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Introduction

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, a 'origine de leur nom de ferrédoxines (Fdx). En 1966, ’étude
des ferrédoxines par résonance paramagnétique €électronique (EPR), une technique
apparue quelques années plus tot, a permis d’élaborer le premier modele structural
de centre Fe-S (Brintzinger et al., 1966). Depuis, de nombreuses protéines a centre
Fe-S ont été identifiées, notamment grace a I’'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 facon 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).

[3Fe-4S] [8Fe-7S]

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 a
d’autres métaux comme le nickel, le zinc ou le molybdéne. 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 nommeés 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 facon
prédominante, ces atomes de fer sont li€s 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 a des atomes
métalliques, tels que le cuivre, le nickel ou le zinc, au sein de protéines comme la
monoxyde de carbone (CO) déshydrogénase et 1’acétyl-coA synthase (Drennan et
Peters, 2003). Outre des métaux, des molécules entiéres peuvent étre couplées aux
centres Fe-S, c’est le cas des sirohémes pour la sulfite réductase, ou de ’homocitrate
pour le centre Mo-[7Fe-8S]| de la nitrogénase (Drennan et Peters, 2003).

2. Mécanismes moléculaires associés aux centres Fe-S

Le role premier des centres Fe-S est relatif au transfert d’électrons et concernerait
environ 50 % des protéines a centre Fe-S chez les bactéries (Fontecave, 2006). Cette
fonction dépend de la capacité des atomes de fer a 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 a eux figés dans un état S2- (Johnson et al., 2005). Un seul
électron est échangé par centre et par réaction a 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 régle générale,
laptitude d'une molécule a transférer des électrons est associée a un potentiel
d’oxydo-réduction (Bak et Elliott, 2014). Pour les protéines a 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 a 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 chaines respiratoires et photosynthétiques de transfert
d’électrons (protéine Rieske de Thermus thermophilus, Hsueh et al., 2010). Les
chaines de transfert d’électrons respiratoires et photosynthétiques sont lillustration
idéale du role des protéines a centre Fe-S en tant que passeurs d’électrons. Par
exemple, la phase lumineuse de la photosynthése, qui consiste en la conversion d’eau
et de dioxyde de carbone (CO,) en oxygeéne (O2) et en molécules organiques complexes
telles que le glucose, est directement dépendante de S5 protéines a centre Fe-S
(Johnson, 2016). En effet, au cours de la photolyse de 1’eau par le photosystéme II,
des électrons sont libérés et permettent la réduction de plastoquinone en
plastoquinol. Ces électrons sont alors transférés au niveau du cytochrome bef, 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 photosystéme I dont les sous-unités PsaA, PsaB et PsaC sont capables de lier des
centres [4Fe-4S] a raison d’un centre Fe-S pour un hétérodimére PsaA/PsaB et deux
centres Fe-S par monomeére de PsaC (Golbeck, 2003; Johnson, 2016). Enfin, les
électrons sont transférés vers le centre [2Fe-2S| de ferrédoxines. C’est a partir de
ferrédoxines sous forme réduites que la ferrédoxine-NADP+ réductase permet la
formation de NADPH qui sera utilisé lors de la conversion de CO; en glucose par les
enzymes du cycle de Calvin-Benson (figure 2, Johnson, 2016).
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Figure 2: Représentation schématique de la chaine de transfert d'électrons photosynthétique au
niveau des thylakoides. 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 fleche rouge. Les abréviations utilisées sont les
suivantes : PQ : plastoquinone, PQHz2: 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 a des cystéines, un 4¢ atome de fer libre servant a la liaison et a ’activation du
substrat soit par catalyse redox dans le cas des protéines a radical S-adénosine-L-
meéthionine (SAM, Broderick et al.,, 2018), soit non redox dans le cas des
hydratases/déshydratases (Barupala et al., 2016). Pour les protéines a 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’-dAe) 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 a radical SAM
sont répertoriées a ce jour et elles interviennent dans de nombreuses voies
métaboliques (Johnson et al., 2005). Dans le cas des hydratases et déshydratases,
I’atome de fer disponible est coordonné a 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 'isomérisation du citrate en isocitrate (Lloyd et al., 1999).

Un troisiéme 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 CO;z via la liaison du substrat a ’atome de nickel du centre Fe-S (Fesseler et al.,
2015).



Introduction

Enfin, un quatriéme mécanisme permet l’activation de substrats par liaison d’un
groupement prosthétique métallique a un centre [4Fe-4S]. Les deux cofacteurs sont
notamment reliés par une cystéine comme c’est le cas pour les sirohémes 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 'atome de fer hémique.
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Figure 3 : Réactions catalysées par les protéines Fe-S a radical SAM. En haut, mécanisme général
d’activation de la SAM par un centre Fe-S (www.sfld.rbvi.ucsf.edu). En bas a gauche, insertion des
atomes de soufre dans l’acide lipoique a partir d'un centre Fe-S auxiliaire présent dans la lipoate
synthase. En bas a droite insertion d’atomes de soufre sous forme d’'une fonction méthylthiol dans
différentes molécules a 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 a 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 étre 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 facon 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).

I1 est également intéressant de mentionner le cas de ’aconitase IRP1 (pour iron
regulatory protein 1) chez les animaux car elle posséde un role distinct en absence
de son cofacteur. Ainsi, I’holoforme de ’aconitase cytosolique IRP1 remplit sa fonction
d’isomérase, tandis que l’apoforme, enzymatiquement inactive, joue un roéle de
régulateur post-transcriptionnel dans I’hnoméostasie 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 complétement. 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 ’homéostasie du fer.
Lors de la liaison a un IRE localisé a l'extrémité 5’, comme dans le cas des génes
codant les ferritines, IRP1 réprime leur traduction alors que s’il s’agit d’'un IRE situé
a l'extrémité 3’, comme dans le cas des génes codant les récepteurs de la transferrine,
IRP1 stabilise TARNm 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 possédent un role de senseur par
le biais d’un centre Fe-S. La protéine SoxR par exemple intervient dans la réponse au
stress oxydant induit par lion 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, a l’expression de génes impliqués dans 1’élimination du
superoxyde et la réparation des dommages oxydatifs (Kiley et Beinert, 2003). La
protéine Fumarate and Nitrate Reduction Regulatory (FNR) posséde un role
régulateur vis-a-vis du mode de vie aérobie/anaérobie de certaines bactéries (Zhang
et al., 2012). En conditions limitantes en oxygene, la protéine FNR incorpore un
centre [4Fe-4S] au sein d'un dimeére. Il s’agit de la forme active de la protéine qui
réprime ’expression de génes relatifs a la respiration aérobie tout en activant d’autres
génes associés a un mode de vie anaérobie. Lorsque la concentration en oxygéne du
milieu augmente, une forme monomeérique, inactive, liant un centre [2Fe-2S] au
niveau de cystéines persulfurées est formée, modifiant de la sorte l'expression des
génes placés sous son contrdle (Zhang et al., 2012). Enfin, ’expression de 'opéron
isc chez E. coli est régulée par I'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 ’expression de 'opéron.
A linverse, lorsque les besoins en centres Fe-S augmentent, et selon les conditions
environnantes, IscR se retrouve sous apoforme et induit I'expression soit de I'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 ’ADN
possédent des centres Fe-S (Puig et al., 2017). Ces protéines appartiennent a la
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famille des polymérases (Pol &), des primases (PrilL), des ADN glycosylases
(Endonucléase III, MutY) ou encore a celle des ADN hélicases (DinG, XPD). Les
premiéres études avaient suggéré un role purement structural a ce type de centre Fe-
S puisque ’absence de centre [4Fe-4S| déstabilise la structure protéique (Puig et al.,
2017). Plus récemment, des expériences d’électrochimie ont montré que 1'oxydation
du centre sous forme [4Fe-4S]2* au sein de telles protéines augmente l’affinité de
liaison a ’ADN en comparaison avec la méme protéine liant un centre Fe-S réduit,
[4Fe-4S]*. Par ailleurs, ’ADN ayant la capacité de permettre le transfert de charge sur
de longues distances, un électron cédé par une premiére protéine pourrait étre
récupéré par une autre protéine située plus loin sur un méme brin d’ADN. Ainsi, le
centre Fe-S de la protéine qui recoit 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, liees a ’ADN ce qui
permettrait de localiser la 1ésion a réparer (O’'Brien et al., 2017; Tse et al., 2017).

3. Maturation des protéines a centre Fe-S

Les protéines Fe-S pouvant étre reconstituées in vitro par ’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 dégats a l’échelle
cellulaire, tous deux présentant une forte toxicité sous forme libre. La découverte de
génes bactériens impliqués dans la maturation de la nitrogénase chez la bactérie
diazotrophe Azotobacter vinelandii a notamment permis de valider l'existence de
systémes 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).
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Figure 4: Représentation schématique simplifiée du mécanisme de maturation des protéines a
centre Fe-S par les machineries d'assemblage. Deux étapes sont identifiées ici, avec dans un premier
temps 'assemblage de novo du centre Fe-S sur une protéine ou un complexe d’échafaudage, et dans un
second temps, 'acheminement de ce centre vers une protéine acceptrice finale via l’action de facteurs
appartenant a 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
étre 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 a 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’é¢chafaudage 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 méme 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 systéme bactérien NIF chez
Azotobacter vinelandii

Il s’agit la de la premiére machinerie d’assemblage de centre Fe-S identifiée. Sa
caractérisation a débuté a la fin des années 1970 et les recherches menées a I’époque
avaient surtout pour but de comprendre le mécanisme de fonctionnement de la
nitrogénase. En réduisant 1’azote atmosphérique (N2) sous forme d’ammoniaque
(NH3), cette protéine octroie le caractére diazotrophe aux bactéries fixatrices d’azote
et notamment a l'organisme modele 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 dimére et une
dinitrogénase, correspondant a un hétérotétramere incorporant 2 centres [8Fe-7S] et
2 cofacteurs Mo-Fe (Seefeldt et al., 2009).

L’identification des génes responsables de la maturation de la nitrogénase a été
possible grace a 1’étude de mutants déficients pour la fixation d’azote (Nitrogen
fixation) et a 'organisation fréquente de ces génes en opéron. La mutation des génes
nifS et nifU conduit a une réduction d’activité de chaque sous-unité de la nitrogénase
et donc a 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 I’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 a la cystéine catalytique de l'enzyme sous forme de
groupement persulfure (SH). D’'un point de vue biochimique, le cofacteur PLP lié a
NifS au niveau de son site actif interagit avec la L-cystéine de sorte a former un
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intermédiaire cétimine. In fine, cet intermédiaire est hydrolysé sous forme de PLP libre
et de L-alanine aprés 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 role
complémentaire a NifS en apportant le fer ou en ayant un réle d’assemblage de
cofacteurs Fe-S. NifU est une protéine a 3 domaines (Beynon et al., 1987). La
caractérisation biochimique de la protéine a montré qu’il s’agit d’'un dimeére, capable
de lier plusieurs centres Fe-S. Ainsi, le domaine N-terminal de la protéine est un
domaine de type IscU qui fixe de maniére transitoire un centre [2Fe-2S| par
monomere dont le couplage réductif peut mener a la conversion en un centre [4Fe-
4S] sur un dimeére (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
monomere NifU. Ce centre Fe-S posséde la particularité de pouvoir transférer des
électrons et d’étre stable méme en présence d’agents chélateurs de métaux (Fu et al.,
1994). Le troisiéeme et dernier domaine a lextrémité C-terminale présente une
homologie de séquence avec les protéines NFU et est capable de lier un centre [4Fe-
4S] par dimeére (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
I'intermédiaire de la cystéine désulfurase NifS in vitro. Ces deux domaines sont
également capables de transférer un centre [4Fe-4S] a la dinitrogénase réductase et
seraient donc complémentaires pour la maturation de la nitrogénase (Smith et al.,
200595). De plus, la délétion de I'un ou l'autre de ces domaines dans la protéine d’A.
vinelandii conduit a 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 troisiéme géne 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 géne 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 NF[scA. Cette protéine contient 3 cystéines conservées permettant la liaison d'un
centre [2Fe-2S]| ou [4Fe-4S| au sein d'un homodimeére (Krebs et al., 2001). Des
expériences plus poussées, ont montré que le type de centre présent sur NFIscA
dépend des conditions environnantes, le centre [2Fe-2S] pouvant étre 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). 11 a d’abord été
proposé que NFIscA soit une protéine d’¢chafaudage alternative a 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 NFIscA, et de NFIscA 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 NF[scA a lier un atome de fer sous forme Fell ou Felll au sein d’'un dimere,
lui vaut un réle hypothétique dans le stockage et le transport de fer ou la réparation
de centres Fe-S. Un tel role reste a prouver in vivo et s’il existe, il est improbable que
NIF[SCA serve de donneur de fer pour ’'assemblage de centre Fe-S sur NifU (Mapolelo
et al., 2012b). Chez A. vinelandii, 'opéron nif contient de nombreux autres génes
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(nifHDKTYENXiscArfnifUSV cysE I"nif WZMF) dont je ne décrirai pas la fonction mais
qui sont impliqués dans différentes étapes de la synthése et I'insertion de I’'ensemble
des cofacteurs présents au sein de la nitrogénase (Rubio et Ludden, 2008).

Le fait que la maturation de nombreuses protéines a centres Fe-S, telles que
l’aconitase n’était pas affectée par ’'absence de composants de la machinerie NIF a
permis l'identification des machineries d’assemblage générales, présentées ci-apres
(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 séquencage des
premiers génomes, la recherche de protéines homologues au sein d’autres
organismes s’est faite sans recourt systématique a la mutagénese. L’analyse du
génome d’E. coli (Blattner et al., 1997) a permis lidentification de séquences
homologues a celles codées par l'opéron nif, renommeées iscA, iscS et iscU par rapport
a 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
génes codant pour une Fdx et une protéine impliquée dans le stockage de fer, IscX
(Zheng et al., 1998). L’ensemble de 'opéron est sous le contrdle 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 genes iscS, iscU, hscA, hscB et fdx chez E. coli réduit
lactivité enzymatique de plusieurs protéines Fe-S, impactant fortement le
développement bactérien. Le mutant iscS présente le plus fort phénotype en accord
avec le role central et en amont joué par la protéine IscS. A l'inverse, la mutation des
génes iscR et iscX n’'induit aucun phénotype particulier, et le mutant iscA montre une
réponse intermédiaire a celle du mutant iscU par exemple, suggérant un role
secondaire dans la maturation des protéines Fe-S d’E. coli pour IscR, IscX et IscA
(Tokumoto et Takahashi, 2001). I a toutefois été montré qu’lscA participe a la
maturation d’IspG et IspH, deux protéines [4Fe-4S] essentielles de la voie de synthése
des isoprénoides (Vinella et al., 2009). L’absence de phénotype plus marqué pour le
mutant iscA est donc liée a 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 'assemblage de centres Fe-S. Chaque monomere
composant le dimére IscS serait en interaction directe avec un monomeére 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
dimeére, et le couplage réductif de deux centres [2Fe-2S] meéne a la formation d'un
[4Fe-4S| sur un dimeére IscU (Chandramouli et al., 2007). Les protéines IscS et IscU
forment d’ailleurs un complexe avec 3 partenaires différents sur un méme site de
fixation. La Fdx serait impliquée d’'une part dans la réduction des fonctions persulfure
S—SH (S9) 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-méme réduit via une ferrédoxine
réductase dépendante du NADPH (Yan et al., 2015). Les protéines IscX et Cyay,
I’'homologue bactérien de la frataxine qui ne fait pas partie de l'opéron isc, sont
capables de lier du fer dont elles réguleraient I'apport pour '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 (lannuzzi et al., 2011; Kim et
al., 2014; Prischi et al., 2010). Contrairement a ’isoforme humaine dont la mutation
cause l'ataxie de Friedrich a l'origine du nom de frataxine pour « Friedreich ataxia
protein », '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 geénes 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 empécher
son inhibition par CyaY, alors qu’a des concentrations en fer plus élevées, CyaY
bloquerait la formation de centres Fe-S en prenant la place d’IscX et en inhibant
lactivitée de la cystéine désulfurase (Adinolfi et al., 2018). Ces résultats sont
corroborés par lobservation d’aprés laquelle la frataxine occupe une fonction
différente selon les organismes, servant d’inhibiteur dIscS chez les procaryotes et
d’activateur de la cystéine désulfurase chez les eucaryotes. Ce role serait inhérent
des cystéine désulfurases dont les propriétés different chez ces organismes et
impliquent ainsi une régulation variable (Bridwell-Rabb et al., 2012).

Aprés 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 posséde
une activité d’hydrolyse de ’ATP nécessaire au transfert de centre Fe-S (Bonomi et
al., 2008; Chandramouli et Johnson, 2006; lametti et al., 2015). Elle contient un
domaine de fixation de substrat a 'extrémité C-terminale qui reconnait et lie IscU,
notamment grace a une séquence peptidique LPPVK (Cupp-Vickery et al., 2004a;
Seaton et Vickery, 1994). Bien qu’HscB interagisse directement avec IscU et HscA,
son role exact dans le transfert de centre Fe-S reste incertain (lametti et al., 2015).
La derniére protéine codée par 'opéron isc est IscA, qui fait partie des protéines ATC
et posseéde 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
a la ferrédoxine et a 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 tétrameére regroupant deux dimeéres, dont
chacun permettrait la liaison d'un centre [2Fe-2S| (Cupp-Vickery et al., 2004Db).
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3. Maturation des protéines a 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 I'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 a 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 a la position du géne associé sur un opéron codant 6 génes 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 génes sufABCDSE dont seul le géne
sufD n’est pas primordial dans un fond génétique Aisc (Butland et al., 2008). Il
s’agirait donc d’une voie d’assemblage de centre Fe-S alternative a 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 ’'ajout du complexe SufBC,D, 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
suggerent que ces protéines forment un environnement confiné vis-a-vis du milieu
environnant, de sorte a mieux protéger ’atome de soufre transféré. Des comparaisons
entre les associations SufS-SufE et IscS-IscU en présence de peroxyde d’hydrogeéne
ont d’ailleurs confirmé cette hypothése en montrant une meilleure activité cystéine
désulfurase pour les protéines SUF en conditions oxydantes (Blanc et al., 2014; Dai
et Outten, 2012). SufBC.D 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
stoechiométrie de 1 :2 :1 (Hirabayashi et al., 2015). Apres purification anaérobie, le
complexe contiendrait un centre [2Fe-2S] ainsi qu’une molécule de FADH,, un
réducteur, qui apporte les électrons nécessaires a I'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 a lui pas lié au complexe d’échafaudage et serait donc libéré
apres oxydation de sorte a étre réduit a nouveau par un systéme 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 SufB,C,. Contrairement a SufD,
SufB posséde 4 cystéines conservées dont 3 au sein d'un domaine CxxCxxxC,
frequemment retrouvé parmi les protéines Fe-S (Pérard et Ollagnier de Choudens,
2017). SufB est également la sous-unité du complexe SufBC,D qui recoit le soufre
issu de SufS par l'intermédiaire de SufE pour '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 hétérodimere SufB-SufD sur lequel chaque sous-unité est
reliée a un monomere SufC. Au cours de la biogénése du centre Fe-S, un atome de
soufre est cédé de SufE a SufB pour l'assemblage d’'un centre Fe-S a 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 ’activité ATPase des deux sous-unités SufC qui forment
un dimeére téte-béche 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
SufBC:.D est transféré a des protéines cibles au travers de protéines de transfert telles
que SufA (Chahal et al., 2009; Chahal et Outten, 2012).

I1 est a noter que certaines bactéries gram®*, telles que Bacilus subtilis, ne
possédent que la machinerie SUF pour l’assemblage de protéines a centre Fe-S
(Albrecht et al., 2010). L’'opéron suf de B. subtilis code pour 5 génes dans l'ordre
suivant : sufCDSUB parmi lesquels la protéine SufU présente des homologies avec
IscU. Son rdle n’est pas clair car il a été suggéré qu’il s’agit d'une protéine
d’échafaudage de centre [4Fe-4S] dont lapprovisionnement en soufre dépend
directement de SufS (Albrecht et al., 2010) mais il a été montré plus récemment que
SufU interviendrait plutot dans le transfert de soufre de SufS vers SufBC,D (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 méme organisme.

4. Protéines impliquées dans la maturation de protéines a 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 a 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 premiere de ces protéines, ErpA (figure 5), fait partie de la famille des protéines
ATC. Le mutant de délétion AerpA n’est pas capable de croitre 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 posséde 3 cystéines conservées,
essentielles a son fonctionnement, et est impliquée dans la maturation de protéines
Fe-S appartenant a la voie de biosynthése des isoprénoides in vivo. Apres
reconstitution in vitro, ErpA incorpore majoritairement un centre [2Fe-2S]| mais
également un centre [4Fe-4S] transférable a la protéine IspG (Loiseau et al., 2007).
Contrairement a SufA et IscA qui sont des protéines ATC de classe II et interagissent
avec les complexes d’é¢chafaudage, ErpA est une protéine ATC de classe I qui
n’interagit pas avec les protéines d’assemblage mais plutot avec des protéines cibles
telles que IspG et IspH (Vinella et al., 2009). En dépit du role attribué aux différentes
classes de protéines ATC, il semble que la surexpression de la protéine IscA, mais
pas SufA, compense ’'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 réle dans la maturation de ’aconitase AcnB et des
complexes respiratoires I et II, qui correspondent respectivement a la
NADH :ubiquinone oxydoréductase, formée par les protéines NuoA a NuoN, et a la
succinate déshydrogénase, Sdh (Py et al., 2018).
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Figure 5: Schéma récapitulatif du r6le 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 fleches pleines représentent des interactions et des transferts de centres Fe-S validés in vitro,
alors que les fleches 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 a 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 I'extrémité C-terminale,
NfuA posséde 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 dimeére (Angelini et al., 2008). In vitro, NfuA peut recevoir ce centre des unités
d’échafaudage IscU-HscB-HscA et SUFBC.D et le transférer aux protéines ATC ou a
des protéines cibles telles que les aconitases AcnA et AcnB (Py et al., 2012). Le mutant
de délétion AnfuA est plus sensible au stress oxydant et aux conditions de carence
en fer, ce qui indique que la protéine interviendrait dans des conditions
environnementales particuliéres (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 lipoique. Dans le cas présent, cest la protéine d’échafaudage IscU qui
assurerait cette fonction en '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 a 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 role 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 a 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 fléeches pleines représentent des interactions et
des transferts de centres Fe-S validés in vitro, alors que les fleches 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 'exception de AnfuA, deux mutants de
délétion ont un défaut de méthylthiolation d’ARN chez E. coli. Le premier est le mutant
AygfZ pour lequel l'activité de MiaB est fortement inhibée (Waller et al., 2010). La
protéine codée par le géne ygfZ, qui est 'orthologue d’'IBAS7 chez la levure, a été
initialement caractérisée lors d'un projet de génomique structurale, la protéine
présentant des similarités avec des enzymes appartenant au systéme 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 méme 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 AygfZ, en particulier en conditions de stress oxydant (Waller et al., 2010). En
dehors des ressemblances avec les enzymes GCS, YgfZ posséde 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 a restaurer le phénotype sauvage du mutant suggerent I'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 facon exacerbée par rapport au simple mutant
AnfuA est le double mutant AnfuA/AgrxD (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 a un transfert et la
nature de celle-ci reste donc a déterminer.
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Figure 7: Schéma récapitulatif du role 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 fléches 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 possédent quune cystéine conservée au sein d’'un motif CGFS. Ces GRXs de classe
II seraient plutot impliquées dans le transfert de centres Fe-S, au détriment de
lactivité thiol réductase (Couturier et al., 2015). En effet, GrxD peut lier un centre
[2Fe-2S] au sein d'un homodimeére, 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 a la machinerie SUF chez E. coli, in
vitro, ’homodimeére GrxD recoit un centre Fe-S de IscU et peut le transférer a 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 role de GrxD in vivo. GrxD peut aussi fixer un centre [2Fe-2S| au sein dun
hétérodimeére en association avec une protéine de la famille des BolA, dont le rdle
serait potentiellement différent de celui d'un homodimeére 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 'aspect
devient plus sphérique (Aldea et al., 1988). Les protéines BolA sont d’ailleurs
associées a des phénomenes 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 hétérodimére avec GrxD, a la fois sous
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apo- et holo-formes, et les doubles mutants AgrxD/AbolA et AgrxD/AibaG entrainent
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;
Yeunget al., 2011). Bien que BolA et IbaG fassent partie de la méme famille protéique,
elles ne partagent que 23% d’identité et n’ont pas exactement la méme fonction in
vivo. Ainsi, le mutant de délétion AbolA 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, 'analyse de la
membrane plasmique du mutant AbolA par EPR indique ’'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 AibaG (Burschel et al., 2019).
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Figure 8: Schéma récapitulatif du role 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 fléeches pleines représentent
des interactions et des transferts de centres Fe-S validés in vitro, alors que les fleches 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 AapbC présente un défaut de synthése de
thiamine (Petersen et Downs, 1996). Mrp posséde un domaine walker A et un motif
CxxC qui lui conférent respectivement une activité ATPase et la capacité de lier un
centre [4Fe-4S] au sein d’'un dimeére. 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, a savoir un défaut de
synthése de thiamine et du catabolisme de tricarballylate, une voie métabolique
absente chez E. coli (Boyd et al., 2009). Dun 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 réle 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 fléeches 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 modéle présenté en figure 10. En fonction
des conditions cellulaires, I'une des machineries ISC ou SUF fournirait un centre Fe-
S a plusieurs protéines de transfert permettant la maturation d'une méme protéine
cible (Py et al., 2018; Roche et al., 2013).
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Figure 10: Modéle pour la maturation de protéines a 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 modeéle 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 '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 ’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 nommeées 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, batir des modéles ou émettre des hypothéses
concernant ’'assemblage de centres Fe-S dans les cellules végétales. Quel que soit le
systéme 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 modeles.
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Fonction E. coli S. cerevisiae | H. sapiens | A. thaliana
Cystéine désulfurase IscS Nfs1 NFS1 NFS1
Activateur de la cystéine - Isdl1 ISD11 ISD11
désulfurase Acp Acpl ACP ACP
Régulation de l'entrée de fer IseX } i i
CyaY Yfh1l FXN FH
i Fdx Yahl FDX1/FDX2 | mFDX1/2
Donneur d'électrons
FNR Arhl FDXR mFDR
L@) Protéine d'échafaudage IscU Isul/2 ISCU ISU1/2/3
.g Protéine chaperon HscA Ssql, Sscl HSPA9 HSCA1/2
8 Protéine co-chaperon HscB Jacl HSCB HSCB
'?g Facteur d'échange - Mgel GRPEL1/2 | MGE1la/b
S nucléotidique
GrxD Grx5 GLRX5 GRXS15
IscA Isal ISCA1 ISCAla/b
ErpA [sa2 ISCA2 ISCA2
Protéine de transfert YgfZ Iba57 IBAS7 IBAS7.1
NfuA Nful NFU1 NFU4/5
BolA/IbaG Boll/3 BOLA1/3 BOLA4
ApbC Ind1 IND1 INDH
Transporteur ABC - Atm1 ABCBY7 ATM3
i - Tahl8 NDOR1 TAH18
Donneur d'électrons
- Dre2 CIAPIN1 DRE2
< Protéine d'échafaudage : Ngflff 1\2?;315 NB?SS
© - Narl IOP1 NAR1
E - Met18 MMS19 MET18
'E - Cial CIAl CIAl
5 Protéine de transfert i Cla2 clA2B A7
= - Fra2 BOLA2 BOLA2
- Grx3/4 GLRX3 GRXS17
- Ltol ORAOV1 LTO1
- Yael YAE1D1 YAE1/2/3
Cystéine désulfurase SufS - - NEFS2
Transfert de‘ jsoufrfe /activateur SUfE ) ) SUFE1/2/3
de la cystéine désulfurase
. SufB - - SUFB
% Protéine d'échafaudage SufC - - SUFC
Q SufD - - SUFD
?g GrxD - - GRXS14/16
= fscA ' ' SUFA1
© ErpA - -
= Protéine de transfert YefZ - - IBA57.2
NfuA - - NFU1/2/3
BolA/IbaG - - BOLA4
ApbC - - HCF101

Tableau 1 : Liste des protéines impliquées dans la maturation de
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 facon concordante avec I’hypothése selon laquelle les mitochondries sont le
fruit de ’endosymbiose d’a-protéobactéries, la machinerie mitochondriale ISC est
globalement composée de protéines homologues a celles codées par '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 génes sont plus étendues que pour les organismes n’appartenant pas a la
lignée verte (Balk et Schaedler, 2014).

