratagene).

Mutants | X Y [N
. SufAcsos |45 °C|13 min| 18
Etape 2 94o C, 30 se SufAci14s| 45°C | 13 min 18
X OC’ 1 mln SufAci165|45°C | 13 min 18
68 °C, Y min SufAci16a| 55°C | 11 mir 16
Etape 3/68°C, 10 mir SufAstop | 55°C | 11 min 18

Etape 1/94 °C, 30 se

) C)

Tableaux 8: conditions d’amplification par PCR.
X : température d’hybridation ; Y : températureldigation ; N : nombre de cycles de température.

[1-2-2- Analyse des produits PCR : gel d'agarosséejuencage

L’ADN plasmidique obtenu aprés I'amplification paPCR est analysé par
électrophorése sur gel d’agarose 1 %. Un volume&agon de charge (0,25 % de bleu de
bromophénol, 2,25 % de xyléne cyanol, 30 % de gbikést ajouté a 5 volumes de solution
d’ADN. Le mélange est déposé sur gel d’agarosené@me que des marqueurs de taille allant
de 250 a 10000 pb) (Fermentas). Aprés migratios soe tension de 135 V dans du tampon
TAE (Tris 20 mM, acétate 10 mM, EDTA 0,5 mM, pH B@ndant 20 minutes environ, le
gel est plongé dans une solution de BET afin déleewADN. Le BET s'’intercale entre les

bases de I'ADN et la fluorescence du complexe foasierévelée sous lumiere U¥=R60
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nm). La comparaison avec les marqueurs de taillangte de déterminer la taille

(approximative) du fragment d’ADN étudié.
Le mélange réactionnel obtenu aprés PCR et vépdie gel d’agarose est ensuite
utilisé pour transformer des cellules compétentetbd L’ADN plasmidique contenant a

priori la mutation désirée est alors extrait etifpurpuis séquencé par la société Genome

Express (Meylan, France) afin de vérifier I'inté§rile la séquence du géne muté.

[1I- Obtention des protéines

RS sufEw

| | Hi56| SufShic
[Hiss | Css Coos Cion | IscA
| Cso Ci14 Cuie | Hise | SufAnis
| Cso Ci4 Cus | SufAstop
TAG
Codon ston
Sso Ca14 Cuse | HisG' SufAcsos
TCC
Code pour une sérine
Cso Sus Cuss | Hiso | SufAciias
TCT
Code pour une sérine

| Cso Ci14 S/And Hiss | SufAcites/a

H128A Opéron pGS0164 sufD_128A

Figure 14: représentation schématique des différentes proitées purifiées et utilisées au cours de ma thése
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[1I-1- Purification des protéines SufA, SufE, SufSet IScA

[11-1-1- Surexpression des protéines SufA, SufESSet IscA

La soucheE. coli BL21(DES3) est transformée par I'un des plasmides$-py,is, pET-

Eniss PET-Siss PET-Acsos PET-Ac114s PET-Ac116sPET-Ac116a PET-AstopOU encore pQE30-
IscA suivant la protéine a surexprimer. Les tramefints sont sélectionnés sur milieu LB-
agar, contenant 100 mg/L d’ampicilline. Une colos@ée sur boite de Pétri est alors mise en
culture dans 100 mL de milieu LB additionné d’anipiee (concentration finale = 100
pMg/mL). Apres une incubation d’'une nuit a 37°C, sagdation (180 rpm), cette préculture
sert a inoculer 5L de milieu LB/ampicilline a 1,586 5L de milieu M9 marqué a 1 % (dans
le cas ou I'on veuille obtenir la protéine marqu@air une étude par RMN). La culture se
poursuit a 37°C. Lorsque la densité optique a 680das cultures atteint 0,5, I'expression de
la protéine SufA, SufE ou SufS est induite par gjdune solution d'IPTG (concentration
finale = 0,5 mM). Apres 3 heures d’induction a 37/ culots bactériens sont récupérés par
centrifugation a 4000 rpm, a froid, lavés avecdmpon A (Tris-HCI 50 mM pH=7,5), et

conservés a —80°C.

[11-1-2- Préparation des extraits protéiques

Les culots bactériens obtenus a partir des cultsmeg décongelés et remis en
suspension dans le tampon B (Tris-HCI 100 mM pH=N&CI 100 mM, PMSF 1 mM), puis
traités aux ultrasons (10 cycles de 10 secondgmksAcentrifugation a 45000 rpm, pendant
1h30 a 4°C afin déliminer les débris cellulairds, surnageant contenant les protéines
solubles est traité avec 2 % en poids de sulfatstrégptomycine pendant 30 minutes a 4°C
sous agitation. Une deuxiéme centrifugation (1000@, 4°C, 30 minutes) permet alors
d’éliminer I'ADN précipité. Le surnageant corresp@ant aux extraits protéiques solubles est

prélevé et placé a 4°C.

[11-1-3- Etapes chromatographiques

Toutes les étapes suivantes de purification dagipes sont réalisées a 4°C.
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[ll-1-3-a- Purification des protéines Suff SufAsos SufAiias SufAiies Sufhiiea Suflsis
et Suf§s

¢ colonne d’affinité, Ni-NTA

Les extraits protéiques obtenus sont chargés seircalonne Nickel - Acide Nitrilo
Triacétiqgue (Ni-NTA) (Qiagen) maintenue a 4°C etiélgrée avec le tampon C (Tris-HCI
100 mM pH=7,5, NaCl 50 mM).

Cette étape chromatographique permet une purificaisée des protéines possédant
une extension polyhistidine. Le principe de ceti#pé de purification repose sur l'affinité
existant entre les résidus histidines contigusaderdtéine et I'on Nf relié & la matrice de la
colonne via le groupement NTA. En effet, le NTAeragit, par l'intermédiaire de 4 atomes,
avec l'ion Nf*. Ce dernier posséde alors encore deux sitesrditien libres. Ainsi, lorsque
la protéine (SufA, SufE, SufS ou IscA), contenangsidus histidines en C-terminal ou en
position N-terminale dans le cas de IscA, passelswolonne, des interactions entre les
histidines de la protéine et I'ion Nise créent. La protéine se fixe alors spécifiquéraenla

matrice.

Aprés un lavage abondant de la colonne avec ledar@p la protéine est éluée avec le
tampon D (Tris-HCI 100 mM pH=7,5, NaCl 50 mM, Immde 500 mM). L'imidazole
présente une structure semblable a celle de Hm&tipuisqu’il posséde un cycle azoté. De ce
fait, il posséde aussi une forte affinité aveal'™i®*. L'utilisation d'une solution contenant de
I'imidazole a forte concentration permet ainsi dipldcer I'équilibre et de décrocher la

protéine.

histidine imidazole

Figure 15: formules chimiques de I'histidine et de I'imidde

Les fractions récupérées sont ensuite analyséesgealurd'électrophorese. Celles

contenant la protéine désirée (SufA, SufE, SufSsoé suivant les extraits chargés) sont
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concentrées par ultrafiltration sur une membranacAm(Millipore), choisie en fonction de

la taille de la protéine. Aprés cette étape, lesgimes sont pures a 80 % environ.

¢ colonne d’exclusion stérique Superdex 75

Cette étape de purification consiste a réalisetanmsage moléculaire. Les différents
constituants de [I'échantillon sont donc séparénsdeur poids moléculaire. Le

fractionnement de la Superdex75 se situe entré ®a@t 7.16 Da.

La solution protéiqgue obtenue apres purification BitNTA est chargée sur une
colonne Superdex 75 16/60 prep-grade (Amershamakitaa Biotech, 1.6 cm*60 cm, 124
mL) équilibrée avec le tampon E (Tris-HCI 100 mM=ab, NaCl 50 mM, DTT 5 mM), puis
éluée avec ce méme tampon a un débit de 0,8 mibeis fractions de 2 mL sont collectées
puis analysées sur gel d'électrophorése. SufS3ugst @ 60 minutes, SufE a 91 minutes, SufA
(sauvage et mutée) a 87 minutes et IscA a 88 nsn@elles contenant la protéine pure sont
concentrées par ultrafiltration. Enfin, les échiéonis sont aliquotés et stockés a —80°C. Les

protéines obtenues sont pures a 95%.

[11-1-3-b- Purification de la protéine SufA ne pédant pas d'étiguette polyhistidine

(SufAston

¢ précipitation au sulfate d’ammonium

Les extraits protéiques subissent une précipitaimt 40% de sulfate d’ammonium.
Le culot obtenu (rouge) contient la protéine SuB&lui-ci est ensuite redissout dans 10 mL
de tampon F (Tris-HCI 25 mM pH=7,5).

¢ colonne d’exclusion stérique Superdex 75

La solution protéique obtenue est purifiée sur gonne Superdex 75 selon le

protocole décrit précédemment.
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[1I-2- Purification de la protéine SufA a partir de 'opéron suf

H128A Opéron p650164 sufD 128A
Figure 16: représentation schématique de I'opéron suf agemvi pour la purification de SufA

[11-2-1- Surexpression de I'opérauf

La soucheE. coli Topl0 est transformée par le plasmide pGS0164 SHiR3A,
codant pour les six protéines de I'opérsui Les transformants sont sélectionnés sur milieu
LB-agar, contenant 100 mg/L d’ampicilline. Une priégre de 100 mL réalisée a 37°C sur la
nuit sert & inoculer 5L de milieu LB/ampicilline 185 %. La culture est réalisée a 37°C.
Lorsque les cultures atteignent une dfah €gale a 0,6, I'expression des protéines Suf est
induite par l'ajout de 0,2 % d’arabinose, pendanh&ires. Les bactéries sont ensuite
récupérées par centrifugation a 4000 rpm, a froé$ milieux de culture et conservées a -
80°C.

[11-2-2- Préparation des extraits protéigues

Les extraits protéiques sont préparés sous atmaspbatrolée en réalisant des cycles
de congélation/décongélation en présence de lysezyypiquement, les cellules récupérées
a partir de 2 L de culture sont décongelées erel@tjants et resuspendues dans 40 mL de
tampon G (Tris-HCI 25 mM pH=7,8-mercaptoéthanol 10 mM). 40 mg de lysozyme sont
ajoutés. Apres 30 minutes d’incubation, sous dgitates cellules subissent trois cycles de
congélation/décongélation afin de casser les mambraellulaires et extraire les protéines
solubles. Celles—ci sont récupérées apres unedfagation a 45000 rpm, pendant 1h, a 4°C,

permettant d’éliminer les débris cellulaires.
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[11-2-3- Chromatographie : échange d’anions

La purification de la protéine SufA est ensuitelisé® en boite a gants a température
ambiante. Cette étape expérimentale est tres tlitan point de vue pratique et doit étre
rapide pour tenter de conserver le centre métalldpila protéine que I'on sait peu stable. Les
extraits protéiques sont chargés sur une colonhan@euse d’anions Q-sépharose Fast Flow
équilibrée avec le tampon G. Aprés un lavage abutrdia la colonne (environ 8 volumes de
colonne) avec ce méme tampon, la plupart des pedésont éluées grace a un gradient
linéaire de 0 a 40 % de tampon H (tampon G conteNa€l 1 M), avec un débit de 1
mL/min. Le reste des protéines est décroché emtdaacolonne avec 100 % de tampon H.
Les fractions récupérées sont analysées par gectt@horése. Celles contenant la protéine
SufA, sont rassemblées, concentrées et stocké$¥ @.-La pureté de la protéine obtenue est

d’environ 95 %.

[11-3- Purification de la ferrédoxine

La culture de la ferrédoxine [2Fe-2SEd’coli a été réalisée selon le protocole décrit
par Nakamura et coll (Nakamued al, 1999). La culture est tout d’abord réalisée aC37°
puis I'expression des protéines est induite pgoliad’IPTG (1 mM) pendant une nuit a 30°C
afin d’éviter I'agrégation de la ferrédoxine sowsniie de corps d’inclusion. Les extraits ont
ensuite été préparés par sonication. La purifioatee déroule selon trois étapes
chromatographiques (deux colonnes échangeusesod&ret une colonne d’exclusion

stérique), comme décrit précédemment (Ta and WcKe92).

IV- Méthodes biochimiques

IV-1- Préparation de la protéine SufA chargée en sdre
Les expériences sont réalisées en boite a gantssasmosphére controlée (<4 ppm

0,), a 19°C. Deux méthodes ont été utilisées afirbtdoir la forme soufrée de la protéine

SufA, nommée par la suite SufA-SSH.
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¢ Conditions « stoechiométriques » (méthode 1)

Il faut tout d’abord préparer la forme soufrée dumplexe SufSE. Pour cela, les
protéines SufS et SUfE (solution préparée a @d0pour chacune des deux protéines) sont
incubées en présence de cystéine (4 mM) dans dpotarA (Tris-HCI 50 mM pH=7,5),
pendant 30 minutes. La solution est ensuite dépageene colonne de dessalage Micro Bio-
spin 6 (Biorad) équilibrée avec le méme tampon d#timiner I'excés de cystéine et ainsi de
stopper la réaction. Dans ces conditions, SufSE sesifré (ce qui a été vérifié par
spectrométrie de masse) ; cette forme sera nomarda puite SUfSE-SSH. 2 excés molaires
par rapport au complexe SufSE d’'une solution pgoigide SufA sont ensuite ajoutés. Apres
30 minutes d’incubation, pendant laquelle le soeBetransféré de SufSE a SufA, la réaction

est arrétée par congélation de I'’échantillon dazote liquide.

¢ Conditions « catalytiques » (méthode 2)

Cette deuxieme méthode consiste a utiliser destiggmmcatalytiques de SufSE. Une
solution contenant SufA (200M), SufS (6uM), SufE (6 uM) et un exces de cystéine (10
mM) est préparée. Aprés 3 heures de réaction a,3@%Dlution est dessalée sur une colonne

Micro Bio-spin 6 équilibrée avec le tampon A, paigelée dans 'azote liquide.

Quelles que soient les conditions de réaction ségls (méthodes 1 ou 2), les
échantillons protéiques obtenus sont ensuite agalpsr spectrométrie de masse afin de

vérifier le transfert de soufre sur SufA.

IV-2- Digestion enzymatique de la protéine SufA

Afin de déterminer la localisation du soufre fixé¢ sein de la protéine SufA, la forme
soufrée de la protéine (notée SufA-SSH) a été dedrour cela, 0,pg/uL d’endoprotéinase
Lys-C (Roche Diagnostics Gmbh) sont ajoutés a umarmdlon de SufA a Sug/uL. La
réaction de digestion est maintenue 18 heures péieture ambiante. L’échantillon est alors

analysé par spectrométrie de masse MALDI-TOF.

IV-3- Alkylation de la protéine SufA apo et soufréeg(SufA-SSH)

Afin d'inactiver les cystéines de SufA, nous avouslisé un agent alkylant,
iodoacétamide. 15 a 25 exces molaires d'une smiutl'iodoacétamide sont ajoutés a la
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protéine, apo ou soufrée, et la réaction est mailetel a 3 heures a température ambiante,
dans I'obscurité. L'exces d’iodoacétamide est dpséiiminé en dessalant les protéines sur
une colonne Micro Bio-spin (Biorad). Les échantiBosont congelés dans I'azote liquide et

conserves a -80°C avant d’étre analysés par speétrie de masse.
IV-4- Etude d’interactions entre SufA et SufS/SufEpar chromatographie d’affinité

Les protéines SufS, SufE et SUfSE (1mg), possadamtetiquette polyhistidine, sont
chargées, chacune, sur une colonne d'affinité, &i€khelating Sepharose (GE Healthcare)
équilibrée avec le tampon | (Tris-HCI 50 mM pH=gCI 150 mM). La protéine Sufhop
(2 mg), ne comportant pas d'étiquette polyhistidiast alors chargée, a son tour, sur ces
colonnes. Ces derniéres sont lavées abondammenbllhes de colonne) avec le tampon |
contenant 20 mM d’imidazole, puis éluées avec neptan | contenant 500 mM d’imidazole.
Les fractions récupérées apres lavage et élutian abdonnes sont analysées par gel
d’électrophorése. Si SufA est retrouvée dans kegitms obtenues apres élution, cela signifie
gu’elle interagit avec la protéine chargée sur déormne, sachant qu’il a été vérifie, au

préalable, que Sui&opseule n'interagit pas avec le gel de la colonne.
IV-5- Préparation de la protéine SufA chargée en fe

Les réactions sont réalisées en boite a gantsasmasphere contrélée (<4 ppm)a
18°C. 100uL d’'une solution de SufA préparée a 5@ dans le tampon J (Tris-HCI 100 mM
pH8, KCI 50 mM) sont traités avec du DTT (3 mM) dant 10 minutes. Différents exces
molaires (2, 4 ou 8 excés molaires) par rapportf $le Fé" introduit sous forme d’une
solution de sel de Mohr [Fe(NH(SQOy),] sont ajoutés. Aprés 30 minutes de réaction, la
solution est déposée sur une colonne de dessaladN(Amersham) équilibrée avec le
tampon J. La protéine SufA, débarrassée de l'exi®der, est récupérée et analysée
spectroscopiquement (UV-visible) et biochimiquemgontenu en fer).

Pour lI'analyse par spectroscopie Mdssbauer, Sub® (M) a été incubée avec 4
excés molaires d¥Fe(Il) en présence de DTT (4 mM) pendant 90 minyias dessalée sur
une colonne NAP10. La solution protéigue est easgiincentrée a 660 pM sur une
membrane Amicon YM 10, puis introduite dans unéuteMdssbauer de 400 pL et congelée

en boite a gants dans du 2-méthyl butane (Acré®jidepar I'azote liquide.
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IV-6- Préparation de la protéine IscA chargée en fe

Afin de comparer le comportement de SufA et dé Jsmus avons également préparé
et étudié la protéine IscA chargée en fer, soivasi le protocole présenté ci-dessus pour
SufA, soit suivant le protocole décrit precédemnpartDing et coll.(Dinget al, 2004). IscA
est tout d’abord incubée pendant 2 heures avexcgsede DTT (10 mM) et d’EDTA (10
mM), puis dessalée, afin d’éliminer toute tracefelefixé a la protéine. IscA (50 uM) est
ensuite traitée, en conditions aérobies, avecrdiits exces de Fe(ll) introduit sous forme de
sel de Mohr, en présence d'un exces de DTT (2 npdjdant 5 minutes, puis purifiée sur
colonne NAP10 avant d’étre analysée spectroscopigue(UV-visible) et biochimiquement

(contenu en fer).

IV-7- Reconstitution chimique du centre [Fe-S] dansSufA

La reconstitution est réalisée en boite & gants atmosphere controlée {©4 ppm),
a 18°C. La protéine SufA, purifiee sous forme afamviron 15 mg/mL), est incubée 10
minutes en présence de DTT 5 mM. 1 & 4 excés reslgiar rapport & SufA dé $ntroduit
sous forme d’une solution de sulfure de sodiumy@Ndans HO), puis 1 a 4 excés molaires
de Fé" introduit sous forme d’une solution de sel de M{fFe(NHy)2(SQs)-] sont ajoutés.
Apres un temps d’incubation variable suivant lepégiences (de 5 minutes a 1 nuit), la
solution est déposée sur une colonne NAP10 (Amershéquilibrée avec le tampon J. La
protéine, de coloration marron, débarrassée ded®xle fer et de soufre, est récoltée, puis
concentrée sur une cellule YM 10 (Amicon). Un spedtabsorption UV-visible et un dosage
de fer sont réalisés a la fin de chaque reconisiitut

Dans le cas ou I'échantillon doit étre analységpactroscopie Mossbauer, la solution
de fer utilisée est une solution de sel de Mafig(NH,)>(SOs),], ou une solution de chlorure
de fer P’FeCk] préalablement réduite avec un excés de DTT.

IV-8- Préparation de la forme apo de la ferrédoxine

La ferrédoxine [2Fe-2S] #. coli (notée Fdx) obtenue aprés purification est traitée
avec un exces de DTT (10 mM) et d’'EDTA (10 mM) pamid3 minutes a 95°C, puis purifiée
sur colonne NAP10. La protéine est alors analypéetsoscopiquement et biochimiquement

afin de vérifier qu’elle ne contient plus de cerjfe-S].
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IV-9- Transfert du cluster [Fe-S] de holoSufA a ap&dx

La réaction est réalisée en conditions anaéragiides<4 ppm). La ferrédoxine (150
KM) sous forme apo a été incubée avec holoSufAemigt aprés reconstitution chimique ou
apres purification en anaérobiose. Dans chaquénolxSufA a été préalablement caractérisée
par son contenu en fer et en soufre, puis intrediétfacon & apporter 2 a 3 excés molaires de
fer et de soufre par rapport a la ferrédoxine. Apré temps d’incubation variable a 18°C,
dans le tampon J (Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 50 mWg¢chantillon est réduit par un exces
de dithionite (2 mM) pendant 30 minutes et le tfarisdu cluster est contrdlé par
spectroscopie RPE. Si un transfert a eu lieu, dnalbserver un centre [2Fe-2Sjhu sein de
la ferrédoxine, celui-ci étant caractérisé parigna de spin S=1/2 et centré a g=2. Le centre
[Fe-S] de SufA est instable a la réduction. Aitsisignal observé en RPE ne peut provenir
gue de la ferrédoxine ; si aucun signal RPE n’adparela signifie que le transfert du cluster
n'a donc pas eu lieu. Dans certains cas, les dmtgipes, apres incubation, sont tout d’abord
séparées sur colonne d’affinité NiINTA, selon untpcole similaire a celui décrit dans le
paragraphe V-4, seule SufA possédant une étigpettdistidine et interagissant avec le gel
de la colonne. La fraction contenant la ferrédoxmmepu étre alors caractérisée par
spectroscopie UV-visible et par son contenu enefeen soufre avant d’étre réduite et

analysée par spectroscopie RPE.
IV-10- Préparation de la forme apo de la Spore Phoproduct Lyase

La Spore Photoproduct Lyase (SPL) purifiée no@tédournie par Alexia Chandor au
laboratoire (Chandoet al, 2006). La protéine est ensuite traitée avec weexle DTT (10
mM) et 'EDTA (10 mM) pendant une nuit a 4°C, ppigrifiée sur colonne NAP10. La
protéine est alors analysée spectroscopiquemdribetimiquement afin de vérifier qu’elle

ne contient plus de centre [Fe-S].
IV-11- Transfert du cluster de holoSufA a apoSPL

La réaction est réalisée en conditions anaéroles4 ppm). La spore photoproduct
lyase (150 puM) sous forme apo a été incubée avieShfA (sauvage ou mutante), obtenue
apres reconstitution chimique. Dans chaque ca®SubA a été préalablement caractérisée

par son contenu en fer et en soufre, puis intredigtfacon a apporter 5 excés molaires de fer
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et de soufre par rapport a la spore photoprodwudely(SPL). Apres un temps d’incubation
variable a 18°C, dans le tampon J (Tris-HCI 100 mi 8, KCI 50 mM), le transfert du
cluster est contrélé en mesurant l'activité enzyguat spécifique de la SPL, celle-ci
dépendant de la présence du centre [4Fe-4S] auledm protéine. Si aucune activité n’est
mesuree, cela signifie que le transfert du clusi@ipas eu lieu. Le test d’activité de la SPL a
préecédemment été décrit par Chandor et coll. (Ghraed al, 2006). Typiquement, le
mélange réactionnel est préparé comme suit : li#dien protéique obtenu aprés réaction de
transfert et contenant la SPL (1 uM) est incubédpeth 1 heure a 37°C en présence du
substrat de la SPL, le SpTpT (10 uM), de S-adénw&ylionine (1,5 mM), de DTT (2,5 mM)
et de dithionite (1,5 mM), dans un volume final2@epuL contenant le tampon Tris-HCI 100
mM pH 8, KCI 200 mM. La disparition du substratltazyme et I'apparition du produit de
la réaction dans les échantillons sont mesuréebslPRC couplée a la spectrométrie de masse
selon le protocole décrit par Chandor et coll. (@ et al, 2006). De fait, on mesure la
concentration (en uM) du produit (TpT) et du sults(SpTpT) en fin de réaction. Dans
certains cas, la réaction de transfert du clus&éaéalisée a partir de la protéine Sisth

Les deux protéines, Suffop et la spore photoproduct lyase (comportant unguétie
polyhistidine), apres incubation, ont pu alors &éparées sur colonne d’affinité NINTA. La
fraction contenant la SPL a pu étre ainsi caras#érpar spectroscopie UV-visible et par son

contenu en fer et en soufre avant d’étre caraégpar son activité enzymatique.

V- Analyses biochimiques

V-1- Dosage des protéines

Les protéines sont dosées selon la méthode dedda@@radford, 1976), a l'aide de la
solution commerciale "Biorad Protein Assay" (Biorafette technique est basée sur le
changement de coloration a 595 nm du bleu de Cae&)agui passe du rouge au bleu en se
fixant aux protéines. La concentration d'un écliantiest donc déterminée par simple lecture
de l'absorbance a 595 nm dont la valeur est coraparéc celles obtenues a partir d'une
solution d'Albumine Sérine Bovine (BSA) de concatitn connue et constituant la droite

d'étalonnage.
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V-2- Dosage du fer dans les protéines

Le dosage du fer est effectué selon une méthodecdéde la méthode de Fish (Fish,
1988).

Une gamme d’étalonnage est tout d’abord réaliséedaf pouvoir déterminer ensuite

la quantité de fer présente dans un échantillotéjupee.

¢ Gamme d’étalonnage

La gamme d’étalonnage est réalisée a l'aide d'whatisn de Fe(ll) commerciale (Aldrich),
dont la concentration est ajustée a pdd. Ainsi, 1 uL de cette solution contient 0,5 nmole
de fer. Des eppendorfs contenant différentes qandie fer sont préparés comme décrit dans

le tableau 9, en ajustant le volume gu5avec de I'eau.

nmoles de F&' | solution de F&* 4 500uM (pL) | eau (L)
0 0 65
2 4 61
4 8 57
6 12 53
8 16 49
10 20 45

Tableau 9: gamme étalon pour le dosage du fer dans lesipesté

Chaque étalon est alors traité de la facon suivante

- 45l de PCA sont ajoutés et la solution est mélangéegiquement.

- Les tubes sont laissés 15 minutes a températnbgaate. A 90ul de chacun des
échantillons sont ajoutés :

- 72l de bathophénantroline disulfate a 1,7 mg/mlags d'un chélateur de fer.

- 36 ul d'ascorbate de sodium a 38 mg/ml. Ce produitirsttducteur qui permet de
mettre tout le fer présent en solution sous formé&elll).

- 27 pl dacétate d'ammonium saturé (dilué 3 fois). Ldutsin est agitée
vigoureusement. Une couleur rose apparait immédeig mais on laisse la réaction se
poursuivre pendant 30 minutes a température angbidi effet, I'acétate d'ammonium
neutralise le milieu. Dans cette gamme de pH, lempexe formé entre le fer et la
bathophénantroline est rose. La couleur de laisolst plus ou moins prononcée selon la
guantité de fer présente dans I'échantillon.
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La mesure de l'absorbance a 535-680 nm est eftegtoér chaque échantillon. La gamme
d'étalonnage est obtenue en portant lI'absorbar&25#%80 nm en fonction du nombre de

nanomoles de fer.

¢ Echantillon protéique

Des échantillons de concentration connue en p®téirayant un volume final de 65
pl sont préparés. 4fl de PCA sont ajoutés, ce qui provoque la dénaturates protéines.
Apres 15 minutes d'incubation a température amdbjales solutions sont centrifugées a
10000 rpm pendant 5 minutes, afin d'éliminer lestgnes précipitées. 9@ du surnageant
sont récupérés puis traités de la méme facon guétddons. La lecture de I'absorbance a 535-
680 nm permet de déterminer la quantité de fereptésdans la protéine.

V-3- Dosage du soufre dans les protéines

Le soufre a été dosé selon la méthode colorimétritficrite par Beinert (Beinert, 1983).

¢ Gamme d’étalonnage

La gamme d’étalonnage est réalisée a l'aide d’'uatien de sulfure de sodium
(N&S) dont la concentration est ajustée a @B Des échantillons contenant des quantités
déterminées de sulfure (0-10 nmoles) sont prépeosésme décrit dans le tableau 10, en

ajustant le volume a 1Q4L avec de I'eau.

nmoles de S | solution de NaS a 200uM (pL) |eau (L)
0 0 100
1 5 95
5 25 75
10 50 50
20 100 0

Tableau 10: gamme étalon pour le dosage de soufre dans désines

Chaque tube est alors traité de la facon suivante :
- 300 pL d’acétate de zinc [Zn(OAg) H>O] a 1% (solution a 100 mg/mL diluée au
1/1™9 sont ajoutés, immédiatement suivis de 'additien15pL de soude (NaOH) 3N. La

solution est mélangée vigoureusement. Cette proeguirmet d’éviter la perte de soufre sous
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forme de HS qui se produit lors de l'acidification du miligaar ajout de Zn(OAg) Le
mélange est laissé a température ambiante entréreinutes.

- Ensuite, 75uL de DiMéthyl Phénylene Diamine (DMPD) 0,01% (sauata 1
mg/mL dans HCIl 5N) sont ajoutés, immédiatement isude l'addition de 16uL d’une
solution de chlorure de fer (FeLh 23 mM (37,5 mg dans 10 mL HCI 1,2 N). De méme q
précédemment la solution est mélangée énergiquemesnttubes sont laissés a température
ambiante pendant 30 minutes. Une coloration blgyarait. Elle correspond a la formation
du bleu de méthyléne, obtenu par réaction des soifsres $ avec le DMPD en milieu
oxydant. Cette coloration est plus ou moins progerguivant la quantité de soufre présente
dans I'échantillon.

- Chaque tube est alors centrifugé (10000 rpm, fiutes) et I'absorbance a 670 nm
mesurée. La gamme d’étalonnage est obtenue empdbaasorbance a 670 nm en fonction

du nombre de nanomoles de soufre.

¢ Echantillons protéiques

De la méme facon, I'ensemble des réactifs citéséu@mment est ajouté a 100
d’'une solution protéique de concentration connuendce cas, I'incubation de I'échantillon
avec le DMPD et le chlorure de fer est réaliséeo f(4°C) pendant 3 heures. Le reste du
dosage est identique. La mesure de I'absorban@® am permet de déterminer la quantité de

soufre initialement présente dans la protéine.

V-4- Electrophorése SDS-PAGE

L'électrophorese est une méthode d'analyse baséa snigration différentielle de
particules chargées dans un champ électrique. @attamique est utilisée pour séparer les
différentes protéines présentes dans un échantlllélectrophorése est réalisée en conditions
dénaturantes : 5 a 2@y de protéines sont dénaturées par chauffage &1@4is du tampon
de deénaturation (Tris-HCI 1M pH=6,8, SDS 10 %, él 15 %, BBP 2 %,p-
mercaptoéthanol 2 %). L@-mercaptoéthanol réduit les ponts disulfures, 6insi la
structure tridimensionnelle aux protéines, alore ¢pisodium dodecyl sulfate (SDS) est un
détergent qui rompt les interactions inter et hpratéiques et qui se fixe sur les protéines en
les chargeant négativement. La charge propre dguehprotéine devient ainsi négligeable.

Les protéines migrent donc selon leur poids mobareiket non leur charge.
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Les échantillons protéiques dénaturés sont dépdsés les puits d'un gel de
polyacrylamide contenant du SDS. La concentratiomp@yacrylamide dépend de la masse
des protéines d’intérét : plus elles sont petipgs le gel devra étre concentré. Le gel de
polyacrylamide est constitué d'un gel de séparaiomonté d'un gel de concentration (voir
compositions dans le tableau 11). Ce dernier petmetmigration homogéne des protéines
qgui vont donc se tasser au sommet du gel de sépyratfin de garantir la pénétration
simultanée de toutes les protéines de I'échantdiamns ce gel. Les protéines vont ensuite
migrer lors du passage d'un courant électrique @@ ¥ et 35 mA pendant environ 60
minutes. Le gel joue un rdle de tamis moléculasparant les protéines selon leur masse. La
masse apparente des protéines est évaluée graasbaage du gel par des protéines de poids
moléculaire connu. Les bandes correspondant auéipes sont révélées par coloration du
gel au bleu de Coomassie (bleu de Coomassie 0,2bé&banol 45 %, acide acétique 10 %,
glycérol 10 %) puis décoloration dans une solutioéthanol 30 %, acide acétique 10 %,

glycérol 5 %.

Constituants Gel de séparation 15 % Gel de concentration
Acrylamide/Bisacrylamide | 3 mL 0,85 mL
Tris-Base 1 M pH=8,8 1,8 mL
Tris-HCI 1 M pH=6,8 0,78 mL
Glycérol 50 % 1,2 mL
Eau distillée 3,4 mL
SDS 10 % 60 uL 50 uL
APS 30puL 25uL
TEMED 4 uL 4 L

Tableau 11: composition des gels de séparation et de coratartr

VI- Techniques physico-chimiques

VI-1- Spectrophotométrie UV-visible

¢ Principe:

L’absorption d’'un photon peut permettre a une mdkou un atome de passer de son
état fondamental S un état excité ;Spar passage d’'un électron d’'une orbitale a urieeau
L’énergie d’'un photon absorbé lors d’une transit@mtre deux niveaux d’énergie est donnée

par la relation e =\hou h est la constante de Planck ¢& fréquence du photom € 1A avec
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A correspondant a la longueur d’onde). En solutemules les transitions électroniques de
faible énergie sont observables, c’est-a-dire Bsdbs d’absorption dans l'ultraviolet proche
et dans le visible. Chaque bande d’absorption asictérisée par la longueur d’onde du
maximum d’absorptionAmax, et par son intensité, donnée par la valeurcakfficient
d’extinction molaire €) a la longueur d’onde considérée. Ces grandeurs retiées a la
concentration du soluté en solution par la loi deBLambert AX) = €(A).l.[C] ou A est

I'absorption, | la longueur du trajet optique €} la concentration.

¢ Informations obtenues

Les molécules biologiques qui absorbent sont cellepossédent des doubles liaisons
conjuguées, des noyaux aromatiques et celles aieoment un métal de transition. Ainsi, le
pic d’absorption a 280 nm observé pour les solgtipmtéiques correspond a I'absorption des
résidus aromatiques de la chaine polypeptidiquasD&acas des protéines [Fe-S], le transfert
de charge du soufre vers le fer(lll) provoque ubsogption entre 300 et 600 nm. Cette valeur
varie en fonction du type d’agrégat fer-soufre édmm si ces bandes d’absorption sont
relativement larges, la position de leur maximumsiique la forme générale du spectre

fournissent des renseignements sur la nature dredée-S].

¢ Mise en ceuvre

Les spectres d’absorption ont été enregistrés desmsuves en quartz de 1 cm de trajet
optique. Les études en aérobiose ont été réalmées un spectrophotométre Caryl Bio
(varian), et les spectres en conditions anaérobied été enregistrés avec un
spectrophotometre Uvikon XL (Bio-Tek instruments)i@ par des fibres optiques a la cuve

placée a l'intérieur de la boite a gants.

VI-2- Spectroscopie de résonance paramagnétique élmnique

¢ Principe:

La spectroscopie RPE permet d'étudier les espedes gharamagnétiques qui
contiennent un ou plusieurs électrons non appdriéstité paramagnétique est placée dans
un champ magnétique H variable et recoit une otetgrémagnétique d’énergiehLorsque
I'énergie v de I'onde est égale a I'énergie nécessaire paungitre la transition entre deux

états de spin de I'électron, il se produit le phdapne de résonance paramagnétique
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électronique. L’énergie de transition est égal@ld,gu g correspond au facteur de Landé (g
= 2,0023 pour I'électron libre) ¢¢ au magnéton de Bohr. L’électron non apparié danes u
orbitale moléculaire possede un facteur g donilawr differe de celle de.gn fonction du
centre paramagnétique et de son environnement olaiéc Le facteur g est anisotrope, ce
qui signifie gu'’il est assimilable a une grandeemsorielle définie par trois composantes gx,
gy et gz. Ces trois composantes correspondent aimspd’inflexions et a I'extremum du
spectre d’absorption enregistré au cours du baéaglag valeurs du champ magnétique.

En fait, le spectre obtenu expérimentalement esiiéiavée du signal d’absorption pour

laquelle la détermination des valeurs de g estplésise.

III(H)

H

Figure 17: Signal d’absorptiory” et sa dérivée g"/dH obtenus en faisant varier le champ H. La déei du
signal d’absorption permet de déterminer les grargiensorielles,g gy et g qui sont carctéristiques du centre
paramagnétique étudié.

