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Chapitre 1 : Nature et fonction des centres Fe-S 

1. Diversité des centres Fe-S 

Bien que les centres fer-soufre (Fe-S) fassent partie des plus anciens constituants 
du vivant, leur existence n’est connue que depuis le début des années 1960. En effet, 
l’étude de bactéries fixatrices d’azote, d’organismes végétaux et de lysats 

mitochondriaux a permis d’isoler des protéines colorées impliquées dans des 
réactions d’oxydoréduction (Crane et al., 1957; Mortenson et al., 1962; Pietro et Lang, 
1958). L’étude de ces protéines a révélé dans un premier temps qu’elles étaient 
capables de lier du fer, à l’origine de leur nom de ferrédoxines (Fdx). En 1966, l’étude 
des ferrédoxines par résonance paramagnétique électronique (EPR), une technique 
apparue quelques années plus tôt, a permis d’élaborer le premier modèle structural 

de centre Fe-S (Brintzinger et al., 1966). Depuis, de nombreuses protéines à centre 
Fe-S ont été identifiées, notamment grâce à l’amélioration constante des techniques 

spectroscopiques (Beinert et al., 1997; Bonomi et Rouault, 2014). Les études réalisées 
ont ainsi montré que les centres Fe-S sont un assemblage d’atomes de fer et de soufre 
liés entre eux de façon covalente et retrouvés dans des proportions différentes, les 
plus représentés étant les centres [2Fe-2S] rhombiques et [4Fe-4S] cubiques (Figure 
1). Les autres types de cofacteurs Fe-S seraient des dérivés des centres [4Fe-4S], par 
perte d’un atome de fer pour les centres [3Fe-4S], ou par assemblage de deux centres 
[4Fe-4S] pour les centres [8Fe-7S] présents dans les nitrogénases et également 
appelés « P-cluster » (Johnson et al., 2005). 

 
Figure 1: Structures de divers centres Fe-S biologiques. D’autres centres Fe-S plus complexes 
existent. Ceux-ci sont principalement dérivés des centres de type [4Fe-4S] et sont parfois associés à 
d’autres métaux comme le nickel, le zinc ou le molybdène. A l’exception du centre [2Fe-2S] de type 
Rieske, chaque cofacteur est représenté en liaison avec une protéine par des cystéines. Les atomes sont 
matérialisés par le code couleur suivant: orange - fer, jaune - soufre, bleu - azote, vert - carbone. Figure 
adaptée de Przybyla-Toscano, 2017. 

Les centres précédemment nommés sont liés aux protéines par leurs atomes de 
fer, chacun étant capable d’établir 4 liaisons de valence dont une partie est impliquée 
dans la liaison d’atomes de soufre inorganique au sein du centre. De façon 
prédominante, ces atomes de fer sont liés aux protéines par les fonctions thiol de 
cystéines. D’autres acides aminés interviennent toutefois dans la fixation de centres 
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Fe-S comme les histidines (protéine Rieske de la cytochrome-c oxydoréductase, 
Gurbiel et al., 1991), et plus rarement les aspartates (Fumarate and Nitrate 
Reduction Regulatory, FNR, Gruner et al., 2011), arginines (biotine synthase, Fuchs 
et al., 2010), ou glutamines (dihydropyrimidine déshydrogénase, Dobritzsch et al., 
2001). Enfin, il existe des centres Fe-S plus complexes, associés à des atomes 
métalliques, tels que le cuivre, le nickel ou le zinc, au sein de protéines comme la 
monoxyde de carbone (CO) déshydrogénase et l’acétyl-coA synthase (Drennan et 
Peters, 2003). Outre des métaux, des molécules entières peuvent être couplées aux 
centres Fe-S, c’est le cas des sirohèmes pour la sulfite réductase, ou de l’homocitrate 

pour le centre Mo-[7Fe-8S] de la nitrogénase (Drennan et Peters, 2003). 

2. Mécanismes moléculaires associés aux centres Fe-S 

Le rôle premier des centres Fe-S est relatif au transfert d’électrons et concernerait 
environ 50 % des protéines à centre Fe-S chez les bactéries (Fontecave, 2006). Cette 
fonction dépend de la capacité des atomes de fer à osciller entre un état réduit Fe2+ 
et oxydé Fe3+ par gain ou perte d’un électron. Les atomes de soufre inorganique du 
centre Fe-S sont quant à eux figés dans un état S2- (Johnson et al., 2005). Un seul 
électron est échangé par centre et par réaction à l’exception des centres [8Fe-7S], 
agissant comme deux centres [4Fe-4S], et transférant a priori deux électrons 
simultanément (Barupala et al., 2016; Johnson et al., 2005). En règle générale, 
l’aptitude d’une molécule à transférer des électrons est associée à un potentiel 

d’oxydo-réduction (Bak et Elliott, 2014). Pour les protéines à centre Fe-S ce potentiel 
varie en fonction du type de centre, de ses ligands protéiques, et du pH environnant, 
expliquant que les protéines Fe-S couvrent un large champ de potentiels de réduction 
(Bak et Elliott, 2014). Parmi les protéines à centre Fe-S dont les ligands ne sont pas 
uniquement des cystéines, certaines ont la capacité de coupler un transfert de 
protons au transfert d’électrons. Ceci est le cas des protéines de type Rieske présentes 
au sein des chaînes respiratoires et photosynthétiques de transfert 
d’électrons (protéine Rieske de Thermus thermophilus, Hsueh et al., 2010). Les 
chaînes de transfert d’électrons respiratoires et photosynthétiques sont l’illustration 

idéale du rôle des protéines à centre Fe-S en tant que passeurs d’électrons. Par 

exemple, la phase lumineuse de la photosynthèse, qui consiste en la conversion d’eau 

et de dioxyde de carbone (CO2) en oxygène (O2) et en molécules organiques complexes 
telles que le glucose, est directement dépendante de 5 protéines à centre Fe-S 
(Johnson, 2016). En effet, au cours de la photolyse de l’eau par le photosystème II, 
des électrons sont libérés et permettent la réduction de plastoquinone en 
plastoquinol. Ces électrons sont alors transférés au niveau du cytochrome b6f, un 
second complexe protéique incluant notamment la protéine de type Rieske, petC 
(photosynthetic electron transfer C, Schneider et al., 2004). Les électrons présents 
sur le centre [2Fe-2S] de petC sont pris en charge par la plastocyanine et adressés 
au photosystème I dont les sous-unités PsaA, PsaB et PsaC sont capables de lier des 
centres [4Fe-4S] à raison d’un centre Fe-S pour un hétérodimère PsaA/PsaB et deux 
centres Fe-S par monomère de PsaC (Golbeck, 2003; Johnson, 2016). Enfin, les 
électrons sont transférés vers le centre [2Fe-2S] de ferrédoxines. C’est à partir de 

ferrédoxines sous forme réduites que la ferrédoxine-NADP+ réductase permet la 
formation de NADPH qui sera utilisé lors de la conversion de CO2 en glucose par les 
enzymes du cycle de Calvin-Benson (figure 2, Johnson, 2016). 
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Figure 2: Représentation schématique de la chaîne de transfert d'électrons photosynthétique au 
niveau des thylakoïdes. Afin d’avoir une représentation simplifiée, le transfert de protons et leur 
devenir n’apparaissent pas sur ce schéma. Les complexes protéiques chlorophylliens sont représentés 
en vert et le transfert d’électrons est représenté par une flèche rouge. Les abréviations utilisées sont les 
suivantes : PQ : plastoquinone, PQH2 : plastoquinol, PC : plastocyanine, FDX : ferrédoxine et FNR : 
ferrédoxine-NADP+ réductase. 

Cependant, les protéines Fe-S interviennent dans d’autres processus biologiques 
dont le fonctionnement n’est pas exclusivement lié au transfert d’électrons ou de 
protons. Ainsi, certains centres Fe-S permettent la liaison et/ou l’activation de 

substrats selon 4 mécanismes majeurs (Johnson et al., 2005).  
Les deux premiers font intervenir des centres Fe-S n’étant liés que sur 3 atomes 

de fer à des cystéines, un 4e atome de fer libre servant à la liaison et à l’activation du 

substrat soit par catalyse redox dans le cas des protéines à radical S-adénosine-L-
méthionine (SAM, Broderick et al., 2018), soit non redox dans le cas des 
hydratases/déshydratases (Barupala et al., 2016). Pour les protéines à radical SAM, 
l’atome de fer libre est lié aux groupements amine et carboxyle d’une SAM dont il 

permet le clivage réductif par le centre Fe-S (Figure 3). Ce mécanisme permet 
l’obtention d’une méthionine et d’un radical 5’-déoxyadénosyl (5’-dA•) utilisés en tant 
que substrats dans des réactions catalysées par un second centre Fe-S, dit 
« auxiliaire » (Figure 3, Lanz et Booker, 2015). Plus de 60 protéines à radical SAM 
sont répertoriées à ce jour et elles interviennent dans de nombreuses voies 
métaboliques (Johnson et al., 2005). Dans le cas des hydratases et déshydratases, 
l’atome de fer disponible est coordonné à des molécules d’eau. Celui-ci réagit comme 
un acide de Lewis avec son substrat, qui est activé via des réactions 
d’hydratation/déshydratation. L’exemple le plus connu pour ce processus est 
l’aconitase, impliquée dans l’isomérisation du citrate en isocitrate (Lloyd et al., 1999).  

Un troisième mécanisme de liaison/activation de substrats fait intervenir des 
centres Fe-S au sein desquels sont incorporés un ou plusieurs atomes métalliques 
(Johnson et al., 2005). Le centre Fe-[Ni-3Fe-4S] de la CO déshydrogénase en est un 
bon exemple. Ce groupement prosthétique permet la conversion réversible entre CO 
et CO2 via la liaison du substrat à l’atome de nickel du centre Fe-S (Fesseler et al., 
2015).  
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Enfin, un quatrième mécanisme permet l’activation de substrats par liaison d’un 

groupement prosthétique métallique à un centre [4Fe-4S]. Les deux cofacteurs sont 
notamment reliés par une cystéine comme c’est le cas pour les sirohèmes présents 
dans la sulfite réductase et la nitrite réductase (Crane et Getzoff, 1996). Dans ces 
protéines, la réduction du substrat se fait via sa liaison avec l’atome de fer hémique. 

 

Figure 3 : Réactions catalysées par les protéines Fe-S à radical SAM. En haut, mécanisme général 
d’activation de la SAM par un centre Fe-S (www.sfld.rbvi.ucsf.edu). En bas à gauche, insertion des 
atomes de soufre dans l’acide lipoïque à partir d’un centre Fe-S auxiliaire présent dans la lipoate 
synthase. En bas à droite insertion d’atomes de soufre sous forme d’une fonction méthylthiol dans 
différentes molécules à partir d’un centre Fe-S auxiliaire présent dans les méthylthiotransférases. 5’-
dA• : radical 5’-déoxyadénosyl, 5’-dAH : 5’-déoxyadénosine, Cys : Cystéine, LCP : Lipoyl carrier protein, 
SAM : S-adénosyl-L-méthionine, et SAH : S-adénosylhomocystéine. Figures adaptées de Lanz et Booker, 
2015. 

Pour les protéines à radical SAM, certains centres Fe-S auxiliaires sont 
responsables de l’insertion de soufre au sein d’un substrat mais deux types de 

mécanismes peuvent être distingués (Figure 3). Ainsi, la biotine synthase et la lipoate 
synthase sont responsables de l’insertion d’un ou deux atomes de soufre au sein d’un 

substrat organique, alors que les méthylthiotransférases MiaB et RimO catalysent la 
liaison d’un groupement méthylthio sur un atome de carbone du substrat (Lanz et 
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Booker, 2015). Bien que ces mécanismes concernent tous deux le soufre, le centre 
Fe-S catalytique n’y est pas impliqué de façon identique. Dans le cas de la biotine 
synthase et de la lipoate synthase, le soufre apporté au substrat provient directement 
du centre Fe-S et requiert une étape de régénération, alors que le centre [4Fe-4S] de 
MiaB et de RimO reste intact au cours de la réaction (Lanz et Booker, 2015; McCarthy 
et Booker, 2017). 

Il est également intéressant de mentionner le cas de l’aconitase IRP1 (pour iron 
regulatory protein 1) chez les animaux car elle possède un rôle distinct en absence 
de son cofacteur. Ainsi, l’holoforme de l’aconitase cytosolique IRP1 remplit sa fonction 
d’isomérase, tandis que l’apoforme, enzymatiquement inactive, joue un rôle de 
régulateur post-transcriptionnel dans l’homéostasie du fer (Pantopoulos, 2004; Volz, 
2008). En effet, lors d’une carence en fer ou d’un stress oxydant, le centre [4Fe-4S] 
présent sur IRP1 est dégradé d’abord partiellement sous la forme d’un centre [3Fe-
4S] puis complètement. Sous cette forme, la protéine se fixe sur des éléments de 
réponse au fer (iron responsible element, IRE) présents au niveau de certains ARN 
messagers (ARNm) codant pour des protéines impliquées dans l’homéostasie du fer. 
Lors de la liaison à un IRE localisé à l’extrémité 5’, comme dans le cas des gènes 
codant les ferritines, IRP1 réprime leur traduction alors que s’il s’agit d’un IRE situé 
à l’extrémité 3’, comme dans le cas des gènes codant les récepteurs de la transferrine, 
IRP1 stabilise l’ARNm ciblé. Il s’agit ici d’une régulation post-transcriptionnelle des 
voies d’import, d’utilisation et de stockage du fer (Pantopoulos, 2004; Volz, 2008). 

Chez les procaryotes, certaines protéines Fe-S possèdent un rôle de senseur par 
le biais d’un centre Fe-S. La protéine SoxR par exemple intervient dans la réponse au 
stress oxydant induit par l’ion superoxyde. Lors de ce stress, SoxR est activée par 
oxydation de son centre [2Fe-2S], ce qui conduit, par l’intermédiaire du facteur de 

transcription SoxS, à l’expression de gènes impliqués dans l’élimination du 
superoxyde et la réparation des dommages oxydatifs (Kiley et Beinert, 2003). La 
protéine Fumarate and Nitrate Reduction Regulatory (FNR) possède un rôle 
régulateur vis-à-vis du mode de vie aérobie/anaérobie de certaines bactéries (Zhang 
et al., 2012). En conditions limitantes en oxygène, la protéine FNR incorpore un 
centre [4Fe-4S] au sein d’un dimère. Il s’agit de la forme active de la protéine qui 
réprime l’expression de gènes relatifs à la respiration aérobie tout en activant d’autres 

gènes associés à un mode de vie anaérobie. Lorsque la concentration en oxygène du 
milieu augmente, une forme monomérique, inactive, liant un centre [2Fe-2S] au 
niveau de cystéines persulfurées est formée, modifiant de la sorte l’expression des 

gènes placés sous son contrôle (Zhang et al., 2012). Enfin, l’expression de l’opéron 

isc chez E. coli est régulée par l’une des protéines de cet opéron, IscR. Cette protéine, 
maturée par les protéines d’échafaudage, incorpore un centre [2Fe-2S] sensible aux 
niveaux de centres Fe-S cellulaires. Ainsi, quand la cellule contient suffisamment de 
centres Fe-S, la protéine IscR est sous holoforme et réprime l’expression de l’opéron. 
A l’inverse, lorsque les besoins en centres Fe-S augmentent, et selon les conditions 
environnantes, IscR se retrouve sous apoforme et induit l’expression soit de l’opéron 

isc, soit de l’opéron suf (Giel et al., 2013; Kiley et Beinert, 2003; Roche et al., 2013).  

Enfin, plusieurs familles de protéines impliquées dans le métabolisme de l’ADN 

possèdent des centres Fe-S (Puig et al., 2017). Ces protéines appartiennent à la 
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famille des polymérases (Pol δ), des primases (PriL), des ADN glycosylases 
(Endonucléase III, MutY) ou encore à celle des ADN hélicases (DinG, XPD). Les 
premières études avaient suggéré un rôle purement structural à ce type de centre Fe-
S puisque l’absence de centre [4Fe-4S] déstabilise la structure protéique (Puig et al., 
2017). Plus récemment, des expériences d’électrochimie ont montré que l’oxydation 
du centre sous forme [4Fe-4S]2+ au sein de telles protéines augmente l’affinité de 

liaison à l’ADN en comparaison avec la même protéine liant un centre Fe-S réduit, 
[4Fe-4S]+. Par ailleurs, l’ADN ayant la capacité de permettre le transfert de charge sur 
de longues distances, un électron cédé par une première protéine pourrait être 
récupéré par une autre protéine située plus loin sur un même brin d’ADN. Ainsi, le 
centre Fe-S de la protéine qui reçoit un électron par transfert de charge passerait 
sous forme réduite et se détacherait du brin d’ADN. Lorsqu’une région d’ADN est 

endommagée, le transfert de charge n’est plus possible entre deux protéines 
flanquant cette région. Elles demeurent sous forme oxydées, liées à l’ADN ce qui 
permettrait de localiser la lésion à réparer (O’Brien et al., 2017; Tse et al., 2017). 

3. Maturation des protéines à centre Fe-S 

Les protéines Fe-S pouvant être reconstituées in vitro par l’ajout de fer, de soufre 

et d’un réducteur, le processus d’incorporation de centre Fe-S a tout d’abord été 

considéré comme étant spontané. La question se posait alors de savoir comment le 
fer et le soufre étaient acheminés aux protéines sans causer de dégâts à l’échelle 

cellulaire, tous deux présentant une forte toxicité sous forme libre. La découverte de 
gènes bactériens impliqués dans la maturation de la nitrogénase chez la bactérie 
diazotrophe Azotobacter vinelandii a notamment permis de valider l’existence de 

systèmes de maturation. Ainsi, il est désormais clair que les protéines sont 
synthétisées sous apoforme par la machinerie ribosomique avant d’acquérir un 

centre Fe-S par maturation post-traductionnelle, assurée par des machineries 
d’assemblage protéiques dédiées (Dos Santos et Dean, 2014). 

 

Figure 4: Représentation schématique simplifiée du mécanisme de maturation des protéines à 
centre Fe-S par les machineries d'assemblage. Deux étapes sont identifiées ici, avec dans un premier 
temps l’assemblage de novo du centre Fe-S sur une protéine ou un complexe d’échafaudage, et dans un 
second temps, l’acheminement de ce centre vers une protéine acceptrice finale via l’action de facteurs 
appartenant à plusieurs familles protéiques et remplissant différentes fonctions : chaperons, échange 
nucléotidique, transfert de centres Fe-S.  
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Le mode de fonctionnement des machineries d’assemblage de centres Fe-S peut 
être globalement décrit selon deux étapes majeures. Dans un premier temps des 
atomes de fer et de soufre sont couplés pour former un centre Fe-S au sein d’une 

protéine ou d’un complexe d’échafaudage. Le centre Fe-S ainsi préformé est ensuite 
incorporé dans une apoprotéine cible à l’aide de plusieurs protéines aux fonctions 
variées. Les protéines de transfert sont responsables de la prise en charge d’un centre 

Fe-S seules ou au sein d’un complexe protéique pour son transfert vers une protéine 

acceptrice (Figure 4). Néanmoins, la libération du centre Fe-S assemblé sur les 
protéines ou complexe d’échafaudage peut également dépendre de chaperons, qui 
permettent l’interaction entre protéines d’échafaudage et de transfert ainsi que de 
facteurs d’échange nucléotidique (Braymer et Lill, 2017; Przybyla-Toscano et al., 
2018).  

Chapitre 2 : Machineries d’assemblage de centres fer-soufre chez 
les procaryotes 

Trois machineries capables d’assembler des centres [2Fe-2S] ou [4Fe-4S] 
primaires existent chez les procaryotes. Plusieurs de ces machineries peuvent 
coexister chez un même organisme, auquel cas leur expression est modulée en 
fonction des conditions environnantes. Dans ce chapitre, il ne sera pas fait mention 
de certains facteurs de maturation spécifiques, notamment les protéines HydE, F, G 
qui permettent la maturation des centres Fe-S complexes présents dans les 
hydrogénases (Peters et al., 2015). 

1. Maturation de la nitrogénase par le système bactérien NIF chez 

Azotobacter vinelandii 

Il s’agit là de la première machinerie d’assemblage de centre Fe-S identifiée. Sa 
caractérisation a débuté à la fin des années 1970 et les recherches menées à l’époque 

avaient surtout pour but de comprendre le mécanisme de fonctionnement de la 
nitrogénase. En réduisant l’azote atmosphérique (N2) sous forme d’ammoniaque 

(NH3), cette protéine octroie le caractère diazotrophe aux bactéries fixatrices d’azote 

et notamment à l’organisme modèle Azotobacter vinelandii (Dos Santos et Dean, 
2014). La nitrogénase est une enzyme complexe possédant deux composants : une 
dinitrogénase réductase, qui fixe un centre [4Fe-4S] au sein d’un dimère et une 

dinitrogénase, correspondant à un hétérotétramère incorporant 2 centres [8Fe-7S] et 
2 cofacteurs Mo-Fe (Seefeldt et al., 2009). 

L’identification des gènes responsables de la maturation de la nitrogénase a été 
possible grâce à l’étude de mutants déficients pour la fixation d’azote (Nitrogen 
fixation) et à l’organisation fréquente de ces gènes en opéron. La mutation des gènes 
nifS et nifU conduit à une réduction d’activité de chaque sous-unité de la nitrogénase 
et donc à une réduction de croissance diazotrophe (Jacobson et al., 1989). La 
purification de la protéine NifS a montré qu’il s’agit d’une enzyme dimérique, 
dépendante du phosphate de pyridoxal (PLP), et capable d’abstraire l’atome de soufre 

de la L-cystéine, formant de la L-alanine (Zheng et al., 1994). A l’issue de cette 

réaction, le soufre libéré est lié à la cystéine catalytique de l’enzyme sous forme de 

groupement persulfure (SH). D’un point de vue biochimique, le cofacteur PLP lié à 
NifS au niveau de son site actif interagit avec la L-cystéine de sorte à former un 
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intermédiaire cétimine. In fine, cet intermédiaire est hydrolysé sous forme de PLP libre 
et de L-alanine après attaque nucléophile de l’atome de soufre par la cystéine 

catalytique de la cystéine désulfurase (Zheng et al., 1994). Ces analyses désignent 
ainsi NifS comme étant une cystéine désulfurase impliquée dans l’apport de soufre 

pour l’assemblage des groupements prosthétiques de la nitrogénase (Zheng et al., 
1994, 1993). A partir de ce constat, il a été proposé que NifU aurait un rôle 
complémentaire à NifS en apportant le fer ou en ayant un rôle d’assemblage de 
cofacteurs Fe-S. NifU est une protéine à 3 domaines (Beynon et al., 1987). La 
caractérisation biochimique de la protéine a montré qu’il s’agit d’un dimère, capable 
de lier plusieurs centres Fe-S. Ainsi, le domaine N-terminal de la protéine est un 
domaine de type IscU qui fixe de manière transitoire un centre [2Fe-2S] par 
monomère dont le couplage réductif peut mener à la conversion en un centre [4Fe-
4S] sur un dimère (Smith et al., 2005). Un domaine ferrédoxine-like est présent au 
niveau du domaine central de la protéine, et lie un centre [2Fe-2S] sur chaque 
monomère NifU. Ce centre Fe-S possède la particularité de pouvoir transférer des 
électrons et d’être stable même en présence d’agents chélateurs de métaux (Fu et al., 
1994). Le troisième et dernier domaine à l’extrémité C-terminale présente une 
homologie de séquence avec les protéines NFU et est capable de lier un centre [4Fe-
4S] par dimère (Smith et al., 2005). Il a été montré que les centres Fe-S transitoires 
présents au niveau des domaines N et C-terminaux sont assemblés par 
l’intermédiaire de la cystéine désulfurase NifS in vitro. Ces deux domaines sont 
également capables de transférer un centre [4Fe-4S] à la dinitrogénase réductase et 
seraient donc complémentaires pour la maturation de la nitrogénase (Smith et al., 
2005). De plus, la délétion de l’un ou l’autre de ces domaines dans la protéine d’A. 

vinelandii conduit à un phénotype de croissance intermédiaire en conditions de 
fixation d’azote, indiquant la nécessité d’avoir les 2 domaines fonctionnels (Dos 
Santos et al., 2004). Un troisième gène initialement annoté orf6 a été ignoré car son 
inactivation ne causait pas de phénotype, mais il est impliqué dans la maturation du 
centre [4Fe-4S] de la dinitrogénase réductase avec NifS et NifU (Jacobson et al., 
1989). Le gène orf6 code pour une protéine de transfert de type A (ou ATC pour A-
Type Carrier) proche de l’isoforme IscA présente chez E. coli, lui valant le nouveau 
nom NIFIscA. Cette protéine contient 3 cystéines conservées permettant la liaison d’un 

centre [2Fe-2S] ou [4Fe-4S] au sein d’un homodimère (Krebs et al., 2001). Des 
expériences plus poussées, ont montré que le type de centre présent sur NIFIscA 
dépend des conditions environnantes, le centre [2Fe-2S] pouvant être le produit de 
dégradation oxydative d’un centre [4Fe-4S], et la conversion inverse correspond au 
couplage réductif de 2 centres [2Fe-2S] (Mapolelo et al., 2012a). Il a d’abord été 

proposé que NIFIscA soit une protéine d’échafaudage alternative à NifU dans le cadre 

de la maturation de la nitrogénase (Krebs et al., 2001). L’observation d’un transfert 

de centre [4Fe-4S] depuis NifU vers NIFIscA, et de NIFIscA vers la dinitrogénase 
réductase, a conforté la notion de protéine de transfert décrite pour les protéines d’E. 

coli (Jacobson et al., 1989; Mapolelo et al., 2012a; Vinella et al., 2009). Toutefois, la 
capacité de NIFIscA à lier un atome de fer sous forme FeII ou FeIII au sein d’un dimère, 
lui vaut un rôle hypothétique dans le stockage et le transport de fer ou la réparation 
de centres Fe-S. Un tel rôle reste à prouver in vivo et s’il existe, il est improbable que 
NIFISCA serve de donneur de fer pour l’assemblage de centre Fe-S sur NifU (Mapolelo 
et al., 2012b). Chez A. vinelandii, l’opéron nif contient de nombreux autres gènes 
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(nifHDKTYENXiscAnifnifUSV cysE1nifnifWZMF) dont je ne décrirai pas la fonction mais 
qui sont impliqués dans différentes étapes de la synthèse et l’insertion de l’ensemble 

des cofacteurs présents au sein de la nitrogénase (Rubio et Ludden, 2008). 