Chez les eucaryotes, I'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
dimeére NFS1 pour lequel chaque monomere interagit avec une unité ISD11 associée
a une protéine ACP, un monomeére FH, et un monomeére ISU interagissant lui-méme
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 a proximité de
la cystéine catalytique de NFS1, la frataxine interagit également avec NFS1 au niveau
de son site actif de facon attenante a ISU et la ferrédoxine flanque ISU du c6té opposé
a la frataxine (figure 11). Cette organisation permettrait '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 a 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 I'environnement du site actif de
NFS1. Les atomes de soufre de cystéines catalytiques sont représentés par des sphéres jaunes et les
atomes d’oxygéne présents sur ’hélice de liaison au fer al de la frataxine sont schématisés par des billes
rouges. Le centre [2Fe-28] 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 homodimeére NFS1
serait sous la dépendance des protéines ISD11 et ACP, qui sont essentielles in vivo,
mais dont le role 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
synthése 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
I'interaction de ISD11 et ACP avec NFS1 en dehors de son site actif ce qui indique un
role régulateur plutot 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 a la réduction de persulfide sur NFS1 en sulfide pour la synthése 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 a
déterminer, toutefois la frataxine (FH) a été identifiée comme ayant une fonction de
régulation de I'entrée de fer au niveau du complexe d’échafaudage (Colin et al., 2013).
La caractérisation de mutants de délétion pour la frataxine indique un réle de celle-
ci dans la maturation de protéines a 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 plutot une fonction de régulation vis-a-vis de la cystéine
désulfurase NFS1 a 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 role moléculaire de la frataxine est encore sujet a controverse, mais il est
désormais clair que cette protéine est indispensable a 'assemblage de centres Fe-S
réalisé par la protéine d’é¢chafaudage appelée ISU. Parmi les 3 isoformes a priori
fonctionnelles retrouvées chez A. thaliana, ISU1 aurait un réle constitutif alors que
ISU2 et ISU3 seraient plus particulierement exprimées au niveau des fleurs (Frazzon
et al., 2007; Léon et al., 2005).

Aprés l'assemblage dun centre [2Fe-2S] sur ISU, le systéme chaperon/co-
chaperon HSCA/HSCB permet le transfert spécifique de ce centre vers GRXS15
(Braymer et Lill, 2017; Muhlenhoff 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 mémes acides aminés que NFS1, indiquant
que les étapes d’assemblage et de transfert ne peuvent avoir lieu de facon 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-méme un complexe avec GRXS15. Au sein du complexe holo-
ISU/HSCB/HSCA/GRXS15, la présence dISCU et d’HSCB stimule ’activité ATPase
d’HSCA (Dutkiewicz et al., 2003; Uzarska et al., 2013; Xu et al., 2009). La liaison
d’ADP par HSCA entraine des changements de conformation au cours desquels HSCB
est détachée du complexe tandis que ISU céde son centre Fe-S a GRXS15. Chez les
eucaryotes, lintervention du facteur d’é¢change nucléotidique MGE1 libére I’ADP
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d’HSCA, alors remplacé par de I’ATP, et entraine 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 dimeére (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 1étal chez A. thaliana (Moseler et al., 2015; Stréher et al., 2016). GRXS15 aurait
également un role central dans la maturation des protéines a centres Fe-S
mitochondriales, qu’elles soient de type [2Fe-2S| ou [4Fe-4S| (Moseler et al., 2015;
Stroher et al., 2016; Uzarska et al., 2013). En particulier, elle contribuerait a la
maturation de la lipoate synthase (Stroher et al., 2016). Il est important de noter que
le mutant de levure grx5A ne présente pas un phénotype drastique, contrairement a
ce qui est attendu du fait de sa position centrale pour la maturation des protéines
Fe-S mitochondriales mais aussi cytosoliques en prenant part a la synthése d'un
intermédiaire exporté par ATM3 vers le cytosol (voir plus loin). Des différences
importantes semblent donc exister entre levure et plantes a cette étape. Ceci est
corroboré par le fait que les GRXS15 d’Arabidopsis et de peuplier ne complémentent
pas ou trés partiellement le mutant grx54 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
role de SUFE1 au sein de la mitochondrie restent a étre 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 Mgller, 2006). Un mutant de levure
pour les isoformes mitochondriales Boll et Bol3 ne posséde pas un phénotype trés
fort (Uzarska et al., 2016). Ces isoformes seraient capables de lier un centre [2Fe-2S]
au sein d’hétérodiméres 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 a un clade phylogénétique différent
(Couturier et al., 2014), complémente néanmoins totalement les défauts de
maturation de protéines Fe-S présents dans un double mutant boll-bol3 de levure
(Uzarska et al., 2018). Globalement, I’hypothése est que les protéines BOLA
accompagnent GRXS15 dans le transfert de centres de [2Fe-2S]| vers les voies de
maturation de protéines a centres [4Fe-4S]. Un role plus tardif est toutefois suggéré
pour Bol3 en levure, qui interagirait de maniére spécifique avec Nful 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 ’humain, des études supplémentaires devront étre
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. ISCAla et ISCAlb semblent étre des homologues
fonctionnelles de la protéine Isal de levure et font partie des ATC de classe II, alors
qu’ISCA2 serait une ATC de classe I correspondant a Isa2 (Uzarska et al., 2018;
Vinella et al., 2009). Les protéines de plantes ne sont pas caractérisées a ’heure
actuelle. In vitro, les protéines humaines existent sous forme homodimérique et
peuvent recevoir un centre [2Fe-2S] de GRXS (Banci et al., 2014). Les protéines ISCA1
et ISCA2 peuvent également former un hétérodimére qui permet la conversion de
centres [2Fe-2S] en centres [4Fe-4S| par le couplage réductif de deux centres [2Fe-
28] 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 iscalA et isca24, sans qu’aucune
compensation ne soit possible d'une isoforme a l’autre, reflétant des fonctions
complémentaires (Beilschmidt et al., 2017; Muhlenhoff et al., 2011; Sheftel et al.,
2012). Des défauts similaires sont visibles pour des cellules humaines et de levure
dépourvues dIBAS7, une protéine connue pour interagir avec les protéines ISCA1 et
ISCA2 (Gelling et al., 2008; Muihlenhoff et al., 2011). Un mutant d’insertion pour le
géne IBA57.1 chez A. thaliana est létal au stade embryonnaire, démontrant
I'importance de sa fonction chez les plantes (Waller et al., 2012).

Une caractérisation biochimique récente de lisoforme humaine IBAS7 a montré
qu’elle pourrait participer a la coordination dun centre [2Fe-2S|] au sein dun
hétérodimere ISCA2-IBAS7. 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'IBAS57 et par
les 3 cystéines conservées de ISCA2 (Gourdoupis et al., 2018). La formation de centre
[4Fe-4S] sur ce complexe n’a pu €tre observée dans les conditions expérimentales
mais n’est pas exclue. En revanche, 'appartenance d’IBAS7 a un tel complexe
pourrait expliquer certaines données selon lesquelles IBAS7 est impliquée dans la
maturation de protéines de type Rieske (Sanchez et al., 2019; Sheftel et al., 2012).

Le lien entre un complexe ISCA1/ISCA2/IBAS7.1 et les protéines cibles
mitochondriales a 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 possédent un domaine de fonction inconnue a l’extrémité N-
terminale, commun aux isoformes eucaryotes, et un domaine NFU a l'’extrémité C-
terminale (Léon et al., 2003). Ce second domaine contient le motif CxxC conserveé des
NFU et impliqué dans la fixation de centre [4Fe-4S] au sein d’un dimeére (Azam et al.,
2018; Cai et al., 2016; Melber et al.,, 2016). Les plantes possédent 2 isoformes,
appelées NFU4 et NFUS, dont la fonction serait essentielle et redondante (Przybyla-
Toscano, 2017). Chaque isoforme permet de complémenter le mutant de levure nfulA
qui présente des défauts de maturation pour plusieurs protéines a centre [4Fe-4S],
confirmant un role conserveé chez les eucaryotes (Uzarska et al., 2018). Chez ’'homme,
des mutations au niveau de la protéine NFU1 conduisent a des défauts de maturation
des complexes respiratoires et a des diminutions trés importantes d’activité
d’enzymes dépendantes de 1’acide lipoique (Cameron et al., 2011; Navarro-Sastre et
al., 2011). L’interaction décrite pour les protéines NFU4/NFUS avec la lipoate

25



Introduction

synthase pourrait expliquer pourquoi elles sont essentielles (Przybyla-Toscano,
2017).
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Figure 12: Modéle de la maturation des protéines a 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 méme code couleur puisqu’il s’agit
d’un transporteur transmembranaire) ; en orange, les protéines d’é¢chafaudage ; 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 a centres Fe-S.

Enfin, une protéine appartenant a 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 facon spécifique dans 'assemblage du complexe respiratoire I qui
contient 8 centres Fe-S (Wydro et al., 2013). La caractérisation des isoformes de
I’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 a une
protéine cible. La diminution du niveau de certaines protéines mitochondriales ne
liant pas de centre Fe-S dans le mutant indh suggere que le défaut d’assemblage du
complexe I pourrait étre aussi lié a des défauts de traduction protéique (Wydro et al.,
2013), a moins que ces défauts ne soient liés a un probléme 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 méme 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 a 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 a 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, a savoir 'aldéhyde oxydase, la xanthine déshydrogénase et I’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 hypothéses ont été
formulées quant a 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 'assemblage de centres Fe-S, soit dans la
synthése de cofacteurs MoCo dont 'approvisionnement en soufre dépend des mémes
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 a la fois du fer et du soufre alors que la synthése de MoCo dépendrait d'un
autre composé contenant uniquement du soufre (Pandey et al., 2019). Cette derniere
hypothése 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 méme si I'’¢tude des mutants de levure pour Grx3/4
suggére que les GRX de classe II cytosoliques pourraient assurer ce role (Mihlenhoff
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 ’activité de nombreuses protéines possédant des cofacteurs
ferreux sont observés (Muhlenhoff et al., 2010). De maniére 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 a la photopériode ou a des
contraintes telles qu’un stress thermique, l’association des deux empéchant le
développement méristématique (Cheng et al., 2011; Knuesting et al., 2015). En
résumeé, ces observations ne sont pas en faveur d'un role essentiel de GRXS17 chez
les plantes comme celui joué par les protéines de levure. Néanmoins, les GRX
monothiol cytosoliques sont constituées des mémes modules, possédant toutes un
domaine thiorédoxine (TRX) et 1 a 3 domaines GRX monothiol (un chez la levure,
deux chez 'hnomme et trois chez les plantes terrestres, Couturier et al., 2009). Le
domaine TRX permettrait I'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’homodimeére, 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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I’holoforme de GRXS17 soit un homo- ou un hétérodimeére, son centre [2Fe-2S] peut
servir pour la maturation de la protéine DRE2, qui intervient dans les étapes précoces
de '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 a ces interactions reste a
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 I'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 étre '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’é¢lectrons pour ’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 systeme d’échafaudage cytosolique (Netz et al., 2010).

Chez les eucaryotes non photosynthétiques, DRE2 délivre des électrons a un
complexe d’échafaudage hétérodimérique CFD1-NBP35 qui sont deux protéines
appartenant a la méme 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’é¢chafaudage (Bastow et al., 2017; Bych et al.,
2008b). Comme indiqué précédemment, NBP35 est apparentée a Mrp et posseéde donc
un domaine Walker A qui lui confére une activité ATPase (Bych et al., 2008b;
Grossman et al., 2019). La protéine posséde un motif C-x;3-C-x»-C-x5-C strictement
conservé pour les protéines NBP35 a 'extrémité N-terminale, en revanche le motif C-
X59-C-X14-C-x17-C-x3-C-x5-C retrouvé a '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 monomere sur la partie N-terminale de la protéine et un centre coordonné par un
dimeére a 'extrémité C-terminale (Bych et al., 2008b; Kohbushi et al., 2009). Plusieurs
études suggerent 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 ATMS3 est représenté en vert et marque le passage de la machinerie
ISC a 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 stoechiométrie 2 :
4 : 1, permettrait la reconnaissance des apoprotéines cibles et leur maturation (Luo
etal., 2012; Vo et al., 2018). La protéine CIA1 de plante complémente le mutant cialA
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 a
coordonner '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 DUFS59 a lextrémité C-terminale qui inclut une
cystéine réactive. Sachant qu’AE7 serait impliquée dans la maturation de protéines
[4Fe-4S] telles que 'aconitase cytosolique et ’ADN glycosylase ROS1, il est envisageé
que la cystéine présente sur le domaine DUF39 serve a 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 derniére protéine du complexe d’adressage, MMS19 également appelée
MET18, est I'une des rares protéines qui ne soient pas essentielles. En effet, parmi
I'ensemble des composants du systéme CIA cités jusqu’a présent, chaque mutant de
délétion est associé a un phénotype létal a I’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 mémes cibles que celles
d’AE7, aussi, il est proposé que les deux protéines interviennent de maniere
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 posseédent des orthologues chez les plantes, auraient une fonction
d’adaptateur dédié a I'adressage de centre(s) Fe-S du complexe CIA vers la protéine
ABCE1 qui joue un role crucial dans la synthése protéique (Paul et al., 2015).

3. Role et maturation des protéines a centre Fe-S chloroplastiques

La maturation des protéines a centre Fe-S au sein du chloroplaste est assurée par
la machinerie SUF, globalement composée des mémes familles protéiques que la
machinerie ISC, mais dont le fonctionnement pourrait étre 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
brievement 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, IBAS7.2, 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 génes
est associée a un phénotype fort, c’est-a-dire pale-nain pour nfu2 et nfu3 et embryo-
létal pour hcf101, en lien avec '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 NFUS3 interagissent avec HCF101, qui interagit elle-méme avec la sous-unité PsaC,
suggérant un transfert linéaire de centre Fe-S depuis ['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
a des cibles telles qu’APR2, une adénosine 5’-phosphosulfate réductase a 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 méme facon que les
protéines mitochondriales et cytosoliques, formeraient des hétérodimeéres au sein
desquels un centre [2Fe-2S]| peut étre incorporé (Couturier et al., 2014; Roret et al.,
2014). Des mutants de délétion existent pour GRXS14, GRXS16, NFUI et SUFAI mais
ne présentent aucun phénotype macroscopique particulier en conditions standards

30



Introduction

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
Agrxsl4 induit une réduction de biomasse qui suggere 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
meétabolisme de la chlorophylle (Rey et al., 2017). A l'inverse, aucune étude portant
sur des mutants de délétion n’est répertoriée a ce jour pour IBA57.2, BOLAI et
BOLA4. Les seules informations au sujet dIBAS57.2 concernent sa capacité a
restaurer le phénotype de croissance du mutant AygfZ d’E. coli en conditions de stress
alors qu’aucune complémentation n’est détectée pour le mutant de levure iba574,
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 a élucider les spécificités existantes entre ces protéines
de transfert et leurs cibles c’est-a-dire les protéines Fe-S chloroplastiques
répertoriées dans l’article suivant.
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Abstract

One reason why iron is an essential element for most organisms is its presence in prosthetic groups such as hemes or iron—
sulfur (Fe-S) clusters, which are notably required for electron transfer reactions. As an organelle with an intense metabolism
in plants, chloroplast relies on many Fe—S proteins. This includes those present in the electron transfer chain which will
be, in fact, essential for most other metabolic processes occurring in chloroplasts, e.g., carbon fixation, nitrogen and sulfur
assimilation, pigment, amino acid, and vitamin biosynthetic pathways to cite only a few examples. The maturation of these
Fe-S proteins requires a complex and specific machinery named SUF (sulfur mobilisation). The assembly process can be
split in two major steps, (1) the de novo assembly on scaffold proteins which requires ATP, iron and sulfur atoms, electrons,
and thus the concerted action of several proteins forming early acting assembly complexes, and (2) the transfer of the pre-
formed Fe—-S cluster to client proteins using a set of late-acting maturation factors. Similar machineries, having in common
these basic principles, are present in the cytosol and in mitochondria. This review focuses on the currently known molecular
details concerning the assembly and roles of Fe-S proteins in plastids.

Keywords Biogenesis - [ron—sulfur proteins - Plastids - Electron transfer - Photosynthesis

Introduction numerous metabolic pathways occurring totally or partially

in this organelle are directly or indirectly dependent on the

Iron (Fe) and sulfur are critical elements for plant growth
and development. Sulfur is notably required for cysteine
and methionine synthesis, and is present in a large number
of molecules, whereas Fe atoms are associated with many
proteins as part of hemes, mono- or di-iron non-heme cent-
ers, or iron—sulfur (Fe—S) clusters. Chloroplasts and plastids
in general, are highly demanding organelles for both ele-
ments due notably to the presence of a translation machinery
and of the photosynthetic electron transfer chain. Besides,
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functioning of Fe-S proteins. This review is organized in
three parts, describing how Fe and sulfur species get reduced
and imported in chloroplasts, how the various types of Fe-S
clusters are built from Fe and cysteine and incorporated into
the tenths of client proteins, and finally which chloroplastic
pathways/processes are dependent on these cofactors.

Supply of iron and sulfur to plastids
Iron transport

Chloroplasts, where photosynthesis and heme synthe-
sis occur, represent the major subcellular Fe sink in plant
leaves [1]. Photosynthetic organisms uptake Fe from the soil
using a sophisticated pumping system that differs between
Poaceae and dicotyledon species, which developed, respec-
tively, either a phytosiderophore-dependent chelation-based
strategy or a reduction-based strategy (see [2] for an over-
view). In Arabidopsis thaliana, Fe is acquired in several
steps. By extruding protons via the H*-ATPase AHA?2 and
coumarins via the PDR9 ABC transporter, A. thaliana can
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solubilize and chelate Fe®* forms by lowering the soil pH.
Then, the reduction of Fe’* to Fe?* is performed by the fer-
ric reductase-oxidase (FRO) family protein, FRO2, before
its uptake by the plasma membrane Fe transporter named
iron-regulated transporter 1 (IRT1) [2]. In the cytosol of root
cells, Fe complexes are formed with organic acids (malate
or citrate) or nicotianamine before being translocated to
the shoots and unloaded in the cytosol of mesophyll cells
[3]. After this step, little is known concerning Fe acquisi-
tion by chloroplasts, its subsequent storage, and delivery
to dedicated proteins and machineries. It is possible that
a voltage-dependent transport system allows Fe’*-citrate
complexes to pass the outer membrane of the plastid enve-
lope [4]. Once in the chloroplastic intermembrane space,
FRO7 may reduce ferric (Fe**) to ferrous iron (Fe?*) via
its reductase activity [5]. Several transporters located in the
inner membrane of the chloroplast envelope are candidates
for Fe import into the stroma (Fig. 1). The first one is named
permease in chloroplast 1 (PIC1) [6]. Both knock-out and

Fig.1 Working model for iron uptake and maturation of Fe-S pro-
teins by the SUF machinery in plastids of eukaryotic photosynthetic
organisms. Besides the putative Fe transporters located at the mem-
brane of the chloroplast envelope, which would serve for providing
the required Fe atoms to the SUF machinery, this scheme integrates
the 17 putative SUF components. In the absence of stronger evidence
concerning the implication of frataxin, it is not integrated among SUF
components and is represented by a dashed circle. The color code

%) Springer

overexpression lines for this gene show abnormal chloro-
plast development and perturbed iron homeostasis and avail-
ability [6, 7]. The loss-of-function mutants are dwarf and
chlorotic (even white), and they grow only heterotrophically.
Moreover, they accumulate Fe into ferritins, the function of
which is normally to protect this organelle from oxidative
stress by sequestering Fe. The PIC1-overexpressing plants
suffer from oxidative stress and leaf chlorosis likely due to
a Fe overload in chloroplasts. Although this permease is
mentioned to be part of the translocase of the outer/inner
chloroplast membrane (Tic-Toc) complex in other studies,
a Fe transport function is clear from the complementation
of a yeast fer3fer4 mutant which is defective in Fe uptake,
leading to the conclusion that PIC1 may have a dual function
[6]. Another putative Fe transporter, named NAP14 (non-
intrinsic ABC protein 14), was identified from its homology
with the ABC transporter FutC belonging to the FutABC
iron uptake system in cyanobacteria [8]. As observed for
picl, a nap14 knock-out mutant accumulates Fe in shoots,

Iron-related proteins
Cysteine desulfurase
Sufe-like proteins
Scaffold proteins
Transfer proteins
Target proteins

000000

associated with each protein function is indicated directly on the fig-
ure. The detailed description of the maturation process and the con-
nections between the SUF proteins are described in the text. Except
NFU2, NFU3, and HEC101, all maturation factors have been grouped
in a blue circle in the absence of information concerning their precise
function, but two-way arrows indicate that physical interactions have
been observed between some proteins
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exhibits abnormal chloroplast structures, and shows deregu-
lated levels of Fe homeostasis-related genes. However, in the
absence of other Fut orthologs in A. thaliana, the question of
whether NAP14 can work alone or in pair with other uniden-
tified partners remains open. A third candidate transporter
for Fe uptake in chloroplasts is mitoferrin-likel (MFL1) [9].
However, although its gene expression is dependent on Fe
supply and the protein is in principle located to the inner
membrane of the chloroplast envelope, the growth of knock-
out mutants is only moderately affected. While all these pro-
teins seem to be involved in Fe homeostasis in chloroplasts,
further characterization is urgently needed to clarify their
exact function and respective importance.

Sulfate import and reduction in plastids
for the synthesis of cysteine, the sulfur donor
of Fe-S clusters

Photosynthetic organisms use sulfate present in the soils as
a primary source of sulfur. Sulfate is incorporated into the
roots through an active proton/sulfate co-transport system
located at the plasma membrane [10]. Once in the xylem,
sulfate is transported to the shoots, unloaded into the cytosol
of mesophyll cells, and then transported in the chloroplasts
for its ATP-dependent reductive assimilation into sulfide
(see [10] for review). The involved transporters all along
these steps belong to the sulfate transporter (SULTR) family,
which is composed of 12 members in A. thaliana that can be
grouped into four classes. The SULTR3 class comprises the
chloroplast-localized sulfate transporters [11]. The sulfide
generated by the ferredoxin (FDX)-dependent sulfite reduc-
tase (SIR) will be used for cysteine biosynthesis by cysteine
synthase, a complex of two enzymes, serine acetyltrans-
ferase (SAT) that uses acetyl-coA to form O-acetylserine
(OAS) from serine and 0-acetylserine-(thiol)-lyase (OAS-
TL) which can substitute the acetyl moiety by sulfide to form
cysteine. While the first steps of sulfate reduction into sulfide
are clearly restricted to the chloroplasts, cysteine synthesis
can also occur in the cytosol and in mitochondria owing to
the ubiguitous expression of SAT and OAS-TL and exchange
of sulfide across organelle membranes [10].

The biogenesis of Fe-S proteins
in chloroplasts by the SUF machinery

Several dozen of proteins containing Fe-S clusters are found
in various subcellular compartments in the model plant A.
thaliana as in other plants. Accordingly, in plant cells, three
assembly machineries exist in plastids, in mitochondria,
and in the cytosol, the latter being dedicated to the mat-
uration of Fe-S proteins found both in the cytosol and in
the nucleus. Whereas the chloroplastic sulfur mobilisation

(SUF) machinery is autonomous, the cytosolic iron—sulfur
assembly (CIA) machinery is dependent on the mitochon-
drial iron—sulfur cluster (ISC) machinery as it relies on a
sulfur-containing compound generated in the first steps and
exported from mitochondria by an ABC transporter. We
invite the readers interested in the ISC and CIA machineries
in plants to refer to the following recent reviews [12, 13]. For
all these machineries and in particular the chloroplastic SUF
machinery, the biosynthesis and delivery of Fe-S clusters
can be separated in two major steps: their de novo assembly
on scaffold proteins and their incorporation into final client
proteins. This second step may necessitate the exchange and
possibly conversion of Fe-S clusters between scaffold pro-
teins and maturation factors including Fe-S cluster transfer
proteins and targeting/recruiting factors. Repair mechanisms
may eventually account for the recycling of damaged Fe-S
clusters, which could be important in chloroplasts consider-
ing the presence of reactive oxygen and nitrogen species, but
this will not be discussed further as information in plants is
Very scarce.

The de novo Fe-S5 cluster assembly on scaffold
protein

In chloroplasts, it seems now clear that the sole scaffold
system is formed by the SUFBCD proteins (Fig. 1) [14].
The assembly of a Fe—S cluster on this scaffold complex
theoretically requires the concerted action of several proteins
as it requires the polypeptide backbones, ATP, Fe, and sul-
fur atoms and electrons. There are still many uncertainties
about the involved actors in plants and the molecular details.
Thus, we will often make analogies to the Escherichia coli
SUF system, which has been better characterized. The best,
not to say the only, well-characterized actors in plants of
this assembly complex are proteins required for the produc-
tion and transfer of the required sulfur. The NFS2 protein
(formerly referred to as CpNifS) is a pyridoxal-L-phosphate
(PLP)-dependent cysteine desulfurase, which catalyzes the
extraction of the sulfur atoms from cysteine, producing a
persulfide group on a catalytic cysteine with the concomitant
release of an alanine (Fig. 1) [15]. As a class Il cysteine des-
ulfurase, similar to the bacterial SufS orthologs, the acces-
sibility of the persulfide group is limited by the presence
of a B-hairpin near the catalytic cysteine [16, 17]. For this
reason, the transfer of sulfur atoms to the scaffold complex
relies on an additional protein named SUFE. In A. thaliana,
there are three SUFE proteins (SUFE1-3) targeted to chlo-
roplasts [18]. In addition to the SUFE domain, SUFEI has a
C-terminal BOLA domain, the role of which is unknown but
may prefigure a control by glutaredoxins (GRXs, see below)
and SUFE3 possesses a quinolinate synthase (NadA) domain
at the C-terminus, which is involved in NAD biosynthesis
[18, 19]. As shown for the corresponding E. coli couple
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[20], each SUFE protein enhances the cysteine desulfurase
activity of NFS2 by accepting the persulfide group on its
own catalytic cysteine, thus serving as a relay to the scaffold
system [18, 19]. At the structural level, A. thaliana NFS2 is
a dimeric protein with two distant active sites, which sug-
gests that the functional NFS2-SUFE unit should be a het-
erotetramer [17]. In addition to the existence of additional
domains in SUFE1 and SUFE3, the existence of three SUFE
isoforms may be also linked to their expression pattern as
for instance SUFE2 is mostly expressed in flowers [18]. The
central role of these proteins has been validated by genetic
studies, since the study of knock-out A. thaliara lines proved
that NFS2, SUFEI, SUFE3, and SUFBCD genes are essen-
tial [14, 18, 21, 22]. The use of RNAI lines showed that
NFS2 and SUFBCD are required for the maturation of all
plastidial Fe—S proteins tested so far [14, 22].