¢ Informations obtenues
Appliquée a I'étude des centres [Fe-S], la RPE mafasme sur le type de centre, son
état rédox et sa quantité puisque le signal penat iétégré et la valeur de lintégration

compareée a celle d’'une solution standard de coratért connue.

¢ Mise en ceuvre
Les mesures ont été effectuées sur des échantillen800uL de protéine a une
concentration d’environ 150M, prépares et congelés dans la boite a gantsfaextres RPE

ont été enregistrés grace a un spectrométre BEREr 300E & température variable équipé
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d’un cryostat (Oxford Instruments) qui permet cdaitire la température de I'hélium liquide.
Les quantifications du signal des centres [Fe-3]é&é réalisées par comparaison avec les
valeurs obtenues pour une solution standard de[CDAE 1 mM.

VI-3- Spectroscopie Mdssbauer

La spectroscopie Mossbauer ou spectroscopie dptisory est I'étude de
'absorption nucléaire résonante de raygngar certains noyaux. Ce phénoméne se produit
lorsqu’un photony, émis par un noyau émetteur lors de la désexmitale ce noyau (qui
passe donc d’'un niveau excit¢ZEl'état fondamental e est absorbé par un noyau identique
se trouvant dans I'état fondamental. Le noyau diastdrest alors excité au niveau d’énergie
Ee.

Dans notre cas, la source de rayonnenyeast obtenue par désintégration radioactive de
l'isotope>'Co . Celui-ci se convertit lentement par capture ébeitue en un état excité noté
*Fe. Dans un délai de I'ordre de la microseconde/fe revient & I'état fondamental par

I’émission d’'une radiation électromagnétique detddrequence dans la région des énergies

Y-

ECHANTILLON

0
Q
c
o
Q
m

capture
électronique

—

AE = |E-E|

désexcitation AE

excitation

«—
—>

rayons y

| Effet Méssbauer |

Figure 18: Principe de I'effet Méssbauer

Si les noyaux de I'échantillon se trouvent dangeaovironnement différent de celui de
la source, la modification de I'environnement élecique des noyaux produit un effet
suffisant sur les niveaux d’énergie nucléaires pgue I'absorption n’ait plus lieu. Pour

rétablir la résonance, la fréquence des rayamsit étre modifiée. Cette variation est obtenue
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en déplacant la source a une vitesse relative wgmport a I'absorbant. Ceci conduit a un
balayage approprié du spectre de fréquencessceptibles d’étre captées par I'échantillon
absorbeur. C’est le principe de I'effet Doppler. gpectroscopie mdssbauer, les énergies sont
donc exprimées en unités de vitesse et les vitesgegses sont généralement de I'ordre du
mm/s. Ainsi, les spectres moéssbauer indiquentdastnission relative des rayopsayant

traversé I'échantillon en fonction de la vitesdatiee de la source par rapport a I'absorbant.

En spectroscopie mdossbauer, I'absorption des rayomest caractérisée par trois
parametres. Ceux-ci correspondent a différentesyaations hyperfines qui sont dues aux

perturbations créées par I'environnement du noysorbeur.

L’interaction monopolaire électrique : parametre déplacement isomérigue
Le noyau absorbeur se trouvant dans un environnediiéérent de celui de la source, le pic
d’absorption est décalé par rapport a la raie dsémn d’'une quantité (exprimé en mm/s)
appelée déplacement isomérigbieprovient de I'existence d’interactions entre istribution
de charge nucléaire supposée sphérique et la éatesitharge électronique contenue dans le
volume nucléaired reflete donc la structure électronique et founpatr conséquent des
informations sur 'état d’oxydation, le degré desalence et la nature des ligands de I'atome
absorbant (ici I8'Fe).

L’interaction quadripolaire électrique : paramettééclatement quadripolairdEq
Cette interaction est due a l'asymétrie de la ithigtion de charges qui entoure le noyau,
créant un gradient de champ électrique. Le noyas den état de spin 1>1/2 posséde un
moment quadripolaire électriqgue Q. L'interaction @k dernier avec le gradient de champ
électrigue (appelée interaction quadripolaire élgee) provoque une levée de
dégénérescence de I'état excité, conduisant a deeaux séparés deEq, défini comme
'éclatement quadripolaire exprimé en mm/s. Ce patee refléete la symétrie de la
distribution électronique autour du noyau considéré

L’interaction dipolaire électrique : parametre daamp magnétique effecdEm
Pour I'étude de nos échantillons, ce paramétrderiment pas. Toutefois, il est intéressant de
noter qu’une interaction peut exister entre le munneagnétique nucléaire du noyau résonant
avec le champ magnétique créé par I'environnemédtrénique du noyau auquel peut
s’ajouter une induction magnétique extérieure. Elrseigne sur la cristallinité du solide

étudié.
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Figure 19: déplacement isomériqueet éclatement quadripolaireEq des composés diFe ; schématisation
des spectres Mossbauer résultants

VI-4- Spectrométrie de masse

¢ Principe :

Par définition, la spectrométrie de masse permeratesformer des molécules dans
leur état naturel en ions a I'état gazeux, et dfdbieur masse moléculaire m en analysant
leur rapport masse/charge noté m/z, ou m est laeris composé et z sa charge.

Bien qu'il existe plusieurs techniques de spectioenéle masse, I'appareil utilisé est
toujours constitué des parties suivantes :

une source d'ions

un ou plusieurs filtres de masse

un détecteur

un enregistreur pour traiter le signal et visualies spectres
Deux types de spectrométre ont été utilisés : éetspmétre ESI-Q-TOF et le spectrometre
MALDI-TOF.
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e le spectrométre ESI-Q-TOF

La source ESI (Electrospray lonization)

Un échantillon de protéines est mélangé a un sbivalatile (acide), puis introduit
dans un capillaire métallique trés fin (50 a 100 de diametre interne). Celui-ci est porté a
un haut potentiel électrique (10//m), sous un flux d’azote & haute températureci Ce
provogue la formation d’'un nuage de goutteletter@des qui sont attirées dans la direction
de l'analyseur du spectrometre de masse. Pendararsport, la désolvatation progressive
des gouttelettes par I'azote gazeux induit uneesdiexplosions coulombiennes (divisions
spontanées de la gouttelette chargée en goutieldtis petites, provoquées par une charge

surfacique trés élevée) qui est a l'origine deolanftion des ions multichargés en phase

gazeuse.
N2
/ °
\ . .
échantillon en O evaporation , O O o
solution du solvant O O
N2 /7 Jgouttelettes \
©)

Formation des ions par
évaporation depuis la
surface des gouttes

Figure 20: principe du systéme d’ionisation électrospray

L’étape suivante est la séparation des ions géreméonction de leur rapport masse sur
charge (m/z). Celle-ci se déroule au sein de lim®mlr, placé sous vide via une interface.
Pour cela, deux techniques sont couramment usllisd@nalyseur quadripolaire (Q) et

'analyseur temps de vol (TOF: Time of Flight). dbt intéressant de noter que sur les

spectrometres de derniére génération, ces deusg eatit couplés (Q-TOF).

L’'analyseur quadripolaire il est formé de quatre électrodes couplées dedeux ou sont

appliguées une tension alternative superposée atamson continue. Les deux couples
d'électrodes permettent d'acheminer les ions jasqiétecteur. Les électrodes balayent des
gammes de tensions. Ce balayage permet de sélemtites ions qui entrent en résonance
avec la fréquence de la tension alternative. Pemialitres ions, leur amplitude d'oscillation

croit exponentiellement. lls se cognent contreélestrodes et n'atteignent pas le détecteur.

L'analyseur temps de volil s’agit d’un tube, libre de champs, qui acheenles ions jusqu'au

détecteur. A I'entrée du tube, une méme énergiétigine (Ec=1/2 nf) est donnée a tous les

101



Matériels et Méthodes

ions. Or, le temps mis par un ion pour parcouriulee de vol dépend de son rapport m/z. Si
deux ions portent la méme charge, l'ion le plugidégrive au détecteur avant l'ion le plus
lourd.

Dans le cas d'un appareil de type ESI-Q-TOF, I'etilan est ionisé par une source

électrospray, puis analysé avec un spectrometneadse hybride Q-TOF.

SOURCE DOUBLE
API Electrospray ~ QUADRIPOLE TOF

[l}} S Iy = B« DETECTEUR

v
f
QUADRIPOLES = ‘J 2
&l B 4 REFLECTRON
3 T R R D

Figure 21: spectrométre Q-TOF couplé a une source élecaggfSI-Q-TOF)

¢ Le spectrométreMALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation)-TOF

Une autre technique de ionisation a été utilisées'agit du MALDI. Dans ce cas, 1
volume de solution protéique est mélangé avec Gimelde solution matrice, acide. Apres
séchage, la matrice cristallisée est irradiée pdaisceau laser de haute énergie337 nm).
Celle-ci est transmise a I'échantillon qui est &ni puis désorbé. Généralement, cette
méthode génére des ions mono-chargés, parfoisatiiéh. Les peptides chargés sont ensuite

analysés par un analyseur TOF.

support
laser
ionisation ® @) zone libre ’
» @ Jech » détecteur
désorption @ € champ
Solution cristallisée :
>

matrice + échantillon

Figure 22 principe de la spectrométrie MALDI
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¢ Informations obtenues

La spectrométrie de masse nous informe sur la mdssee protéine, sa pureté
(présence ou non de protéines contaminantes)pEtlaet également de déterminer la nature
et le nombre d’éventuels atomes fixés sur la pnetépar exemple, fixation de n atomes de

soufre fixés de facon covalente a la protéine SufA)

¢ Protocole expérimental

Toutes les expériences de spectrométrie de masseépffectuées en collaboration
avec David Lascoux du laboratoire de Spectromégidlasse des Protéines dirigé par Eric
Forest (LSMP/IBS/Grenable).

La spectrométrieeSI-Q-TOF a été réalisée sur un spectrométre Q-TOF (Waters).
Dans ce cas, deux modes d’analyse ont été utilisés.

Pour les expériences en moadéusion les échantillons protéiques sont dilués a 500
nM dans un mélange eau/acétonitrile (1/1, v/v) eoant 0,2% d’acide formique. lls sont
ensuite injectés en continu a un flux dgl3min. Les spectres de masse sont acquis dans une
gamme de 700-1600 (m/z), puis traités avec le ielgMassLinx 4.0 (Waters).

Pour les expériences en moH€-MS le spectrométre est couplé a une colonne
chromatographique (Poroshell 300SB-C8, 0,5x75 mm Agilent technologies). Les
échantillons protéiques sont dilués aM environ dans une solution contenant 0,2% d’acide
formique. 5uL de chaque échantillon ainsi préparé sont injeatés flux continu de 20
pL/min et lavés pendant 50 minutes toujours avanéene tampon (0,2 % d’acide formique)
pour éliminer les sels. Les protéines sont englitées a un flux de J0L/min et séparées
avec le gradient suivant : 5% a 95% de B pendamhibQites et 95% B pendant 5 minutes.
(A : 0,2% acide formique, B : 90% acétonitrile €4 A). Les spectres de masse sont acquis

dans une gamme de 500-2000 (m/z), puis traitéslavegiciel MassLinx 4.0 (Waters).

La spectrométrié/ALDI-TOF a été effectuée sur un spectrometre Voyager HliteX
(Applied Biosystems). La matrice utilisée était smution de HCCA ¢-cyano-4-hydroxy-
trans-cinnamic acid) a demi-saturation, dans urangd 50/50 eau/acétonitrile, 0,3 % TFA.
Apres mélange de [1L de matrice avec [IL d’échantillon, la solution est séchée a l'airsLe
ions sont accélérés par un voltage d’extractiol2dekV. Les spectres de masse ont été

obtenus par accumulation de 200 a 1000 tirs de.lase
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VI-5- Spectroscopie Raman de résonance

¢ Principe :

Apres avoir été soumis a une perturbation, les esodfune molécule reviennent a leur
état d’équilibre par des mouvements périodiquesptexes, décomposés en ondes vibratoires
simples appelés mode normaux. Pour chacune desci#lations élémentaires, les noyaux se
déplacent en phase et a une fréquence donnéetaarastéristigue de la molécule étudiée
(géométrie, masse des atomes, intensité des foeckasson).

La spectroscopie Raman est une spectroscopie ivibmaglle qui concerne les
transitions entre différents niveaux vibrationndés la molécule. L'onde électromagnétique
incidente (provenant en général d’'un laser envoyaetlumiére monochromatique) interagit
avec la molécule en déformant son nuage électrenitjten résulte un moment dipolaire
proportionnel au champ électrique et a la polaiig@lde la molécule. Ce moment dipolaire
diffuse un rayonnement constitué d’'une onde pradeigle fréquence égale a celle de l'onde
incidente (diffusion élastique, diffusion Rayleiglet d’ondes moins intenses dont les
fréquences different de celle de I'onde incidediéysion inélastique, diffusion Raman). Les
ecarts de fréquence correspondent soit a la captaies Stockes), soit a I'émission d’'un
guantum vibrationnel (raies anti-Stockes) par ldémde. Les écarts de fréquence donnent
une indication sur les modes de vibration des nutdécet donc sur la nature et la géométrie
de ces molécules.

Dans le cas de la spectroscopie Raman de résonbBéergie de la radiation
incidente est voisine de celle d’'une transitioncitmique de la molécule étudiée. Ceci a
'avantage d’augmenter la probabilité de diffusiRaman et d’exalter de fagon importante
l'intensité des pics. Cette spectroscopie est aapgiropriée a I'étude vibrationnelle de

solutions diluées (échantillons biologiques).

¢ Informations obtenues :

Pour les protéines contenant un cluster [Fe-Sstilpossible de mesurer la fréquence
des modes de vibrations associées aux élongatemBaisons Fe-S (situées entre 200 et 450
cm™) en employant une onde incidente dont la longd&ande est dans la bande d’absorption
du chromophore. Les fréquences des modes de wabsatibservés donnent des informations

sur la géométrie globale du centre (nature, sysj)étisur les ligands.
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¢ Mise en ceuvre :

Les études de spectroscopie Raman ont été réainéaslaboration avec Luc Bordes
du laboratoire des Protéines Transductrices d'B@eay CEA-Saclay. Les spectres de
résonance Raman ont été enregistrés sur un spétteodobin Yvon U1000 & double
monochromateur additif (Cerzy-Turner). Les expé@mnont été conduites a une température
de 77 K, avec une onde incidente de longueur d’efeenm provenant d’'un laser a argon
(modéle Sabre Coherent) a une puissance de 10Le§\spectres présentés sont la somme
de 8 scans de 400 secondes. La concentrationpatet&ine dans I'échantillon est d’environ 3
mM.

VI-6- Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléai{RMN)

¢ Principe:

La technique de Résonance Magnétique NucléairenQuémergé qu’au cours des
vingt dernieres années, exploite les propriétésnéizgues des noyaux (spin nucléaire) de
certains atomes des molécules étudiees.

Lorsqu’une protéine est placée dans un champ miggeéR, il se produit une levée
de la dégénérescence ou séparation des niveauxéégaes des différents états de spin du
noyau considéré (figure 23). Une faible majorités dpins va s’orienter parallelement au
champ magnétique. Les spins vont précesser autbghamp magnétique a une vitesse
appelée fréquence de Larmor.

L’expérience RMN consiste a exciter les noyauxqes impulsions radiofréquences.
Ces impulsions vont rompre I'équilibre et modifies populations des niveaux d’énergie.
Cette excitation permet de modifier I'orientatioa Baimantation macroscopique qui passe
d’'une orientation parallele au champ magnétiquel’dquilibre) vers une orientation
perpendiculaire au méme champ. La précession des \&p générer un courant détectable par
une bobine. Ce signal correspond a une sinusoidetiandans le temps et est appelée FID
(Free Induction Decay). Il est analysé par tramsém de Fourier. Cette opération permet de
passer du domaine temporel au domaine des frégaie@haque fréquence est caractéristique
d’'un noyau et va permettre son identification {latition). Apres attribution, la corrélation des
paires de noyaux va fournir des informations stmates mais aussi dynamiques. Cette
technique est aussi trés adaptée a d'autres afiptisaelles que des études d’interactions

intermoléculaires ou de repliements protéiques.
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400 MHz

Figure 23: Principe de la séparation des niveaux d'énengi@ MN

Lorsqu’on place I'échantillon RMN dans le champ métigue B, on observe une levée de dégénérescence des
états de spins. L’écart en énergie est proporticar®. La différence de populations (qui obéissent Eilale
Boltzmann) entre les niveaux d’énergies permpghiEnoméne RMN.

¢ Mise en ceuvre

Les études de RMN ont été réalisées par Nicolasffawrg en collaboration avec le
Laboratoire de Résonance Magnétique Nucléaire de®iRes a I'IBS (Institut de Biologie
structurale) a Grenoble. Les spectres RMN ont éatégistrés sur un spectrometre Varian
INOVA a 600 MHz. Les expériences sont conduitesemprature ambiante, sur des
échantillons protéiques de 500 pL a une conceatrate 'ordre de 1 mM.
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Lors de mon arrivée au laboratoire, les mécanismekeculaires de formation des
centres [Fe-S] au sein des protéines « scaffoldaleré mal connus. L'étude et la
compréhension de ces mécanismes représentaienfainde taille et ont donc constitué I'un
des objectifs de ma these. Dans ce contexte, ptezrant comme modele d’étude la protéine
SufA, qui dans notre hypothése est une protéineSjF@ous avons cherché a déterminer le
mécanisme de formation du centre [Fe-S] au seilsufd. Plus précisément, nous avons
cherché a savoir quel élément entre le fer et ldreast incorporé en premier au niveau du
site actif de SufA, constitué, je le rappelle, lgarrésidus cystéines largement conserves.

Notre démarche a consisté a envisager les deus deiesynthese possibles, a savoir
incorporation du soufre puis du fer et inversemamprporation du fer puis du soufre. Pour
cela, nous avons tout d’abord étudié et caractégéparément la fixation du soufre et du fer
sur SufA, en s’attachant a déterminer si ces atmuoas liés par les résidus cystéines de la
protéine. Dans un deuxieme temps, nous avons étadentuelle formation d’'un centre [Fe-
S] au sein de SufA a partir de chacune des deuxe®rintermédiaires possibles (SufA
chargée en soufre ou SufA chargée en fer), apoés @@ I'élément manquant (fer ou soufre).
Toutes ces études, realisées a l'aide de technibisehimiques, spectroscopiques et de

biologie moléculaire, sont résumées dans la figndre

SufA SufA
SufSE soufre—» «— Fe
SufA chargée en soufre ? SufA chargée en fer ?
Etude de la fixation du Etude de la fixation
soufre du fer
/;\ " . - \
Fe *sufa-[Fe-sf S

?

Etude de la formation
des clusters [Fe-S]

Figure 1-1 : démarche adoptée pour I'étude des mécanismfesrdation des centres [Fe-S] dans SufA
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La présentation des résultats s’organise donc atrgparties :

+ Obtention des différentes protéines nécessaiceti@ étude, SufA, Sufk et SufS
¢ Etude de la fixation du soufre sur SufA

¢ Etude de la fixation du fer sur SufA

¢ Etude la formation des centres [Fe-S] a partiBdfA chargée en soufre ou SufA

chargée en fer.
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Afin d'étudier le mécanisme de formation du clugtee-S] dans SufA, nous avons
tout d’abord entrepris la purification des différes protéines nécessaires a cette étude, a
savoir SufA (protéines sauvage et mutantes), SUSBIFE.

|- Obtention des protéines SufA, SufE et SufS

I-1- Obtention des différents plasmides et surexpssion

Les génesufA sufE et sufSA’E. coli ont été clonés et insérés dans le vecteur pET-
22b+. Ceci a été réalisé avant mon arrivée au dbioe par I'équipe de F. Barras (laboratoire
de Chimie Bactérienne a Marseille), qui avait dimani les plasmides pET+f, pET-Eis et
PET-S,s contenant respectivement les gesef sufE et sufS Dans chaque cas, la protéine
surexprimée possede une extension polyhistiding-srminal.

Le plasmide pET-4s a ensuite été utilisé comme plasmide parentald@spériences
de mutagenése dirigée sur les cystéines consel@éssxpériences ont conduit a I'obtention
des plasmides pET-Sughos PET-SufAciias PET-SufAciies PET-SufAciiea COmMme deécrit
dans Matériels et Méthodes. Ces plasmides contiemaspectivement les génes codant pour
les protéines Sufé&os SufAciias SufAciies €t SufAciiea pour lesquelles I'une des trois
cystéines conservées (Cys50, Cys114 ou Cysll® méiee soit en sérine, soit en alanine.
Toutes ces protéines contiennent également uneleéigg polyhistidine en position C-
terminale. Le plasmide pET-Suffor permettant I'expression de la protéine SufA ne
comportant pas d’extension polyhistidine, a éteobtégalement par mutagenése dirigée par
insertion d’'un codon STOP en aval du gene SufAejustant les six résidus histidines
contigus, comme cela est précisé dans la partiérnéi et Méthodes.

Chacun de ces plasmides a alors servi a transfdemssrucheE. coli BL21(DE3) et,
dans chaque cas, une colonie isolée, parmi lesftiamants sélectionnés sur un milieu LB-
agar contenant de 'ampicilline, a été utiliséermooculer 100 mL de milieu LB/ampicilline.
La culture, d'un volume final de 10 L, a été eftes# comme décrit dans Matériels et
Méthodes. Brievement, la surexpression des pratégst induite par I'ajout de 0,5 mM
d’'IPTG. Aprés 3 heures d’induction a 37°C, les Web ont été centrifugées et les culots
repris dans le tampon Tris-HCI 100 mM pH=7,5, NA&G0 mM, PMSF 1 mM. Les extraits
protéigues ont été préparés par sonication. Daaguehcas, la protéine d’intérét est retrouvée

trés majoritairement sous forme soluble.
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I-2- Purification des protéines recombinantes

I-2-1- Les protéines SUfﬁ, SUfAcis SufAci14s SUfAciies SufAciiea

Ces protéines, possédant une extension polyhistidsont purifiées aisément en
utilisant une colonne d’affinité, de type NiNTA,igie¢ d’une colonne d’exclusion stérique, de
type Superdex-75.

[-2-1-a- La protéine Suii

Tout d’abord, on remarque la présence d’'une pretémajoritaire dans les extraits
cellulaires (figure 1-2 gel A) dont la taille, priéel & partir du gel d’électrophorese SDS, est
compatible avec la masse moléculaire de SufA addite de la masse de six résidus
histidines, soit 14365 Da. Aprés la premiére étapmmatographique (colonne d’affinité
NiNTA), plusieurs contaminants de hauts poids madkices sont présents (figure 1-2 gel B).
Ceux-ci sont éliminés apres séparation sur Supeffexcomme le montrent le
chromatogramme obtenu lors de I'élution de SufASuperdex-75 (figure I-3a) ainsi que le
gel d’électrophorése SDS correspondant (figure)l-Bgpiquement, 80 mg de protéine pure
(pureté supérieure a 95 %) sont obtenus a parti0dede culture.

kDai_ 1 2 2 4 kDa
= 90
90 “ ——
66,2~ ‘ i = S 66,2
45 — B
? e 35
= W
] - 25
25—
- 184
18.4 - - 144
14,4} s ¢
Gel A Gel B

Figure 1-2 : gels de polyacrylamide 15% en conditions dénatesaobtenus durant la purification de SufA sur
NiNTA. Gel A 1: marqueurs de masse moléculaire ; 2 : extsmilsbles. La protéine SufA, majoritaire, est
indiquée par une flecheGel B 1, 2, 3 : différentes fractions aprés chromatolgiagur Ni-NTA ; 4 : marqueurs
de masse moléculaire
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Figure 1-3a: profil d’élution obtenu lors de la chromatographsur Superdex-75 de la fraction protéique
récupérée apres NiNTA et contenant SufA, réaliséa débit de 0,5 mL/min dans le tampon Tris-HCIrBEI
pH 7,5, NaCl 100 mM, DTT 5 mM.

Figure [-3b: gel de polyacrylamide 15% en conditions dénatigsmrprésentant les fractions protéiques
récupérées lors de I'élution de la Superdex-75 marqueurs de masse moléculaire ; 2 a 6 : frextidiminées
contenant les contaminants de haut poids moléeulaira 10 : fractions récupérées contenant |a&m®iSufA
pure

L’état d’oligomérisation de la protéine a été déti@€ sur Superdex-75 analytique
équilibrée avec le tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5a8400 mM, DTT 5 mM. Dans ces
conditions, la protéine SufA sauvage purifiee &s¢@ sous forme d’un pic principal (figure I-
4). Une calibration de la colonne avec des progédeemasse moléculaire connue a permis de
déterminer que ce pic correspondait a la forme dgqué de SufA. Ainsi, la protéine SufA
sauvage . coli se trouve trés majoritairement sous forme de dine@rsolution ; une petite
guantité de tétrameére (10 %) est également présemteme cela a déja été observé dans le
cas de SufA @E. chrysanthemiOllagnier-de Chouderet al, 2003).
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Figure I-4 : profil d’élution obtenu lors de la chromatograplsur Superdex-75 analytique de la protéine SufA

sauvage @E. coli (1 mg) réalisée a un débit de 0,5 mL/min danstepon Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 100
mM, DTT 5 mM.

[-2-1-b- Les protéines mutantes, StHA , SufAi1as , SUfA116s . SUTAI16A

La purification de chacune de ces protéines seutkate facon similaire a celle de la
protéine SufA sauvage : les contaminants préseres achromatographie sur NiINTA sont
séparés de la protéine dintérét par chromatogeapbir Superdex-75. Des gels
d’électrophorese en conditions dénaturantes maritedat de pureté de la protéine Sufhes
au cours de la purification sont montrés en exenfiiggire 1-5). Des gels similaires sont
obtenus pour tous les autres mutants. Dans chagéacprotéine est obtenue avec une pureté
de plus de 95 %.

Les protéines mutantes sont obtenues avec desmentie similaires a celui de la
protéine sauvage. Le tableau I-1 regroupe lestedsubbtenus a partir de 10 L de culture,
réalisée en milieu riche (LB), pour chacune desgimes.

Protéines
SufAcsos| SUfAci1as| SUfAci1es| SUfAciiea
80 mg 70 mg 80 mg 120 mg

Tableau I-1 : quantité de protéines pures obtenues a parti0dede culture
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Figure I-5 : gels de polyacrylamide 15% en conditions dénatesa présentant la protéine Sgffss aprés
chaque étape de purificatioGel A 1 et 2: extraits solubles ; 3 : marqueurs de eassléculaire ; 4 & 7 :
fractions récupérées apres chromatographie sur NidfTcontenant Suffes; Gel B 1 : marqueurs de masse
moléculaire ; 2 : fraction apres chromatographreSaperdex-75

L’étape de chromatographie par filtration sur galdnne Superdex-75 analytique,
tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, DTT 5 miirévélée que le mutant Suf&s
se comporte comme la protéine sauvage et se trouve en solution sous forme de dimére
majoritairement (88 %) et de tétramere (12 %). Emanche, les mutants SwAys et

SufAci1essont présents exclusivement sous forme dimérigusmkition (figure 1-6).
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Figure 1-6 : profils d'élution obtenus lors de chromatogragh®&ur Superdex-75 analytique des protéines
SufAcsos et SufAci1es(1 mg) réalisées a un débit de 0,5 mL/min danargon Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl
100 mM, DTT 5 mM. Le profil d’élution de la proté SufA114s €St superposable a celui de la protéine

SufAciies
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[-2-2- La protéine SufArop

La protéine SufArop nNe possede pas d'étiquette polyhistidine. La nuho
précédemment utilisée, comportant une colonne iditdf n'a donc pas pu étre appliquée
dans ce cas. Néanmoins, le protocole de purificaties au point pour la purification de la
protéine SufArop reste simple. Il comporte deux étapes, une ptétipn au sulfate
d’ammonium (40 %) suivie d’'une colonne d’exclusistérique (Superdex-75), qui ont été
réalisées comme décrit dans Matériels et Méthddétat de pureté de la protéine a chaque
étape de purification est représenté figure I-7.r@marque que les fractions 7 a 13 sont
pures ; la légere bande visible a 28 kDa correspondimére de SufA.

La protéine SufArop est obtenue pure (puretéd5 %) avec un trés bon rendement :

environ 180 mg de protéine pure sont recueillia@ipde 10 L de culture.

kDa 1 2 kDa 4 2 8 9 10 11 12 13 14 kDa
1165 116w ] m—— — |
90 90 = — 90

66,2

662 66,2 w—
45 45/ . 45
35 35 &l 35
25 25— - 25
18,4 . 184
14,45 14.4

Gel A Gel B Gel C

Figure |-7 : gels de polyacrylamide 15% en conditions dénatesa présentant la fraction protéique apres
chaque étape de purificatiokel A 1: marqueur de masse moléculaire ; 2 : extratabtes.Gel B 1:
marqueurs de masse moléculaire ; 2 : fraction gprésipitation au sulfate d’ammonium 40 @el C1 a 6:
fractions éliminées par Superdex-75 et contenamitcttaminants ; 7 a 13 : fraction contenant laéime
SufAstoppure ; 14 : marqueurs de masse moléculaire

[-2-3- Les protéines SufS et SUfE

Ces deux protéines, possédant une extension piddighes en C-terminal, ont été
purifiées selon le méme mode opératoire que leep@tSufAis. Les contaminants présents
aprés la premiere étape de purification sur NiINTAnts également éliminés par
chromatographie sur Superdex-75. On peut notedguos le cas de SufS, la protéine est éluée

sous forme de deux pics lors de la deuxieme éthpematographique (voir figure 1-8a).
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Seules les fractions du deuxieme pic sont jaurdles correspondent a SufS pure contenant
son cofacteur, le Pyridoxal Phosphate (PLP), Gedire a la forme active de la protéine.

Pour chacune des protéines SufE et SufS, envirang@e protéine pure sont obtenus
a partir de 10 L de culture. La figure 1-8b représedes gels d’électrophorese SDS montrant

I'état de pureté des protéines SufS et SufE ausates differentes étapes de purification.
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Figure I-8a: profil d'élution obtenu lors de la chromatograplsur Superdex-75 de la fraction protéique
récupérée apreés NiNTA et contenant SufS, réalisée @ébit de 0,5 mL/min dans le tampon Tris-HCIr6®!
pH 7,5, NaCl 100 mM, DTT 5 mM.

Figure 1-8b : gels de polyacrylamide 15% en conditions dénatesaprésentant la fraction protéique aprés

chaque étape de purification. 1: marqueurs de enassléculaire ; 2 : fraction aprés chromatograpie
NiNTA ; 3 : fraction aprés chromatographie sur Sdp&-75.Gel A : cas de SufEsel B : cas de SufS.

[I- Caractérisation biochimique des protéines SufASufE et SufS

lI-1- Les protéines SufA (sauvages et mutantes)

Nous avons remarqué que la protéine Syf& une coloration rougeatre qui disparait
au cours de la purification. En effet, les extraitstéiques solubles sont trés |[égerement rosés
et on observe la formation d’'un anneau rougeameda dépbt de ces extraits sur la colonne

d’affinité NINTA. Aprés élution, SufA est récupéréeec une Iégére teinte rosée, ce qui peut
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étre le signe de la présence de centres [Fe-Sjngpiesnent de fer au sein de la protéine.
Cependant, aprés la deuxieme étape chromatograptigyerdex-75), cette coloration n’est
plus détectée ; ceci suggeéere soit que les évent@misres métalliques dans SufA sont
instables, soit que la coloration rosée était duecantaminants présents avant la purification
sur Superdex-75. En fait, une Iégere teinte roeéte rvisible a tres forte concentration (de
'ordre de 60 mg/mL), ce qui suggére que la pr&étufA conserve, apres purification, un
centre métallique, mais a I'état de traces (vorageaphes suivants). Cette caractéristique est
observée également dans le cas de la protéinesfAdans le cas des protéines mutantes et
plus particulierement dans le cas des protéine8 Quis SufAciisset SufAcii6a NOUS avons

pu remarguer que la teinte rougeatre des extreiteigues déposés sur le gel de NINTA est

moins marquée.

[I-1-1- Spectroscopie d’absorption UV-visible

Nous avons observé que toutes les protéines Suffiges (sauvages ou mutées)
possedent un spectre UV-visible tout a fait idamjga faible concentration. Le spectre
d’absorption UV-visible enregistré pour la protéBafAs est présenté, en exemple, en figure
I-9. Sur ce spectre, on observe un seul pic a B8@un correspond a I'absorption des résidus
aromatiques de la chaine polypeptidique. L'abselegtres bandes d’absorption, notamment
entre 300 nm et 500 nm, montre que la protéine sdivage ou mutante et possédant ou
non une étiquette polyhistidine) est obtenue pp@ement sous forme apo apres purification,

c’est-a-dire sans cofacteur métallique.

06

absorbance

L [ 1
500 600 700 800
longueur d'onde (nm)

Figure I-9 : Spectre d’absorption UV-visible de la protéind/Ssauvage (3M) enregistré avec une cuve de 1
cm de trajet optique, dans le tampon Tris-HCI 50 pt17,5, NaCl 100 mM, DTT 5 mM.
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Cependant, a trés forte concentration, le spectrevisible de la protéine SufA sauvage

(figure 1-10) comporte des bandes d’absorption @ @@ et 460 nm. Elles se trouvent dans la
région des bandes de transfert de chargd-&lll), qui sont caractéristiques de la présence
d’un centre [Fe-S]. Dans le cas des mutants, letsp&V-visible ne comporte pas de bande
d’absorption bien définie, suggérant un role desdiés cystéines dans le maintien du centre

métallique de la protéine.
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Figure 1-10 : spectres d’absorption UV-visible (a) de la pna¢éiSufA sauvage (5,6 mM), (b) de la protéine
SufAci145 (2,8 mM), enregistrés avec une cuve de 1 cm (et toptique, dans le tampon Tris-HCI 50 mM pH
7,5, NaCl 100 mM, DTT 5 mM. Les spectres des pn&®iSufisset SufAesossont identiques a celui présenté
pour la protéine Suf& 14s

[1-1-2- Quantification du fer et du soufre

Le contenu en fer et en soufre dans les différepteséines SufA (sauvages et
mutantes) apres purification a été déterminé susi@lirs préparations comme décrit dans
Matériels et Méthodes. Dans chacun des cas, nausdrouvé une trés faible quantité de fer
et de soufre (entre 0,05 et 0,1 atome de fer escddre par monomere pour la protéine
sauvage ; les valeurs déterminées dans le casral&snps mutantes sont inférieures a 0,05).
Ce qu'il est important de noter, c’est que des Gtemstoechiométriques de fer et de soufre
ont été trouvées dans le cas de la protéine sauCage suggere que les atomes de fer et de
soufre sont présents sous forme de cluster [Fe8ik en tres faible quantjtét qu’ils sont

probablement progressivement €liminés au coura garification.
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lI-2- Les protéines SufE et SufS

La protéine SufE pure est incolore, alors quertdagine SufS possede une coloration
jaune bien marquée, due a la présence de sonewofalet PLP.

Des spectres UV-visible ont été enregistrés poacwhe de ces deux protéines (figure
I-11). Dans le cas de SufS, on note la présenaseddande d'absorption caractéristique a 420
nm correspondant a la présence du PLP. D’apresd#ident d'extinction molaire du PLP
(6=6300 M* cmi®) on a pu déduire, par la loi de Beer-Lambert,| qué environ 1 cofacteur
PLP par monomére de SufS, ce qui est en accordlesvelonnées présentes dans la littérature
dans le cas de NifS (Zhergg al, 1993). Le spectre de SufE, quant a lui, ne mopas

d’absorption caractéristigue méme a forte conctatra ceci confirme que SufE ne possede
pas de cofacteur.
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Figure 1-11 : Spectres d'absorption UV-visible des protéinefES40 uM) et SufS (24uM) enregistrés avec
une cuve de 1 cm de trajet optique.