Le fait que la maturation de nombreuses protéines à centres Fe-S, telles que 
l’aconitase n’était pas affectée par l’absence de composants de la machinerie NIF a 
permis l’identification des machineries d’assemblage générales, présentées ci-après 
(Dos Santos et al., 2007; Jacobson et al., 1989). 

2. Assemblage de centres Fe-S par la machinerie ISC chez E. coli 

A partir des premiers travaux réalisés sur A. vinelandii, et le séquençage des 
premiers génomes, la recherche de protéines homologues au sein d’autres 

organismes s’est faite sans recourt systématique à la mutagénèse. L’analyse du 

génome d’E. coli (Blattner et al., 1997) a permis l’identification de séquences 
homologues à celles codées par l’opéron nif, renommées iscA, iscS et iscU par rapport 
à leur présence dans un opéron appelé isc (Iron-Sulfur Cluster) présent chez E. coli. 
Cet opéron code aussi pour deux protéines chaperons, HscB et HscA, ainsi que deux 
gènes codant pour une Fdx et une protéine impliquée dans le stockage de fer, IscX 
(Zheng et al., 1998). L’ensemble de l’opéron est sous le contrôle de la protéine IscR 
(mentionnée précédemment), dont la séquence codante est localisée directement en 
amont de iscS. La protéine IscU ne comporte que le premier domaine ainsi nommé 
pour NifU (Smith et al., 2005; Zheng et al., 1998). 

La caractérisation fonctionnelle des protéines codées par l’opéron isc a permis de 
montrer que la délétion des gènes iscS, iscU, hscA, hscB et fdx chez E. coli réduit 
l’activité enzymatique de plusieurs protéines Fe-S, impactant fortement le 
développement bactérien. Le mutant iscS présente le plus fort phénotype en accord 
avec le rôle central et en amont joué par la protéine IscS. A l’inverse, la mutation des 

gènes iscR et iscX n’induit aucun phénotype particulier, et le mutant iscA montre une 
réponse intermédiaire à celle du mutant iscU par exemple, suggérant un rôle 
secondaire dans la maturation des protéines Fe-S d’E. coli pour IscR, IscX et IscA 
(Tokumoto et Takahashi, 2001). Il a toutefois été montré qu’IscA participe à la 
maturation d’IspG et IspH, deux protéines [4Fe-4S] essentielles de la voie de synthèse 
des isoprénoïdes (Vinella et al., 2009). L’absence de phénotype plus marqué pour le 
mutant iscA est donc liée à une redondance fonctionnelle, notamment avec SufA et 
ErpA (voir plus loin). 

Ces données physiologiques ont été par la suite renforcées par des études 
biochimiques. La protéine IscS est une cystéine désulfurase dimérique, impliquée 
dans l’apport de soufre au cours de l’assemblage de centres Fe-S. Chaque monomère 
composant le dimère IscS serait en interaction directe avec un monomère IscU au 
niveau des sites actifs de chaque protéine (Prischi et al., 2010). La protéine 
d’échafaudage IscU serait capable de lier un ou deux centres [2Fe-2S] au sein d’un 

dimère, et le couplage réductif de deux centres [2Fe-2S] mène à la formation d’un 
[4Fe-4S] sur un dimère IscU (Chandramouli et al., 2007). Les protéines IscS et IscU 
forment d’ailleurs un complexe avec 3 partenaires différents sur un même site de 
fixation. La Fdx serait impliquée d’une part dans la réduction des fonctions persulfure 
S–SH (S0) sur la protéine IscS sous forme sulfure (S2-) pour la formation de centre Fe-
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S sur IscU, et d’autre part dans le couplage réductif de 2 centres [2Fe-2S] en un 
unique centre [4Fe-4S] sur la protéine d’échafaudage (Chandramouli et al., 2007; Yan 
et al., 2013). Le centre [2Fe-2S] de la Fdx est lui-même réduit via une ferrédoxine 
réductase dépendante du NADPH (Yan et al., 2015). Les protéines IscX et CyaY, 
l’homologue bactérien de la frataxine qui ne fait pas partie de l’opéron isc, sont 
capables de lier du fer dont elles réguleraient l’apport pour l’assemblage de centres 
Fe-S sur IscU (Layer et al., 2006; Pastore et al., 2006; Roche et al., 2015). Des études 
menées in vitro démontrent un effet inhibiteur des protéines IscX et CyaY sur 
l’assemblage de centres Fe-S par le complexe IscS-IscU (Iannuzzi et al., 2011; Kim et 
al., 2014; Prischi et al., 2010). Contrairement à l’isoforme humaine dont la mutation 

cause l’ataxie de Friedrich à l’origine du nom de frataxine pour « Friedreich ataxia 
protein », l’absence de CyaY chez E. coli n’induit aucun phénotype macroscopique 
(Campuzano et al., 1996; Roche et al., 2015). Néanmoins, la mutation simultanée des 
deux gènes cause un défaut d’activité pour plusieurs protéines Fe-S, indiquant une 
fonction complémentaire, éventuellement partiellement redondante, dans la 
maturation des protéines Fe-S in vivo (Roche et al., 2015). Plus récemment, des 
analyses in vitro ont mis en évidence une régulation double d’IscS par les protéines 
IscX et CyaY. A faible concentration en fer, IscX interagirait avec IscS pour empêcher 
son inhibition par CyaY, alors qu’à des concentrations en fer plus élevées, CyaY 
bloquerait la formation de centres Fe-S en prenant la place d’IscX et en inhibant 

l’activité de la cystéine désulfurase (Adinolfi et al., 2018). Ces résultats sont 
corroborés par l’observation d’après laquelle la frataxine occupe une fonction 

différente selon les organismes, servant d’inhibiteur d’IscS chez les procaryotes et 
d’activateur de la cystéine désulfurase chez les eucaryotes. Ce rôle serait inhérent 
des cystéine désulfurases dont les propriétés diffèrent chez ces organismes et 
impliquent ainsi une régulation variable (Bridwell-Rabb et al., 2012). 

 Après maturation, IscU sous holoforme interagit avec les chaperons/co-
chaperons HscA et HscB pour le transfert du centre Fe-S vers un partenaire. HscA 
est une protéine homologue aux Hsp70 (Heat Shock Proteins of 70 kDa) et possède 
une activité d’hydrolyse de l’ATP nécessaire au transfert de centre Fe-S (Bonomi et 
al., 2008; Chandramouli et Johnson, 2006; Iametti et al., 2015). Elle contient un 
domaine de fixation de substrat à l’extrémité C-terminale qui reconnaît et lie IscU, 
notamment grâce à une séquence peptidique LPPVK (Cupp-Vickery et al., 2004a; 
Seaton et Vickery, 1994). Bien qu’HscB interagisse directement avec IscU et HscA, 
son rôle exact dans le transfert de centre Fe-S reste incertain (Iametti et al., 2015). 
La dernière protéine codée par l’opéron isc est IscA, qui fait partie des protéines ATC 
et possède donc 3 cystéines conservées. In vitro, cette protéine de transfert est capable 
de recevoir un centre [2Fe-2S] ou [4Fe-4S] d’IscU et de les transférer respectivement 
à la ferrédoxine et à la biotine synthase, BioB (Ollagnier de Choudens et al., 2004; 
Ollagnier-de-Choudens et al., 2001). La résolution de la structure tridimensionnelle 
d’IscA d’E. coli montre qu’il s’agit d’un tétramère regroupant deux dimères, dont 

chacun permettrait la liaison d’un centre [2Fe-2S] (Cupp-Vickery et al., 2004b). 
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3. Maturation des protéines à centre Fe-S en conditions de stress 

par la machinerie bactérienne SUF 

Plusieurs protéines ATC sont présentes chez E. coli, la protéine SufA mentionnée 
plus haut est l’une d’entre elles. Il s’agit d’une protéine dimérique, capable de lier un 
centre [2Fe-2S] ou un centre [4Fe-4S] et, comme pour IscA, ces centres sont 
transférés in vitro à Fdx ou BioB respectivement (Chahal et Outten, 2012; Ollagnier-
de-Choudens et al., 2004; Wada et al., 2005). Le nom de cette seconde protéine fait 
référence à la position du gène associé sur un opéron codant 6 gènes impliqués dans 
une seconde machinerie d’assemblage de centre Fe-S chez E. coli appelée suf pour 
« Sulfur mobilization ». L’opéron suf code pour les gènes sufABCDSE dont seul le gène 
sufD n’est pas primordial dans un fond génétique Δisc (Butland et al., 2008). Il 
s’agirait donc d’une voie d’assemblage de centre Fe-S alternative à ISC chez E. coli 

exprimée en conditions de stress oxydant (Takahashi et Tokumoto, 2002). 

SufS code pour une cystéine désulfurase PLP-dépendante fonctionnellement 
différente de IscS, et dont l’activité de désulfuration de la cystéine est stimulée par 
SufE, une protéine de transfert de soufre. Par ailleurs, l’activité cystéine désulfurase 

de SufS en présence de SufE est améliorée par l’ajout du complexe SufBC2D, SufE 
interagissant directement avec SufB pour le transfert d’atomes de soufre (Layer et al., 
2007; Outten et al., 2003). Les caractéristiques structurales de SufS et SufE 
suggèrent que ces protéines forment un environnement confiné vis-à-vis du milieu 
environnant, de sorte à mieux protéger l’atome de soufre transféré. Des comparaisons 

entre les associations SufS-SufE et IscS-IscU en présence de peroxyde d’hydrogène 
ont d’ailleurs confirmé cette hypothèse en montrant une meilleure activité cystéine 
désulfurase pour les protéines SUF en conditions oxydantes (Blanc et al., 2014; Dai 
et Outten, 2012). SufBC2D représente le complexe d’échafaudage de centre Fe-S de 
la machinerie SUF. Celui-ci est constitué des protéines SufB, SufC et SufD avec une 
stœchiométrie de 1 :2 :1 (Hirabayashi et al., 2015). Après purification anaérobie, le 
complexe contiendrait un centre [2Fe-2S] ainsi qu’une molécule de FADH2, un 
réducteur, qui apporte les électrons nécessaires à l’assemblage d’un centre [4Fe-4S] 
par reconstitution in vitro (Hirabayashi et al., 2015; Wollers et al., 2010). Le cofacteur 
oxydé FAD n’est quant à lui pas lié au complexe d’échafaudage et serait donc libéré 
après oxydation de sorte à être réduit à nouveau par un système flavine réductase. 
Bien que SufB et SufD soient homologues, SufB a longtemps été considérée comme 
étant le domaine d’assemblage du centre Fe-S, d’autant plus qu’il est possible de 

reconstituer un centre Fe-S in vitro sur un complexe SufB2C2. Contrairement à SufD, 
SufB possède 4 cystéines conservées dont 3 au sein d’un domaine CxxCxxxC, 
fréquemment retrouvé parmi les protéines Fe-S (Pérard et Ollagnier de Choudens, 
2017). SufB est également la sous-unité du complexe SufBC2D qui reçoit le soufre 
issu de SufS par l’intermédiaire de SufE pour l’assemblage d’un centre Fe-S (Layer et 
al., 2007). L’étude récente de la structure du complexe d’échafaudage bactérien 

démontre qu’il s’agit d’un hétérodimère SufB-SufD sur lequel chaque sous-unité est 
reliée à un monomère SufC. Au cours de la biogénèse du centre Fe-S, un atome de 
soufre est cédé de SufE à SufB pour l’assemblage d’un centre Fe-S à l’interface entre 

SufB et SufD (Hirabayashi et al., 2015). La liaison de centre Fe-S serait assurée par 
une cystéine et un acide glutamique sur SUFB ainsi qu’une histidine sur SufD (Yuda 
et al., 2017). L’exposition des résidus de SufB et SufD impliqués dans la fixation du 
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cofacteur est dépendante de l’activité ATPase des deux sous-unités SufC qui forment 
un dimère tête-bêche en ouvrant ainsi le site d’assemblage du centre Fe-S 
(Hirabayashi et al., 2015; Yuda et al., 2017). Le centre [4Fe-4S] finalement formé sur 
SufBC2D est transféré à des protéines cibles au travers de protéines de transfert telles 
que SufA (Chahal et al., 2009; Chahal et Outten, 2012). 

Il est à noter que certaines bactéries gram+, telles que Bacilus subtilis, ne 
possèdent que la machinerie SUF pour l’assemblage de protéines à centre Fe-S 

(Albrecht et al., 2010). L’opéron suf de B. subtilis code pour 5 gènes dans l’ordre 

suivant : sufCDSUB parmi lesquels la protéine SufU présente des homologies avec 
IscU. Son rôle n’est pas clair car il a été suggéré qu’il s’agit d’une protéine 

d’échafaudage de centre [4Fe-4S] dont l’approvisionnement en soufre dépend 

directement de SufS (Albrecht et al., 2010) mais il a été montré plus récemment que 
SufU interviendrait plutôt dans le transfert de soufre de SufS vers SufBC2D (Pérard 
et Ollagnier de Choudens, 2017; Yokoyama et al., 2018). SufU remplacerait donc 
SufE chez certains organismes, ce qui est corroboré par le fait que les 2 protéines ne 
sont jamais retrouvées ensembles chez un même organisme. 

4. Protéines impliquées dans la maturation de protéines à centre 

Fe-S non codées par les opérons isc et suf 

En plus des protéines codées par les opérons isc et suf, plusieurs protéines de 
transfert communes à plusieurs machineries sont codées par le génome bactérien. 
On dénombre 7 protéines de ce type chez E. coli : ErpA, NfuA, YgfZ, GrxD/Grx4, BolA, 
IbaG/YrbA et Mrp/ApbC. 

La première de ces protéines, ErpA (figure 5), fait partie de la famille des protéines 
ATC. Le mutant de délétion ΔerpA n’est pas capable de croître sur une source de 
carbone non fermentable ce qui lui vaut le nom de « essential respiratory protein A » 
(Loiseau et al., 2007). Comme SufA et IscA, ErpA possède 3 cystéines conservées, 
essentielles à son fonctionnement, et est impliquée dans la maturation de protéines 
Fe-S appartenant à la voie de biosynthèse des isoprénoïdes in vivo. Après 
reconstitution in vitro, ErpA incorpore majoritairement un centre [2Fe-2S] mais 
également un centre [4Fe-4S] transférable à la protéine IspG (Loiseau et al., 2007). 
Contrairement à SufA et IscA qui sont des protéines ATC de classe II et interagissent 
avec les complexes d’échafaudage, ErpA est une protéine ATC de classe I qui 
n’interagit pas avec les protéines d’assemblage mais plutôt avec des protéines cibles 
telles que IspG et IspH (Vinella et al., 2009). En dépit du rôle attribué aux différentes 
classes de protéines ATC, il semble que la surexpression de la protéine IscA, mais 
pas SufA, compense l’absence d’ErpA pour la maturation de certaines protéines Fe-
S in vivo (Pinske et Sawers, 2012; Vinella et al., 2009). Les études les plus récentes 
sur ErpA montrent que la protéine peut recevoir un centre Fe-S de NfuA. In vivo les 
deux protéines ont d’ailleurs un rôle dans la maturation de l’aconitase AcnB et des 
complexes respiratoires I et II, qui correspondent respectivement à la 
NADH :ubiquinone oxydoréductase, formée par les protéines NuoA à NuoN, et à la 
succinate déshydrogénase, Sdh (Py et al., 2018). 



Introduction 

 15 

 
Figure 5: Schéma récapitulatif du rôle de la protéine ErpA dans la maturation de protéines Fe-S 
chez E. coli. Les protéines en bleu sont des protéines de transfert et les protéines en violet sont des 
protéines cibles. Différents fléchages sont utilisés pour matérialiser le lien entre différentes protéines. 
Ainsi, les flèches pleines représentent des interactions et des transferts de centres Fe-S validés in vitro, 
alors que les flèches pointillées indiquent des associations fonctionnelles caractérisées in vivo. In vitro, 
la protéine ErpA peut lier un centre [2Fe-2S] ou [4Fe-4S]. 

NfuA est également une protéine de transfert codée en dehors des opérons isc, nif 
et suf. Chez E. coli, il s’agit d’une protéine à deux domaines avec un domaine N-
terminal ATC, impliqué dans l’interaction avec les protéines partenaires et dépourvu 
des cystéines habituellement conservées pour cette famille. A l’extrémité C-terminale, 
NfuA possède un domaine homologue au domaine C-terminal de la protéine NifU d’A. 

vinelandii qui contient un motif CxxC pour la fixation d’ un centre [4Fe-4S] au sein 
d’un dimère (Angelini et al., 2008). In vitro, NfuA peut recevoir ce centre des unités 
d’échafaudage IscU-HscB-HscA et SUFBC2D et le transférer aux protéines ATC ou à 
des protéines cibles telles que les aconitases AcnA et AcnB (Py et al., 2012). Le mutant 
de délétion ΔnfuA est plus sensible au stress oxydant et aux conditions de carence 
en fer, ce qui indique que la protéine interviendrait dans des conditions 
environnementales particulières (Angelini et al., 2008). L’expression de la protéine en 
conditions de stress expliquerait d’ailleurs que NfuA intervienne in vitro dans la 
régénération du centre [4Fe-4S] de LipA sans que le mutant ne présente de défaut en 
acide lipoïque. Dans le cas présent, c’est la protéine d’échafaudage IscU qui 

assurerait cette fonction en l’absence de NfuA (McCarthy et Booker, 2017). D’un point 

de vue fonctionnel, NfuA interviendrait dans la maturation et/ou la réparation d’un 

large éventail de protéines [4Fe-4S] que sont AcnB, IspG, IspH, les protéines de 
complexes respiratoires NuoG et Sdh ainsi que la protéine à radical SAM MiaB, 
impliquée dans la méthylthiolation des ARNt (figure 6, Boutigny et al., 2013; Burschel 
et al., 2019; Py et al., 2012). 
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Figure 6: Schéma récapitulatif du rôle de la protéine NfuA dans la maturation de protéines Fe-S 
chez E. coli. La protéine étant plus exprimée en conditions de stress, il est probable que la maturation 
des protéines à centre Fe-S indiquées ci-dessus soit dépendante d’autres acteurs des machineries 
d’assemblage en conditions standards de croissance. Les protéines en orange sont des protéines 
d’échafaudage, les protéines en vert sont des chaperons, les protéines en bleu sont des protéines de 
transfert et celles en violet sont des protéines cibles. Les flèches pleines représentent des interactions et 
des transferts de centres Fe-S validés in vitro, alors que les flèches pointillées indiquent des associations 
fonctionnelles caractérisées in vivo.  

Un défaut de maturation de la protéine MiaB se traduit par une diminution du 
ratio entre ARNt modifié et non modifié. A l’exception de ΔnfuA, deux mutants de 
délétion ont un défaut de méthylthiolation d’ARN chez E. coli. Le premier est le mutant 
ΔygfZ pour lequel l’activité de MiaB est fortement inhibée (Waller et al., 2010). La 
protéine codée par le gène ygfZ, qui est l’orthologue d’IBA57 chez la levure, a été 
initialement caractérisée lors d’un projet de génomique structurale, la protéine 

présentant des similarités avec des enzymes appartenant au système de clivage de la 
glycine (GCS). Ces enzymes sont folate-dépendantes et bien qu’YgfZ ne partage que 
peu d’acides aminés conservés au niveau du site de fixation du folate des enzymes 
GCS, elle semble tout de même interagir avec le folate (Teplyakov et al., 2004; Waller 
et al., 2010). En plus d’un défaut d’activité de MiaB, l’activité de plusieurs protéines 

Fe-S (figure 7, diméthylsulfoxyde réductase, fumarase et Sdh) est diminuée pour le 
mutant ΔygfZ, en particulier en conditions de stress oxydant (Waller et al., 2010). En 
dehors des ressemblances avec les enzymes GCS, YgfZ possède un motif KGCY/F-x-
GQE-xxx-R/K conservé parmi les homologues eucaryotes et bactériens. L’ensemble 

de ces données et l’incapacité d’une forme YgfZ mutée au niveau de la cystéine 
conservée à restaurer le phénotype sauvage du mutant suggèrent l’importance de ce 

résidu pour le fonctionnement d’YgfZ dans des étapes de maturation ou de réparation 
de protéines Fe-S (Hasnain et al., 2012). Le second fond génétique dans lequel la 
modification en ARNt est réduite de façon exacerbée par rapport au simple mutant 
ΔnfuA est le double mutant ΔnfuA/ΔgrxD (Boutigny et al., 2013). Cette observation 
indique que NfuA et GrxD remplissent des fonctions additionnelles dans l’adressage 

de centre Fe-S vers MiaB. Bien que GrxD puisse former un complexe avec MiaB, 
aucun transfert in vitro n’a été détecté entre les 2 protéines (Boutigny et al., 2013). 
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De ce fait, l’interaction entre GrxD et MiaB ne correspondrait pas à un transfert et la 
nature de celle-ci reste donc à déterminer. 

 
Figure 7: Schéma récapitulatif du rôle de la protéine YgfZ dans la maturation de protéines Fe-S 
chez E. coli. Les protéines en bleu sont des protéines de transfert et celles en violet sont des protéines 
cibles. Les flèches pointillées indiquent que les associations entre protéines cibles et YgfZ sont le fruit 
d’une caractérisation fonctionnelle in vivo.  

En terme de classification, GrxD ou Grx4 fait partie des glutarédoxines (GRXs), 
qui sont des protéines habituellement impliquées dans la réduction de ponts 
disulfure par un mécanisme dépendant du glutathion (Li et Outten, 2012). GrxD fait 
partie des GRXs de classe II, aussi appelées glutarédoxines monothiol du fait qu’elles 

ne possèdent qu’une cystéine conservée au sein d’un motif CGFS. Ces GRXs de classe 
II seraient plutôt impliquées dans le transfert de centres Fe-S, au détriment de 
l’activité thiol réductase (Couturier et al., 2015). En effet, GrxD peut lier un centre 
[2Fe-2S] au sein d’un homodimère, deux des ligands du centre Fe-S étant du 
glutathion (Iwema et al., 2009). Bien que des études de criblage d’interactions 

génétiques aient montré que GrxD est associée à la machinerie SUF chez E. coli, in 

vitro, l’homodimère GrxD reçoit un centre Fe-S de IscU et peut le transférer à des 
protéines [2Fe-2S] telles que la ferrédoxine (Butland et al., 2008; Vranish et al., 2016). 
Des études de caractérisation fonctionnelle supplémentaires permettront d’élucider 

le rôle de GrxD in vivo. GrxD peut aussi fixer un centre [2Fe-2S] au sein d’un 

hétérodimère en association avec une protéine de la famille des BolA, dont le rôle 
serait potentiellement différent de celui d’un homodimère de Grx (figure 8, Yeung et 
al., 2011). 

Les protéines BolA sont au nombre de 2 chez E. coli et sont appelées BolA et 
IbaG/YrbA. Le terme BolA vient de l’espagnol pour le mot balle, qui renvoie au 

phénotype observé pour des mutants de surexpression de la protéine et dont l’aspect 

devient plus sphérique (Aldea et al., 1988). Les protéines BolA sont d’ailleurs 

associées à des phénomènes de réponses aux stress (Guinote et al., 2014). Par 
exemple la surexpression de l’isoforme IbaG (Influenced by acid gene) chez E. coli 
améliore sa résistance en condition de stress acide (Guinote et al., 2012). Chacune 
des protéines BolA et IbaG peut former un hétérodimère avec GrxD, à la fois sous 
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apo- et holo-formes, et les doubles mutants ΔgrxD/ΔbolA et ΔgrxD/ΔibaG entraînent 
tous deux une diminution d’activité de la succinate déshydrogénase qui contient 3 

centres Fe-S dont un centre [2Fe-2S] (Burschel et al., 2019; Dlouhy et al., 2016; 
Yeung et al., 2011). Bien que BolA et IbaG fassent partie de la même famille protéique, 
elles ne partagent que 23% d’identité et n’ont pas exactement la même fonction in 

vivo. Ainsi, le mutant de délétion ΔbolA présente une quantité réduite de NuoG, une 
des sous-unités du complexe respiratoire I, capable d’incorporer un centre [2Fe-2S] 
et deux centres [4Fe-4S] chez E. coli (Yakovlev et al., 2007). De plus, l’analyse de la 
membrane plasmique du mutant ΔbolA par EPR indique l’absence de signal du centre 

[2Fe-2S] de NuoG, a priori impliqué dans la stabilité de la protéine, alors que celui-ci 
est toujours présent dans la souche ΔibaG (Burschel et al., 2019). 

 
Figure 8: Schéma récapitulatif du rôle des protéines GrxD, BolA et IbaG dans la maturation de 
protéines Fe-S chez E. coli. Les protéines en orange sont des protéines d’échafaudage, celles en bleu 
sont des protéines de transfert et les protéines en violet sont des protéines cibles. Différents fléchages 
sont utilisés pour matérialiser le lien entre différentes protéines. Ainsi, les flèches pleines représentent 
des interactions et des transferts de centres Fe-S validés in vitro, alors que les flèches pointillées 
indiquent des associations fonctionnelles caractérisées in vivo.  