In E. coli as in A. thaliana, the scaffold complex is prob-
ably composed by three subunits, SUFB, SUFC, and SUFD,
very likely in a 1:2:1 stoichiometry and will be referred to
as SUFBGC,D (Fig. 1) [14, 20]. It seems that NFS2, SUFEs,
and SUFBCD do not form a large and stable complex as
recently shown in the case of the mitochondrial ISC system
in yeast and human [23, 24]. Indeed, some in vitro biochemi-
cal analyses using the bacterial SufS, SufE, and SufBCD
enzymes indicated that SufS does not seem to make stable
interactions with SufBCD, unlike SufE whose presence is
absolutely required for an efficient Fe-S cluster reconsti-
tution in vitro on SufBCD [20, 25]. Besides, it has been
shown that the presence of SufC, but not SufD, is required
for the transfer of the sulfur atoms bound to E. celi SufE to
SufB. Upon ATP binding, the SufC ATPase would induce
structural changes on SufB and SufD that are necessary for
Fe-S cluster binding [26]. Some residues important for these
interactions have been identified from the 3D structures and
validated by mutagenesis [26, 27]. Among the numerous
cysteines present in SufB, the primary sulfur acceptor would
be the conserved Cys254 (E. coli numbering). This sulfur
atom would then be transferred to Cys405, one of the Fe-S
cluster ligands owing to the existence of a tunnel inside the
p-helix core domain of SufB [27]. The question of which
type of Fe-S clusters is bound to this complex has been
investigated in detail. It was shown that E. coli SufB alone
can assemble both [Fe,S,] and [Fe,S,] clusters in vitro and
that a conversion from the [Fe,S,]-loaded SufB form to a
stable [Fe,S,]-loaded form is possible upon exposure to air
[25, 28]. However, based on the structure of an apoSufBCD
complex, it was proposed that a histidine of SufD may be
a Fe-S cluster ligand [26]. Consistently, a mutated variant
for this histidine lost the ability to assemble a Fe-S clus-
ter in vivo, and both SufC and SufD were required for the
in vivo maturation of SufB [29]. In this cellular context, E.
coli SufBC,D complex mostly binds a [Fe,S,] cluster with
some residual amount of linear [Fe,S,] clusters [29]. Hence,
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it is very likely that the SufBC,D scaffold binds a [Fe;S,]
cluster in vivo and considering the conservation between
A. thaliana and E. coli sequences, we anticipate that this
mechanism should also prevail for plant proteins. However,
we cannot completely rule out that SufBC,D or other forms,
such as the SufB,C, form detected with E. coli proteins
[29], can bind other cluster types in some conditions. For
instance, transcriptomic data indicate that the SUFB, SUFC,
and SUFD genes may not be co-expressed in all organs and
cell types of A. thaliana.

At this stage of the assembly process, there are many
other crucial questions concerning the source of electrons
required for the reduction of Fe’* to Fe?* or of the persulfide
(8% to a sulfide (8*7), the source of Fe, and the control of
its entry in the complex. In this respect, it is important to
note that the SufBC,D complex was purified with a bound
reduced flavin-adenine dinucleotide (FADH,) molecule [29,
30]. While SufB alone can bind the flavin in vitro [30], SufD
is also required in vivo [29]. It is currently believed that
this FADH, provides the necessary reducing equivalents for
the reduction of ferric iron. Since FAD is released from the
complex upon oxidation, an external regeneration system
is needed, which could be possibly an FDX or an NADPH-
dependent flavin reductase.

The mechanisms and actors involved in the delivery of
Fe for Fe-S cluster biosynthesis in plastids are completely
unknown. The Fe-Storage proteins, ferritins, have been
excluded from Fe donor candidates, because an Arabidopsis
mutant (ferl-3-4) for the three ferritins found in leaves has
no apparent phenotype [31], while mutant plants modified
for the expression of these early biogenesis factors are either
lethal or at least strongly affected. Another candidate for Fe
delivery is a small acidic protein with iron-binding proper-
ties named frataxin. In the mitochondrial ISC machinery,
frataxin controls iron entry in the assembly complex by acti-
vating sulfide formation by the cysteine desulfurase [32, 33].
In this complex, frataxin can interact both with the cysteine
desulfurase and the ISCU scaffold protein. Except for a few
organisms like Z. mays, there is usually a single gene cod-
ing for frataxin (FH) in plants. While frataxin was believed
for a long time to be exclusively located in mitochondria, it
was recently reported that A. thaliana FH (AtFH) and two
isoforms from Z. mays may have a dual targeting into both
mitochondria and plastids [34, 35]. According to this pos-
sible chloroplastic localization, Arabidopsis FH-deficient
plants show a decrease in the heme content [36]. Moreover,
they present a decrease in the total chlorophyll content, in
the levels of two plastidial FDXs and in nitrite reductase
(NIR, a siroheme-containing enzyme) activity which could
explain the observed changes in the rate of the photosyn-
thetic electron transport chain [35]. The impact on heme
content would be in good agreement with the described
interaction between yeast frataxin and ferrochelatase, the
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terminal enzyme of heme synthesis performing porphyrin
metalation [37]. All these observations suggest an impair-
ment of the plastidial Fe—S cluster biosynthesis and/or of the
heme or sirocheme biosynthesis, although stronger and more
direct biochemical evidence is still required.

Delivery and trafficking of preformed Fe-5 clusters
by maturation factors

The preformed Fe—S cluster on the SUFBC,D complex, be
it a [Fe,5,] or a [Fe,S,] cluster, has then to be correctly
targeted to client apoproteins. This requires several other
proteins referred to as maturation factors. Among these, one
could differentiate the so-called Fe-S cluster transfer/carrier
proteins (belonging to NFU, SUFA, GRX, and HCF101 fam-
ilies) from targeting factors (belonging to BOLA and IBAS7
families) which, contrary to the proteins of the first group,
are not able to bind Fe-S clusters by themselves, although
BOLAs do it in complex with GRXs [38, 39]. It is interest-
ing to note that all proteins of these families have mitochon-
drial counterparts in the ISC machinery, whereas the compo-
nents forming the eukaryote-specific CIA machinery usually
belong to different protein families [12]. This analogy to
the mitochondrial system is the reason why some of these
plastidial members, whose role in the maturation of Fe-8
proteins in plastid has not been yet established, have been
included in this section. The current model for these steps in
the plant mitochondrial ISC machinery derives mainly from
studies conducted in yeast and human and can be summa-
rized as follows [40]. A glutaredoxin (GRXS15 in plants) is
the primary transfer protein receiving a [Fe,S,] cluster from
ISCU proteins. This cluster can be either directly inserted
into [Fe,S,]-recipient apoproteins or used to build [Fe,S,]
clusters on a heterocomplex formed by ISCAs and possibly
IBAS57. Some mechanistic and structural aspects of the clus-
ter conversion from the [Fe,S,]-loaded GLRX5 form to the
[Fe,S,]-loaded ISCA1-2 form have been recently delineated
using human proteins [41, 42]. Then, the insertion of the
[Fe,S,] clusters into client Fe—S proteins might be direct or
facilitated by NFU and BOLA proteins that likely act in con-
cert for the maturation of specific targets notably the lipoate
synthase or by INDI/INDH, a close HCF101 homolog,
which seems specific for the respiratory chain complex 1.
The current genetic and biochemical evidence indicate
that this sequence of events should be very different for the
plastidial SUF machinery (Fig. 1). Although the two plastid-
ial isoforms, named GRXS14 and GRXS16, have the ability
to bind the regular [Fe,S,] cluster in homodimer (or in heter-
odimer with BOLA, see below) and to complement a yeast
mutant for the mitochondrial Grx5 [43], strong genetic and
physiological evidence for a similar involvement in plants is
still missing. Single mutants for each of these genes have no
phenotype when grown under standard conditions, whereas

plants overexpressing GRXS 14 have a decreased chlorophyll
content [44]. Considering that several enzymes involved in
chlorophyll catabolism require Fe—S clusters, this may con-
stitute a first hint towards a role of GRXS14 in the matu-
ration of specific client proteins in this pathway. Counter-
intuitive to this first observation, plants lacking GRXS14
showed accelerated chlorophyll loss compared to wild-type
plants when exposed to prolonged darkness, suggesting more
complex connections [44]. A redundancy may exist between
both plastidial GRXs, since a double mutant with about 20%
GRXS16 remaining exhibits a 20% biomass reduction in
standard conditions compared to wild-type plants. How-
ever, this phenotype is not exacerbated under stress condi-
tions. Overall, unlike the knock-out mutant of mitochondrial
GRXS15 which is embryo-lethal [45], these results point
either to non-essential roles of these isoforms or to a redun-
dant function with the remaining GRXS16 level being suf-
ficient to sustain an essential role similar to GRXS15.
Concerning BOLA proteins, several roles have been pro-
posed, but only those connected to their participation in Fe
metabolism have been really validated [46]. Their involve-
ment in Fe-S cluster biogenesis was demonstrated from
the study of boll/3 mutant in yeast and of human patients
defective for the mitochondrial BOLA3. Both types of cells
display protein lipoylation defects due to the incorrect matu-
ration of lipoate synthase and a decrease in activity for some
other [Fe,S,] proteins as aconitase and succinate dehydro-
genase [47-49], whereas human patients also have defects
in the mitochondrial respiratory complexes I and III [49].
Three isoforms with a BOLA domain are found in plant
chloroplasts. As already mentioned, the C-terminal region
of SUFEI contains a BOLA domain. The two other iso-
forms, BOLA1 and BOLA4, comprise a single domain. Both
BOLA4 and SUFEI could also be targeted to mitochondria
[21, 50]. Interactions between these plastidial BOLA pro-
teins and GRXS14 and GRXS16 have been demonstrated
both in vitro and in planta [38, 50]. These proteins can in fact
form both apo-heterodimers and holo-heterodimers bridging
a [Fe,S,] cluster [39], as also demonstrated for bacterial,
yeast, and mammalian isoforms [46]. In this respect, it is
interesting to note that adding BOLA to a GRX homodi-
mer converts it to a more stable holo GRX-BOLA heter-
odimer. This interconversion might represent a regulatory
mechanism either to shut down or activate some specific
pathways by favouring one target over another. At the struc-
tural level, all BOLA isoforms have a similar well-conserved
fold [39]. Two subgroups can, however, be distinguished
based on the length of the p1-P2 loop referred to as the
variable [C/H] loop, because it contains one of the ligands
provided by BOLA either a cysteine or a histidine, the sec-
ond ligand being a totally conserved histidine found in the
a3-P3 loop [39, 48]. Other cysteine ligands are provided
by a glutathione molecule and by the one present in the
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conserved CGFS signature of the GRX partner, as in regular
GRX homodimers [51]. While there is no true ortholog of
yeast Bol3 in plants, the observation that Bol3 might interact
with Nful rather than with Grx5 in yeast could point to a
different role in the late steps of the mitochondrial system
[47, 48]. Although single bol! and bol3 mutants do not have
phenotypes and the respective molecular roles of Boll and
Bol3 are still unclear, a connection between Bol3 and Nful
is also evident from the quite similar phenotype of the boll/3
and nful mutant cells [47].

In mitochondria, ISCA proteins are central for the matu-
ration of [Fe,S,] proteins, presumably ensuring the con-
version of [Fe,S,] centers into [Fe,S,] centers. In bacteria,
the different A-type isoforms (IscA, SufA, ErpA) are also
required for the maturation of [Fe,S,] proteins, even though
in vitro studies demonstrated that Azotobacter vinelandii
IscA, for example, can reversibly cycle between [Fe,S,]
and [Fe,S,] forms through electron reductive coupling or
oxidative cleavage [52]. Some biochemical redundancy
seems to exist between them as demonstrated for the Fe-S
cluster assembly of IspG and IspH, two enzymes involved
in isoprenoid synthesis and also present in plant chloroplasts
[53, 54]. In plastids, the only representative of this family
should be SUFAL1, also referred previously to as CpISCA
and ISCA-I [55, 56]. As an A-type carrier protein, SUFA1
possesses the three characteristic conserved cysteines [54,
55] that allow the binding of a [Fe,S,] center in a dimer as
observed upon in vitro Fe-S cluster reconstitution assays
[55-57]. According to the ISC model, Fe-S cluster transfer
experiments showed that GRXS14 can efficiently and uni-
directionally transfer its [Fe,S,] cluster to SUFA1; however,
there was no sign of a [Fe,S,] cluster formation [57]. Using
recombinant proteins, it was shown in vitro that an apo-SufA
from E. coli could promote the maturation of an apo-FDX
from a [Fe,;S4]-loaded SufBC,D scaffold, indicating that
SUFA proteins would directly interact with the scaffold but
also that it facilitates Fe—S cluster conversion. Nevertheless,
knock-out mutants have no visible phenotype when grown
under standard conditions, indicating that the role of SUFA1
is dispensable [55, 56]. Whether it is involved in the matu-
ration of [Fe,S,] proteins, [Fe,S,] proteins or both remains
thus to be determined.

It is getting clear that, in yeast and human mitochondria,
ISCA proteins interact with IBAS57 (Iron—Sulphur cluster
assembly factor for Biotin synthase- and Aconitase-like
mitochondrial proteins with a mass of 57 kDa). They form
a complex involved in the maturation of several [Fe,S,] pro-
teins including radical-S-adenosylmethionine (SAM) pro-
teins, homoaconitase, aconitase, biotin synthase, and lipoic
acid synthase [58, 59]. Depletion of the E. coli ortholog
YgfZ also affects some [Fe,S,] proteins such as succinate
dehydrogenase, fumarase, dimethylsulfoxide reductase, and
MiaB, an enzyme involved in tRNA thiolation [58—60]. The
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two orthologs found in A. thaliana, IBAS7.1 and IBAS7.2,
are, respectively, localized in mitochondria and plastids [61].
It is interesting to note that both isoforms can complement
the growth defects of an E. coli ygfZ mutant observed on a
minimal medium or upon oxidative stress [60]. This is the
only physiological information obtained so far for these plant
isoforms, since an Arabidopsis iba57.1 mutant is embryo-
lethal and an iba57.2 mutant has not been described. While
the exact function of IBA57 is still unknown, it is important
to note that there is a conserved cysteine residue in a KGCY-
x-GOQE-x3-R/K motif, which is almost the only conserved
motif in this protein family [62]. Moreover, consistent with
the structural similarity of IBA57 with folate-dependent
enzymes [63], E. coli YgfZ can bind tetrahydrofolate [60].
Another category of proteins strictly required for the mat-
uration of [Fe,S,] clusters is the NFU family that exists in
all kingdoms. In mitochondria, the study of the yeast mutant
and several human patients indicates that NFU1 is required
for the maturation of lipoate synthase, which affects several
ketoacid dehydrogenases dependent on lipoic acid, and for
the maturation of complexes I, II or III depending on the
patients [49, 64]. A. thaliana encodes five NFU isoforms,
two (NFU4 and NFUS5) should be targeted to mitochondria,
and three (NFU 1, NFU2, and NFU3) are localized in chloro-
plasts [65, 66]. All these proteins share an NFU domain pos-
sessing a CXXC motif necessary for the binding of a [Fe,S,]
in a dimer [67]. Chloroplastic isoforms have an additional
NFU domain in the C-terminal extremity which does not
have the cysteine residues, whereas mitochondrial isoforms
have an additional N-terminal domain of unknown function
(Fig. 2) [65, 68]. Loss-of-function nfu2 and nfi3 mutants
have a dwarf phenotype with pale green leaves [69, 70].
By coupling chlorophyll fluorescence and P700 absorption
measurements to western blot analyses, it was shown that
this phenotype is due to the impairment of photosystem I
(PSI) architecture and activity which is explained by a defect
in the maturation of the three [Fe,S,] clusters assembled in
the psaA, psaB, and psaC subunits. The only other nota-
ble and robust molecular default observed is that the SIR
level and activity are decreased in nfu2 [14, 65, 70, 71]. The
fact that a double nfu2-nfu3 mutant is lethal [69] indicates
that both NFU isoforms should have partially overlapping
functions. This raises also the question of their contribu-
tion relatively to the high chlorophyll fluorescence 101
(HCF101) protein, a plastidial 51 kDa protein belonging to
the NTPase protein family (Fig. 2). The hcfl101 Arabidop-
sis mutant plants have globally similar molecular defects,
although this is exacerbated as the strongest allele is lethal
at the seedling stage and the decrease in the amounts of PSI
subunits is stronger, almost complete [72-74]. Besides, there
is a decrease in the ferredoxin-thioredoxin reductase (FTR)
levels, another [Fe,S,] protein [72]. Overall, in accordance
with the capacity of Arabidopsis NFU2 and HCF101 to bind

37



Introduction

JBIC Journal of Biological Inorganic Chemistry (2018) 23:545-566 5571
NFs2 L 463 AA
sure [0 L | ss7aa
surc N ¢ A
sur [ [ ersan
SUFAL L%% 180 AA
IBAS7.2 432 A
KGCY-X-GQE
HCF101 53288
DUF59 DUFS71
NFU1 ’ z
Nz I 7555
NFU3 Cxic
SUFEL m J 271 AA . Domain of unknown function
. Monothiol glutaredoxin domain
alIfe2 "l e . Endonuclease domain
sures [ [ I N N 744 SUFE domain
BOLA domain
BOLAL = n
vl ERCTU B v doman
GRXS14 “ — . Degenerated NEU domain
CGFS . P-loop NTPase motif
crcsis NS 5 -

CGFs
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present in SUF components have been represented using the color
code defined on the figure. Except for the chloroplastic targeting
sequence (light green boxes), the domains are represented at scale,

[Fe,S,] cluster in vitro [67, 73], this indicates that all these
proteins are required for the maturation of [Fe,S,] proteins,
particularly PSI subunits, and that HCF101 would act down-
stream of NFU2 and NFU3 (Fig. 1).

In summary, there are currently ten putative maturation
factors in the SUF machinery for several dozens of plastidial
client proteins. The role of some of these maturation factors
still awaits confirmation not to speak about their connections
and hierarchical organization. There is also an urgent need
to learn more about how specificity towards target proteins
is achieved and about the molecular and structural aspects
of these interactions.

Functional diversity among client Fe-$
proteins in plastids

Fe-S clusters in the functioning and protection
of the photosynthetic electron transport chain

Among other functions, Fe-S clusters have a crucial role
in electron transfer reactions, and thus, several Fe-S pro-
teins are found in the thylakoid membrane as part of the
photosynthetic electron transport chain. A Rieske-type
Fe-S cluster, i.e., a [Fe,S,] cluster ligated by two cysteines

with the length in amino acids of the Arabidopsis proteins indicated.
The Fe-S binding cysteine and histidine residues are represented in
yellow and black, respectively, while other conserved cysteines are in
orange, although their function is sometimes unclear if any

and two histidines, is found in the Rieske protein of the
cytochrome bgf complex. In the genome of eukaryotes and
in some cyanobacteria, the Rieske protein is encoded by
a single gene named photosynthetic electron transfer C
(petC), whereas in most cyanobacteria, there are additional
isoforms whose physiological function is still uncertain
[75]. The absence of the petC proteins is lethal in the early
developmental stages both in A. rhaliana and cyanobacte-
ria (Table 1) [75, 76]. Three low potential [Fe,S,] clusters
are attached to the thylakoid membrane but face the reduc-
ing, stromal side of PSI, and function in series. The first,
referred to as Fy, is associated with a PsaA-PsaB heter-
odimer via cysteine residues, while the two others, named
F, and Fg, are bound to PsaC [77]. These clusters transfer
electrons to FDXs, small soluble proteins, which contain
a classical [Fe,S,] cluster, e.g., thombic cluster ligated by
four cysteines. The nuclear genome of algae and plants har-
bours a variable number of FDX homologs, differentially
expressed in plant organs or at different development stages
or in response to different stimuli [78]. The A. thaliana
genome contains four genes encoding four well-described
plastidial FDXs (Fdl to Fd4) and at least two additional
genes, referred to as FdCl and FdC2, encoding proteins
bearing C-terminal extensions and whose functions remain
elusive [79, 80]. In specific physiological situations such as
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environmental constraints, FDXs can recycle electrons to
the plastoquinone pool, contributing to the so-called cyclic
electron flow [81]. The major cyclic pathway is dependent
on the PGRS (proton gradient regulation 5)/PGRL1 (PGRS5-
like photosynthetic phenotype 1) proteins [82]. The other
involves the NAD(P)H dehydrogenase (NDH) complex. In
higher plants, it forms a large complex associated with PSI,
which is composed of 11 plastid-encoded subunits, some
additional nuclear-encoded subunits, and auxiliary factors
[83]. Among these, the NDH-I and NDH-K subunits bind
two and one [Fe,S,] clusters, respectively [84]. While Arabi-
dopsis knock-out mutants for NDH-I and NDH-K genes have
not been characterized, tobacco knock-out mutants of ndh
genes usually have no phenotype under standard conditions
but are sensitive to environmental stresses [82].

In eukaryotic microalgae and cyanobacteria, an additional
pathway directly coupled to the photosynthetic electron
transport chain and involving hydrogenases allows the pho-
toproduction of ATP at the expense of reductant synthesis
in specific conditions such as the response to anaerobiosis
or anoxia. Chlamydomonas reinhardtii contains two [FeFe]-
hydrogenases, namely HYDA1 and HYDA?2, which will
produce molecular hydrogen H, from protons by accepting
electrons from FDXs. These HYDA contain a complex Fe-S
cluster at their active sites, the H-cluster that is essential for
catalytic activity [85]. It consists of a classic [Fe,S4] clus-
ter linked to a complex 2Fe sub-cluster [86]. Whereas the
[Fe,S.] cluster is assembled by the regular SUF machinery,
the sub-cluster requires specific maturation proteins, HYDE,
HYDF, and HYDG, for this assembly. The HYDE and
HYDG gene products are radical-SAM enzymes, whereas
HYDF is a P-loop NTPase protein constituting a scaffold
assembly platform. These proteins incorporate themselves
[Fe,S,] clusters that are required for their activity.

As oxygenic photosynthesis releases massive amounts
of oxygen from water, reactive oxygen species are rou-
tinely generated and damage some proteins in many physi-
ological conditions. Thus, several proteins are implicated
in the repair and protection of the photosystems and their
antennae. One of these, photosystem II protein33 (PSB33),
is an integral membrane protein, which contributes to the
maintenance of PSII-light-harvesting complex 11 (LHCII)
supercomplex organization in response to changing light
levels [87]. Whereas the Arabidopsis protein is annotated
as containing a Rieske-type Fe—S cluster by analogy to some
bacterial counterparts, it does not have the Fe-S binding
residues contrary to C. reinhardtii ortholog, Other Chla-
mydomonas proteins, referred to as CDJ3-5 for chloroplast-
targeted Dnal-like proteins, might be important for PSII pro-
tection. It was shown that CDJ3 and CDJ4 which interact
with chloroplast ATP-bound HSP70B (heat-shock protein
70B) and are located either in the stroma or attached to thy-
lakoids, respectively, are able to bind a [Fe,S,] cluster [88].
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Based on the fact that HSP70B plays a role in the repair and
protection of PSII (Photosystem II) from photoinhibition
[89], and together with the CDJ2 paralog in the biogenesis/
maintenance of thylakoid membranes [90], we could specu-
late that CDJ3-5 may have a similar role. However, this has
not been addressed so far for Arabidopsis orthologs, DjC17
and DjC18. There is no biochemical information on these
proteins and genetic evidence has been obtained only for
DjC17, the mutation of which results in an altered root hair
development and reduced hair length due to aberrant cortical
cell division [91].

A multitude of ferredoxin-dependent Fe-S proteins
and pathways

The formation of reducing equivalents

FDXs are soluble proteins positioned at a metabolic cross-
road, controlling the electron flow necessary for CO, fixa-
tion, nitrogen, and sulfur assimilation but also chlorophyll
metabolism to cite a few examples (Fig. 3). Their primary
role is to transfer electrons to various acceptors in the
stroma, in the thylakoids, and in the inner membrane, includ-
ing a large variety of Fe-S proteins but also proteins contain-
ing heme and non-heme iron centers and flavoproteins [92,
93]. Among the latter category, ferredoxin-NADP reductase
(FNR) may be the most important one, since it will drive
most of these electrons for the regeneration of NAPDH,
which will then supply in particular the Calvin—Benson
cycle. It is worth nothing that a significant fraction of FNR
is bound to the thylakoid membrane and it could partici-
pate to the cyclic electron flow via the PGR5-dependent
pathway by interacting with PGLR1 and recruiting FDXs.
Another enzyme crucial for carbon fixation and metabolism,
in general, is the FTR. This key enzyme, which is almost
uniquely found in photosynthetic organisms, catalyzes the
reduction of most thioredoxins (TRXs) found in plastids,
thus indirectly participating to the regulation of all TRX-
dependent targets in a light-dependent manner [94]. FTR 1is
a heterodimer composed of a catalytic and a variable subunit
[95]. In A. thaliana, there is a single gene for the catalytic
subunit (FTRB) but two for the variable subunits (FTRA1
and FTRAZ). The function of the [Fe,S,] cluster found in the
catalytic subunit is to aid for the reduction of a redox-active
disulfide, which reduces, in turn, the TRX disulfide [96].
Given the numerous functions played by plastidial TRXs, it
is not surprising that an ftr knock-out mutant for the catalytic
subunit is lethal. However, a virus-induced gene silencing
(VIGS) approach led to plants exhibiting a sectored chlorotic
leaf phenotype [97]. It could be observed that these plants
have (1) an abnormal chloroplast biogenesis, (2) a reduced
photosynthetic performance as measured by the photochemi-
cal activities, the amount of assembled photosystems and
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Fig.3 Fe-S protein-dependent metabolic processes in plastids. Fe-S
proteins are represented by dark red boxes. The light red boxes indi-
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use, respectively, thiamin or lipoic acid as cofactors, Note that PDH is
dependent on both cofactors. For APR, DWARF, ATase, FDX, FDC,

CO, assimilation rates, and (3) a defective PEP (plastid
RNA polymerase)-dependent plastid gene expression, very
likely because of FTR connection with TRX z [98]. Besides
the redox regulation of carbon metabolism enzymes, other
important functions of TRXSs in chloroplasts are their par-
ticipation to stress response by regenerating thiol-dependent
peroxidases and methionine sulfoxide reductases [99] and to
the chlorophyll metabolism by regulating several enzymes
of the tetrapyrrole biosynthesis pathway [100].