Conclusion: Les trois protéines SufA, SufE et SufS ont étepues avec de bons
rendements et une bonne pureté. Le point impodanttenir est que la protéine SufA
conserve apres purification des traces d’'un cengtallique, celui-ci étant trés probablement
un centre [Fe-S], comme le suggerent les dosagesfedeet de soufre (quantités
stoechiométriques de fer et de soufre) et les apalgle spectroscopie UV-visible. Ce résultat,
ajouté a celui précédemment obtenu au laboratoiomtnant que SufA pouvait étre

reconstituée chimiquement (Ollagnier-de-Choudenhsal, 2004), nous conforte dans l'idée
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gue SufA dE. coli est une protéine [Fe-S]. Par la suite, je m'irdseeai a I'étude, dans des
conditionsin vitro, des mécanismes moléculaires d’assemblage dente ¢Ee-S], selon la
démarche décrite en introduction (voir figure I-1).
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Introduction

Comme nous l'avons vu dans l'introduction bibliaghique, il est admis que dans
'opéron suf, le soufre est mobilisé par le complexe SufSE rdirpde L-cystéine libre. La
réaction se passe en premier lieu au niveau dwasitede SufS ou un persulfure est généré
sur le résidu Cys364. L'atome de soufre est ensudasféré, selon une réaction de
transpersulfuration, au niveau d’'une cystéine cadsede SufE (Cys51), qui peut accepter
jusqu'a 5 atomes de soufre sous forme de persalfetepolysulfures (Cys51-(SFH)
(Ollagnier-de-Choudengt al, 2003; Outtenet al, 2003). SUfSE a donc été caractérisé
comme étant le donneur de soufre de I'op&uofvia SufE. Ceci ayant été établi, le but de
I'étude menée ici est de mettre en évidence etdactériser un potentiel transfert de soufre
de SufE a SufA. Pour cela, nous avons utilisédartiejue de spectrométrie de masse.

I- Le transfert de soufre de SufSE a SufA

Pour chaque série d’expériences, les protéineséésicBufA, SufE et SufS ont été
préalablement traitées au DTT, puis déssaléesosomree Micro Bio-spin, afin de réduire les
éventuels ponts disulfures pouvant exister ent® Hésidus cystéines des protéines.
L’ensemble des expériences est realisé en boitanés Q < 4 ppm), a 18°C, afin de

s’affranchir de tout probleme d’oxydation.

I-1- Analyses préliminaires de spectrométrie de mas

Pour référence, les différentes protéines étudi®@efA sauvages et mutantes, SufS et
SufE) ont été analysées, aprés purification, pactspmétrie de masse. Cela a permis de
déterminer que la masse exacte de

¢ SufAys est :Mgya = 14365 Daen accord avec la masse théorique basée sutel'étu
de la séquence en acides aminés (14365 Da).

¢ SufAstop est :Msua = 13298 Daen accord avec la masse théorique basée sur
I'étude de la séquence en acides aminés (13300 Da).

¢ SufAcsos SufAciias SufAciies est :Msua = 14347 Daen accord avec la masse

théorique basée sur I'étude de la séquence ersanitaées (13349 Da).
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¢ SufkE est Mgye = 16734 Daen accord avec la masse théorique basée suiel'dau
la séquence en acides aminés (16865 Da moins 13tobaspondant au clivage de la
méthionine N-terminale).

¢ SufS est Msys = 45500 Daen accord avec la masse théorique basée sulel'dau

la séquence en acides aminés (45499 Da).

I-2- Caractérisation du donneur de soufre, le comgixe SuUfSE

[-2-1- Etude par spectrométrie de masse

Afin de vérifier, dans le cas de nos préparatiomdéiques, la présence de soufre sur
SufE, comme cela a été démontré lors de réecentde®{Ollagnier-de-Choudersal, 2003;
Outtenet al, 2003), nous avons préparé la forme soufrée dyplexa SufSE, comme décrit
préecédemment (Ollagnier-de-Choudensal, 2003) : SufS (100 uM) et SufE (100 uM) sont
meélangées en quantités stcechiométriques (1:1)ésemee de L-cystéine (4 mM). Aprés 30
minutes d'incubation, la solution est purifiée salonne Micro Bio-spin équilibrée avec le
tampon Tris-HCI 50 mM pH=7,5, pour éliminer la &ise en exces et l'alanine formée
pendant la réaction. L’échantillon est ensuite yg&apar spectrométrie de masse.

Les spectres (figure 1-12 A) montrent clairemenptésence de plusieurs atomes de
soufre (jusqu’a 5 atomes de soufre) fixés a lagmet SufE, confirmant les données de la
littérature. En effet, en plus du pic correspondala forme apo de SUfE @vie= 16734 Da),
on observe cing pics additionnels indiquant unesa&s = M5y + Nx32 Da, n =1, 2, 3,4 ou
5, 32 Da étant la masse d’'un atome de soufre. halyses révelent également qu’il reste du
soufre sur la protéine SufS (formes avec 1 et thasode soufre) (figure 1-13). Ceci peut
s’expliquer par le fait qu'apres avoir transféréstwfre a Sufg, le site actif de SufS est libre
et peut de nouveau fixer du soufre, sous forme ateutfures/polysulfures, a partir de L-
cystéine présente en exces dans le milieu réaetio@es résultats sont observés quelque soit
le temps d’incubation (30 minutes ou 2 heures)aeteimpérature d’incubation (18°C ou
37°C).

D’autre part, I'ajout de DTT (5 mM) sur cette prég#on conduit a I'obtention des
formes apo de SufS et SufE (figure I-12 B) montare les atomes de soufre sont présents au
sein de ces protéines sous forme de persulfurgsigaires.

La forme soufrée de SufSE sera nommée par la SufteE-SSH.
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Figure 1-12: spectre reconstruit de la protéine SufE (500 ndfrés incubation avec des quantités
stoechiométriques de SufS et un exces de cyst&)nguis apres traitement avec un excés de [B)T

100+ 1118.7169
1120.8154
111/;165024 gpo
apo \ : /
1122.8801
B40
\ 11385614 _*+15
1125.0186
+1IS | 1140.1355
1126.6013
%
Sufs |
J 1146.3701
1128.9235
SufE
SufS
30 T T T m/z
1110 1130 1150

Figure 1-13 : spectre de masse des protéines SufE et Sufsh@pOgamme du spectre m/z=1105-1165.
SufS 100 uM, SufE 100 uM ont été incubées en poésda L-cystéine (4 mM) pendant 30 minutes a 18fC e
conditions anaérobies puis dessalées.
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[-2-2- Dosage de soufre dans SufSE-SSH

La quantité de soufre présente au sein du com@@akeE, apres incubation avec la L-
cystéine et dessalage, a été déterminée pour ples@éparations protéiques, selon la
meéthode de Beinert, comme décrit dans MatérielMéthodes. Les dosages révelent qu'il y a
4 atomes de soufre par complexe SufSE.

Il aurait été intéressant de pouvoir séparer lestémes SufS et SufE afin de
déterminer le contenu moyen en soufre de chacum#les’ au sein du complexe.
Malheureusement, nous n’avons pas réussi a maitrgoant un protocole permettant de
réaliser cette séparation pour les raisons suisante) SufS et SufE interagissent fortement
entre elles. De fait, elles sont co-éluées surrewod’affinité (Loiseatet al, 2003); (2) les
persulfures/polysulfures présents sur ces protéinessont pas stables sur colonnes
chromatographiques (de type Superdex-75 ou coloydephobe). En effet, apres ces étapes
chromatographiques, aucun atome de soufre n'estctdétau sein des protéines par

spectrométrie de masse.
I-3- Etude de la fixation de soufre sur SufA

Deux protocoles ont été mis au point afin de chalg@rotéine SufA en soufre : ils
requierent l'utilisation soit de quantités « staeamétriques », soit de quantités catalytiques

de SufS/SufE par rapport a SufA.

[-3-1- Conditions « stoechiométriques »

Apres optimisation des conditions expérimentalese @xpérience a été réalisée
comme suit : Sufis (200 uM) a été ajoutée a la forme soufrée du cerepBufSE, SufSE-
SSH (100 pM). Aprés 30 minutes dincubation a 181€, mélange est analysé par
spectrométrie de masse ESI-Q-TOF. Malgré la conigledes spectres (présence des
protéines SufA, SufE et SufS), on remarque que mhaque état de charge de SufA,
plusieurs pics apparaissent : celui corresponddat farme apo (M=14365 Da), et 3 pics
supplémentaires indiquant une masse Mggi M+ Nx32 Da, n = 1, 2 ou 3, montrant que SufA
est capable de fixer plusieurs atomes de soufyar@il-14).
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Figure 1-14 : spectre de masse du mélange SufA/SufE/SufS (@ :dbtenu apres 30 minutes d’incubation de
SufA avec SufSE-SSH, dans la gamme m/z = 920-1040:emarque que SufA peut fixer jusqu’a 3 atomes de
soufre et qu'il reste du soufre sur SufSE.

En raison de la présence, dans le mélange, deeptasprotéines, dont les états de
charge peuvent se superposer, il est difficile derrfir un spectre reconstruit de SufA.
Cependant, sachant que pour tous les spectres sk rfeux de SufA apo et SufA soufrée),
la distribution des états de charge et leur inténslative sont similaires, il est possible de
comparer les aires des pics correspondant a laefapo avec ceux correspondant aux formes
soufrées de SufA, afin de fournir une bonne appnaxion de I'abondance relative de ces
différentes formes. Par conséquent, aprés avaiiié/fue la largeur a mi-hauteur de tous les
pics était identiqgue, nous avons calculé une maoyemm I'intensité de chaque pic (celui
correspondant a la forme apo et ceux corresporalanB formes soufrées de SufA) a partir
de 3 états de charge consécutifs. Puis, en coasidgue la somme de l'intensité des pics est
égale a 100, nous avons pu représenter les résoléénus sous forme d’'un histogramme
indiquant les proportions relatives de chacunefdeses de SufA (figure I-15). La figure I-
15 « Stoechio » confirme que, dans les conditioxpéementales utilisées ici, SufA est
capable de fixer jusqu'a 3 atomes de soufre. L'étihan contient en fait un mélange de
formes apo (18%), de formes ayant fixé 1 atomeodés (32%), 2 atomes de soufre (42%) et

3 atomes de soufre (8%). Une analyse quantitatiygardir de I'abondance relative des
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différentes formes de SufA permet d’estimer latioia de soufre sur la protéine a 1,4 atomes
par monomere.

L’addition d'un réducteur (DTT ou le systeme NADPMeredoxine réductase-
thiorédoxine) dans le mélange réactionnel conduiblitention de la forme apo initiale de
SufA uniquement (figure 1-15 « DTT »). Ceci révéjee les atomes de soufre sont présents

sur SufA sous forme de persulfures/polysulfures.

Figure 1-15 : représentation des quantités relatives des diftés formes de SufA présentes pour chaque type
d’expérience. « WT » désigne la protéine Suifapo, servant de référence.

Le fait que SufA fixe du soufre aprés incubatiore@wne solution contenant
uniqguement la forme soufrée du complexe SufSE nmpais de cystéine libre, montre
clairement que le soufre présent sur SufA provilenSufE, probablement via une réaction de
transpersulfuration, et donc que le transfert ddreale SufE a SufA est direct. On peut ainsi

raisonnablement établir le schéma suivant :

SufS-Szes-SH SufE-Ss;-SH SufA-S-SH

SUfS-S354H SUfE-S51H SufA-SH

Figure I-16 : Transfert de soufre entre SufS, SufE et SufArpactions de transpersulfuration
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Il est intéressant de noter que la protéine SufAse comporte comme la protéine

SufAnis. L'étiquette polyhistidine n’interfére pas dangrensfert de soufre.

Par la suite, la forme soufrée de SufA sera noté&-SSH.

Une cinétique de transfert de soufre de SufSE-SSBUfA a été réalisée. On
remarque que quels que soient les temps d’incub&tid minutes, 30 minutes, 1 heure ou 3
heures), les spectres de masse du mélange SufABEHEE sont rigoureusement
identiques. Le transfert de soufre est donc unga®ies assez rapide (pas plus de 10 minutes a
18°C). De plus, nous avons vérifié que la tempéeatlincubation n’avait pas d’effet sur le
transfert : le spectre de masse obtenu aprées wme déncubation, a 37°C, est encore une fois
le méme. Nous n’avons pas observé de pic de massespondant a I'addition de 4 atomes
de soufre sur SufA. Ces résultats nous permettentahclure que, dans les conditions
expérimentales utilisées ici (quantités « stoeckimiques » de SufSE par rapport a SufA)
SufA peut fixer jusqu’a 3 atomes de soufre et guethction de transfert de soufre de SufSE a

SufA atteint un équilibre : elle n’évolue plus.

[-3-2- Conditions catalytiques

SufA (200 uM) a été incubée avec des quantitedytamues de SufS (6 M), SufE (6
MM) et un exces de L-cystéine (10 mM) pendant 3rdsed 37°C. Apres purification de
'échantillon sur colonne Micro Bio-spin afin d’'éliner I'exces de cystéine et I'alanine
formée, celui-ci est analysé par spectrométrie desm ESI-Q-TOF. Les spectres sont plus
lisibles que précédemment. Les pics corresponddat @rotéine SufA, présente en large
exces, ressortent davantage par rapport a ceuproisnes SufS et SufE, présentes en faibles
guantités. Trois pics apparaissent nettement, soorelant a I'addition de 1, 2 ou 3 atomes de
soufre sur SufA. Les spectres ont alors été traibésme précédemment, afin de représenter
les quantités relatives des différentes formesud&.SComme le montre la figure I-15 « cat »,
les résultats obtenus sont comparables a ceux wbtaur un seul cycle catalytique : les
proportions relatives des formes soufrées de Sofft similaires et on note au maximum 3

atomes de soufre sur SufA.
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I-3-3- Influence de I'oxygéene sur le transfert deifse

Dans le but d’étudier I'influence des conditiongaé@fration du milieu, les expériences
de transfert de soufre de SUfSE a SufA ont été&@épgen conditions stoechiométriques, (1)
avec une protéine SufA non prétraitte au DTT, enditions anaérobies, (2) avec une
protéine SufA prétraitée ou non au DTT, en condgiaérobies. Dans chaque cas, nous avons
pu observer la fixation de plusieurs atomes dersofifisqu’a 3) sur SufA. Les spectres de
masse obtenus sont identiques a ceux présenté&dprament (figure I-14) dans le cas ou les
expériences étaient réalisées en conditions anadravec une protéine SufA prétraitée au
DTT. Ceci semble indiquer que le processus defeande soufre, dans nos conditions, n’est
pas sensible a I'oxygéne et que les cystéines grolgine SufA ne forment pas de ponts

disulfures entre elles ; elles sont accessiblesagtives pour fixer du soufre.

I-3-4- Etude de la spécificité du transfert de seuf

Le transfert de soufre de SufSE a SufA ayant éblié nous avons étudié sa

spécificité, tant au niveau du donneur que de &pteur de soufre.

[-3-4-a- Comparaison de différents donneurs dersouf

Tout d’abord, SufA, prétraitée ou non au DTT, aiatubée pendant 30 minutes, en
conditions anaérobies, avec du soufre introduitssfmmme chimique (sulfure de sodium
NaS). Les analyses ont alors fourni un spectre desenagperposable au spectre de référence
de SufA (SufA apo), montrant donc que SufA n’est papable de fixer du soufre lorsque
celui-ci est apporté sous forme libré. $n peut faire remarquer que ce résultat étandit
dans le cas ou SufA était prétraitée au DTT ; ést,edlans ces conditions, les cystéines de la
protéine sont réduites et présentent donc un @eanticléophile fort. Elles ne peuvent alors
pas réagir avec les ions sulfures, ayant égaleareoaractere nucléophile.

Ensuite, difféerents donneurs physiologiques ddreant été testés. Comme cela a été
mentionné en introduction, le soufre est fourni déa cellule par des enzymes ayant une
activité cystéine désulfurase. Il en existe trdiezE. coli: IscS, SufS/SufE et CsdA/CsdE
(Flint, 1996; Loiseawt al, 2003; Loiseawet al, 2005). Nous avons donc étudié la capacité de
SufA a accepter du soufre de ces differents systeing sont disponibles au laboratoire.

Nous avons en fait testé IscS, CsdA et SufS qusguent a elles seules les activités cystéine
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désulfurase spécifiques suivantes : CsdA : 0,95 lfpmm@mg ; IscS : 0,55 pmol/min/mg ;
SufS : 0,14 umol/min/mg. Dans chaque cas, SufA (200 a été incubée avec des quantités
catalytigues (6 uM) de cystéine désulfurase, esgmeée d’'un exces de L-cystéine libre (10
mM), pendant 3 heures a 37°C, puis purifiée sursrom afin d’éliminer I'excés de cystéine et
lalanine formée. Nous avons ensuite comparé lesiltas obtenus a ceux observés
précédemment, dans le cas ou le donneur de sdaftdeécomplexe SufSE. Les spectres de
masse de SufA aprés incubation avec IscS ou Csaf superposables a ceux obtenus
lorsque SUfSE est le donneur de soufre. Ainsi, SegAcapable de fixer jusqu’a 3 atomes de
soufre, et dans des proportions comparables, anésfert depuis IscS, CsdA ou SufSE. En
revanche, seule la forme apo de SufA est préserggue la protéine est incubée avec SufS
seule. Ceci s’explique par la faible activité cystédésulfurase de SufS. Ces résultats
indiquent qu’il n'existe pas de spécificité au rauedu donneur de soufre. Le transfert de
soufre a SufA nécessite simplement une enzyme ayaatactivité cystéine désulfurase

significative.

I-3-4-b- Comparaison de différents accepteurs dgrso

Afin de déterminer si le complexe SufSE mobilise shufre pour le transférer
spécifiguement a SufA, plusieurs protéines (Is@Aferrédoxine de I'opéroisc, SufB, SufD,
SufC, la biotine synthase (BioB), la protéine HEdtoli, ainsi que la rubrédoxine de.
pasteurianum ont été testées en tant que potentiels acceptiirsoufre. Comme nous
'avons déja évoqué en introduction, IscA est hargok a SufA ; elle possede trois résidus
cystéines conservés localisés en surface et supdmsédes centres [Fe-S] transitoires
(Wollenberget al, 2003). La ferrédoxine de I'opérasc est une protéine [2Fe-2S] possédant
guatre résidus cystéines identifiées comme étaniidasds du centre (Ta and Vickery, 1992).
SufB a été caractérisée au laboratoire comme powassembler un centre de type [4Fe-4S]
au niveau de résidus cystéines (Lageral., 2007). La biotine synthase peut également
coordiner un centre [Fe-S] par des résidus cysdidgulaveaet al.,2000). La rubrédoxine est
une protéine contenant comme cofacteur métalliqueantre a fer mononucléaire coordiné
par quatre cystéines (Mathietial, 1992). SufC, SufD sont des protéines jouant lmdéns
la biosynthése des centres [Fe-S] et possédantatdsgment 1 et 3 résidus cystéines qui
n'interviennent pas dans la coordination de centré&lliques (Nachiet al, 2003). Enfin, la
protéine H, sous-unité du complexe glycine décaylame impliqué dans le processus de la

respiration, possede également 2 résidus cyst@hesgueret al, 1999).
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Toutes les expériences ont été réalisées entmngcatalytiques, puis analysées par
spectrométrie de masse ESI-Q-TOF. Dans le cas détadoxine, la présence de soufre au

sein de la protéine a été déterminée par dosagwiroétrique, puisqu’il semble que la

protéine s’ionise mal ; de fait, elle n’est pashles en spectrométrie de masse. Les résultats

obtenus sont résumés dans le tableau suivant.

Accepteur

Transfert de soufre depuis SUfSE

ISCA

+

Jusqu’a 3 atomes de soufre fixés a IScA

Ferrédoxine
(Fdx)

+

Jusqu’a 5 atomes de soufre fixés sur

Fdx

BioB

+

Jusqu’a 3 atomes de soufre

SufB*

+

Nombreux atomes de soufre

Rubrédoxine

SufC

SufD

Protéine H

Tableau I-2: résultats du transfert de soufre depuis SufSE pbaique protéine étudiée comme potentiel
accepteur. « + » indique q'un transfert de soufee deu, « -» indique qu’il N’y a pas eu de tramsf

* résultat déja publié (Layest al.,2007).

Le spectre de masse enregistré pour la protéidedppes incubation avec SufSE et de
la L-cystéine libre est comparable a celui obteansde cas de SufA (voir figure 1-14). Ceci

démontre que SUfSE est capable de transférer duesawne autre protéine de type A ne

faisant pas partie de I'opérauf D’autre part, ce résultat permet de mettre edehge que

IscA peut fixer du soufre, dans les mémes propastogue SufA.

Comme décrit dans le tableau I-2, les analyseslegt également que SufSE peut

transférer du soufre a la ferrédoxine, mais pas rabbrédoxine, ni aux protéines SufC, SufD

ou H.
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I-3-4-c- Conclusion

Les expériences ont montré que SufA accepte duresadd différentes cystéine
désulfurases. D’autre part, SUfSE est capableatssférer du soufre a différentes protéines,
ces dernieres présentant toutefois une caractgrestommune : elles possedent toutes des
résidus cystéines intervenant dans la coordinafian centre [Fe-S]. Les protéines SufD,
SufC et la protéine H ne fixent pas de soufre mémadles possédent des résidus cystéines
accessibles. Fait intéressant, nous avons pu reeragy’une protéine possédant des résidus
cystéines intervenant dans la coordination d’untree@d fer mononucléaire (cas de la
rubrédoxine) n'est pas capable de former des darsslau niveau de ces cystéines (peut-étre
ont-elles un caractére nucléophile moins pronoick Semble donc que ce soit une propriété
réservée aux protéines [Fe-S].

En conclusion, le transfert de soufre n’est pasifipée a deux protéines particulieres,
mais nécessite néanmoins un donneur physiologigest-a-dire une enzyme ayant une
activité cystéine désulfurase (je rappelle que SwAixe pas de soufre a partir d’une solution
de NaS), et une métalloprotéine a centre [Fe-S] comroeeur, dont les cystéines ont pour

role de lier le cluster.

[-3-5- Etude d'interactions entre SUfSE et SufA

Nous venons de mettre en évidence un transfertodfesde SufSE a SufA. Il a
précédemment été rapporté que SufS et SufE ingsedi fortement entre elles (Kd = 0,36
HM), par I'intermédiaire de liaisons non covalentieayer et al, 2007; Loiseatet al, 2003).
Nous avons ici cherché a déterminer si SufA formecamplexe avec SufS/E. Dans ce
contexte, il est a noter que des expériences éésli;m vivo ont montré que SufA
n'interagissait avec aucune protéine de l'opésui Nous avons utilisé une approche
spectroscopique (spectrométrie de masse) et bidgqién({chromatographie d’affinité) pour

cette étude.

Tout d’abord, a partir d’'une expérience réaliséecenditions stoechiométriques,
aucune entité ayant une masse moléculaire impertgmviron 76000 Da) et résultant de
'existence d'un complexe covalent entre le domnd® soufre, le complexe SufSE, et la
protéine acceptrice, SufA, n’a pu étre mise eneie lors des analyses de spectrométrie de

masse.
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D’autre part, les interactions entre les proteiSefA, SufE et SufS ont été étudiées
par chromatographie d’affinité (figure 1-17). Lesofeines SufE, SufS et le complexe SufSE,
possédant chacun(e) une étiquette polyhistidinegttnchargés séparément sur une colonne
d’affinité (Nickel chelating Sepharose) ; la proii SufAstop est alors déposée sur ces
colonnes. Apres un lavage abondant, contenantr¢g8ipes non retenues, les protéines ayant
interagit avec la colonne sont éluées a l'aide @’salution contenant de I'imidazole, et les
fractions récupérées analysées sur gel d’électregpoSDS. Dans chaque cas, la protéine
SufA n’est présente que dans les fractions de Rwtgn’a donc pas été retenue sur les
colonnes, ce qui signifie qu’elle n’a pas interagyiec SufS et/ou SufE, chargées sur ces
colonnes. Ceci suggere qu’il n'existe pas d’intecars entre SufA et SufS et/ou SufE, ou
bien que les interactions entre ces protéinestsomtfaibles pour pouvoir étre observées par
cette technique.

Enfin, on peut faire remarquer qu'une chromatogapl’exclusion stérique
(Superdex-75) d’'un mélange protéique contenant SBtAE et SufS n’a pas non plus permis

de mettre en évidence un complexe entre SufA & 8tfbu SufE.

SufAgrop
A// \\A
1 2 3 4

E SE

: ) SENS DE LECTURE
Fractions obtenues : Frqctions obtenues

SUE—>

SufA—p 14,4

Y 4 . 1
aprés élutiona | aprés lavage
I'imidazole : kDa

1 2 - I 1 3 4- —= 90

1
: S G D

1
" 1

> w . : ®
1

: 35
3 1
1
1

: . 05
1
1

! 18.4

1
1
1
1
1

- - -

Figure 1-17 : gel de polyacrylamide 15 % en conditions dératites présentant la fraction protéique récupérée
aprés lavage de la colonne (fractions 1, 2, 3tdapres élution a I'imidazole (fractions 1', 2°, @)).
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[I- Détermination des sites de fixation du soufre

Le transfert de soufre de SufE a SufA ayant &@éliétnous avons ensuite cherché a
déterminer les sites de fixation des atomes dasauwf sein de SufA. Les précédents résultats
de spectrométrie de masse ont montré que I'ajol@™E sur la forme de SufA chargée en
soufre conduisait a I'obtention de la forme apdadprotéine. Ceci suggere que les atomes de
soufre sont présents sur SufA sous forme de parssfpolysulfures et sont donc, a priori,
fixés sur des résidus cystéines. Je rappelle gfid B& posséde que 3 cystéines dans sa
séquence en acides aminés, celles-ci étant comsevébjectif est donc de savoir au niveau
de quels résidus cystéines sont localisés les atodee soufre. Pour cela, différentes
techniques, biochimiques et spectroscopiques, aét udilisées. De fait, deux types
d’expériences ont été réalisées : nous avons tahbdl étudié, par spectrométrie de masse
ESI-Q-TOF, la fixation du soufre sur les protéirgedA mutées pour chacune des cystéines
conservées (Suidos SufAciias SufAciied ; puis, dans un deuxiéme temps, nous avons

analysé la forme soufrée de SufA sauvage par speétrie de masse MALDI-TOF.

[1-1- Etude de la fixation de soufre sur SufAses SufAciias SufAciiss

Chaque simple mutant Sufés SufAciias SufAciies @ été mis en présence du
complexe SufSE, soit en conditions catalytiques, o conditions « stoechiométriques »,
comme cela a été décrit pour la protéine sauvagis, gnalysé par spectrométrie de masse
ESI-Q-TOF. Quelles que soient les conditions @é#dss (stoechiométriques ou catalytiques),
nous avons observé les mémes résultats.

Apres réaction, le spectre de masse du mutantggggffvoir annexe 1) est comparable
a celui présenté précédemment pour la protéineagaufvoir figure 1-14). En effet, trois pics
supplémentaires indiquant la fixation de 1, 2 ocatd@nes de soufre apparaissent, en plus de
celui correspondant a la forme apo de la protéide.plus, les proportions relatives des
différentes formes, calculées selon la méthodeitdgurécédemment (voir paragraphe 1-3-1),
sont du méme ordre de grandeur que celles obseda@ssle cas de la protéine sauvage, les
expeériences avec les deux protéines ayant étésééalile méme jour dans les mémes
conditions (figure 1-18 « WT » et « C50S »). Aingipmme le montre la figure I-18,
I'échantillon « C50S » contient un meélange de foape (30 %), de forme ayant fixé 1 atome
de soufre (43 %), 2 atomes de soufre (20 %) etoBes de soufre (7 %). Cette analyse
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guantitative permet d’estimer la fixation de soustg la protéine Suféps a environ 1,1
atomes de soufre par monomeére (contre 1,3 atomssulee pour la protéine sauvage lors de
cette expérience). Au premier abord, ce résultgjgéte que la cystéine 50 n’est pas
impliquée dans la fixation du soufre. D’'autre pa#,résultat indique qu’un résidu cystéine
peut fixer plus d’un atome de soufre, puisque Spgfit accepter jusqu’a 3 atomes de soufre
répartis sur 2 résidus cystéines restantes seute(@ais114 et Cysll6) et montre donc
I'existence de persulfures et polysulfures sur SufA

Les spectres de masse des deux autres mutantadimalement difféerents (annexe 1).
En effet, apreés incubation avec le donneur de spldrcomplexe SufSE, la forme apo des
protéines Suf@;14s0U SufAc116s€St tres largement majoritaire (78 %) (figure 1«<18114S »
et « C116S »). Ces deux mutants ne peuvent doec @i soufre qu’en trés faible quantité
(environ 0,2 atome de soufre par monomeére) : ort daues et déja dire que les deux
cystéines C-terminales sont les sites accepteursodée. De plus, il est intéressant de
remarquer que ces deux résidus Cysll4 et Cysllblexgnionctionner de pair: en effet,
lorsqu’une des deux cystéines C-terminales estenldédeuxieme ne fixe pratiquement pas

de soufre.

- C116S
C114S
C50S

Figure 1-18 : représentation des quantités relatives des diftés formes de protéine présentes aprés incubation
de SufA (protéines sauvage « WT » et mutantes) Sué8E-SSH
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lI-2- Etude de la fixation de soufre par spectroméie MALDI-TOF

Les expériences précédentes suggéerent fortementieggoufre est localisé sur les
cystéines Cys114 et Cys116. Cependant, afin daifarfent identifier et caractériser les sites
de fixation du soufre sur SufA, nous avons analese peptides issus de la digestion
enzymatique de SufA-SSH. Pour cela, nous nous sgningpirés du protocole décrit par
Wright et coll. et résumé dans la partie Matératl81éthodes (Wrighét al, 2006) : ainsi, la
forme soufrée de SufA sauvage a été digérée paddj@otéinase-Lys C, et les peptides
obtenus ont été analysés par spectrométrie de M\daE®I-TOF. La liste des peptides
résultant de la digestion est donnée dans le talil8a parmi ces peptides, un contient la
cystéine Cys50 (peptide 3) et un autre contientdkisx cystéines C-terminales, Cysl114 et
Cys116 (peptide 7).

Peptide séquence des peptides positign  masse
(n°) moléculaire
(Da)
1 MDMHSGTFNPQDFAWQGLTLTPAAAIHIRELVAK | 1-34 3766,88
2 QPGMVGVRLGVK 35-46 1240,72
3 QTGCAGFGYVLDSVSEPDK 47-65 1972,89
4 DDLLFEHDGAK 66-76 1259,59
5 LFVPLQAMPFIDGTEVDFVREGLNQIFK 77-104 3223,68
6 FHNPK 105-109 642,33
7 AQNECGCGESFVGLEHHHHHH 110-130 2366,51

Tableau I-3: séquence des peptides obtenus apres digestipmatigue de SufA-SSH par I'endoprotéinase-
LysC

L’analyse du peptide 7 montre I'ajout de 1 et 2va#e de soufre, confirmant que les
deux cystéines C-terminales sont des sites acasptieusoufre. D’autre part, le spectre de
masse du peptide 3 montre lI'ajout d'un atome dersolfinsi, contrairement a ce que
laissaient penser les expériences précédentessanalypar ESI-Q-TOF, le résultat présent
montre que la cystéine conservée Cys50 est aussieuaccepteur de soufre.
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Finalement, 'ensemble de ces résultats peuir@teeprété de la facon suivante :
e Les trois cystéines Cys50, Cys114 et Cysl1l6 smnsites uniques de fixation du soufre
durant la réaction de transfert depuis le compRuxSE
e Lorsque la Cys50 est mutée en sérine, des espebesilfures peuvent étre générées sur
les cystéines C-terminales
e Les cystéines C-terminales acceptent du soufretrpasfert direct depuis le complexe
SufSE alors que la Cys50 fixe du soufre apreés fieainisterne via les Cys114 et Cys116.

Discussion

Nous avons pu montrer par des analyses de spetti®ordé masse couplées a des
expériences de mutagenese dirigée, que SufA eableage fixer plusieurs atomes de soufre,
localisés spécifiqguement au niveau de ses troiglugscystéines conservés, fortement
supposes, je le rappelle, étre impliqués dans tadamation d’'un cluster [Fe-S] et définis
comme le site actif de la protéine. Cette obsermatiest pas tout a fait nouvelle. En effet, la
mobilisation de soufre par une protéine scaffolchemeau de ses cystéines conservées a été
précédemment mis en évidence par Johnson et colit{St al, 2001). Cette équipe a
montré, en utilisant la spectrométrie de masselajpeotéine IscU dh. vinelandiiest capable
de fixer plusieurs atomes de soufre apres incubavec la cystéine désulfurase IscS et de la
cystéine libre (Smitret al, 2001). Récemment, elle a décrit que les troipEmmutants
Cys—Ala peuvent fixer également plusieurs atomes ddrsode la méme maniére que la
protéine sauvage. Il a donc été démontré que @acesl de IscU &. vinelandij chacune des
trois cystéines peut étre soufrée indépendammentldex autres (Smitat al, 2005a). Ce
point constitue une difféerence majeure entre lesxgeotéines (IscU et SufA), puisque d’'une
part, seules les cystéines C-terminales de SufA dbli acceptent du soufre par transfert
direct depuis le complexe SufSE, alors que la ayst€ys50 semble fixer du soufre aprés
transfert interne via les cystéines Cysll4 et Cyslét d’autre part, les cystéines C-
terminales de SufA fonctionnent de pair : la présethes deux est nécessaire a la fixation du
soufre. Ce comportement original laisse suggéremblée, que les cystéines Cysl1l4 et
Cysl116 sont les sites de fixation de persulfurdggpdfures atypiques. Ce point sera plus
amplement discuté dans le chapitre 1V, aprés avéiudié la réactivité des
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persulfures/polysulfures sur SufA vis-a-vis d’agenatkylants. En revanche, il est difficile

d’expliquer les différences de comportement en@recystéine Cys50 et les cystéines C-
terminales (Cys114 et Cys116). Dans ce contextayild’ailleurs noter que I'hypothéese d’'un

transfert interne entre les cystéines C-terminaliesa cystéine Cys50 est l'interprétation
logique des résultats obtenus en spectrométrieadsende type MALDI-TOF. En effet, on a

pu remarquer que la cystéine Cys50 est capablxeledu soufre mais que lorsque ce résidu
est absent, SufA fixe du soufre dans des propatimmparables a celles de la protéine
sauvage ; ceci suggere que dans ce cas, il seiprotk accumulation de soufre sur les
cystéines C-terminales. Toutefois, cette questi@niterait peut-étre d’étre plus amplement
étudiée sachant que les cystéines Cys114 et Cysdrit6distantes de plus de 15 A de la
cystéine Cys50, ce qui représente une distance asgp®rtante pour un transfert de soufre

entre ces résidus.

Comme nous l'avons déja mentionné précédemment, réggtats montrent que
plusieurs atomes de soufre peuvent étre fixés sarméme cystéine. L'existence de ces
polysulfures a déja été observée dans de nombresxiscU dA. vinelandiiest capable de
fixer jusqu’a 5 atomes de soufre répartis sur gBs tésidus cystéines (Smigt al, 2005a) ;
SufE et CsdE dE. coli peuvent mobiliser respectivement 5 et 2 atomesodée sur une seule
cystéine (Loiseaet al, 2005; Ollagnier-de-Choudemrs al, 2003). La question que I'on peut
se poser est alors de savoir si ces entités pélysal ont une réelle signification
physiologique ou bien si elles sont dues aux cardit expérimentalegn vitro qui ne

permettent pas de contrdler de facon stricte kestiegns de sulfuration.

Aucun complexe covalent entre SufA et SufSE n’a éts en évidence par
spectrométrie de masse lors des expériences dsfarale soufre. De plus, d’apres les
expériences de chromatographie d’affinité réalisésgmble qu’il n'existe pas d’interactions
entre SufA et SufS et/ou SufE. Il aurait été ird8eant d’étudier I'existence d’éventuelles
interactions non covalentes entre SufA et le corIBUfSE lorsque ce dernier est soufré.
Toutefois, cette expérience n'a pas été tentéeqpeisnous avons observé que les
persulfures/polysulfures sur SufSE ne sont padestagur colonne chromatographique (voir
paragraphe I-2-2). A partir de nos résultats, papit que le transfert de soufre entre SufSE
et SUfA ne nécessite pas d'interactions forteseetds protéines. Cette observation est
cohérente avec le fait que SufA soit capable djsieredu soufre de plusieurs cystéines

désulfurases, et inversement, que SufSE puisssféran du soufre a différentes protéines.
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Tout ceci suggere que le transfert de soufre rpastrégi par des interactions spécifiques
entre SUfSE et SufA. Ceci a déja été proposé dartmd de IscS et IscUAI’ vinelandii
(Smith et al, 2005a). En effet, bien que, dans ce cas, un @wmptovalent ait été mis en
evidence entre les deux protéines, celui-ci n'astyne nécessité absolue pour le transfert de
soufre de IscS a IscU, qui se produit méme en absge formation de ce complexe. Johnson
et coll. montrent ainsi que la formation du compléscS/IscU et la fixation de soufre sur les
cystéines conservées de IscU sont deux phénonmghégseindants (Smitkt al, 2005a).