Enfin, Mrp ou ApbC (pour metG related protein ou alternative pyrimidine 
biosynthetic pathway) est une protéine de transfert d’abord identifiée chez le genre 
Salmonella dont le mutant de délétion ΔapbC présente un défaut de synthèse de 
thiamine (Petersen et Downs, 1996). Mrp possède un domaine walker A et un motif 
CxxC qui lui confèrent respectivement une activité ATPase et la capacité de lier un 
centre [4Fe-4S] au sein d’un dimère. Chacune de ces fonctions est importante pour 
l’activité d’ApbC puisque la mutation des domaines associés mime dans une certaine 
mesure le phénotype du mutant de délétion chez S. enterica, à savoir un défaut de 
synthèse de thiamine et du catabolisme de tricarballylate, une voie métabolique 
absente chez E. coli (Boyd et al., 2009). D’un point de vue fonctionnel, Mrp 

interviendrait également dans la maturation de centres [4Fe-4S] de la 
NADH:ubiquinone oxydoréductase chez E. coli (figure 9, Burschel et al., 2019). 
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Figure 9: Schéma récapitulatif du rôle de ApbC dans la maturation de protéines Fe-S chez E. coli. 
Les protéines en bleu sont des protéines de transfert et les protéines en violet sont des protéines cibles. 
Les flèches pointillées indiquent des associations fonctionnelles caractérisées in vivo.  

L’ensemble des données existantes au sujet de la maturation de centres Fe-S chez 
la bactérie gram- E. coli permet de dresser le modèle présenté en figure 10. En fonction 
des conditions cellulaires, l’une des machineries ISC ou SUF fournirait un centre Fe-
S à plusieurs protéines de transfert permettant la maturation d’une même protéine 

cible (Py et al., 2018; Roche et al., 2013). 

 
Figure 10: Modèle pour la maturation de protéines à centre Fe-S par les machineries d’assemblage 
ISC et SUF chez E. coli. Les étapes tardives de la maturation de centres Fe-S ont été simplifiées ici, et 
ce modèle montre chacune des protéines impliquées dans la maturation de centres Fe-S alors que leur 
expression dépend des conditions cellulaires. En blanc, les protéines impliquées dans l’apport de fer ; 
en jaune, les cystéine désulfurases ; en marron, les protéines de transfert de soufre ; en gris, les 
protéines et cofacteurs donneurs d’électrons pour l’assemblage de centres Fe-S ; en orange, les protéines 
d’échafaudage ; en vert, les protéines chaperons ; en bleu, les protéines de transfert et en violet, les 
protéines réceptrices de centres Fe-S. 
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Chapitre 3 : Assemblage de centres Fe-S au sein de l’organisme 

eucaryote Arabidopsis thaliana 

Les machineries d’assemblage de centres Fe-S sont au nombre de 3 chez les 
eucaryotes. Elles sont nommées ISC, SUF et CIA (pour cytosolic iron-sulfur cluster 
assembly) et interviennent respectivement dans la maturation de protéines 
mitochondriales, chloroplastiques et cytosoliques ou nucléaires. La machinerie CIA 
est spécifique des eucaryotes tandis que les machineries ISC et SUF sont rémanentes 
de l’origine endosymbiotique des mitochondries et des chloroplastes retrouvés au sein 
des cellules eucaryotes (Py et al., 2012; Richards et Van der Giezen, 2006; Vinella et 
al., 2009). Ces trois machineries étant conservées chez les eucaryotes, je m’appuierai 

sur l’ensemble des études, y compris celles menées chez des organismes non-
photosynthétiques, pour décrire, bâtir des modèles ou émettre des hypothèses 
concernant l’assemblage de centres Fe-S dans les cellules végétales. Quel que soit le 
système décrit, j’utiliserai principalement la nomenclature des protéines de plantes 

afin de clarifier le propos et le tableau 1 indique les correspondances entre les noms 
de protéines issues des organismes modèles.  
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  Fonction E. coli S. cerevisiae H. sapiens A. thaliana 
M

a
ch

in
er

ie
 I

S
C

 

Cystéine désulfurase IscS Nfs1 NFS1 NFS1 

Activateur de la cystéine 
désulfurase 

- Isd11 ISD11 ISD11 

Acp Acp1 ACP ACP 

Régulation de l'entrée de fer 
IscX - - - 

CyaY Yfh1 FXN FH 

Donneur d'électrons 
Fdx Yah1 FDX1/FDX2 mFDX1/2 

FNR Arh1 FDXR mFDR 

Protéine d'échafaudage IscU Isu1/2 ISCU ISU1/2/3 

Protéine chaperon HscA Ssq1, Ssc1 HSPA9 HSCA1/2 

Protéine co-chaperon HscB Jac1 HSCB HSCB 

Facteur d'échange 
nucléotidique 

- Mge1 GRPEL1/2 MGE1a/b 

Protéine de transfert 

GrxD Grx5 GLRX5 GRXS15 

IscA Isa1 ISCA1 ISCA1a/b 

ErpA Isa2 ISCA2 ISCA2 

YgfZ Iba57 IBA57 IBA57.1 

NfuA Nfu1 NFU1 NFU4/5 

BolA/IbaG Bol1/3 BOLA1/3 BOLA4 

ApbC Ind1 IND1 INDH 

Transporteur ABC - Atm1 ABCB7 ATM3 

M
a
ch

in
er

ie
 C

IA
 

Donneur d'électrons 
- Tah18 NDOR1 TAH18 

- Dre2 CIAPIN1 DRE2 

Protéine d'échafaudage 
- Nbp35 NBP35 NBP35 

- Cfd1 CFD1 - 

Protéine de transfert 

- Nar1 IOP1 NAR1 

- Met18 MMS19 MET18 

- Cia1 CIA1 CIA1 

- Cia2 CIA2B AE7 

- Fra2 BOLA2 BOLA2 

- Grx3/4 GLRX3 GRXS17 

- Lto1 ORAOV1 LTO1 

- Yae1 YAE1D1 YAE1/2/3 

M
a
ch

in
er

ie
 S

U
F
 

Cystéine désulfurase SufS - - NFS2 

Transfert de soufre/activateur 
de la cystéine désulfurase 

SufE - - SUFE1/2/3 

Protéine d'échafaudage 

SufB - - SUFB 

SufC - - SUFC 

SufD - - SUFD 

Protéine de transfert 

GrxD - - GRXS14/16 

IscA - - 
SUFA1 

ErpA - - 

YgfZ - - IBA57.2 

NfuA - - NFU1/2/3 

BolA/IbaG - - BOLA4 

ApbC - - HCF101 

Tableau 1 : Liste des protéines impliquées dans la maturation de centres Fe-S au sein des 3 
machineries d’assemblage identifiées chez les eucaryotes et E. coli. 
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1. Assemblage de centres Fe-S par la machinerie mitochondriale 

ISC 

De façon concordante avec l’hypothèse selon laquelle les mitochondries sont le 
fruit de l’endosymbiose d’α-protéobactéries, la machinerie mitochondriale ISC est 
globalement composée de protéines homologues à celles codées par l’opéron isc d’E. 

coli ainsi qu’aux protéines « non-ISC, non-SUF » présentées dans le chapitre 2 (figure 
12, Braymer et Lill, 2017). Il existe toutefois des spécificités importantes, notamment 
au niveau du complexe d’assemblage avec l’existence de protéines supplémentaires. 
De plus, une des particularités des eucaryotes photosynthétiques est que certaines 
familles de gènes sont plus étendues que pour les organismes n’appartenant pas à la 

lignée verte (Balk et Schaedler, 2014). 

Chez les eucaryotes, l’assemblage de centres Fe-S par la protéine ISU est réalisé 
au sein d’un complexe regroupant 6 protéines. Ce complexe est articulé autour d’un 

dimère NFS1 pour lequel chaque monomère interagit avec une unité ISD11 associée 
à une protéine ACP, un monomère FH, et un monomère ISU interagissant lui-même 
avec une ferrédoxine (Boniecki et al., 2017; Fox et al., 2019). Au sein de ce complexe 
d’échafaudage mitochondrial, les 3 cystéines conservées sur ISU sont à proximité de 
la cystéine catalytique de NFS1, la frataxine interagit également avec NFS1 au niveau 
de son site actif de façon attenante à ISU et la ferrédoxine flanque ISU du côté opposé 
à la frataxine (figure 11). Cette organisation permettrait l’acheminement simultané 
de fer, de soufre et d’électrons au niveau du site d’assemblage de centres Fe-S sur 
ISU (Boniecki et al., 2017). 

 
Figure 11: Structure 3D du complexe d'assemblage mitochondrial chez le champignon 
filamenteux C. thermophilum obtenue à partir de données cristallographiques et SAXS (Small 
angle X-rays scattering). Figure adaptée de Boniecki et al., 2017. Chaque protéine est représentée par 
un code couleur : orange pour la cystéine désulfurase NFS1, bleu pour la protéine d’échafaudage ISU, 
rouge pour la ferrédoxine et gris pour la frataxine. L’encadré détaille l’environnement du site actif de 
NFS1. Les atomes de soufre de cystéines catalytiques sont représentés par des sphères jaunes et les 
atomes d’oxygène présents sur l’hélice de liaison au fer α1 de la frataxine sont schématisés par des billes 
rouges. Le centre [2Fe-2S] de la ferrédoxine, responsable du transfert d’électrons ainsi que le cofacteur 
PLP impliqué dans la désulfurylation de L-cystéine par NFS1 sont également représentés. 

L’assemblage de centres Fe-S sur ISCU repose, en premier lieu, sur la prise en 
charge d’un atome de soufre par l’activité de la cystéine désulfurase mitochondriale 

NFS1 (Frazzon et al., 2007). Chez les eucaryotes, la formation d’un homodimère NFS1 
serait sous la dépendance des protéines ISD11 et ACP, qui sont essentielles in vivo, 
mais dont le rôle n’est pas encore clairement élucidé d’un point de vue moléculaire 
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(Adam et al., 2006; Van Vranken et al., 2016). La protéine ACP pour « Acyl-Carrier 
Protein » existe aussi chez les procaryotes et remplirait plusieurs fonctions dont la 
synthèse d’acides gras, alors que la protéine ISD11 (ISC biogenesis desulfurase 
interacting protein) aussi appelée protéine LYR n’est retrouvée que chez les 

eucaryotes et interagirait avec ACP par son motif L-Y-R conservé (Boniecki et al., 
2017). La résolution de la structure 3D du complexe NFS1-ISD11-ACP montre 
l’interaction de ISD11 et ACP avec NFS1 en dehors de son site actif ce qui indique un 
rôle régulateur plutôt que catalytique pour les deux protéines (Boniecki et al., 2017). 

Par analogie avec la machinerie humaine, les ferrédoxines d’A. thaliana, mFDX1 
et mFDX2, plus proches de la FDX2 humaine que de FDX1 fourniraient les électrons 
nécessaires à la réduction de persulfide sur NFS1 en sulfide pour la synthèse du 
centre Fe-S sur la protéine d’échafaudage ISU (Cai et al., 2017; Gervason et al., 2019). 
Les FDX seraient réduites par une ferrédoxine réductase dépendante du NADPH, 
mFDR (Takubo et al., 2003; Webert et al., 2014). 

L’origine du fer pour l’assemblage de centres Fe-S mitochondriaux reste à 
déterminer, toutefois la frataxine (FH) a été identifiée comme ayant une fonction de 
régulation de l’entrée de fer au niveau du complexe d’échafaudage (Colin et al., 2013). 
La caractérisation de mutants de délétion pour la frataxine indique un rôle de celle-
ci dans la maturation de protéines à centres Fe-S (Babcock et al., 1997; Guillon et 
al., 2009). Des études montrent d’ailleurs que la frataxine incorpore du fer qu’elle 

pourrait céder en présence de tout ou partie du complexe d’assemblage mitochondrial 

(Armas et al., 2019; Cai et al., 2018). A l’inverse, d’autres études indiquent que la 
frataxine remplirait plutôt une fonction de régulation vis-à-vis de la cystéine 
désulfurase NFS1 à partir de laquelle elle stimulerait le transfert de soufre vers ISU 
(Colin et al., 2013; Fox et al., 2019; Gervason et al., 2019; Parent et al., 2015). De 
fait, le rôle moléculaire de la frataxine est encore sujet à controverse, mais il est 
désormais clair que cette protéine est indispensable à l’assemblage de centres Fe-S 
réalisé par la protéine d’échafaudage appelée ISU. Parmi les 3 isoformes a priori 
fonctionnelles retrouvées chez A. thaliana, ISU1 aurait un rôle constitutif alors que 
ISU2 et ISU3 seraient plus particulièrement exprimées au niveau des fleurs (Frazzon 
et al., 2007; Léon et al., 2005). 

Après l’assemblage d’un centre [2Fe-2S] sur ISU, le système chaperon/co-
chaperon HSCA/HSCB permet le transfert spécifique de ce centre vers GRXS15 
(Braymer et Lill, 2017; Mühlenhoff et al., 2003; Uzarska et al., 2013; Xu et al., 2009). 
Chez les eucaryotes, il a été montré que le domaine C-terminal de la protéine de type 
J, HSCB, interagit avec ISU au niveau des mêmes acides aminés que NFS1, indiquant 
que les étapes d’assemblage et de transfert ne peuvent avoir lieu de façon simultanée 
(Majewska et al., 2013). Une fois le complexe holo-ISU/HSCB formé, le domaine J 
d’HSCB permet l’interaction avec la protéine HSCA, une ATPase de type Hsp70, 
formant elle-même un complexe avec GRXS15. Au sein du complexe holo-
ISU/HSCB/HSCA/GRXS15, la présence d’ISCU et d’HSCB stimule l’activité ATPase 

d’HSCA (Dutkiewicz et al., 2003; Uzarska et al., 2013; Xu et al., 2009). La liaison 
d’ADP par HSCA entraîne des changements de conformation au cours desquels HSCB 
est détachée du complexe tandis que ISU cède son centre Fe-S à GRXS15. Chez les 
eucaryotes, l’intervention du facteur d’échange nucléotidique MGE1 libère l’ADP 
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d’HSCA, alors remplacé par de l’ATP, et entraîne enfin la dissociation du complexe 
protéique, libérant ainsi ISU sous apoforme et GRXS15 sous holoforme (Dutkiewicz 
et al., 2003; Uzarska et al., 2013).  

La protéine GRXS15 incorpore un centre [2Fe-2S] au sein d’un dimère (Moseler et 
al., 2015). Bien qu’il ne s’agisse pas d’une protéine d’échafaudage, GRXS15 remplit 

des fonctions essentielles au sein de la machinerie ISC, puisque le mutant de délétion 
est létal chez A. thaliana (Moseler et al., 2015; Ströher et al., 2016). GRXS15 aurait 
également un rôle central dans la maturation des protéines à centres Fe-S 
mitochondriales, qu’elles soient de type [2Fe-2S] ou [4Fe-4S] (Moseler et al., 2015; 
Ströher et al., 2016; Uzarska et al., 2013). En particulier, elle contribuerait à la 
maturation de la lipoate synthase (Ströher et al., 2016). Il est important de noter que 
le mutant de levure grx5Δ ne présente pas un phénotype drastique, contrairement à 
ce qui est attendu du fait de sa position centrale pour la maturation des protéines 
Fe-S mitochondriales mais aussi cytosoliques en prenant part à la synthèse d’un 

intermédiaire exporté par ATM3 vers le cytosol (voir plus loin). Des différences 
importantes semblent donc exister entre levure et plantes à cette étape. Ceci est 
corroboré par le fait que les GRXS15 d’Arabidopsis et de peuplier ne complémentent 

pas ou très partiellement le mutant grx5Δ de levure (Bandyopadhyay et al., 2008; 
Moseler et al., 2015). La protéine GRXS15 interagit avec deux catégories différentes 
de protéines de transfert, les protéines BOLA et les protéines ATC (Przybyla-Toscano, 
2017). 

Chez les plantes, la mitochondrie contiendrait deux protéines BOLA : BOLA4 et 
SUFE1 qui contient un domaine BOLA dans sa région C-terminale. La présence et le 
rôle de SUFE1 au sein de la mitochondrie restent à être validés de mon point de vue, 
néanmoins les deux protéines sont capables d’interagir avec GRXS15 en double 
hybride en levure (Couturier et al., 2014; Xu et Møller, 2006). Un mutant de levure 
pour les isoformes mitochondriales Bol1 et Bol3 ne possède pas un phénotype très 
fort (Uzarska et al., 2016). Ces isoformes seraient capables de lier un centre [2Fe-2S] 
au sein d’hétérodimères GRX-BOLA et rempliraient des fonctions partiellement 
redondantes, dont la maturation de la lipoate synthase (Nasta et al., 2017; Uzarska 
et al., 2016). La protéine BOLA4, qui appartient à un clade phylogénétique différent 
(Couturier et al., 2014), complémente néanmoins totalement les défauts de 
maturation de protéines Fe-S présents dans un double mutant bol1-bol3 de levure 
(Uzarska et al., 2018). Globalement, l’hypothèse est que les protéines BOLA 
accompagnent GRXS15 dans le transfert de centres de [2Fe-2S] vers les voies de 
maturation de protéines à centres [4Fe-4S]. Un rôle plus tardif est toutefois suggéré 
pour Bol3 en levure, qui interagirait de manière spécifique avec Nfu1 pour la 
maturation de certaines protéines [4Fe-4S] telles que l’aconitase ou la succinate 

déshydrogénase (Melber et al., 2016). En dépit des informations concernant les 
protéines BOLA chez la levure et l’humain, des études supplémentaires devront être 

réalisées pour comprendre la fonction de BOLA4 au sein de la lignée verte, d’autant 

plus qu’aucune interaction n’est détectée entre les isoformes mitochondriales 
NFU4/5 et BOLA4 par double hybride en levure (Przybyla-Toscano, 2017).  

Comme énoncé ci-dessus, la protéine GRXS15 est également capable d’interagir 

avec chacune des protéines ATC de plante (Przybyla-Toscano, 2017). Il existe 3 
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isoformes chez A. thaliana. ISCA1a et ISCA1b semblent être des homologues 
fonctionnelles de la protéine Isa1 de levure et font partie des ATC de classe II, alors 
qu’ISCA2 serait une ATC de classe I correspondant à Isa2 (Uzarska et al., 2018; 
Vinella et al., 2009). Les protéines de plantes ne sont pas caractérisées à l’heure 

actuelle. In vitro, les protéines humaines existent sous forme homodimérique et 
peuvent recevoir un centre [2Fe-2S] de GRX5 (Banci et al., 2014). Les protéines ISCA1 
et ISCA2 peuvent également former un hétérodimère qui permet la conversion de 
centres [2Fe-2S] en centres [4Fe-4S] par le couplage réductif de deux centres [2Fe-
2S] acheminés par la GRX mitochondriale (Brancaccio et al., 2014). Des résultats 
similaires ont été récemment rapportés pour les isoformes de plantes lors d’une 

conférence sur le sujet (Azam et al., 2018). Ces observations corroboreraient ainsi les 
défauts de maturation observés pour l’ensemble des protéines [4Fe-4S] 
mitochondriales chez les simples mutants viables isca1Δ et isca2Δ, sans qu’aucune 

compensation ne soit possible d’une isoforme à l’autre, reflétant des fonctions 

complémentaires (Beilschmidt et al., 2017; Mühlenhoff et al., 2011; Sheftel et al., 
2012). Des défauts similaires sont visibles pour des cellules humaines et de levure 
dépourvues d’IBA57, une protéine connue pour interagir avec les protéines ISCA1 et 
ISCA2 (Gelling et al., 2008; Mühlenhoff et al., 2011). Un mutant d’insertion pour le 

gène IBA57.1 chez A. thaliana est létal au stade embryonnaire, démontrant 
l’importance de sa fonction chez les plantes (Waller et al., 2012). 

Une caractérisation biochimique récente de l’isoforme humaine IBA57 a montré 
qu’elle pourrait participer à la coordination d’un centre [2Fe-2S] au sein d’un 

hétérodimère ISCA2-IBA57. Au sein de ce complexe, la fixation du centre Fe-S est 
assurée par la cystéine conservée du motif KGCY/F-x-GQE-xxx-R/K d’IBA57 et par 
les 3 cystéines conservées de ISCA2 (Gourdoupis et al., 2018). La formation de centre 
[4Fe-4S] sur ce complexe n’a pu être observée dans les conditions expérimentales 

mais n’est pas exclue. En revanche, l’appartenance d’IBA57 à un tel complexe 
pourrait expliquer certaines données selon lesquelles IBA57 est impliquée dans la 
maturation de protéines de type Rieske (Sánchez et al., 2019; Sheftel et al., 2012).  

Le lien entre un complexe ISCA1/ISCA2/IBA57.1 et les protéines cibles 
mitochondriales à centre [4Fe-4S] serait ensuite assuré par une protéine de transfert 
de la famille des NFU (Melber et al., 2016; Przybyla-Toscano, 2017). Les NFU 
mitochondriales possèdent un domaine de fonction inconnue à l’extrémité N-
terminale, commun aux isoformes eucaryotes, et un domaine NFU à l’extrémité C-
terminale (Léon et al., 2003). Ce second domaine contient le motif CxxC conservé des 
NFU et impliqué dans la fixation de centre [4Fe-4S] au sein d’un dimère (Azam et al., 
2018; Cai et al., 2016; Melber et al., 2016). Les plantes possèdent 2 isoformes, 
appelées NFU4 et NFU5, dont la fonction serait essentielle et redondante (Przybyla-
Toscano, 2017). Chaque isoforme permet de complémenter le mutant de levure nfu1Δ 
qui présente des défauts de maturation pour plusieurs protéines à centre [4Fe-4S], 
confirmant un rôle conservé chez les eucaryotes (Uzarska et al., 2018). Chez l’homme, 

des mutations au niveau de la protéine NFU1 conduisent à des défauts de maturation 
des complexes respiratoires et à des diminutions très importantes d’activité 

d’enzymes dépendantes de l’acide lipoïque (Cameron et al., 2011; Navarro-Sastre et 
al., 2011). L’interaction décrite pour les protéines NFU4/NFU5 avec la lipoate 
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synthase pourrait expliquer pourquoi elles sont essentielles (Przybyla-Toscano, 
2017).  

 
Figure 12: Modèle de la maturation des protéines à centre Fe-S mitochondriales par la machinerie 
ISC d’A. thaliana. En blanc, les protéines impliquées dans l’apport de fer ; en jaune, la cystéine 
désulfurase ; en marron, les protéines partenaires de la cystéine désulfurase ; en gris, les protéines 
impliquées dans le transfert d’électrons (ATM3 n’a pas exactement le même code couleur puisqu’il s’agit 
d’un transporteur transmembranaire) ; en orange, les protéines d’échafaudage ; en vert, les protéines 
chaperons et leurs facteurs d’échange nucléotidique; en bleu, les protéines de transfert et en violet, les 
protéines cibles ou protéines à centres Fe-S. 

Enfin, une protéine appartenant à la famille des Mrp appelée INDH (pour iron-
sulfur protein required for NADH dehydrogenase) est présente au sein des 
mitochondries (Bych et al., 2008a). Chez A. thaliana cette protéine est essentielle et 
interviendrait de façon spécifique dans l’assemblage du complexe respiratoire I qui 
contient 8 centres Fe-S (Wydro et al., 2013). La caractérisation des isoformes de 
l’homme et de la levure Yarrowia lypolitica indique que ces protéines peuvent en effet 
fixer un centre [4Fe-4S] via des cystéines conservées et transférer ce centre à une 
protéine cible. La diminution du niveau de certaines protéines mitochondriales ne 
liant pas de centre Fe-S dans le mutant indh suggère que le défaut d’assemblage du 

complexe I pourrait être aussi lié à des défauts de traduction protéique (Wydro et al., 
2013), à moins que ces défauts ne soient liés à un problème de maturation d’une 
protéine Fe-S présente dans le complexe ribosomal. Cela serait surprenant car 
aucune protéine Fe-S autre que le complexe respiratoire I n’est impactée. De plus, la 
protéine INDH est absente chez les organismes dépourvus de ce même complexe, 
suggérant un lien fonctionnel fort entre les deux protéines (Bych et al., 2008a; Sheftel 
et al., 2009). 
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2. Maturation des protéines Fe-S cytosoliques et nucléaires par la 

machinerie CIA 

La présence de protéines à centre Fe-S dans le cytosol et le noyau nécessite qu’une 

machinerie d’assemblage soit présente dans le compartiment cytosolique. Alors 
qu’une cystéine désulfurase, nommée ABA3, est présente dans le cytosol, elle n’y est 
cependant pas impliquée dans la maturation des protéines Fe-S (Bernard et al., 
2013). L’étude de mutants viables pour les cystéine désulfurases NFS1 et NFS2, 
adressées respectivement à la mitochondrie et au chloroplaste, et pour le 
transporteur ATM3 situé au niveau de la membrane mitochondriale, montre qu’une 

expression réduite de NFS1 et d’ATM3 diminue l’activité de plusieurs protéines Fe-S 
cytosoliques, à savoir l’aldéhyde oxydase, la xanthine déshydrogénase et l’aconitase 
(Bernard et al., 2013, 2009). L’apport de soufre pour la maturation des protéines Fe-
S cytosoliques et nucléaires dépend ainsi de la mitochondrie comme chez les autres 
eucaryotes (Bernard et al., 2009; Zuo et al., 2017). Plusieurs hypothèses ont été 
formulées quant à la nature du composé exporté depuis la mitochondrie vers le 
cytosol par l’intermédiaire d’ATM3. Chez A. thaliana et S. cerevisiae, les transporteurs 
de type ATM pourraient exporter un glutathion oxydé contenant un persulfure sous 
forme GS-S-SG, qui servirait soit dans l’assemblage de centres Fe-S, soit dans la 
synthèse de cofacteurs MoCo dont l’approvisionnement en soufre dépend des mêmes 

voies (Schaedler et al., 2014). Plus récemment, des études en levure indiquent que la 
maturation de protéines Fe-S cytosoliques dépendrait de l’export d’un intermédiaire 

contenant à la fois du fer et du soufre alors que la synthèse de MoCo dépendrait d’un 

autre composé contenant uniquement du soufre (Pandey et al., 2019). Cette dernière 
hypothèse relance la question du composé exporté de la mitochondrie et de la 
provenance du fer utilisé par la machinerie CIA. 