Beyond tetrapyrrole: chlorophyll and phytochromobilin

Interestingly, several enzymes of the chlorophyll metabo-
lism are FDX targets and/or possess Fe—S clusters. The
7-hydroxymethyl chlorophyll a reductase (HCAR) is an
enzyme binding two [Fe,S,] clusters and an FAD [101].
Besides there are four non-heme oxygenases, namely,
pheophorbide a oxygenase (PAO), chlorophyll a oxyge-
nase (CAO), translocon at the inner envelope membrane
of chloroplasts 55 (TIC55), and protochlorophyllide

DjC, and HYDA1/2, there are several close isoforms which have not
been distinguished. The nomenclature used is the one of A. thaliana
except for algal enzymes whose name is from C. reinhardtii. Abbre-
viations for all enzyme names can be found in the text. Other abbre-
viations are: LA lipoic acid, BCAA branched-chain amino acids, /PP
isopentenyl diphosphate, GA-3P glyceraldehyde 3-phosphate, AIR
5-aminoimidazole ribonucleotide, PRA phospho-ribosylamine, PRPP
5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate

(pchlide)-dependent translocon component of 52 kDa
(PTC52) [102]. All possess a Rieske-type [Fe,S,] cluster
and a mononuclear iron-binding domain. While the five
enzymes are dependent on FDX, HCAR, CAO, and PTC52
are involved in chlorophyll synthesis, whereas PAO and
TIC55 operate in its degradation. More precisely, CAO
and HCAR are part of the chlorophyll cycle, the process
of interconversion between chlorophyll a and chlorophyll
b. The balance between chlorophyll a/b is important for
both the stabilization and turnover of chlorophyll in the
light-harvesting complexes (LHCs) in diverse physiologi-
cal situations, notably during greening and senescence
when LHCII is massively synthesized or degraded. CAO
is a thylakoid membrane-anchored enzyme catalyzing
the two steps of chlorophyll a-to-chlorophyll b oxidation
[103]. PTC52 would catalyze an analogous oxidation, but
using protochlorophyllide a as substrate. However, PTC52
is localized at the envelope [104], suggesting that it may
have another dispensable function, being part of a translo-
cation complex for the import of the protochlorophyllide
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oxidoreductase A (PORA) precursor in plastids [105].
Indeed, A. thaliana ptc52 knock-out lines have a growth
indistinguishable from wild-type plants (Table 1) [106].
On the contrary, an Arabidepsis mutant for CAQ, named
chlorinal, exhibits a pale green phenotype characterized
by a chlorophyll b decrease [103] and is extremely sensi-
tive to photooxidation due to the lack of chlorophyll-pro-
tein antenna complexes in PSII and to an increased pro-
duction of singlet oxygen [107]. HCAR catalyzes the
second half-reaction in chlorophyll k-to-chlorophyll a
conversion, the first one being catalyzed by chlorophyll
b reductases (CBR) [101]. While kear mutants have no
phenotype under standard growth conditions, they exhibit
a stay-green phenotype after transfer to darkness (Table 1)
[108].

In higher plants, chlorophyll is broken down to colour-
less linear tetrapyrroles in a series of reactions. One of
these steps, the porphyrin ring opening of pheophorbide a,
is catalyzed by PAO. This step occurs in senescent leaves
and fruits, and requires FDXs and NADPH [109-111]. The
PAO proteins possess a C-terminal transmembrane domain
for their binding to the thylakoid membrane [104]. The
PAO gene was identified by genetic studies and was initially
referred to as accelerated cell death 1 (ACDI) in Arabidopsis
[112] or LLSI (Lethal leaf spot 1) in maize [113]. Extinction
of PAO in knock-out mutants or in antisense lines from dif-
ferent plant species leads to a light-dependent premature cell
death phenotype, most likely due to cytotoxic effects of the
increased pheophorbide a [109, 112, 114]. Similar to hcar
mutants, pao mutants have a stay-green phenotype in dark
[109, 114]. The product of the reaction catalyzed by PAO is
red chlorophyll catabolite, which is then reduced by a FDX-
dependent red chlorophyll catabolite reductase (RCCR) to
yield the primary fluorescent chlorophyll catabolite (FCC),
pFCC [115]. From this primary phyllobilin, a large variety
of other phyllobilins is formed subsequently. Although a
fic55 mutant in Arabidopsis does not show any detectable
phenotype, TIC55, which is localized in the inner membrane
of the chloroplast envelope, is responsible for phyllobilin
hydroxylation during senescence [104, 106]. This would be
the last step in this subcellular compartment, and in that
sense, TIC55 may contribute to chlorophyll catabolite export
from plastids for their subsequent vacuolar detoxification.

A closely related molecule to chlorophyll and incidentally
heme is phytochromobilin (PfB), the chromophore usually
covalently bound to phytochromes of higher plants. All these
molecules branch from protoporphyrin IX in the tetrapyr-
role synthesis pathway. From the closed tetrapyrrole ring
of heme, a heme oxygenase catalyzes the oxidative open-
ing of this chain to yield biliverdin 1Xa. This molecule is
then reduced into phytochromobilin by a PfB synthase. In
higher plants, both types of enzymes are soluble and depend
on FDXs for their activity [116, 117]. While PfB synthase
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is encoded by a single gene (HY2), the heme oxygenase is
encoded by four members in A. thaliana, HY1/HO1I, and
HO2-4 [118].

Macronutrient assimilation: similarities in nitrogen
and sulfur assimilation pathways

The reductive assimilations of nitrogen and sulfur constitute
two other chloroplastic metabolic processes, which rely on
FDX-dependent Fe—S proteins. As already presented, sul-
fate assimilation is extremely important, because it provides
cysteine, which is the source of sulfur for many molecules
but also the substrate of cysteine desulfurases and a protein
ligand in all plastidial Fe-S proteins known so far. Of the
four enzymes/complexes, which allow forming cysteine from
sulfate, two possess a Fe-S cluster. The second reaction, e.g,
the transformation of adenosine 5' phosphosulfate (APS) to
sulfite, is catalyzed by adenosine 5'-phosphosulfate reduc-
tases (APR). There are three isoforms in A. thaliana, APR1-
3, all localized in plastids. The enzymes are formed by two
domains, a reductase domain, that bears a [Fe,S,] cluster,
and a GRX domain at the C-terminus, that makes these
enzymes glutathione-dependent [10]. The SIR catalyzes
the next step, the six electron reduction of sulfite to sulfide.
This FDX-dependent enzyme incorporates a siroheme, e.g,
a heme whose iron atom is liganded by the thiolate ligand
of a [Fe,S,] cluster, which is crucial for its activity. There is
a single, essential, SIR gene in Arabidopsis and the protein
is found exclusively in plastids. A weak allele mutant with
about 25% SIR activity is viable but has a strongly retarded
growth, pointing to the extreme importance of this enzyme
for plant development [119].

The assimilation of inorganic nitrogen (mostly in the
form of nitrate and ammonium) is another essential pro-
cess for plants taking place in part in plastids. Nitrate will
be reduced in two steps. The first one, catalyzed by nitrate
reductase, gives nitrite, which is reduced to ammonia by a
FDX-dependent nitrite reductase (NIR). As the SIR enzyme,
NIR binds a siroheme that is mandatory for the six elec-
tron reduction of nitrite. This gene is also essential, since a
mutant in barley does not grow in the absence of an external
nitrogen source [120]. In the next steps, ammonia, including
the part coming from the photorespiration process, is assimi-
lated via glutamine synthetase (GS) which catalyzes the con-
densation of glutamate and ammonia into glutamine and via
glutamate synthase (GOGAT) which forms two molecules of
glutamate from glutamine and 2-oxoglutarate, There is evi-
dence that NIR, GS, and GOGAT can form a complex within
the chloroplast [121]. Plants possess two forms of chloro-
plastic GOGAT, which are dependent either on NADH or on
FDX. All contain an FMN and a [Fe,S,] cluster. In A. thali-
ana, NADH-GOGAT is encoded by a unique gene (GLTI),
whereas two genes encode Fd-GOGAT (GLU! and GLU2),
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GLU1 is the predominant form in leaves [122]. Arabidopsis
mutants for GLUZ and GLT! have no growth phenotype,
although a decrease in the chlorophyll content was measured
in the glt] mutant [123, 124]. An Arabidopsis mutant for
GLU1 has a respiratory phenotype, i.e, a dwarf and chloro-
tic phenotype in air which is no longer visible under high
CO, conditions [122, 123, 125]. Of importance for these
pathways, it is worth mentioning that sirohydrochlorin fer-
rochelatase (SIRB), the enzyme responsible for the last step
of siroheme biosynthesis by inserting ferrous iron into the
tetrapyrrole ring of sirohydrochlorin, is a [Fe,S,] enzyme
unlike bacterial orthologs. In this essential protein, the Fe-S
cluster is not mandatory for the enzymatic reaction, but it
might have a regulatory role [126].

Fatty acid biosynthesis

The biosynthesis of fatty acids is another crucial pathway
occurring in plastids, which depends directly or indirectly
on Fe-S proteins. First, the acetyl-coenzyme A, that is
used as a building block for fatty acids, is generated by the
plastidial pyruvate dehydrogenase (PDH) complex, its E2
subunit being lipoylated and thus dependent on the Fe-S
containing lipoate synthase (see below). After the synthe-
sis of saturated fatty acids, their conversion to unsaturated
forms, which are required for membrane fluidity, is catalyzed
by fatty acid desaturases. Some of them contain a di-iron
center and are FDX-dependent proteins [127]. The FAB2
protein is a soluble stearoyl-ACP desaturase introducing the
first double bond into stearoyl-ACP between carbons 9 and
10 to produce oleoyl-ACP (18:1 Delta9-ACP). The FAD5
protein attached to the chloroplast envelope inner membrane
catalyzes the earliest step of 16:0 desaturation initiating the
very rapid 16:0-16:1-16:2-16:3 desaturation of monogalac-
tosyldiacylglycerol (MGDG), one of the four main classes
of glycerolipids found in the photosynthetic membranes of
higher plant chloroplasts with the digalactosyldiacylglycerol
(DGDG), the phospholipid phosphatidylglycerol (PG), and
the sulfolipid sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG) [128].
Other plastidial linoleate/oleate desaturases (FAD4, 6, 7, 8)
and the numerous FADS5-like proteins may also be depend-
ent on FDX as they also probably contain di-iron centers.

Other metabolic processes

Additional FDX-dependent proteins are present in chloro-
plasts. Besides PAO, CAO, PTCS52, and TIC5S5, the fifth
non-heme oxygenase found in plants [102] is referred to as
choline monooxygenase (CMO), because it was found to
catalyze the oxidation of choline, the first step of glycine
betaine biosynthesis in spinach [129]. However, this might
not be the sole or main function, since Arabidopsis does not
produce glycine betaine and expression of the Arabidopsis

CMO-like gene in E. coli does not promote betaine synthesis
[130]. This protein is unique to eukaryotic photosynthetic
organisms as it is not found in cyanobacteria, supporting
a recent evolution of this enzyme. No Arabidopsis mutant
has been characterized so far, but antisense CMO transgenic
sugar beet plants are susceptible to salt stress [131].

To conclude on this part, it is important to note that most
of these enzymes are also expressed in plastids of non-pho-
tosynthetic tissues. In this context, FDXs are maintained
reduced by FNR and NADPH generated in the oxidative
pentose phosphate pathway, the reverse reaction compared
to photosynthetic organs. A few other enzymes such as
(1-hydroxy-2-methyl-2-( E)-butenyl 4-diphosphate synthase
(HDS), zeaxanthine epoxidase, and p-carotene 3 hydroxylase
1, 2) have been also described as FDX-dependent proteins,
but they will be discussed in the next sections. However,
several additional proteins or pathways are yet unidentified.
It is for instance worth mentioning that studies devoted to
the isolation of FDX partners by proteomic approaches led to
the identification of novel putative targets at least in cyano-
bacteria and Chlamydomonas [132, 133]. In this respect, a
pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFQ), found in many
unicellular eukaryotes, decarboxylates pyruvate to acetyl-
coenzyme at the expense of FDXs [134]. The C. reinhardtii
PFO possesses three distinct [Fe,S,] clusters. It may also
contribute to the light-independent H, production by passing
electron to the hydrogenase [135].

Biosynthesis of lipoic acid and thiamin cofactors
and their dependent pathways

Requirement of two atypical radical-SAM enzymes

Beyond their role in electron transfer, Fe—S clusters are also
important for enzyme catalysis, especially during the bio-
synthesis of vitamin B1/thiamin and of lipoic acid. Whereas
thiamin is only synthesized in chloroplasts a lipoic acid bio-
synthesis pathway is present in both plastids and mitochon-
dria. This is consistent with the existence of two distinct
genes encoding a mitochondrial (mLIP) and a chloroplastic
(cLIP) lipoate synthase [136].

Lipoic acid is synthesized from octanoic acid and thus via
the fatty acid biosynthesis pathway by the addition of two
sulfur atoms into the octanoyl group bound to an acyl carrier
protein (ACP) via a radical-SAM mechanism. This reaction
is catalyzed by lipoic acid synthase [136]. It is important to
note that lipoic acid is synthesized attached to proteins and
no free lipoic acid is produced. The E. coli Lip3 binds two
[Fe,S,] clusters [137]. One cluster, coordinated by cysteines
present in a Cx;Cx,C motif common to all classical radical-
SAM enzymes, is required for the formation of the activated
adenosyl radical from SAM molecules. The second clus-
ter, coordinated by a Cx,Cx4C motif specific of lipoic acid
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synthases, was suggested to provide the sulfur atoms and
thus to be degraded at each turnover of the enzyme. The
presence of a Fe-S cluster has not yet been demonstrated
in plant cLIP, but Arabidopsis cLIP possesses both cysteine
motifs and is able to complement the E. coli lip5 mutant
[136]. Plants impaired in ¢LIP have not been characterized
yet, but Arabidopsis mutants for genes involved in the syn-
thesis of lipoic acid in mitochondria are lethal [138].
Thiamin is made of pyrimidine and thiazole heterocy-
cles, both being synthesized in the chloroplast. The syn-
thesis of the thiazole moiety involves a 4-methyl-5-b-
hydroxyethylthiazole phosphate (HET-P) synthase (THI1)
forming an adenylated thiazole intermediate (ADT) at the
expense of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) and
glycine, ADT, which is then hydrolyzed to HET-P [139].
The pyrimidine heterocycle is derived from purine bio-
synthesis. The first step in the synthesis of the pyrimidine
moiety is catalyzed by the 4-amino-2-methyl-5-hydroxy-
methylpyrimidine phosphate (HMP-P) synthase (THIC), a
radical-SAM Fe-S enzyme that forms HMP-P from 5-ami-
noimidazole ribonucleotide (AIR) and SAM. In contrast to
canonical radical-SAM enzymes, all THIC proteins harbour
a Cx,Cx,C motif involved in the binding of a [Fe,S,] cluster
in their C-terminal part [140, 141]. Then, an HMP-P kinase/
thiamin monophosphate (ThMP) pyrophosphorylase (TH1)
phosphorylates HMP-P to HMP-PP but also condenses the
latter compound to HET-P to form ThMP. This ThMP is
transformed into the diphosphate form ThDP in the cyto-
sol through the action of two consecutive enzymes before
being redistributed to mitochondria and plastids. THIC is
encoded by a single essential gene in Arabidopsis [140].
An Arabidopsis thic mutant is lethal at the cotyledon stage
unless supplemented with thiamin [140, 142]. Another fam-
ily of plastidial Fe—S enzymes is linked indirectly to thia-
min biosynthesis, because they catalyze the first committed
step of the de novo synthesis of purine in chloroplasts. The
glutamine phosporibosyl pyrophosphate amidotransferases
(ATases, also known as GPAT) catalyze the amination of
5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP) to 5-phospho-
ribosylamine (PRA) with the concomitant conversion of
glutamine into glutamate [143]. After four additional steps,
PRA is transformed into AIR, the THIC substrate. In Arabi-
dopsis, ATase is encoded by a family of three genes (ATusel
to ATase3) which are expressed in various tissues at dif-
ferent levels [144, 145]. Whereas E. coli ATase does not
require a Fe-S cluster as cofactor, the human enzyme uses
a [Fe,S,4] cluster, Based on the conservation of the involved
cysteines, the three A. thaliana isoforms should also bind a
Fe-S cluster. Whereas Arabidopsis ATase! mutant has no
growth phenotype mutants lacking ATase2 exhibit strong
growth retardation with bleached leaves (Table 1) [144]. In
the latter mutant exhibiting a decreased capacity in chlo-
roplast protein import, cells are smaller in size [144, 146].
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A single lipoic acid-dependent enzyme but several
thiamin-dependent enzymes in plastids

In plastids, the only known lipoic acid-dependent enzyme
is PDH. A similar complex is found in plant mitochondria,
but it uses lipoic acid synthesized in this compartment, as
does another citric acid cycle enzyme, the a-ketoglutarate
dehydrogenase or 2-oxoglutarate dehydrogenase complex,
but also two complexes involved in the amino acid metabo-
lism, the glycine cleavage complex, and the branched-chain
oxoacid dehydrogenase (BCDH) complex. On the other
hand, there is a single pathway for the synthesis of ThDP
which is used as a coenzyme by many enzymes of the pri-
mary metabolism, notably involved in the catabolism of
sugars and amino acids, and found in the chloroplasts, mito-
chondria, and cytosol [139]. In plastids, besides the PDH
complex, thiamin is also a cofactor for transketolase (TK)
of both the Calvin—Benson cycle and the non-oxidative pen-
tose phosphate pathway, for 1-deoxy-p-xylulose 5-phosphate
synthase (DXS) of the methylerythritol phosphate (MEP)
pathway and for acetohydroxy acid synthase (AHAS) of the
branched-chain amino acid (BCAA) biosynthesis pathway
[139].

The central pyruvate dehydrogenase complex PDH cata-
lyzes the decarboxylation of pyruvate into acetyl-coA that
is used in particular for fatty acid synthesis as already men-
tioned [128]. It consists of three subunits, E1-E3, each
requiring a different cofactor. Thiamin is bound to the pyru-
vate dehydrogenase subunit (E1), whereas the lipoic acid
is covalently attached to the dihydrolipoyl acyltransferase
subunit (E2) and an FAD is bound to the dihydrolipoam-
ide dehydrogenase subunit (E3). The attached lipoyl moiety
functions as a carrier of reaction intermediates among the
active sites of the components of the complex. The E3 subu-
nit has a key regulatory role by reoxidizing the lipoamide
cofactor and thus completing the catalytic cycle. The dis-
ruption of the gene encoding the E2 subunit of plastidial
PDH results in an early embryo-lethal phenotype in Arabi-
dopsis [147].

Branched-chain amino acid biosynthesis The AHAS pro-
tein is involved in the first steps of BCAA biosynthesis.
This is a heterodimer, composed of separate catalytic and
regulatory subunits, which catalyzes the conversion of two
molecules of pyruvate into 2-acetolactate used for valine
and leucine synthesis or of one molecule of pyruvate and
one molecule of 2-oxobutanoate into 2-aceto-2-hydroxy-
butyrate used for isoleucine synthesis [148]. Interestingly,
two Fe-S enzymes named dihydroxyacid dehydratase
(DHAD) and isopropylmalate isomerase (IPMI) are
also required for BCAA synthesis. DHAD catalyzes the

penultimate step before the formation of isoleucine and
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valine, e.g., the dehydration of 2,3-dihydroxy-3-isovaler-
ate or 2,3-dihydroxy-3-methylvalerate to the 2-oxo acids
(3-methyl-2-oxobutanoate or 3-methyl-2-oxopentanoate).
In Arabidopsis, there is a single essential gene for DHAD
[149]. However, Arabidopsis mutants with intermedi-
ate DHAD levels obtained by an RNAi approach indeed
have reduced amounts of BCAA in roots, which cause a
short root phenotype [149]. The only biochemical charac-
terization performed so far has been done with an enzyme
purified from spinach leaves, Unlike the E. coli enzyme,
which incorporates a [Fe,S;] center, the spinach enzyme
incorporates a [Fe,S,] cluster required for activity [150].
Leucine biosynthesis requires an additional Fe-S enzyme
for the late reactions. The isopropylmalate isomerase cata-
lyzes the reversible conversion of 2-isopropylmalate into
3-isopropylmalate. In plants, IPMI consists of a heterodi-
mer composed of a large (LSU) and a small (SSU) subunit
encoded by one and three genes in A. thaliana, respec-
tively [151]. The genetic analyses demonstrated that A.
thaliana knock-down mutants for the large subunit, which
binds a [Fe,S,] center, display a severe delay in devel-
opment [151, 152]. Concerning small subunits, the SSU1
protein is required for viability, unlike SSU2 and SSU3,
which might be redundant, because A. thaliana mutants
have no phenotype [151, 153]. In addition to a role in leu-
cine biosynthesis, IPMI is involved in the biosynthesis of
glucosinolates, sulfur-containing secondary metabolites,
serving for defence reactions, This is consistent with the
fact that an identical reaction type exists for the Met chain
elongation cycle for glucosinolate formation and that A.
thaliana mutant plants for the large subunit accumulate
both Leu biosynthesis and Met chain elongation interme-
diates [151].

Isoprenoid biosynthesis and its derived molecules Isopre-
noids are very diverse metabolites, central to plant devel-
opment. We have already discussed the biosynthesis of
chlorophylls, which consist of a tetrapyrrole ring with an
attached isoprenoid-derived phytol chain, but many other
isoprenoids are present in plastids such as a-tocopherol,
phylloquinone, plastoquinone, and carotenoids to cite
only the most important. Moreover, several plant hor-
mones are derived from carotenoids. All isoprenoids are
derived from a prenyl diphosphate (prenyl-PP) precursor,
which is synthesized by two independent pathways, the
cytosolic mevalonate (MVA) pathway, and the plastidial
2-C-methyl-p-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway
[154]. The latter pathway is dependent on both Fe-S and
thiamin (TK and DXS)-dependent enzymes. In E. coli, the
Fe-S proteins belonging to this MEP pathway are the only
one that are completely essential. Indeed, the lethality of
sufa-isca and erpa mutants observed under aerobiosis is

suppressed by expressing the eukaryotic mevalonate path-
way, which does not rely on Fe-S proteins [54, 155].

Besides its involvement in the Calvin—-Benson cycle
where it catalyzes the formation of ribose-5-phosphate and
xylulose-5-phosphate from sedoheptulose-7-phosphate and
glyceraldehyde-3-phosphate (GA-3P), TK operates in the
opposite direction in the non-oxidative pentose phosphate
pathway, forming GA-3P, which is then condensed to pyru-
vate to form 1-deoxy-p-xylulose 5-phosphate (DXP), a reac-
tion catalyzed by DXP synthase (DXS). Although poorly
characterized in plants, it was demonstrated that antisense
tobacco plants with variable TK levels have a marked
shoot weight decrease [156]. For the most affected lines,
a decrease in chlorophylls and carotenoids was measured
which is consistent with the importance of DXP for the
MEP pathway. Surprisingly, overexpression of an A. thali-
ana chloroplastic TK in tobacco leads to chlorosis, which is
annihilated by thiamin supplementation [157]. In A. thali-
ana, DXS is an essential gene [158]. In sense and antisense
Arabidopsis lines exhibiting altered levels of DXS, both
the chlorophylls, carotenoids, tocopherols, gibberellin, and
abscisic acid contents and the growth and germination rate
are slightly affected [159]. Finally, downstream of DXS, two
Fe-S proteins are required to form two key intermediates in
isoprenoid biosynthesis: isopentenyl diphosphate (IPP) and
dimethylallyl diphosphate (DMAPP). Both the 1-hydroxy-
2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate synthase (HDS/
ISPG) and the 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphos-
phate reductase (HDR/ISPH/LytB) bind a [Fe,S,] cluster
[160, 161], FDX being able to provide electrons to HDS
[162]. Plant mutants disrupted in ISPG or ISPH gene have a
severely impaired chloroplastic development that causes an
albino phenotype [163-165].

At least two enzymes participating in the carotenoid
biosynthesis pathways are dependent on FDXs. With-
out describing all the steps, the f-carotene 3 hydroxylase
1, 2 which contains a di-iron center catalyzes two suc-
cessive steps, the transformation of all-trans p-carotene
to f-cryptoxanthin and then to zeaxanthin. Then, the fla-
voprotein zeaxanthin epoxidase catalyzes the conversion
of zeaxanthin to antheraxanthin and then to violaxanthin
[166]. These four steps require oxygen and FDX as an elec-
tron donor. Other proteins in this pathway might, in fact,
be dependent on FDXs. For instance, there are several
cytochrome P450 monooxygenases participating in this
pathway (and other pathways) in plastids, whose electron
donors/acceptors are yet unknown.

Derived from carotenoids, strigolactones (SL) are plant
hormones having diverse functions in plant growth and
development. Their biosynthesis begins with the conver-
sion of all-trans B-carotene to 9-cis-p-carotene, a reaction
performed by a f-carotene isomerase named DWARF27.
This protein, found from algae to higher plants, and first
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characterized in rice is a Fe-S enzyme [167]. The Arabidop-
sis genome encodes three orthologs. An Arabidopsis mutant
for one of these genes and a rice mutant have shoot branch-
ing phenotypes, but it remains relatively weak compared to
other mutants affected in SL biosynthesis [168].

Are there other plastidial Fe-S proteins to discover?

Some Fe-S proteins, such as NEET, have been recently iden-
tified or characterized in plants. Unlike mitoNEET, which
is bound to the outer membrane of mitochondria in animals
owing to a membrane anchoring extension, the Arabidop-
sis NEET protein is located exclusively in the chloroplast
stroma [169]. As its vertebrate counterparts, Arabidopsis
NEET forms dimers; each monomer harbouring an atypi-
cal [Fe,S,] cluster coordinated by three Cys and one His
[170]. While obtaining knock-out plants may have been
hampered by the fact, it is an essential gene, Arabidopsis
lines with reduced AtNEET transcript levels exhibit late
greening, delayed bolting, and early senescence. Moreover,
these plants accumulate ROS and have an altered sensitivity
to Fe levels, which led to the proposal that AtNEET likely
plays a role in the regulation of Fe homeostasis [170]. From
its capacity to transfer its Fe-S cluster to a FDX in vitro
[170], it may be hypothesized that NEET could be part of the
SUF machinery and facilitate the trafficking of Fe-S clusters
towards certain client proteins.

Another reason why we expect to discover novel Fe-S
proteins is that some proteins may be specific to photosyn-
thetic organisms because of their atypical structure organi-
zation or their involvement in specific plastidial functions.
An interesting example in this regard is SUFE3, a chimeric
protein formed by an SUFE domain fused to a quinolinate
synthase domain, NADA [18]. This enzyme, which carries a
[Fe4S,] cluster indispensable for its activity and thus crucial
for NAD biosynthesis, is the sole NADA representative of
A. thaliana. The fact that the Fe—S cluster in SUFE3 can be
reconstituted using its own SUFE domain in the presence
of NFS2Z, cysteine, and ferrous iron may render this protein
independent on the SUFBCD scaffold complex [18].

Other Fe—S protein-dependent processes likely remain
to be identified in plastids as in other subcellular compart-
ments. For instance, the affinity purification strategy used
for cyanobacterial and algal enzymes indicates that numer-
ous FDX-dependent processes await identification [132,
133]. The same is true in mitochondria where the roles and
partners of the two FDXs are unknown. On the other hand,
novel Fe—§ proteins will be undoubtedly identified in the
future thanks to the dozens of annotated sequenced genomes
now available for model plants and to the ever larger collec-
tions of available Arabidopsis mutants. The reasons why it
is not trivial to isolate them is that the sensitivity of these
metallic cofactors to oxygen may hamper the isolation of
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holoproteins and predictions of Fe—S proteins from the pro-
tein primary sequences are often impossible, because there
is no universal signature for identifying Fe—S cluster ligands.
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4. Contexte et objectifs de ma thése

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 mammiféres. Le laboratoire a
globalement pour objectif de comparer le réle des familles protéiques GRX, BOLA,
ATC, IBAS7 et NFU dans le contexte spécifique a chaque organite, que ce soit la
mitochondrie ou le chloroplaste. La machinerie chloroplastique SUF et plus
particulierement 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 a plusieurs isoformes mitochondriales. Cela suggere 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 SUFAIL,
IBA57.2 et NFU1/2/3 de la machinerie SUF, travail effectué en collaboration avec
I'équipe des docteurs Gaymard et Dubos (équipe Feros, BPMP, INRA Montpellier) qui
avait initié des analyses physiologiques sur les mutants nful, nfu2, nfu3 et sufal.
Contrairement a NFU2 et NFU3, aucune caractérisation n’avait été faite pour
I'isoforme NFU1, de méme que les études des protéines SUFA1 et IB57.2 restaient
assez préliminaires. Je me suis attelée a effectuer la caractérisation biochimique et
spectroscopique de ces protéines et a déterminer leurs partenaires a 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 a une méme famille.
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Chapitre 1 : Techniques de biologie moléculaire

Ici sont présentées les étapes permettant I'insertion d'une séquence d’intérét 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’intérét par réaction en chaine par
polymérase ou PCR

La premiere étape consiste a amplifier une séquence d’acides nucléiques a l'aide
d’'une polymérase. La réaction est permise par le mélange d’amorces spécifiques de
la séquence a amplifier, d’'une matrice contenant le géne d’intérét, 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 geénes,
dépourvues d’introns. Les amorces sont des fragments de 15 a 18 acides nucléiques,
complémentaires de la séquence a amplifier en extrémité 5’ et 3’ et qui incluent un
site de restriction servant a digérer l'insert (cf Chapitre 1 - 1.2.). La composition du
meélange PCR (polymerase chain reaction) et le programme utilisés sont détaillés
tableau 2. La polymérase utilisée (« Iproof » - Biorad) est une polymérase a haute-
fidélité, afin de limiter les risques de mutations au cours de 'amplification.