On peut alors s’interroger sur la fonction de Sefkt tant que donneur de soufre
spécifiqgue a SufAn vivo. SUfE est trés certainement le partenaire priélég SufA lors du
transfert de soufre, mais il est envisageable daetrés cystéines désulfurases (telles que
IscS) prennent le relais en cas de défauts au unideaomplexe SufSE. Cette hypothése est
appuyée par le fait qu’aucune interaction entréd1fSUfSE n’a été démontréevivo. Dans
ce contexte, il aurait été intéressant de voinsbpéronsuf, délété au niveau des gerse$Set
sufE mais comportant un génecS est capable de rendre la protéine SufA fonctidanel
(transfert de soufre a SufA et assemblage du cl{s#eS]). Pour terminer, il faut mentionner
gu’aucune étude cinétique n’a été réalisée afinailesi le transfert de soufre a SufA est plus

rapide depuis SUfSE que depuis une autre cystésdfdrase.

Enfin, nous avons montré que différentes protéswd capables de fixer du soufre
apres transfert depuis le complexe SufSE. Ces ipestéprésentent tout de méme une
caractéristique commune : elles possédent toutesedalus cystéines identifiés comme étant
les ligands d’un centre [Fe-S] (stable ou transjoiAinsi, on peut supposer que toutes les
protéines amenées a devenir des protéines [FerSlcapables de fixer du soufre au niveau
des résidus cystéines impliqgués dans la coordmatitu centre, sous forme de
persulfures/polysulfures. Il est alors tentant deppser que les persulfures sont des
intermédiaires réactionnels dans la réaction dmdtion des centres [Fe-S]. Ceci implique
bien entendu que les atomes de soufre des peesilfau degré d’oxydation 0) doivent étre
réduits par la suite pour étre présents sous fatensulfures (degré d’oxydation -2) au sein
des clusters [Fe-S]. Des systémes réducteurs pbggjaes tels que la thiorédoxine ou la
glutarédoxine pourraient peut-étre permettre cedtape. Toutefois, cette hypothése
(persulfuration des protéines cibles puis formatium centre [Fe-S]) pose le probleme de
I'intérét des protéines scaffold. Quel serait Idle si les protéines cibles sont capables de se
maturer seules en utilisant une cystéine désukueasle la cystéine comme source de soufre

et une source de fer (encore indéterminée) ? T@liodd, nous ne disposons d’aucune
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donnée cinétique. Il est possible que les protéswasfold se persulfurent plus vite qu’une
protéine cible. D’autre part, comme cela a déjapétdosé dans la littérature, 'assemblage
d'un centre [Fe-S] par reconstitution chimique aingd’une protéine scaffold est bien plus
rapide qu’au sein d’'une protéine cible, telle qaefdrrédoxine (Bonomet al., 2005). En
résume, on peut proposer que les protéines scadtmitl importantes pour une maturation
rapide et efficace des protéines cibles. Elles guest peut-étre un centre [Fe-S] déja
assemblé, prét a étre transféré selon les beseitesagllule. D’ailleurs, une mutation du géne
isal ou isa2 chez la levure entraine une diminution de l'atéivdes protéines [Fe-S]
mitochondriales (Jensen and Culotta, 2000). Ledfadt les cystéines ligands des centres [Fe-
S] au sein des protéines cibles soient capablss gersulfurer indique tout de méme que ces
cystéines sont nucléophiles et il est possibleaglee constitue une indication sur leur capacité

a lier un centre [Fe-S].
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Introduction

Nous avons cherché, par le biais des expérienésgmées dans ce chapitre, a étudier
la fixation du fer dans SufA. Cette étude, je Ippelle, visait a déterminer si le fer était le
premier €lément incorporé au niveau du site aaifSdfA lors de I'assemblage des centres
[Fe-S]. On peut d’ores et déja mentionner que det @vait été aborde, par d’autres equipes,
dans le cas de IscU de maritimaou d’A. vinelandij sans résultats concluants (Nethal,
2002; Smithet al, 2001).

I- Etude de la fixation de Fe(ll) sur SufA

Comme nous l'avons souligné dans l'introductiondtneur physiologique de fer
chez la bactérie n'a toujours pas été clairemeentitie. C’est pourquoi, pour toutes les
expériences, nous avons choisi d’apporter le feef sous forme chimique (sel de Mohr
Fe(NH,)2(SQy),). D’autre part, les expériences ont été réalisdesonditions anaérobies afin

d’éviter 'oxydation du F&",

I-1- Caractérisation biochimique et spectroscopique

I-1-1-Dosages colorimétriques

La protéine Suffs (500 uM) a été traitée avec différents exces defdreux en
présence de DTT (3 mM), en conditions anaérobigse#\ purification sur colonne NAP10,
permettant d’éliminer I'exces de fer et de DTT,dosage de fer a été effectué pour chacun
des échantillons afin de déterminer la quantitéedes’étant fixée a la protéine. Les résultats
montrent que SufA est capable de fixer plusieusmas de fer (F€) par monomeére. D’autre
part, on remarque que plus I'exces de fer est itapbtors de l'incubation, plus la quantité de
fer fixée a SufA est importante. Typiquement, apnesibation avec 4 exces molaires de fer
par rapport a SufA, cette derniere fixe 1,8 atomesfer par monomere. L'ensemble des
résultats est présenté dans le tableau I-4.

La forme de Suffs ainsi obtenue (traitée avec 4 exces de Fe(ll)amitions anaérobies)

sera notée par la suite SufA-Fe.
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Excés molaire de fer par rapport a SufAys Fer dosé dans Suffs aprés dessalage
(monomere) lors de l'incubation (fer/monomere)
2 1,04
4 1,8
8 3,2
18 12

Tableau I-4 : quantité de fer dosée dans Syfpour différents excés de Fe(ll) ajoutés lors aelibation

I-1-2- Spectroscopie UV-visible

Les formes de SufA chargées en fer ont été cars@bdrpar spectroscopie UV-visible.
Les spectres comportent une bande d’absorptionuéarg 320 nm et des épaulements a 430
nm et 500 nm (figure I-19).

absorbance

longueur d'onde (nm)

Figure 1-19: spectre UV-visible de Suffh (30 uM) aprés incubation avec 4 excés molairedei@l) et
purification sur NAP10

I-1-3- Spectroscopie Mdssbauer

La forme SufA-Fe a ensuite été analysée par smectipie Mossbauer. Cette
technique spectroscopique nous permet d’étudiesealement la nature du centre métallique

mais aussi I'environnement du fer présent dansd&me.
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I-1-3-a- Etude de la forme SufA-Fe

La forme SufA-Fe est obtenue, je le rappelle, spraéitement de la protéine avec 4
exces molaires de Fe(ll), en présence de DTT. Pmalyse par spectroscopie Mdssbauer, la
source de fer utilisée pour la préparation de Bétition est du*’Fe(ll) introduit sous forme
de sel de Mohr.

Le spectre Mdssbauer obtenu, enregistré a 105tkprésenté en figure 1-20 (spectre
du haut). Il est composé de 4 doublets dont leanpaires sont reportés dans le tableau I-5.
Ces parametres indiquent que les doublets A etr@gmondent a du Fe(ll) haut spin coordiné
soit par des atomes d'azote, soit par des atomegygeéne, dans un environnement
octaédrique. lls représentent 75 % du fer totaldheblet C peut étre attribué a du Fe(ll) haut
spin coordiné par des atomes de soufre dans umoenement tétraédrique. Ceci signifie
gu’une partie du fer est liée par les cystéinesenrees de SufA, ou bien qu'il reste du DTT
complexé avec le fer dans I'échantillon. Quoi geii soit, il faut noter que cette espéce ne
représente que 19 % du fer total et n’est dond’esigece majoritaire. Enfin, la participation
du doublet D est minime (6 % du fer total) ; il @mpond vraisemblablement & du fer
ferrique, non structuré. Des résultats identiquesété obtenus avec la protéine Sgifée (ce

dernier point est développé dans le paragraphg)l-4-

Echantillon Doublet Espéce correspondante o) AEq Aire
(mms?) | (mms?h) | (%)
SufA-Fe A Fe™*(S=2)-octaédrique 1.15 3.07 59(5)
Forme non ligands N/O
alkylée B Fe*(S=2)-octaédrique 1.18 2.30 16(5)
ligands N/O
C Fe&*(S=2)-tetraédrique 0.71(4) | 3.20(6) | 19(5)
ligands S
D Fe* 0.49(5) | 0.46(10) 6(3)
Espece inconnue
SufA-Fe A Fe**(S=2)-octaédrique 1.15(3) | 3.07(6) | 58(3)
Forme alkylée ligands N/O
B Fe*(S=2)-octaédrique 1.18(3) | 2.30(6) | 42(3)
ligands N/O

Tableau I-5: paramétres Mdssbauer des différents doubletstitwant les spectres des échantillons SufA-Fe
non alkylé, et SufA-Fe alkylé
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W Cas des
protéines SufA s
B W > ou SufA STOP
+ Fe(ll)

0.4%

transmission

Cas de SufA pis
> alkylée
+ Fe(ll)

O_
—
[S]
w
=

300020 -l
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Figure 1-20 : Spectres Méssbauer de la forme Stffe (660 uM, 1,6 fer/monomére) enregistrés & 10Bes.
spectres du haut et du bas correspondent respeetiveux formes non alkylée et alkylée de SufA.
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I-1-3-b- La protéine SufA-Fe alkylée

Afin de mieux caractériser l'implication des résdeystéines de SufA dans la
coordination du fer (&), nous avons étudié la fixation du fer ferreux SufA aprés avoir
bloqué ses cystéines par un agent alkylant, l'iodtzanide, qui réagit spécifiquement avec
les fonctions thiols. La réaction, de type substitunucléophile S provoque le départ de
I'iode et la formation d’une liaison covalente ente soufre et I'acétamide, comme cela est
schématisé ci-dessous (figure 1-21). Dans le caspietéines, I'lodoacétamide peut donc

réagir avec les résidus cystéines, conduisantranaativation.

Figure 1-21 : schéma mécanistique de la réaction entre urpgroant thiol et I'iodoacétamide. Dans le cas des
protéines, R désigne la protéine et -SH, une qystéi

Ainsi, la protéine Suffs, préalablement traitée au DTT, a été incubée ameexces
d’'iodoacétamide, comme décrit dans Matériels ethildes. L'alkylation totale des trois
cystéines a été vérifiee par spectrométrie de mdssspectre (figure 1-22) montre la présence
d’'un pic unique de masse M=14536 Da correspondalat masse de SufA (14365 Da)
additionnée de la masse de 3 groupements acétdBx8@ = 171 Da). Il est important de
rappeler que SufA ne posséde pas d’autres résidtsimes que les cystéines Cys50, Cys114
et Cysl116.

100
+3R

%

‘*‘W/\.‘,/\,_,‘M‘,

masse
0 14300 14500 14700

Figure 1-22: spectre de masse reconstruit de Gyff600 nM) aprés alkylation par l'iodoacétamide ; R
correspond a un groupement acétamide,(@BNH,)
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Cette forme de protéine, pour laquelle les troist&pes ont été bloquées par réaction avec
iodoacétamide, a ensuite été incubée avec 4 eded=e(ll). Aprés dessalage, le dosage de
fer révele la présence de 1,7 atomes de fer panelpalypeptidique, ce qui est identique a la
valeur obtenue pour la forme non alkylée de SufAfAS-e, 1,8 atomes de fer par
monomere). De plus, le spectre UV-visible de lanerSufA alkylée chargée en fer obtenue
ici est identique a celui de la forme SufA-Fe ndkylée (figure 1-19). Ce résultat tend a

suggérer gue les cystéines de SufA ne sont pagudgls dans la fixation du fer.

La forme SufA-Fe alkylée (préparée avec *dEe’) a ensuite été caractérisée par
spectroscopie Mdssbauer. Le spectre enregistrébaKl(figure 1-20, spectre du bas) est
constitué uniquement de deux doublets A et B, tBsparametres sont notés dans le tableau
I-5. Ces doublets correspondent aux doublets A eb&ervés dans le cas de la protéine non
alkylée (décrite dans le paragraphe précédentprtt caractéristiques de Fe(ll) haut spin
coordiné soit par des atomes d’azote, soit pamtmses d’oxygene, dans un environnement
octaédrique. Aucun autre doublet indiquant la présede fer coordiné par des atomes de
soufre n’est observé. Je rappelle que, dans ceinélibn, les cystéines conservées de SufA
sont bloquées par des groupements acétamide. @Gggere que I'espece C identifiée dans le
cas de la protéine SufA-Fe non alkylée correspodd &er ferreux coordiné par des résidus
cystéines de la protéine. Toutefois, cette espéai #ninoritaire, ce qui montre que la

participation des cystéines dans la coordinatiofedest minime.

I-1-3-c- Conclusion quant a la localisation du H(l

L’ensemble des analyses de spectroscopie Mdsshausrpermet de conclure que les
résidus cystéines constituant le site actif dertdgine ne sont que marginalement impliqués
dans la fixation du Fe(ll). Ce dernier est coordimg@oritairement par des atomes d’azote et

d’oxygéne (environ 80 %).
[-2- Effet de 'TEDTA

Afin de mieux caractériser la fixation du fer farxesur SufA, nous avons testé
l'influence de 'EDTA, un chélateur de fer. Aina, protéine (500 uM), apres incubation avec
le fer (2 & 8 excés molaires de*een présence de DTT (3 mM), a été traitée aviéérdnts

exces d’EDTA, en conditions anaérobies. Tout ddpbasn remarque que les bandes
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d’absorption observées sur le spectre UV-visibleespondant a SufA chargée en fer tendent
a disparaitre avec I'ajout d’'EDTA (figure I-23, spre en pointillé), suggérant une perte de
fer. En effet, les dosages de fer, réalisés apréfgation de la protéine sur colonne NAP10,
révelent que la quantité de Fe(ll) au sein de SdifAinue rapidement quand la quantité
d’EDTA augmente (figure 1-24). En fait, I'ajout diuéquivalent d’EDTA par rapport au fer
suffit a obtenir une protéine SufA quasiment dépoerde fer. Ainsi, comme le montre la
figure 1-24, si SufA est traitée avec 4 exces miekade fer puis 4 excés molaires d'EDTA, |l
reste environ 0.2 atome de fer par chaine polygiejpie apres dessalage. Tout ceci démontre

gue les atomes de fer(ll) fixés dans SufA soniéanent chélatables.

0,5 T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
L 4ex Fe ]

: ===-= 4exFe+4exEDTA :

04 m
SufAapo 1]

0,3

L
8
[ N |

600 700

8

0,2

absorbance

0,1

T T T [ T T T T T T T i

! |-‘:-T-"r-r'.f"r'.ﬂ"l-'T"*"'I"'I'-'|h'|

300 400 500 600
longueur d'onde (nm)

Figure 1-23 : spectre UV-visible de Suffh (30 uM) aprés incubation avec 4 excés molairefald) puis 4
excés molaires d’'EDTA et dessalage (spectre ertifd@)n le spectre obtenu en absence d’EDTA egtésenté
de nouveau (spectre continu) pour faciliter la camason. Le spectre de la protéine SufA apo (35 M)
représenté en insert pour référence.
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Figure 1-24 : quantité de fer dosée dans SyfApres dessalage en fonction de I'excés molair®TA par
rapport a SufA ajouté.

I-3- Calcul de la constante d’association de Suff pour le Fe(ll)

L’ensemble de nos expériences a pu montrer que Bsif&apable de fixer du fer(ll).
Toutefois, les atomes de fer fHene semblent pas liés trés fortement & la protgirisque
I'ajout d’un équivalent d’EDTA par rapport au fesr@uit a I'obtention d’'une forme de SufA
contenant tres peu de fer (il reste entre 0,2 ®talpme de fer par monomere). Afin de
guantifier I'interaction de SufA avec le Fe(ll),usavons entrepris de déterminer la constante

d’association de la protéine pour le Fe(ll).

Pour cela, nous avons réalisé plusieurs réactiertouohpétition entre la protéine SufA
et différents chélateurs de fer (le citrate de wwdet I'histidine), vis-a-vis du Fe(ll).

La protéine SufA chargée en fer (450 uM, 1,8 ferioroere) a été mise en présence
d'un chélateur de fer, pendant 1 heure, puis @&ifur colonne NAP10, I'expérience étant
réalisée en conditions anaérobies. Nous avons dlosgé le fer restant dans SufA pour
différentes concentrations de chélateur ajouté.aftimpde ces résultats, et connaissant la
valeur de la constante d’association du chélateac é& Fe(ll), nous avons pu calculer la
constante d’association de SufA pour le Fe(ll).

Les deux chélateurs de fer qui ont été utilisé$ stencitrate de sodium et I'histidine.
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e} o} HN
m ’z/}_\
_ HO o\
o} O ,3Na’
OH o NN
Citrate de sodium histidine

Figure 1-25 : formules chimiques des deux chélateurs de fiesas, le citrate de sodium et I'histidine.

Les quantités de fer dosées dans SufA apres inonbatec différents exces de ces

chélateurs sont reportées dans le tableau I-&pe¢sentées graphiquement figure 1-26.

Cas ducitrate de sodium Cas de lhistidine
Quantité de fer dans Excés de Quantité de fer dans | Excés d’histidine
SufA (Atome de citrate par SufA (Atome de par rapport au

fer/monomere) rapport au fer fer/monomere) fer
1,8 0 1,8 0

0,98 2 0,9 2

0,8 6 0,5 6

0,65 8 0,41 8
0,42 25 0,36 25

0,28 50 0,3 50

Tableau I-6 : quantité de fer dosée dans SufA pour différertes de chélateur de fer ajoutés
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Figure 1-26 : représentation graphique de la quantité de iésgnte dans SufA aprés dessalage suivant I'excés
de citrate de sodium ou d’histidine ajouté.

La démarche adoptée ainsi que la méthode de catdidée pour déterminer la
constante d’association de SufA avec le fer(I)tst#aillées ci-aprés dans le cas du citrate de
sodium. Cette constante d’association, qui ser& par la suiteBreqye, correspond a la
réaction suivante : P + Fg FeP, ou P désigne la protéine SufA.

y s FeP
D’ou Breqiyp = %

Afin de calculerBreqyp, NOUS avons considéeré les réactions de compétitiec &
citrate de sodium. Les deux autres réactions aidémes sont donc :

- La réaction du citrate de sodium noté L avecd@l}:

L+ FeS FelL
Elle est définie par la constante d’associatiorat@{Fe(ll) Breqy. = %

- La réaction de compétition entre la protéine S(PAet le citrate de sodium (L) vis-
a-vis du Fe(ll) :

FeP+ LS FelL + P

Elle est définie par la constante de compétitiligomp = %
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On peut donc déduire qBeeyr = Prete

Kcomp

La constant@eu., d’apres la littérature eftey. = 10" M™ (Field et al, 1974).

La détermination de &mppermet donc de calculer la valeur numeriqu@dg)e.

Pour cela, on considere la réaction :
FeP + LS FeL + P

A I'état initial Cc n 0 0

A I'équilibre C-X | n-x| X X
FeL|P

or, Ko = PP

| FeP|| L|
_ [FeP]total, al' équil

Avec [FeP]
AFeP
[Fel] = [FeL]total, al' équil
AFeL

[P]total, al' équil
Pl=tY——
[ ] ar
[L]total, al' équil
L=
[ ] aL
_ [Fel_]total, al* équil X [P]total, al' équil X QFeP X AL

D’ou Keomp=
p
[FeP]totaI, al' équil X [L]total, al équil X AFel X QP

X% X Qrep X QL

Etd =
onc Komp (C _ X)(n - X)X Qrel X QP

Les coefficientsx sont les coefficients de Ringbom : ils tienneminpte des différents états
de protonation d’'une espece donnée. Ainsi, poucutal Kemp il faut tout d’abord

déterminer ces coefficients pour chaque espece.

¢ Comme nous pouvons le voir sur la figure I-25¢iteate de sodium contient une fonction
alcool et trois fonctions acide carboxylique. Ajrsr définition, on a :
[L] totat,a requi = [L] +[LH] + [LH 2] + [LH3] + [LH4] ou L correspond a la forme totalement

déprotonée et LiHa la forme totalement protonée.

[L]totata requi= [L] + [LH] + [LH 2] + [LH3] + [LH4] = [L](l*' ,[[J’l_LIH] ' [;L;]z * [,;IL;J ' [2;]4

= [Lhw
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Aveco, = |1+ [H] + [H +]2 + [H +]3 + [H +]4 (équation 1)
By Bz B B

Le calcul des constant@s, fait appel aux données de la littérature. En gfigt correspond

H |

L
a la réaction H+ L 5 LH, avecPy = IL]ﬁ Cette constante est répertoriée dans les
H*|[L

tables :BLH =K; = 1010'82.

e LH,]
BLH2 correspond a la réaction 2H L S LH,, avecP, = [[—Jzz—
H*[L]

Dans ce cas, pour détermirfgy,, il faut considérer les réactions de formationscessives
des formes LH et LKHdont les constantes K sont connues et regrou@esdes tables :

H"+LS LH aveck = [[ﬁL]TE]] =10"%? | comme déja mentionné

. [LH ] 57
H + LHS LH, avec&:‘[—]'[—]::l.o '
H][LH

Ainsi, BLHZ =Ky x Ko = 1016'49

De mémep.ys correspond a la réaction 3H L S LH3

[LH,]
Et BLH3 = [—]37 =K2xK3s
H* L]
R | -
Ou Ks = —[H][LHz] =10 définit la réaction H+ LH, S LH3

Donc, Bys = 107088

Enfin, Buns = 10%%% calculée suivant la méme méthode.
Pour terminer, il faut noter que TH= 10°" = 108 M.
En reportant dans I'équation (1), on obtient :

8 g\2 8\3 g\
L 10° (10°) (o) | (10)

1071082 11649 12088 12384 =1+10%* +10%*° +107%*° +107*° =10%*

oL =

Or, on considére que dans nos conditions expératent(pH = 8), le citrate n'est pas

totalement déprotoné, la fonction alcool étantdarg présente. Par conséquent la forme L
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n'existe pas. La valeur di(L, €tablie par McBride et coll (Fielet al, 1974), tient compte
de cette considération. Le calcul@enontre d'ailleurs que la forme LH est majoritaire.
Ainsi, on peut négliger la forme L et poser alers 1.

¢ De la méme maniére, [Fadd, a requi= [FeL] + [FeLH] + [FeLB] + [FeLHs] + [FeLH,]

L2 + B +[4
= [FeLbreL , avetope, = 1+ ,[!;:L]H + Eele * EELL ¥ |-,I‘glFeL]M

On procede de la méme maniere que précédemmaeutt d’edbord, on utilise les constantes
répertoriées dans les tables pour calculer lestaotespre 1, Ensuite, on considere que la
forme L n’existe pas dans nos conditions expérialent Les valeurs déterminées sont

eégalement trés faibles et on peut conclureogde= 1.

¢ Au pH de travail, on considére que la protéineuesjuement sous forme protonée et ainsi

op=letopep=1.

Ceci ayant été déterminé, il reste a calculer desentrations [P], [L], [FeP] et [Fel],

pour chaque exces de citrate de sodium ajouté.

Un exemple de calcul est donné ci-dessous, poxc&seale citrate de sodium.

¢ c désigne la concentration initiale en FeP

La protéine P a été introduite a 450 uM et contiedtfer/monomere
D'otic=450x1,8.16 =8,1. 10' M

¢ n désigne la concentration initiale en ligand L

n=8,1.1¢x 2 =1,62. 10 M (car on travaille avec 2 excés de citrate pppoat au Fe)
¢ c — x correspond a la concentration a I'équiliene~eP

=450 x 0,98. 18=4,41. 10 M (car a I'équilibre, il reste 0.98 fer/monomée SufA)
D'ou, x = ¢ —4,41. 16=3,69. 10 M

¢ n—x correspond a la concentration a I'équilimecitrate de sodium
n—x=1,251. 18 M

. 36910 )
Ainsi, Keomp= ( : =025
™ (44110 J1,251107)
4.8
Et Breqyp = Breane _107 _ 2510°
Keomp 025
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Les valeurs de ¢, n et x ont été calculées pougudhaxces de citrate de sodium ajouté. Dans
chaque cas, elles conduisent a une valeegge trés voisine. La moyenne de ces valeurs a
été calculée. On a ainsi pu déterminer que

Breayp = 5.10 M™%,
On remarque alors e et Breqy SONt trés proches. Ceci est cohérent avec |edit
suffit d’ajouter un faible excés (2 équivalents) d&ate par rapport au fer pour enlever
guasiment la moitié du fer présent initialemensain de SufA.

Un calcul tout a fait similaire a été effectué déesas ou le chélateur de fer utilisé était
Ihistidine, pour lequeBreqy. = 16%°> M™ (Sillen and Martell, 1964). Dans ce cas, on a pu
déterminer que

Breapp = 2.10M ™.

Ainsi la constante d'association de SufA pour I€llFest de I'ordre del0® M, ce qui est
une valeur assez faible, comme cela a été rapgarte les cas de la protéine Fur (K = .10
M) (Mills and Marletta, 2005) et de la protéine Cyd&y= 1.16 M™) (Bou-Abdallahet al,
2004). Ceci confirme nos précédentes conclusi@isndesquelles le Fe(ll) est faiblement lié

a la protéine SufA.
I-4- Expériences complémentaires

I-4-1- Caractérisation des protéines mutées S4sfASUfAc1145 SufAciieset SufAciiea

Dans le but d’accumuler le maximum d’informaticng la forme SufA-Fe (obtenue
avec du Fe(ll)), nous avons étudié la fixation a{lllf sur les protéines mutées Sutbs
SufAci14s SUfAciies et SufAciiea Ainsi, les trois simples mutants GySer (500 uM) ont
été traités a leur tour avec plusieurs exces d#)f¢2 a 8 excés molaires), en présence de
DTT (3 mM), et en présence ou non d’EDTA, afin denparer leur comportement a celui de
la protéine sauvage. Les dosages révelent querogSines (1) sont capables de fixer du
Fe(ll) dans les mémes proportions que la protéwnwage (tableau I-7), (2) se comportent de
facon comparable en présence d’EDTA (on observepente de 60 % du fer en présence de
0,5 équivalent d’EDTA par rapport au fer, contre perte de 40 % dans le cas de la protéine
sauvage pour un ajout initial de 4 exces molaiese(ll)). Toutefois, la sérine pouvant étre

un ligand du fer, par l'intermédiaire de la fonectialcool, nous avons répété les expériences

162



Partie | / Chapitre IIl : Etude de la fixation derfdans SufA

avec un mutant CysAla. Dans ces conditions, on observe que le mBaMc116a fixe des
guantités de fer comparables a celles du mutaltufset également a celles de la protéine
sauvage, comme cela est présenté dans le tablau I-

L’ensemble de ces résultats révele que les mut@gss->Ser sont de bons modeles
d’étude et suggere que les résidus cystéines di iBufparticipent pas a la fixation du fer,
confortant donc les résultats obtenus précédemmentrant que le fer est majoritairement

coordiné par des atomes d’'azote et d’oxygene.

H H H
HO SH HO OH HO
NH NH N 2
o o o
cystéine sérine alanine

Figure 1-27 : formules chimiques des acides aminés cysté@raeset alanine

Quantité de fer dosée dans les protéines (atomesfeée par monomere)
protéine Suffeos | SufAciias | SufAeiies | Sufheiiea SufAis
(protéine sauvage)
4 exces Fe(ll) 2,1 1,4 2 2,1 1,8
4 exces Fe(ll) 1,2 0,7 0,8 0,7 11
+ 2 exces EDTA

Tableau 1I-7 : quantité de fer dosée dans SufA (protéines ggmuea mutantes) aprés incubation avec 4 exceés de
Fe(ll) puis 2 excés d’EDTA et dessalage

Des spectres UV-visible de chacune des protéingdéasniapres incubation avec le fer
ont été enregistrés (figure 1-28). Globalement,remarque que, pour tous les mutants, les

spectres sont différents de celui de la protéineage.
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Figure 1-28: spectres UV-visible des protéines Sgdgs (60 pM), Sufii145(80 UM) et SufAi165(60 UM) apres
incubation avec 4 excés molaires de Fe(ll) et dagsa

Les spectres des protéines SgifAsFe et SufAiiesFe, qui sont trés similaires entre
eux, présentent une bande d’absorption a 320 nnprmeawncée, et les épaulements a 430 nm
et 500 nm ne sont plus clairement définis ; on @ absorption large entre 440 et 540 nm.
Dans le cas du mutant Sw#s la bande d’absorption a 320 nm est similaire lke ae la
protéine sauvage. En revanche, on a une bandes@#&A80 nm. A la vue de ces différences,
on pourrait penser que les cystéines sont lesdgydn fer ou du moins qu’elles sont proches
du site de fixation du fer. Cette derniére hypothesmble la plus probable compte tenu de
'ensemble des résultats précédents montrant dparé que la mutation d’'une cystéine
n'affecte pas la capacité de la protéine a fixefeduet d’autre part que les atomes de Fe(ll)
sont majoritairement coordinés par des atomes tBard d’oxygéne (voir analyses de

spectroscopie Mossbauer).

[-4-2- La protéine SufArop

Des expériences similaires ont été realisées avptéine SufAropne possédant pas
d’étiquette polyhistidine. De fait, Suthop (500 pM) a été traitée avec différents excés de
Fe(ll) et ’EDTA en conditions anaérobies. La qitantle fer dosée dans la protéine aprés
purification sur colonne, est indiquée dans ledabll-8. On observe alors que la protéine
SufAstop fixe des quantités de Fe(ll) comparables a celteses dans le cas de la protéine

SufAnis, €t que le comportement des deux protéines esiElae vis-a-vis de 'EDTA. Ceci
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démontre que I'extension polyhistidine n’est paspomsable de la fixation du fer dans la
protéine. Le spectre UV-visible de la protéine Syth enregistré aprés incubation avec du
fer ferreux puis dessalage est trés similaire ai @ddservé pour Suff, en absence d’EDTA
(figure 1-19). Enfin, le spectre Méssbauer obteourpla forme SufArop chargée en fer est
rigoureusement identique a celui de la protéineAguffigure 1-20), confirmant donc que

I'étiquette polyhistidine ne participe pas a laation du fer.

Les protéines Suffs et SufAstop possédant les mémes propriétés de fixation du fer,

toutes les autres expériences ont été realiséatilisant uniguement la forme Sufd

Excés molaires de Fe(ll) et d’'EDTA par rapport Fer dosé dans SufArop apres
a SufAstop (monomere) lors de I'incubation dessalage (fer/monomere de SufA)
4 exces de Fe(ll) 1.3
4 exces de Fe(ll) + 4 excés IEDTA 0.1
8 exces de Fe(ll) 2.55
8 exces de Fe(ll) + 8 exces dEDTA 0.35

Tableau 1-8 : quantité de fer dosée dans SsHfép apres desalage pour différents excés de Fe(ERTA lors
de l'incubation

[I- Etude de la fixation du Fe(lll)

Nous avons ensuite étudié la fixation de fer fprei sur SufA afin de la comparer a
celle du Fe(ll). Dans ce cas, les expériences réatisées en conditions aérobies et le fer est

apporté sous forme de chlorure de fer BeCl

lI-1- Dosages colorimétriques et spectroscopie UMsible

La protéine SufA (500 pM) a été traitée avec déifies exces de fer ferrique, en
présence de DTT (3 mM). Aprés purification de I'&ctillon sur colonne NAP10, la quantité
de fer fixée a SufA est déterminée par dosage iooddrique, selon la méthode de Fish.
Comme dans le cas des expériences précédenteh, (Eefiditions anaérobies), on observe

gue SufA fixe plusieurs atomes de Fe(lll) par moamnPlus I'excés de Fe{3st important
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lors de lincubation, plus la quantité de fer fix@&ufA est importante (tableau 1-9). En fait,
dans ces conditions, SufA fixe du Fe(lll) dans leémes proportions que le Fe(ll) en
conditions anaérobies (voir tableau I-4).

Excés molaires de fer (F&) par rapport & Quantité de fer dosée dans SufA apres
SufA (monomere) lors de l'incubation dessalage (fer/monomére)
2 11
4 2,2
8 2,9

Tableau 1-9: quantité de fer dosée dans SyfApres dessalage pour différents excés de Fejdiléalors de
l'incubation

Les spectres UV-visible, enregistrés pour les met&SufA chargées en fer obtenues
apres traitement avec du FeQbuis purification sur NAP10, présentent une bande
d’absorption a 320 nm nettement visible ainsi quepaulement a 500 nm mal défini (figure
[-29). La bande d’absorption a 320 nm a été asspgiér Johnson et coll.,, a une bande de
transfert de charge-NFe(lll) (Clay et al, 2002). En revanche, dans le cas de IscA chargée
en fer, elle a été rapportée comme étant caratitgiesde la présence de fer fixé de facon

spécifique a la protéine, au niveau de résiduoyss (Ding and Clark, 2004).

absorbance

300 400 500 600 700
longueur d'onde (nm)

Figure 1-29 : spectre UV-visible de Suf@ (85 uM, 2,2 fer/monomere) apres incubation avesees molaires
de Fe(lll) et purification sur NAP10.
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lI-2- Spectroscopie Mdssbauer

Nous avons ensuite caractérisé la fixation du farique au sein de SufA par
spectroscopie Mdssbauer. Cette étude, je le rappelbus permet de déterminer
I'environnement du fer ferrique fixé a SufA, etsheroir si les atomes de Fe(lll) sont localisés
Oou non au niveau du « site actif » de la protéies ¢ystéines conservées). Ainsi, nous avons
analysé une forme de SufA traitée avec 4 exc€R#CE, en absence d’EDTA, et purifiée
sur colonne NAP10. Cette forme contient 1,5 atodeester par monomere.

Le spectre (figure 1-30), enregistré a 105 K, eshplexe ; il est composé d’'un sextet

(A) et d’'un doublet (B), représentant 85 % et 18@4er total respectivement.

Absorption

—
-8 -4 0 4 8
Vitesse (mm/s)

Figure 1-30 : spectre Modssbauer la forme Suf/&e(lll) (660 pM, 1,5 fer/monomeére) enregistré a X049 es
parameétres du doublet et du sextet constituarmtdetee Mdssbauer sont indiqués dans le texte.

Les paramétres correspondards £ 0,38 mm/s, 2= -0,08 mm/s pour le sextet A et
dg = 0,38 mm/sAEq = 0,84 mm/s pour le doublet B) sont cohérents aweEe(lll) haut spin
dans un environnement octaédrique, coordiné par atemes d’azote ou d’oxygene.

Toutefois, la valeur du déplacement isomériguéa et dg) est un peu plus faible que celle
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caractérisant des ions ¥eoordinés par des atomes d’'azote et d’'oxygénd. f@et suggérer

gue d’autres ligands, tels que le soufre, intervegn, mais alors de fagcon minoritaire.
Finalement, on peut conclure que les atomes dél}Fsght coordinés majoritairement

par des atomes d’azote et d’'oxygene, et ne sedmuwdonc pas, de facon générale, localisés

au niveau du site actif de la protéine.

II-3- Effet de 'EDTA

Afin de mieux caractériser la fixation du Fe(lllurs SufA, nous avons étudié
l'influence de I'EDTA lors de l'incubation de la @éine avec le chlorure de fer. Comme le
montre la figure 1-31, I'ajout de 1 ou 2 équivaledtEDTA par rapport au fer ne suffit pas a
obtenir une forme quasiment apo de la protéineedte plus d’'un atome de fer dans SufA
apres traitement avec 2 equivalents d’'EDTA par odpgu fer. Pour comparaison, je rappelle
gu’apres traitement avec 4 exces de Fe(ll) et 4£”EDTA en conditions anaérobies, SufA
contient 0,28 atome de fer par monomere. Ceci eégak les atomes de Fe(lll) au sein de
SufA ne sont pas aussi facilement chélatables guesoht les atomes de Fe(ll) (voir

paragraphe I-2). lls semblent étre plus fortemixésfa la protéine SufA.