A ce jour aucun donneur de fer n’a été véritablement identifié pour la maturation 
des protéines Fe-S du cytosol même si l’étude des mutants de levure pour Grx3/4 
suggère que les GRX de classe II cytosoliques pourraient assurer ce rôle (Mühlenhoff 
et al., 2010). Selon les fonds génétiques utilisés, le double mutant grx3-grx4 est létal 
ou non. Dans un mutant viable, des défauts importants dans la distribution du fer 
intracellulaire et dans l’activité de nombreuses protéines possédant des cofacteurs 

ferreux sont observés (Mühlenhoff et al., 2010). De manière étrange, des plantes d’A. 

thaliana mutées pour l’orthologue GRXS17 ne présentent pas ou peu de phénotype 

dans des conditions standards de croissance (Knuesting et al., 2015). Des défauts de 
croissance forts sont néanmoins observés en réponse à la photopériode ou à des 
contraintes telles qu’un stress thermique, l’association des deux empêchant le 
développement méristématique (Cheng et al., 2011; Knuesting et al., 2015). En 
résumé, ces observations ne sont pas en faveur d’un rôle essentiel de GRXS17 chez 

les plantes comme celui joué par les protéines de levure. Néanmoins, les GRX 
monothiol cytosoliques sont constituées des mêmes modules, possédant toutes un 
domaine thiorédoxine (TRX) et 1 à 3 domaines GRX monothiol (un chez la levure, 
deux chez l’homme et trois chez les plantes terrestres, Couturier et al., 2009). Le 
domaine TRX permettrait l’interaction de GRXS17 avec la protéine DRE2, alors que 
les domaines GRX sont impliqués dans l’incorporation de centres [2Fe-2S], soit par 
la formation d’homodimère, soit au sein de complexes GRXS17-BOLA2 (Banci et al., 
2015; Couturier et al., 2014; Frey et al., 2016; Knuesting et al., 2015). Que 
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l’holoforme de GRXS17 soit un homo- ou un hétérodimère, son centre [2Fe-2S] peut 
servir pour la maturation de la protéine DRE2, qui intervient dans les étapes précoces 
de l’assemblage de centres Fe-S au sein de la machinerie CIA (Banci et al., 2015; Frey 
et al., 2016; Inigo et al., 2016). Outre DRE2, GRXS17 interagirait avec d’autres 
protéines de la machinerie CIA ainsi que des protéines cibles cytosoliques et 
nucléaires, toutefois le mécanisme moléculaire associé à ces interactions reste à 
définir (Inigo et al., 2016). En effet, la majorité des acteurs de la machinerie CIA sont 
essentiels au développement de la plante alors que, comme énoncé précédemment, 
le mutant de délétion grxs17 ne présente pas de phénotype dans des conditions de 
croissance standard, laissant en suspens la question de l’importance de GRXS17 au 
sein de la machinerie d’assemblage de centres Fe-S (Balk et Schaedler, 2014; Cheng 
et al., 2011; Inigo et al., 2016; Knuesting et al., 2015). Des études montrent la 
formation de centres [2Fe-2S] coordonnés par des molécules de glutathion qui 
pourraient d’ailleurs être l’un des composés exportés par le transporteur ATM3 

depuis la mitochondrie vers le cytosol (Li et Cowan, 2015; Qi et al., 2012). Aussi, il 
est possible que GRXS17 intervienne dans la prise en charge de ce cofacteur pour sa 
redistribution vers des protéines de la machinerie CIA sans que cette fonction soit 
essentielle pour autant. 

L’apport d’électrons pour l’assemblage de novo du centre Fe-S sur le complexe 
d’échafaudage formé par NBP35 est a priori assuré par les protéines TAH18 et DRE2, 
comme chez la levure (Netz et al., 2010). En effet, les isoformes de plantes permettent 
la complémentation des mutants de levure, indiquant une fonction conservée au sein 
du vivant pour ces deux protéines (Bernard et al., 2013). TAH18 est une diflavine 
réductase, capable de transférer des électrons depuis une molécule de NADPH vers 
DRE2 dont les 2 centres Fe-S de type [2Fe-2S] et [4Fe-4S] prennent en charge les 
électrons jusqu’au système d’échafaudage cytosolique (Netz et al., 2010). 

Chez les eucaryotes non photosynthétiques, DRE2 délivre des électrons à un 
complexe d’échafaudage hétérodimérique CFD1-NBP35 qui sont deux protéines 
appartenant à la même famille que la protéine Mrp d’E. coli (Grossman et al., 2019; 
Stehling et al., 2018). Chez les plantes, en absence d’orthologues de CFD1, la protéine 
NBP35 assurerait seule la fonction d’échafaudage (Bastow et al., 2017; Bych et al., 
2008b). Comme indiqué précédemment, NBP35 est apparentée à Mrp et possède donc 
un domaine Walker A qui lui confère une activité ATPase (Bych et al., 2008b; 
Grossman et al., 2019). La protéine possède un motif C-x13-C-x2-C-x5-C strictement 
conservé pour les protéines NBP35 à l’extrémité N-terminale, en revanche le motif C-
x59-C-x14-C-x17-C-x8-C-x5-C retrouvé à l’extrémité C-terminale des isoformes de plante 
est caractéristique de la lignée verte (Kohbushi et al., 2009). La présence de cystéines 
au sein de ces deux motifs leur permet de lier des centres [4Fe-4S] avec un centre 
par monomère sur la partie N-terminale de la protéine et un centre coordonné par un 
dimère à l’extrémité C-terminale (Bych et al., 2008b; Kohbushi et al., 2009). Plusieurs 
études suggèrent que le transfert de centre Fe-S depuis NBP35 ou le complexe 
NBP35-CFD1 vers les protéines cibles requiert dans un premier temps l’intervention 

de la protéine NAR1, similaire aux hydrogénases bactériennes de type Fe-Fe et qui 
incorpore deux centres Fe-S de nature encore mal déterminée (Balk et al., 2004; Netz 
et al., 2010, 2007).  
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Figure 13: Maturation de protéines cytosoliques et nucléaires chez A. thaliana. En jaune, la 
cystéine désulfurase ; en gris, les protéines responsables du transfert d’électrons; en orange, les 
protéines d’échafaudage ; en bleu, les protéines de transfert et en violet, les protéines réceptrices de 
centres Fe-S. Le transporteur ABC ATM3 est représenté en vert et marque le passage de la machinerie 
ISC à la machinerie CIA pour le précurseur des centres Fe-S de l’ensemble des protéines Fe-S 
cytosoliques et nucléaires. 

Ensuite, le complexe « d’adressage » CIA1-AE7-MMS19 avec une stœchiométrie 2 : 
4 : 1, permettrait la reconnaissance des apoprotéines cibles et leur maturation (Luo 
et al., 2012; Vo et al., 2018). La protéine CIA1 de plante complémente le mutant cia1Δ 
de levure et il a été montré qu’il s’agit d’une protéine WD40 dont la particularité est 

d’avoir une structure en forme de « donut », et dont la fonction consisterait à 
coordonner l’assemblage de complexes multiprotéiques (Balk et al., 2005; Luo et al., 
2012; Netz et al., 2014). La protéine AE7, également appelée CIA2, contient un 
domaine de fonction inconnue DUF59 à l’extrémité C-terminale qui inclut une 
cystéine réactive. Sachant qu’AE7 serait impliquée dans la maturation de protéines 
[4Fe-4S] telles que l’aconitase cytosolique et l’ADN glycosylase ROS1, il est envisagé 

que la cystéine présente sur le domaine DUF59 serve à l’incorporation d’un centre 

Fe-S au sein d’un complexe protéique encore non déterminé (Luo et al., 2012; Vo et 
al., 2018). La dernière protéine du complexe d’adressage, MMS19 également appelée 

MET18, est l’une des rares protéines qui ne soient pas essentielles. En effet, parmi 
l’ensemble des composants du système CIA cités jusqu’à présent, chaque mutant de 

délétion est associé à un phénotype létal à l’exception de mms19 et de grxs17 (Bastow 
et al., 2017; Bernard et al., 2013; Cheng et al., 2011; Duan et al., 2015; Luo et al., 
2012; Netz et al., 2014). La protéine MMS19 interagit avec les mêmes cibles que celles 
d’AE7, aussi, il est proposé que les deux protéines interviennent de manière 
redondante dans l’adressage de centres Fe-S, expliquant ainsi le phénotype observé 
pour le mutant de délétion mms19 (Duan et al., 2015; Stehling et al., 2012). 
L’ensemble protéique NBP35-NAR1-complexe d’adressage CIA est globalement 

impliqué dans la maturation des protéines [4Fe-4S] cytosoliques et nucléaires mais 
l’existence de facteurs de maturation spécifiques, impliqués dans des réactions en 
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aval du complexe d’adressage, a été décrite. Ainsi, les protéines de levure YAE1 et 
LTO1, qui possèdent des orthologues chez les plantes, auraient une fonction 
d’adaptateur dédié à l’adressage de centre(s) Fe-S du complexe CIA vers la protéine 
ABCE1 qui joue un rôle crucial dans la synthèse protéique (Paul et al., 2015). 

3. Rôle et maturation des protéines à centre Fe-S chloroplastiques 

La maturation des protéines à centre Fe-S au sein du chloroplaste est assurée par 
la machinerie SUF, globalement composée des mêmes familles protéiques que la 
machinerie ISC, mais dont le fonctionnement pourrait être différent. Les informations 
sur cette machinerie et sur un certain nombre de cibles chloroplastiques ont été 
compilées dans un article de revue, présenté ci-dessous et pour lequel je suis co-
premier auteur, ainsi que dans les deux paragraphes suivants qui introduisent 
brièvement les protéines de transfert de centre Fe-S chloroplastiques, informations 
reprises dans les paragraphes introductifs des articles de recherche. 

Au total, 10 protéines de transfert sont actuellement recensées dans la machinerie 
d’assemblage chloroplastique des centres Fe-S chez A. thaliana : un représentant de 
la famille des ISCA, appelée SUFA1, une protéine IBA57, IBA57.2, une isoforme 
MRP/NBP35, HCF101, deux GRX, GRXS14 et GRXS16, deux protéines BOLA, BOLA1 
et BOLA4 ainsi que 3 NFU, NFU1, NFU2 et NFU3 (Balk et Schaedler, 2014). Parmi 
ces protéines de transfert, les mieux caractérisées sont NFU2, NFU3 et HCF101 
toutes trois impliquées dans la maturation de protéines [4Fe-4S] (Léon et al., 2003; 
Lezhneva et al., 2004; Nath et al., 2016). En effet, la délétion de chacun de ces gènes 
est associée à un phénotype fort, c’est-à-dire pâle-nain pour nfu2 et nfu3 et embryo-
létal pour hcf101, en lien avec l’implication de ces 3 protéines dans la maturation des 

sous-unités du PSI liant des centres Fe-S. Il a été montré plus récemment que NFU2 
et NFU3 interagissent avec HCF101, qui interagit elle-même avec la sous-unité PsaC, 
suggérant un transfert linéaire de centre Fe-S depuis l’une des protéines NFU vers 

cette protéine cible (Touraine et al., 2019). Des expériences de reconstitution de 
centres Fe-S in vitro indiquent que ces protéines lieraient toutes un centre [4Fe-4S], 
NFU2 pouvant aussi incorporer un centre [2Fe-2S] (Gao et al., 2013; Schwenkert et 
al., 2010). Outre HCF101, NFU2 et NFU3 interagissent avec des protéines Fe-S 
chloroplastiques et il a été montré que NFU2 peut transférer un centre Fe-S in vitro 
à des cibles telles qu’APR2, une adénosine 5’-phosphosulfate réductase à centre [4Fe-
4S], et la dihydroxyacide déhydratase DHAD, une protéine [2Fe-2S] dont la 
maturation dépend principalement de NFU2, au moins dans les racines (Gao et al., 
2018, 2013). 

Comme énoncé ci-dessus, BOLA1, BOLA4, GRXS14, GRXS16, IBA57.2, NFU1 et 
SUFA1 sont encore peu caractérisées. Ainsi, il a été montré que GRXS14, GRXS16 et 
SUFA1 incorporent toutes un centre [2Fe-2S] et un transfert de ce centre est possible 
depuis GRXS14 vers SUFA1 (Abdel-Ghany et al., 2005; Bandyopadhyay et al., 2008; 
Mapolelo et al., 2013). Des tests d’interaction ont également montré une interaction 

entre chaque GRX et chaque BOLA chloroplastique qui, de la même façon que les 
protéines mitochondriales et cytosoliques, formeraient des hétérodimères au sein 
desquels un centre [2Fe-2S] peut être incorporé (Couturier et al., 2014; Roret et al., 
2014). Des mutants de délétion existent pour GRXS14, GRXS16, NFU1 et SUFA1 mais 
ne présentent aucun phénotype macroscopique particulier en conditions standards 
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de croissance (Rey et al., 2017; Touraine et al., 2019; Yabe et Nakai, 2006). Dans le 
cas des GRX, la diminution de l’expression de GRXS16 dans un fond génétique 

Δgrxs14 induit une réduction de biomasse qui suggère qu’une redondance 

fonctionnelle existe entre ces deux protéines, et le mutant de surexpression de 
GRXS14 a permis de mettre en avant une implication de GRXS14 dans le 
métabolisme de la chlorophylle (Rey et al., 2017). A l’inverse, aucune étude portant 
sur des mutants de délétion n’est répertoriée à ce jour pour IBA57.2, BOLA1 et 
BOLA4. Les seules informations au sujet d’IBA57.2 concernent sa capacité à 

restaurer le phénotype de croissance du mutant ΔygfZ d’E. coli en conditions de stress 
alors qu’aucune complémentation n’est détectée pour le mutant de levure iba57Δ, 

suggérant des fonctions divergentes entre les isoformes chloroplastiques et 
mitochondriales (Uzarska et al., 2018; Waller et al., 2012). Une des questions de 
recherche principale vise donc à élucider les spécificités existantes entre ces protéines 
de transfert et leurs cibles c’est-à-dire les protéines Fe-S chloroplastiques 
répertoriées dans l’article suivant. 
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4. Contexte et objectifs de ma thèse 

Comme exposé ci-dessus, les mécanismes d’assemblage de centres Fe-S utilisés 
par les plantes sont en partie décrits sur la base d’informations obtenues chez 
d’autres organismes tels que les bactéries, levures et mammifères. Le laboratoire a 
globalement pour objectif de comparer le rôle des familles protéiques GRX, BOLA, 
ATC, IBA57 et NFU dans le contexte spécifique à chaque organite, que ce soit la 
mitochondrie ou le chloroplaste. La machinerie chloroplastique SUF et plus 
particulièrement les étapes tardives du processus de maturation sont les moins bien 
documentées (Przybyla-Toscano et al., 2018). En effet, il existe de nombreuses 
protéines Fe-S chloroplastiques (autour de 50) qui remplissent des fonctions 
cruciales dans le développement et la physiologie des plantes, mais en réalité 
quasiment aucune information n’est connue sur la maturation de leurs centres Fe-
S. Chez A. thaliana les protéines de transfert ne sont pas essentielles individuellement 
contrairement à plusieurs isoformes mitochondriales. Cela suggère l’existence d’une 

certaine redondance dans les voies de maturation, au moins celles pour les protéines 
essentielles. Je me suis donc personnellement focalisée sur les protéines SUFA1, 
IBA57.2 et NFU1/2/3 de la machinerie SUF, travail effectué en collaboration avec 
l’équipe des docteurs Gaymard et Dubos (équipe Feros, BPMP, INRA Montpellier) qui 
avait initié des analyses physiologiques sur les mutants nfu1, nfu2, nfu3 et sufa1. 
Contrairement à NFU2 et NFU3, aucune caractérisation n’avait été faite pour 
l’isoforme NFU1, de même que les études des protéines SUFA1 et IB57.2 restaient 
assez préliminaires. Je me suis attelée à effectuer la caractérisation biochimique et 
spectroscopique de ces protéines et à déterminer leurs partenaires à l’aide 

d’approches permettant la détection d’interactions in vitro ou in vivo, ceci afin 
d’identifier la spécificité et la redondance fonctionnelle de ces protéines, certaines 

appartenant à une même famille.
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Chapitre 1 : Techniques de biologie moléculaire 

Ici sont présentées les étapes permettant l’insertion d’une séquence d’intérêt dans 

un plasmide donné. Diverses applications sont possibles selon le plasmide, et sont 
détaillées dans chacune des parties concernées. 

1. Amplification de la séquence d’intérêt par réaction en chaîne par 

polymérase ou PCR 

La première étape consiste à amplifier une séquence d’acides nucléiques à l’aide 

d’une polymérase. La réaction est permise par le mélange d’amorces spécifiques de 
la séquence à amplifier, d’une matrice contenant le gène d’intérêt, d’acides nucléiques 
libres, et d’une polymérase. Des ADN complémentaires (ADNc) provenant de feuilles 
d’A. thaliana ont été majoritairement utilisés en guise de matrice, mais également des 
plasmides recombinants. Les ADNc sont obtenus par rétro-transcription d’ARN 

messagers (ARNm) et contiennent donc les séquences codantes des gènes, 
dépourvues d’introns. Les amorces sont des fragments de 15 à 18 acides nucléiques, 
complémentaires de la séquence à amplifier en extrémité 5’ et 3’ et qui incluent un 
site de restriction servant à digérer l’insert (cf Chapitre 1 - 1.2.). La composition du 
mélange PCR (polymerase chain reaction) et le programme utilisés sont détaillés 
tableau 2. La polymérase utilisée (« Iproof » - Biorad) est une polymérase à haute-
fidélité, afin de limiter les risques de mutations au cours de l’amplification. 

 Produits Concentrations finales   Températures Temps 
dNTP 0,16 mM   98°C (dénaturation) 30 sec 

Tampon 5 x 1 x  

35x 

98°C (dénaturation) 10 sec 
Amorces 0,2 µM chacune  54°C (hybridation) 30 sec 

Matrice (ADNc) 50 ng  72°C (élongation) 
30 

sec/kb 

Polymérase 0,5 unités   
72°C (élongation 

terminale) 
10 min 

H2O UP Qsp 50 µL     
Tableau 2 : Mélange réactionnel de PCR pour l’amplification de fragments et programme associé. 

Après réaction, les produits PCR sont déposés sur gel d’agarose 1 % (m/v), en 

parallèle d’un marqueur de taille (« Gene ruler 1kb DNA ladder » - Thermo Scientific), 
pour en vérifier la taille par électrophorèse. Le gel est coulé avec l’ajout de 0,0005 % 

de bromure d’éthidium, un agent intercalant de l’ADN, fluorescent après exposition 
aux ultraviolets (UV). Après migration à 100 V dans une cuve contenant du tampon 
TBE 1x, les fragments ADN sont révélés sur transilluminateur UV à 300 nm. Les 
bandes correspondant au gène d’intérêt sont découpées sur gel et purifiées à l’aide 

du kit « Illustra GFX PCR DNA and gel band purification » (GE Healthcare) selon les 
indications du fournisseur. 

2. Digestion de l’insert et du plasmide 

L’insertion de la séquence dans le plasmide de destination nécessite la digestion 
de l’insert et du plasmide par les enzymes de restriction appropriées. La totalité de 
l’insert et 1 à 2 µg de plasmide sont digérés séparément dans des solutions de 90 µL 

contenant un tampon « Fast Digest » 1x, ainsi qu’une unité de chaque enzyme de 
restriction « Fast Digest » (Thermo Scientific). Le mélange est incubé 1 h à 37°C puis 
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les produits de digestion sont purifiés selon les indications du fournisseur à l’aide du 
kit « Illustra GFX PCR DNA and gel band purification » (GE Healthcare). Chaque 
produit est élué dans un volume d’eau ultrapure de sorte à obtenir environ 60 ng/µL 

de plasmide et 10 ng/µL d’insert. 

3. Ligature de l’insert et du plasmide 

Pour un volume final de 20 µL contenant une unité de ligase « T4 DNA Ligase » 
(Fermentas) et un tampon « T4 DNA ligase » 1x (Fermentas), 50 à 60 ng de plasmide 
digéré sont mélangés avec une quantité 3 fois plus importante d’insert. Ce mélange 
doit permettre la ligature de l’insert dans le plasmide par association des sites digérés 

par les mêmes enzymes. Le mélange est chauffé à 50°C pendant 1 min avant ajout 
de la ligase et de son tampon de sorte à déplier les ADN pour en faciliter la ligature. 
Le mélange est incubé une nuit à 4°C.  

4. Sélection de plasmides recombinants dans E. coli 

La souche bactérienne E. coli DH5α (F- φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 
endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1) thermo-compétentes 
(50 µL) est transformée avec 7 µL de produit de ligature. Après 30 minutes sur glace, 
un choc thermique est appliqué à 42°C pendant 35 à 45 secondes, ce qui déstabilise 
la paroi. Le mélange est replacé dans la glace quelques minutes avant l’ajout de 500 
µL de milieu SOC (34 mg/mL – Biobasic), un milieu riche permettant la régénération 
des bactéries. Après agitation à 150 rpm pendant 1 h à 37°C, les bactéries sont 
collectées par centrifugation pendant 1 min à 13 000 rpm. Une partie du surnageant 
est éliminée et le culot bactérien est remis en suspension puis étalé sur boîte de Petri 
contenant du LB agar (35 g/L – Sigma) et 50 µg/mL d’un antibiotique spécifique au 
plasmide inséré. Les bactéries sont incubées 1 nuit à 37°C. 

5. PCR sur colonies 

Cette étape permet de vérifier que les colonies bactériennes qui se sont 
développées sur milieu LB en présence d’antibiotique possèdent le plasmide ayant 
intégré la séquence d’intérêt. Il s’agit d’une réaction PCR où la matrice est constituée 

de l’ADN plasmidique contenu dans la bactérie, elle-même prélevée à l’aide d’un cure 

dent trempé dans le mélange présenté tableau 3. Les amorces utilisées sont soit celles 
flanquant la séquence d’intérêt, soit celles du plasmide. La présence du fragment 

d’intérêt est ensuite vérifiée sur gel d’agarose 1 % contenant du bromure d’éthidium.  

Produits Concentrations finales   Température Temps 
dNTP 0,16 mM   95°C (dénaturation) 2 min 

Tampon 5 x 1 x  
35x 

95°C (dénaturation) 30 sec 
Amorces 0,2 µM  54°C (hybridation) 30 sec 

MgCl2 2 mM  72°C (élongation) 1 min/kb 

Polymérase 1,25 unités   
72°C (élongation 

terminale) 
5 min 

H2O UP Qsp 20 µL     
Tableau 3 : Mélange réactionnel de PCR sur colonies et programme associé. 
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6. Extraction de plasmide, digestion contrôle et séquençage 

Les clones positifs lors de l’étape de PCR sur colonies sont placés en culture liquide 

dans 5 mL de LB liquide (20 g/L – Sigma) contenant 50 µg/mL d’antibiotique pendant 

une nuit à 37°C. Le plasmide recombinant est extrait des bactéries ainsi récoltées à 
l’aide du kit « Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit » (GE Healthcare) selon les 
indications du fournisseur. Il s’agit ici de réaliser un second contrôle par digestion 
enzymatique sur 500 ng de plasmide purifié. Le mélange de digestion est réalisé dans 
un volume final de 35 µL, contenant du tampon Fast Digest 1x ainsi qu’une unité de 

chaque enzyme de restriction « Fast Digest » (Thermo Scientific). Après 60 minutes à 
37°C, les produits de digestion sont déposés sur gel d’agarose 1 % en présence de 
bromure d’éthidium. Enfin, la présence et l’intégrité de la séquence d’intérêt sont 

vérifiées par séquençage du plasmide purifié. 

Chapitre 2 : Techniques de caractérisation biochimique 

1. Production de protéines en système hétérologue d’E. coli 

Après insertion dans un plasmide de la série pET ou pCDF de la séquence codant 
une protéine à produire, des bactéries sont transformées avec ce même plasmide 
(cartes des plasmides d’expression figure 14). Dans ces plasmides, la séquence 
codante est sous influence d’un promoteur fort de type T7, qui permet une production 

importante de la protéine d’intérêt, pouvant ainsi atteindre 40 à 50% de la proportion 
en protéines totales de la cellule bactérienne.  
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Figure 14: Cartes des plasmides utilisés pour la production de protéines. Les plasmides pET3d, 12a 
et 15b portent une cassette de résistance à l’ampicilline, le plasmide pCDF-Duet code une cassette de 
résistance à la spectinomycine, et une cassette de résistance à la kanamycine est présente sur les 
plasmides pET26b et pET28a. Deux de ces plasmides permettent la production d’une protéine non 
étiquetée (pET3d et pET12a) alors que trois autres plasmides permettent l’expression de protéines 
fusionnées à une étiquette polyhistidine (pET15b, pET26b et pET28a). Le plasmide pCDF-Duet a la 
particularité de permettre la production de deux protéines dont l’une peut être fusionnée à une étiquette 
polyhistidine. 

1.1. Transformation de souches productrices 

Nous disposons de différentes souches de production au laboratoire, les plus 
utilisées étant la souche BL21 (DE3) et la souche Rosetta (DE3), toutes deux « F- 
ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm ». Chacune de ces souches peut posséder un 
plasmide, pSBET et pRARE2 respectivement, permettant la synthèse d’ARNt 

reconnaissant des codons rares, et conférant une résistance à la kanamycine d’une 

part et au chloramphénicol d’autre part. Le terme DE3 renvoie au fond génétique de 
ces souches, qui contiennent un prophage λDE3 permettant la production de l’ARN 

polymérase T7. Lors de l’induction de ces souches avec de l’isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG), le promoteur lacUV5 qui contrôle le gène codant l’ARN 

polymérase T7 est induit, permettant elle-même l’activation du promoteur T7 en 
amont de la séquence codant pour la protéine d’intérêt, et ainsi la transcription puis 
traduction de cette même protéine. 
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1.1.1. Les souches BL21 (DE3) et BL21 (DE3) pSBET 

Nous disposons de cellules électro-compétentes pour la souche bactérienne BL21 
(DE3) seule ou possédant le plasmide pSBET codant deux ARNt responsables de la 
reconnaissance de codons rares de l’arginine : AGG et AGA. Ainsi, 5 à 20 ng de 
plasmide recombinant servent à transformer 50 µL de bactéries compétentes dans 
une cuvette d’électroporation, composée de deux électrodes en aluminium séparées 

de 2 mm. Cette cuvette est placée dans un électroporateur et soumise à une décharge 
électrique de 2 800 V pendant 5 millisecondes, générant des micropores dans la 
membrane plasmique où le plasmide est incorporé par la bactérie. 500 µL de LB 
liquide (20 g/L - Sigma) sont ajoutés à la solution bactérienne avant 30 min 
d’incubation à 37°C. Enfin, 200 µL sont étalés sur boîte de Petri contenant du LB 

agar (35 g/L - Sigma) et les antibiotiques de sélection (50 µg/mL). Les bactéries sont 
incubées 1 nuit à 37°C. 