Produits Concentrations finales Températures Temps
dNTP 0,16 mM 98°C (dénaturation) 30 sec
Tampon S x 1x 98°C (dénaturation) 10 sec
Amorces 0,2 uM chacune 35x 54°C (hybridation) 30 sec

. o (2 . 30
Matrice (ADNc) 50 ng 72°C (élongation) sec/kb
Polymeérase 0,5 unités 72°C (elgngatlon 10 min

terminale)
H,O UP Qsp 50 uL

Tableau 2 : Mélange réactionnel de PCR pour ’amplification de fragments et programme associé.

Apres réaction, les produits PCR sont déposés sur gel d’agarose 1 % (m/v), en
paralléle d’'un marqueur de taille (« Gene ruler 1kb DNA ladder » - Thermo Scientific),
pour en vérifier la taille par électrophorése. Le gel est coulé avec 1’'ajout de 0,0005 %
de bromure d’éthidium, un agent intercalant de I’ADN, fluorescent aprés exposition
aux ultraviolets (UV). Aprés migration a 100 V dans une cuve contenant du tampon
TBE 1x, les fragments ADN sont révélés sur transilluminateur UV a 300 nm. Les
bandes correspondant au géne d’intérét sont découpées sur gel et purifiées a l'aide
du kit « llustra GFX PCR DNA and gel band purification » (GE Healthcare) selon les
indications du fournisseur.

2. Digestion de I’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
I'insert et 1 a 2 ug de plasmide sont digérés séparément dans des solutions de 90 uL
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 a 37°C puis

57



Matériel et méthodes

les produits de digestion sont purifiés selon les indications du fournisseur a ’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 a obtenir environ 60 ng/uL
de plasmide et 10 ng/uL d’insert.

3. Ligature de l’'insert et du plasmide

Pour un volume final de 20 puL contenant une unité de ligase « T4 DNA Ligase »
(Fermentas) et un tampon « T4 DNA ligase » 1x (Fermentas), S0 a 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 mémes enzymes. Le mélange est chauffé a 50°C pendant 1 min avant ajout
de la ligase et de son tampon de sorte a déplier les ADN pour en faciliter la ligature.
Le mélange est incubé une nuit a 4°C.

4. Sélection de plasmides recombinants dans E. coli

La souche bactérienne E. coli DH5a (F- @80lacZAM 15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl) thermo-compétentes
(50 uL) est transformée avec 7 uL de produit de ligature. Apreés 30 minutes sur glace,
un choc thermique est appliqué a 42°C pendant 35 a 45 secondes, ce qui déstabilise
la paroi. Le mélange est replacé dans la glace quelques minutes avant ’ajout de 500
uL de milieu SOC (34 mg/mL — Biobasic), un milieu riche permettant la régénération
des bactéries. Apres agitation a 150 rpm pendant 1 h a 37°C, les bactéries sont
collectées par centrifugation pendant 1 min a 13 000 rpm. Une partie du surnageant
est éliminée et le culot bactérien est remis en suspension puis étalé sur boite de Petri
contenant du LB agar (35 g/L — Sigma) et 50 ug/mL d’un antibiotique spécifique au
plasmide inséré. Les bactéries sont incubées 1 nuit a 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 possédent le plasmide ayant
intégré la séquence d’intérét. Il s’agit d’'une réaction PCR ou la matrice est constituée
de ’ADN plasmidique contenu dans la bactérie, elle-méme prélevée a ’aide d'un cure
dent trempé dans le mélange présenté tableau 3. Les amorces utilisées sont soit celles
flanquant la séquence d’intérét, soit celles du plasmide. La présence du fragment
d’intérét 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 S x 1x 95°C (dénaturation) 30 sec
Amorces 0,2 uM 35x | 54°C (hybridation) 30 sec
MgCl, 2 mM 72°C (élongation) 1 min/kb
Polymeérase 1,25 unités r2°c (elgngatlon S min
terminale)
H-,O UP Qsp 20 uL

Tableau 3 : Mélange réactionnel de PCR sur colonies et programme associé.
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6. Extraction de plasmide, digestion controle et séquencage

Les clones positifs lors de ’étape de PCR sur colonies sont placés en culture liquide
dans 5 mL de LB liquide (20 g/L — Sigma) contenant 50 pg/mL d’antibiotique pendant
une nuit a 37°C. Le plasmide recombinant est extrait des bactéries ainsi récoltées a
laide du kit «Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit» (GE Healthcare) selon les
indications du fournisseur. Il s’agit ici de réaliser un second controle par digestion
enzymatique sur 500 ng de plasmide purifié. Le mélange de digestion est réalisé dans
un volume final de 35 uL, contenant du tampon Fast Digest 1x ainsi qu’une unité de
chaque enzyme de restriction « Fast Digest » (Thermo Scientific). Aprés 60 minutes a
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’intérét sont
vérifiées par séquencage du plasmide purifié.

Chapitre 2 : Techniques de caractérisation biochimique

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

Aprés insertion dans un plasmide de la série pET ou pCDF de la séquence codant
une protéine a produire, des bactéries sont transformées avec ce méme 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’intérét, pouvant ainsi atteindre 40 a 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 a I'ampicilline, le plasmide pCDF-Duet code une cassette de
résistance a la spectinomycine, et une cassette de résistance a 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 ’expression de protéines
fusionnées a une étiquette polyhistidine (pET15b, pET26b et pET28a). Le plasmide pCDF-Duet a la
particularité de permettre la production de deux protéines dont I'une peut étre fusionnée a 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 synthése d’ARNt
reconnaissant des codons rares, et conférant une résistance a 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 ADE3 permettant la production de ’ARN
polymérase T7. Lors de linduction de ces souches avec de lisopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG), le promoteur lacUVS qui controle le géne codant ’ARN
polymérase T7 est induit, permettant elle-méme l’activation du promoteur T7 en
amont de la séquence codant pour la protéine d’intérét, et ainsi la transcription puis
traduction de cette méme 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 a 20 ng de
plasmide recombinant servent a transformer 50 uL 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 a une décharge
électrique de 2 800 V pendant 5 millisecondes, générant des micropores dans la
membrane plasmique ou le plasmide est incorporé par la bactérie. 500 uL de LB
liquide (20 g/L - Sigma) sont ajoutés a la solution bactérienne avant 30 min
d’incubation a 37°C. Enfin, 200 uL sont étalés sur boite de Petri contenant du LB
agar (35 g/L - Sigma) et les antibiotiques de sélection (50 pg/mL). Les bactéries sont
incubées 1 nuit a 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 uL de
bactéries compétentes mélangées a 50 a 70 ng de plasmide recombinant se fait par
choc thermique a 42°C pendant 35 a 45 secondes. Le mélange bactéries/plasmide
est remis quelques minutes sur glace avant ajout de 500 uL de SOC (34 mg/mL -
Biobasic) et 'ensemble est incubé 1 h a 37°C sous agitation. Enfin, les bactéries sont
culotées et 300 uL 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 a 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. Aprés 3 a 4 h d’incubation
a 37°C en agitation (150 rpm), 150 uL de solution sont conservés dans un tube
eppendorf (utilisation en 1.2.4), et la production est induite par ajout dIPTG a 100
uM. La culture est replacée a 37°C sous agitation pendant 3 h, 100 uL de culture sont
culottés par centrifugation pendant 1 min a 13 400 rpm et le culot est remis en
suspension dans 10 uL de tampon de dénaturation Laemmli (Tris-HCl 250 mM pH
6,8, SDS 4 %, bleu de bromophénol 0,008 %, B-mercaptoéthanol 10 %). Le mélange
est chauffé 10 min a 95°C et déposé sur gel de polyacrylamide dénaturant et
réducteur pour électrophoréese.

1.2.2. Détection de protéines par électrophorése
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 polymere, 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 polymeére.

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-HCI1 1,5 M pH 8.85 1,875 mL -
Tris-HCI 0,5 M pH 6.8 - 0,5 mL

H-O distillée 2,68 mL 1,18 mL

Meélange acrylamide-
1 mL L
bisacrylamide (29 :1) 40 % 2,81 m 266 1
SDS 20 % 37,5 uL 10 uL
Persulfate d’ammonium 10% 45 uL 18 uL
Tétraméthyléthylénediamine

(TEMED) 11 uL 3,2 uL

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

La migration s’effectue en présence de tampon de migration (Tris-HCI 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 paralléle
d’'un marqueur de masse moléculaire (« Precision plus unstained » - Biorad) puis la
migration s’effectue a 180 V. Aprés 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 a l'aide d’une solution d’acide acétique a 7,5 % et d’¢thanol a 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 a 95°C puis séparés par
migration a 160 V sur gel de polyacrylamide a 15 % dénaturant et réducteur. Pour
étre 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 a 110 V dans une cuve d’¢lectrophorése contenant du tampon de transfert. Le
champ électrique permet le transfert des protéines depuis le gel vers la membrane de
nitrocellulose mais entraine une augmentation de la température du systéme qui est
donc refroidit en permanence. Aprés 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, KCI 2,7 mM, Na,HPO4 10 mM, KH>PO4 1,8 mM. Les tubes sont agités pendant
45 min a température ambiante avant ’ajout de 5 uL de tween 20 (0,05%) et de sérum
de lapin dilué au 1/1 000¢, contenant les anticorps primaires dirigés spécifiquement
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contre la protéine d’intérét. Aprés 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 a 0,05 %). A cette étape la membrane est incubée 30 min
avec des anticorps secondaires dilués au 1/5 000¢ dans 5 mL de solution de blocage,
S5 mL de tampon PBS, 5 uL de tween 20 (0,05 %) et 5 uL de SDS 20 % (0,01 %). Les
anticorps secondaires sont couplés a un fluorochrome détectable par imagerie
infrarouge. La révélation des protéines se fait a I'aide du scanner Odyssey (Li-Cor)
aprés 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 uL de bactéries non induites servent a
inoculer 200 mL de LB liquide (20 g/L) contenant des antibiotiques de sélection. Les
bactéries se développent pendant 1 nuit a 37°C sous agitation (150 rpm) puis le
volume de culture est augmenté a 3,2 L. Apreés 3 a 4 h d’incubation a 37°C sous
agitation (150 rpm), deux protocoles sont envisageables pour la production de
protéines.

Le premier, est un protocole de production a 37°C sous agitation (150 rpm)
pendant 4 h apres induction par ajout d’IPTG a 100 uM. Les bactéries sont collectées
al’aide d’'une étape de centrifugation de 20 min a 5 000 rpm et remises en suspension
dans un tampon de purification. Les bactéries sont conservées a -20°C en attendant
I’étape de purification.

Le second protocole consiste en la production de protéines a basse température
pour améliorer leur solubilité. Les protéines chaperons d’E. coli sont induites par 2 h
d’incubation a 4°C en présence de 0,5 % d’é¢thanol et la production des protéines
recombinantes est initiée par 'ajout dTPTG a 100 uM. Les bactéries sont incubées 16
h sous agitation (150 rpm) a 20°C puis elles sont collectées et conservées a -20°C.

1.3. Purification de protéines recombinantes

La premiére étape de purification consiste a lyser les bactéries par sonication 2 a
3 fois 1 min a 15 % d’amplitude (sonde de 1 cm de diameétre — Branson) pour libérer
les protéines a ’extérieur des cellules. Les débris cellulaires et les protéines insolubles
sont séparés des protéines solubles par centrifugation a 4°C, 30 min a 20 000 rpm.
Les protéines recombinantes étant a priori solubles, elles se trouveraient dans le
surnageant apres 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 a 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'¢tiquette hexa-histidine (6-his) liée a
l'extrémité N-terminale ou C-terminale de la protéine d’intérét. Les chaines
polyhistidines interagissent fortement avec des ions nickel chélatés sur matrice
hydrophile, permettant la fixation des protéines étiquetées sur colonne d’affinité
meétallique, 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

65



Matériel et méthodes

en récupérant ce qui passe a travers. L’imidazole permettant de décrocher les
protéines étiquetées par compétition pour l'ion métallique, la colonne est lavée avec
100 a 150 mL de Tris-HC1 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, imidazole 20 mM de sorte a
éliminer des protéines non retenues ou fixées de facon aspécifique et la protéine
d’intérét est éluée dans du Tris-HCI 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, imidazole 250 mM.
Les fractions contenant la protéine d’intérét sont déterminées par mesure
d’absorbance a 280 nm. Elles sont ensuite regroupées, concentrées par ultrafiltration
sous pression d’azote (cellule Amicon avec membrane YM 10 — Millipore), et I'imidazole
est éliminé par dialyse contre un tampon Tris-HC]1 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM. La
concentration en protéine est déterminée aprés mesure de 1’absorbance a 280 nm,
par la loi de Beer-Lambert (Absorbance = e.l.c avec « € » le coefficient d’extinction
molaire théorique en mol-!.L.cm! déterminé d’aprés la séquence primaire de la
protéine, « 1 » la longueur de la cuve en cm et « ¢ » la concentration de la protéine en
mol.L-1), et la pureté de I’échantillon est analysée par dépot de 10 ug 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’intérét des protéines solubles totales d’E. coli en plusieurs €tapes via son degré
d’hydratation ou son hydrophobicité, sa masse moléculaire, et son point
isoélectrique, c’est-a-dire sa charge ionique a un pH donné.

1.3.2.1. Précipitation différentielle au sulfate d’ammonium

Apres sonication, la fraction soluble est précipitée a 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
a 40 % est atteint par dissolution de sulfate d’ammonium a 226 mg/mL dans la
fraction soluble. Cet extrait est ensuite centrifugé a 18 000 rpm pendant 20 min a
4°C, et le surnageant est amené a 80 % de saturation en sulfate d’ammonium (soit
516 mg/mL final) et a nouveau centrifugé pendant 20 min a 4°C a 18 000 rpm.
Chaque culot est repris dans 6 mL de tampon Tris-HCI 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM
et la présence de la protéine d’intérét 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’intérét est utilisée lors d’'une deuxiéme étape
de purification appelée chromatographie d’exclusion de taille. Pour cela on utilise une
résine constituée de billes poreuses a 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 a 20 kDa
et de 130 a 10 kDa respectivement. Avant dépot 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 ’'absorbance a 280 nm des fractions collectées et
les fractions d’intérét sont analysées par électrophorése sur gel de polyacrylamide
dénaturant et réducteur. Les fractions sont ensuite regroupées puis concentrées dans
2 a 5 mL par ultrafiltration sous pression d’azote (cellule Amicon avec membrane
YM10 - Millipore) et dialysées plusieurs fois dans du tampon Tris-HCI 30 mM pH 8.0
pour diminuer la concentration en NaCl de ’échantillon en vue de I’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 a pH 8.0. La
résine est équilibrée en tampon Tris-HCI 30 mM pH 8.0 avant dépot de I’échantillon.
Lors du passage sur colonne, les protéines chargées négativement a 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 4 0,4 M préparé dans 30 mM de Tris-HCI 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
méme facon qu’aprés chromatographie d’exclusion de taille. Aprés cette étape, si la
protéine est jugée suffisamment pure, elle est concentrée jusqua 1 ou 2 mL par
ultrafiltration sous pression d’azote, puis stockée a -20°C par aliquots de
concentration connue avec ou sans glycérol selon sa stabilité face a des cycles de
congélation-décongélation.

1.3.2.4. Séparation par chromatographie d’interaction hydrophobe sur gel

Lorsque la pureté dune protéine est insuffisante aprés 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)
a l'extrémité d’une chaine carbonée. L’ajout de 1 M de sulfate d’ammonium permet le
dépliement des protéines et donc 'exposition de régions hydrophobes qui établissent
des liaisons avec la matrice. Avant dépot de ’échantillon, la colonne est équilibrée en
Tris-HC1 30 mM pH 8.0, sulfate d’ammonium 1 M. Les protéines sont éluées par
fractionnement avec un gradient décroissant de 1 a O M de sulfate d’ammonium dans
du tampon Tris-HCI 30 mM pH 8.0. La diminution de la concentration en sulfate
d’ammonium entraine le repliement des protéines en fonction de leur hydrophobicité
et donc leur élution. Les fractions d’intérét sont analysées de la méme facon que
précédemment.

2. Analyse de protéines a centre Fe-S

La plupart des protéines utilisées au cours de ma thése sont connues pour lier un
centre Fe-S. Ainsi, apres purification leur capacité a 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 étre apporté directement (Li2S)
ou par action enzymatique d’une cystéine désulfurase en présence de L-cystéine. Au
début de ma thése 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 posséde 2 fonctions
thiol, représente un ligand supplémentaire lors de la réaction (Gao et al., 2018). Au
cours de ma thése, j’ai donc modifié le protocole de reconstitution in vitro, passant de
celui présenté en 2.1.1. a 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 « boite a
gants » (Jacomex) ou la saturation de l'air en oxygeéne est inférieure a 2 ppm. Dans
un premier temps, 50 uM d’apoprotéine est réduite pendant 1 h en présence de 2,5
mM de DTT dans un volume de 500 uL. 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 uM de Fe-citrate (Felll), soit un excés de 4,5 fois
par rapport a la protéine. Le mélange est homogénéisé par inversion et 225 uM de
soufre sous forme de LisS est ajouté aprés 5 min (quand la solution prend une couleur
rose). La réaction de reconstitution dure 1 h a température ambiante et peut étre
suivie par mesure du spectre d’absorption UV-visible de la protéine a intervalles de
temps réguliers. L’excédent de réactif est éliminé par dessalage sur colonne G-25,
équilibrée dans du tampon Tris-HC1 30 mM pH 8.0, puis la protéine est concentrée
par ultrafiltration en centricon (Millipore). Le spectre d’absorption UV-visible de
I’holoprotéine est ensuite mesuré entre 260 et 630 nm.

I1 convient de préciser qu'un protocole alternatif permet d’apporter le soufre par
réaction enzymatique et donc de maniére plus progressive. Dans ce cas, ’exceés de
Fe-citrate est de 20 fois par rapport a la concentration en protéine, soit 1 mM, et le
Li>S est remplacé par 1 mM de L-cystéine et une quantité catalytique de cystéine
désulfurase d’E. coli (EclscS) soit 5 uM. La réaction est suivie par spectrophotométrie
pendant 1 a 2 h et est interrompue de la méme facon que précédemment.

2.1.2. Reconstitution en absence d’agent réducteur

Ici, I'apoprotéine est pré-réduite en présence de TCEP et d’EDTA, un chélateur de
métaux, de sorte a obtenir une protéine réduite sous apoforme. Dans un volume final
de 500 pL, sont incubés 50 uM 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 pL en présence de Tris-HCI 37,5 mM pH 8.0, NaCl 37,5 mM,
Sel de Mohr (Fell) 1 mM, L-cystéine 1 mM et de la cystéine désulfurase IscS d’E. coli
a 5 uM. Le meélange réactionnel est ensuite dessalé sur G-25 et 'holoprotéine est
concentrée par ultrafiltration en centricon.
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2.2. Caractérisation d’holoprotéines aprés reconstitution

Apres 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 I'’¢tude de son état d’oligomérisation sous
holoforme.

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

L’état doligomérisation dune protéine est déterminé par chromatographie
d’exclusion de taille, ou filtration sur gel. Le systéme utilisé est couplé a la technologie
« Akta purifier » (GE Healthcare) qui automatise le processus et permet de lire
I’'absorbance de I’échantillon en sortie de colonne a 3 longueurs d’ondes différentes.
Les analyses se font a partir de 100 pg 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’é¢liminer un contaminant ou de changer de tampon, et les seconds servent a
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’é¢tend de 600 000 Da a 10 000 Da et de 70 000 Da a 3 000 Da
respectivement. Pour chaque colonne, une courbe de calibration est réalisée a 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 [3-
amylase (MM = 200 000 Da), '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 ’absorbance
a 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 'absorbance a 562 nm est proportionnelle a 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, dun
complexe tris[bathophénanthroline|-Fe(ll). Pour ce dosage, une gamme étalon allant
de 0 a 20 nmoles de Fe2+ est réalisée a I’aide d’une solution de sel de Mohr a 500 uM
(formule (NH4)2Fe(SO4)2.6H20) dans un volume de 130 uL ajusté avec de I'H20. Les
échantillons protéiques sont dilués dans le méme volume avec de 1’eau. La solution
est précipitée par ajout de 90 uL d’acide perchlorique a 70 % (v/v) puis agitée au
vortex. Les échantillons de la gamme sont incubés 15 min a température ambiante,
tandis que les échantillons a doser sont incubés 10 min a température ambiante
avant de culotter les protéines précipitées par centrifugation 10 min a 13 400 rpm.
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Le protocole est ensuite strictement identique pour les 2 types d’é¢chantillons dont
180 uL sont mélangés avec 144 uL de bathophénanthroline disulfate, un chélateur
de fer, a 1,7 mg/mL. Le fer ferrique Fe3* en solution est réduit en fer ferreux Fe2+ par
ajout de 72 uL d’ascorbate de sodium a 38 mg/mL. La formation du complexe est
catalysée par addition de 152 yuL d’acétate d’ammonium a 477 mg/mL. Le mélange
est homogénéisé au vortex puis incubé 30 min a 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 étre libéré sous forme d’H.S aprés
précipitation acide. La réaction en milieu acide d'une molécule de N,N-diméthyl-p-
phénylénediamine (DMPD, formule : (CH3)2NCe¢H4sNH>) avec HaS permet la formation
de bleu de meéthyléne, qui absorbe a 670 nm et permet donc la quantification
colorimétrique du soufre libéré. La gamme étalon de O a 20 nmoles de soufre est
réalisée avec une solution de LixS a 200 uM diluée dans un volume de 100 uL. Le
milieu est acidifié par l'ajout de 300 uL d’acétate de zinc a 10 mg/mL, suivi
immeédiatement par ’ajout de 15 pL de soude NaOH 3 M pour éviter la perte de soufre
liée a la formation d’'H>S. Le meélange est agité et incubé entre 5 et 10 min a
température ambiante. 50 uL. de DMPD a 20 mM dans 7,2 M d’HCI, et 50 uL de
chlorure de fer (FeCls) a 30 mM dans 1,2 M d’HCI, sont ajoutés 'un a la suite de
lautre puis le mélange est agité vigoureusement et incubé 30 min a température
ambiante. Les tubes sont centrifugés 5 min a 13 400 rpm avant lecture de
I’'absorbance du surnageant a 670 nm. Pour les échantillons protéiques, la derniére
incubation dure 3 h a 4°C avant centrifugation et lecture d’absorbance a 670 nm.

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

Pour les réactions de transfert de centre Fe-S in vitro 'une des deux protéines
posséde une étiquette polyhistidine a son extrémité N- ou C-terminale et 'autre non,
de sorte a 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 exces 20
x TCEP et 50 x EDTA puis dessalée sur G-25 équilibrée en Tris-HC1 30 mM pH 8.0.
Le spectre d’absorption UV-visible de chaque protéine est enregistré, et ’holoprotéine
est ajoutée a l'apoprotéine dans un volume final inférieur a 1 mL. Aprés 1 h
d’incubation, les protéines sont séparées sur résine IMAC (Qiagen) équilibrée en Tris-
HC1 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, imidazole 20 mM. La colonne est lavée avec 6
volumes de Tris-HC1 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, imidazole 20 mM, puis la protéine
étiquetée est éluée avec 6 volumes de tampon Tris-HCI 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM,
imidazole 250 mM. Les fractions sont ensuite regroupées et concentrées par
ultrafiltration en centricon jusqu’a S00 uL 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 a 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 ug de protéines sont déposés sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes et réductrices pour valider la séparation apres IMAC.

70



Matériel et méthodes

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 a ’ADN et le domaine d’activation de la transcription sont
exprimés séparément, chacun en fusion a une protéine d’intérét. Si deux protéines
interagissent en levure, et si leur conformation le permet, le facteur de transcription
Gal4 est reconstitué et entraine I’expression d’un gene 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).
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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 I'expression d*une protéine
fusionnée a 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 géne HIS3 qui confére aux levures la capacité de croitre sur milieu His-. A
I'inverse, en absence d’interaction, le facteur de transcription n’est pas reconstitué et les levures sont
incapables de se développer sur milieu His-.

Sélection sur milieu
Leu-, Trp-, His-

1.1. Co-transformation de levures

Dans un premier temps, les cellules CY306 (MATa, 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)-TATAcyci1-LacZ, 253 trx1::KanMX4, trx2::KanMX4;
Vignols et al., 2005) sont cultivées a 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). Aprés 5 jours de croissance a 30°C, les levures sont
cultivées une nuit a 30°C sous agitation (190 rpm) dans 40 mL de milieu liquide YNB
a 0,7 % contenant 2 % de glucose ainsi que les acides aminés et bases nécessaires.
Lorsque la culture atteint une densité optique a 600 nm (DOeoo) de 1, les levures sont
collectées par centrifugation pendant 5 min a 2 000 rpm, puis lavées dans 10 mL
d’eau stérile et centrifugées 5 min a 2 000 rpm. Le surnageant est éliminé et les
levures sont lavées avec 10 mL d’acétate de lithium (LiAc) a 100 mM pH 7,5 puis
culottées par centrifugation 5 min a 2 000 rpm. Le surnageant est éliminé et les
cellules sont reprises dans 1,9 mL de LiAc 100 mM pH 7.5 pour étre transformées.
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1858 MATCHMAKER S AD LD-Insert Screening Amplimer - GAl

Acides aminés | Concentration de la solution meére | 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 mére | 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 uL
de levures et 300 uL de solution de transformation composée de PEG-4 000 40 %,
Tris-HC1 100 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, et LiAc 100 mM pH 7.5. Le mélange est
homogénéisé délicatement et incubé 30 min a 30°C sous agitation (190 rpm). Les
levures sont transformées par un choc thermique de 20 min a 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 a 13 400 rpm et le culot est remis
en suspension dans 120 uL 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
meéthionine).
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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 a 'ampicilline sert a sa sélection en bactéries alors que les levures
transformées sont détectées sur milieu dépourvu de leucine. Le plasmide pGBKT7 permet quant a lui
de produire une protéine fusionnée au domaine de liaison a ’ADN du facteur de transcription Gal4, une
cassette de résistance a la kanamycine permet sa sélection en bactéries alors que 'auxotrophie pour le
tryptophane sert a détecter les levures transformées.
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1.2. Détection des interactions protéine-protéine par croissance sur
milieu sélectif

Apres 5 jours de culture a 30°C, 2 transformants sont mis en culture a ’aide d'un
cure-dents dans 600 uL de YNB contenant 2 % de glucose et les acides aminés et
bases nécessaires (histidine, uracile, lysine, adénine et méthionine). Ces cultures
sont incubées a 30°C sous agitation (190 rpm) pendant une nuit. La DOsoo de chaque
culture est mesurée apreés dilution 10 fois dans du YNB liquide pour en ajuster la
valeur a 0,05 avant la phase de dépot sur milieu sélectif. Les levures sont déposées
par gouttes de 7 uL 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 dépots sont ainsi faits sur S boites ; une servant de
controle de dépot et de croissance et contenant de ’histidine, la seconde ne contenant
que les 4 acides aminés et bases mentionnés ci-dessus mais pas d’histidine et les 3
dernieres boites contenant respectivement 2, 5 et 10 mM de 3-aminotriazole (3-AT),
un inhibiteur compétitif d'un des produits du géne HIS3. Les boites sont
photographiées aprés 5 jours d’incubation a 30°C a l'aide du systéme « 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 ou elle se
base sur l'expression dune 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 a 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 a 527 nm par microscopie confocale
aprés une excitation a 514 nm (figure 17).