® sexFe/sufal]

B 8exFe/sufAl

25

15

nmoles de fer dosées'monomeére de Sufa

4
H
P TN T S [N TN TN T TN [N T TN T S [ SO S NN
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o
4]
=
o
=
)]
N
o

excés molaire dEDTA / SufA

Figure I-31 : quantité de fer dosée dans SyfAprés dessalage en fonction de I'excés molair® @A ajouté
par rapport a SufA.
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lI-4- Calcul de la constante d’association de Sui# pour le Fe(lll)

Afin de quantifier l'interaction de SufA pour le (), nous avons déterminé la
constante d’association de SufA pour le Fe(lll).uPgela, nous avons suivi la méme
démarche que celle décrite dans le cas du Fe(diy paragraphe I-3). Nous avons donc
€également réalisé des réactions de compétitiom émfprotéine SufA et le citrate de sodium,
vis-a-vis du Fe(lll), et déterminé la quantité d=IF) restant dans la protéine pour différents
exces de citrate de sodium ajouté. La valeur @eatante d’association du citrate de sodium
avec le Fe(lll), utilisée pour nos calculs, Bssuy. = 10** M™ (Silen and Martel, 1964).
Cette valeur tient compte du fait qu'au pH de tilag@H = 8), le citrate de sodium n’est pas
totalement déprotoné et existe majoritairement ouse LH.

Aprés calcul, nous avons pu déterminer fjugye = 2.16° M ™.

Cette valeur montre que SufA fixe les atomes & &ssez fortement. Pour comparaison, on
peut noter que dans le cas de la transferrine, ldofunction reconnue est le stockage et le
transport du fer, la constante d’association dd@® est de FOM™ (Aisenet al, 1978).

Ill- Dosages de fer dans IscA et comparaison aveafA

Comme nous l'avons déja mentionné dans lintroadunctibliographique, plusieurs
études concernant la fixation du fer sur Isc&.doli ont été réalisées et publiées durant ma
these par Ding et coll. Elles montrent que IscAefau maximum 0,5 atome de fer par chaine
polypeptidique, et ce uniquement en milieu réductguésence de DTT ou du systeme
thiorédoxine/thiorédoxine réductase) (Ding and K;1@004; Dinget al, 2005b). De plus, ces
atomes de fer sont mobilisables pour 'assemblageetitres [Fe-S] au sein de IscU (Detg
al., 2005a; Dinget al, 2004). Afin de comparer les propriétés de fixatdu fer des deux
protéines homologues SufA et ISCA, nous avons édpétexpériences décrites précédemment

pour SufA, en utilisant cette fois-ci la protéiseA d’E.coli.
llI-1- Etude de la fixation du Fe(ll) sur IscA en conditions anaérobies

Tout d’abord, IscA (500 uM) a été traitée avecétdhts exces de Fe(ll) et EDTA
en présence de DTT (3 mM), pendant 30 minutespadittons anaérobies, comme cela a été
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détaillé pour SufA. La quantité de fer dans la @irs¢ a alors été dosée apres purification de
I’échantillon sur colonne NAP10. Il apparait queAsest capable de fixer plusieurs atomes de
fer par monomeére et que plus I'excés de fer esbrtapt lors de l'incubation, plus la quantité
de fer fixée a IscA est importante, et ce de fadentique a SufA (figure 1-32). D’autre part,
I'ajout d’'un équivalent d’EDTA par rapport au faift a chélater la grande majorité du fer
fixé a la protéine, celle-ci contenant alors mailes0,2 atome de fer par monomere. Ceci
montre que le Fe(ll) est également faiblement lié protéine IscA. Ainsi, le comportement
des deux protéines IscA et SufAEd’coli, vis-a-vis du Fe(ll), dans des conditions ana&@®mbi

est assez similaire.
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Figure 1-32 : quantité de fer dosée dans IggAt SufA,s apres traitement avec différents exces de fer puis
dessalage, en conditions anaérobies

Le spectre UV-visible obtenu pour la protéine Ist#argée en fer, apres traitement
avec un exces de Fe(ll) et purification sur NAPI@Qufe 1-33) présente une bande
d’absorption a 320 nm ; les épaulements a 430 rs0@nm observes dans le cas de SufA-Fe
(voir figure 1-19) ne sont pas clairement défin@: a une absorption large centrée autour de
450 nm.
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Figure 1-33 : spectre UV-visible de IscA (23 uM) apres incuitmatavec 1 excés molaire de Fe(ll) et dessalage
en conditions anaérobies

l1I-2- Expériences en conditions aérobies

Les résultats obtenus tendent & montrer que Iseldnsotre protocole expérimental,
et en conditions anaérobies, possede les mémesta@@mtiques que SufA vis-a-vis de la
fixation du Fe(ll). Cependant, nos résultats ne pais comparables avec ceux rapportés par
Ding et coll. (Ding and Clark, 2004), les condisoaxpérimentales n’étant pas les mémes
dans les deux cas. En effet, Ding et coll. effetéuraitement de IscA avec du Fe(ll) (jusqu’a
4 exces molaires) i) en conditions aérobies ;eiijdmps d’incubation de la protéine avec le
Fe(ll) est de 5 minutes seulement ; iii) ils inncgknt un exces important de DTT (40 excés
molaires par rapport a IscA, contre 6 excés dat® mas) dans le milieu réactionnel. Afin de
compléter notre étude, nous avons alors réaliséalwelles expériences en reproduisant
exactement les conditions expérimentales décrise<Dng et coll (Ding and Clark, 2004).
Nous avons également étudié l'influence du tempscdbation de IscA avec le fer en
répétant les expériences en augmentant le tempsut@ation de 5 minutes a 30 minutes. Les

résultats sont présentés tableau I-10 et figuee I-3
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Tout d’abord, il semble que la protéine conservecomportement similaire a celui
décrit en conditions anaérobies : la quantité dedéms IscA augmente avec I'exces de fer
durant l'incubation ; on n'‘observe donc pas de raditan au niveau de la fixation du fer,

comme cela a été montré par Ding et coll. (Ding @radk, 2004) (figure 1-34 b).

Conditions d’incubation Quantité de fer dosée dantscA

2 exces de fer par rapport a IscA (monomere)0,42 atome de fer/monomere

4 exces de fer par rapport a IscA 0,7 atome demterdomere

10 exceés de fer par rapport a IscA 1,8 atome dmfgromeére

Tableau 1-10: quantité de fer dosée dans IscA aprés incubatien différents exces de fer pendant 5 minutes et
dessalage.
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Figure 1-34 : (a) quantité de fer dosée dans IscA apres inaitt avec différents exces de Fe(ll) pendant 5u 3
minutes en conditions aérobies puis dessalage gdbjbe de saturation obtenue par Ding et colls ldu
traitement de IscA (50 uM) avec différents excé$d@l) pendant 5 minutes en conditions aérobiatufation

a 0,95 fer/dimére de IscA) (Ding and Clark, 2004)

D’autre part, on observe que le temps d’'incubatienla protéine avec le fer a une
influence sur la fixation du fer au sein de Iso#n:effet, les quantités de fer dosées dans IscA
sont plus faibles apres 5 minutes qu’aprés 30 resdfincubation (figure 1-34 a). Il faut

noter qu’'apres 30 minutes d’incubation, ce qui €gpond aux conditions expérimentales
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utilisées pour les études sur la protéine SufA,deantités de fer dosées dans ISCA sont
similaires a celles obtenues pour SufA.
En conclusion, nous n’avons pas pu reproduire dssltats décrits par Ding et coll.,

IscA étant capable, dans nos mains, de fixer ptu3,8 atomes de fer par monomere.

Discussion

Dans ce chapitre, nous avons étudié les propra&da protéine SufA vis-a-vis de la
fixation du fer. Cette problématique a été abonaedifférents groupes de recherche dans le
cas de protéines « scaffold » de type U. Les m@isutibtenus sont sujets a controverse. En
effet, Cowan et coll. ont montré, par spectroscalgdluorescence, que IscU @lemaritima
présente une forte affinité pour le fer (Kd = 0J8 pour le Fe(lll) et Kd = 2,7 uM pour le
Fe(ll)) (Nuth et al, 2002). En revanche, Johnson et coll. ont obseeméutilisant des
techniques biochimiques et spectroscopiques, qulé dBA. vinelandiine fixait pas de fer,
guel que soit son degré d’oxydation (Sméhal, 2001). Il semble donc gu'il existe de
grandes différences entre les protéines « sca#faldant a leurs propriétés vis-a-vis de la
fixation du fer. Nous n’avons aucune explicatiompnter de comprendre ces différences, si

ce n'est le fait que ces protéines appartienneeiséorganismes différents.

Dans notre cas, nous avons pris comme modele @dtugrotéine SufA @&. coli
Nous avons pu montrer, par des techniques biochesiqque SufA est capable de fixer du fer
ferriqgue et ferreux. Dans les deux cas, la quaditder fixée a la protéine augmente avec
I'exces de fer présent lors de I'incubation. Dans nonditions expérimentales, nous n’avons
pas observé de phénoméne de saturation. Ceci suggée, dans nos conditions
expérimentales, la fixation du fer sur SufA est spacifique.

D’autre part, nous avons réalisé plusieurs expéeg en utilisant différentes
techniques (biochimique : dosages colorimétriqe¢sspectroscopique : Mdssbauer) afin de
déterminer les sites de fixation du fer au seinSddA. Les analyses nous ont amené a
conclure que le Fe fixé dans SufA est tres majogitaent coordiné par des atomes d’azote et
d’oxygéne (environ 80 % dans le cas de Fe(ll) etsquent 100 % dans le cas du Fe(lll)). Il
est possible que les ions%Fet Fé" fixés sur SufA soient localisés aux mémes sites de
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coordination. En conclusion, les atomes de ferlqueesoit leur degré d’oxydation, ne se
trouvent pas au niveau des cystéines conservéfisiedécomme le site actif de la protéine,
ou alors trés marginalement. lls se trouvent damsemvironnement constitué de ligands
azotés et oxygénés. On peut alors s’interrogefaslwcalisation précise du fer au sein de
SufA. Existe-t-il un ou plusieurs site(s) de fixatispécifique(s) du fer ? Dans ce contexte, il
est intéressant de noter que la structure crigtafthique de apoSufA . coli révele qu’un
résidu, le glutamate 118, est proche des cystéiresminales (Wadat al, 2005). Méme si
ce résidu n’est pas strictement conservé parmesgeces, on peut envisager qu’il ait une
bonne affinité pour le fer et soit, ou fasse padis ligands coordinant le fer au sein de SufA
d’E. coli. Il pourrait donc étre intéressant de muter ceteaaminé et d’étudier les capacités
de la protéine ainsi modifiée a fixer du fer.

Figure 1-35 : structure cristallographique de SufAEd’coli montrant la position du glutamate 118 par rapport
aux cystéines C-terminales (Waelzal, 2005)

Nous avons également cherché a mesurer l'interadiiofer avec SufA. Sur ce point,
nous avons observé une difference marquée enfex kerrique et le fer ferreux. En effet,
nous avons tout d’abord remarqué que les atomeg (@ fixés sur SufA, apres traitement de
la protéine avec du Fe(ll) introduit sous formesééde Mohr en conditions anaérobies, sont
facilement chélatables puisque I'ajout d’'un équewald’EDTA par rapport au fer conduit a
'obtention d’une protéine SufA quasiment dépourdaefer (moins de 0,3 atome de fer par
monomere pour une protéine traitée avec 4 excéd=(d et 4 exces dEDTA). L'étude de
réactions de compétition entre SufA et des chélateis-a-vis du fer nous a ensuite permis
d’établir que la constante d’association de Suférge Fe(ll) est de I'ordre de 101 Cette
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valeur est de l'ordre de grandeur de celles rappsrtlans le cas de la protéine Fugs{K
5.1 M) (Mills and Marletta, 2005) et de la protéine Cyf¥ss= 1 M™) (Bou-Abdallah

et al, 2004). Elle est assez faible et montre donc guee(ll) est faiblement fixé a toutes ces
protéines (CyaY, Fur et SufA. Dans le cas des preséFur et CyaY, il n’en demeure pa
moins que la fixation du Fe(ll) sur ces deux prmsiest hautemant significative d’'un pont de
vue biologique. Lorsque le fer est apporté sousiéoferrique, les atomes de fer {Hesont
plus fortement fixés a la protéine SufA. L'ajout 2leéquivalents d’'EDTA par rapport au fer
ne suffit pas a obtenir une forme de SufA quasini&mourvue de fer : il reste encore au
minimum un atome de fer dans SufA. Nous avons dfieafiinteraction du fer ferrique avec
SufA en calculant la constante d’association deASavfec le Fe(lll). Celle-ci a été établie a
2.10"* M. Pour comparaison, on peut noter que la constiagsociation de la transferrine,
connue comme étant un transporteur de fer, avéer,@st de 18 M (Aisenet al, 1978).
De méme, la constante d’association de IscA avéer |g-e(lll) a été déterminée par Ding et
coll. & 1d° M™* (Ding and Clark, 2004). Tout ceci montre que SeBi capable de fixer du
Fe(lll) assez fortement, de fagon similaire & IScA.

Finalement, I'ensemble des résultats obtenust-a'ere le fait que SufA puisse
accumuler du Fe(ll), que les atomes de Fe(ll) sdeblement liés a la protéine et qu’ils ne
se trouvent pas au niveau du site actif, nous dbrdpenser que le fer ferreux est fixé de
fagcon « non spécifique » sur la protéine Suf&.d¢oli. En revanche, SufA est capable de
fixer du fer ferrique assez fortement. Toutefoisaut noter que les atomes de Fe(lll) ne se

trouvent pas non plus au niveau des cystéines paresede SufA.

Pour revenir a la protéine IscA, de nombreusedestgoncernant la fixation de fer sur
cette protéine ont été réalisées et publiées pag Bl coll. Elles montrent que IscAH’ coli
est capable de fixer jusqu’a 0,5 atome de fer paine polypeptidique aprés incubation avec
du Fe(ll) en conditions aérobies (Ding and Clai®Q4). Cette fixation ne se produit qu’en
présence d'un réducteur, DTT ou systeme thioréddttimorédoxine réductase (Ding and
Clark, 2004; Dinget al, 2005b). Ding et coll. ont également montre, etemdinant la
constante d’association de IscA avec le fer (K £ M0™) que le fer est fortement lié a la
protéine (Ding and Clark, 2004). Nous avons donseol® que les protéines SufA et IScA
d’E. coli avaient des constantes d’association avec le IJeliil méme ordre de grandeur
(SufA : 10*M™, IscA : 13° M™Y.

En revanche, je rappelle que nous avons montréaggeantité de fer fixé dans SufA

augmente avec I'exces de fer lors de l'incubatidans nos mains, quelles que soient les
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conditions expérimentales utilisées (celles misegaint pour SufA (apport de Fe(ll) en
conditions anaérobies) ou celles décrites par Rnhgoll.(apport de Fe(ll) en conditions
aérobies)), nous n'avons pas observé non plused’'dé saturation pour la fixation du fer sur
IscA (voir figure I-34 a et b), celle-ci pouvankér plus de 0,5 atome de fer par monomere.
Les deux protéines SufA et ISCA ont, dans nos mainscomportement similaire. Nous
n'avons pas d’explications a ce jour pour comprende telles différences entre les deux
laboratoires.

D’aprés les résultats publiés par Ding et collgxiste une autre difference majeure
entre IscA et SufA. En effet, ces auteurs propgsent se basant sur des analyses de
spectroscopie UV-visible réalisées sur la prot&iaevage et les mutants GySer, que le fer
est localisé, dans IscA, au niveau des cystéinasereees. En effet, le spectre UV-visible
publié de la forme IscA-Fe présente une bande diplisn intense a 320 nm. Aprés mutation
de I'une des deux cystéines C-terminales, le spadi-visible de la protéine traitée avec du
fer ne comporte plus cette bande d’absorption arB20suggérant que IscA ne fixe plus de
fer et donc que les cystéines conservées Cys99«iOC de IscA &E. coli sont les sites de
fixation du fer. Finalement, par comparaison défeints spectres UV-visible, Ding et coll.
ont attribué la bande d’absorption a 320 nm a diixé de facon spécifique a la protéine au
niveau de résidus cystéines (Ding and Clark, 200d)itefois, il faut noter que cette bande a
précédemment été rapportée, par une autre équipene étant une bande de transfert de
charge N-Fe(lll) (Clay MD, 2002). Dans le cas de SufA, lesalgses de spectroscopie
Mossbauer, qui est une technigue spectroscopigsdrtformative, ont montré que le fer est
coordiné majoritairement par des atomes d’azoted’exygeéne. Il est donc dommage
gu’'aucune analyse par spectroscopie Mdssbauer ét@iréalisée sur IscA, afin de mieux
caractériser I'environnement du fer présent au deita protéine. En conclusion, les résultats
rapportés par Ding et coll. sont différents de cquxont été observeés, dans notre cas, avec la
protéine SufA, en ce qui concerne la nature demtlg du fer, puisque nous avons montré de

fagcon non ambigué que les cystéines conservéat fixéférentiellement le soufre.
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Introduction

Aujourd’hui, la plupart des protéines constituagg Imachineries de biosynthese des
centres [Fe-S] chez la bactérie ont été caracewis&n des objectifs majeurs est donc
maintenant de mieux comprendre les mécanismes nlaiézs de I'assemblage des centres
[Fe-S] au sein des protéines scaffold. Cette proatigjue a déja été abordée ces derniéres
annees par différents groupes de recherche, q@issalyé de déterminer les intermédiaires clé
sur IscU dans ce processus (Nattal, 2002; Smithet al, 2001).

En prenant comme modeéle d’étude la protéine SufA doli nous nous sommes
intéressés a cette question, en cherchant a savdes formes intermédiaires étudiées
précédemment (formes chargées en soufre ou efrde))(étaient réactives pour former un
centre [Fe-S] apres ajout de I'élément manquartte@tude a essentiellement été réalisée par

spectroscopie UV-visible et Méssbauer.

SufA SufA
SufSE soufré—» « Fe*
SufA chargée en soufre SufA chargée en fer
SufA-SSH SufA-Fe
TNl ? 2 .-
Fe” “sutafFest S

Etude la formation

des clusters [Fe-S]
Analyses spectroscopiques

Figure 1-36 : démarche adoptée pour I'étude de la formatiancdatres [Fe-S] dans SufA
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[- Formation du centre [Fe-S] a partir de chacune ds deux formes

intermédiaires

I-1- Formation du centre [Fe-S] a partir de SuUfA-S$l apres ajout de fer

I-1-1- Source de fer : sel de Mohr

L’ensemble des expériences est réalisé en conslitinaérobies (< 4 ppm), a 18°C.

Tout d’abord, nous avons préparé la forme chargesoeifre, SufA-SSH, comme
décrit dans le chapitre I, en traitant la protéavec des quantités catalytiques de SuUfSE et un
exces de L-cystéine substrat. Aprés purificationl’dehantillon sur colonne NAP10, une
analyse par spectrométrie de masse nous a permérifier que la fixation du soufre sur la
protéine était correcte avec 1,45 atomes de s@afrenonomére. Un léger excés *dee(ll)
(3 excés molaires par rapport a SufA) est ensioigé@ Apres un temps d’incubation variable
(de 10 minutes a une nuit) a 18°C, I'échantillortté analysé par différentes techniques
spectroscopiques. Le spectre UV-visible de I'édiantaprés 1 heure d’incubation (figure I-
37a) contient uniquement une bande d’absorptio@Grin due a I'absorption des résidus
aromatiques de la chaine polypeptidique. Aucuneldaabsorption entre 300 nm et 500 nm
pouvant indiquer la présence d'un centre [Fe-S]sdkn protéine n’apparait. Le léger
épaulement percu vers 420 nm est di a l'absorgdiorPLP de SufS, présente en faible
guantité dans I'échantillon pour l'obtention de farme soufrée de SufA. Le spectre
Mossbauer du méme échantillon (figure 1-37b) eshpasé d’'un seul doublet, dont les
paramétresd(= 1,17 mm/s ehEqg = 3,02 mm/s) sont caractéristiques de Fe(ll) coérgar
des atomes d’azote et d’oxygene, dans un enviroeneattaédrique. Aucun doublet pouvant
indiquer la présence d’'un centre [Fe-S] n'est olisedn spectre identique a été obtenu dans
le cas du mutant SutAospréalablement chargé en soufre et traité avecedil) H-inalement,
ces résultats indiquent que le fer introduit sufdeme SufA-SSH ne réagit pas avec les

atomes de soufre présents au niveau du site jpatif,former un cluster [Fe-S].
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Figure 1-37 : analyses spectroscopiques de SufA-SSH aprésdation avec 3 excés molaires dEe(ll)
pendant 1 heure. (a) spectre UV-visible, SufA (u00) ; (b) spectre Mdssbauer enregistré a 4,2 KAS480
UM, 1,3 mM de fer).

Afin de mieux comprendre I'absence de réactioreetétifier que le fer peut se fixer a
la protéine SuUfA-SSH pour conduire a la formaticumccentre [Fe-S], nous avons dosé le fer
fixé a la protéine apres purification, sur colonhNAP10, de [I'échantillon analysé
précédemment par spectroscopie Mdssbauer. La peot@ntient 1,4 atomes de fer par
monomeére (pour 3 excés de Fe(ll) introduit lord’seubation). Ceci montre que la forme
SufA-SSH fixe du Fe(ll) dans les mémes proportique la protéine SufA apo. Ce résultat,
ainsi que les analyses de spectroscopie Mosshanostrant que les atomes de Fe(ll) sont
coordinés exclusivement par des atomes d’azot€oslygbne tendent a montrer que les
protéines SufA-SSH et SufA apo ont des comportesngntilaires vis-a-vis de la fixation du
Fe(ll), et que les atomes de’Fsont localisés aux mémes sites de coordination Esndeux
cas. Tout ceci semble indiquer que SufA est capaddléxer du fer et du soufre, en des sites
distincts, sans que ces éléments ne réagissemt emtr pour conduire a la formation d’'un

centre [Fe-S].

Nous venons de montrer qu’aucune réaction ne stupriors de I'ajout de Fe(ll) sur
la forme SufA-SSH. Nous nous sommes alors demasidEsmanque de réactivité n’était pas
di soit a I'absence des autres protéines de I'opdams le milieu réactionnel, le complexe
SufBCD par exemple, soit a l'utilisation d'une soeide fer chimique et non physiologique.

Nous avons alors essayeé d’autres conditions, etgascdans les deux paragraphes suivants.

181



Partie | / Chapitre IV : Etude de la formation dluster [Fe-S] dans SufA

I-1-2- Influence du complexe SufBCD sur I'étapefdemation du centre [Fe-S] a partir de la
forme SufA-SSH.

La méme expérience (que celle décrite dans le pphg précédent) a été effectuee
en présence du complexe SufBCD (ajouté en quayiténolaire par rapport a SufSE, soit 6
M), et d’'un excés d’ATP (2 mM) et de Kfg4 mM). Aprés 2 & 3 heures d'incubation, le
spectre UV-visible de la protéine SufA est identigucelui présenté ci-dessus (figure 1-37a).
Par conséquent, le complexe SufBCD n’a aucune enfla, dans les conditions
expérimentales utilisées, sur I'étape de formatiortiuster au sein de la protéine SufA, apres
ajout de Fe(ll) sur la forme SufA-SSH.

I-1-3- Apport du fer par CyaY

Comme cela a déja été mentionné en introducties,&udes menées au laboratoire
durant ma these ont montré que la protéine CyalY é&pable de fixer plusieurs atomes de
fer, sous forme ferrique, et que ces atomes ponwva@te mobilisés pour la formation de
centres [Fe-S] au sein de IscU, en présence dgsk@ice désulfurase IscS et de cystéine
substrat (Layeet al, 2006). Nous avons donc décidé d’étudier la folmnatles centres [Fe-
S] a partir de la forme SufA-SSH en prenant ladirmet CyaY comme source de fer.

Nous n'avons pas observé de résultats concluabépport de fer sous forme
physiologique, par I'intermédiaire de CyaY, ne petmpas non plus la formation de centres
[Fe-S] dans SufA.

I-2- Formation du centre [Fe-S] a partir de SufA-Feapres ajout de soufre

Nous avons également envisagé la formation desesefite-S] au sein de SufA a
partir de la deuxieme forme intermédiaire étudiéeforme SufA-Fe, apres un apport de
soufre sous forme physiologique, par I'intermédialu complexe SufSE. En effet, bien que
'on ait montré que les atomes de Fe(ll) sont &xint liés a la protéine et gu’ils ne se
trouvent pas au niveau du site actif mais plutbordmés par des atomes d’azote et
d’'oxygeéne, il n'est pas exclu que ces atomes somttilisables et réactifs pour la formation

de centres [Fe-S] au sein de la protéine.
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La forme SufA-Fe, contenant 1,8 atomes de femp@amomere, a été incubée avec des
guantités stoechiométriques du complexe SufSE aiskhent chargé en soufre (4 atomes de
soufre par complexe, soit 4 exces de soufre pagrora@g SufA). Nous avons testé différents
temps d’incubation (de 10 minutes a 1 nuit) ; ne@vons pas réussi a observer la formation
de centres [Fe-S] au sein de SufA. Les spectressihéier obtenus sont similaires a ceux
enregistrés pour la forme SufA-Fe (voir chapiti émontrant que, dans ces conditions, les
atomes de soufre apportés par le donneur physiplegiSufSE, ne réagissent pas avec les
atomes de fer déja fixés sur SufA. Une analyse t&mmgntaire par spectrométrie de masse
nous a permis de veérifier que la forme SufA-Fe fde soufre apres incubation avec le
complexe SuUfSE. De fait, les spectres de massambteont identiques a ceux enregistrés
pour la protéine apo SufA traitée avec le compl8xéSE dans les mémes conditions : ils
comportent des pics additionnels indiquant la foide plusieurs atomes de soufre (jusqu’a
3 atomes de soufre). Ces analyses démontrent guadmes de fer présents au sein de SufA
(forme SufA-Fe) n'empéchent pas la fixation du seyfar les cystéines conservées de la
protéine, ce qui par ailleurs confirme l'idée gas htomes de Fe(ll) ne sont pas localisés au
niveau des résidus cystéines de SufA (voir conafushapitre Ill). D’autre part, ces résultats
nous montrent que l'on se trouve dans une situaitii@mtique a celle décrite dans le
paragraphe I-1 (c’est-a-dire obtenue apreés trai¢me la forme SufA-SSH avec du Fe(ll)) :
la protéine SufA contient a la fois du fer et dwfse, en des sites distincts (le soufre étant
coordiné par les cystéines conservées et le feoritmjement par des atomes d’azote et
d’oxygéne), sans que ces éléments ne réagisseatant pour conduire a la formation d’'un

centre [Fe-S].

I-3- Réactivité des persulfures/polysulfures sur S\-SSH vis-a-vis des agents alkylants

Les résultats obtenus jusqu’a présent tendentrareraque les atomes de soufre fixés
sur SufA ne sont pas réactifs vis-a-vis du ferfldur former un centre [Fe-S]. Nous avons
donc cherché a mieux caractériser ces entitéslpaesipolysulfures présentes sur SufA afin

de comprendre I'absence de réaction.

Les groupements thiolates (R-Sont connus pour étre de bons nucléophiles, tepab
de réagir avec des agents alkylants. Nous avoiitedia constaté que les cystéines de SufA
pouvaient réagir avec I'iodoacétamide (voir chapith). Nous avons voulu vérifier que cette

caractéristique s’appliquait aux entités persubiipelysulfures formées sur la protéine SufA.
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Nous avons tout d’abord travaillé avec la protédselE, prise comme modele d’étude.
CsdE dE.coli ne contient qu’'un seul résidu cystéine dans saeség, sur lequel plusieurs
(deux) atomes de soufre peuvent s’assembler sausefae persulfure/polysulfure aprés
réaction de transpersulfuration avec CsdA (Loisetaal, 2005). Aprés avoir obtenu la forme
soufrée de CsdE débarrassée de cystéine, cellétéitaaitée avec 25 exces d’iodoacéetamide
pendant 3 heures dans I'obscurité. L’échantillomifigusur colonne Micro Bio-spin a été
analysé par spectrométrie de masse. Les spectreamadee enregistrés avant et apres
traitement a l'iodoacétamide ont été comparés (@dtB8 a et b).

Le spectre de CsdE chargée en soufre (figure I-Z®efient, en plus du pic
correspondant a la forme apo de la protéings{M= 16875 Da), deux pics additionnels
indiquant la fixation de un et deux atomes de (M = Mcsqge + Nx32 Da, n =1 ou 2),
comme décrit dans la littérature (Loiseztal, 2005). Apres incubation avec l'iodoacétamide
(figure 1-38b), ces pics disparaissent au profit dix nouveaux pics correspondant a

I'addition d’'une entité acétamide sur chacune demés soufrées de CsdE.
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Figure 1-38 : spectre de masse de CsdE (500 nM) aprés inomatec 1 équivalent de CsdA et un fort excés de
L-cystéine et dessalage (a), puis traitée avex@&semolaires d’iodoacétamide et dessalage (b) dBétamide ;
S = soufre). Seul I'état de charge z = 10 est sz,
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Cette expérience montre bien que les persulfurbsipfures de CsdE fixés sur une seule
cystéine, et donc présents sous forme linéairg, maciéophiles et peuvent réagir avec des
agents alkylants, selon la réaction suivante :

CsdE-S-S, R'—G — CsdE-S-S-R* + |

s

Le méme type d’expérience a été répété avec le€ipes SufA, sauvage et mutantes.
Dans ce cas, les spectres obtenus sont complexess;n'avons donc pas pu présenter un

spectre reconstruit de la protéine. C’est pourdadigure -39 correspond a un seul état de
charge (z=11).

+2S/1R
100, )

| +3S/1R
+1S  41SAR ||
|

o
Low2s ]

% 4

nA AN, N ’ \/w“w‘v/ A
ANV ANV N

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \ \ \ m/z
1295 1305 1315 1325 1335

Figure 1-39 : spectre de masse de SufA (500 nM) aprés trandfersoufre depuis le complexe SufSE et
traitement avec 25 excés molaires d'iodoacétamiengérature ambiante puis dessalage (S= atomeudie s
R = groupement acétamide). Seul I'état de chardd zst représenté.

Le spectre de masse enregistré pour la forme S&iA-Baitée avec un fort excés
d’'iodoacétamide comporte six pics. Le premier gpond a la forme apo de SufA
(m/z=1306,6 ; z=11). Les deux suivants correspondaix formes soufrées de SufA,
contenant respectivement 1 (m/z=1309,7 ; z=11) @/2=1312,8 ; z=11) atomes de soufre.
Les trois derniers sont attribués respectivementfaumes contenant un atome de soufre et

un groupement acétamide (m/z=1314,7 ; z=11), deéames de soufre et un groupement
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acétamide (m/z=1317,8; z=11) et 3 atomes de soafreun groupement acétamide
(m/z=1320,7 ; z=11). Il est important de remarquer

(1) que la forme de SufA contenant 3 atomes dersownfest pas visible ; il est
possible que le pic correspondant, en général dke faible intensité que celui de la forme
contenant 2 atomes de soufre, se trouve au nivedémhulement du pic « 1S+1R » vers m/z
= 1314, z=11.

(2) gu’aucun pic indiguant I'addition de plusieupements acétamide sur SufA-
SSH n’apparait ; on observe uniqguement I'additizm djroupement acétamide (« +1R »). Je
rappelle qu'avec apoSufA, nous avions 3 alkylatiomsliquant que les 3 cystéines de

I'apoprotéine réagissent avec lI'iodoacétamide.

Lorsque l'expérience est reproduite avec le mutdonfAcspos seules les formes
soufrées (correspondant a l'addition de 1, 2 outd@nas de soufre) sont visibles apres
traitement avec I'iodoacétamide (figure 1-40) ; effet, aucun pic correspondant a I'addition
de groupements acétamide n’est observé. L'expériale pas été répétée avec les mutants

SufAciiaset SufAciies puisque ces derniers ne fixent pas de soufre.
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Figure 1-40 : spectre de masse de Sgifs (500 nM) apres transfert de soufre depuis le cergISUfSE et
traitement avec 25 excés molaires d'iodoacétamidenipérature ambiante puis dessalage. (S = atome de
soufre). Seul I'état de charge z = 13 est représent
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Ces résultats indiquent :

(1) que l'unique alkylation observée dans le casaderotéine sauvage se produit au
niveau de la Cys50,

(2) que les atomes de soufre situés au niveauydtsines Cysl114 et Cys116 ne sont
pas réactifs vis-a-vis de l'iodoacétamide. Cecigeug que les persulfures/polysulfures au

niveau des cystéines C-terminales ne sont pasoplulés.

L’échantillon SufA-SSH (protéine sauvage), apres r&action d’alkylation, a
€galement été analysé par spectrométrie de masseDMPOF apres digestion par
I'endoprotéinase LysC (figure 1-41). Pour le peptid7-65] contenant la Cys50 (spectre a),
on observe deux pics, I'un correspondant a la foapw (M= 1975,2 Da), l'autre a I'addition
d’'un atome de soufre et d’'un groupement acétanWtle2(063,56 Da). L'analyse du peptide
C-terminal [110-130] (spectre b) révele clairemienprésence de la forme apo (M=2365,5
Da) et d’'une forme soufrée contenant un atome d&es¢M=2398,35 Da). Le pic indiquant
la fixation de 2 atomes de soufre sur ce peptide2480,35 Da) est beaucoup moins intense
mais néanmoins visible et attribuable sans aml@g®ir ailleurs, on observe un pic de faible
intensité ayant une masse M=2455,47 Da, qui pdwoarespondre a I'addition d’un atome
de soufre et d'un groupement acétamide sur le gepfloutefois, cette forme est trés
minoritaire par rapport a la forme de SufA ayantéfiun atome de soufre et est donc
négligeable. Les pics correspondant a l'alkylaties autres formes de ce peptide (formes apo

+ R ; 2S + R) ne sont pas détectés.

L’ensemble de ces expériences fournit des résutdiérents. En effet, les analyses de
spectrométrie de masse ESI-Q-TOF et MALDI-TOF memtique le soufre fixé au niveau de
la cystéine Cys50 est réactif vis-a-vis de l'lod&tamide, tout comme le sont les atomes de
soufre fixés sur CsdE, indiguant que le persulwraniveau de la cystéine Cys50 de SufA est
nucléophile. En revanche, les cystéines Cys114/gt1 16 ne sont pas, ou tres peu, réactives a
liodoacétamide, suggérant que les atomes de stafedisés sur ces cystéines ne sont pas

stockés sous forme d’entités nucléophiles.
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Figure 1-41 : spectres MALDI de SufA-SSH aprés traitement a2écexcés molaires d'iodoacétamide et
digestion par I'endoprotéinase Lys-C. Seuls lesctsps des peptides [47-65] (a) et [110-130] (b)tson
représentés.