1.1.2. La souche Rosetta 2 (DE3) 

La souche Rosetta 2 (DE3) contient un plasmide pRARE2, codant les ARNt 
reconnaissant 7 codons rares : AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, et CGG. La souche 
disponible au laboratoire est thermo-compétente. La transformation de 50 µL de 
bactéries compétentes mélangées à 50 à 70 ng de plasmide recombinant se fait par 
choc thermique à 42°C pendant 35 à 45 secondes. Le mélange bactéries/plasmide 
est remis quelques minutes sur glace avant ajout de 500 µL de SOC (34 mg/mL - 
Biobasic) et l’ensemble est incubé 1 h à 37°C sous agitation. Enfin, les bactéries sont 
culotées et 300 µL de surnageant sont éliminés avant resuspension du culot bactérien 
et étalement sur milieu LB agar contenant des antibiotiques de sélection. Les 
bactéries transformées se développent sur la nuit à 37°C. 

1.2. Production de protéines recombinantes dans E. coli 

1.2.1. Test de production en petit volume 

La production d’une protéine recombinante par une bactérie est testée par culture 
liquide dans 3 mL de LB (20 g/L) avec des antibiotiques. Après 3 à 4 h d’incubation 
à 37°C en agitation (150 rpm), 150 µL de solution sont conservés dans un tube 
eppendorf (utilisation en 1.2.4), et la production est induite par ajout d’IPTG à 100 
µM. La culture est replacée à 37°C sous agitation pendant 3 h, 100 µL de culture sont 
culottés par centrifugation pendant 1 min à 13 400 rpm et le culot est remis en 
suspension dans 10 µL de tampon de dénaturation Laemmli (Tris-HCl 250 mM pH 
6,8, SDS 4 %, bleu de bromophénol 0,008 %, β-mercaptoéthanol 10 %). Le mélange 
est chauffé 10 min à 95°C et déposé sur gel de polyacrylamide dénaturant et 
réducteur pour électrophorèse. 

1.2.2. Détection de protéines par électrophorèse 

L’application d’un champ électrique permet de séparer des protéines par migration 
sur gel de polyacrylamide en conditions réductrices et dénaturantes. Selon le 
pourcentage de polymère, le polyacrylamide forme une maille plus ou moins fine et 
permet une séparation plus résolutive des protéines en fonction de leur poids 
moléculaires (voir tableau 4).  
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Pourcentage d’acrylamide Gamme de séparation en Da 

10 22 000 – 300 000 
12 13 000 – 200 000 
15 2 500 – 100 000 

Tableau 4: Résolution des gels de polyacrylamide en fonction du pourcentage en polymère. 

Le gel d’acrylamide est constitué de 2 parties, avec un gel dit de concentration et 

un gel de séparation dont la composition est détaillée dans le tableau 5.  

Composés Gel de séparation (15%) Gel de concentration (5%) 

Tris-HCl 1,5 M pH 8.85 1,875 mL - 
Tris-HCl 0,5 M pH 6.8 - 0,5 mL 

H2O distillée 2,68 mL 1,18 mL 
Mélange acrylamide-

bisacrylamide (29 :1) 40 % 
2,81 mL 266 µL 

SDS 20 % 37,5 µL 10 µL 
Persulfate d’ammonium 10% 45 µL 18 µL 
Tétraméthyléthylènediamine 

(TEMED) 
11 µL 3,2 µL 

Tableau 5: Mélange pour 2 gels de polyacrylamide à 15% (0,75mm d'épaisseur). 

La migration s’effectue en présence de tampon de migration (Tris-HCl 25 mM, 
Glycine 192 mM, Sodium dodécyl sulfate - SDS 0,1 %). Les échantillons en solution 
dans du tampon de dénaturation Laemmli sont déposés dans les puits en parallèle 
d’un marqueur de masse moléculaire (« Precision plus unstained » - Biorad) puis la 
migration s’effectue à 180 V. Après 10 min de coloration dans une solution contenant 
45 % d’éthanol, 10 % d’acide acétique et 2,5 g/L de bleu de Coomassie R-250, le gel 
est décoloré à l’aide d’une solution d’acide acétique à 7,5 % et d’éthanol à 5 %. La 

masse moléculaire des protéines est déduite par comparaison au marqueur. 

1.2.3. Détection de protéines par Western Blot 

Le western blot est une technique d’immunodétection de protéines. Les 

échantillons protéiques sont préalablement chauffés 10 min à 95°C puis séparés par 
migration à 160 V sur gel de polyacrylamide à 15 % dénaturant et réducteur. Pour 
être accessibles aux anticorps, les protéines sont transférées sur une membrane de 
nitrocellulose. Ainsi, le gel de polyacrylamide est mis au contact d’une membrane de 

nitrocellulose entre deux papiers Whatman dans un tampon de transfert composé de 
Tris 25 mM, glycine 192 mM, méthanol 10 % (v/v). Le montage est placé pendant 1 
h à 110 V dans une cuve d’électrophorèse contenant du tampon de transfert. Le 

champ électrique permet le transfert des protéines depuis le gel vers la membrane de 
nitrocellulose mais entraîne une augmentation de la température du système qui est 
donc refroidit en permanence. Après transfert, les sites libres de la membrane sont 
bloqués pour éviter une fixation aspécifique de l’anticorps. La membrane est 

transférée dans un tube de 50 mL en présence de 5 mL de solution de blocage 
« Odyssey blocking buffer » (Li-Cor) et de 5 mL de solution PBS composée de NaCl 137 
mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM. Les tubes sont agités pendant 
45 min à température ambiante avant l’ajout de 5 µL de tween 20 (0,05%) et de sérum 

de lapin dilué au 1/1 000e, contenant les anticorps primaires dirigés spécifiquement 
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contre la protéine d’intérêt. Après une incubation de 30 min sous agitation, la 

membrane est lavée quatre fois pendant 1 min avec 10 mL de tampon PBS tween 
(solution PBS et tween 20 à 0,05 %). A cette étape la membrane est incubée 30 min 
avec des anticorps secondaires dilués au 1/5 000e dans 5 mL de solution de blocage, 
5 mL de tampon PBS, 5 µL de tween 20 (0,05 %) et 5 µL de SDS 20 % (0,01 %). Les 
anticorps secondaires sont couplés à un fluorochrome détectable par imagerie 
infrarouge. La révélation des protéines se fait à l’aide du scanner Odyssey (Li-Cor) 
après 3 lavages pendant 1 min dans 10 mL de tampon PBS tween suivis de 3 lavages 
d’une minute dans 10 mL de tampon PBS. 

1.2.4. Production en gros volume de culture 

Pour les cultures en gros volume, 150 µL de bactéries non induites servent à 
inoculer 200 mL de LB liquide (20 g/L) contenant des antibiotiques de sélection. Les 
bactéries se développent pendant 1 nuit à 37°C sous agitation (150 rpm) puis le 
volume de culture est augmenté à 3,2 L. Après 3 à 4 h d’incubation à 37°C sous 

agitation (150 rpm), deux protocoles sont envisageables pour la production de 
protéines.  

Le premier, est un protocole de production à 37°C sous agitation (150 rpm) 
pendant 4 h après induction par ajout d’IPTG à 100 µM. Les bactéries sont collectées 

à l’aide d’une étape de centrifugation de 20 min à 5 000 rpm et remises en suspension 

dans un tampon de purification. Les bactéries sont conservées à -20°C en attendant 
l’étape de purification. 

Le second protocole consiste en la production de protéines à basse température 
pour améliorer leur solubilité. Les protéines chaperons d’E. coli sont induites par 2 h 
d’incubation à 4°C en présence de 0,5 % d’éthanol et la production des protéines 

recombinantes est initiée par l’ajout d’IPTG à 100 µM. Les bactéries sont incubées 16 

h sous agitation (150 rpm) à 20°C puis elles sont collectées et conservées à -20°C. 

1.3. Purification de protéines recombinantes 

La première étape de purification consiste à lyser les bactéries par sonication 2 à 
3 fois 1 min à 15 % d’amplitude (sonde de 1 cm de diamètre – Branson) pour libérer 
les protéines à l’extérieur des cellules. Les débris cellulaires et les protéines insolubles 
sont séparés des protéines solubles par centrifugation à 4°C, 30 min à 20 000 rpm. 
Les protéines recombinantes étant a priori solubles, elles se trouveraient dans le 
surnageant après centrifugation. On distingue 2 protocoles de purification en 
fonction de la présence ou non d’une étiquette polyhistidine sur la protéine 

recombinante mais toutes les étapes présentées ci-dessous sont effectuées à 4°C. 

1.3.1. Protéines étiquetées 

Il existe plusieurs types d’étiquettes pour la purification de protéines. La plus 
couramment utilisée au laboratoire est l’étiquette hexa-histidine (6-his) liée à 
l’extrémité N-terminale ou C-terminale de la protéine d’intérêt. Les chaînes 

polyhistidines interagissent fortement avec des ions nickel chélatés sur matrice 
hydrophile, permettant la fixation des protéines étiquetées sur colonne d’affinité 

métallique, aussi appelée IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography - 
Qiagen). La colonne est équilibrée avec du tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 
mM, imidazole 10 mM, puis la fraction de protéines solubles est passée sur colonne 
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en récupérant ce qui passe à travers. L’imidazole permettant de décrocher les 

protéines étiquetées par compétition pour l’ion métallique, la colonne est lavée avec 

100 à 150 mL de Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, imidazole 20 mM de sorte à 
éliminer des protéines non retenues ou fixées de façon aspécifique et la protéine 
d’intérêt est éluée dans du Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, imidazole 250 mM. 
Les fractions contenant la protéine d’intérêt sont déterminées par mesure 

d’absorbance à 280 nm. Elles sont ensuite regroupées, concentrées par ultrafiltration 

sous pression d’azote (cellule Amicon avec membrane YM10 – Millipore), et l’imidazole 

est éliminé par dialyse contre un tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM. La 
concentration en protéine est déterminée après mesure de l’absorbance à 280 nm, 

par la loi de Beer-Lambert (Absorbance = ε.l.c avec « ε » le coefficient d’extinction 

molaire théorique en mol-1.L.cm-1 déterminé d’après la séquence primaire de la 
protéine, « l » la longueur de la cuve en cm et « c » la concentration de la protéine en 
mol.L-1), et la pureté de l’échantillon est analysée par dépôt de 10 µg sur gel de 

polyacrylamide dénaturant et réducteur. 

1.3.2. Protéines non étiquetées 

En absence d’étiquette polyhistidine, il est possible de séparer une protéine 

d’intérêt des protéines solubles totales d’E. coli en plusieurs étapes via son degré 
d’hydratation ou son hydrophobicité, sa masse moléculaire, et son point 

isoélectrique, c’est-à-dire sa charge ionique à un pH donné. 

1.3.2.1. Précipitation différentielle au sulfate d’ammonium 

Après sonication, la fraction soluble est précipitée à une saturation en sulfate 
d’ammonium de 40 % puis 80 % pour éliminer une partie des protéines d’E. coli. Le 
sulfate d’ammonium modifie la force ionique de la solution et entre en compétition 

pour les molécules d’eau avec les protéines, plus ou moins solubles en solution, en 

les faisant précipiter selon leur niveau d’hydratation. Le premier palier de saturation 
à 40 % est atteint par dissolution de sulfate d’ammonium à 226 mg/mL dans la 

fraction soluble. Cet extrait est ensuite centrifugé à 18 000 rpm pendant 20 min à 
4°C, et le surnageant est amené à 80 % de saturation en sulfate d’ammonium (soit 

516 mg/mL final) et à nouveau centrifugé pendant 20 min à 4°C à 18 000 rpm. 
Chaque culot est repris dans 6 mL de tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM 
et la présence de la protéine d’intérêt est analysée par migration sur gel de 

polyacrylamide en conditions dénaturantes et réductrices. 

1.3.2.2. Séparation par chromatographie d’exclusion de taille 

La fraction contenant la protéine d’intérêt est utilisée lors d’une deuxième étape 

de purification appelée chromatographie d’exclusion de taille. Pour cela on utilise une 
résine constituée de billes poreuses à travers lesquelles les molécules sont séparées 
en fonction de leur masse moléculaire. Ainsi, les petites protéines traversent toutes 
les billes par leurs pores et sont ralenties, alors que les grosses protéines passent 
autour des billes et sortent dans le volume d’exclusion de la résine. Nous disposons 

de 2 résines acrylamide-agarose (ACA) au laboratoire : ACA 34 et ACA 44 (Pall-
BioSepra), permettant le fractionnement résolutif de protéines allant de 350 à 20 kDa 
et de 130 à 10 kDa respectivement. Avant dépôt de l’extrait protéique, ces résines 

sont équilibrées dans du tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM. Un profil 
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d’élution est établi par mesure de l’absorbance à 280 nm des fractions collectées et 

les fractions d’intérêt sont analysées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

dénaturant et réducteur. Les fractions sont ensuite regroupées puis concentrées dans 
2 à 5 mL par ultrafiltration sous pression d’azote (cellule Amicon avec membrane 

YM10 - Millipore) et dialysées plusieurs fois dans du tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0 
pour diminuer la concentration en NaCl de l’échantillon en vue de l’étape suivante. 

1.3.2.3. Séparation par chromatographie échangeuse d’anions 

La chromatographie échangeuse d’anions est réalisée sur une résine 
diéthylaminoéthyle (DEAE)-sépharose, composée de billes de sépharose sur 
lesquelles sont greffés des groupements DEAE chargés positivement à pH 8.0. La 
résine est équilibrée en tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0 avant dépôt de l’échantillon. 

Lors du passage sur colonne, les protéines chargées négativement à pH 8.0 se fixent 
par liaison électrostatique sur les groupements diéthylaminoéthyle et les protéines 
chargées positivement ne sont pas retenues. Les protéines liées sur la résine sont 
éluées par un gradient de NaCl de 0 à 0,4 M préparé dans 30 mM de Tris-HCl pH 8.0. 
Dans ce cas, les ions Cl- entrent en compétition avec les protéines pour la fixation 
sur la colonne et permettent d’éluer les protéines ayant une affinité de plus en plus 

forte pour la résine. Les fractions collectées en sortie de colonne sont analysées de la 
même façon qu’après chromatographie d’exclusion de taille. Après cette étape, si la 

protéine est jugée suffisamment pure, elle est concentrée jusqu’à 1 ou 2 mL par 

ultrafiltration sous pression d’azote, puis stockée à -20°C par aliquots de 
concentration connue avec ou sans glycérol selon sa stabilité face à des cycles de 
congélation-décongélation.  

1.3.2.4. Séparation par chromatographie d’interaction hydrophobe sur gel 

Lorsque la pureté d’une protéine est insuffisante après chromatographie 
échangeuse d’anions, il est possible de séparer la protéine de ses contaminants par 

chromatographie d’interaction hydrophobe. La résine utilisée est une phényl-
sépharose sur laquelle sont fixés des groupements hydrophobes (des noyaux phénols) 
à l’extrémité d’une chaîne carbonée. L’ajout de 1 M de sulfate d’ammonium permet le 

dépliement des protéines et donc l’exposition de régions hydrophobes qui établissent 

des liaisons avec la matrice. Avant dépôt de l’échantillon, la colonne est équilibrée en 
Tris-HCl 30 mM pH 8.0, sulfate d’ammonium 1 M. Les protéines sont éluées par 

fractionnement avec un gradient décroissant de 1 à 0 M de sulfate d’ammonium dans 

du tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0. La diminution de la concentration en sulfate 
d’ammonium entraîne le repliement des protéines en fonction de leur hydrophobicité 

et donc leur élution. Les fractions d’intérêt sont analysées de la même façon que 

précédemment. 

2. Analyse de protéines à centre Fe-S 

La plupart des protéines utilisées au cours de ma thèse sont connues pour lier un 
centre Fe-S. Ainsi, après purification leur capacité à lier un centre Fe-S in vitro a été 
analysée. 
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2.1. Reconstitution de centre Fe-S en anaérobiose 

Pour la reconstitution de centre Fe-S en conditions anaérobies, les protéines sont 
incubées avec du fer et un réducteur. Le soufre peut être apporté directement (Li2S) 
ou par action enzymatique d’une cystéine désulfurase en présence de L-cystéine. Au 
début de ma thèse la technique utilisée était basée sur l’utilisation de dithiothréitol 
(DTT) en tant que réducteur dans le mélange réactionnel. Il est cependant apparu 
dans certaines publications, et aussi dans nos observations, que celui-ci pouvait 
interférer avec la réaction de reconstitution. En effet, les centres Fe-S se lient de 
préférence sur les fonctions thiol des cystéines et le DTT, qui possède 2 fonctions 
thiol, représente un ligand supplémentaire lors de la réaction (Gao et al., 2018). Au 
cours de ma thèse, j’ai donc modifié le protocole de reconstitution in vitro, passant de 
celui présenté en 2.1.1. à celui présenté en 2.1.2., en omettant le DTT et en pré-
réduisant la protéine avec du Tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP) puis en 
éliminant ce dernier avant la réaction de reconstitution. 

2.1.1. Reconstitution en présence d’agent réducteur 

La réaction présentée ici (et en 2.1.2.) est réalisée dans un dispositif « boîte à 
gants » (Jacomex) où la saturation de l’air en oxygène est inférieure à 2 ppm. Dans 

un premier temps, 50 µM d’apoprotéine est réduite pendant 1 h en présence de 2,5 
mM de DTT dans un volume de 500 µL. La reconstitution de centre Fe-S est initiée 
par l’ajout de 37,5 mM de Tris-HCl pH 8.0, 37,5 mM de NaCl, 2,5 mM de DTT 
supplémentaire (5 mM final) et 225 µM de Fe-citrate (FeIII), soit un excès de 4,5 fois 
par rapport à la protéine. Le mélange est homogénéisé par inversion et 225 µM de 
soufre sous forme de Li2S est ajouté après 5 min (quand la solution prend une couleur 
rose). La réaction de reconstitution dure 1 h à température ambiante et peut être 
suivie par mesure du spectre d’absorption UV-visible de la protéine à intervalles de 
temps réguliers. L’excédent de réactif est éliminé par dessalage sur colonne G-25, 
équilibrée dans du tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0, puis la protéine est concentrée 
par ultrafiltration en centricon (Millipore). Le spectre d’absorption UV-visible de 
l’holoprotéine est ensuite mesuré entre 260 et 630 nm. 

Il convient de préciser qu’un protocole alternatif permet d’apporter le soufre par 

réaction enzymatique et donc de manière plus progressive. Dans ce cas, l’excès de 

Fe-citrate est de 20 fois par rapport à la concentration en protéine, soit 1 mM, et le 
Li2S est remplacé par 1 mM de L-cystéine et une quantité catalytique de cystéine 
désulfurase d’E. coli (EcIscS) soit 5 µM. La réaction est suivie par spectrophotométrie 
pendant 1 à 2 h et est interrompue de la même façon que précédemment. 

2.1.2. Reconstitution en absence d’agent réducteur 

Ici, l’apoprotéine est pré-réduite en présence de TCEP et d’EDTA, un chélateur de 

métaux, de sorte à obtenir une protéine réduite sous apoforme. Dans un volume final 
de 500 µL, sont incubés 50 µM de protéine, 1 mM de TCEP et 2,5 mM d’EDTA pendant 

une heure avant séparation sur colonne G-25, équilibrée avec du tampon Tris-HCl 
30 mM pH 8.0. La protéine est ensuite concentrée avant incubation pendant 1 h dans 
un volume final de 500 µL en présence de Tris-HCl 37,5 mM pH 8.0, NaCl 37,5 mM, 
Sel de Mohr (FeII) 1 mM, L-cystéine 1 mM et de la cystéine désulfurase IscS d’E. coli 

à 5 µM. Le mélange réactionnel est ensuite dessalé sur G-25 et l’holoprotéine est 

concentrée par ultrafiltration en centricon.  
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2.2. Caractérisation d’holoprotéines après reconstitution 

Après vérification de la présence potentielle d’un centre Fe-S sur une protéine par 
enregistrement du spectre d’absorption UV-visible entre 260 et 630 nm, il s’agit de 

caractériser ce centre plus finement, notamment par quantification du fer et du 
soufre fixés sur la protéine, et par l’étude de son état d’oligomérisation sous 

holoforme. 

2.2.1. Etude de l’état d’oligomérisation des protéines par filtration sur gel 

L’état d’oligomérisation d’une protéine est déterminé par chromatographie 

d’exclusion de taille, ou filtration sur gel. Le système utilisé est couplé à la technologie 

« Akta purifier » (GE Healthcare) qui automatise le processus et permet de lire 
l’absorbance de l’échantillon en sortie de colonne à 3 longueurs d’ondes différentes. 

Les analyses se font à partir de 100 µg de protéine, déposée sur une colonne 
équilibrée en Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM. Nous possédons des dispositifs 
préparatifs et analytiques, les premiers sont utilisés en fin de purification afin 
d’éliminer un contaminant ou de changer de tampon, et les seconds servent à 

analyser des états d’oligomérisation, comme ici. Chaque dispositif est disponible dans 
2 gammes de fractionnement : S-200 ou S-75 (Sephadex) dont le domaine de 
fractionnement s’étend de 600 000 Da à 10 000 Da et de 70 000 Da à 3 000 Da 

respectivement. Pour chaque colonne, une courbe de calibration est réalisée à partir 
des protéines globulaires suivantes : du bleu Dextran (MM = 2 000 000 Da), une 
thyroglobuline (MM = 669 000 Da), une apoferritine (MM = 443 000 Da), une β-
amylase (MM = 200 000 Da), l’albumine de sérum bovin ou BSA (MM = 66 000 Da), 

une anhydrase carbonique (MM = 29 000 Da), du cytochrome C (MM = 12 400 Da) et 
une aprotinine (MM = 6 500 Da). 

2.2.2. Dosage protéique 

Le centre Fe-S pouvant représenter une contribution conséquente de l’absorbance 

à 280 nm de la protéine, il n’est pas possible de quantifier les concentrations des 
holoprotéines en utilisant la loi de Beer-Lambert. Ici, un kit de quantification 
protéique basé sur l’acide bicinchoninique (aussi appelé test BCA) est utilisé. Dans 

ce test colorimétrique, les protéines réduisent des ions cuivriques Cu2+ en Cu+ en 
milieu alcalin. Les ions ainsi obtenus réagissent avec l’acide bicinchoninique et 

forment un complexe pourpre dont l’absorbance à 562 nm est proportionnelle à la 

quantité de protéines. Le dosage est réalisé conformément aux instructions du 
fournisseur (BCAssay quantification kit – Biochem). 

2.2.3. Quantification de fer présent dans les holoprotéines 

La méthode de dosage du fer dérive de celle de Fish (Fish, 1988). Il s’agit d’un 

dosage colorimétrique basé sur la formation, en milieu réducteur tamponné, d’un 

complexe tris[bathophénanthroline]-Fe(II). Pour ce dosage, une gamme étalon allant 
de 0 à 20 nmoles de Fe2+ est réalisée à l’aide d’une solution de sel de Mohr à 500 µM 

(formule (NH4)2Fe(SO4)2.6H2O) dans un volume de 130 µL ajusté avec de l’H2O. Les 
échantillons protéiques sont dilués dans le même volume avec de l’eau. La solution 

est précipitée par ajout de 90 µL d’acide perchlorique à 70 % (v/v) puis agitée au 

vortex. Les échantillons de la gamme sont incubés 15 min à température ambiante, 
tandis que les échantillons à doser sont incubés 10 min à température ambiante 
avant de culotter les protéines précipitées par centrifugation 10 min à 13 400 rpm. 
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Le protocole est ensuite strictement identique pour les 2 types d’échantillons dont 

180 µL sont mélangés avec 144 µL de bathophénanthroline disulfate, un chélateur 
de fer, à 1,7 mg/mL. Le fer ferrique Fe3+ en solution est réduit en fer ferreux Fe2+ par 
ajout de 72 µL d’ascorbate de sodium à 38 mg/mL. La formation du complexe est 
catalysée par addition de 152 µL d’acétate d’ammonium à 477 mg/mL. Le mélange 

est homogénéisé au vortex puis incubé 30 min à température ambiante avant mesure 
de la différence d’absorbance entre 535 et 680 nm. 

2.2.4. Quantification du soufre labile présent dans les holoprotéines 

Le soufre incorporé par les protéines peut être libéré sous forme d’H2S après 
précipitation acide. La réaction en milieu acide d’une molécule de N,N-diméthyl-p-
phénylènediamine (DMPD, formule : (CH3)2NC6H4NH2) avec H2S permet la formation 
de bleu de méthylène, qui absorbe à 670 nm et permet donc la quantification 
colorimétrique du soufre libéré. La gamme étalon de 0 à 20 nmoles de soufre est 
réalisée avec une solution de Li2S à 200 µM diluée dans un volume de 100 µL. Le 
milieu est acidifié par l’ajout de 300 µL d’acétate de zinc à 10 mg/mL, suivi 

immédiatement par l’ajout de 15 µL de soude NaOH 3 M pour éviter la perte de soufre 

liée à la formation d’H2S. Le mélange est agité et incubé entre 5 et 10 min à 
température ambiante. 50 µL de DMPD à 20 mM dans 7,2 M d’HCl, et 50 µL de 

chlorure de fer (FeCl3) à 30 mM dans 1,2 M d’HCl, sont ajoutés l’un à la suite de 

l’autre puis le mélange est agité vigoureusement et incubé 30 min à température 

ambiante. Les tubes sont centrifugés 5 min à 13 400 rpm avant lecture de 
l’absorbance du surnageant à 670 nm. Pour les échantillons protéiques, la dernière 

incubation dure 3 h à 4°C avant centrifugation et lecture d’absorbance à 670 nm. 