N ’k(, Fluorescence
@i‘
A
pre]
pUC-SPYNE

Interaction

Pas d’interaction

AN

Pas de signal

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
lexpression d'une protéine fusionnée a une demie YFP. Si les protéines fusionnées a chaque “2-YFP
interagissent ensembles, le chromophore est reconstitué et permet I’émission d'une fluorescence a 527
nm aprés excitation a 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), ’ADN plasmidique est extrait a partir de 100
mL de culture bactérienne grace au kit « Plasmid Plus Midi kit » (Qiagen) selon les
instructions du fournisseur et les concentrations sont estimées a l'aide du
spectrophotomeétre « Nanodrop 1 000 » (Thermo Scientific).

e

pUC-SPYCE

4140 bp

pUC-SPYNE
4356 bp

CaMV 355 promey, - )

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

2.2. Préparation et transformation du matériel végétal

2.2.1. Préparation de protoplastes d’Arabidopsis thaliana

Les protoplastes sont préparés a partir de plants d’A. thaliana agés de 3 semaines
cultivés en jours courts, dont les feuilles sont découpées en fines lamelles au scalpel
et déposées dans une boite 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 a 55°C
pendant 10 min et la solution est refroidie avant ajout de CaCl, 10 mM et BSA 0,1
%. Toutes les solutions sont filtrées avant utilisation (0,45 um). Aprés une étape
d’infiltration sous vide de 30 min, les protoplastes sont obtenus par digestion
enzymatique de la paroi végétale a I'obscurité pendant 3 h a température ambiante
(~22°C). La solution est filtrée au-dessus d’'un tube de 50 mL et la boite de Petri est
rincée avec 4 mL de solution de lavage, composée de NaCl 154 mM, CaCl, 125 mM,
KCIl 5 mM, MES 2 mM, glucose 5 mM, filtrée dans le méme tube de sorte a récupérer
les protoplastes. La solution obtenue est délicatement homogénéisée puis centrifugée
S min a 900 rpm (accélération et décélération douces). Le surnageant est éliminé a la
pipette et les protoplastes sont délicatement remis en suspension dans 10 mL de
solution de lavage. Aprés 1 min 30 de centrifugation a 900 rpm, le surnageant est
remplacé par 2 mL de solution de lavage et la concentration en protoplastes est
déterminée au microscope a l’aide d’une cellule de Neubauer. La solution est a
nouveau centrifugée 5 min a 900 rpm, le surnageant est éliminé et les protoplastes
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sont remis délicatement en suspension a une concentration de 500 000
protoplastes/mL dans une solution de reprise contenant du mannitol 400 mM, MgCl,
15 mM et MES 4 mM.

2.2.2. Transformation de protoplastes

Dans des tubes de 2 mL, 10 ug de chaque plasmide (pUC SPYNE et pUC SPYCE)
sont meélangés avec 100 pL de protoplastes, soit 50 000 protoplastes. La
transformation se fait par ajout de 110 puL de solution composée de PEG-4 000 40 %,
mannitol 200 mM et CaCl, 100 mM. Aprés S 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 a 900 rpm pendant 5 min, les protoplastes sont
délicatement remis en suspension dans 100 uL de solution de reprise (voir plus haut)
et transférés dans des puits contenant 900 uL de solution d’incubation composée de
mannitol 500 mM, MES 4 mM et KCl 20 mM. Aprées 16 a 20 h d’incubation a 22°C a
l'obscurité, les protoplastes sont centrifugés 5 min a 900 rpm et la quasi-totalité du
surnageant est éliminée avant observation au microscope confocal a fluorescence.
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Chapitre 1 : Redondance fonctionnelle des protéines NFU au sein
du chloroplaste

1. Caractérisation biochimique de NFUl 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 I’'ajustement
des protocoles de reconstitution utilisés, passant ainsi de reconstitutions chimiques
et/ou enzymatiques en présence de DTT a un protocole de reconstitution
enzymatique en absence de DTT. La suppression de ’'agent réducteur dans le mélange
de reconstitution a permis de modifier I’état d’oligomérisation d’holoNFU1 qui était
sous forme agrégée aprées reconstitution en présence de DTT alors que la protéine est
éluée sous forme de dimeére lors de l'étape de filtration sur gel apres reconstitution
enzymatique en absence de DTT. Sur ce dimeére, 1,54 + 0,29 atomes de fer et 1,68 +
0,11 atomes de soufre ont été mesurés par monomere de NFU1, indiquant que la
protéine fixe un centre [4Fe-4S] au sein d'un homodimeére. Le deuxiéme axe était de
déterminer les partenaires de NFU1 par double hybride en levure. Une collaboration
avec IINRA de Montpellier a permis de compléter cette approche par des études
d’interactomique et de BiFC. D’apres 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 a centre [4Fe-4S| ainsi qu’avec GLU2, une glutamate synthase a
centre [3Fe-4S]. Enfin, des expériences de transfert de centre Fe-S in vitro ont
confirmé la capacité de NFU1 a céder un centre [4Fe-4S] aux protéines ISPG et THIC.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans l’article suivant, actuellement en
révision a The Journal of Biological Chemistry.
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The plastidial Arabidopsis thaliana NFU1 binds and delivers [4Fe-4S] clusters to specific
client proteins
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ABSTRACT two-hybrid assays. Interactions with two
proteins involved in isoprenoid and thiamine
Proteins incorporating iron-sulfur (Fe-S) biosynthesis, respectively 1-hydroxy-2-methyl-
cofactors are requited for a plethora of 2-(E)-butenyl 4-diphosphate synthase (ISPG)
metabolic processes. Their maturation depends and 4-amino-5-hydroxymethyl-2-
on three Fe-S cluster assembly machineries in methylpyrimidine phosphate synthase (THIC),
plants, located in the cytosol, mitochondria and were further confirmed by bimolecular
chloroplasts. After de movo formation on fluorescence complementation and in vifro Fe-
scaffold proteins, Fe-S clusters are loaded onto S cluster transfer experiments. The additional
client proteins by use of transfer proteins. interaction detected with the scaffold protein
Among plastidial representatives of this latter SUFD allowed building a model in which
category, NFU2 and NFU3 are required for the NFU1 receives its Fe-S cluster from the
maturation of the [4Fe-48] clusters found in SUFBC:D scaffold complex and serves for the
photosystem I subunits, acting upstream of maturation of specific [4Fe-48] client proteins.
HCF101. NFU2 is additionally required for the
maturation of the [2Fe-2S] dihydroxyacid Iron and sulfur are essential
dehydratase, important for branched-chain elements for all organisms, in particular as
amino acid synthesis. Here, we repoit that building blocks of iron-sulfur (Fe-S)
I‘ecombinantz-'lrabidopsis thaliana NFU1 is able p]_‘o‘teinc; 'that are thel'nselves essen_ti_al for

to assemble a [4Fe-4S] cluster per homodimer.
We also provide insights into the specificity of

NFU1 for the maturation of chloroplastic Fe-S s : : i
proteing by performing co-fmmunoprecipitation and respiration, being present in the electron

experiments and assaying the physical 1:1‘gnsfer ch%_uns found in chl‘oroplasts and
interaction of NFU1l with many [4Fe-4S]- mitochondria, but also for sulfur and

containing plastidial proteins using binary yeast nitrogen assimilation, or chlorophyll and

several key molecular processes. In plants,
Fe-S proteins participate to photosynthesis
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vitamin metabolisms to cite a few examples
(Balk and Schaedler, 2014, Przybyla-
Toscano et al., 2018). The most represented
Fe-S cluster forms are the [2Fe-28] and
[4Fe-48] clusters with some proteins such
as the glutamate synthase (GOGAT)
incorporating [3Fe-4S] clusters (Couturier
et al., 2013; Przybyla-Toscano et al., 2018).
The maturation of Fe-S proteins is not a
spontancous process and relies on dedicated
machineries that exist in all kingdoms
although with some variations in the type
and number of machineries present and in
the molecular actors implicated (Lill, 2009).
In plants, three machineries exist: the iron-
sulfin cluster (ISC) machinery is found in
mitochondria; the cytosolic iron-sulfur
protein assembly (CIA) machinery provides
Fe-S clusters for the matwation of both
cytosolic and muclear Fe-S proteins and 1s
dependent on the ISC machinery, and the
sulfur mobilization (SUF) machinery works
independently and is involved in the
maturation of plastidial proteins (Couturier
et al,, 2013; Lill, 2009). Regardless the
machinery, the Fe-S cluster biogenesis can
be divided into several steps. In early steps,
an Fe-S cluster is built de novo on so-called
scaffold  proteins,  necessitating a
multiprotein assembly complex for the
mobilisation, reduction and assembly of
iron and sulfur atoms. The preformed Fe-S
cluster will be conveyed to a set of transfer
proteins, eventually with the help of
chaperones. After possible conversion and
exchange among these Fe-S cluster transfer
proteins potentially associated to their
accessory factors, the Fe-S cluster is
delivered to final targets (Lill, 2009).

In the current model of the
mitochondrial ISC machinery, a [2Fe-285]
cluster is assembled on ISU/ISCU scaffold
proteins prior to its ftransfer to a
glutaredoxin (GRX) referred to as Gix5 in
yeast. Whereas these steps should be
sufficient for the maturation of [2Fe-285]
proteins (Braymer and Lill, 2017), the
maturation of [4Fe-48] proteins also
requires a conversion from two [2Fe-2S]
clusters to a [4Fe-4S] cluster by reductive
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coupling, probably occurring in the course
of the interaction between GRXS5 and
ISCA1/2 heterodimer (Brancaccio et al.,
2014). The BOLA1 and IBAS57 maturation
factors may be involved at this step. Further
late acting Fe-S cluster transfer proteins,
NFU1, INDI/INDH (when present) and
BOLA3, participate to the maturation of
some [4Fe-4S] proteins but not all (Bych et
al., 2008; Melber et al., 2016; Sheftel et al.,
2012).

In the cuwrent model of the
chloroplastic SUF machinery, the cysteine
desulfurase NFS2, assisted by SUFE
proteins, provides the required sulfur atoms
for the de novo synthesis of an Fe-S cluster
onto the SUFBC:D scaffold complex.
However, how the system is supplied with
iron atoms and electrons is less clear.
Accordingly, all these genes are essential as
confirmed by the embryo-lethality of the
cortesponding Arabidopsis thaliana 10ss-
of-function mutants (Hjorth et al., 2005; Hu
etal., 2017, Murthy et al., 2007; Nagane et
al., 2010; Van Hoewyk et al., 2007, Xu and
Moller, 2006, 2004). Then, only scarce
information are available in the following
stages albeit proteins belonging to the same
family as the mitochondrial counterparts are
present ie., GRXSI14/16, BOLAIl/M,
IBAS7.2, SUFAL, NFU1/2/3 and HCF101
(Abdel-Ghany et al., 2005; Couturier et al.,
2013; Léon et al., 2003; Przybyla-T oscano
et al., 2018; Waller et al., 2012). A first
relevant functional information is that,
except IBA57.2, each gene/protein
complements the comesponding veast
mutants (Bandyopadhyay et al., 2008a;
Uzarska et al., 2018). The physiological
analysis of hef101, nfir2 and nfie3 knock-
down or knock-out mutants, which exhibit
dwarf phenotypes, pointed to their
involvement in the maturation of the [4Fe-
48] clusters found in photosystem 1 (PSI),
with NFU2 and NFU3 acting directly
upstream of HCF101 (Nath et al., 2016,
Touraine et al., 2019, 2004; Yabe et al.,
2004). HCF101 1s also requred for the
maturation of the [4Fe-45] cluster in the
ferredoxin-thioredoxin reductase (FTR)
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(Lezhneva et al., 2004; Stéckel and
Oelmiller, 2004). In accordance with its
capacity to bind both [2Fe-28] and [4Fe-485]
clusters, NFU2 1is required for the
maturation of the [2Fe-2 S] cluster present in
the dihydroxyacid dehydratase (DHAD), an
enzyme implicated in the synthesis of
branched-chain amino acids (Gao et al.,
2018, 2013; Touraine et al., 2019). A valid
biochemical characterization of NFU3 was
hampered so far by the impossibility to
express sufficient amounts of soluble, non-
aggregated recombinant protein for a proper
spectroscopic characterization, but it was
suggested to bind both [3Fe-48] and [4Fe-
48] clusters (Nath et al., 2016). On the other
hand, no firm conclusion has been gaimned
from the study of individual grxSi4, grxSI6
and sufal Arabidopsis mutants except that
these proteins are dispensable, at least in the
growth conditions tested (Abdel-Ghany et
al., 2005; Rey et al., 2017, Touraine et al.,
2019; Yabe and Nakai, 2006).

Unlike nfii2 and mfi3 mutants, an
Arabidopsis »fi] mutant has no phenotype
when grown under standard conditions
(Touraine et al., 2019). This result suggests
that NFU1 has either an accessory or very
specific function or a functional redundancy
with other Fe-S transfer protein(s),
rendering difficult the determination of its
role in planta. Hence, to tackle the role of
NFUI  in  Arabidopsis, we have
characterized the  biochemical and
spectroscopic properties of the recombinant
protein, before identifying its plastidial
partner proteins using co-
immunoprecipitation (co-IP) experiments
and a binary yeast-two hybrid (Y2H) screen
with other SUF components and many
candidate [4Fe-4S]-containing proteins.
The in planta interaction was validated for
a few proteins using bimolecular
fluorescence  complementation  (BiFC)
assays before assessing the capacity of
NFUI to transfer its Fe-S cluster to two
selected client proteins, the 1-hydroxy-2-
methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate
synthase (ISPG/GepE/HDS) and the 4-
amino-2-methyl-5-

82

hydroxymethylpyrimidine phosphate
synthase (THIC). The identification of these
NFU1 partners allowed us to position NFU1
in the nebula of SUF components and Fe-S
client proteins.

RESULTS

AtNFUI binds a [4Fe-4S] cluster info a
homodimer

The plastidial NFU1/2/3 isoforms
have two NFU domains repeated in tandem
but only the N-terminal domain possesses
the conserved CXXC motif participating in
Fe-8 cluster ligation. They are all able to
restore the growth defect of the yeast mutant
for the mitochondrial Nful isoform
(Uzarska et al., 2018). This suggested that
they share some common properties such as
the capacity to bind a [4Fe-48] cluster but
this has not yet been explored for any plant
NFU1 isoforms. Moreover, it is important
to assess whether NFUI can bind other
types of Fe-S clusters as observed for
Arabidopsis thaliana NFU2 (Gao et al.,
2013).

The mature form of Arabidopsis
NFU 1 was expressed in Escherichia coli as
an untagged recombinant protein. Unlike
NFU2 that can be partially isolated under
holoform (Gao et al., 2013; Yabe et al.,
2004), no color typical of the presence of an
Fe-8 cluster was visible in the lysed cell
extract and the purified NFU1 appeared
devoid ofits cofactor in accordance with the
UV-visible absorption spectrum showing a
single absorption peak at 280 nm (Fig. 1A).
To evaluate the ability of NFUI1 to bind an
Fe-8 cluster, in vitro enzymatic Fe-S cluster
reconstitution experiments were performed
in anacrobic conditions in the presence of
the E. coli cysteine desulfurase (EclscS).
The UV-visible absorption spectrum of the
reconstituted NFU1 exhibited a shoulder at
410 nim and a progressive increase of the
absorbance from 360 nm to the peak at 280
nm (Fig. 1A). This spectrum is very siiilar
to the one obtained for the reconstituted
[4Fe-48] cluster-bound form of NFU2 (Gao
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etal., 2013). The quantification of both iron
and labile sulfur atoms bound to the protein
showed that the sample contained 1.54 iron
+ 0.29 and 1.68 sulfur = 0.11 per NFU1
monomer. Moreover, analytical gel
filtration experiments have been performed
using both apo- and holo-NFU1 (Fig. 1B).
Both forms separated in a single peak
corresponding to an estimated molecular
mass of 30 kDa for apo-NFU1 and 25 kDa
for holo-NFU1, respectively (Fig. 1B).
From the theoretical molecular mass of a
mature NFU1 (17 kDa), we concluded that
both protein forms exist as homodimers.
Altogether, these results indicated that the
Fe-8S cluster is not required for dimerization
and that the reconstituted samples contained
= 80% of [4Fe-48] cluster-loaded NFU1
based on the analytical data.

AINFUI physically interacts with SUFD,
SUFAL and various [4Fe-4S]-containing
proteins

So far, there is no known NFUI
partners in plants and only negative results
have been obtained using binary Y2H,
either with the SUF component HCF101 or
with two putative targets, APS reductase 1
(APRI1) and the PSI subunit (PsaC) (Gao et
al., 2013; Touraine et al., 2019). As a first
approach to determine what are the SUF
partners and client Fe-S proteins of NFU1,
co-IP  experiments using anti-GFP
antibodies have been achieved from 2
week-old transgenic lines expressing either
a NFUL-GFP fusion (ProNFUI.:gNFU]I-
GFP construct) or a GFP alone fused
downstream of the chloroplastic targeting
peptide (CTP) of the NFU3 protein
(Pra33S::CTPnpys-GFP construct) for a
specific targeting of GFP into the stroma of
chloroplasts. After verifying that both
constructs allow the specific expression of
both fusion proteins in chloroplasts (Fig.
S1), four replicates have been performed
using distinct transgenic lines. The table 1
lists the 49 proteins present in at least 3
replicates originating from the co-IP
performed with the NFU1-GFP expressing
lines and absent in the 4 replicates
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performed with the control lines. It also
comprises 5 additional proteins (labelled
with a star) representing Fe-S proteins or
subunits associated to Fe-S proteins found
using a slightly less stringent cut-off, ie,
also present in at least 3 replicates but found
in one replicate of control experiments.
Using the latter filter, a total of 89 additional
proteins were retrieved (Table S1). Among
these 138 proteins, we identified 6 known
Fe-8 proteins. HCF101 and GRXSI16 are
SUF components. Recovering HCF101 was
surprising, because no interaction was
previously detected by Y2H and BiFC
(Touwraine et al., 2019). It may be that it has
been pulled down as part of a complex
formed with other Fe-S proteins.
Concerning GRXSI16, the question of a
direct physical interaction remains asked.
Although no interaction was observed
between NFU1 and GRXS16 by binary
Y2H (see below), the NFU2 paralog has
proven to be able to efficiently transfer a
[2Fe-28] cluster to GRXS16 (Gao et al.,
2013). A role of GRXSI16 in Fe-S cluster
biogenesis has yet to be validated in planta,
but in vitro the recombinant protein
incorporates either a [2Fe-2S] or a [4Fe-48]
cluster (Rey et al., 2017). Four putative Fe-
S client proteins have been isolated. The
5’adenylyl-phosphosulfate  reductase 2
(APR2), one of the three APR isoforms in
Arabidopsis, catalyzes the second step of
sulfate assimilation and is thus implicated in
cysteine and methionine synthesis. The
quinolinate synthase SUFE3 is involved in
NAD synthesis (Murthy et al., 2007). The
glutamate synthase 2 (GLU2) participates
to nitrogen assimilation by catalysing the
conversion of glutamine into glutamate at
the expense of ferredoxin. The last Fe-S
protein  firmly identified is THIC, an
enzyme involved in the synthesis of vitamin
Bl (thiamine) (Kong et al., 2008). APR2,
SUFE3 and THIC are known to bind [4Fe-
48] clusters whereas GLU2 binds a [3Fe-
48] cluster (Przybyla-Toscano et al., 2018).
Another likely candidate partner is the
1sopropyl malate isomerase (I1L1/IPMI), an
Fe-8 enzyme catalyzing the isomerization
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between  2-isopropylmalate and  3-
isopropylmalate and thus implicated in the
synthesis of leucine and glucosinolates
(Kmll et al., 2009). It forins a protein
complex involving a large subumt and a
small subunit, and the three isoforms
corresponding to the small subunits have
been retrieved from these experiments.
Despite being found in the four co-IP
replicates, the large subunit, bearing the Fe-
S cluster, was not retained here because it
was also found in two of the control
experiments. Then, what is noticeable
among the set of the 45 other identified
proteins is the presence a set of proteins
performing redox reactions. It includes four
sulfurtransferases (STR9, 10, 12, 14),
enzymes containing a rhodanese domain
with a conserved cysteine involved in trans-
persulfidationreactions (Selles etal., 2019).
It also comprises several thioredoxin
(TRX)-like proteins, TRX z, TRX-lilium?2
also referred to as the atypical Cys-His rich
thioredoxin 2 and a novel putative TRX
superfamily member (At5g65840). Having
reactive cysteines, it may be that these
proteins formed covalent bonds with the
reactive cysteines of an apo-NFU1. In line
with such a possible interaction, we have
recently observed that mitochondrial TRXs
o have the ability to reduce an
intramolecular disulfide formed in the NFU
domain of mitochondrial NFUS (Zannini et
al., 2018). Whether this is true also for
chloroplastic NFUI/TRX couples remains
to be investigated and the physiological
relevance assessed. TRX z is known to be
part of the plastid-encoded RNA
polymerase  (PEP) complex, likely
explaining why fructokinase-like 2 and
plastid transcriptionally active 5 and 17
proteins have been retrieved too (Arsova et
al., 2010). To conclude on that approach,
there are quite a few other proteins that have
never been biochemically characterized and
for which there is no function.
Consequently, it is difficult to extrapolate
whether they could be or not novel Fe-S
containing proteins or involved in the
maturation process. For instance, several
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chloroplastic chaperones are present in the
expanded list and it may be that they are
required for Fe-S cluster exchange as
documented for the assembly step of the
mitochondrial ISC machinery. Although
usually powerfil, it is worth pointing that
the co-IP approach may not be the best for
supposedly weak or transient interactions or
interactions that would rely on the presence
of an oxygen-labile Fe-S cluster.

Hence, as a second more systematic
approach, we sought to analyze the capacity
of NFUI to interact with the presumed
scaffold and transfer proteins of the SUF
machinery, ie. SUFB, SUFC, SUFD,
SUFAI, BOLAI, BOLA4, IBA572,
GRXS14, GRXS16, NUF2, NFU3 and
HCF101 using binary Y2H assays. An
interaction was only observed with SUFD
and SUFAI (Fig. 2). Then, a large sct of
[4Fe-4S]-containing proteins involved in
various metabolic pathways were tested.
This included nitrite reductase (NIR) and
sulfite reductase (SIR), two siroheme-
containing proteins involved in nitrogen
and sulfur assimilation. This also included
several radical-SAM enzymes ie., THIC,
the chloroplastic lipoate synthase (cL.IP),
which participates to the formation of lipoic
acid and should incorporate two [4Fe-4S]
clusters by analogy to the bacterial and
mitochondrial orthologs, and the tRNA
modifying enzyme, MIAB. Additional
targets are the glutamine phosphoribosyl
pyrophosphate amidotransferase 2 (ASE2)
implicated in the de novo synthesis of

purine, the ISPG/GepE/HDS and 1-
hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-
diphosphate  reductase (ISPH/HDR)

participating in the synthesis of isoprenoids,
the [-carotens isomerase DWARF27.1
notably required for strigolactone synthesis
and its two homologues (DWARF27.2/3),
the IIL1/IPMI large subunit described
above and the 7-hydroxymethyl chlorophyll
a reductase (HCAR), a protein involved in
the chlorophyll metabolism and binding
two [4Fe-48] clusters. Among these 13
candidate partners, interactions have been
detected with NIR, cLIP, THIC, HCAR,
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DWARF27.1 and ISPG when NFU1 was
fused to the GAL4 binding domain (Fig. 3).
In these experiments, we could not firmly
confirm the existence of an interaction with
the large subunit of IPMI because the GALA4
auto-activation caused by this protein is
strong and concluding on the growth
difference in the presence of NFU1 remains
questionable. Looking at the strength of the
interactions, the strongest ones were
observed with THIC and DWARF27.1,
then with ISPG, HCAR and cLIP and
finally NIR, the latter being visible only in
the absence of 3-amino triazol (3-AT).

To challenge the relevance of these
interactions in plant cells, we additionally
performed BIiFC assays in Arabidopsis
protoplasts. We have first validated NFU1
homodimerisation as revealed by the strong
BiFC signal in Arabidopsis chloroplasts in
cells co-expressing NFU1-YFP fusions (i.e.
NFU1 fused at the N-terminus of the N-
terminal (AAiass) or C-terminal regions
(AAi1ssase) of YFP (Figs. 4A, S2 & S3). We
next tested combinations of NFU1 with five
selected partners isolated by one or the other
above-described approach, ie SUFAL,
ISPG, THIC, SUFE3 and cLIP (Figs. 4B,
S2 & 83). Transfections with combinations
of NFU1 fused to the C-terminal region of
the YFP marker protein (NFU1-C) and of
the partners fused to the N-terminal region
of the YFP (protein-N) revealed positive
BiFC in all cases, exclusively in the
chloroplasts. The strongest fluoreseent
signals were obtained with THIC and ISP
followed by  NFUI/SUFAI1 and
NFU1/SUFE3  pairwises. Only faint
fluorescent signals under high laser
intensities were obtained with c¢LIP. This
might be due to the need of extended time
required for optimized NFUI/cLIP
interaction or to the lability of this
partnership. Overall, these experiments
revealed that NFU1 cooperates in a close
environment with all the proteins tested in
this plant reporter system.

NFUI transfers its [4Fe-4S] cluster to apo-
ISPG and -THIC in vifro
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Based on the 1dentified interactions,
we tested whether we could obtain evidence
for an Fe-S cluster transfer in vitro using
two client proteins, ISPG and THIC, as their
Fe-S cluster content was characterized
previously (Fenwick et al., 2015, Seemann
et al., 2005). Moreover, both proteins have
a single [4Fe-4S] cluster per monomer,
unlike HCAR and cLIP, and they are
formed by a single domain and do not rely
on additional subumts, unlike IPMI and
SUFE3.

Hence, we produced the respective
His-tagged recombinant proteins. After an
aerobic purification, ISPG and THIC were
both a mixture of apo- and holo-forms. By
treating the proteins with an excess of
EDTA and TCEP, we could obtain stable
apo-proteins. Thus, we first assessed the
ability of both apo-forms to incorporate
[4Fe-45] clusters by performing in vitro
IscS-mediated Fe-S cluster reconstitution
experiments (Fig. S4). Although the
characteristic large absorption band at 410
nm is not as pronounced as in other [4Fe-
48] proteins, the UV-visible absorption
spectra were indicative of the presence of
[4Fe-48] clusters. This was confirmed by
analytical measurements of both iron and
labile sulfur atoms bound to the proteins as
[SPGincorporated 3.99+0.14ironand 3.91
+ 0.11 labile sulfur per monomer whereas
THIC contained 3.81 +0.43 iron and 3.63 +
0.63 labile sulfur per monomer after
reconstitution.