[I- Formation du centre [Fe-S] en milieu réducteur

Les résultats que nous avons obtenus jusqu’a grésamtrent que SufA est capable
de fixer a la fois du fer et du soufre, au niveausites indépendants, mais que ces deux
entités ne réagissent pas pour former un cluseSJFDe plus, les atomes de soufre stockés
au niveau des cystéines Cysl14 et Cysl16 ne saenhyaéophiles, comparés a d'autres
atomes de soufre localisés au sein de persulfuesypke de ceux de CsdE. Ceci peut
expliquer I'absence de réaction lors de l'incubatde la forme SufA-SSH avec du fer (ou
inversement, incubation de la forme SufA-Fe avetSEtSSH), et donc l'incapacité des
formes intermédiaires a former des centres [FNSlIs nous sommes alors demandés si la
présence d’électrons ne permettrait pas la formadian centre [Fe-S] a partir des formes
intermédiaires étudiées. Nous avons donc modiféctnditions expérimentales en ajoutant
un réducteur dans le milieu réactionnel et étudigsdces conditions, par spectroscopie UV-
visible et MOssbauer, I'éventuelle formation detoes[Fe-S] a partir de la forme SufA-SSH.
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lI-1- A partir de la forme SufA-SSH

lI-1-1-Effet du DTT

Nous avons tout d’abord choisi d’apporter destabes par lI'intermédiaire du DTT ;
la forme SufA-SSH, préparée en conditions catalgsy (1,45 atomes de soufre par
monomere, 950 uM) a été incubée avec du Fe(ll) ddc@s de fer par rapport a SufA) et un
exces de DTT (6,3 mM). La solution protéique s@dinstantanément (marron). Le spectre
UV-visible obtenu apres 5 minutes d’incubation atification de I'échantillon sur colonne
NAP10 (figure I-42a) est bien défini avec des band&bsorption a 320 nm et 420 nm,
caractéristiques de la présence d'un centre [Fé8].plus, il ne contient pas de bande
d’absorption a 600 nm. Des spectres Mossbauertérengegistrés a 4,2 K et 78 K (figure I-
42b). Ces deux spectres sont tout a fait similagrgse eux, ce qui suggere que la protéine
contient uniqguement des especes diamagnétiquessols composés de deux doublets
majoritaires (I et 1) dont les paramétres sonactristiques d’'un centre [4Fe-4S]pour le
doublet |, et d'un centre [2Fe-Z$] pour le doublet II. Ils représentent respectivenss %
et 15 % du fer total. Ces parametres sont compsablec ceux obtenus lors d’expériences
réalisées précédemment au laboratoire avec Sufénstituée chimiquement (Ollagnier-de
Choudenset al, 2003). Les deux autres doublets (Il et IV) cependent & du fer(ll),
coordiné par des atomes de soufre dans un envirmtetétraédrique (doublet 1lI) ou
coordiné par des atomes d’'azote ou d’'oxygene, darenvironnement octaédrique (doublet
V). Ces especes correspondent a du Fe(ll) n'‘ayms réagi. Les doublets Il et IV
représentent environ 50 % du fer total. Le tempscdbation (5 minutes ou 1 heure) n'a
aucun effet sur les proportions des centres [Féa8§ I'échantillon (environ 50 % au total),
ce qui montre que la formation des centres [FeaBfdes conditions expérimentales utilisées
se produit rapidement. Par contre, les proporti@fetives des centres [2Fe-2S] et [4Fe-4S]
varient légéerement avec le temps : aprés 1 heumeutbation, les centres de type [2Fe-2S]
sont tres minoritaires (moins de 4 %). Pour conipamg on peut noter qu’une reconstitution
chimique de SufA (1,2 mM) avec du fe¥Reé*") et du soufre (9 libres (2,1 mM) en
présence de DTT (5 mM) réalisée sur 5 minutes dbada formation de centres [2Fe-2S] et
[4Fe-4S], dans des quantités assez comparablésaiakl2).

189



Partie | / Chapitre IV : Etude de la formation dluster [Fe-S] dans SufA

(a)
0'4 T I 1T I LI B I 1T I LI I I T
03 | 3
Q ] =
Q r . 5
5 02 | 1 =
g 02 7] 5
2 [ 1 =
g L ]
01 —
= 4 "'""""""""Im""'“'"'""""'ulllnl.m.,".q |"|,|||Il“lm"
L i Illlll"ln |""||'"'|'| III||I
—111111111111111111111 11 . L] I|II II'||III| IIII"-2K
[ i
300 400 500 600 700 800 h W g
o
longueur d’onde (nm) I'. Ilmlllllll '
I II
0.5% 'I .
|
I
i
i
T T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3

vitesse (mm/s)

Figure |-42 : analyses spectroscopiques de SufA-SSH aprésrait avec 1,8 excés tee(ll) en présence de

DTT (6 mM) pendant 5 minutes. (a) spectre UV-visildle SufA (25 uM) ; (b) spectres Moéssbauer de SufA
(1,75 mM, 1,5 fer/monomere)

Doublet attribution 6 (mm/s) | AEq (mm/s) | Aire (%)
I [4Fe-4ST" 0,45 1,2 35
Il [2Fe-2ST" 0,3 0,6 15
1] Fe2+ - tétraédrique 0,71 3,2 3
Ligands S
\Y} Fe2+ - octaédrique 1,19 2,69 a7
Ligands N/O

Tableau I-11: paramétres Mdssbauer correspondant aux douldlessituant le spectre 1-42-b
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[4Fe-4ST | [2Fe-2Sf" Fe’* (octaédrique et
Aire (%) | Aire (%) tétraédrique)
Aire (%)
SufA-SSH + Fé" + € (5 min) 35 15 50
SufA-SSH + Fé" +e (1 h) 46 <4 50
apoSufA + Fé" + § + € (5 min) 58 <2 40
SufA-SSH + Fé* + systéme TTR 30 20 31
(5 min)

Tableau I-12: proportions relatives des centres [Fe-S] gén&égartir de la forme SufA-SSH ou apoSufA
€ =DTT ; TTR = systeme thiorédoxine/thiorédoxinduétase.

[I-1-2- Effet du systtme NADPH/thiorédoxine/thiotddhe réductase

L’expérience a été répétée, sur 5 minutes, dansé@nes conditions, le DTT ayant été
remplacé par le systéme physiologique NADPH/thioxéue/thiorédoxine réductase. Les
résultats obtenus sont semblables, avec un métingentres [2Fe-2S] et [4Fe-4S] dont les
proportions sont indiquées dans le tableau I-12elsée du fer (19 %) est présent sous forme

d’agrégats paramagnétiques et correspond certaimentes impuretés.

L’ensemble de ces données révele que, en présé&rieetbns, les atomes de soufre
présents dans la forme SufA-SSH peuvent étre nsékilet réagir avec le fer pour assembler
des clusters [4Fe-4S] et [2Fe-2S].

lI-2- A partir de la forme SufA-Fe

La forme SufA-Fe (1,5 mM), contenant 1,5 atomesFdél) par monomere, a été
traitée avec du soufre (apport de 1,5 atomes deespar monomere de SufA) introduit sous
forme chimique (Ng5), en présence de DTT (10 mM), pendant 5 minutassolution
protéique devient marron quasiment instantanénhenspectre UV-visible (figure 1-43a) est
caractéristique de la présence de centres [Fe4iS§jyil contient deux bandes d’absorption
bien marquées a 320 nm et 420 nm. D’autre pamalkee par spectroscopie Mdssbauer

(figure 1-43b) révéle la présence de centres [46B 4uniquement (43 %), le reste du fer
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étant essentiellement sous forme d& Eeordiné majoritairement par des atomes d’azote ou
d’'oxygeéne.

Cette expérience démontre que les atomes dexées §iur SufA sont disponibles pour
'assemblage de centres [Fe-S] au sein de la p&n milieu réducteur.

© Ol
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Figure 1-43 : analyses spectroscopiques de SufA-Fe aprés Btesird'incubation avec un équivalent d’ions
sulfures par rapport au fer présent initialememsdaufA et dessalage. (a) spectre UV-visible d&A$85 pM) ;
(b) spectre Mdssbauer, enregistré a 4,2 K, de &AM, 1,5 fer/monomere)

Doublet attribution 6 (mm/s) | AEq (mm/s) | Aire (%)
A [4Fe-4ST" 0,47 1,07 43
B Fe* - octaédrique 1,07 2,62 38
ligands N/O
C Fe™ - tétraédrique 0,89 3,72 8
ligands S
D Indéterminée 0,38 0,57 11
impuretés? centres [2Fe-2S]

Tableau I-13: paramétres Modssbauer correspondant aux douldiessittant le spectre 1-43-b
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lI-3- Etude d’une forme de SufA a la fois chargéerefer et en soufre

Nous avons montré que les formes intermédiairéa-S6H et SufA-Fe ne conduisent
pas a la formation de centres [Fe-S] apres ajout’@ément manquant, sans apport
d’électrons. En revanche, en présence de DTT owydteme Thiorédoxine/thiorédoxine
réductase, nous observons jusqu’a 50 % de cerieeS]| présents sous forme d’'un mélange
de centre de type [2Fe-2S] et [4Fe-4S] (figure)-44

SufA SufA
SUfSE soufré—» <« Fe*
SufA-SSH SufA-Fe

. .
~ -

A &
SufA-[Fe-S]

Fe?* +e

Figure 1-44 : voies de synthése possibles pour la formatiocetdres [Fe-S] au sein de SufA.

D’autre part, 'ensemble des résultats présent&guja présent révelent que SufA est
capable de fixer a la fois du fer et du soufrenagau de sites distincts, sans réaction de ces
éléments 'un avec l'autre. Nous avons alors étlali€activité d’une protéine préalablement
chargée a la fois en fer et en soufre, en milieueteur, pour la formation des centres [Fe-S].
En effet, la présence des deux éléments dans ikeurespectif pourrait correspondre a une

situation favorable pour la formation des centfes §] dans la protéine.

Cys-SSH
Fe\—N Cys-SSH
Y Cys-SSH
€ 5
—
Cys-SSH g
Cys-SSH
Fe.o Cys-SSk

Figure 1-45: représentation schématique de la réaction étudi&SH représente les persulfures sur les
cystéines de SufA, le fer étant localisé ailleumsglla protéine, coordiné par des atomes d’azat®eggene.
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Nous avons tout d’abord préparé la forme soufréd-S$H en incubant la protéine
SufA (400 uM) avec des quantités catalytiques di§ $12 uM), SufE (12 uM) et un exces
de L-cystéine (10 mM) pendant 3 heures a 37 °Ceépurification sur colonne NAP10, la
protéine est ensuite traitée avec 4 excés moldie€de(ll) pendant 1 heure puis dessalée.
Une analyse de spectrométrie de masse a permérifiena fixation du soufre sur SufA (1,4
atomes de soufre par monomeére). Un dosage dadéébé que SufA contenait également 1,5
atomes de fer par monomere. La protéine ainsi okt€h,2 mM), chargée a la fois en soufre
et en fer a alors été mise en présence d'un exed3Td (6 mM) pendant 5 minutes puis
caractérisée par spectroscopie UV-visible et MdssbaTout d’abord, on remarque que
I'échantillon prend une coloration marron quasimestantanément. De plus, le spectre UV-
visible (figure I-46a) se caractérise par la présed’une bande d’absorption a 420 nm; la
bande d’absorption a 320 nm est trées peu pronoxo#ge inexistante. Enfin, le spectre
Mossbauer, enregistré a 4,2 K (figure 1-46b), eshposé de deux doublets de contribution
égale. Le premie(= 0,45 mm/sAEqg = 1,24 mm/s) correspond a des centres [4F&5 450
% du fer total) et le deuxiem& & 0,72 mm/s,AEq = 3,62 mm/s) a du Be dans un
environnement tétraédrique (50 % du fer total)¢cardiné par des atomes de soufre. Cette

espéce peut correspondre a un complexe Fe-DTTntektas I'échantillon.
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Figure 1-46 : analyses spectroscopiques de SufA chargée et far soufre apres 5 minutes d’incubation avec
du DTT (6 mM) et dessalage ; (a) spectre UV-visideSufA (55 uM) ; (b) spectre Mossbauer, enregiatd,2
K, de SufA (1,5 mM, 1,5 fer/monomeére).
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L’expérience a été reproduite en laissant le DTIF pgndant 3 heures. La quantité de
centres [4Fe-48] déterminée dans I'échantillon aprés une analyse spectroscopie
Mossbauer est alors plus faible (environ 35 %)rdste du fer est présent sous forme dé Fe
coordiné par des atomes d’azote ou d’oxygene darenuvironnement octaedrique (44 %) et
de Fé" dans un environnement tétraédrique, coordiné ipatement par des atomes de
soufre (21 %). On remarque donc qu’avec le tengssptoportions des espéces correspondant
a du Fe(ll) n"ayant pas réagi ont changé (la prigorde Fe(ll) coordiné par des atomes de

soufre est plus faible et une coordination parademes d’azote et d’'oxygene apparait).

Ces résultats sont importants puisqu’ils montrem dans une forme de SufA chargée
en fer et en soufre, ces éléments peuvent étrelisasbronjointement pour la formation de
centres [Fe-S] en présence d'un réducteur. Cepgndann’augmente pas la quantité de
centres [Fe-S] formés, par rapport aux expériemmésédentes, ceux-ci représentant au

maximum 50 % du fer total.

Cys-SSH
Fe\—N Cys-SSH
o} Cvs-S5 Cys—
ys-SH \— CyS/ \Cys
e 0
Cys-SSH
N
/ -
Fex~o Cys-SSH
Cys-SSH

Figure 1-47 : représentation schématique de I'obtention d'ente [Fe-S] dans SufA, représentée sous forme
dimérique, a partir d'une forme de SufA chargéesa@urire et en fer.

Discussion

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a&caniemes moléculaires
d’'assemblage des centres [Fe-S] au sein des pestéicaffold, en prenant comme modeéle
d’étude la protéine SufA H. coli. Cette classe de protéines, je le rappelle, apparaux

machineries protéigues permettant la maturationpdetines [Fe-S]. De fait, leur fonction
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est de préassembler les centres [Fe-S] pour lesfér@r aux apoprotéines cibles. Notre
objectif était de déterminer si les formes interraigds (SufA chargée en fer ou SufA chargée
en soufre), pouvaient réagir avec I'élément mangpaar conduire a la formation de centres
[Fe-S].

L’étude des mécanismes moléculaires d’assemblageceetres [Fe-S] au sein de
protéines scaffold a déja fait I'objet de plusieétsides qui sont controversées. En effet,
différentes équipes de recherche se sont intéressd@ette problématique, en essayant de
déterminer les intermédiaires clé dans le procedsusrmation des centres [Fe-S]. Johnson
et coll. ont montré que la protéine IsclUAdVinelandiiest capable de fixer du soufre, sous
forme de persulfures/polysulfures apres transfepuds la cystéine désulfurase IscS (Smaith
al.,, 2001). De plus, des analyses spectroscopiques-visibe, dichroisme circulaire,
Mdossbauer) ont révélé que la protéine ne fixe gafed quel que soit son degré d’oxydation
(Smith et al, 2001). Ces auteurs soutiennent donc plutot I'tygse selon laguelle le soufre
est incorporé en premier lors de l'assemblage dgdres [Fe-S] au sein de IscUAd’
vinelandii Toutefois, il est important de mentionner qurilent pas réussi a former un centre
[Fe-S] a partir de la forme chargée en soufre, 1SSH, apres ajout de Fe(ll). Parallelement,
Cowan et coll. affirment, apres avoir décrit queldsleT. maritimaprésente une forte affinité
pour le fer (voir discussion chapitre Ill), gu’ibtepossible de former un centre [Fe-S] au sein
de la protéine en traitant la forme chargée erfffet’), IscU-Fe, avec la cystéine désulfurase
IscS et un exces de cystéine libre (Nathal, 2002). Cependant, on peut noter que Cowan et
coll. n'ont fourni aucune donnée (caractérisatipecsroscopique) concernant la formation du
cluster. D’autre part, Cowan et coll. montrent deeU est capable de fixer du soufre.
Cependant, cette forme (IscU chargée en soufre) pas la capacité de fixer du fer
ultérieurement (Nuthet al, 2002). Cette eéquipe est donc en faveur de I'hgss selon
laquelle le fer est incorporé en premier lors dedemblage des centres [Fe-S] au sein de IscU

deT. maritima

Dans notre cas, nous avons montré que SuEA doli est capable de fixer du soufre,
celui-ci étant localisé au niveau des cystéines sesees sous forme de
persulfures/polysulfures, ainsi que du fer, celuétant coordiné majoritairement par des
ligands azotés ou oxygénés. Cependant, lorsqudeteséléments sont sur la protéine, ils ne
réagissent pas pour former un centre [Fe-S]. LedeStmenées sur la forme SufA-SSH nous

suggerent que cette absence de réaction est daé gue les atomes de soufre coordinés par
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les cystéines C-terminales ne sont pas nucléoplileffet, les expériences d’alkylation de
la forme SufA-SSH ont montré que les atomes dersdiKés au niveau des cystéines C-
terminales ne sont pas réactifs a l'iodoacétanider référence, nous avons étudié les entités
persulfure et polysulfure de CsdE, et montré ge&ltéagissent avec l'iodoacétamide et
gu’elles sont donc nucléophiles. Le persulfure eetpblysulfure observés sur CsdE sont
linéaires, puisque, je le rappelle, CsdE, ne caohtigi'une seule cystéine. D’'autre part, les
expériences de mutagenese dirigée présentéesedanaplitre Il ont montré que les cystéines
Cysl14 et Cys116 fonctionnent de pair pour fixersdufre. De par tous ces résultats, nous
pouvons penser que la forme SufA-SSH contient desuffures/polysulfures atypiques, peut-
étre cycliques, au niveau des cystéines C-ternsnalece niveau, il est légitime de se
demander si cette forme, obtenue dans des corslitiovitro, correspond a un artefact ou
reflete les conditions physiologiques. La « capturde soufre sous forme non réactive,
« cyclique » permet-elle d’éviter une éventuellet@ele soufre sous forme libré S partir

des persulfures que 'on sait étre des entitéséasives ?

Malgré ce manque de réactivité, ayant montré qués des atomes de soufre sont
localisés au niveau des cystéines conservees de bkt tentant de proposer que le soufre
est le premier élément incorporé au niveau duagiti lors de 'assemblage des centres [Fe-
S]. C’est donc le mécanisme que I'on favorise. €fmis, il n’est pas complétement exclu que
le fer vienne se fixer en premier sur la protémejs au niveau d’'un site différent que celui

formé par les résidus cystéines.

Comme déja mentionné, nos expériences ont monaé&gtA est capable de fixer du
soufre et du fer. Cependant, la forme SufA-SSHtrpas réactive vis-a-vis du fer et la forme
SufA-Fe ne conduit pas non plus a I'obtention detres [Fe-S] aprés un apport de soufre par
le complexe SUfSE. Dans ce contexte, on peut ramarmgue nous n'avons d’ailleurs méme
pas réussi a former un intermédiaire réactionnes da réaction de formation d’'un centre [Fe-
S], de type « SufA-S-S-Fe » par exemple, pour |Elggeatomes de fer seraient coordinés par
les persulfures de SufA. En effet, les spectres ddéiser de I'échantillon « SufA-SSH +
Fe’* » montrent que les atomes de fer sont coordinédesaligands azotés ou oxygénés mais
pas par des ligands soufrés et les spectres deahi@lion « SufA-Fe + SufSE-SSH » sont
similaires a ceux obtenus pour la forme SufA-Fdeseu

En revanche, chacune des deux formes intermedigda@®\-SSH ou SufA-Fe) est

capable d’assembler des centres [Fe-S] aprés dputélément manquant, en présence
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d’électrons. De plus, une forme chargée a la foifee et en soufre peut également assembler
des centres [Fe-S] aprés ajout d’électrons appedés forme de DTT. Tout ceci montre que,
dans des conditions réductrices, les atomes detfde soufre fixés sur SufA, au niveau de
sites distincts, sont mobilisables pour la fornratie centres [Fe-S] au sein de la protéine.

L’ensemble de ces résultats peut se resumer gahtama hypothétique suivant :

Cys-SSH
6 RS-SH Cys-SSH
Q \ R Cys-SSH
6 R-SH
Cys-SSH
Cys-SSH
Cys-SSH
+ Fe”
N
0]
Cys-SSH
Fe Cys-SSH
Cys Cy / Q Cys-SSH
B —
/ \\C Cys-SSH
S
Cys Qs N Cys-SSH
// Cys-SSH
N
o

Figure 1-48 : schéma proposé pour la formation d’'un centre§kéci de type [4Fe-4S], dans SufA (dimére).

Les agents réducteurs ajoutés lors des réaction®rdetion du cluster (DTT ou
systeme thiorédoxine/thiorédoxine réductase) peemetia conversion du soufre, présent
initialement sur SufA sous forme de persulfuresiagré d’oxydation 0, en ions sulfure$.S
Ces conditions expérimentales (ajout d’'un rédugtpourraient ressembler a celles d’'une
reconstitution chimique, qui correspond & SufA apdtée avec un excés de’Fet § en
présence de DTT. Toutefois, on remarque que lgsoptions de centres [Fe-S] produits apres
traitement de la forme SufA-SSH avec du Fe(ll) eéspnce d’électrons sont différentes de
celles obtenues apres reconstitution chimique g&abll-12), ou lorsque le fer est fixé en
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premier sur la protéine, ce qui peut suggérer dams le premier cas, la réaction ne se produit
pas simplement par une libération d’ions sulfures@ution. Lorsque la réaction est réalisée
a partir d’'une forme de SufA & la fois chargée @mnet en soufre, et apres ajout de DTT, les
proportions de centres [Fe-S] formés (50 % de etastle type [4Fe-48]uniquement) sont
encore différentes de celles observées lorsquermaef SUfA-SSH est utilisée comme matériel
de départ (35 % [4Fe-4S] et 15 % [2Fe-2S]). On mharic penser également que les
mécanismes réactionnels sont encore différentquerte fer et le soufre sont déja fixés sur la
protéine.

Quoigu’il en soit, il faut noter que la source pioysgique permettant I'apport
d’électrons n’est pas connue a ce jour.

Je terminerai en soulignant que l'apport d'élecrariest peut-étre pas la seule
maniere de rendre les éléments (atomes de fer giudee) fixés sur la protéine réactifs pour
la formation d’'un centre [Fe-S]. En effet, ce ps®ues requiert peut-étre la participation
d’autres protéines. Dans nos conditions expérinesitaous n'avons pas observé d’'influence
du complexe SufBCD. Ceci n’exclut pas iquvivo, ces protéines interviennent au cours de
'assemblage des centres [Fe-S] dans SufA. De glasires protéines, faisant par exemple
partie de I'opérorisc ou n‘ayant pas encore été identifiées pourraigategnent intervenir.
Dans ce contexte, il aurait été intéressant d’éwutinfluence de la ferrédoxine lors de la
formation des centres [Fe-S] dans SufA, méme & grbtéine ne fait pas partie de I'opéron
suf De fait, cette protéine, qui joue un rble réd@ pintermédiaire de son centre [Fe-S],
pourrait étre capable de réduire les persulfuréggptiures sur SufA et de rendre les atomes
de soufre réactifs pour la formation de centres§Fau sein de SufA. D’autres protéines,
telles que la thiorédoxine (démontré ici) ou latgtédoxine pourraient également intervenir.
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Introduction

Comme déja mentionné en introduction, la prot@&@seobtenue principalement sous
forme apo aprés purification et les expériencesedenstitution chimique du centre [Fe-S]
dans SufA, réalisées jusqu’alors au laboratoire, cmmduit a I'obtention d’'un mélange de
clusters de type [4Fe-4S] et [2Fe-2S] dans desagptiops variables (Ollagnier-de Choudens
et al, 2003). Il est difficile de dire si ce dernier pbicorrespond (1) a une propriété
intrinséque de la protéine, indiquant alors queAadt capable d’assembler les deux types de
centres, ou (2) a un artefact lié aux condition®exnentalesn vitro. En effet, il est possible
gue SufA contienne un centre [2Fe-2S] a partir @uqun centre [4Fe-4S] peut se former
artificiellement en raison de I'exces de fer etsdefre présent dans le milieu réactionnel, ou
alors que SufA contienne un centre [4Fe-4S] pousarécomposer en un centre [2Fe-2S].

Dans le but de déterminer la nature exacte duecldsins SufA, nous avons suivi deux
stratégies : (1) nous avons fait varier les cood#tide reconstitution chimique, afin de voir
s’il est possible d’obtenir une préparation homageéontenant un seul type de centre, (2)
nous avons purifié la protéine SufA en conditionaé&obies de sorte a obtenir une protéine
native métallée sans traitement chimique. Ce denmpient nous a également permis de
trancher définitivement quant a la fonction de tat@ine SufA, puisque, je le rappelle,
plusieurs fonctions ont été proposeées pour legpres de type A (scaffold, donneur de fer ou

régulateur).

|- Caractérisation de SufA aprés reconstitution chinique

I-1- Caractérisation biochimique et spectroscopique

Le protocole de reconstitution du centre [Fe-Sjsd&ufA, en présence de fer ferreux
Fe* et d'ions sulfures 5 en conditions anaérobies, est décrit dans MigéeteMéthodes.
Classiquement, la protéine SufA est incubée pengléieiures avec 4 exces molaires de fer et
de soufre inorganiques. A lissue de cette rectutgin, SufA contient des quantités
equimolaires de fer et de soufre variant de ZRatomes de fer et de soufre par monomere.

Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenuédam@nent au laboratoire (Ollagnier-de-
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Choudenset al, 2004). De plus, ces valeurs sont compatibles &vgrésence d’'un centre
[2Fe-2S] par monomeére ou d’'un centre [4Fe-4S] paetk.

Nous avons alors fait varier les conditions de tiéaclors de la reconstitution
chimique et regardé si ces variations conduisaetés proportions différentes de fer et de
soufre au sein de la protéine. Nous avons introdifierents exces de fer et de soufre
inorganiques (de 2 a 6 excés molaires par rapp8tifd), modifié le temps d’incubation (de
5 minutes a 4 heures), ajouté ou non de I'EDTA iendke reconstitution dans le but de
chélater le fer non spécifique. Les différentesditions testées sont résumees dans le tableau
Il-1.

Excés de F& et S Temps Ajout | Expérience
d’incubation d’EDTA

4 3 heures 2 mM * A

4 1 nuit 2mM B

2 30 minutes - C

2 5 minutes - D
0,5 exces (incubation 2 heures) puis 0,5 excéslfation 2 heures - E
Soit au total 1 excés de¥et S introduit pour un temps de réaction de 4 heures

2 3 heures - F

(ajout des solutions de £eet § trés lentement,
gouttes a gouttes) **

Tableau 1lI-1 : conditions de reconstitution testées. *condiipnécédemment testées au laboratoire (Ollagnier-
de-Choudengt al, 2004) et reproduites ici. ** I'ajout des soluta été réalisé a I'aide d’un appareil pousse
seringue.

De facon générale, on a pu remarquer que quelles spient les conditions
expérimentales utilisées, SufA contient toujoupsea dessalage, des quantités équimolaires
de fer et de soufre variant de 1,5 a 2,3 atomesnpaiomere. Dans le cas de I'expérience E,
dans laquelle 1 excés molaire de fer et de sowdragpport a SufA a été ajouté, la protéine

contient 0,8 atomes de fer et de soufre par monemer

¢ Spectroscopie UV-visible

Toutes les préparations protéiques ont été analypae spectroscopie UV-visible
apres reconstitution. Dans chaque cas, les spddtfessible sont similaires (figure 1l-1 a).
Ces spectres, enregistrés en anaérobiose, entran2% 800 nm, présentent une bande de
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transfert de charge-SFe(lll) située vers 420 nm, ainsi gu’'une bande skaption vers 320
nm. Ces caractéristiques sont compatibles avecésepce d’'un centre [Fe-S] plutdt de type
[2Fe-2S] ; les centres [4Fe-4S] présentent uneédrabsorption a 320 nm beaucoup moins
marquée. Des spectres UV-visible de protéines fi¥lgcas de la Spore Photoproduct Lyase)
(Chandoret al, 2006) et [2Fe-2S] (cas de la ferrédoxine) (Ta afickery, 1992) sont
représentés ci-dessous pour exemple (figure IlI-letbc). Des données similaires
(quantification du fer, spectres UV-visible) a esllobtenues avec SufAH'’ coli ont été
précédemment obtenues au laboratoire dans le catsode d’E. coli de SufA dE.
chrysanthemiet de SufA dE. coli (Ollagnier-de-Chouden®t al, 2001; Ollagnier-de-
Choudenst al, 2004; Ollagnier-de Choudersal, 2003).

0,2 T T T T T

absorbance

300 400 500 600 700 800

longueur d'onde (nm)

1 T T T T T T Ov5 T T T T T
Spore Photoproduct Ferrédoxine
0.8 H 5 04 |
Lyase [4Fe-4S] [2Fe-2S]
L1
@ 2
S 06[ 1 8
8 Z
=] =L
2 o4l 4
g2 0
0.2 L 4
0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
240 320 400 480 560 640 720 800 300 400 500 600 700 800
longueur d’onde (nm) longueur d'onde (nm)

Figure 1I-1 : (a) spectre d’'absorption UV-visible de SyfX12 uM) apres reconstitution chimique, enregistré
dans une cuve de 1 cm de trajet optique. Dans seles conditions expérimentales étaient les st@gan2
exces molaires de fer et de soufre par rapport fa, & minutes d’'incubation puis dessalage ; (b)csme
d’absorption UV-visible de la Spore Photoproducagg (22 puM) contenant un centre [4Fe-4S] ; (c) tspec
d’absorption UV-visible de la ferrédoxine (42 uM)ntenant un centre [2Fe-2S].
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Enfin, il est important de noter que les résul&ist identiques que I'on ait utilisé la
protéine SufAs, possédant une étiquette polyhistidine en C-teamou la protéine Suf&op
n'en possédant pas, comme matériel de départ.

¢ Spectroscopie Méssbauer

Quelques préparations protéiques ont égalementagsfysées par spectroscopie
Mossbauer, apres reconstitution. A la différence I'dd/-visible, on observe, par cette
technique, quelques différences entre les échamsill

Le premier échantillon étudié correspond a la@nat SufAs, reconstituée avec 4
excés molaires de fef’Fe apporté sous forme de sel de Mohr) et de s¢afporté sous
forme de NgS), pendant 3 heures a 18°C. De I'EDTA (2 mM) dstrsaajouté en fin
d’expérience afin de chélater le fer non spécifigArés 30 minutes de réaction, I'échantillon
est purifié sur colonne G25, concentré et congeleaite a gants (tableau II-1, expérience A).
Ces conditions correspondent a celles utilisées goafA d’E. chrysanthem{Ollagnier-de
Choudenset al, 2003). Le spectre Mdssbauer de la protéine pirgparée, enregistré a 105

K, est présenté en figure II-2.

100.1

100.0
99.9—-
99.8—-
99.7—-
99.6—-

99.5

TRANSMISSION (%)

99.4 -

99.3

99.2 , , , , , , ,
4 -2 0 2 4
vitesse (mm/s)

Figure 1I-2 : spectre Mdssbauer de la protéine SufA recoistitavec 4 excés molaires de fer et de soufre
inorganiques, pendant 3 heures, puis traitée awd&BDTA (600 uM, 1,8 fer/monomere) enregistré & X0 Le
spectre Mossbauer est constitué de 4 doubletsisiéfans la table 11-2 et déterminés aprés des aiionks
théoriques.
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Doublets | 8 (mm/s) | AEq (mm/s) | Attribution  |Aire (%)
A 0,43 1,00 [4Fe-43] 46
B 0,29 0,52 [2Fe-23] 21
C 1,30 2,70 Fé octaédriqueé 29
Ligands N/O
D 0,60 3,20 Fe tétraédriqug 4
Ligands S

Tableau II-2 : parametres Mdssbauer des différentes esped@s@et D.

Le spectre Mossbauer est composé de deux doublgtsitaires (A et B), dont les
paramétres sont caractéristiques de centres [AFé-dg2Fe-2S]" respectivement, ce qui a
été confirmé par des analyses a 4,2 K. Ceci ré&e@he la présence d’'un mélange de centres
[Fe-S] au sein de SufA (21 % de cluster [2Fe-253&%6 de cluster [4Fe-4S], déterminés
aprés analyses quantitatives), comme déja obsergéde précédentes études menées au
laboratoire sur SufA &. chrysanthem{Ollagnier-de Choudenst al, 2003). Dans ce cas, il
avait été observé 11 % de cluster [2Fe-2S] et 4@de&%luster [4Fe-4S]. Le reste du fer
(doublet C) correspond a du fer non spécifique dioér majoritairement par des atomes
d’azote et d’'oxygene. Le doublet D, associé a d(llfecoordiné par des atomes de soufre,
correspond peut-étre a un complexe Fe-DTT.

Dans le but de réduire, voire d’éliminer, la quende fer non spécifique présent dans
I'échantillon, nous avons réduit I'excés de fer ag soufre inorganiques lors de la
reconstitution, et travaillé avec un temps d’indidraplus court. Ainsi, la protéine Sufda
été traitée avec 2 excés molaires®ee? et de § pendant 5 minutes, puis dessalée. Le
spectre Mossbauer correspondant (figure [I-3), gisne a 105 K, comporte un doublet
largement majoritaire (doublet A), dont les parasgsont caractéristiques d’un cluster [4Fe-
ASF*. Il représente 58 % du fer total. Une quantiténiefde centres [2Fe-2S]est détectée
(moins de 4 %, doublet B). Le reste du fer contefans I'échantillon est présent
essentiellement sous forme de*Felans un environnement octaédrique (doublet Q)siAi
les centres de type [2Fe-2S] contenus dans I'éitloanprécédent peuvent étre interprétés
comme le résultat d’'une dégradation des centres-§8} due a un temps d’incubation trop
long. On note que dans les deux cas, on a en mey&neo de centres [Fe-S] par monomeére

de SufA, ce qui montre que la formation de cenffesS] par reconstitution chimique est
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assez efficace. Elle est de plus rapide puisqu’eniriutes, nous obtenons une quantité de
centre [Fe-S] similaire a celle observée aprésuddsede réaction. Il est intéressant de noter
gue le spectre obtenu pour la protéine Syéf reconstituée dans les mémes conditions, est
comparable. Ceci confirme encore une fois queqisite polyhistidine n’est pas impliquée
dans la fixation du fer et qu’elle n’interfére paww les propriétés d’assemblage des centres
[Fe-S] de la protéine SufA.

0,5%

transmission

vitesse (mm/s)

Figure 1I-3 : spectre Mossbauer de la protéine SufA recomstitavec 2 excés molaires de fer et de soufre
inorganiques, pendant 5 minutes (970 uM, 1,65 f@nomere), enregistré a 105 K. Des simulations thées
ont permis de décomposer le spectre obtenu enllatswéfinis dans la table 11-3.

Doublet | 6 (mm/s) | AEq (mm/s) Attribution Aire (%)
A 0,45 1,2 [4Fe-4S] 58
B 0,3 0,6 [2Fe-23f <4
C 1,2-1,3 2,7 Fe - octaédriqud 30
Ligands N/O
D 0,6-0,7 3,2 F€ - tétraédrique 8
Ligands S

Table 11-3 : paramétres Méssbauer des différents doubleB &, et D
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Dans le but de réduire encore la quantité de farspe@cifique présent dans la protéine
et de permettre un assemblage progressif du clustetroisieme échantillon a été préparé
comme suit : SufA a été incubée avec 0,5 excésiraslde F& et § pendant 2 heures. 0,5
excés molaires de Feet $ ont alors été ajoutés & nouveau. Aprés 2 heupgséuentaires
d’incubation, I'échantillon est purifié sur colonfgAP10. Dans ce cas, l'analyse par
spectrométrie Mossbauer a révélé que la majoritéedyprésent dans SufA se trouve sous
forme de F& coordiné par des atomes d’azote ou d’oxygénej giressous forme d’agrégats
paramagnétiques. Seulement 10 % de centres [Fe&arige de centres [4Fe-4Sgt [2Fe-
2SF") sont détectés.

I-2- Etude du transfert des centres [Fe-S] de SufA

Ayant montré la présence de centres [Fe-S] dafs &&. coli, dans des proportions
significatives, aprés une reconstitution chimigffecuée sur 5 minutes, nous avons ensuite
testé la capacité de SufA a transférer ces ceffi®esS] assemblés « rapidement » a une
apoprotéine cible. Pour cette étude, nous avonssiclkdes protéines cibles de natures
différentes : la Spore Photoproduct Lyase Ble subtillis (SPL), une protéine [4Fe-4S]
(Chandoret al, 2006), et la Ferrédoxine de I'opénso d’E. coli (Fdx), une protéine [2Fe-2S]
(Ta and Vickery, 1992).

La ferrédoxine est obtenue sous forme holo apreffigation. Elle présente une
coloration rouge bien prononcée, témoin de la présele son centre [2Fe-28]Nous avons
donc tout d’abord préparé la forme apo en inculbmirotéine avec un exces de DTT et
d’EDTA, comme décrit dans Matériels et Méthodes.féaédoxine apo ainsi obtenue est
alors incubée avec 2 exces molaires d’holoSufA ol apres reconstitution chimique
pendant 5 minutes et contenant 1,6 atomes de fedmere), en présence de DTT (5 mM),
pendant 30 minutes, en conditions anaérobies. aeniet donc de fournir I'équivalent de 3,2
atomes de fer par ferrédoxine, ce qui représentéger exces pour I'assemblage d’un centre
[2Fe-2S] au sein de la protéine. Dans cette expegieon utilise ensuite les différences de
propriété entre SufA, contenant une étiquette pslighne et la protéine cible, la ferrédoxine,
qui n’en contient pas, pour les séparer. Apréshatian, le mélange réactionnel est déposé
sur une colonne Ni-NTA, avec laquelle SufA intetadgin revanche, la ferrédoxine est
retrouvée dans la fraction de lavage. SufA essalécupérée apres élution de la colonne avec

une solution contenant de I'imidazole. Apres cétipe de séparation, la fraction protéique
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contenant la ferrédoxine est caractérisée spedcipapeement et biochimiquement. Le spectre
UV-visible (figure Il-4a) comporte des bandes d@amion a 415 nm et 460 nm,
caractéristiques du centre [2Fe-Z3je la ferrédoxine. De plus, un dosage de fer eégee la
ferrédoxine contient 1,35 atomes de fer par monepadors qu’il ne reste que trés peu de fer
dans SufA (0,15 atome de fer et de soufre par men®mLa présence d’un cluster integre au
sein de la ferrédoxine a été confirmée par spemipe RPE : aprés réduction de I'échantillon
avec un exces de dithionite, le signal RPE ennmggesit tout & fait caractéristique du centre
[2Fe-2S}* de la ferrédoxine, avec des valeurs de g & 1,9994t (figure 11-4b), similaires a
celles observées par Vickery et coll. lors de laci@risation de la ferréedoxinek’ coli (Ta
and Vickery, 1992) (figure 1l-4c).