2.3. Transfert in vitro de centre Fe-S en anaérobiose 

Pour les réactions de transfert de centre Fe-S in vitro l’une des deux protéines 

possède une étiquette polyhistidine à son extrémité N- ou C-terminale et l’autre non, 

de sorte à pouvoir les séparer sur colonne d’affinité métallique IMAC. L’expérience se 

déroule en conditions anaérobies et nécessite au préalable la reconstitution de centre 
Fe-S sur la protéine donneuse (protocole présenté en 2.1.2.) et la préparation de 
l’apoprotéine acceptrice. La protéine acceptrice est pré-réduite 1 h avec un excès 20 
x TCEP et 50 x EDTA puis dessalée sur G-25 équilibrée en Tris-HCl 30 mM pH 8.0. 
Le spectre d’absorption UV-visible de chaque protéine est enregistré, et l’holoprotéine 

est ajoutée à l’apoprotéine dans un volume final inférieur à 1 mL. Après 1 h 

d’incubation, les protéines sont séparées sur résine IMAC (Qiagen) équilibrée en Tris-
HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, imidazole 20 mM. La colonne est lavée avec 6 
volumes de Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, imidazole 20 mM, puis la protéine 
étiquetée est éluée avec 6 volumes de tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, 
imidazole 250 mM. Les fractions sont ensuite regroupées et concentrées par 
ultrafiltration en centricon jusqu’à 500 µL puis dialysées en tampon Tris-HCl 30 mM 
pH 8.0 par des cycles de concentration-dilution en centricon. Chaque spectre 
d’absorption UV-visible est à nouveau enregistré entre 260 et 630 nm pour 
comparaison avec les spectres de départ, le fer et le soufre de chaque fraction sont 
quantifiés, et 10 µg de protéines sont déposés sur gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes et réductrices pour valider la séparation après IMAC. 
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Chapitre 3 : Recherche de partenaires 

1. Double hybride en levure 

Cette technique est basée sur la reconstitution du facteur de transcription Gal4 
dont le domaine de liaison à l’ADN et le domaine d’activation de la transcription sont 
exprimés séparément, chacun en fusion à une protéine d’intérêt. Si deux protéines 
interagissent en levure, et si leur conformation le permet, le facteur de transcription 
Gal4 est reconstitué et entraîne l’expression d’un gène rapporteur, HIS3, qui restaure 
l’auxotrophie pour l’histidine sur milieu sélectif (figure 15). Les plasmides utilisés 
sont le plasmide pGAD (plasmid Gal4 Activation Domain) et le plasmide pGBK 
(plasmid Gal4 Binding Domain). 

 
Figure 15: Principe de fonctionnement du double hybride binaire en levure (Y2H). Les levures sont 
co-transformées avec les plasmides pGAD et pGBK qui permettent chacun l’expression d’une protéine 
fusionnée à un demi facteur de transcription Gal4. Les levures ainsi transformées sont capables de se 
développer sur milieu Leu- Trp-. En cas d’interaction, le facteur de transcription est reconstitué et 
permet l’expression du gène HIS3 qui confère aux levures la capacité de croître sur milieu His-. A 
l’inverse, en absence d’interaction, le facteur de transcription n’est pas reconstitué et les levures sont 
incapables de se développer sur milieu His-. 

1.1. Co-transformation de levures 

Dans un premier temps, les cellules CY306 (MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, 
lys2-801, leu2-3, 112, trp1-901, gal4-542, gal80-538, 252 lys2::UASGAL1-TATAGAL1-

HIS3, URA3::UASGAL4,17MERS(x3)-TATACYC1-LacZ, 253 trx1::KanMX4, trx2::KanMX4; 

Vignols et al., 2005) sont cultivées à partir de stocks de cellules conservées dans du 
glycérol sur milieu YNB solide composé de 0,7 % de Yeast Nitrogen Base (YNB – MP 
Biomedicals), 2 % de glucose et 2 % d’agar bactériologique (Difco), complémenté avec 
les éléments nécessaires : leucine, tryptophane, histidine, uracile, leucine, adénine 
et méthionine (tableau 6). Après 5 jours de croissance à 30°C, les levures sont 
cultivées une nuit à 30°C sous agitation (190 rpm) dans 40 mL de milieu liquide YNB 
à 0,7 % contenant 2 % de glucose ainsi que les acides aminés et bases nécessaires. 
Lorsque la culture atteint une densité optique à 600 nm (DO600) de 1, les levures sont 
collectées par centrifugation pendant 5 min à 2 000 rpm, puis lavées dans 10 mL 
d’eau stérile et centrifugées 5 min à 2 000 rpm. Le surnageant est éliminé et les 
levures sont lavées avec 10 mL d’acétate de lithium (LiAc) à 100 mM pH 7,5 puis 
culottées par centrifugation 5 min à 2 000 rpm. Le surnageant est éliminé et les 
cellules sont reprises dans 1,9 mL de LiAc 100 mM pH 7.5 pour être transformées.  
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Acides aminés Concentration de la solution mère Concentration finale 

Histidine 130 mM 1,3 mM 
Leucine 45 mM 0,45 mM 
Lysine 100 mM 1 mM 

Méthionine 100 mM 1 mM 
Tryptophane 10 mM 0,1 mM 

Bases Concentration de la solution mère Concentration finale 

Adénine 30 mM 0,3 mM 
Uracile 18 mM 0,18 mM 

Tableau 6: Concentrations des acides aminés et bases utilisées en double hybride en levure. 

Lors de la transformation, 300 ng des plasmides recombinants (cartes des 
plasmides présentés en figure 16) sont mélangés dans un tube de 2 mL avec 50 µL 
de levures et 300 µL de solution de transformation composée de PEG-4 000 40 %, 
Tris-HCl 100 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, et LiAc 100 mM pH 7.5. Le mélange est 
homogénéisé délicatement et incubé 30 min à 30°C sous agitation (190 rpm). Les 
levures sont transformées par un choc thermique de 20 min à 42°C puis la solution 
de PEG est diluée par ajout de 1 mL de YNB liquide dans chaque tube. Les levures 
sont collectées par centrifugation pendant 1 min à 13 400 rpm et le culot est remis 
en suspension dans 120 µL de YNB liquide avant étalement sur milieu YNB solide 
dépourvu de leucine et tryptophane pour sélectionner les transformants (0,7 % YNB, 
2 % glucose, 2 % agar bactériologique, histidine, uracile, lysine, adénine et 
méthionine). 

Figure 16: Cartes des plasmides utilisés pour les expériences de double hybride en levure. Le 
plasmide pGADT7 permet la fusion d’une protéine au domaine d’activation du facteur de transcription 
Gal4, une cassette de résistance à l’ampicilline sert à sa sélection en bactéries alors que les levures 

transformées sont détectées sur milieu dépourvu de leucine. Le plasmide pGBKT7 permet quant à lui 
de produire une protéine fusionnée au domaine de liaison à l’ADN du facteur de transcription Gal4, une 
cassette de résistance à la kanamycine permet sa sélection en bactéries alors que l’auxotrophie pour le 
tryptophane sert à détecter les levures transformées. 
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1.2. Détection des interactions protéine-protéine par croissance sur 

milieu sélectif  

Après 5 jours de culture à 30°C, 2 transformants sont mis en culture à l’aide d’un 

cure-dents dans 600 µL de YNB contenant 2 % de glucose et les acides aminés et 
bases nécessaires (histidine, uracile, lysine, adénine et méthionine). Ces cultures 
sont incubées à 30°C sous agitation (190 rpm) pendant une nuit. La DO600 de chaque 
culture est mesurée après dilution 10 fois dans du YNB liquide pour en ajuster la 
valeur à 0,05 avant la phase de dépôt sur milieu sélectif. Les levures sont déposées 
par gouttes de 7 µL sur milieu YNB solide, composé de 0,7 % de YNB, 2 % de glucose 
et 2 % d’agar bactériologique, contenant de l’uracile, lysine, adénine et méthionine 

dans différentes conditions. Les dépôts sont ainsi faits sur 5 boîtes ; une servant de 
contrôle de dépôt et de croissance et contenant de l’histidine, la seconde ne contenant 

que les 4 acides aminés et bases mentionnés ci-dessus mais pas d’histidine et les 3 

dernières boîtes contenant respectivement 2, 5 et 10 mM de 3-aminotriazole (3-AT), 
un inhibiteur compétitif d’un des produits du gène HIS3. Les boîtes sont 
photographiées après 5 jours d’incubation à 30°C à l’aide du système « Gel Doc XR » 
(Biorad) afin d’évaluer la croissance des cellules. 

2. Complémentation de fluorescence bimoléculaire (BiFC) 

Cette méthode est similaire au double hybride en levure dans la mesure où elle se 
base sur l’expression d’une protéine rapportrice, la YFP (yellow fluorescent protein) 
qui est scindée dans 2 vecteurs distincts en fusion avec une protéine A d’une part et 

avec une protéine B d’autre part. Dans le cas présent, l’interaction est vérifiée 

directement in planta par microscopie confocale à fluorescence. En cas d’interaction 

entre les protéines A et B, cela permet en principe la reconstitution du chromophore 
de la YFP et une fluorescence est ainsi détectable à 527 nm par microscopie confocale 
après une excitation à 514 nm (figure 17). 

 
Figure 17: Principe de la complémentation de fluorescence bimoléculaire (BiFC). Des protoplastes 
d’A. thaliana sont co-transformés avec les plasmides pUC-SPYNE et pUC-SPYCE qui permettent chacun 
l’expression d’une protéine fusionnée à une demie YFP. Si les protéines fusionnées à chaque ½-YFP 
interagissent ensembles, le chromophore est reconstitué et permet l’émission d’une fluorescence à 527 
nm après excitation à 514 nm. A l’inverse, en absence d’interaction, la YFP n’est pas reconstituée et 
aucune fluorescence n’est détectée. 
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2.1. Préparation des plasmides 

Puisque cette approche demande de grandes quantités de plasmide (cartes 
plasmidiques présentées en figure 18), l’ADN plasmidique est extrait à partir de 100 
mL de culture bactérienne grâce au kit « Plasmid Plus Midi kit » (Qiagen) selon les 
instructions du fournisseur et les concentrations sont estimées à l’aide du 

spectrophotomètre « Nanodrop 1 000 » (Thermo Scientific). 

Figure 18: Cartes des plasmides utilisés lors d’expériences de BiFC. Le vecteur pUC-SPYNE permet 
la fusion à la partie N-terminale de la YFP alors que le vecteur pUC-SPYCE permet la fusion à la partie 
C-terminale de la YFP. Les deux plasmides portent une cassette de résistance à l’ampicilline. 

2.2. Préparation et transformation du matériel végétal 

2.2.1. Préparation de protoplastes d’Arabidopsis thaliana 

Les protoplastes sont préparés à partir de plants d’A. thaliana âgés de 3 semaines 
cultivés en jours courts, dont les feuilles sont découpées en fines lamelles au scalpel 
et déposées dans une boîte de Petri contenant 10 mL de solution enzymatique. Cette 
solution est composée de mannitol 400 mM, KCl 20 mM, MES 20 mM, cellulase R10 
1 %, macérozyme R10 0,25 % (Duchefa Biochemie). Les enzymes sont activées à 55°C 
pendant 10 min et la solution est refroidie avant ajout de CaCl2 10 mM et BSA 0,1 
%. Toutes les solutions sont filtrées avant utilisation (0,45 µm). Après une étape 
d’infiltration sous vide de 30 min, les protoplastes sont obtenus par digestion 
enzymatique de la paroi végétale à l’obscurité pendant 3 h à température ambiante 

(~22°C). La solution est filtrée au-dessus d’un tube de 50 mL et la boîte de Petri est 

rincée avec 4 mL de solution de lavage, composée de NaCl 154 mM, CaCl2 125 mM, 
KCl 5 mM, MES 2 mM, glucose 5 mM, filtrée dans le même tube de sorte à récupérer 
les protoplastes. La solution obtenue est délicatement homogénéisée puis centrifugée 
5 min à 900 rpm (accélération et décélération douces). Le surnageant est éliminé à la 
pipette et les protoplastes sont délicatement remis en suspension dans 10 mL de 
solution de lavage. Après 1 min 30 de centrifugation à 900 rpm, le surnageant est 
remplacé par 2 mL de solution de lavage et la concentration en protoplastes est 
déterminée au microscope à l’aide d’une cellule de Neubauer. La solution est à 

nouveau centrifugée 5 min à 900 rpm, le surnageant est éliminé et les protoplastes 
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sont remis délicatement en suspension à une concentration de 500 000 
protoplastes/mL dans une solution de reprise contenant du mannitol 400 mM, MgCl2 
15 mM et MES 4 mM. 

2.2.2. Transformation de protoplastes 

Dans des tubes de 2 mL, 10 µg de chaque plasmide (pUC SPYNE et pUC SPYCE) 
sont mélangés avec 100 µL de protoplastes, soit 50 000 protoplastes. La 
transformation se fait par ajout de 110 µL de solution composée de PEG-4 000 40 %, 
mannitol 200 mM et CaCl2 100 mM. Après 5 min, la réaction est interrompue par 
dilution du PEG dans 1,8 mL de solution de lavage (voir plus haut). Le surnageant 
est éliminé par centrifugation à 900 rpm pendant 5 min, les protoplastes sont 
délicatement remis en suspension dans 100 µL de solution de reprise (voir plus haut) 
et transférés dans des puits contenant 900 µL de solution d’incubation composée de 

mannitol 500 mM, MES 4 mM et KCl 20 mM. Après 16 à 20 h d’incubation à 22°C à 

l’obscurité, les protoplastes sont centrifugés 5 min à 900 rpm et la quasi-totalité du 
surnageant est éliminée avant observation au microscope confocal à fluorescence. 
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Chapitre 1 : Redondance fonctionnelle des protéines NFU au sein 
du chloroplaste 

1. Caractérisation biochimique de NFU1 et recherche de 

partenaires par double hybride en levure 

Afin de comprendre la fonction potentielle de NFU1 in vivo, il a été question de 
déterminer le type de centre Fe-S incorporé par des expériences de reconstitution in 

vitro sur la version non étiquetée de la protéine. Cette partie a nécessité l’ajustement 

des protocoles de reconstitution utilisés, passant ainsi de reconstitutions chimiques 
et/ou enzymatiques en présence de DTT à un protocole de reconstitution 
enzymatique en absence de DTT. La suppression de l’agent réducteur dans le mélange 

de reconstitution a permis de modifier l’état d’oligomérisation d’holoNFU1 qui était 

sous forme agrégée après reconstitution en présence de DTT alors que la protéine est 
éluée sous forme de dimère lors de l’étape de filtration sur gel après reconstitution 
enzymatique en absence de DTT. Sur ce dimère, 1,54 ± 0,29 atomes de fer et 1,68 ± 
0,11 atomes de soufre ont été mesurés par monomère de NFU1, indiquant que la 
protéine fixe un centre [4Fe-4S] au sein d’un homodimère. Le deuxième axe était de 

déterminer les partenaires de NFU1 par double hybride en levure. Une collaboration 
avec l’INRA de Montpellier a permis de compléter cette approche par des études 
d’interactomique et de BiFC. D’après ces expériences, NFU1 interagit d’une part avec 

SUFD et SUFA1 qui font partie de la machinerie SUF, et d’autre part avec APR2, 

CpLIP, DWARF27.1, HCAR, IPMI, ISPG, NiR, SUFE3 et THIC qui sont des protéines 
chloroplastiques à centre [4Fe-4S] ainsi qu’avec GLU2, une glutamate synthase à 

centre [3Fe-4S]. Enfin, des expériences de transfert de centre Fe-S in vitro ont 
confirmé la capacité de NFU1 à céder un centre [4Fe-4S] aux protéines ISPG et THIC. 

L’ensemble de ces résultats est présenté dans l’article suivant, actuellement en 

révision à The Journal of Biological Chemistry. 
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2. Détermination des cibles de NFU2 par approches protéomiques 

et comparaison d’interactions avec NFU1 et NFU3 

Afin de comprendre les fonctions respectives des 3 protéines NFU chloroplastiques 
et les spécificités et redondances qui existent entre elles, j’ai réalisé des expériences 
de double hybride en levure avec ces 3 protéines et les protéines de la machinerie 
SUF ou des protéines cibles potentielles et j’ai effectué les clonages nécessaires aux 

expériences de BiFC qui visaient à confirmer les interactions identifiées. Les résultats 
obtenus avec NFU2 et NFU3 ont été intégrés dans un article de recherche décrivant 
l’identification de cibles potentielles de NFU2 par des expériences de co-
immunoprécipitation, de protéomique quantitative, de double hybride en levure et de 
BiFC. Ces travaux ont permis de confirmer certaines cibles connues et d’identifier 12 

nouvelles cibles pour NFU2. Globalement, les résultats obtenus montrent une 
certaine redondance entre NFU1, NFU2, et NFU3, parfois 2 à 2 ou pour l’ensemble 

de ces protéines vis-à-vis de cibles chloroplastiques à centres [4Fe-4S].  

L’ensemble de ces résultats est présenté dans l’article suivant, actuellement 

préparation.  
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Chapitre 2 : Caractérisation des protéines IBA57.2 et SUFA1 
d’Arabidopsis thaliana 

Chez les eucaryotes, il existe 3 machineries d’assemblage de centres Fe-S 
différentes parmi lesquelles les machineries ISC et SUF partagent l’ensemble des 

familles géniques codant pour les protéines de transfert. La conversion de centres 
[2Fe-2S] en centres [4Fe-4S] au sein de la machinerie ISC se fait en principe lors de 
l’échange de centres Fe-S entre GRXS15 et les protéines ISCA en association à la 
protéine IBA57. Ensuite, le centre [4Fe-4S] est a priori transféré vers les protéines 
NFU. Certains mécanismes moléculaires impliqués au cours de ces étapes n’ont pas 

été clairement résolus, tout particulièrement chez les eucaryotes photosynthétiques. 
Par ailleurs, des orthologues sont présents au sein du chloroplaste, alors que dans 
ce compartiment le complexe d’échafaudage SUFBC2D permettrait directement 
l’assemblage de centres [4Fe-4S], posant la question du rôle de telles protéines dans 
ce compartiment. Dans ce cadre, les objectifs étaient (i) de comprendre les différences 
et similarités entre protéines chloroplastiques et mitochondriales, (ii) de valider les 
interactions entre les protéines SUFA1, IBA57.2 et NFU1 dans un contexte cellulaire, 
(iii) de rechercher des partenaires pour les protéines chloroplastiques SUFA1 et 
IBA57.2 par double hybride binaire en levure, et (iv) de réaliser la caractérisation 
biochimique des protéines SUFA1 et IBA57.2. 

1. Etude des interactions entre SUFA1, IBA57.2 et NFU1 par 

complémentation de fluorescence bimoléculaire en protoplastes 

d’A. thaliana 

Des résultats de double hybride en levure avaient montré la possibilité pour 
SUFA1 de former des homocomplexes, en principe des homodimères. Leur existence 
a été vérifiée in planta par des expériences de BiFC. Les résultats montrent un signal 
YFP qui co-localise avec l’autofluorescence de la chlorophylle et confirment ainsi cette 

interaction (figure 19). Les interactions SUFA1-SUFA1 observées en Y2H et BiFC ne 
permettent cependant pas de déterminer si des oligomères de masse plus importante 
ou des complexes protéiques impliquant SUFA1 sont formés in cellulo comme cela a 
été suggéré par des analyses biochimiques qui montraient que SUFA1 n’existe pas 

sous forme monomérique mais forme plutôt des homodimères voire des 
homocomplexes plus importants (Abdel-Ghany et al., 2005; Yabe et Nakai, 2006).  

La formation de dimères a également été testée par cette technique pour IBA57.2 
et NFU1, dont l’existence était suggérée par des résultats obtenus pour l’orthologue 

bactérien d’IBA57, YgfZ, et le paralogue d’A. thaliana NFU2 (Gao et al., 2013; 
Teplyakov et al., 2004). Sur la base de l’analyse de la structure cristallographique de 
l’isoforme d’E. coli, il a été proposé que le dimère covalent détecté, impliquant la 
cystéine strictement conservée des protéines IBA57, ne correspond pas à une forme 
fonctionnelle de la protéine (Teplyakov et al., 2004). La co-expression de fusions 
d’IBA57.2 avec la région N- et C-terminale de la YFP permet la détection d’une 

fluorescence au sein du chloroplaste, ce qui suggère la formation d’un dimère in 

planta dont la relevance fonctionnelle reste à explorer. La dimérisation de NFU1 
observée par BiFC a été présentée dans le chapitre précédent. 
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Figure 19: Expériences de BiFC impliquant les protéines de transfert IBA57.2, NFU1 et SUFA1 
d'A. thaliana. Des protoplastes d’Arabidopsis thaliana sont co-transformés transitoirement avec les 
constructions codant pour les protéines IBA57.2, NFU1 ou SUFA1 fusionnées à la région N- ou C-
terminale de la YFP. Des images de microscopie confocale représentatives de plusieurs observations sont 
présentées. De gauche à droite, ces images correspondent au signal YFP (en vert), au signal en 
transmission, à l’autofluorescence de la chlorophylle (en rouge) et à la superposition des trois images. 
La barre d’échelle correspond à 10 µm. 

Les expériences de double hybride en levure réalisées au sein de l’équipe 

indiquaient également l’interaction de SUFA1 avec NFU1 et IBA57.2. J’ai validé ces 

interactions in planta par BiFC (Figure 19). L’interaction entre SUFA1 et IBA57 était 

attendue sur la base des données d’interaction pour les orthologues mitochondriaux 

(Beilschmidt et al., 2017; Gelling et al., 2008). De plus, de manière assez similaire à 
la co-occurrence génomique décrite pour les gènes/protéines BOLA et GRX de classe 
II (Couturier et al., 2009), les gènes et protéines SUFA1 et IBA57.2 seraient 
évolutivement liés. En effet, une analyse de génomique comparative a montré 
qu’IBA57 n’existe pas chez les organismes dépourvus de protéines ATC (Waller et al., 
2010). 

Outre le signal chloroplastique diffus habituel, des points de fluorescence plus 
intenses sont visibles dans le cas de l’interaction SUFA1-NFU1. Un profil similaire a 
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déjà été observé pour SUFA1 seule (Abdel-Ghany et al., 2005) et pour l’interaction 

NFU3-HCF101, et il serait dû à une accumulation excessive de complexes qui 
provoque une déformation de la membrane chloroplastique (Touraine et al., 2019). 
L’interaction entre SUFA1 et NFU1 était également attendue car elle est retrouvée 
chez les procaryotes et dans les mitochondries des eucaryotes, bien que ces protéines 
interagissent entre elles selon un mécanisme moléculaire différent. L’isoforme NfuA 

d’E. coli peut en effet transférer un centre Fe-S à SufA (Py et al., 2012). A l’inverse, 

l’étude de mutants de délétion pour ces protéines chez l’homme et la levure suggère 

un rôle de la protéine NFU1 en aval des protéines ISCA (Melber et al., 2016; Navarro-
Sastre et al., 2011; Sheftel et al., 2012). Différentes études ont ainsi montré 
l’interaction entre protéines ISCA et NFU dans la mitochondrie sans qu’aucune 

expérience de transfert ne soit répertoriée (Beilschmidt et al., 2017; Melber et al., 
2016; Przybyla-Toscano, 2017).  

2. Caractérisation biochimique des protéines IBA57.2 et SUFA1 

seules ou en complexe 

2.1. Etude des protéines IBA57.2 et SUFA1 

Dans le but final de caractériser les mécanismes moléculaires associés à la 
formation du complexe IBA57.2-SUFA1, chacune des protéines a été dans un premier 
temps produite sous forme recombinante dans E. coli sans ou avec une étiquette 
polyhistidine (6his). La pureté des deux versions d’IBA57.2 et SUFA1 est présentée 
en figure 20. Pour IBA57.2, un variant où la cystéine conservée (en position 330S) 
est substituée par une sérine a été aussi purifié (figure 20). Les protéines ont été 
purifiées en conditions d’aérobiose ou d’anaérobiose. 

 
Figure 20: Analyse sur gel dénaturant réducteur des protéines IBA57.2 et SUFA1 purifiées. Les 
protéines IBA57.2 (± 6his) et SUFA1 (± 6his) ont été respectivement exprimées à partir de plasmides 
pET28a dans une souche E. coli Rosetta 2 et de plasmides pET3d et pET15b dans la souche E. coli 
BL21(DE3). Après purification selon les étapes présentées dans la section 1 du chapitre 2 du matériel 
et méthodes, environ 10 µg de protéine sont déposés sur gel dénaturant et réducteur à 15% d’acrylamide 
pour vérifier leur pureté. Le marqueur de masse moléculaire (M) est indiqué en kDa. 

Après purification anaérobie, la préparation contenant SUFA1 est rouge-orangée 
pâle et plusieurs épaulements peu marqués sont présents sur le spectre d’absorption 

UV-visible de la protéine, à des longueurs d’ondes situées entre 320 et 600 nm (figure 
21A). Ce signal indique que SUFA1 serait seulement partiellement sous holoforme 
après production en système bactérien d’E. coli, soit parce que le système de 
maturation de la bactérie ne permet pas une maturation complète de SUFA1, soit 
parce que le centre Fe-S présent sur SUFA1 est très labile. La coloration disparaissait 
généralement après 3h d’incubation avec de l’EDTA en aérobie, mais un signal à 320 

nm persistait au niveau du spectre d’absorption UV-visible de SUFA1 (Figure 21A). 
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L’analyse de cette apoforme par filtration sur gel montrait l’existence de plusieurs 
pics distincts et d’un état d’oligomérisation qui n’était pas homogène. L’ajout de DTT 
pour réduire SUFA1 modifiait nettement le profil d’élution vers des formes de plus 

petites masses moléculaires mais ne le rendait pas plus homogène (figure 21B). Un 
épaulement similaire à 320 nm avait été également observé pour l’apoforme de 
NIFISCA et il a été proposé que cela corresponde à la présence de polysulfures, 
éventuellement réductibles par un excès de phosphines (Mapolelo et al., 2012a).  