In a second step, in vitro Fe-S cluster
transfer experiments were performed using
a 2-time molar excess of untagged holo-
NFU1 (reconstituted as before) as
compared to apo-acceptors. After 1h
incubation, donor and acceptor proteins
were separated on a mnickel affinity
chromatography column. The unbound
fractions contained NFU1 and eventually
tiny amounts of the acceptor proteins (Figs.
5 and 6). The UV-visible absorption spectra
indicated that the absorption bands typical
of the Fe-S cluster in NFUl were
considerably diminished, though not totally,
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likely because of the initial excess used. On
the other hand, the imidazole-eluted
fractions, which contained ISPG or THIC,
exhibited a brown-red colour. The UV-
visible absorption spectra showed broad
bands centred around 320 nm and 410 nm
(Figs. 5 and 6) similar to the ones observed
in the spectra of reconstituted proteins (Fig.
S4). Altogether, these results indicated that
holo-NFU1 was able to transfer a [4Fe-4S]
cluster to both apo-ISPG and apo-THIC in
vitro.

DISCUSSION

The maturation of all chloroplastic
Fe-S proteins depends on the SUF
machinery. The late-acting Fe-S cluster
transfer proteins, including NFU1/2/3 and
HCF101, are in principle in direct contact
with client proteins. Unlike NFU1, some of
the NFU2, NFU3 and HCF101 targets have
been unveiled (Hu et al., 2017, Nath et al.,
2016; Schwenkert et al., 2010; Touraine et
al., 2019, 2004). The fact that an
Arabidopsis thaliana nfirl mutant has no
macroscopic phenotype when grown under
standard conditions prevented to delineate
NFUI1 function(s) and associated partners
using a physiological approach (Touraine et
al., 2019).

In this work, we purified the
Arabidopsis NFU1 protein to investigate
which type of Fe-8S cluster(s) is bound to the
protein in vifro. Previous studies showed
that the large diversity in the domain
organization of NFU proteins is associated
to differences in their biochemical
properties. The Helicobacter pylori Nfu,
formed by a single NFU domain, and the
Arabidopsis NFU2 formed by two NFU
domains (only the N-terminal one
containing the ligating cysteine residues)
were shown to bind either one [2Fe-28]
cluster as purified from E. coli cells or one
[4Fe-48] cluster upon in vitro reconstitution
(Benoit et al., 2018; Gao et al., 2013). The
Escherichia coli and Azotobacter vinelandii
NfuA that are formed by two domains, an
N-terminal degenerated (ie. devoid of
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known ligand cysteines) ISCA-type domain
associated to a C-terminal NFU domain,
were reported to bind only [4Fe-4S] clusters
into homodimers (Bandyopadhyay et al.,
2008b; Py et al., 2012). In mitochondrial
NFUs, the NFU domain is coupled to a
domain of unknown function at its N-
terminus. The human NFU1 was shown to
incorporate a [4Fe-4S] cluster upon
reconstitution in a homodimer but a SAXS-
derived structural model highlighted the
existence of a trimer of dimers (Cai et al.,
2016; Tong et al., 2003). These in vitro
observations are in agreement with the in
vive investigations which showed that only
the maturation of [4Fe-4S] proteins,
including respiratory complexes, aconitase
and lipoate synthase, is affected in a yeast
nfu ] mutant or in human patients (Cameron
et al., 2011; Melber et al., 2016; Navarro-
Sastre et al., 2011; Tong et al., 2003).
Hence, the best, not to say the sole
documented example where both in vitre
and in vivo results support the requirement
of a NFU protein in the maturation of [2Fe-
28] proteins 1s for the plant NFU2-DHAD
couple (Gao et al., 2018; Touraine et al,,
2019). Concerning Arabidopsis NFU1, we
have observed that it was purified as an apo-
form after heterologous expression in E.
coli and that a [4Fe-48] cluster holo-dimeric
loaded form of NFUI was formed after an
in  vitro  anaerobic IscS-mediated
reconstitution.  NFU1  homodimerization
was also visible in plant cells using BIFC
but not in the yeast nuclear context during
Y2H assays. Overall, this suggests that
NFU1 should not participate to the
maturation of [2Fe-25] clusters, but only to
the maturation of [4Fe-48] and possibly of
[3Fe-45] clusters.

The question of the NFUI1 partners
among SUF components was unsolved so
far. We have obtained evidence for possible
interactions with SUFD, SUFAI, GRXS16
and HCF101. As already discussed, the
detection in co-IP experiments of HCF101
and GRXS16 as putative NFU1 partners
whereas they were not found to physically
interact by Y2H and/or BiFC raises some
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doubt about the existence of a direct
contact. For this reason, these interactions
are not represented in the updated model
proposed in Fig. 7. On the other hand, the
interaction with SUFD and SUFA1 seen in
Y2H and in Y2H and BiFC experiments
respectively, suggests that NFU1 directly
receives its cluster from the SUFBCD
scaffold complex, before exchanging its
cluster with SUFAI, the sole A-type
transfer protein  in chloroplasts.
Accordingly, E. coli NfuA is able to receive
its Fe-S cluster from both ISCU and
SUFBC:2D scaffold and to interact with all
A-type transfer proteins, having the ability
to transfer its cluster in vifro to SufA, IscA
and ErpA, and forming a complex with
E1pA stabilizing its Fe-S cluster (Angelini
et al, 2008, Py et al, 2018, 2012).
However, the model is that ErpA and NfuA
to a lesser extent are the final Fe-S cluster
donors to client apo-proteins (Py et al.,
2018). A [4Fe-48] cluster transfer from the
NFU domain of 4. vinelandii NifU to
NIF5¢ A is also documented (Mapolelo et al.,
2012a). Noteworthy, E. coli SufA does also
receive an Fe-S cluster from SUFBC-D
(Chahal et al., 2009) and is competent for
instance for the maturation of both [2Fe-28]
and [4Fe-485] containing proteins as shown
using ferredoxin and biotin synthase
(Chahal and Outten, 2012; Ollagnier-de-
Choudens et al., 2004). This raises the
possibility that, in chloroplasts, SUFAl
may obtain its cluster independently of
NFUI and on the contrary deliver it to
NFUI. This sequence order would fit with
the mitochondrial model in which NFUs
likely act downstream of the A-type transfer
proteins, ISCAI/ISAL and ISCA2/ISA2. In
vitro experiments provided evidence that
these A-type transfer proteins exist as
homodimers, as ISCA1/2 heterodimers but
also as ISCA-IBAS57 heterodimers (Banci et
al., 2014; Brancaccio et al, 2017,
Gourdoupis et al., 2018). In fact, it seems
that an even higher level of flexibility and
adaptability exists for A-type transfer
proteins as most of the characterized homo-
or heterodimers are able to incorporate
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ecither [2Fe-2S] or [4Fe-4S] clusters. Hence,
whereas the interaction between NFUs and
A-type transfer proteins is a robust
observation made in both prokaryote and
eukaryote organisms (Beilschmidt et al.,
2017, Melber et al., 2016; Py et al., 2018,
2012), which of NFUl or SUFAl act
upstream  remains uncertain in the
chloroplastic SUF system. So far, SUFAI
was characterized as a [2Fe-2S] cluster
containing protein able to receive in vitro an
Fe-S cluster from GRXS14 and to transfer
it to a ferredoxin (Abdel-Ghany et al., 2005,
Mapolelo et al., 2013; Yabe and Nakai,
2006). Hence, an Fe-S cluster exchange
from NFU1 to SUFAI would necessitate an
oxidative conversion from the [4Fe-4S]-
loaded NFUI into [2Fe-28] loaded SUFA1
forms, unless SUFAL1 also binds [4Fe-45]
clusters. Alternatively, a reductive Fe-S
cluster conversion from a [2Fe-2S]-loaded
SUFAL to [4Fe-4S]-loaded NFU1 might be
possible. Further experiments are needed to
address in which direction these exchanges
occur.

The question of whether NFU1 has
direct client Fe-S proteins was also the
purpose of this study. By combining several
complementary approaches, we have
identified 9 NFU1 partners, if we consider
the interaction with IPMI as too uncertain.
They incorporate either a [3Fe-4S] cluster
in the case of GLU2 or one or several [4Fe-
48] clusters in the case of SUFE3, APR2,
cLIP, DWARF27.1, HCAR, ISPG. NIR and
THIC. Although we could not test or obtain
evidence for all these interactions by all
methods, most of the interactions have been
observed using at least two different
approaches. Whereas the chloroplastic
lipoate synthase cLIP has not been much
investigated so far, the requirement of
NFU1 as a maturation factor is consistent
with NFU-type proteins being required for
the maturation or repair of Fe-S clusters in
lipoate synthase present in bacteria, or in
yeast and human mitochondria (McCarthy
and Booker, 2017; Melber et al., 2016). As
cLIP/NFU1 appeared as the less efficient
partnership in planta, future tests should
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assess whether other NFUs may
preferentially serve for the maturation of
cLIP. The interactions of NFU1 with THIC
and ISPG were evidenced both in vivo by
Y2H and BiFC and in vitro from the
observation of an intact [4Fe-4S] cluster
transfer from a holodimeric NFU1. The fact
that THIC was also retrieved from the co-1P
experiments makes little doubt about the
validity of this interaction. Concerning
ISPG, the result 1s consistent with the
observation that E. coli NfuA is also a
required maturation factor for bacterial
[spG/H enzymes as recently demonstrated
by a genetic approach (Py et al., 2018).
Taken together, these results indicate that
the plastidial NFUl1 of Arabidopsis is
involved in maturation pathways that are
conserved throughout evolution. For other
proteins specific to plants, such as
DWARF27.1 and HCAR, obtaining data
about their maturation will be crucial as no
extrapolation is possible from other model
organisms. Only HCAR was analyzed
before by western blots in sufh, sufe, sufd,
nfu2 and hef101 Arabidopsis mutants (Hu et
al., 2017). The protein level was
diminished, although not totally absent in
supb, sufe, sufd RNAI lines, but did not vary
much in #fi:2 and Acf101. This leads us to
discuss the physiological consequences of
the described interactions and possible
redundancies with other SUF maturation
factors. The sufal and nfid Arabidopsis
mutants have no or weak growth
phenotypes under standard conditions,
which is also the case for apr? or hcar
mutants (Grant et al., 2011; Meguro et al.,
2011). Nevertheless, mutants for other
identified proteins have either strong(er)
growth phenotypes, for instance the albino
phenotype of an ispg mutant (Gutiérrez-
Nava et al., 2004), or even embryo- or
seedling-lethal phenotypes as obsarved for
sufe3 and thic mutants, respectively (Kong
et al., 2008; Murthy et al., 2007). These
phenotypic differences indicate indeed the
existence of back-up system(s) for NFUI1,
meaning a certain level of redundancy with
other maturation factors. This would be
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totally in line with the E. coli model, in
which several factors serve for the
maturation of a single target and their nature
may depend on the growth conditions
(Roche etal., 2013). Forinstance, in E. coli,
depending on stress conditions, either NfuA
or ErpA is involved in the maturation of
ISPG (Py et al., 2018). Hence, determining
whether the functions of NFUIL are
restricted to stress conditions or more
prominent in this context is likely now
required. In plant chloroplasts, the most
likely candidates for ensuring functions
similar to NFU1 are obviously NFU2,
NFU3 but also HCF101 because they
assemble the same type of cluster and they
are critical for plant growth (Gao et al,,
2013; Nath et al., 2016; Schwenkert et al.,
2010). From a phylogenetic point of view,
NFU1 and NFU2/3 form two separate
phylogenetic clades with the gene
duplication generating NFU2 and NFU3
having occurred in an ancestor of
angiosperms. For instance, a single NFU2/3
representative 1s present in chlorophyceae,
bryophytes and lycophytes whereas there
are two in monocots and dicots (Couturier
et al, 2013; Touraine et al, 2019).
Assuming that NFU1/2/3 originate from a
single ancestral gene, these proteins may
have diverged to some extent but also
conserved common biochemical and
structural properties. In support of this
conclusion, all three plastidial NFUs were
able to restore the growth defect of a yeast
mutant for the mitochondrial Nful, despite
the difference in protein organization
between NFUs present in both organelles
(Uzarska et al., 2018). However, the
functions of NFU1 and NFU2/3 diverged
and are clearly not fully overlapping. Unlike
NFU1, NFU2 and NFU3 are mvolved in
PSI maturation together with HCF101 but
are also biochemically competent for the
maturation of the [2Fe-28] cluster in DHAD
(Touraine et al., 2019). Additional functions
of NFU2/3 may actually have been masked
by the strong effect on PSI and by their
redundancy (a double nfie2 nfis3 mutant is
lethal, Touraine et al., 2019). Hence, to
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address the question of redundancy among
NFUSs, it would be mandatory to perform
similar experiments with NFU2 and NFU3
in order to identify their set of client
proteins.

Experimental procedures

Heterologous expression in E. coli and
purification of recombinant proteins

The sequences coding for the
presumed mature forms (ie., devoid of N-
terminal  targeting  sequences) of

Arabidopsis NFU1, THIC and ISPG were
cloned respectively into the Ndel and
BamHI restriction sites of pET12a, the
Neol-Xhol and Ndel-Xhol restriction sites
of pET28a (Table S2), in order to produce
an untagged NEUI1, an N-terminal His-
tagged THIC and a C-terminal His-tagged
ISPG.

NFU1 was expressed in the E. coli BL21
(DE3) strain containing the pSBET plasmid
(Schenk et al., 1995). Protein expression in
3.2 L was induced by adding of 100 uM of
isopropyl -D-thiogalactopyranoside
(IPTG) during exponential growth phase.
After 4 h at 37°C, cells were collected by
centrifugation for 20 min at 6,318 g and the
cell pellets were resuspended in about 25
mL of TN buffer (30 mM Tris-HCI pH 8.0,
200 mM NaCl). Bacteria cells were lysed by
sonication (3 x 1 min) and cell debris
removed at 4°C by centrifugation for 30
min at 27,216 g. The soluble fraction was
sequentially precipitated by ammonium
sulfate to 40% and then to 80% of the
saturation. NFU1 was recovered mainly in
the 0-40 % ammonium sulfate fraction. This
fraction was subjected to gel filtration
chromatography (ACA44) equlibrated
with TN buffer. NFU1-containing fractions
were pooled, concentrated and dialyzed
against 30 mM Tris-HCl pH 8.0 buffer by
ultrafiltration (YM10 membrane) under
nitrogen pressure using an Amicon cell. The
sample was loaded on an ion exchange
chromatography (DE AE sepharose column)
equilibrated in 30 mM Tris-HCl pH 8.0
buffer, before applying a linear 0-0.4 M
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NaCl gradient. The purest fractions
containing NFU1 as judged by SDS-PAGE
analysis were pooled and dialyzed against
30 mM Tns-HCI pH 8.0 buffer by
ultrafiltration. Finally, the fractions were
concentrated and stored at -20°C until
further use.

The His-tagged ISPG and THIC were
expressed in the E. coli Rosetta2 (DE3)
strain. Protein expression was achieved in a
3.2 L culture. After an initial growth phase
at 37°C up to the exponential phase (OD600
=(.6-0.8), flasks were placed two hours at
4°C 1in the presence of 0.5% ethanol before
induction by 100 uM IPTG. The cultures
were firther grown for about 18 h at 20°C.
Cells were collected by centrifugation for
20 min at 6,318 g and resuspended in about
25 mL of TN bufter plus imidazole 20 mM
(TNI20). Bacteria cells were lysed by
sonication (3 x 1 min) and soluble and
insoluble fractions cell were separated by
centrifugation for 30 min at 27,216 g and
4°C. The soluble fraction was then loaded
onto a Ni-NTA affinity eolumn (Qiagen)
equilibrated in TNI20 buffer. After
extensive washing, recombinant proteins
were eluted in TN buffer containing 250
mM imidazole. Proteins were then
concentrated and dialyzed against TN
buffer by ultrafiltration under mnitrogen
pressure (Amicon, YMI10 membrane) and
stored at -20°C. The puity of each
recombinant protein was checked on SDS-
PAGE. The concentrations of apo-proteins
were determined spectrophotometrically
using the theoretical molecular extinction
coefficient at 280 nm of 4,595 M'ecm™ for
NFU1, 41,425 M e for ISPG and 92,290
M*cm for THIC.

In vitro IscS-mediated reconstitution of
Fe-S cluster

All experiments were done at room
temperature under anaerobic atmosphere
using a Jacomex glovebox (Oz < 2 ppm).
Reduced apo-NFU1, ISPG and THIC were
obtained by treating purified proteins with a
20-fold excess TCEP and a 50-fold excess
EDTA for 1 h or overmight in the case of
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NFU1 which allows to get rid of residual
polysulfides visible from the presence of a
shoulder at 320 nm (Mapolelo et al,
2012b), before desalting on a G-25 column
pre-equilibrated with 30 mM Tris-HC] pH
8.0 buffer. The Fe-S cluster reconstitution
was performed in 500 puL of 37.5 mM Tris-
HCI pH 8.0, 37.5 mM NaCl buffer, using 50
1M protein, a 20-fold excess of L-cysteine
and ammonium iwon (II) sulfate
hexahydrate and catalytic amount of E. coli
cysteine desulfurase IscS purified as
described previously (Zannini et al., 2018).
The reaction was initiated by the addition of
IscS and followed by monitoring the UV-
visible absorption spectrun. After a 1 h
reaction, the Fe-S cluster-loaded proteins
were desalted on a G-25 column
equilibrated with TN buffer.

Determination of the oligomerization state
of NFU1

The oligomerization state of apo-
and holo-NFU1 was determined by size-
exclusion  chromatography. Samples
containing about 200 pg of protein were
loaded onto Sephadex $200 10/300 column
equilibrated in TN buffer and connected to
an Akta purifier systemn (GE Healthcare).
Proteins were detected by recording
absorption at 280 nm and 420 nm. The
column was calibrated using a molecular
weight standard from Sigma. Elution
volume, proteinname and molecular weight
are as follows: 8.47 mL, thyroglobulin, 669
kDa; 10.51 ml, apo-ferritin, 443 kDa;
11.92 mL, B-amylase, 200 kDa; 13.89 mL,
bovine serum albumin, 66 kDa; 15.74 mL,
carbonic anhydrase, 29 kDa; 17.01 mL,
cytochrome c, 12.4 kDa, and 18.28 mlL,
aprotinin, 6.5 kDa.

In vitro Fe-S cluster transfer experiments

Under strictly anaerobic conditions
in a Jacomex glovebox (02 < 2 ppm), two
molar equivalents of reconstituted holo-
NFUI respective to reduced apo-ISPG or
apo-THIC were mixed in the presence of a
10-fold excess EDTA for 1 h to ensure that
the Fe-S cluster is transferred intact and not
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uponn  degradation and  reassembly.
Untagged NFUl and tagged acceptor
proteins (ISPG or THIC) were then
separated on Ni-NTA affinity column
(IMAC-Qiagen) equilibrated in TNI20
buffer. The column was then washed with 6
column volumes of TNI20 buffer, and
elution was performed using TN buffer
containing 250 mM imidazole. Fractions
corresponding to washing and elution steps
were concentrated to a volume of 500 pL
using Vivaspin 500 centrifugal filters,
before recording UV-visible absorption
spectra and quantifying the contents in iron
and labile sulfide. Aliquots of each fraction
were also analyzed by SDS-PAGE.

Iron and labile sulfide quantification

Protein concentrations were
determined using the  colorimetric
bicinchoninic acid assay (BCA) kit as
recommended  (Interchim). For iron
quantification, different volumes of protein
(25, 50 and 100 uL) were dilutedin 130 pL
of water. Proteins were precipitated by
adding 90 pL of 70% (v/v) perchloric acid
for 10 min at room temperature after strong
shaking. After cenfrifugation (10 min,
11,600 g), 180 pL of supernatant were
mixed with 144 pl. of 32 mM
bathophenanthroline disulfate, 72 nL of 192
mM sodium ascorbate and 152 pL of 6.2 M
ammonium acetate. The mixture was
homogemized with 30 sec of vortex before
30 min of incubation at room temperature.
Iron amounts were determined by
subtracting the non-specific absorbance at
680 nm from the specific absorbance of the
ferrous iron-chelator complex measured at
535 nm relatively to a standard curve
obtained with ammonium iron (I1) sulfate (0
to 20 nmol).

For labile sulfide quantification, 25,
50 and 100 uL of proteins (eventually
brought to 100 uL with water) were mixed
with 300 uL of 1% (w/v) zinc acetate and
15 pl, of 3 M NaOH. The mixture was
incubated for 10 min at room temperature
before adding 50 pL of 20 mM N,N-
dimethyl-p-phenylenediamine (prepared in
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7.2 M HCI) and 50 pL of 30 mM FeCls
(prepared in 1.2 M HCl). After 30 sec
shaking and incubation at 4°C for 3 h, the
mixture was centrifuged for Sminat 11,600
g and the presence of methylene blue in the
supernatant was recorded at 670 nm.
Lithium sulfide (0 to 20 nmol) was used for
the calibration curve.

Binary yeast two-hybrid assays

The experiments have been
performed with the Gal4-based yeast two-
hybrid reporter strain CY306 (Vignols et
al., 2005). The sequences coding for
proteins devoid of their chloroplastic
targeting sequences were cloned in both
pGADT7 and pGBKT?7 vectors (Clontech
Laboratories) using Neol-, Ndel-, BamHI-,
or Xhol-containing primers (Table S2).
Binary interactions were tested using both
AD (Activator domain for Gald) and BD
(DNA binding domain for Gal4) fusion
combinations. Cells co-transformed with
pGAD- and pGBK-based constructs were
selected on minimal YNB medium (0,7%
yeast extract w/o amino acids, 2% glucose,
2% agar) containing required amino acids
and bases (histidine, adenine, lysine, uracil
and methionine). Interactions were assessed
through cell growth on selective YNB
media, in the absence of histidine and in the
absence or presence of 2 to 10 mM 3-AT to
get rid of some trans-activating constructs
and estimate the strength of each
interaction.  Negative controls were
performed using co-transformations of AD-
or BD- fusions with empty vectors. Each
dotisa 7 uL drop of cultures adjusted at an
ODs0e=0.05. Representative images shown
here were taken 5 days post-dotting.

Bimolecular
complementation
All proteins selected for BIiFC
analyses were cloned as full-length open
reading frames upstream of the C-terminal
and N-terminal regions of the YFP protein
into the pUC-SPYCE and pUC-SPYNE
vectors, abbreviated -C and -N in figures,
respectively), using a restriction site-based

fluorescence
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strategy and primers listed in Table S3
(Walter et al., 2004). Leaf protoplasts were
prepared from 21- to 28-day old
Arabidopsis plantlets grown in growth
chambers in short day conditions (8h light /
23°C / 217 pmol.m2s!, 16h dark / 20°C,
65% humidity) and transfected according to
(Yoo etal., 2007) using 10 pg ofeach pUC-
SPYCE and pUC-SPYNE constructs
expressing  selected  proteins.  YFP
fluorescence in Arabidopsis protoplast cells
was recorded 20-24h post-transfection by
using a Leica TCS SP8 confocal laser-
scanning microscope. Y FP was excited with
an argon laser at 514 nm and detected at
520-550 nm, whereas chlorophyll auto-
fluorescence was monitored at 680-720 nm
after excitation at 561 nm. lmages were
obtained using a LAS X software and
treated with Adobe Photoshop CS3 at high
resolution. Results are representative of at
least two independent transfection
expeniments including the analysis of
around 20 cells per transformation event.

Co-immunoprecipitation experiments

To generate ProNFUI::gNFUI-
GFP expressing plants, the NFUI locus
(2000 bp prior to the start codon until the
end of the coding sequence without the
STOP) was amplified with AttB1ProNFU1
(5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAG
CAGGCTCGCAGTACCCTAAACCATT
G) and AttB2ZNFU1
(3’ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG
CTGGGCTTGTAAAGGTTAC) primers,
cloned into pDONR207 vector and
recombined in pGWB4 (Nakagawa et al.,
2007). To generate plants expressing
stroma-targeted GFP (Pro35S::CTPynrus-
GFP), the NFU3 chloroplastic targeting
sequence (CTP) was amplified with
AttBINFU3
(GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC
AGGCTATGGGTTCTGTITTCGGGTC)
and AttB2-PS-NFU3
(GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGCAGCTCACGTGACCAAATACQC)
primers, cloned into pDONR207 and
recombined in PGWBS505 (derived from the
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pGWB series (Nakagawa et al., 2007). All
PCR products were obtained using high-
fidelity Phusion DNA polyimerase and each
construct in pDONR207 was sequenced to
ensure its integrity. ProNFUI::gNFUI-
GFP and Pro335S::CTPnrus-GFP
expressing seedlings were germinated and
grown under long day condition (16 1/8 h
light/dark) on half strength Murashige and
Skoog medium (MS/2) with 0.05% MES,
1% sucrose, 0.7% agar. One g of aerial
tissues from two weeks-old seedlings was
cross-linked in 1% formaldehyde in PBS
buffer two times (7 min under vacuuin). The
reaction was blocked by adding 300 mM
glycine (30 min under vacuum). Fixed
tissues were rinsed three times with water,
dried and frozen in liquid nitrogen prior
grinding. Powder was resuspended in 2 mL
of RIPA buffer (50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 1
mM EDTA, 1% Nomidet P-40, 1% sodium-
deoxycholate) and centrifuged two times 10
min at 14000 g to remove cell debris. 50 pL
of antibodies raised against GFP coupled to
magnetic beads (Miltenyl Biotec®) were
added to the supematant and mixed (wheel
rotation) for 30 min at 4°C. Tubes were then
placed on magnetic rack and after 4 washes
with RIPA buffer, proteins were eluted with
100 pL of 1X Laemmli solution (65 mM
Tris-HCl pH 7.5, 5% glycerol, 2% SDS, 125
mM DTT). These manipulations were done
on 4 biological replicates per genotype.

Mass spectrometry analysis

To analyze co-IP samples by mass
spectrometry, eluted proteins were loaded
on a 10% precast acrylamide gel (biorad)
for a short run (15 min, 100 kV). The whole
band was manually excised from the gel and
cut in small pieces. After sequential washes
with 25 mM ammonium bicarbonate, 50%
acetonitrile in 25 mM ammonium
bicarbonate and 100% acetomtrile, thiol
groups of cysteines were alkylated for 30
min with iodoacetamide 55 mM after a 45
min reduction step with 10 mM DTT. The
samples were then sequentially washed
with 50% acetonitrile in 25 mM ammonium
bicarbonate and with 100% acetonitrile.
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The proteins were then digested with 0.25
ng of trypsin (Sequencing Grade Modified,
Promega) in 25 mM ammonium
bicarbonate overmght at 37°C. Peptides
were eluted first with 2% formic acid and
twice with 80% acetonitrile in 2% formic
acid. Supernatants were pooled and
evaporated in a vacuum centrifuge. Peptides
were resuspendedin 8 pL of 2% formic acid
and 6 uL were injected for LC-MS/MS
analyses. They were performed using an
Ultimate 3000 RSLC nano system (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA)
interfaced online with a nano easy ion
source and a Q Exactive Plus Orbitrap mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, MA, USA). The samples were
analyzed in Data Dependent Acquisition
(DDA). Protein digests were first loaded
onto a pre-column (Thermo Scientific
PepMap 100 C18, 5 pm particle size, 100 A
pore size, 300 pmi.d. x 5 mm length) at a
flow rate of 10 pL/min for 3 min.