L e e e e B e e e e e e e S B e

[2Fe:25] Femredoxins
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Figure 11-4 : (a) spectre UV-visible de la ferrédoxine (30 udbitenu aprés incubation avec 2 excés molaires
d’holoSufA pendant 30 minutes puis séparation slmrme d’affinité NINTA (insert : spectre UV-visiblde la
ferrédoxine obtenue aprés purification (Ta and ®igk 1992)) ; (b) spectre RPE de la ferrédoxir@0 (M)
aprés réduction au dithionite (2 mM), les condisiatienregistrement étant : température 10 K, poss#®,1
mW, gain 2.16, modulation d’amplitude 10 G ; (insert : spectieERde la ferrédoxine aprés purification puis
réduction (Ta and Vickery, 1992) et servant derg#fée)

La réaction de transfert du cluster de SufA a teéffoxine a été reproduite plusieurs
fois. Nous avons procédé a une quantification dmadi RPE, dans des conditions non
saturantes, par comparaison avec une solutionatmt CuEDTA (1 mM). Cette analyse

révele que la quantité de centre [Fe-S] réduitean de la ferrédoxine correspond a 60-65 %
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du fer total, et est similaire a celle observéec@démment au laboratoire en utilisant une
protéine SufA reconstituée avec 4 exces de feeetadifre pendant 3 heures (Ollagnier-de
Choudenset al, 2003). Tout ceci démontre que la forme holoSulffenue apres incubation
avec du fer et du soufre inorganiques pendant 5Sutesn contient des entités [Fe-S]
efficacement transférables a la ferrédoxine.

Le méme type d'expérience a été répété avec laeSpbotoproduct Lyase comme
protéine acceptrice. La Spore Photoproduct Lyass sarme apo, obtenue aprés traitement
de la protéine avec un exceés de DTT et d'EDTA, iestibée avec 3 exces molaires de
holoSufA (1,6 fer/monomere), en présence de DTT, cenditions anaérobies. Ceci
correspond a un exces de 4,8 fer/monomeére de Skkf-a&dire une quantité quasi
stoechiométrique pour I'assemblage d’un centre fi&edans la protéine. Apres 30 minutes
de réaction, les deux protéines sont séparées lpamatographie d’affinité, selon un
protocole similaire a celui décrit précédemmentsdarcas de la ferrédoxine. Cependant, dans
le cas présent, la SPL contient une étiquette fgilgine et est donc retenue sur la colonne
NiNTA, alors que la protéine SufA utilisée est larmhe SufAstop nNe possédant pas
d’extension polyhistidine, et est récupérée darfialdion de lavage. Aprés séparation, la SPL
contient 3,2 atomes de fer par monomere, et Sufkeseent 0,3 atome de fer par monomere.
Le spectre UV-visible de la Spore Photoproduct eyégure II-5a) comporte des bandes
d’absorption & 320 nm et 420 nm, signe de la paEsdiun centre [Fe-S] dans la protéine. Il
est cependant moins bien défini que figure 1l-1b.

Le transfert du cluster de SufA a la Spore PhoupebLyase a également été étudié
en mesurant I'activité enzymatique de cette deenagreés différents temps d’incubation avec
holoSufA. En effet, comme mentionné en introductidd Spore Photoproduct Lyase
appartient a la famille des protéines « Radical-SABt requiert la participation de son centre
[4Fe-4S] et de la S-adénosylméthionine (SAM) pauitrnsformation de son substrat, le
spore photoproduit (SpTpT). La disparition du stdiset I'apparition du produit final,
mesurées comme décrit dans Matériels et Méthodes, donc les témoins d’'une protéine
active et correctement maturée, c’est-a-dire p@sgéath centre [4Fe-4S] integre, et indiquent
donc que la Spore Photoproduct Lyase a acquis lsstec apres transfert depuis holoSufA.
Pratiguement, on mélange holoSufA et la SPL sotmdoapo. Cette fois-ci les protéines ne
sont pas séparées. Au bout d’'un temps donné, gumoaldu mélange réactionnel est prélevé ;
des solutions contenant le SpTpT, la SAM, du ditheet du DTT y sont ajoutées, dans des
proportions comme indiquées dans la partie Mattretl Méthodes et la réaction est

poursuivie pendant une heure. On mesure ensudivité enzymatique de la SPL par HPLC
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comme décrit précédemment (Chandoral, 2006). Pendant ce temps d’incubation de 1
heure, il ne peut y avoir de transfert de holoSaffa SPL puisque le centre [Fe-S] de SufA
est instable a la réduction et est détruit lor§ajeut de dithionite. La mesure de l'activité de
la SPL renseigne donc sur I'efficacité du transfgiitcorrespond au temps de mélange initial
des protéines SufA et SPL. Lors de cette expérjeihca tout de méme été veérifié que
holoSufA n’avait aucune capacité a transformerubstrat de la SPL, c’est-a-dire aucune
activitt. SPL propre. Les analyses (figure II-5byetént qu’aprés seulement 2 minutes
d’incubation, I'activité de la Spore Photoprodugbke est maximale et correspond a 80 % de
I'activité enzymatique enregistrée pour la SporetBroduct Lyase lorsque celle-ci est sous
forme holo, reconstituée chimiquement. L'ensembdeceés résultats montre donc que la
forme holoSufA obtenue aprées incubation avec duefedu soufre inorganiques pendant 5
minutes est capable de transférer efficacemerdapetiement ses centres [Fe-S] (mélange de
58 % de [4Fe-4S] et 4 % de [2Fe-S2]) a la Sporadpimoduct Lyase.
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Figure 1I-5 : (a) spectre UV-visible de la SPL (30 uM) apré&s minutes d’incubation avec holoSufA puis
séparation des protéines ; (b) graphe représelitanivité de la SPL (en pourcentage par rappola &PL
reconstituée prise comme référence) pour différéamngps d’incubation avec holoSufA. Les valeurs @
correspondent a une moyenne calculée a partir de siries d’expériences ; la marge d'erreur surdeas
séries est de 5 %. L'activité de la SPL mesurémespond a la quantité de produit (TpT) formé.

En conclusion, I'ensemble des résultats obtenustnaau’il est difficile d’établir de
maniere précise et définitive la nature des cerjifesS] assemblés dans SufA. En effet, on
observe généralement un mélange de centres de [Bf®2S] et [4Fe-4S] dont les
proportions relatives varient selon les conditiamgérimentales. Il faut noter que ces

proportions peuvent également varier légerementfoaction des préparations pour des
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conditions expérimentales identiques. Il semblecdqure SufA soit capable de coordiner des
centres [2Fe-2S] et [4Fe-4S], mais on ne peut twgjpas conclure s'il s'agit d’'une propriété
intrinseque de la protéine ou si cela est di auxditions expérimentaletn vitro ne
reproduisant pas les conditions physiologiques. td8fois, nos expériences ont permis
d’apporter une information nouvellen vitro, la formation du cluster dans SufA est rapide,
puisque aprés 5 minutes d’incubation de la protairex du fer et du soufre libres, on observe
environ 65 % de centres [Fe-S] dans SufA, ce guiespond a la quantité maximum de
clusters que l'on ait pu observer lors des diffeeenexpériences réalisées. De plus, on
remarque gqu’un temps de réaction court favorideriaation de centres de type [4Fe-4S] (je
rappelle qu'aprés 5 minutes de réaction, SufA emntb8 % de centres [4Fe-4S] et 4 % de
centres [2Fe-2S]). On peut alors se demander scdafres [2Fe-2S] ne seraient pas des
produits de dégradation des centres [4Fe-4S]. Qlben soit, la forme de SufA obtenue
aprés 5 minutes de réaction est active : elle @salde de transférer ses centres [Fe-S] a

différentes protéines cibles, et donc de matursmetéines de type [2Fe-2S] et [4Fe-4S].

lI- Obtention d’'une protéine SufA native métallée

Les expériences de reconstitution chimique nowsramtré que SufA contient apres
réaction 60 a 65 % de centres [Fe-S], corresporalantmélange de centres [2Fe-2S] et [4Fe-
4S], dont les proportions sont variables. Ainsieelne nous ont pas permis de conclure de
facon non ambigué sur la nature du centre [Fe-S¢mablé dans SufA. Comme mentionné
dans la Partie |, la caractérisation de la prot&néA, a forte concentration, obtenue aprés
purification en conditions aérobies, suggére fodetmue la protéine contient des traces de
centres [Fe-S] (entre 0,05 et 0,1 atome de fereesalifre par monomeére). C’est pourquoi,
nous avons cherché a obtenir la protéine SufA héétapres purification en anaérobiose, et
n'ayant subi aucun traitement chimique ultérieur,espérant ainsi augmenter la quantité de

fer et de soufre dans la protéine et détermineatare du centre [Fe-S].

[1-1- Purification de SufA en conditions anaérobies

La protéine SufA est obtenue trés majoritairemensgorme apo (de 0,05 a 0,1 atome

de fer et de soufre par monomére) aprés purificaga aérobiose. Comme cela a été
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mentionné dans la partie 1, il semble qu’elle pesde centre métallique lors des différentes
étapes chromatographiques, celui-ci étant certanerdégradé par I'oxygene, puisqu’en
effet, nous avons observé que I'exposition a lterla forme holo de SufA, reconstituée
chimiquement, conduit a la dégradation du cente3F Nous avons donc reproduit la
purification de SufA en conditions anaérobies,<® ppm, 18°C) espérant augmenter la
guantité de fer et de soufre dans la protéine. Barwas, la culture bactérienne est réalisée en
aérobiose ; I'extraction des protéines solublesiajne la purification se poursuivent en boite
a gants. La purification se déroule de manierelairaj en utilisant une colonne d’affinité
NINTA suivie d’'une colonne d’exclusion stérique 8ugex-75 (cf Partie 1) : on observe la
formation d’'un anneau rouge sur la partie supéeielur gel lors du chargement des extraits
sur la colonne Ni-NTA ; cependant, la solution pigtie récupérée apres la deuxieme étape
chromatographique est incolore a faible conceminatde I'ordre de 10 mg/mL). Le spectre
UV-visible correspondant ne contient pas de baraesdrption marquée entre 300 nm et 450
nm, pouvant indiquer la présence d’'un centre nmetedl dans la protéine. Les dosages
colorimétriques révelent que la protéine ne comtpas plus de 0,1 a 0,2 atome de fer et de
soufre par chaine polypeptidique.

Nous avons alors répété I'expérience, en modifiemtconditions expérimentales, en
ajoutant du fer, au moment de l'induction (citrdeefer 100 pM), dans les milieux de culture.
Tout d’abord, on n'observe pas de changement d&ewodes culots cellulaires récupérés
apres centrifugation des milieux de culture : ié&s sont que tres légerement rosés. D’autre
part, les rendements en fer et en soufre ne santnpaElleurs que lors de I'expérience

précédente.

Ainsi, la purification de SufA en anaérobiose nendigt pas a une augmentation
significative et satisfaisante de la quantité deetede soufre dans la protéine, permettant de

définir la nature du centre [Fe-S].

[I-2- Purification de SufA en présence de I'opéronsc

Disposant au laboratoire d’'un plasmide codant pemsemble de I'opéroisc d’'E.
coli, nous avons cherché a produire la protéine SufApeisence de la machinerie de
biosynthese ISC.

Nous avons transformé une soudhecoli BL21(DE3), contenant déja le plasmide

codant pour les protéines ISC et résistant a tadgtline, avec le plasmide pET-Suf®n
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\

résistant a I'ampicilline et codant pour la progisufA ne contenant pas détiquette
polyhistidine. Aprés sonication des cellules endittons anaérobies, les extraits protéiques
obtenus ne sont pas plus colorés que lors d'expEaseprécédentes, lorsque la culture était
réalisée en absence du systéme ISC, ce qui nersupgé d'ores et déja d’amélioration
significative du contenu en fer et soufre dans SWf purification est ensuite réalisée selon
le méme mode opératoire que celui décrit pour StfAseule. Dans ces conditions, la
protéine SufA pure, est quasiment sous forme af® {@r/monomere, soufre non détecté).

Ce protocole ne permet donc pas non plus I'oldardiune protéine SufA métallée.

lI-3- Obtention de la protéine SufA purifiée a partr d'un plasmide codant pour

I'ensemble de I'opéronsuf

Ce projet a été réalisé en collaboration avec lrktoire de Wayne Outten
(Department of Chemistry and Biochemistry, Univigrsif South Carolina, Columbia). Son
équipe de recherche a construit un plasmide, pGBIOSLfD_H128A, qui code pour les six

protéines de 'opérosufet ou une mutation dans le gésugD a été introduite.

[1-3-1- Transformation et surexpression

Le plasmide pGSO 164 SufD_H128A a servi a tramséorla souchd. coli Top10.
Une colonie isolée, parmi les transformants sé&aogés sur un milieu LB-agar contenant de
'ampicilline, a été utilisée pour inoculer 100 ndie milieu LB/ampicilline. La culture d’'un
volume final de 2 L a été effectuée comme décrinsdMatériels et Méthodes. La
surexpression des protéines est induite par I'agbatabinose 0,2 %. Aprées 3 heures
d’'induction, les culots bactériens ont été récupdrar centrifugation. Ils présentent une

coloration marron foncé.

[1-3-2- Purification de SufA

La lyse cellulaire, réalisée par des cycles degétation-décongélation des cellules,
ainsi que la purification de SufA, sont effectuéesconditions anaérobies. SufA est purifiée
en une seule étape chromatographique, sur unenmléchangeuse d’anions Q-sépharose.
Environ 10 mg de SufA (pureté : 90 %) sont obteaymartir de 2 L de culture. La solution

protéigue, a une concentration de 10 mg/mL, est/rosge.
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Figure 11-6 : gel de polyacrylamide 15 % en conditions dérmattes présentant I'état de pureté de la protéine
SufA apreés purification.

[1-3-3- Caractérisation biochimigue et spectrosgapi

Quantification du fer et du soufre

Le contenu en fer et en soufre dans la protéirid Shtenue apres purification a été
déterminé comme décrit dans Matériels et Métho8e$A contient 0,32 fer/monomeére et
0,34 soufre/monomeére. Le fait que le fer et le woufoient présents en quantités
stoechiométriques suggére fortement qu’ils sonerabges sous forme de cluster [Fe-S] au
sein de SufA.

Spectroscopie d’absorption UV-visible

Un spectre UV-visible de la préparation de SufAeté enregistré en anaérobiose
(figure 11-7). Il présente une bande de trangfercharge S:Fe(lll) située vers 420 nm ainsi
gu'une bande d’absorption vers 320 nm. Ces caialitigres sont compatibles avec la

présence d’'un centre [Fe-S], plutbt de type [2Fg-2%sein de la protéine.
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Figure 11-7 : spectre UV-visible de SufA (70 uM) obtenue agpesfication en anaérobiose a partir du plasmide
pGSO 164 SufD_H128A codant pour I'ensemble de Fopéuf enregistré dans une cuve de 1 cm de trajet
optique.
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[1-3-4- Spectroscopie Mdssbauer

Nos analyses suggeéerent que SufA contient un c¢Re€S]. Afin de déterminer la
nature de ce centre ([2Fe-2S] ou [4Fe-4S]), noemsentrepris une étude par spectroscopie
Mossabeur. Celle-ci a été réalisée par Vincent Hugibepartment of Physics — Emory
University - Atlanta). Pour ces analyses, la cetde bactéries a été effectuée en milieu
minimum, en présence dére, élément nécessaire pour la détection des sdifeeS] et des
espéeces contenant du fer en général, en spectiesdépsbauer. Le protocole de purification
reste le méme. La protéine SufA pure ainsi obtenée congelée en boite a gants et analysée
par spectroscopie Mossbauer. Le spectre Mdsshenregistré a 4,2 K, est présenté figure II-
8. Il contient un doublet tres largement majordaidont les parametres sont caractéristiques
d’un centre [2Fe-2S]. Il représente 90 % du fesené dans I'échantillon. Le reste du fer (10
%) correspond a du fer ferreux coordiné par desmesod’'azote et d’oxygene.

Ainsi, le spectre Mdssbauer obtenu indique sansiquité que le centre [Fe-S]
présent dans SufA aprés purification est de type{2S]. Nous n’observons pas, dans ces

conditions, de mélange de centres [Fe-S].
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Figure 1I-8 : spectre Mdssbhauer de la protéine SufA obtenoésgpurification en anaérobiose a partir
de tout I'opérorsuf, enregistré a 4,2 K et sous un champ magnétiqiéeiexr de 50 mT.
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[1-3-5- Spectroscopie Raman

Des analyses de spectroscopie Raman de résonah@&galement été entreprises.
Celles-ci ont été réalisees par Luc Bordes du kboe des Protéines Transductrices
d’Energie au CEA-Saclay. L'échantillon de SufA, ifiéren anaérobiose, a été concentré a 3
mM, afin d’avoir une concentration en fer de 960 ,uNEcessaire pour ce type de
spectroscopie. Une goutte de 20 pL a alors étéatéa@n boite a gants sur le support Raman
et analysée par spectroscopie Raman. Les résph@lisninaires obtenus pour la protéine
SufA apres purification sont présentés en figur8. ILe spectre de diffusion Raman de
résonance de SufA, excitée & 496 nm, a été emégistre 200 et 450 ¢mOnN remarque que
le spectre est mal défini ; les signaux ne sonttgasintenses. Malgré I'accumulation, nous
n'avons pas obtenu de meilleur signal ; ceci estedfre autres, a la fluorescence importante
de la protéine. On observe tout de méme une bandibrhtion bien marquée a 278 ¢rune
autre & 290 cfh ainsi qu’un massif autour de 350 ¢nOr, il est connu que les centres [2Fe-
2S] présentent une bande de vibration caractéristiituée entre 280 ¢het 290 crit. Les
autres types de centres ne présentent pas cetie danvibration. Les centres [2Fe-2S] sont
également, en général, caractérisés par des bdadgisration vers 330 cfh 350 cnt et 400
cm™. Pour référence, des spectres Raman de centre2fFet [4Fe-4S] sont représentés
figure 11-10. Dans notre cas, il est difficile dédtifier précisément ces bandes de vibration,
mais on peut en deviner, situées dans le massé 880 et 390 cth Ainsi, le spectre Raman
tend plutdét a confirmer les résultats obtenus peacoscopie Mdssbauer : SufA semble

contenir un centre de type [2Fe-2S].
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Figure 11-9 : Spectre Raman de résonance de SufA (3 mM).rbpdeature d’enregistrement est de 77 K, la
longueur d’'onde d’excitation de 496 nm et la puisgade 10 mW.

2986

centre
[2Fe-2S]

centre
[4Fe-4S]

240 280 320 360 400 440
Fréquence (cn)

Figure 1I-10 : spectres Raman de résonance de IscU contenaehtre {2Fe-2S] (spectre A) et un centre [4Fe-
4S] (spectre B) (Chandramouii al, 2007)
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[1-3-6- Etude de la maturation de la Fdx a pairSufA

L’ensemble des expériences réalisées suggeremfenteque SufA contient un centre
[Fe-S]. Afin de valider cette hypothese, ainsi ge#le selon laquelle SufA est une protéine
scaffold, nous avons étudié la réaction de trahsfar centre [Fe-S] de SufA isolée en
anaérobiose, a la ferrédoxine (Fdx). Ainsi, laddaxine sous forme apo, prétraitée au DTT, a
été incubée avec SufA purifiée, en conditions astaés, les quantités de SufA introduites
permettant d’apporter un exces de fer et de salidmviron 1,5 par rapport a la ferrédoxine.
Ceci correspond donc a un léger défaut de fer sbd&e par rapport au contenu optimal de
fer et de soufre pour la ferrédoxine puisque cell@ecepte un centre [2Fe-2S] par monomere.
La réaction est suivie en fonction du temps pactspscopie UV-visible. On observe que le
spectre UV-visible du mélange apoFdx/SufA évolue cnwrs du temps: des bandes
d’absorption & 415 nm et 460 nm, caractéristiquesehtre [2Fe-2$] de la ferrédoxine
apparaissent des 15 minutes. Apres 2h30 d’inculatio obtient le spectre présenté figure II-
10 (trace continue). L’échantillon est ensuite davec un excés de dithionite. En
spectroscopie UV-visible, on observe une forte dirtion des bandes a 415 nm et 460 nm,
ainsi que l'apparition d’'une bande a 550 nm (figlikg0, trace en pointill€), caractéristique
de la présence du centre & I'état réduit [2Fé283 la ferrédoxine. L'échantillon est alors
congelé, puis analysé par spectroscopie RPE. UnalsRPE, de spin S = 1/2 et centré autour
de g = 2 est observé. Les valeurs de g sont idegiq celles obtenues figure II-4 b. Tout ceci
est caractéristique du centre [2Fe*2%le la ferrédoxine et nous confirme d'ores et digja
le transfert du centre [Fe-S] de SufA a bien eu éeque le centre [2Fe-2S] est bien agencé
au sein de la ferrédoxine. La quantification dunalqRPE, dans des conditions non saturantes,
par comparaison avec une solution standard de CAERTMM) révele que la ferrédoxine
contient, dans ce cas, une quantité de centresd3Ee similaire & celle obtenue lorsque la
réaction de transfert est effectuée a partir deASatonstituée chimiquement (c’est-a-dire
environ 60 % du fer total).
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Figure 1I-10 : (a) spectre UV-visible du mélange SufA/Fdx a2B80 de réaction (ligne continue), puis aprés
2h30 de réaction et réduction au dithionite (ligmepointillé), (b) spectre RPE correspondant, esditions
d’enregistrement étant : température 10 K, puiss@nt mW, gain 2.¥0modulation d’amplitude 10 G

En conclusion, I'ensemble des résultats obtenustmmoque SufA, obtenue aprés
purification en anaérobiose, contient un centre3Fet que celui-ci est transférable a la
ferrédoxine, sans ajout d’'un quelconque élémens damilieu réactionnel. Ce résultat est
d'une grande importance puisqu’il valide notre hyygse selon laquelle SufA est une
protéine [Fe-S] scaffold.

Discussion

Comme déja mentionné, les protéines de type A diyple U ont été définies, par
plusieurs équipes, comme des protéines scaffdlds possedent toutes trois résidus cystéines
largement conservés organisés selon un motif censecaractéristiqgue (GYXCGC pour les
type A et CXCX,C pour les types U) et proposés comme étant lesdig d’'un centre [Fe-

S] ; de plus , il a été montnd, vitro, que toutes ces protéines étaient capables d’aésedes
centres [Fe-S] et de les transférer a des protéibéss, de type [2Fe-2S] ou [4Fe-4S] (Nishio
and Nakai, 2000; Ollagnier-de-Choudegtsal, 2004; Ollagnier-de Chouderet al, 2003;
Unciuleacet al, 2007; Wuet al, 2002b).
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Dans le cas de SufA E: coli, il a préecédemment été décrit que la protéineieont
apres reconstitution chimique, réalisée sur 3 teanec 4 exces de fer et de soufre, un
mélange de centres [2Fe-2S] et [4Fe-4S], et que pe€paration peut transférer ses centres
[Fe-S] a une protéine cible (Ollagnier-de-Choudetnal, 2004).

Nous avons fait varier les conditions de reconstifi) et avons observé, a l'aide de
techniqgues spectroscopiques (UV-visible et Mosshauet biochimiques (dosages
colorimétriques) que :

(1) la protéine contient toujours vitro, un mélange de centres [2Fe-2S] et [4Fe-4S]
dont la quantité correspond au maximum a 67 % duofal. Les proportions de ces deux
types de centres varient suivant les conditionséexpentales et les préparations. Nous
n'avons pas pu déterminer si cela correspondaiteapuopriété intrinséque de la protéine qui
serait donc capable d'assembler a la fois des eerFe-2S] et [4Fe-4S] ou si cela
correspondait a un artefact di aux conditions exystales de reconstitution ne reproduisant
pas les conditions physiologiques.

(2) aprés 5 minutes seulement d’incubation avexc@s de fer et de soufre, SufA
contient déja le maximum de centres [Fe-S] (62 @gs centres sont transférables a des
protéines cibles de natures différentes (protéidEs-2S] comme la ferrédoxine ou protéines
[4Fe-4S] comme la Spore Photoproduct Lyase). Aihegssemblage du centre [Fe-S] par
reconstitution chimique est un processus rapidep&eces études, nous avons montré qu'il
n’est pas nécessaire d’attendre plusieurs heurasf@aner un centre [Fe-S] au sein de SufA.

En conclusion, nos expériences réalis@esvitro montrent que SufA assemble
rapidement un mélange de centres [Fe-S], ceuxaait étansférables. Afin de déterminer si
les conditions de reconstitution chimique reflétimist conditions physiologiques, nous avons
purifié la protéine SufA en anaérobiose, I'objeétiiint d’obtenir la protéine native métallée
n'ayant subi aucun traitement chimique. Ceci couaii un enjeu de taille compte tenu de la

grande instabilité du cluster dans SufA lors deusfication (voir partie I, chapitre I).

Nous avons testé différents protocoles de puribcat.a reproduction du protocole de
purification de SufA seule en anaérobiose ne pepratiqguement aucune améelioration par
rapport aux résultats obtenus en conditions aésolde plus, lorsque SufA est purifiée en
présence de tout I'opérasc, elle est obtenue sous forme apo. Toutefois, darsas, il faut
noter que le régulateur IscA est présent et peutdr 'assemblage des centres [Fe-S] au sein
des protéines scaffold et notamment SufA. Les me#l résultats ont été alors obtenus en

purifiant SufA a partir de tout I'opérosuf. Dans ces conditions, elle contient, apres
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purification, des quantités stoechiométriques deetede soufre (0,4 atome de fer et de
soufre). Cette valeur est, il est vrai, assez éadtl on peut s’interroger sur sa signification
physiologique. Selon notre hypothese, cela indigue I'’échantillon analysé est constitué de
protéines apo et de protéines ayant un centre [FB*&utre part, le spectre UV-visible de la
protéine purifiée comporte des bandes d’absor@i820 nm et 420 nm, indiquant la présence
d'un centre [Fe-S] dans la protéine, plutdt de typee-2S]. Ceci a été confirmé par les
analyses de spectroscopie Mdssbhauer qui indiquen®q % du fer présent dans I'échantillon
est présent sous forme de centre [2Fe-2S]. Cedtatssis’accordent avec les résultats
préliminaires obtenus par spectroscopie Raman stmaéice. En effet, le spectre Raman de
SufA apres purification, bien qu'assez mal défauntient une bande de résonance intense a
280 cm' et 290 crit, caractéristique de centres [2Fe-2S]. Les celjdfés-4S] ne possédent
pas cette bande. Ainsi, I'observation d’'une stoauidtrie entre le fer et le soufre, ainsi que
les informations fournies par les spectres UV-Wsiet Mossabuer suggerent fortement que
SufA contient un centre [Fe-S], de type [2Fe-2SEapurification. De toute évidence, nous
disposons, avec SufA, d’'une protéine de type A kupentaire isolée a I'état natif avec un

centre [Fe-S].

En effet, a ce jour trois protéines de type A oatépre isoléesin vivo, sous forme
métallée. En 2002, Morimoto et coll. ont montré daeA de SynechocystjsSLR 1565,
coordine un centre [2Fe-2S], dont le spectre U\biasest représenté ci-dessous (Morimoto

et al, 2002).
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Figure 1I-11 : spectres UV-visible des deux protéines Simechocystihomologues a IscA, obtenus aprés
purification (Morimotoet al, 2002)
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Plus récemment, en 2006, Nakai et coll. ont mommé résolvant la structure
cristallographique de la protéine native IscATeelongatusque cette protéine contient un
centre [2Fe-2S] par dimére, celui-ci étant coordohe facon inattendue, par trois cystéines

d’'un monomere et une cystéine de I'autre monomda#i(noto et al, 2006).
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Figure 1I-12 : (a) spectre UV-visible (trace violette) de lafgine native IscA dd. elongatus (b)
structure cristallographique de IscA Bieelongatusliant deux centres [2Fe-2S] par tétramére (Motoe al,
2006)
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Enfin, Qiu et coll. ont réussi a isoler, aprésifization, la protéine ISCA deA.
ferrooxidansmétallée. Elle contient un centre [4Fe-4S] stabdeactérisé par le spectre UV-
visible ci-dessous (Zengf al, 2007).
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Figure 11-13 : spectre UV-visible de IscA 4. ferrooxidansapres purification (Zengt al, 2007)
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Ainsi, plusieurs protéines de type A ont pu és@ées coordinant un centre [Fe-S] a
I'état natif. On peut noter, aprés comparaison eterésultats, que la nature du centre [Fe-S]
semble étre propre a une protéine donnée puisqtanes ont été obtenues avec des centres
[2Fe-2S] (cas de IscA dE. elongatusde IscA deSynechocystist SufA dE. coli?) et une
autre avec un centre de type [4Fe-4S] (cas de dgd® ferrooxidang Quoiqu’il en soit, tous
ces exemples tendent a montrer que les protéinggpde) sont des protéines [Fe-S]. Dans ce
contexte, il est a noter qu’aucune protéine de fypea été isolée apres purification qu'avec
du fer et dépourvue de soufre. Ceci remet en questiréle des protéines de type A comme
donneur de fem vivo. Ainsi, les résultats obtenus par Ding et colansl des conditions
vitro, montrant que IscA intervient comme donneur del&ers la biosynthese des centres [Fe-
S], semblent peu probables.

Enfin, comme nous I'avons déja souligné, la praédufA isoléen vivo possede un
centre [Fe-S]. Ce centre, méme obtenu en propaidibie (0,4 atomes de fer et de soufre par
monomere) est transférable a la ferrédoxine, andoom rendement, identique a celui obtenu
a partir d’'une protéine reconstituée chimiquemkerinsemble de ces données nous permet de
conclure quant a la fonction de la protéine SufB.aoli: SufA est une protéine scaffold.

Nous n’avons pas testé le transfert du centre |[FdeSSufA a une protéine de type
[4Fe-4S] comme la Spore Photoproduct Lyase par pbeer®n peut penser que ce transfert
est possible, apres recombinaison de deux cergtFesdS] pour former un centre [4Fe-4S],
comme cela a été montré dans le cas de IscU potratsfert du cluster a I'aconitase
(Unciuleacet al., 2007). Cette étape nécessite, il est vrai, un gpélectrons, ce qui peut
étre réalisé par la ferrédoxine dans le cas de (&bttiuleacet al., 2007). D’autre part, il
aurait été intéressant d’étudier la cinétique dadfert pour mettre en évidence d’éventelles
différences entre le transfert a une protéine de {gFe-2S] et [4Fe-4S].

On peut également s’interroger sur la maturatios pl®téines de type [3Fe-4S] de
maniéere générale. Aucune protéine scaffold n'asétée avec un centre [3Fe-4S], que ce soit
apres purification, ou aprés reconstitution chimigtlles doivent pourtant étre capables de
maturer des protéines cibles de type [3Fe-4S]. Rarsas, le réarrangement du cluster (pour
obtenir un cluster [3Fe-4S]) se fait-il au seinl@@rotéine scaffold ou bien lors du transfert a
la protéine cible ? Nous ne disposons a I'heuneedlet d’aucun élément pour répondre a cette
guestion qui a été trés peu abordée dans la tiftéra
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Il a été observé quén vivo, I'inactivation des protéines de type A n’avaitegpeu
d’effet sur la biosynthése des centres [Fe-S]:uauphénotype marqué, indiquant par
exemple une diminution de l'activité des enzymes-§f, n'a été mis en évidence. On peut
donc se poser la question de la nécessité de og&nas en tant que protéine scaffold, si ce
n’est celle de servir d’'usine d’assemblage de esrfffe-S] secondaire, le réle premier étant
réservé a la protéine IscU. En fait, plusieurs @gpées tendent a montrer que les protéines

de type A interviennent en tant que protéine stdffiais dans des conditions spécifiqgues

En effet, il a été montré que IscA joue un réledpréinant en présence de forts taux
d’oxygéne chezA. vinelandii: I'inactivation deiscA empéche la croissance des cellules
lorsque celles-ci sont soumises a des taux éle\sgygene (40 %). Dean et coll. ont alors
proposé que IscA pourrait intervenir spécifiquemeems la maturation des protéines [Fe-S]
en présence de quantités élevées d’oxygene oulaaggaration de centres [Fe-S] ayant subi
un dommage oxydatif (Johnsenal, 2006).

D’autre part, SufA aurait un role clé dans la v@nde d’éléments pathogénes tels que
E. chrysanthem{Nachinet al, 2003). De fait, I'infection d’'une cellule héterpan élément
pathogene provoque des conditions de stress (Gaeméer et stress oxydant) que subissent
les éléments pathogénes, qui doivent donc utilieersysteme SUF (et donc SufA)
spécialement adapté a ces conditions.

Enfin, le géneerpA (Essential Respiratory Protein), codant pour urteegprotéine de
type A, est un géne essentieEdcoli pour la respiration aérobie et anaérobie. En ,edffes
études récentes realisées par le laboratoire BarfFas, auquel notre laboratoire a été associé
pour les études biochimiques et spectroscopiqueismmntré que la protéine ErpA était
essentielle pour la croissance des celluldgs. doli en présence d’oxygene ou d’autres
accepteurs d’électrons. Des études plus pousséesanmiré que la protéine ErpA était

impliquée dans la voie de biosynthése des isopiésdloiseawt al. sous presse).

226



Partie Il : Etude de la nature du centre métallicqgens SufA

Stress oxydant, carence en
fer (virulence) chez
E. chrysanthemi

Protéines
de type A

IScA

Essgn'uelle gour Ial I Respiration (oxygene,
it fmart..)

N chez E. coli
d’'oxygéne (40 %) chez A.
vinelandii

Figure 11-14 : schéma résumant les conditions spécifiques l@agsielles les protéines de type A interviennent.
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Introduction

Ayant démontré que la protéine SufA est une pmetd&caffold capable d’assembler
transitoirement des centres [Fe-S] (voir chapitéc@dent), nous avons cherché a déterminer
précisément la nature des ligands de ces clustemqme mentionné en introduction, les
protéines de type A possedent trois résidus cyestélargement conserves (EEGC) et
proposés comme étant les ligands des centres [fer&lhset al, 2001; Wollenberget al,
2003). Cependant, les résultats obtenus jusqu’'septéar différentes équipes sont parfois
contradictoires et ne permettent pas de concl@eiggrment quant au réle exact des cystéines
dans la coordination du cluster.

Nous avons cherché a identifier les cystéines sages a la coordination du cluster
dans SufA dE. coli, dans des conditions vitro. Pour cela, nous avons caractérisé
biochimiquement et spectroscopiquement les troitants simples CysSer de SufA .
coli aprés reconstitution chimique et étudié leur capactransférer des centres [Fe-S] a une
protéine cible. D’autre part, des études prélimagmpar RMN ont été réalisées au laboratoire
sur la forme holo de SufA (obtenue apres recongtituchimique) et sont présentées

brievement & la fin de ce chapitre.

|- Purification des protéines mutées

La purification des protéines mutantes a été teedans la Partie |, page 84. Je
rappelle que les trois protéines Suffs SufAciiss et SufAciiss possédent une étiquette
polyhistidine en C-terminal et sont purifiées ais@tmsur colonne d’affinité NiINTA suivie
d’'une colonne Superdex-75. Chacune des protéinaxbtsnue pure (pureté > 95 %) avec un
bon rendement (environ 7 mg pour 1 L de culture).