 
Figure 21 : Analyses biochimiques de la protéine SUFA1-6his. A : Spectres d’absorption UV-visible 
de la protéine après purification en anaérobie (brun) puis après 3 h d’incubation en présence d’un excès 
80 x de chélateur de métal, ici l’EDTA, en aérobie (bleu). B : Détermination de l'état d'oligomérisation de 
la protéine par gel filtration sur colonne S75 10/300 équilibrée avec un tampon Tris-HCl 30mM pH 8.0, 
NaCl 200 mM (en noir), ou un tampon Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, DTT 5 mM (en gris). 

Par la suite, la protéine étiquetée a été produite dans une souche E. coli BL21 
(DE3) exprimant l’opéron ISC d’E. coli et la SAM synthase via le plasmide pCDF DUET 
ISC-SAM puis purifiée en anaérobie et incubée en présence d’EDTA et réduite de 
manière extensive (sur la nuit) à l’aide de TCEP. L’analyse du spectre d’absorption 

UV-visible de la protéine montre que l’épaulement à 320 nm est réduit mais pas 

complètement absent (figure 22B). Le profil d’élution d’apo-SUFA1 ainsi préparée 
présentait 2 pics distincts. Un pic majoritaire élué à un volume de 15,17 mL et un 
second pic élué à 16,61 mL, correspondant à une masse moléculaire apparente de 
35 kDa et de 16 kDa respectivement (figure 22A). Puisque sa masse théorique est de 
14 kDa, SUFA1 serait ainsi présente sous forme d’un équilibre monomère-dimère 
avec une majorité de cette dernière forme. Cette forme a ainsi été utilisée pour des 
expériences de reconstitution enzymatique de centre Fe-S. Le spectre d’absorption 

UV-visible d’holo-SUFA1 présente des pics additionnels à 330 et 420 nm, ainsi que 
des épaulements à 520 et 620 nm (figure 22B) qui suggèrent la formation de centres 
Fe-S atypiques de type [3Fe-4S] linéaires (Kennedy et al., 1984; Zhang et al., 2013) 
et/ou d’atomes de fer liés à la protéine en plus de la présence d’un centre [4Fe-4S]. 
Des quantités de 0,35 ± 0,01 atomes de fer pour 0,25 ± 0,02 atomes de soufre sont 
mesurées par monomère de SUFA1. Les expériences de filtration sur gel indiquent 
que l’holoprotéine est majoritairement éluée à un volume de 14,43 mL soit une masse 
apparente de 52 kDa (figure 22A) qui correspondrait à un tétramère. D’après ces 
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données, il est difficile de déterminer la nature du centre Fe-S incorporé. Le spectre 
d’absorption UV-visible indiquerait plutôt un centre [4Fe-4S], cependant les 
quantités de fer et de soufre présentes dans le tétramère ne correspondraient qu’à 

environ 25% de reconstitution s’il s’agit d’un centre [4Fe-4S] (50% dans le cas d’un 

centre [2Fe-2S]). Ces résultats ne concordent pas avec les données existantes sur 
SUFA1, qui indiquent que l’apo-protéine était purifiée sous forme tétramérique pour 
partie convertie en une forme dimérique par réduction, et que la protéine lie un centre 
[2Fe-2S] au sein d’un dimère (Abdel-Ghany et al., 2005; Yabe et Nakai, 2006). De 
même, la protéine SufA d’E. coli lie un centre [2Fe-2S] (Gupta et al., 2009). Une 
différence importante entre les études menées sur SUFA1 est que les précédents 
travaux ont été réalisés avec des tampons ne contenant pas ou peu de NaCl alors que 
les expériences présentées ici sont réalisées en présence de 200 mM de NaCl (Abdel-
Ghany et al., 2005; Yabe et Nakai, 2006). En raison d’une reconstitution incomplète 

de la protéine ou des conditions utilisées, il est possible que la protéine forme des 
tétramères mais que des centres Fe-S soient liées au sein d’un dimère comme cela a 

été montré pour des isoformes bactériennes d’IscA (Cupp-Vickery et al., 2004b; 
Morimoto et al., 2006). Une autre possibilité est que, comme d’autres protéines ATC, 

SUFA1 soit capable d’incorporer des centres [2Fe-2S] ou [4Fe-4S] (Brancaccio et al., 
2014; Ollagnier de Choudens et al., 2004, 2003), et que les résultats obtenus ici 
correspondent à un mélange de différentes holoformes de SUFA1. Concernant la 
possibilité de lier du fer, cela a été documenté pour de nombreuses protéines ISCA 
issues d’organismes différents (Lu et al., 2010; Mapolelo et al., 2012b; Wang et al., 
2010). L’utilisation de techniques de spectroscopie adaptées (EPR et Mössbauer) 

s’avèreront indispensables pour la caractérisation de cette protéine. Il est également 
question, comme cela a été fait pour SufA d’E. coli de produire la protéine dans une 
souche exprimant les autres protéines de la machinerie SUF (Gupta et al., 2009). 

 
Figure 22: Reconstitution enzymatique d'apo-SUFA1-6his après réduction au TCEP. En A, la 
protéine sous apoforme (en bleu) et holoforme (en brun) sont analysées par gel filtration pour en 
déterminer l'état d'oligomérisation. En B, les spectres d’absorption UV-visible d’apo-SUFA1 (en bleu) et 
holo-SUFA1 (en brun). Pour l’analyse par gel filtration, les protéines sont déposées sur colonne S200 
10/300 équilibrée en Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM et les absorbances sont enregistrées à 280 
nm (ligne continue) et 420 nm (ligne pointillée). 
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Les mêmes expériences ont été réalisées sur IBA57.2. Lors d’expérience de 

filtration sur gel, la protéine est séparée dans deux pics, l’un majoritaire à 80,62 mL 

et correspondant à une masse apparente de 45 kDa, et le second à 69,57 mL qui 
correspond à une masse apparente de 106 kDa (figure 23). La masse théorique de la 
protéine étant de 41 kDa, le pic majoritaire correspondrait à la forme monomérique 
tandis que le pic minoritaire serait un dimère ce qui concorde avec la description de 
l’homologue d’E. coli YgfZ, dont la structure cristallographique indique l’existence 

d’un dimère covalent, permis par la formation d’un pont disulfure intermoléculaire 
impliquant la cystéine conservée du motif KGCY/F-x-GQE-xxx-R/K de chaque 
monomère (Teplyakov et al., 2004). Cette expérience doit être réalisée à nouveau en 
présence de réducteur et avec le mutant IBA57.2 C330S, afin de déterminer s’il s’agit 

également d’un dimère covalent articulé autour d’un pont disulfure.  

 

Figure 23: Profil d'élution de la protéine AtIBA57.2-6his sur gel filtration après purification IMAC. 
Le profil est obtenu par mesure de l'absorbance à 280 nm en sortie de colonne Superdex S200 16/600 
équilibrée en tampon Tris-HCl pH 8.0 30 mM, NaCl 200 mM. 

Aucun centre Fe-S n’était détecté sur IBA57.2 après purification en anaérobie 
mais la capacité de la protéine à lier un centre Fe-S a été testée au cours d’expériences 

de reconstitution enzymatique en absence de DTT. La solution de reconstitution 
d’IBA57.2 est devenue brunâtre et cette coloration subsistait après séparation des 
produits excédentaires sur colonne G-25. Des quantités de 5,87 ± 0,09 atomes de fer 
et 3,84 ± 0,72 atomes de soufre labile par monomère d’IBA57.2 ont été mesurées et 

le spectre d’absorption UV-visible de la protéine présente des pics d’absorption 
additionnels à 320 nm et 430 nm (figure 24), indiquant vraisemblablement la 
présence d’un centre Fe-S. En comparaison, une reconstitution faite avec IBA57.2 
C330S indiquait que ce variant fixe seulement 1,00 ± 0,11 atomes de fer et 0,43 ± 
0,05 atomes de soufre labile par monomère de protéine, et aucun pic d’absorption 

particulier n’a été détecté sur le spectre d’absorption UV-visible associé (figure 24).  
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Figure 24: Spectres d'absorption UV-visible des protéines IBA57.2 sauvage et mutante après 
reconstitution enzymatique in vitro. En bleu : l’apoprotéine IBA57.2 C330S préréduite, en orange : 
la protéine IBA57.2 C330S reconstituée et en brun : holo-IBA57.2. 

Ainsi, la capacité d’IBA57.2 à fixer du fer et du soufre labile serait dépendante de 
la cystéine conservée, déjà identifiée comme étant un résidu nécessaire à la fonction 
d’YgfZ chez E. coli (Hasnain et al., 2012). Forts de ces observations, une collaboration 
avec l’équipe du Pr Michael Johnson à Athens (USA) a été initiée pour la 

caractérisation spectroscopique d’holo-IBA57.2. Les données EPR obtenues sur des 
échantillons d'IBA57.2 reconstitués et oxydés suggèrent plutôt l’existence d'un centre 
ferrique mononucléaire à spin élevé avec ligature au moins partiellement par des 
résidus cystéinyls, et non d'un centre Fe-S. Le soufre labile pourrait être également 
lié par les cystéines (5 au total) présentes dans la protéine. Comme cela avait été 
suggéré par l’études des mutants de délétion iba57Δ, isa1Δ et isa2Δ qui présentent 
un phénotype identique chez la levure et l’homme, et par des études visant à montrer 

leur interaction (Beilschmidt et al., 2017; Gelling et al., 2008; Sheftel et al., 2012), la 
caractérisation d’un complexe ISCA2-IBA57 liant un centre [2Fe-2S] a été récemment 
publiée (Gourdoupis et al., 2018). La ligation du centre impliquerait la cystéine 
conservée d’IBA57 et les 3 cystéines présentes au niveau d’ISCA2. Par analogie, les 

protéines chloroplastiques IBA57.2 et SUFA1 pourraient également former un 
complexe liant un centre Fe-S dont la nature reste à déterminer. 

2.2. Caractérisation du complexe IBA57.2-SUFA1 

La capacité des deux protéines à former un complexe a d’abord été testée par co-
expression des deux protéines en système hétérologue, IBA57.2 possède une 
étiquette histidine au contraire de SUFA1. Les 2 protéines sont globalement peu 
exprimées. La protéine IBA57.2 est présente dans l’élution, cependant la bande qui 

correspondrait à SUFA1 et qui devrait être située autour de 15 kDa se distingue à 
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peine (figure 25A). La présence de SUFA1 a été validée par Western-Blot à l’aide 

d’anticorps anti-SUFA1 (figure 25B). La nature des protéines présentes dans les 2 
bandes n’est pas claire. Il est possible que la protéine IscA ou SufA d’E. coli soit 
également détectée. Bien que cette expérience semble valider la formation d’un 

complexe stable IBA57.2-SUFA1 in cellulo, les quantités obtenues sont négligeables 
et ne permettent pas la caractérisation biochimique et spectroscopique du complexe. 

 

Figure 25: Etude de la formation d’un complexe IBA57.2-SUFA1 par co-expression des protéines 
recombinantes en système hétérologue E. coli. A : Analyse des différentes fractions de purification 
sur gel dénaturant et réducteur. B : Analyse par Western blot de la fraction d’élution avec un anticoprs 
anti-SUFA1. La masse des protéines du marqueur de taille (M) est indiquée en kDa. M : marqueur de 
masse moléculaire, T : fraction totale, I : fraction insoluble, S : fraction soluble, NR : fraction non retenue 
sur colonne, L : fraction de lavage, E : élution. 

La caractérisation biochimique du complexe a été poursuivie par des 
reconstitutions chimiques de centre Fe-S en présence d’un mélange équimolaire des 

deux apo-protéines purifiées séparément. Après dessalage sur colonne G25, la 
solution contenant IBA57.2 et SUFA1 est colorée, et le spectre d’absorption UV-visible 
comprend des bandes d’absorption additionnelles à 330 nm et 420 nm (figure 26A). 
Le mélange reconstitué a ensuite été analysé par filtration sur gel. Plusieurs pics 
d’absorption ont été détectés à la fois à 280 nm et à 420 nm (figure 26B). Le premier 
pic élué à 7,95 mL correspond à une masse apparente supérieure à 1 000 kDa et 
indique la formation d’agrégats, de même que le second pic élué à 10,08 mL pour 
lequel la masse déduite est de 535 kDa. Deux autres pics sont visibles à 13,56 mL et 
14,95 mL et correspondent à des masses apparentes de 83 et 39 kDa respectivement. 
Par rapport aux masses théoriques des deux protéines, 40 kDa pour IBA57.2 et 14 
kDa pour SUFA1, seul le pic à 83 kDa pourrait correspondre à un mélange des deux 
protéines sous la forme d’un holocomplexe. L’analyse par électrophorèse sur gel 

dénaturant réducteur de cette fraction après précipitation acide (car les protéines se 
retrouvent très diluées) révèle bien 2 bandes distinctes à 40 kDa et 14 kDa 
correspondant aux 2 protéines (figure 26C).  
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Figure 26: Caractérisation du complexe IBA57.2-SUFA1 après reconstitution. A : Spectres 
d’absorption UV-visible du mélange IBA57.2-SUFA1 avant (bleu) et après reconstitution (brun). B : Profil 
d'élution à 280 nm (bleu) et 420 nm (brun) de la co-reconstitution IBA57.2-SUFA1 sur gel filtration 
(colonne S200 10/300 équilibrée en Tris-HCl 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM). C : Vérification du contenu 
de la fraction éluant à 13,54 mL par électrophorèse sur gel dénaturant réducteur à 15 % d’acrylamide. 
Le marqueur de masse moléculaire est indiqué en kDa. 

Ces résultats sont encourageants et semblent confirmer la formation d’un 

complexe IBA57.2-SUFA1 capable de lier un centre Fe-S dont la nature reste à 
déterminer. En effet, le spectre d’absorption UV-visible associé au complexe SUFA1-
IBA57.2 holo est différent de celui de l’hétérodimère ISCA2-IBA57 mitochondrial liant 
un centre [2Fe-2S] (Gourdoupis et al., 2018). La caractérisation du complexe SUFA1-
IBA57.2 passe donc par l’optimisation des conditions de reconstitution pour limiter 

l’agrégation des protéines, et/ou la repurification d’un complexe non agrégé. Il est 

aussi possible d’ajouter une étiquette différente à SUFA1 pour une deuxième étape 

de purification. Cela pourrait permettre de définir la proportion de chaque protéine 
au sein du complexe. Il est remarquable que SUFA1 a été majoritairement détectée 
dans un complexe de 600 kDa à partir de fractions stromatiques où se trouverait la 
cystéine désulfurase NFS2 (Abdel-Ghany et al., 2005). Il serait intéressant de 
déterminer si la protéine IBA57.2 appartient à ce complexe ou s’il correspond plutôt 

à un complexe d’assemblage de novo comprenant SUFE et SUFBC2D par exemple 
et/ou si IBA57.2 peut faire partie d’un tel complexe. Enfin, l’utilisation du mutant 

IBA57.2 C330S serait une première étape vers l’identification des ligands impliqués 
dans la coordination d’un centre Fe-S sur le complexe SUFA1-IBA57.2. 

3. Caractérisation fonctionnelle des protéines IBA57.2 et SUFA1 

par identification de partenaires en double hybride en levure 

3.1. Etude des interactions avec les protéines de la machinerie 

chloroplastique SUF 

Pour ces tests, les interactions ont été testées sans a priori avec les protéines 
impliquées lors les étapes précoces de la maturation de protéines Fe-S 
chloroplastiques, c’est-à-dire les protéines d’échafaudage SUFB, SUFC et SUFD ainsi 
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que les protéines de transfert de soufre SUFE1/2/3 ; mais également avec celles 
impliquées dans les étapes tardives, c’est-à-dire les protéines de transfert 
appartenant aux familles des GRX, BOLA, NFU, ATC, IBA57 et MRP/HCF101. Les 
protéines IBA57.2 et SUFA1 ont été dans un premier temps utilisées comme protéines 
appâts, c’est-à-dire en fusion au domaine d’activation du facteur de transcription 

Gal4. 

 

Figure 27: Expériences de double hybride binaire en levure impliquant les protéines IBA57.2 et 
SUFA1 en tant qu’appâts contre les protéines appartenant à la machinerie d’assemblage de 
centres Fe-S chloroplastique SUF. A l’exception des interactions impliquant les protéines SUFB-C-D-
E1-E2-E3, les images présentées ici sont représentatives d’au moins 2 évènements de transformation 
indépendants pour lesquels 2 clones sont testés. L’interaction étiquetée « AD.Vide VS BD.Vide » 
correspond au témoin positif AD.VpG vs BD.EiF4G, le reste des lignes et colonnes associées 
correspondent à des levures co-transformées avec un vecteur vide en guise de témoin négatif. 

Des interactions sont détectées entre SUFA1 et SUFD, NFU1, IBA57.2 et elle-
même, ainsi qu’entre IBA57.2 et GRXS16 (figure 27). Globalement, le phénomène 
d’auto-activation observé sur milieu de sélection -His est inhibé par l’ajout de 

quantités plus ou moins importantes de 3-aminotriazole (3-AT). En effet, les 
constructions exprimant les protéines SUFB et SUFD fusionnées au domaine de 
liaison de Gal4 génèrent une forte transactivation, et il a été nécessaire d’augmenter 

la concentration en 3-AT à 10 mM pour supprimer cet effet et détecter une interaction 
entre SUFA1 et SUFD. A l’inverse la forte transactivation générée par les 

constructions BD-GRXS14 et BD-HCF101 empêche la détection d’interaction avec 

ces protéines. GRXS16 interagit quant à elle avec IBA57.2 jusqu’à 5 mM de 3-AT, ce 
qui correspond à une interaction forte quoique plus faible que les interactions 
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IBA57.2-SUFA1, SUFA1-SUFA1 et NFU1-SUFA1, toujours détectées à 10 mM de 
compétiteur. Ces interactions ayant déjà été détectées par le passé soit par double 
hybride en levure soit par BiFC, il était attendu de les retrouver. Par ailleurs, 
l’interaction SUFA1-IBA57.2 est toujours détectée avec IBA57.2 C330S, ce qui 
suggère que les protéines interagiraient en absence d’un centre Fe-S si le rôle de la 
cystéine dans la liaison d’un centre Fe-S au sein d’hétérodimère ATC-IBA57 est 
conservé (Gourdoupis et al., 2018).  

 

Figure 28: Expériences de double hybride en levure impliquant les protéines IBA57.2 et SUFA1 
en tant que proies contre les protéines appartenant à la machinerie d’assemblage de centres Fe-
S chloroplastique SUF. A l’exception des interactions impliquant les protéines SUFB-C-D-E1-E2-E3, 
les images présentées ici sont représentatives d’au moins 2 évènements de transformation indépendants 
pour lesquels 2 clones sont testés. L’interaction étiquetée « AD.Vide vs BD.Vide » correspond au témoin 
positif AD.VpG VS BD.EiF4G, le reste des lignes et colonnes associées correspondent à des levures co-
transformées avec un vecteur vide en guise de témoin négatif. 

Les tests d’interaction sont réitérés en utilisant IBA57.2 et SUFA1 en tant que 

proies, c’est-à-dire fusionnées au domaine de liaison du facteur de transcription 
Gal4. Pour ces tests, aucune interaction n’est détectée avec SUFA1, cette 
construction ne permettant vraisemblablement pas à la protéine d’interagir avec ses 

partenaires in vivo. A l’inverse, plus d’interactions ont été mises en évidence avec 

IBA57.2 dans cette configuration puisque des interactions sont détectées avec SUFB, 
SUFD, SUFE2, GRXS16 et potentiellement NFU3 (figure 28). 

En résumé, SUFA1 interagit avec plusieurs protéines de la machinerie SUF que 
sont SUFD, IBA57.2 et NFU1. Les interactions avec IBA57.2 et NFU1 ont été discutées 
précédemment, toutefois il est intéressant de noter qu’aucune interaction n’a été 

détectée entre SUFA1 et NFU2 ou NFU3 alors qu’elles présentent autour de 30% 
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d’identité avec NFU1 et que l’expression de SUFA1 est réduite dans un fond génétique 

nfu2 (Yabe et Nakai, 2006). Il avait donc été envisagé que SUFA1 intervienne en aval 
de NFU2 pour la maturation de protéines Fe-S sans qu’un lien direct entre les deux 

protéines ne soit établi. Enfin, l’interaction avec la protéine d’échafaudage SUFD 

indique vraisemblablement que SUFA1 seule ou en complexe avec IBA57.2 recevrait 
un centre Fe-S du complexe d’échafaudage SUFBC2D. De fait, IBA57.2 interagit aussi 
avec les protéines d’échafaudage SUFB et SUFD. Ensuite, IBA57.2 interagit avec 
SUFE2 ce qui était plutôt inattendu puisque SUFE2 est la seule protéine SUFE d’A. 

thaliana sans domaine additionnel dont la seule fonction connue est le transfert de 
soufre depuis NFS2 (Murthy et al., 2007). Chez E. coli, un rôle hypothétique a été 
formulé pour YgfZ dans la réparation de protéines à centres Fe-S en condition de 
stress et l’expression de l’isoforme chloroplastique IBA57.2 permet de restaurer la 
croissance du mutant ygfZ sur plombagine, un agent de stress oxydant, ce qui 
suggère des fonctions similaires pour ces protéines (Waller et al., 2010). Sur cette 
base, une interaction avec SUFE2 permettrait l’apport de soufre pour la réparation 
de centres Fe-S par IBA57.2. Enfin, IBA57.2 interagit avec les protéines de transfert 
GRXS16 et NFU3. Bien qu’aucune interaction n’ait jamais été détectée entre ces 

familles protéiques, les GRX et NFU sont des partenaires connus des protéines ATC. 
Dans ce cas, IBA57.2 pourrait représenter le chaînon permettant les échanges de 
centres Fe-S entre SUFA1 et GRXS16 ou NFU3. 

3.2. Etude des interactions entre les protéines IBA57.2 et SUFA1 et des 

cibles chloroplastiques potentielles 

Les protéines cibles sélectionnées pour ces tests interviennent dans des voies 
métaboliques variées comme le métabolisme de la chlorophylle (CAO, HCAR et PAO), 
la méthylthiolation d’ARNt (MIAB), ou la synthèse de sirohèmes (SirB) dont dépendent 
les protéines Fe-S impliquées dans l’assimilation de l’azote et du soufre, NIR et SIR. 
Les autres protéines à centre Fe-S testées sont impliquées dans la synthèse des 
acides aminés branchés (DHAD et IPMI), de l’acide lipoïque (cLIP), des isoprénoïdes 
(ISPG et ISPH), des strigolactones (DWARF27.1-2-3), de la thiamine (THIC) et des 
purines (ASE2). Une dernière enzyme annotée comme choline mono-oxygénase (CMO) 
et incorporant un centre [2Fe-2S] de type Rieske a été intégrée. Les résultats ci-après 
sont ceux obtenus pour les fusions entre IBA57.2 ou SUFA1 et le domaine de liaison 
à l’ADN du facteur de transcription Gal4 car l’expression de ces protéines en fusion 

avec le domaine d’activation n’a permis la détection d’aucune interaction.  

D’après les résultats présentés en figure 29, une interaction d’IBA57.2 avec les 

protéines ASE2, CAO et IPMI a été détectée. ASE2 et IPMI sont des protéines à centre 
[4Fe-4S] ce qui corrobore l’idée selon laquelle les protéines IBA57 sont impliquées 

dans la maturation de ce type de protéine (Gelling et al., 2008; Torraco et al., 2017; 
Waller et al., 2010). Parmi l’ensemble des protéines [4Fe-4S] connues, les protéines 
IBA57 interviendraient de façon spécifique dans la maturation de l’aconitase chez les 

eucaryotes mais pas chez E. coli (Gelling et al., 2008; Waller et al., 2010). Le 
chloroplaste ne contient pas d’aconitase, cependant l’isopropylmalate 

déshydrogénase (IPMI) avec laquelle IBA57.2 interagit fait partie de cette famille 
protéique (Gruer et al., 1997). Une telle interaction peut paraître surprenante 
puisqu’IBA57.2 ne permet pas la complémentation du mutant de levure iba57Δ qui 
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est auxotrophe pour le glutamate et la lysine du fait d’un défaut de maturation de 

l’aconitase Aco1 et de l’homoaconitase Lys4 (Uzarska et al., 2018). Il est à noter que 
la protéine IBA57 chloroplastique partage peu d’homologie de séquences avec les 

isoformes mitochondriales et appartient à un groupe phylogénétique distinct (Waller 
et al., 2012). D’après ces résultats, IBA57.2 pourrait donc intervenir dans la 

maturation de protéines appartenant à la famille protéique des aconitases. Chez E. 

coli, l’absence de la protéine YgfZ réduit fortement l’activité de MiaB, une protéine 

impliquée dans la modification de l’ARNt (Waller et al., 2010). L’expression de 

l’isoforme chloroplastique IBA57.2 dans un fond génétique ygfZ permet de restaurer 
l’activité de cette protéine (Waller et al., 2012), c’est pourquoi l’interaction entre 

IBA57.2 et MIAB a été testée en double hybride en levure. D’après les résultats 

obtenus, il n’est pas possible de valider une interaction physique entre MIAB et 
IBA57.2 et d’autres expériences seront nécessaires pour répondre à ce point. 

Cependant, il a été montré que la protéine NfuA d’E. coli peut transférer un centre 
Fe-S vers MiaB dont l’activité est également diminuée dans le mutant nfuA (Boutigny 
et al., 2013). Les résultats présentés dans le chapitre 2 montrent également une 
interaction entre les isoformes chloroplastiques NFU3 et MIAB, et il s’avère que NFU3 

interagit avec IBA57.2. Ainsi la maturation de MIAB au sein du chloroplaste pourrait 
dépendre d’IBA57.2 par l’intermédiaire de NFU3, si l’interaction entre IBA57.2 et 

NFU3 correspond effectivement à un transfert de centre Fe-S, ce qui devra être vérifié 
par des expériences supplémentaires. Enfin, l’interaction d’IBA57.2 avec la protéine 

de type Rieske CAO pourrait indiquer une contribution pour la maturation des 
centres [2Fe-2S], comme le suggèrent la caractérisation biochimique du complexe 
humain [2Fe-2S]-ISCA2-IBA57 et la démonstration de l’intervention d’Iba57 au cours 
de la maturation de la protéine Rieske Rip1 présente au sein du complexe III chez la 
levure (Gourdoupis et al., 2018; Sánchez et al., 2019). En conclusion, la diversité des 
centres Fe-S liés par les partenaires potentiels d’IBA57.2 indique qu’elle serait 

responsable du transfert de plusieurs types de centres Fe-S et renforce l’intérêt de 

caractériser le centre Fe-S incorporé par le complexe chloroplastique SUFA1-IBA57.2. 

Il est globalement à noter que peu d’interactions directes ont été observées avec 

IBA57 et qu’aucune interaction n’est détectée entre SUFA1 et des protéines cibles par 

double hybride en levure (figure 29). Sur la base des données bibliographiques qui 
suggèrent que SUFA1 est une protéine de transfert de centre [2Fe-2S], il était attendu 
que la protéine interagisse avec des cibles incorporant le même type de centre Fe-S 
(Abdel-Ghany et al., 2005; Yabe et Nakai, 2006). A l’exception de SirB, les autres 

protéines testées lient des centres [2Fe-2S] de type Rieske, néanmoins ce résultat 
peut avoir plusieurs significations. La première éventualité est que les constructions 
utilisées génèrent un encombrement stérique qui empêche la détection d’interactions 

entre SUFA1 et certains partenaires. Contrairement aux expériences de BiFC où les 
portions de YFP sont fusionnées à l’extrémité C-terminale, les domaines de Gal4 sont 
fusionnés à l’extrémité N-terminale. Toutefois des interactions ont été décelées avec 
les mêmes constructions que ce soit pour SUFA1 avec des protéines SUF ou pour les 
protéines cibles testées (figures 27 et 29). L’autre possibilité est que SUFA1 requiert 

des intermédiaires ou des partenaires (tels qu’IBA57) pour la maturation de protéines 

Fe-S et interviendrait ainsi dans des étapes antérieures au transfert final de centre 
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Fe-S à une protéine cible, comme cela a été proposé pour les isoformes SufA et IscA 
chez E. coli qui agissent en amont d’ErpA (Py et al., 2018; Vinella et al., 2009). 

 
Figure 29: Expériences de double hybride en levure impliquant les protéines IBA57.2 et SUFA1 
en tant que proies contre des protéines Fe-S chloroplastiques. A l’exception des interactions 
impliquant les protéines CAO, CMO, HCAR et PAO, les images présentées ici sont représentatives d’au 
moins 2 évènements de transformation indépendants pour lesquels 2 clones sont testés. L’interaction 
étiquetée « AD.Vide vs BD.Vide » correspond au témoin positif AD.VpG VS BD.EiF4G, le reste des lignes 
et colonnes associées correspondent à des levures co-transformées avec un vecteur vide en guise de 
témoin négatif. 

4. Transfert de centre Fe-S entre NFU1 et SUFA1 in vitro 

L’interaction entre NFU1 et SUFA1 a suscité un intérêt particulier puisqu’aucune 

interaction n’est détectée entre SUFA1 et NFU2 ou NFU3 et que ces deux protéines 

pourraient chacune recevoir un centre Fe-S de SUFBC2D.  

Un transfert de centre Fe-S in vitro d’une holoNFU1 contenant un centre [4Fe-4S] 
vers une apoSUFA1 a été testé dans les mêmes conditions que celles décrites dans le 
papier sur NFU1 (Roland et al., en révision). Le spectre d’absorption UV-visible de la 
fraction d’élution, qui contient uniquement SUFA1, présente des pics d’absorption à 

330 nm, 420 et 460 nm (figure 30B). Les quantifications de fer et de soufre labile 
montrent la liaison de 0,84 ± 0,03 atomes de fer et 0,60 ± 0,01 atomes de soufre par 
monomère de SUFA1, des valeurs plus importantes que celles obtenues après 
reconstitution. A l’inverse, NFU1, qui se trouve dans la fraction de lavage, présente 

une absorbance réduite à 320 nm et 420 nm et ne contient plus que 0,34 ± 0,07 
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atomes de fer pour 0,35 ± 0,10 atomes de soufre par monomère de protéine (figure 
30A). Ceci indique une diminution conséquente (passage de ⁓1.8/1.9 dans la protéine 
reconstituée à ⁓0.35) de la quantité de centre Fe-S incorporée par cette protéine. Ce 
transfert a été réalisé en présence d’EDTA, ce qui confirme un transfert intact de 
centre Fe-S depuis NFU1 vers SUFA1 plutôt qu’une reconstitution d’un centre Fe-S 
sur SUFA1 à partir de la dégradation des centres Fe-S présents sur NFU1. Le spectre 
d’absorption UV-visible de SUFA1 après transfert correspond plutôt à un centre [2Fe-
2S]. Il est possible que la présence d’EDTA soit à l’origine de cette conversion ou que 

celle-ci ait eu lieu au cours du transfert comme cela a été observé entre NifU et NIFISCA 
chez A. vinelandii (Mapolelo et al., 2012a). Par la suite, il serait intéressant de faire 
des expériences de reconstitution enzymatique sur SUFA1 en présence de NFU1 pour 
savoir quel type de centre est retrouvé sur SUFA1 et si l’efficacité de reconstitution 

est améliorée. 

 

Figure 30: Expérience de transfert de centre Fe-S de NFU1 vers SUFA1 in vitro. Apo-SUFA1-6his 
(B : ligne pointillée) est incubée pendant 1h en présence d’EDTA et d’holo-NFU1 (A : ligne pointillée). Les 
lignes pleines correspondent aux fractions obtenues après séparation sur chromatographie d’affinité 
avec en A : le lavage et en B : l’élution. Le gel dénaturant réducteur associé montre les fractions de lavage 
(L) et d’élution (E) ainsi que les protéines avant transfert. Les tailles du marqueur de masse moléculaire 
(M) sont indiquées en kDa. 

Chez E. coli, un transfert de centre Fe-S entre NfuA et les 3 protéines ATC a été 
démontré mais l’inverse n’est pas vrai (Py et al., 2018, 2012). En absence d’une 

protéine holo-SUFA1 homogène, la capacité de SUFA1 à transférer un centre Fe-S 
vers NFU1 n’a pas été testée pour le moment, mais devra être explorée car cela 
permettra d’affiner la position des protéines dans la machinerie SUF. 
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Ces travaux de thèse visaient notamment à compléter les connaissances 
concernant les étapes tardives de la maturation de protéines à centre Fe-S 
chloroplastiques, en se focalisant sur les familles protéiques ATC, IBA57, et NFU 
(Przybyla-Toscano et al., 2018). En effet, à l’exception de NFU2 et NFU3, la fonction 

et les partenaires des protéines chloroplastiques appartenant à ces familles n’étaient 

pas connus. De plus, il était attendu que NFU2 et NFU3 possèdent plus de 
partenaires que les seules protéines HCF101, APR1 et DHAD (Gao et al., 2013; 
Touraine et al., 2019). Les résultats présentés sous forme d’articles ou de données 

préliminaires ayant été discutés ou rédigés dans un format « résultats et discussion » 
respectivement, ce chapitre correspond à une conclusion générale visant à intégrer 
les données acquises au sein de modèles qui intégreront aussi la littérature récente. 

1. Quelle place pour les protéines ATC, IBA57 et NFU au sein de la 

machinerie d’assemblage de centres Fe-S chloroplastique SUF ? 

L’un des axes de recherche concernait le positionnement de ces acteurs vis-à-vis 
des autres protéines appartenant à la machinerie SUF. Le modèle présenté en figure 
31 intègre les interactions décrites dans les résultats ainsi que des interactions 
supplémentaires entre les protéines d’échafaudage SUFB, SUFC ou SUFD et NFU2 

ou NFU3 (voir annexes) également détectées par des expériences de double hybride 
en levure. 

 
Figure 31 : Schéma représentant les interactions entre les protéines d’échafaudage et de transfert 
de la machinerie d'assemblage de centres Fe-S chloroplastique SUF. Les protéines d’échafaudage 
sont indiquées en orange et les protéines de transfert en bleu. Les cercles colorés qui accompagnent les 
flèches matérialisent les techniques de détection utilisées pour mettre en évidence les interactions. Ainsi, 
le double hybride en levure est représenté en bleu ciel, le BiFC en rouge, la caractérisation de mutants 
en vert et les transferts ou co-reconstitutions de centre Fe-S en orange. Pour des raisons de simplicité, 
les protéines BOLA ne figurent pas sur ce modèle. 
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En accord avec les observations réalisées sur d’autres organismes vivants (E. coli, 
levure, homme), IBA57.2 interagit avec SUFA1 sous la forme d’un complexe liant un 
centre Fe-S dont la nature reste à déterminer. Au regard des protéines dont la 
maturation dépend potentiellement de ce complexe, il est attendu que le complexe 
IBA57.2-SUFA1 puisse incorporer des centres [2Fe-2S] et/ou [4Fe-4S]. Une autre 
possibilité est que l’incorporation de centres de type [2Fe-2S] soit suffisante pour la 
maturation de protéines à centre [4Fe-4S] comme c’est le cas pour l’hétérodimère 

ISCA2-IBA57 de l’homme (Gourdoupis et al., 2018), ce qui pourra être testé après 
caractérisation spectroscopique du centre Fe-S présent sur le complexe IBA57.2-
SUFA1. 

De manière intéressante, IBA57.2 et SUFA1 interagiraient chacune avec au moins 
une des GRX chloroplastiques. Cette donnée indique un lien fonctionnel conservé 
entre GRX et ATC-IBA57, puisque ces familles de protéines interagissent également 
au sein de la machinerie mitochondriale où un transfert depuis les GRX vers les 
protéines ATC seules ou en complexe avec IBA57 a été démontré (Banci et al., 2014; 
Gourdoupis et al., 2018). Chez l’homme, l’interaction entre GRX5 et un hétérodimère 
ISCA1-ISCA2 permet d’ailleurs la synthèse de centres [4Fe-4S] via le couplage 
réductif de 2 centres [2Fe-2S] (Brancaccio et al., 2014). Il est encore délicat de savoir 
si cela reflète une grande flexibilité de ces protéines ou si ces expériences in vitro, qui 
peuvent éventuellement manquer de spécificité, ne sont pas représentatives de la 
situation in vivo. SUFA1 peut recevoir un centre [2Fe-2S] à partir de GRXS14 et 
restaurer les défauts de croissance des mutants isa1Δ et isa2Δ sur glutamate et lysine 
eux-mêmes liés à un défaut de maturation des aconitase et homoaconitase, deux 
protéines à centre [4Fe-4S] (Mapolelo et al., 2013; Uzarska et al., 2018). Ainsi, comme 
les protéines ATC mitochondriales, SUFA1 pourrait être impliquée dans la conversion 
de centres Fe-S. Cependant, dans le cas de SUFA1, l’interaction détectée par double 
hybride en levure avec SUFD, l’une des protéines constituant le complexe 

d’échafaudage SUFBC2D, suggère plutôt que SUFA1, seule ou en complexe avec 
IBA57.2, recevrait un centre [4Fe-4S] de l’unité d’assemblage pour le convertir en 

centre [2Fe-2S]. La capacité de SUFA1 à incorporer et à transférer des centres de type 
[4Fe-4S] ou [2Fe-2S] à partir de SUFBC2D est à vérifier, mais paraît possible si l’on 

se réfère aux travaux portant sur l’isoforme SufA d’E. coli, qui est impliquée dans le 
transfert de ces 2 types de centres Fe-S à partir de SUFBC2D (Chahal et al., 2009; 
Ollagnier de Choudens et al., 2004). D’autre part, l’interaction de NFU1 avec le 

complexe d’échafaudage chloroplastique et avec SUFA1 et la démonstration d’un 

transfert d’un centre Fe-S depuis NFU1 vers SUFA1 posent question sur leur 
position. En effet, l’orthologue mitochondrial NFU1 dépend habituellement des 
protéines ATC pour l’acquisition de centre Fe-S (Beilschmidt et al., 2017; Melber et 
al., 2016). De plus, le centre Fe-S présent dans SUFA1 après transfert depuis NFU1 
est différent du centre Fe-S formé sur la protéine par reconstitution in vitro et serait 
un centre [2Fe-2S], renforçant au passage l’hypothèse selon laquelle SUFA1 peut 
incorporer différent types de centres Fe-S. Il reste à vérifier si cette conversion n’est 

pas simplement liée à une dégradation progressive du centre Fe-S présent dans 
SUFA1. Concernant cette interaction, des expériences supplémentaires doivent être 
réalisées pour vérifier que le transfert de centre Fe-S depuis NFU1 vers SUFA1 est 
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unidirectionnel et pour vérifier si la présence d’IBA57.2 modifie la spécificité ou la 

nature de l’interaction. 

Dans le modèle proposé, chacune des protéines de transfert (cela reste à tester 
pour les GRX) serait capable d’interagir avec le complexe d’échafaudage SUFBC2D et 
recevrait un centre Fe-S sans recours nécessaire à d’autres protéines de transfert. 

Cette possibilité devra être vérifiée/confirmée par des expériences de transfert de 
centre Fe-S in vitro à partir du complexe d’échafaudage SUFBC2D sous holoforme. 
Ces expériences pourraient être réalisées en présence d’autres facteurs de maturation 

ou des protéines partenaires/clientes pour voir dans quelles protéines les centres Fe-
S s’accumulent. Ces expériences présentent un intérêt aussi pour NFU2 et NFU3 qui 

interagissent avec des protéines cibles à centre [2Fe-2S] et requièrent donc une étape 
de conversion de centre. De fait, il est possible que NFU2 et NFU3 réalisent cette 
conversion à partir d’un centre [4Fe-4S] de SUFBC2D ou que cette étape fasse 
intervenir SUFA1 seule ou en complexe avec IBA57.2. Outre un potentiel rôle de 
SUFA1 et IBA57.2 dans la conversion de centres Fe-S, cette hypothèse est justifiée 
d’une part par la détection d’une interaction entre IBA57.2 et NFU3, et d’autre part 

par la diminution de l’expression de SUFA1 dans un fond génétique nfu2 (Yabe et 
Nakai, 2006), suggérant un lien entre ces deux protéines. De la même façon que 
NFU1, les isoformes NFU2 et NFU3 seraient impliquées à la fois dans le transfert de 
centres Fe-S vers des protéines cibles et vers d’autres protéines de transfert. Il a été 

montré que NFU2 et NFU3 interagissent avec HCF101 et la caractérisation des 
mutants de délétion nfu2 et nfu3 indique qu’elles sont impliquées, a priori de façon 
indirecte, dans la maturation de la sous–unité du PSI, PsaC, qui est une cible 
d’HCF101 (Touraine et al., 2019). Il est toutefois surprenant que les mutants nfu2 et 
nfu3 présentent un phénotype développemental si fort si leur fonction est 
uniquement une fonction redondante en amont d’HCF101 pour la maturation du PSI. 

Il est ainsi possible que NFU2 et/ou NFU3 participent à la maturation du centre [4Fe-
4S] présent entre les sous-unités PsaA et PsaB. Il est également envisageable que 
NFU2 et NFU3 forment un hétérodimère mais cela n’a pas été validé par les 

expériences de double hybride en levure (voir annexes), ni par les co-
immunoprécipitations réalisées avec NFU2. Le rôle des GRX dans cette équation n’est 

pas clair mais GRXS16, et pas GRXS14, reçoit un centre [2Fe-2S] de NFU2 ce qui 
suggère des voies d’acquisition différentes de centre Fe-S pour ces deux GRX 
chloroplastiques. Puisque les expériences de double hybride en levure sont limitées 
par la transactivation des GRX, notamment GRXS14, des expériences de BiFC ou de 
co-immunoprécipitation pourraient permettre de mieux cerner les partenaires des 
GRX au sein de la machinerie SUF. 

Dans leur ensemble, les interactions discutées ici suggèrent un fonctionnement 
différent entre les machineries chloroplastiques et mitochondriales telle qu’elle est 

décrite actuellement. L’interaction de plusieurs protéines de transfert avec le 

complexe d’échafaudage SUFBC2D et l’observation d’un transfert de centre Fe-S 
depuis NFU1 vers SUFA1 indiquent un fonctionnement globalement similaire à celui 
de la machinerie d’E. coli (voir introduction, chapitre 2).  
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2. Maturation des protéines Fe-S chloroplastiques par les protéines 

de transfert ATC, IBA57 et NFU : spécificité ou redondance ? 

Le chloroplaste contenant au moins 57 protéines à centres Fe-S (Przybyla-toscano 
et al., en préparation), l’un des objectifs de ce projet était d’identifier les protéines de 

transfert impliquées dans leur maturation en combinant différentes approches de 
recherche d’interactions avec ou sans a priori.  

 

Figure 32 : Schéma représentant les interactions identifiées entre les protéines de transfert NFU1, 
NFU2 ou NFU3 et les protéines à centre Fe-S chloroplastiques. Les protéines de transfert sont 
indiquées en bleu et les protéines cibles en violet. Les cercles colorés qui accompagnent les flèches 
matérialisant différentes interactions servent à indiquer les méthodes de détection de celles-ci. Ainsi, le 
double hybride est représenté en bleu ciel, le BiFC en rouge, la caractérisation de mutants (mesure 
d’abondance protéique et/ou d’activité protéique) en vert, les transferts de centres Fe-S en orange et la 
co-immunoprécipitation est représentée en gris. Les points blancs qui accompagnent certaines protéines 
cibles indiquent que ces protéines interagissent également avec IBA57.2. 
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En combinant l’approche par double hybride binaire en levure (18 protéines 

testées) aux techniques de co-immunoprécipitation, de mesure d’abondance 

protéique dans le mutant de délétion nfu2, et de BiFC il a été possible de montrer 
une certaine redondance entre les 3 isoformes NFU, que ce soit entre les trois 
protéines ou les protéines prises deux à deux (voir figure 32). La redondance entre 
les protéines NFU est d’ailleurs appuyée par le phénotype des doubles mutants de 

délétion nfu1 x nfu2, nfu1 x nfu3 et nfu2 x nfu3 pour lesquels un effet additionnel des 
mutations est détecté, allant jusqu’à la létalité embryonnaire dans le cas du mutant 
nfu2 x nfu3 (Touraine et al., 2019). Néanmoins des spécificités existeraient puisque 
certaines cibles n’interagissent qu’avec l’une des trois isoformes. Ces spécificités, de 

même que les redondances, devront évidemment être confirmées par la 
caractérisation plus poussée de NFU3 avec les mêmes approches que celles utilisées 
pour NFU2 (protéome quantitatif, métabolome, interactome par co-IP), la 
caractérisation des doubles mutants nfu1 x nfu2 et nfu1 x nfu3 ou encore des 
expériences de transfert in vitro, pour lesquelles il sera nécessaire d’obtenir au 

préalable la protéine NFU3 recombinante, qui n’a pu être produite sous forme soluble 
non agrégée malgré de multiples constructions, et les protéines cibles à la fois sous 
apo- et holoforme. 

Outre une redondance entre les protéines appartenant à une même famille, une 
redondance fonctionnelle semble exister entre plusieurs familles protéiques de la 
machinerie, puisque certaines protéines cibles des NFU interagissent aussi avec 
IBA57.2. Ces observations pourraient illustrer l’existence de voies de maturation 

parallèles pour certaines protéines cibles dont l’utilisation serait modulée en fonction 
des conditions cellulaires, comme cela a été suggéré pour les homologues présents 
chez E. coli (Angelini et al., 2008; Waller et al., 2010). Cette hypothèse pourrait être 
vérifiée par la caractérisation et l’analyse d’un mutant de délétion iba57.2 dans 
différentes conditions. Actuellement, un mutant d’insertion pour IBA57.2 a été isolé 

parmi la collection de mutant d’insertion. Celui-ci ne présente aucun phénotype 
particulier en conditions standards de croissance ou en condition de carence en fer, 
et des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer si la protéine est 
complètement absente (voir annexes). L’absence de phénotype du mutant iba57.2 
suggère soit des fonctions non-essentielles pour IBA57.2 soit une redondance avec 
d’autres protéines, notamment les NFU. Il serait utile de générer des doubles mutants 

sufa1 x iba57.2, sufa1 x nfu1 voire iba57.2 x nfu1 puisqu’aucun des simples mutants 
n’a de phénotype et que les protéines interagissent entre elles. Pour ces protéines, il 
est envisageable d’étudier des lignées de surexpression. Des constructions 

permettant l’expression d’IBA57.2 sous le contrôle d’un promoteur fort (p35S-
IBA57.2) ont été réalisées et pourraient entre autres permettre de rechercher les 
partenaires d’IBA57.2 par co-immunoprécipitation à l’aide d’anticorps anti-IBA57.2 
que nous avons générés. 

Pour le moment, aucune interaction physique n’a été décrite entre SUFA1, 

BOLA1/4 ou GRXS14/S16 qui incorporent des centres [2Fe-2S] seules ou en 
complexes, et les protéines Fe-S chloroplastiques. Toutefois, peu ou pas d’études de 

protéomique ou d’interactomique ont été effectuées. De plus, seulement 5 des 17 

protéines à centres [2Fe-2S] recensées dans le chloroplaste ont été testées par double 
hybride en levure et avec SUFA1 uniquement. De ce fait, il est envisagé d’inclure 
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d’autres protéines [2Fe-2S], y compris pour des expériences de BiFC, car l’utilisation 

de double hybride en levure pour ces GRX est limitée par la forte transactivation des 
fusions. Utiliser la co-immunoprécipitation est envisageable également car des 
lignées de surexpression sont disponibles mais les anticorps manquent de spécificité. 
Parmi les approches complémentaires, il serait possible d’avoir recours à de la 
spectroscopie Raman, qui a déjà permis la détection du défaut de maturation de 
protéines à centres [2Fe-2S] à partir de mitochondries isolées (Sánchez et al., 2019). 
Il serait en particulier intéressant de réaliser des analyses similaires à partir de 
chloroplastes issus des lignées d’Arabidopsis grxs14 x grxs16. Ce mutant présentant 
un métabolisme chlorophyllien perturbé, il est possible que les GRX chloroplastiques 
interviennent spécifiquement dans la maturation des protéines à centre [2Fe-2S] 
impliquées dans le métabolisme de la chlorophylle, que sont CAO, PAO, PTC52 et 
TIC55, même si certaines de ces protéines interagissent aussi avec NFU2, NFU3 et 
IBA57.2 (figure 29 et annexes). 

En conclusion, le fonctionnement de la machinerie SUF chloroplastique semble se 
rapprocher plus de celui de la machinerie SUF d’E. coli que de la machinerie ISC 
mitochondriale. Ainsi, à partir d’un complexe d’échafaudage unique, plusieurs voies 

de maturation existeraient pour une même protéine cible. Toutefois, même si des 
mutants de délétion pour certains gènes codant des protéines de transfert (GRXS14, 
S16, NFU1, SUFA1, IBA57.2) n’ont pas de phénotype (Rey et al., 2017; Touraine et 
al., 2019; Yabe et Nakai, 2006), d’autres (NFU2, NFU3, HCF101) ont des phénotypes 
forts à très marqués (Lezhneva et al., 2004; Touraine et al., 2019). L’une des 

méthodes utilisées pour la caractérisation fonctionnelle des protéines d’E. coli et 
notamment les protéines ISC et SUF est l’étude de mutants synthétiques létaux qui 

combinent 2 délétions (Butland et al., 2008). Ces mutants permettent généralement 
d’identifier des fonctions redondantes ou complémentaires entre deux protéines. 
Ainsi, la caractérisation de lignées de plante combinant des mutations pour des gènes 
apparemment superflus permettrait peut-être d’identifier leur fonction. 

De manière plus générale, on s’aperçoit que la caractérisation fonctionnelle des 
protéines impliquées dans la maturation de centres Fe-S par la recherche 
systématique de partenaires est complémentaire à l’étude des mutants de délétion. 

Puisque la caractérisation fonctionnelle des protéines de la machinerie ISC d’A. 

thaliana s’avère limitée par la létalité de plusieurs mutants (Moseler et al., 2015; 
Przybyla-Toscano, 2017; Waller et al., 2012), il serait intéressant de réaliser un travail 
d’interactomique assez comparable, mais avec les protéines Fe-S mitochondriales. En 
effet, seules les interactions entre les protéines ISC ont été analysées de manière 
exhaustive jusqu’à présent (Przybyla-Toscano, 2017).
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Figure 33: Expériences de double hybride en levure visant à identifier les interactions entre les 
isoformes chloroplastiques de NFU et les protéines d'échafaudage SUFB, SUFC et SUFD. Les images 
sélectionnées sont représentatives d’au moins 2 évènements de transformation indépendants pour 
lesquels 2 clones sont testés.  
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Figure 34: Caractérisation du mutant d'insertion iba57.2 GK_094G08. En A : photo de plants âgés 
de 8 semaines cultivés en hydroponie en conditions standards de croissance ou en carence en fer. En 
B : comparaison de la masse fraîche (MF) en mg des parties aériennes (PA) et racinaires (PR) de plants 
sauvages (Col-0) et de mutants iba57.2 (n = 6). En C : représentation du gène IBA57.2, les régions 5’ et 
3’ non traduites sont représentées en gris, les exons sont des blocs noirs alors que les introns sont des 
lignes de la même couleur. La zone d’insertion de l’ADNt dans le mutant iba57.2 est indiquée par une 
flèche orange. En D : expériences de western blot sur des protéines solubles totales de feuilles extraites 
à partir de plants sauvages (WT) ou de mutants iba57.2. Les masses du marqueur de taille sont 
indiquées en kDa. 
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Figure 35: Expériences de double hybride en levure visant à identifier les interactions entre les 
isoformes chloroplastiques de NFU et des protéines cibles de type Rieske. Les images sélectionnées 
sont représentatives d’un seul évènement de transformation pour lesquels 2 clones sont testés.  
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