Des dosages révelent que ces protéines sont @stesous forme apo : seules des
traces de fer et de soufre sont détectées (moin8,@e atome de fer et de soufre par

monomere).
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lI- Reconstitution chimique de chaque simple mutanCys—Ser

Les protéines Sufésos SufAci14s SufAciigsont été reconstituées chimiquement, avec
4 excés molaires de fer et de soufre pendant 3Bgoomme cela a été décrit dans la Partie |l
pour la protéine sauvage. A l'issue de cette reitation, on remarque que chaque simple
mutant fixe des quantités de fer comparables asdlbsées dans le cas de la protéine sauvage
(valeurs comprises entre 1,4 et 2,5 fer/monoméYeus avons également fait varier les
conditions expérimentales lors de la reconstitutbimique. On remarque alors que le fait
d’'incuber les protéines mutées dans un mélangeecant des quantités plus ou moins
importantes de fer et de soufre inorganiques (des2xces molaires par rapport a SufA), ou
de prolonger ou diminuer le temps d’incubation fdainutes a 4 heures), n’influe pas sur la
guantité de fer et de soufre incorporée dans oa®ipes. Ce premier résultat est décevant
dans la mesure ou I'on ne peut faire aucune coiociugiant a I'importance des trois résidus
cystéines de SufA dans la coordination des ceffies].

lI-1- Caractérisation par spectroscopie UV-visible

Des spectres UV-visible des protéines S468 SufAciiss SufAciies ont été
enregistrés en anaérobiose entre 250 nm et 80@igume(11l-1). Dans chaque cas, on observe
une bande de transfert de chargeF(lll) située vers 420 nm ainsi qu'un épaulemesrsv
320 nm. Ces caractéristiques sont compatibles lavp@sence d’un centre [Fe-S] au sein de
la protéine. Toutefois, on peut remarquer que sgr dpectres UV-visible des protéines
SufAci14s et plus particulierement Suffes les bandes d’absorption sont un peu moins
marquées que dans le cas de la protéine sauvagdaitzron peut remarquer que le
comportement du mutant SuffAssest assez étrange : la protéine contient la mématige
de fer et de soufre que la protéine sauvage, neagpéctre UV-visible est différent ; les
bandes d’absorption a 320 nm et 420 nm sont mas #efinies, comme si la protéine
contenait peu de centres [Fe-S]. Peut-étre cortmtplus de fer non spécifique que les
autres protéines ? Enfin, il faut noter qu’un lIé§paulement vers 600 nm est souvent présent
sur les spectres de chaque simple mutant, pounditjLier la présence de centres [Fe-S] non

spécifiques ou polysulfures non spécifiques (letall, 2004).
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Figure IlI-1 : spectres UV-visible des protéines Sedgs (110 uM), SufAi14s(120 uM) et Sufi1es(17 UM)
obtenues aprés reconstitution chimique puis degsaleonditions utilisées ici : 4 exceés molairesfeleet de
soufre inorganiques, temps d’incubation 3 heures)spectre obtenu pour la protéine SufA sauvag8 (IIi)
dans les mémes conditions est représenté pour caispa.

lI-2- Spectroscopie Mdssbauer

Le spectre UV-visible n'étant pas suffisant poonadure quant a la présence d'un
centre [Fe-S] spécifique dans les protéines, leggpres Sufsos et SufAci14sreconstituées
chimiquement ont été analysées par spectroscopsgsidadier afin de déterminer la nature du
fer fixé dans I'échantillon et de quantifier ledfélientes espéces présentes. L'expérience n'a

pas été réalisée avce la protéine Sufés
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Les protéines Suféos et SufAci14s Ont été reconstituées avec 2 exces molaires de

>Fe* et de §, pendant 5 minutes & 18°C, comme cela a été ééalisc |a protéine sauvage

et décrit dans le chapitre précédent. Les speditéssbauer, enregistrés a 105 K, sont
présentés en figure IllI-2. Ces spectres sont coabpes entre eux. lIs sont composés de
guatre doublets. Les doublets | et Il correspondedt Fe(ll) coordiné par des atomes d’azote
ou d’'oxygene. Le doublet Il indigque la présencend petite quantité de Fe(ll) coordiné par
des atomes de soufre. Enfin, le doublet IV corredpd des centres de type [4Fe?dSjont

les proportions varient suivant les échantillonabl@gaux I111-1 et IlI-2); toutefois ces

proportions restent du méme ordre de grandeur elilesmbservées dans le cas de la protéine

sauvage (autour de 40 %). On n'observe pas deesef@Fe-2S] dans ces échantillons.

h--.‘..

SUfA .o - — |l

vitesse (mm/s)

Figure IlI-2 : spectres Mdssbauer, enregistrés a 105 K, dadipes Sufises (1,1 mM, 1,9 fer/monomére) et
SufAci14s (870 UM, 2,2 fer/monomeére) reconstituées chimiqemmavec 2 excés déFe* et §, pendant 5
minutes puis dessalage.
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Doublet Attribution 6 (mm/s) | AEq (mm/s) | Aire (%)

I Fe" - octaédriqud 1,17 3,18 23
Ligands N/O

1l Fe" - octaédriqud 1,19 2,37 31
Ligands N/O

i Fe™ - tétraédrique 0,73 3,26 13

Ligands S
\Y [4Fe-4ST* 0,53 0,81 36

Tableau IlI-1 : Paramétres MOssbauer des doublets constituapelere correspondant a la protéine Sedé

Doublet Attribution 6 (mm/s) | AEq (mm/s) | Aire (%)

| Fe& - octaédriqud 1,17 3,24 14
Ligands N/O

Il Fe - octaédrique 1,14 2,52 39
Ligands N/O

Il Fe™ - tétraédriqué 0,85 3,56 7

Ligands S
IV [4Fe-4ST* 0,58 1,13 41

Tableau IlI-2 : Parametres Mossbauer des doublets constituanétéregorrespondant a la protéine Syiffs

En conclusion, dans des conditions de reconstituitfomique, chaque mutant simple
est capable d’assembler des centres [Fe-S]. Newsms pas réussi vitro, a discriminer les

différentes cystéines comme ligands du centre [FaaSs SufA.

[lIl- Etude du transfert du centre [Fe-S] des mutans a différentes

apoprotéines cibles

[11-1- A la ferrédoxine

Nous avons ensuite étudié la capacité de chaces@mbtéines Sufdos SufAciias
SufAci16s @ transférer leur centre [Fe-S] assemblé apresnséitution chimique a la
ferrédoxine de I'opérorsc, une protéine [2Fe-2S]. Les expériences ont éliesées en boite a
gants, selon le protocole décrit par Ollagnier-t@w@iens et coll. (Ollagnier-de-Choudezts
al., 2001). La ferrédoxine sous forme apo a été ineubéec la protéine holoSufA, mutée
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pour 'une de ses cystéines conservees, obtenas ggonstitution chimique avec 2 exces de
F&* et § pendant 10 minutes. La quantité introduite a éléutée afin d’avoir 3 excés
molaires de fer et de soufre par rapport a la dexine, sachant que la ferrédoxine est une
protéine [2Fe-2S] contenant donc 2 fer/monomereur Rmntrole, une expérience a éte
réalisée le méme jour avec la protéine SufA sauvAgees un temps de réaction variable
(incubation 30 minutes ou 1 heure), I'échantillost e2duit avec un excés de dithionite,
congelé et analysé par spectroscopie RPE. Danaslal’an transfert, on doit observer un
centre [2Fe-2S3] au sein de la ferrédoxine. Ce centre est caraétgrr un signal de spin
S=1/2, centré a g=2, comme figure 1l-4b. De plas;gppelle que le centre [Fe-S] dans SufA
est instable a la réduction et n’est donc pas feigh RPE.

Pour toutes les protéines mutantes, on observeigmal scaractéristique du centre
[2Fe-2S] réduit de la ferrédoxine, indiquant queréasfert a bien eu lieu. Il faut noter que,
dans chaque cas, on remarque peu d’évolution duwa@mps de réaction étudié (30 minutes
ou 1 heure). Apres intégration des signaux RPEgs di#s conditions non saturantes, |l
apparait que la quantité de centre [Fe-S] détedédes la ferrédoxine est la méme apres
réaction de transfert depuis chaque simple mutgstGer. Cette expérience ne met donc en
evidence aucune différence entre les trois mutafdaealyse quantitative révele tout de méme
que la ferrédoxine contient moins de centres [Fei8dpres un transfert depuis la protéine
SufA sauvage : on a pu estimer que la quantitéedee [Fe-S] dans la ferrédoxine était trois
fois moins importante dans le cas des protéinesumes (environ 20 % du fer total) que dans
le cas de la protéine SufA sauvage (60 % du fex)toNous avons vérifie que lorsque la
ferrédoxine est incubée avec du fer et du soufmedi pendant 1 heure, aucun signal n’est
détecté aprés analyse RPE. Ceci démontre que t#8irs mutantes, bien que moins
efficaces que la protéine sauvage, peuvent trarsféurs centres [Fe-S] a la ferrédoxine,
conduisant a une maturation de cette derniere beauglus rapidement qu’a partir de fer et
soufre inorganigues. En revanche, aucune différente les trois mutants n’a pu étre mise

en évidence pour le transfert du cluster a la flerxéne.
[1I-2- A la Spore Photoproduct Lyase

Nous avons ensuite étudié la capacité des protéingantes de SufA a transférer leurs
centres [Fe-S] a une autre protéine cible, la Sptratoproduct Lyase (SPL), une protéine
[4Fe-4S]. La SPL, sous forme apo, a été incubée hgSufA, mutée soit au niveau de la

cystéine Cys50, soit au niveau de la Cys114, eimlet apres reconstitution chimique avec 2
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excés de P& et § pendant 10 minutes, et dont la quantité introdaitété calculée afin

d’avoir 5 excés molaires de fer et soufre par rappda SPL. Aprés un temps de réaction
variable (5 minutes ou 30 minutes), I'activité ematique de la SPL (témoin du transfert du
centre [Fe-S], comme cela a été expliqué dansrieedd a été mesurée et comparée a celle
enregistrée dans le cas ou le transfert est efiedapuis holoSufA sauvage. Le graphe

présenté en figure 111-3 regroupe les résultatsmins.

120

100 -

60 | -

Activité %

40 -

20 +— =

0 T T T T T

holoSPL SufA SufAC50S SufAC50S SufAC114S SufACl114S
sauvage 30' 5' 30 5' 30

Figure 111-3 : histogramme présentant I'activité de la SPL apéaction de transfert depuis SHfASUfAcsos
SufAcii14s

On remarque que, dans tous les cas, la SPL pegfdraner son substrat, mais avec
une efficacité différente : I'activité de la SPL esins importante aprés un transfert depuis la
protéine holoSufAsps (2 fois moins importante) mais est tout aussief@apres un transfert
depuis la protéine holoSu§Ay4s par comparaison avec la protéine sauvage.

Ces résultats confirment que tous les mutants capeibles de transférer des centres
[Fe-S], ici a la SPL, mais avec une efficacité ndoendans le cas de la protéine St Ce

dernier point reste a confirmer puisque cette egpée n’a été realisée qu’'une seule fois.

I\V- Apports des études RMN

Des études par RMN de la protéine SufA ont étésgss au laboratoire par Nicolas
Duraffourg en collaboration avec le LaboratoireRIMN des protéines a I'IBS (Institut de
Biologie Structurale). En particulier, des étudag $a protéine sauvage reconstituée
chimiquement ont été effectuées, I'objectif étamt miettre en évidence l'impact de la
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présence du cluster sur les régions de la prot@ngnant les cystéines conservées (Cys50,
Cys114 et Cysll6). Les résultats obtenus sont @sumnevement dans ce paragraphe.
L’ensemble des travaux réalisés sont détaillés tatisese de Nicolas Duraffourg intitulée :
« Détermination de la structure par RMN d’'une prigémpliquée dans la biosynthése de
centres [Fe-S] : SufA ».

Pour ces études, il est nécessaire de préparetctiestillons marqués avec HiN.
Pour cela, la culture de SufA est réalisée en mifi@nimum M9, dans lequel I'azote est
apporté par du chlorure d’'ammonium mardeNH,Cl. La purification est ensuite effectuée
selon le méme protocole que pour la protéine nomquége (voir partie Matériels et
méthodes).

Des spectres 2BH->N HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlatiom) &té
enregistrés pour la protéine SufA contenant unreelite-S] assemblé apres reconstitution
chimique (effectuée avec 4 excés dé're S pendant 3 heures en conditions anaérobies).
La premiére étape a consisté a attribuer les residula chaine polypeptidique : tous les
résidus ont été attribués (Duraffourj al, 2004). On étudie alors les modifications
structurales de la protéine, en analysant les déplants chimiques des résidus attribués de
SufA. En effet, le centre [Fe-S] au sein de SufApesamagnétique. Les résidus affectés par
ce paramagnétisme sont caractérisés par des dégatse chimiques modifiés et/ou un
élargissement spectral.

Le spectre obtenu est présenté en figure lll-doetparé a celui correspondant a la
protéine SufA apo. On remarque que l'intégrité al@rotéine SufA est conserveée lorsqu’elle
contient un centre [Fe-S]. En effet, la variatiom déplacement chimique est faible pour
'ensemble des résidus, indiquant que le replienggotial de la protéine n’est pas modifié.
Toutefois, on peut remarquer que l'intensité dunaigle certains résidus a fortement diminué
(spectre llI-5). 1l s’agit des résidus entourantyatéine Cys50 et ceux entourant les cystéines
C-terminales, comme cela est représenté figuré. Illes pics de ces résidus sont trop larges
ou completement déplacés, hors de la gamme decaépdent chimique, pour pouvoir étre
observés. L’intensité résiduelle que I'on observerpces résidus sur le spectre de la forme

holo est certainement due a la présence de praéiseforme apo.
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Figure IlI-4 : comparaison des spectres HSQC des protéines &hdAet holo, enregistrés a 600 MHz, a 25°C.
Le rectangle en pointillé correspond a la régiontenant les taches de résonance des cystéinesmseln
zoom de cette région est représenté dans la fagpivante (I11-5). SufA apparait ici comme un moneenéar les
taches de résonance des deux sous-unités du dsor@reuperposables.

SufA apo ht SufA holo &
- 119.0 L 119.0
NT112 - 120.0 120.0
C114 ]
/& - 121.0 - 121.0
122.0 122.0

Figure IlI-5 : comparaison des spectres HSQC des protéines Safatamwlo, enregistrés a 600 MHz, a 25°C.
Seule la partie du spectre contenant les tachessdeance des cystéines conservées est représentée.

MDMHSGTFENP ODFAWQGLTL TPAAAIHIRE LVAKQPGMVG
VRLGVKQTGC AGFGYVLDSV SEPDKDDLLF EHDGAKLFVP
LQAMPFIDGT EVDFVREGLN QIFKFHNPKA [QNECGCGESF G\

Figure IlI-6 : séquence en acides aminés de la protéine Sidé.zhnes touchées par le paramagnétisme du
cluster sont indiquées par des rectangles bleus.

239



Partie 11l : Etude de la nature des ligands du gerfFe-S] dans SufA

En conclusion, la région des trois cystéines efgctife par le paramagnétisme du
cluster. Toutefois, si on peut conclure que ledéges conservées sont proches du centre
[Fe-S], on ne peut pas affirmer avec nos résulpu&lles sont (toutes ?) liées au fer de

maniére covalente.

Discussion

La protéine SufA . coli possede, comme toutes les protéines de type &, tro
résidus cystéines conservés, organisés selon ¢ caoactéristique C¥CGC, et proposés
comme étant les ligands du centre [Fe-S]. Nous saatrerché a étudier I'importance de
chaque cystéine dans la coordination du clusteusNavons montré que les trois mutants
simples Cys»>Ser de SufA . coli sont capables d’assembler des centres [Fe-S] aprés
reconstitution chimique, dans des proportions coaigas a la protéine sauvage. Chaque
mutant peut également transférer ses centres [Beed®ks protéines cibles de type [2Fe-2S]
comme la ferrédoxine ou de type [4Fe-4S] commeplar& Photoproduct Lyase. Cependant,
I'efficacité de transfert est en général plus faiplie dans le cas de la protéine sauvage. Ainsi,
nos expériences ne permettent pas de conclure guantature exacte des ligands du cluster
dans SufA. On ne peut discriminer un résidu cystéiar rapport a un autre. Nos résultats
montrent quejn vitro, SufA est capable de coordiner un centre [Fe-Shenén absence
d’'une des cystéines ligands. Compte tenu de ldisati@n des résidus Cys50 et Cys114, il est
possible que la géométrie du centre [4Fe-4S] retoaschimiqguement au sein des protéines
SufAcsos et SufAciias soit différente dans les deux cas: ce point @oiuétre étudié en
spectroscopie Raman. Finalement, dans nos corsliti@xpérience, nous avons observé que
SufA est capable de lier un centre [Fe-S] aveceseeiht deux cystéines. Il est alors possible :
(1) que le cluster [Fe-S] soit situé a l'interfatedeux monomeres, coordiné par deux résidus
cystéines de chaque monomere; (2) que dautreégusege la chaine polypeptidique
interviennent pour stabiliser le centre [Fe-S] mntvétre situé au niveau d’un monomere de
SufA. Dans ce contexte, on peut noter qu’il exgéms la littérature d’autres exemples de
centres [Fe-S] reconstitués chimiquement au seiprol€ines mutées au niveau de l'une des
cystéines ligands. Les mutants simples-Gpda de la petite sous-unit@ Ribonucléotide

Réductase de classe Il en sont des exemplesspiis toujours capables de coordiner un
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centre [4Fe-4S] (Tamardt al, 2000). De méme des mutants simples ou doubles>Ggs de

la protéine ErpA sont également capables d’assendbke centres [Fe-S] aprés reconstitution
chimique (résultats non publiés). Dans ce cas,eilreste qu’'un seul résidu par chaine
polypeptidique ! Toutefois, il faut noter que dases cas, les mutants ne possedent aucune
activitéin vivo (Loiseauet al.,2007). Ceci peut indiquer que le centre [Fe-S¢iadse au sein
des mutants n’est pas correctement assemblé eemeeppas alors de rendre la protéine
fonctionnelle, ou bien que les résultats obteimusitro ne reproduisent pas les conditions
physiologiques. On peut envisager qu’apres redotistn chimique, il est possible de former
et stabiliser un centre [Fe-S] au sein de ErpA« éorcant » les conditions, ce centre n'ayant
aucune pertinence physiologique.

Une guestion similaire peut se poser dans le cda ptéine SufA. En effet, on peut
noter que nous n'avons pas observe, au sein desmae mutantes, la formation de centre de
type [2Fe-2S], dont les proportions étaient égaldgnies faibles (< 2 %) dans le cas de la
protéine sauvage dans les mémes conditions. Aade,sbn peut remarquer que ces résultats
s’opposent a ceux obtenus avec la protéine Sufikenpbur laquelle seule des centres de type
[2Fe-2S] ont été observés. On peut donc s’interrsge les mécanismes de formation des
centres [Fe-S] dans des conditioirs vitro qui ne représentent pas les conditions
physiologiques.

Afin d’obtenir des informations plus concluantes kunature des ligands du cluster
au sein de SufA ¢. coli, il aurait été intéressant de caractériser la éomative de chaque
mutant simple aprés purification en anaérobioserirgle tout I'opérorsuf, comme cela a été

réalisé avec la protéine SufA sauvage et décris tmPartie I1.

Durant ces dernieres années, la déterminationigkesdls du cluster assemblé au sein
de protéines de type A a fait I'objet de plusieérsdes. Ainsi, des expériences realisées
vitro sur IscA deSynechocystisnt montré que seules les cystéines de la parterr@inale
étaient essentielles pour la formation et le tremtsdlu cluster [2Fe-2S] (Wollenbery al,
2003). D’autre part, les mutants Cyéla de Isalp sont capables de la méme facon que la
protéine sauvage d’incorporér vitro des centres [2Fe-2S] avec une efficacité de teansf
identiqgue (Wu and Cowan, 2003). Enfin, Qui et cofit montré que les trois mutants simples
Cys—Ala de IscA deA. ferrooxidanssont incolores apres purification et ne contiehmqes
de cofacteur métalliqgue alors que la forme sauvegieisolée, dans les mémes conditions,
avec un centre [4Fe-4S] aprés purification (Zetwgal, 2007). Ceci suggére que les trois

résidus cystéines sont essentiels a la coordindtioriuster chez IscA d&. ferrooxidans En
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conclusion, I'ensemble des résultats présentésiggésent, par plusieurs équipes, basés sur
des études biochimiques, ne permettent pas dewrende maniere claire et définitive, quant
au rble exact des trois résidus cystéines dansoamation du cluster.

Certaines équipes de recherche ont utilisé uneoaperstructurale pour étudier la
coordination du cluster. La structure cristallodrigpie de IscA c&. colisous forme apo a été
résolue par deux groupes, celui de Vickery (Cupgk¥iy et al, 2004) et celui de Bilder
(Bilder et al, 2004). Ces deux groupes s’accordent a dire que éxiste sous forme d’un
dimére de dimeres. Malheureusement, dans les desjxseule la cystéine Cys35 est visible
dans la densité électronique, située sur une bdlesiible entre deux feuillet8. La séquence
CGCGESF, contenant les deux autres cystéines a@eserles cystéines Cys99 et Cys101,
est complétement désordonnée, non visible darsnisité électronique. Cupp-Vickery et coll.
ont proposé, par modélisation moléculaire, unecsire permettant de rendre compte de la
présence d’un cluster dans la protéine. lls prapoamsi un modéle de IscA avec un centre
[2Fe-2S] a l'interface de deux monomeéres, chaquétént coordiné par les deux cystéines C-
terminales, la cystéine Cys35 n’intervenant papCvickeryet al, 2004). Selon ce modele
(figure 111-7), un atome de fer du cluster peuedté par des cystéines appartenant a la méme
chaine polypeptidique ou appartenant a deux chawigpeptidiques différentes. Il est a noter
gue la structure proposée exclue toute possilitéormation du centre [Fe-S] a linterface

d’un tétramere.

Cys-99,
(o) (@) )
Cys-101 Cys-99 -
(0t4) (01) N\

Cys-101 Cys-99
PV W W (0tq)
Cys-99 Cys-101

(01°) (01

Figure IlI-7 : modélisation de la coordination du cluster au seimlimére IscA (Cupp-Vickergt al, 2004)
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Une structure cristallographique de SufAEd'coli sous forme apo a également été
obtenue, avec une résolution de 2,7 A, par Takaleasioll (Wadaet al, 2005). SufA existe
sous la forme d’'un homodimére. Le segment C-terirdeal’'un des deux monomeres est
positionné dans la zone d’interaction avec le d&me monomeére. La boucle comprenant la
cystéine Cys50 est observable sur un des mononféoes.le second monomere, aucune de
ces régions (celle contenant les cystéines C-tedasnet celle contenant la cystéine Cys50)
n'est observée. Par modélisation moléculaire, Wetdl@oll. proposent que les cystéines
Cysl14 et Cys116 de chaque monomere participentdlation du centre [Fe-S] et excluent
la participation de la troisieme cystéine, la Cys50

Récemment Morimoto et coll. ont résolu la premgtracture cristallographique d’'une
protéine de type A sous forme holo (Morimatb al, 2006). En effet, ils ont obtenu la
protéine IscA deT. elongatusmétallée directement apres purification. La strtestrévele
gu’'un centre [2Fe-2S] est positionné a l'interfaigedeux monomeres et se trouve coording,
de facon atypique, par trois cystéines d’un monengirs Cys35, Cys101 et Cys103) et une
cystéine de I'autre monomere (la Cys103) (figure)l

Figure 111-8 : structure de IscA d&. elongatudiant un centre [2Fe-2S] (Morimotet al, 2006)

Ainsi, en confrontant ces résultats, on voit bierilan’est pas aisé de déterminer de
facon claire et définitive les ligands des cenffesS] au sein des protéines SufA/lIscA. Une
hypothése se dégage tout de méme : il semble doend& holo de IScA/SufA soit une entité
dimérigue liant un centre [Fe-S] a l'interface.

Dans le but d’apporter des éléments de réponse ldatétermination des ligands du

cluster, I'objectif du laboratoire est de détermiteestructure de la forme holo de SufAed’
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coli. Ainsi, une étude par RMN de la structure de Saffo dE. coli a été réalisée au
laboratoire par Nicolas Duraffourg, en collaboratiavec le laboratoire de RMN a I'IBS
(Institut de Biologie Structurale - Grenoble). Ceminstitue une premiére étape dans
I'obtention, a terme, de la structure de la form&tatiée. Les résultats obtenus sur la forme
apo montrent que les trois cystéines sont situaaes des zones flexibles. D’autre part, les
résultats préliminaires, présentés a la fin del@pitre, obtenus aprés analyse de la forme
reconstituée de SufA montrent que les trois cysteoonservées sont proches du cluster mais
ne permettent pas d’affirmer qu’elles sont lieedeawdirectement de maniére covalente. Des
expériences speécifigues de RMN devront étre réadipéur tenter de répondre de facon claire

a cette question.
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Les protéines [Fe-S] sont des enzymes ubiquitaiees le monde vivant et assurent
des fonctions clé au sein des organismes. La hbilbdga des centres [Fe-S], a savoir les
processus qui permettent un assemblage correcatdeses de fer et de soufre au sein de
protéines cibles, requierent la participation decimnzeries protéiques complexes (NIF, ISC,
SUF, CSD). La plupart des protéines impliquées &gt caractérisées d’'un point de vue
biochimique, et certaines d’'un point de vue fonutiel également. Parmi ces protéines, se
trouvent les protéines « scaffold » : celles-ci poar réle de préassembler transitoirement un
centre [Fe-S] et de le transférer a diverses apéipes cibles. Au sein de I'opérsnf, il est
proposé que la protéine SufA joue ce role. L’endendies travaux réalisés dans cette these,
visant a caractériser la protéine SufA d’'un poiaetwidie fonctionnel, a permis de renforcer
cette hypothese.

En fait, I'étude de SufA a été organisée selorstaxies.

¢ Nous nous sommes intéressés a la nature du ceétadlique de SufA. Comme
déja mentionné, apres purification en condition®laiés, nous avons observeé des traces d’un
centre métallique, celui-ci étant trés probablement centre [Fe-S]. Il est possible de
reconstituer chimiquemerity vitro, un centre [Fe-S] dans SufA, en incubant la pnetévec
un excés de Eéet de & en présence de DTT. Dans ces conditions, nousméapas réussi a
déterminer clairement la nature du cluster dansAS&n effet, quelles que soient les
conditions de reconstitution chimique, nous obtenimujours un mélange de centres de type
[2Fe-2S] et [4Fe-4S], dans des proportions var@ableutefois, nous avons montré que la
reconstitution chimique est un processus rapides: agntres [Fe-S], représentant jusqu’a 65
% du fer total, peuvent étre assemblés apres sentequelques minutes de réaction (5
minutes) ; ces centres sont transférables a divayseprotéines cibles.

En collaboration avec le laboratoire de W. Out(Bepartment of Chemistry and
Biochemistry, University of South Carolina, Colurapinous avons pu mettre au point un
protocole permettant d’obtenir et de caractériagorbtéine SufA native métallée. Celle-ci a
été obtenue aprés purification a partir de toyidimnsuf, en conditions anaérobies. Dans ces
conditions, nous avons montré que SufA contientemire [Fe-S], plutt de type [2Fe-2S],
comme le suggerent fortement les analyses biochisig(dosages colorimétriques) et
spectroscopiques (UV-visible, et Raman). Ce ceggtdransférable de maniere efficace a une
protéine cible (nous avons testé la ferrédoxine menprotéine acceptrice) sans apport
d’éléments supplémentaires dans le milieu réacéibrroutes ces données nous ont permis de

conclure que SufA est une protéine [Fe-S] scaffidalement, ces résultats nous ont permis
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de trancher quant a la fonction de SufA, pour lHguié avait été proposé, par plusieurs
équipes qu’elle puisse jouer le réle de protéinaffsld ou bien de donneur de fer. En
revanche, nos études ne permettent pas d’exclufieitdément un réle de protéine
régulatrice. En effet, aucune étude microbilogique été réalisée afin de comparer le
comportement de SufA H. coli par rapport a celui de SufA de Synechoccocus, dégpar
Golbeck et coll. (Balasubramanianal.,2006). Cette équipe montre qu’'une mutation du gene
sufAde Synechoccocus entraine une augmentation ded'talRNm des genesufetisc dans
des conditions de stress oxydant et proposent gi®e $it un senseur du stress oxydant.
Toutefois, nos résultats obtenus montrant que SastAcapable d’assembler et de transférer

ses centres [Fe-S] a diverses protéines ciblegmiutdt a infirmer cette hypothése.

Régulateur Donneur de fer

scaffold

¢ Considérant notre hypothese selon laquelle la&épretSufA est une protéine [Fe-S]
scaffold, nous avons étudié les mécanismes moléesilde formation du centre [Fe-S] dans
SufA. L'idée était de déterminer quel élément, ere fer et le soufre, est incorporé en
premier au niveau du site actif de la protéineini@ar ses trois résidus cystéines conservés.

Nous avons pu montrer que SufA fixe du soufre, soilmme de
persulfures/polysulfures au niveau des trois cysteconservées. Les cystéines C-terminales,
Cysl14 et Cys116, acceptent du soufre par trardifextt depuis le donneur physiologique, le
complexe SufSE, alors que la cystéine Cys50 seatdaepter du soufre aprés transfert interne
via les cystéines Cys114 et Cys116.
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D’autre part, SufA est capable de fixer du fer gpburs atomes de fer par monomere).
Les atomes de fer(ll) sont liés faiblement a latgiree, comme cela a été montré de fagon
quantitative, par détermination de la constantesseiation de SufA avec le Fe(ll). En
revanche, les atomes de fer(lll) sont assez foméeriiés a la protéine. Des analyses par
spectroscopie Mdssbauer ont montré que les atoreeg$erd quel que soit leur degré
d’oxydation, sont coordinés majoritairement par desmes d’azote ou d’'oxygéne (80 % a
presque 100 %).

Enfin, nous avons observé que chacune des formesniédiaires (SufA chargée en
soufre ou SufA chargée en fer tB¢ peut former des centres [Fe-S] aprés ajoutélérfient
manquant mais uniquement en présence d’électran$aiE SufA est capable de fixer a la
fois du fer et du soufre, en des sites distin@dassjue ces éléments ne réagissent ensemble.
En revanche, ces éléments sont tous deux mob#@saimur la formation de centres [Fe-S]
apres ajout de DTT, et ceci rapidement puisquertutes suffisent pour obtenir le maximum

de clusters (environ 50 %). Tous ces résultatsiostrés par le schéma ci-dessous.

+ Suf87
HSS—Cys\

HSS—Cys,

Fe
7|
(o]
J— @)
HSS—Cys cys—SSH \N
cys — SSH @

cys — SSH

+ SUfSE-SSH
e
HSS—Cy N é
HSS—Cys

Fe* +DTT

HSS‘CYS cys—SSH 5
cys—SSH S”+DTT
Ccys—SSH
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Je rappelle que seuls les atomes de soufre saalisks au niveau du site actif de
SufA ; c’est pourguoi, nous privilégions le mécamésselon lequel le soufre est incorporé en
premier au niveau du site actif. Ceci n'exclut pa$ait que le fer se fixe en premier sur la
protéine mais au niveau d’un site difféerent degliéscystéines.

L’ensemble de ce travail a fait 'objet d’'une pightion qui est jointe a la fin de ce

manuscrit.

¢ Enfin, nous avons cherché a déterminer la nataseligands du centre [Fe-S] au
sein de SufA. En effet, il a été proposé que lesdus cystéines conserveés au sein des
protéines de type A soient les ligands du centee§F; bien que le rble exact des trois résidus
ne soit pas clairement établi. Nous avons donciétiadcapacité des protéines SufA mutées
au niveau de l'un des résidus cystéines a asserublarentre [Fe-S] aprés reconstitution
chimique. In vitro, un cluster peut étre assemblé méme en absence dies cystéines
conservees. Le cluster, dans chaque cas, estédrablef a une protéine cible, avec tout de
méme une efficacité souvent plus faible que damsdede la protéine sauvage. Nous n’avons
donc pas pu, dans les conditions expérimentalbsaets, déterminer I'importance de chacune
des cystéines de SufA dans la coordination duelukes expériences préliminaires de RMN
sur la forme holo de SufA révéele que les trois @ysts conservées sont proches du cluster (ce
qui n'est pas étonnant), sans qu’il soit possitdedéterminer de facon certaine que ces

résidus soient liés de fagon covalente au cen&SJF

Les perspectives de ce travail sont multiples etrqagent permettre de répondre a
certaines questions ou incertitudes qui demeurprant a la caractérisation du cluster dans
SufA.

Tout d’abord, il est important de déterminer deofaclaire et non ambigué feature
du cluster dans SufA. Pour cela, il faut tout d’abord optieniga purification de la protéine
SufA en anaérobiose, afin d’augmenter la quangtéed et de soufre dans la protéine. Il serait
alors intéressant de répéter les analyses parrgpeapie Raman sur un nouvel échantillon
protéigue plus concentré, pour obtenir un meilk@gnal et visualiser clairement I'ensemble
des bandes de vibration caractéristiques du cg¢hReeS] de SufA. Ceci nous permettrait
d’identifier de facon plus sure la nature du clust@ns SufA. D’autre part, il serait important
d’étudier la protéine SufA métallée aprés purifimat par spectroscopie Mdssbauer (en
réalisant la culture bactérienne dans un milieuamant di*’Fe) afin de confirmer la nature
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du cluster dans SufA. Cette caractérisation nousigtrait finalement de déterminer si SufA
ne contient qu’un seul type de cernitrevivo. Les études sont en cours au laboratoire.

L’étude de lanature des ligandsdu cluster dans SufA constitue un deuxiéme olfjecti
Dans ce contexte, il pourrait étre intéressantatesttuire des doubles mutants SySer et
d’étudier leur comportement dans des conditionsitro, afin de savoir s’ils sont capables
d’assembler des centres [Fe-S] aprés reconstitudiomique. Il serait plus important de
caractériser la forme native de chaque simple nwt@ela nécessite de construire des
plasmides contenant les six gesa$ le genesufAcomportant une mutation au niveau de I'un
des résidus cystéines, puis de réaliser la putidicaen conditions anaérobies, comme cela a
été effectué pour la protéine sauvage et décris danmanuscrit. De par ces expériences, il
serait peut-étre possible de déterminer le roletd®ue cystéini vivo dans la coordination
du cluster. Dans le cas ou un ou des mutants ligluster, I'objectif serait de déterminer la
nature et les proportions des centres [Fe-S] pteskams la protéine mutée et de comparer les
résultats a ceux obtenus dans le cas de la praéinage.

Enfin, pour terminer, des études complémentairas RIEBIN de la forme holo
(reconstituée chimiquement) de la protéine sauwvaigsi que de chaque simple mutant
pourrait apporter des informations complémentapesar la détermination des ligands du

cluster dans SufA.
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Annexe 1
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Suf A C114 + Suf S+ E 500nanoM
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Spectres de masse de type ESI-Q-TOF obtenus poprdééines SufA sauvage et Sufbs
SufAci14s et SufAci16s aprés incubation avec le complexe SufSE-SSH emtaservi aux
calculs pour la détermination des proportions retatdes différentes formes de protéines.
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Especes 6 (mm/s) AEo (mm/s)
Fe?*
Ligands N/O >1 23-3
Ligands S 0,7 32-35
Fe3*
Ligands N/O 0,45-0,5 0,8
Ligands S 0,25 0,5
[2Fe-2S] type Ferrédoxine
état oxydé Fe' 0,25 0,7
état réduit Fe’" 0,29 0,6-08
F&* 0,56 2,6-32
[2Fe-2S] type Rieske
état oxydé Fe'* (a) 0,32 0,91
Fe’* (b) 0,24 0,52
état réduit Fe'* 0,31 0,63
Fe* 0,74 3,05
[4Fe-4S]% Fe> - Fe> 0,4 1,03
Fe" - Fé* 0,29 0,88
[4Fe-4S] 2x Fé° - Fé*" 0,45 1,08
” F&° - F€°" 0,53 1,14
[4Fe-4S] Feé' - F€' 0,6 2
[3Fe-45]"" 3 Fe" 0,25 0,5-0,7
Fe"°" - Fé°* 0,46 1,47
O ) i)
[3Fe-45] £ 0.3 0.5

Paramétres Mdssbauer des différents centres [Eed®ls atomes de fer mononucléaires
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