The peptides were separated in a reverse-
phase column (Thermo Scientific PepMap
C18, 2 pun particle size, 100 A pore size, 75
pmi.d. < 50 em length) at a flow rate of 300
nl/min. Loading buffer (solvent A) was
0.1% formic acid in water and elution buffer
(solvent B) was 0.1% formic acid in 80%
acetonitrile. The linear gradient employed
was 2-25% of solvent B in 103 mun, then
25-40% of solvent B from 103 to 123 min,
finally 40-90% of solvent B from 123 to 125
min. The total run time was 150 min
including a high organic wash step and re-
equilibration step. The Q Exactive Plus
mass analyzer was operated in positive ESI
mode at 1.8 kV. In DDA, the top 10
precursors were acquired between 375 and
1500 m/z with a 2 Th (Thomson) selection
window, dynamic exclusion of 40 s,
normalized collision energy (NCE) of 27
and resolutions of 70,000 for MS and
17,500 for MS2. Raw mass spectrometric
data were analyzed in the Maxquant
environment (Cox and Mann, 2008)
v.1.5.0.0 and Andromeda was employed for
database search (Cox et al., 2011). The
MS/MS data were matched against the
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TAIR10 + GFP database. For protein This work was supported by the Agence
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different peptides are necessary for protein BSV6-0002-01. The PhD salary of M.
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Figure legends

Figure 1. In vitro enzymatic Fe-S cluster reconstitution in Arabidopsis NFU1.

UV-visible absorption spectra (A) and oligomerisation state (B) of apo- (giey lines) and
enzymatically-reconstituted holo-NFU1 (dark lines). For analytical gel filtration (B), proteins
were loaded onto a Sephadex S200 10/300 column. Absorbance of the eluted fractions was
recorded at 280 nim (solid line) and 420 nim (dashed line), a wavelength characternistic of the Fe-
S cluster. The apparent molecular masses of apo- and holo-NFU1 were determined from the
elution volumes relatively to those of standard proteins as described in the experimental
procedure.

Figure 2. Binary Y2H assays between Arabidopsis NFU1 and SUF components.

The co-transformed yeast cells were plated at an ODsoo of 0.05 on a control plate containing
histidine (+His) and on test plates without histidine (-His) and containing 2 or 3 mM 3-amino
triazol (3AT). Yeast cells were grown for 5 days at 30°C. Empty pGAD/pGBK-NFUI1 and
pPGAD-NFU1/empty pGBK co-transformed yeast cells do not grow without histidine (not
shown). The interaction between NFU1 and SUFD is not visible when the other combination
of chimeric constructs is used.

Figure 3. Binary Y2H assays between Arabidopsis NFU1 and putative client proteins
known to incorporate [4Fe-4S] clusters.

The co-transformed yeast cells were plated at an ODgoo of 0.05 on a control plate containing
histidine (+His) and on test plates without histidine (-His), eventually containing 2, 5 or 10 mM
3-amino triazol (3AT). Yeast cells were grown for 5 days at 30°C. Empty pGAD /pGBK-NFU1
co-transformed yeast cells do not grow without histidine (not shown).

Figure 4. BiFC assays between Arabidopsis NFU1 and its putative interactors in
Arabidopsis leaf protoplasts.

Arabidopsis protoplasts were transfected with combinations of two vectors expressing NFU1
with itself (A) or with its potential interactors upstream of the N- or C-terminal halves of YFP
(B). Results shown are representative of at least two independent transfection assays for at least
20 cells per transfection. Scale bar: 10 pm. In A, the replacement of one of these constructs by
an empty vector as negative controls gives no signal. In B, NFU1-C was assayed individually
with THIC-N, ISPG-N, SUFA1-N, SUFE3-N and cLIP-N. Negative controls using an empty-
C vector are shown separately in Fig. S3. The mid values of argon laser intensities used are
indicated. Protoplast transfections with vectors expressing the same combinations of proteins
fused to the other YFP halves (NFU1-N and selected protein-C fusions) provided the same
results with similar laser intensities (not shown).

Figure 5. In vitro Fe-S cluster transfer from holo-NFU1 te apo-ISPG monitored by UV-
visible absorption spectroscopy.

The transfer reaction was initiated by mixing two molar equivalents of holo-NFU1 relative to
a reduced apo-ISPG. After 1h incubation, the untagged NFU1 was separated from the his-
tagged ISPG on IMAC. Insert at the top shows an SDS-PAGE of the unbound (U) and eluted
(E) fractions. M: molecular weight marker.

In A, UV-visible absorption spectra of IscS-reconstituted holo-NFU1 prior (dashed line) and
after incubation with apo-ISPG and IMAC separation (solid line). In B, UV-visible absorption
spectra of apo-ISPG prior (dashed line) and after incubation with holo-NFU1 and IMAC
separation (solid line).
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Figure 6. In vitro Fe-S cluster transfer from holo-NFU1 to apo-THIC menitored by UV-
visible absorption spectroscopy.

The transfer reaction was initiated by mixing two molar equivalents of holo-NFU1 relative to
a reduced apo-THIC. After 1h incubation, the untagged NFU1 was separated from the His-
tagged THIC on IMAC. Insert at the top shows an SDS-PAGE of the unbound (U) and eluted
(E) fractions. M: molecular weight marker.

In A, UV-visible absorption spectra of IscS-reconstituted holo-NFU1 prior (dashed line) and
after incubation with apo-ISPG and IMAC separation (solid line). In B, UV-visible absorption
spectra of apo-THIC prior (dashed line) and after incubation with holo-NFU1 and IMAC
separation (solid line).

Figure 7. Positioning of NFU1 and its partner proteins in the current model of the SUF
machinery.

The previous model (Touraine et al., 2019) for the plastidial SUF machinery was implemented
with recent results including those reported in this paper for NFUIL. The approaches used for
defining these interactions are depicted with a color code, as visible on the scheme. A question
mark remains for the interaction between NFU1 and IPMI large subunit, because we could not
firmly establish it. For the sake of clanty, other candidate SUF components i.e., BOLAL/4,
GRXS14/16 and IBAS57.2 have not been represented here because their position 1s unclear.
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Supporting information to the manuscript

“The plastidial Arabidopsis thaliana NFU1 binds and delivers [4Fe-48S] clusters to specific
client proteins”

Mélanie Roland’, Jonathan Przybyla-Toscano'*', Florence Vignols?', Nathalie Berger?’,
Loick Christ!, Vérenique Santoni*, Hui- Chen Wu??, Tiphaine Dhalleine!, Christian
Dubos?, Jérémy Couturier’, Nicolas Rouhier!

Figure S1. Validation of the plastidial targeting of gNFU1-GFP and CTPxrus-GFP fusion
proteins in Arabidopsis leaf protoplasts.

Constructs expressing gNFUL-GFP and CTPwrus-GFEP fusion proteins under the control of
NFU]I and 358 promoters, respectively, were transfected in leaf protoplasts and analyzed for
GFP fluorescence 24h post-transfection. Overlap of GFP fluorescence recorded between 500-
550 nm with the autofluorescence of the chlorophyll recorded between 680-720 nm validated
the plastidial targeting of both proteins. Images were acquired at high resolution using an argon
(488 nm) laser with intensities representative of two independent transfection assays. Scale bars
correspond to 10 pum. Image acquisition parameters were similar to that ussed for BiFC
experiments and are indicated below the confocal microscopy data.

Figure S2. Summary of acquisition parameters used for BiFC experiments.

Image resolution selected for image scanning and acquisition parameters are show for all BiFC
assays performed in the study. All observations were performed using a HC-PL-APO-CS2
40x/1.10 Water objective.

Figure S3. BiFC assays between Arabidopsis NFU1 and its putative interactors in
Arabidopsis leaf protoplasts, continued.

Additional panels showing positive BiFC assays described in Figure 4 (see corresponding
legend) together with the absence of YFP fluorescence in BIiFC assays involving co-
transfections of either -N or -C fusions proteins with empty vectors as negative controls. None
of'the protein tested was able to restore YFP fluorescence when expressed alone without protein
partner.

Figure S4: Enzymatic Fe-S cluster reconstitution of holo-ISPG (A) and -THIC (B).

UV-visible absorption spectra of apo- (grey line) and enzymatically-reconstituted holo-ISPG
or THIC (dark line).
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Supplemental Figure S1
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X 1024 83.04 pm -114pm T1.64 pm 0.081 pm
¥ 1024 82.04 pm 444 pum 38,64 pm 0081 ym
Dimension Logical Size Physical Length Start Position End Position Piixel Size [ Voxel Size
X 1024 83.04 uym 34 18um 117.22 ym 0.081 um
' 1024 83.04 ym -21.5um 61.53 ym 0.081 pm
Dimension Logical Size Physical Length Start Position End Position Pixel Size [ Voxel Size
X 1024 B83.04 pm 10.9 pe 93.94 pmi 0.089 prav
Y 1024 83.04 pm 2432 pm 58.71pm 0.081 pm
Dimension Logical Size Physical Length Start Position End Position Pixel Size | Voxel Size
| X 1024 82.04 pm -108pum 7214 pm 0.081 um
B 1024 §2.04um -3347um 49,56 ym 0.081 um
Dimension Logical Size Physical Length Start Position End Position Pixel Size / Voxel Size
X 1024 23.04 pm 713 um 7591 um 0.081 um
¥ 1024 23.04 pm -2423pm 58.81um 0.081um
| Dimension Logical Size Physical Length Start Position End Position Pixel Size | Voxel Size
X 1024 83.04 pmi B29pm 8932 pm 0.081pm
| ¥ 1024 832.04 pm -30.2 pm 5284 pm 0.081 pm




Résultats

Supplemental Figure S3

A YFP Chlorophyll Bright field

NFU1-C / NFU1-N
(Laser: 3%)

Empty-C / NFU1-N
(Laser: 3%)

NFU1-C / Empty-N
(Laser: 3%)

B YFP Chlorophyll Merged

NFU1-C / THIC-N
(Laser: 2%)

Empty-C/ THIC-N
(Laser: 2%)

NFU1-C / ISPG-N
(Laser: 2%)

Empty-C / ISPG-N
(Laser: 2%)
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Résultats

Supplemental Figure S3 continued

YFP Chloraophyll Merged Bright field QOverlay

NFU1-C / SUFA1-N
(Laser: 8%)

Empty-C / SUFA1-N
(Laser: 8%)

NFU1-C / SUFE3-N
(Laser: 10%)

Empty-C / SUFE3-N
(Laser: 10%)

NFU1-C / cLIP-N
(Laser: 12%)

Empty-C / cLIP-N
(Laser:12%)
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Résultats

Supplemental Figure S4

Az Apo-1SPG B 1 Apo-THIC
1,8 — Hol0-ISPG 0,9 e H 0l 0-THIC
1,6 0.8
1,4 0,7
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Table S2. Primers used for cloning in pGAD, pGBK and pET vectors.

Primer name AGI Protein | Primer sequence

sequence
AtASE2fw At4g34740 | 53-561 5" CCCCCCCCATATGTICTTCTTCITCITCTCCTTCG
AtASE21rv 5" CCCCGGATCCCTACCGTACCCAACCTCCTTCA
AtBOLAIlfw Atlg55805 | 52-160 5 CCCCCATGGCTAGCAGCGTTGAGAAA
AtBOLAlrv 5" CCCGGATCCCTAGTCTTTAGAAGGAGA
AtBOLAAfw At5gl 7560 | 50-177 5" CCCCCCCCCATATGGCCGTTTTGTCTCGTAAAGAG
AtBOLA4rv 5 CCCGGATCCTCAAACTTCAGAAGGAGT
AtcLIPfw At5g08415 | 38-394 5 CCCCCCCCCATATGGAATCCGGGGATGTTTCGT
AtcLIPrv 5 CCCCCTCGAGITAAGACAAGGATTTAGA
AtDWARF27.1fw | Atlg03055 | 51-264 5" CCCCCCCCATATGGAGACAGCAAGAATCGAGACA
AtDWARF27.11v 5 CCCCGGATCCTTAATGCTTCACACCGTAGCT
AtDWARF27 2fw | Atlg64680 | 22-250 5 CCCCCCCATATGGGAATTGCTGAGCCGAGCGGA
AtDWARF27.21rv 5 CCCCGGATCCTTATGCCTCTAGITTAGGGCA
AtDWARF27 3fw | At4g01905 | 34-258 5" CCCCCCCCATATGCGTATCTCTAATTCGTCAGAG
AtDWARF27 31v 5 CCCCGGATCCTTACGCTAAAGGACACTCCCC
AtGRXS14fw At3g54900 | 66-173 5" CCCCCCATGGCTTTGACTCCTGCGCTGAAG
AtGRXS14rv 5 CCCCGGATCCTCAAGAGCACATTGCCIT
AtGRXSl16fw At2g38270 | 63-293 5" CCCCCCATGGCTTCCGCCGTCAAATCTCTAACG
AtGRXS161v 5 CCCCGGATCCTTATTTTTTGAAGTGACCGGCGAG
AtHCARfw Atlg04620 | 30-462 5" CCCCCCGGTCTCCCATGAATCTAGAGCCAAAAAAGAAGG
AtHCAR1v 5" CCCCGGATCCTCATTTCTTGGAGAGCATTTT
AtHCF101fw At3g24430 | 65-532 5" CCCCCCCCATATGGCTCAAGCTAGTAGTAGTGTT
AtHCFI1011v 5" CCCCCCGAATTCCTAGACTTCGACTGGAGA
AtIBAS7 2fw Atlg60990 | 61-432 5" CCCCCCATGGCTTCTTCCGATTCGITG
AtIBA57 21v 5" CCCCCCGGATCCTCAAGAACTCGAGTTGGC
AtIPMIfw Atd4g13430 | 49-509 5" CCCCCCCCATATGGCTCCTCAAAAGGATCGG
AtIPMIrvy 5" CCCCGAATTCTTACTGCAAGAACTCCCTTGG
AtISPGEw At5g60600 | 50-741 5 CCCCCCGGTCTCCCATGTCAAACCAAGGCTCTGATTTA
AtISPGrv 5 CCCCGGATCCTTACTCATCAGCCACGGGCGGGTC
AtISPGrv2 5 CCCCCTCGAGCTCATCAGCCACGGGCGGGTC
AtISPHfw At4g34350 | 40-466 5" CCCCCCGGTCTCCCATGTCGTCTGGCGATGAGAACGCT
AtISPHrv 5" CCCCGGATCCTTAAGCCAGCTGCAATAACTCT
AtMiaBfw At4g36390 | 87-640 5" CCCCCCATGGCTAGITCCGGTAAGTTT
AtMiaBrv 5" CCCCCCGAATTCTTAACTTGCACAAGACGC
AtNFUlfw Atdg01940 | 73-231 5" CCCCCCCCCATATGGTATCTTCAGGTTTATATTCA
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AINFUlrv 5" CCCCGGATCCCTAGCTTGTAAAGGTTACATT
AINFU2fw At5g49940 | 73-235 5 CCCCCCATGGCTGTAGCAACCCCAGACCCC

AtNFU2rv 5 CCCCGGATCCCTATATAAGTTGAACAGC

AINFU3fw At4g25910 | 72-236 5 CCCCCCCCCATATGCGAACAGTATTTGGTCACGTG
AtNFU3rv 5" CCCCGGATCCTCACTCAAGAAGCTGGACTGC

AtNiRfw At2g15620 | 28-586 5" CCCCCCCCATATGGCCGCTCAGACCACAGCTCCG
AtNiR1v 5 CCCCGGATCCTTAATCTTCATTCTCTTCTC

AtSiRfw At5g04590 | 63-642 5 CCCCCCCCATATGGTCTCCACTCCTGCGAAGCCT
AtSiRrv 5" CCCCCCGGTCTCGGATCCTTATTGAGAAACTCCTTTGTA
AtSUFAlfw Atlgl0500 | 54-180 5 CCCCCCATGGCTGTTCGATCCGCTTCGGTT

AtSUFAlrv 5" CCCCGGATCCTCACATCTCGGCAGCAAA

AtSUFBfw Atdg04770 | 53-557 5" CCCCCCCCCATATGGCTGATGTTGGAATCGATTCTCGT
AtSUFBrv 5" CCCCGGATCCTTAACCCACTGATCCTTC

AtSUFCfw At3gl0670 | 73-338 5 CCCCCCCCCATATGGCTGTCGATTCGGATTCG
AtSUFCrv 5 CCCCCTCGAGCTAACCGGATATCGCTTTGTA
AtSUFDfw Atlg32500 | 37-475 5" CCCCCCCCCATATGGCTCAAGCTTCGTTCTCTGAC
AtSUFDrv 5" CCCCCTCGAGTCAGAGCAAGCCTTTGACGTG
AtTHICtw At2g29630 | 55-644 5" CCCCCCCCATATGACTTTGACGTTTGATCCA

AtTHICrv 5 CCCCCTCGAGTTATTTCTGAGCAGCTTTGAC

Table S3. Primers used for cloning in pUC-SPYCE/SPYNE vectors.

Primer name AGI Protein | Primer sequence

sequence
AtcLIPfw At5g08415 | 1-394 5" CCCCTCTAGAATGATGCATCATTGCTCAAT
AtcLIPrv 5" CCCCCTCGAGAGACAAGGATTTAGA
AtISPGfw At5g60600 | 1-741 5" CCCCTCTAGAATGGCGACTGGAGTATTGCCA
AtISPGrv 5" CCCCCTCGAGCTCATCAGCCACGGGCGGGTC
AtNFU1fw At4g01940 | 1-231 5’ CCCCGGATCCATGATGGCTTCTCTCGCG
AtNFUl1v 5’ CCCCCTCGAGGCTTGTAAAGGTTACATT
AtSUFAlfw Atlgl0500 | 1-180 5’ CCCCTCTAGAATGGCTTTCGCTACTGGAATC
AtSUFAlrv 5’ CCCCCTCGAGCATCTCGGCAGCAAAAGAC
AtSUFE3fw At2¢29630 | 1-718 5 CCCCTCTAGAATGGCGTTAGCTICTCTICC
AtSUFE31v 5’ CCCCCTCGAGTCTCTTGCTCTCACA
AtTHICtw At2g29630 | 1-718 5" CCCCCGTCTCTCTAGAATGGCTGCTTCAGTACACTGT
AtTHICrv 5" CCCCCTCGAGTTTCTGAGCAGCTTTGACATA
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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 a 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 a 2 ou pour l'ensemble
de ces protéines vis-a-vis de cibles chloroplastiques a centres [4Fe-4S].

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

Iron-sultfur (Fe-S) proteins have critical
functions in plastids, participating notably to the
photosynthetic electron transfer, sulfur and
nitrogen assimilation, chlorophyll metabolism
and vitamin or amino acid biosynthesis. Their
maturation relies on an assembly machinery
referred to as the SUF machinery. De novo
synthesized Fe-S clusters on a scaffold protein
complex are delivered to client proteins via
several transfer proteins. However the
maturation pathways of most client proteins and
their specificities towards transfer proteins are
mostly unknown. In order to decipher the
interacting proteins of the Fe-S cluster transfer
protein NFU2, one of the three chloroplastic
representatives found in Arabidopsis thaliana,
we have performed a quantitative analysis of the
shoot and root proteomes of nfi2 plants.
Combined with co-immunoprecipitation and
binary yeast two-hybrid experiments, we
identified 12 new targets, whose interactions
with NFU2 were validated using bimolecular
fluorescence complementation experiments.
The plant mutant analysis also revealed a
possible role for NFU2 in plant response to
desiccation. This study allows delineating the
maturation pathways of many Fe-S proteins,
extending considerably the number of NFU2
clients. It also helps clarifying the respective
roles of the three chloroplastic NFUSs.
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INTRODUCTION

Iron is essential for both prokaryotic and
eukaryotic organisms as this metal is found in
cofactors contributing to the activity and/or
stability of several metalloproteins involved in
key physiological processes (e.g. respiration,
photosynthesis, DNA repair and replication).
As a cofactor moiety, iron is mainly found in
hemes and iron-sulfur (Fe-S) clusters, the latter
being formed by the assembly of iron atoms and
inorganic sulfide in various stoichiometries
(Balk and Schaedler, 2014). In plants as in other
organisms, the most widespread clusters are, in
the following order, the [4Fe-45], [2Fe-25],
Rieske-type [2Fe-2S] and [3Fe-4S] clusters
(Couturier et al., 2013). In addition to the
above-mentioned processes, these are found in
proteins involved for instance in sulfur and
nitrogen assimilation, chlorophyll metabolism
and vitamin and amino acid biosynthesis (Balk
and Pilon, 2011).

The majority of Fe-S proteins found in plants
are encoded by the nuclear genome and
imported from the cytosol to dedicated cell
compartments as apo-proteins (devoid of Fe-S
cluster). After their targeting, apo-proteins
acquire their Fe-S cluster and are converted to
mature holo-forms. This maturation step is
ensured by the action of complex multi-protein
machineries. In Arabidopsis, three machineries
for Fe-S cluster assembly were identified and
are distributed in cytosol (CIA for cytosolic
iron-sulfur protein assembly), mitochondria
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(ISC for iron sulfur cluster) and chloroplasts
(SUF for sulfur mobilization). De nove building
of Fe-S cluster on so-called scaffold proteins
depends on an assembly complex, which
composition  differs depending on the
machinery. However, this step requires a
cysteine desulfurase that provides sulfur atoms
and is associated to other accessory/regulatory
proteins, an electron donor that reduces notably
the sulfane sulfur species into sulfide, and an
iron donor. Although it is reported that frataxin
may control the entry of iron, as well as
persulfide transfer, in the complex for the ISC
mitochondria (Colin et al., 2013; Gervason et
al., 2019), the iron donors are still unidentified
for any machinery. It is worth noting that the
CIA machinery depends on the mitochondrial
cysteine desulfurase NFSI for sulfur supply.
After their assembly, Fe-S clusters are
transferred to recipient apo-targets with the help
of Fe-§ cluster transfer proteins and eventually
of chaperones (Balk and Schaedler, 2014,
Couturier et al., 2013).

Within the SUF machinery, 10 proteins in
Arabidopsis would participate to the transfer of
preformed Fe-S clusters: GRXS14, GRXS16,
BOLAI, BOLA4, SUFAL, IBAS57.2, HCF101,
NFUI, NFU2, and NFU3 (Couturier et al.,
2013; Przybyla-Toscano et al., 2018). So far,
there is no described bolal or bola4 mutants,
and compared to wild-type plants the
Arabidopsis grxs 14, gra816, sufal and nful null
mutants present no obvious phenotype
consistent with an Fe-§ cluster maturation
deficiency (Rey et al., 2017; Touraine et al.,
2019; Yabe and Nakai, 2006). It is thus difficult
to determine the precise functions of these
proteins in planta. However, both glutaredoxin
isoforms, GRXS14 and S16, and SUFA1 were
initially characterized as [2Fe-2S] cluster
incorporating proteins, able to transfer their
cluster to apo-ferredoxin (Abdel-Ghany et al.,
2005; Bandyopadhyay et al., 2008). Moreover,
GRXS 14 is able to transfer its [2Fe-28] cluster
to SUFAL in vitro (Mapolelo et al., 2013)
suggesting a potential in vive sequential Fe-S
cluster shuttling similar to the one described for
mitochondrial orthologs (Banci et al., 2014,
Brancaccio et al., 2014). Interestingly, NFUI
also interacts with SUFA 1, however it is a [4Fe-
4S5] cluster containing protein suggesting that a
conversion may be required if an Fe-S cluster
exchange occurs (Roland et al., submitted). On
the contrary, the corresponding mutants for
other transfer proteins belonging to the SUF
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machinery have strong phenotypes. The
Arabidopsis ficf10] mutant is seedling lethal but
could be partially rescued on sucrose, the nfu2
and nfu3 single mutants are dwarf and a double
mutant is lethal (Lezhneva et al., 2004; Nath et
al., 2016; Stockel and Oelmiiller, 2004;
Touraine et al., 2019, 2004; Yabe et al.. 2004).
These strong phenotypes have been primarily
explained by a defect in PSI assembly attributed
to defaults in the maturation of the three [4Fe-
48] clusters bound to PsaA, PsaB and PsaC. In
the current model, NFU2 and NFU3 act
immediately upstream HCF101 serving, in this
context, as relays for the delivery of Fe-S
clusters (Touraine et al., 2019). NFU2, NFU3
and HCF101 likely have other direct client
proteins among the ~ 50 Fe-S§ proteins found in
chloroplasts, a majority ligating [4Fe-45]
clusters (Przybyla et al, in prep). The
measurement of protein levels or activities in a
given loss-of-function mutant is helpful to
determine the proteins whose maturation is
affected but it does not tell whether the
interactions are direct. For instance, the protein
level of ferredoxin-thioredoxin reductase (FTR)
is decreased in the ficf101 mutant but not in nfu2
and nfu3 mutants (Lezhneva et al, 2004,
Stockel and Oelmiiller, 2004; Touraine et al.,
2019). Altered quantity of some other Fe-S
proteins have been reported in nfu2 and nful
mutants, including increases as reported for the
PetC Rieske protein (Hu et al., 2017; Nath et al.,
2016; Touraine et al., 2019, 2004; Yabe et al.,
2004). However, the observed variations were
not often reproduced among studies possibly
because of the differences in plant growth
conditions. Anyway, it is difficult to conclude
whether an increased amount of proteins is a
compensation mechanism or whether the
proteins accumulate as apo-proteins because of
a maturation defect but are in fact not
functional. The same is true for stable protein
levels, it does not mean that the protein is
correctly matured if the apo-proteins are stable
enough. A few studies relying on both in vitro
and in vive approaches already provided
evidence for direct interactions between NFU2
and some partners. Among chloroplastic NFU
proteins, NFU2 is the sole isoform reported as
having the capacity to bind either a [2Fe-25]
cluster or a [4Fe-45] cluster (Gao et al.. 2013).
So far, it was shown to transfer a [2Fe-2S]
cluster in vitro to GRXS16, to the 5-adenosine
phospho-sulfate reductase (APR1) and to the
dihydroxyacid dehydratase (DHAD), involved
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in the synthesis of branched chain amino acids
(Gao et al., 2018, 2013). Consistent with the
latter interaction and in the absence of NFU3
and HCF101 in roots, a short root phenotype is
observed in the Arabidopsis nfi2 mutant which
accumulates branched chain amino acid
precursors (Stockel and Oelmiller, 2004,
Touraine et al., 2019).

We have recently listed up to 51 known or
putative Fe-S proteins in Arabidopsis plastids
(Przybyla et al., in prep) for only 10 Fe-S cluster
transfer proteins. The specificities in the
delivery of Fe-S clusters from scaffold proteins
to these clients is unknown for most of them.
This was hampered for several reasons, some
already described above, e.g. absence of
phenotypes in several mutants for SUF
components maybe due to some redundancies,
lack of antibodies for many targets, lack of
studies addressing direct physical interactions.
In the case of hef101, nfu2 and nfu3 mutants, we
make the assumption that the strong
photosynthetic  defects might mask the
existence of other Fe-S protein targets. Hence to
unveil the set of NFU2 interacting proteins, we
have combined several approaches. A global
quantitative label free (QLF) proteomic strategy
was carried out comparing both the shoot and
root proteomes of wild-type and mfu2 plants.
This was completed by use of untargeted (co-
immunoprecipitation experiments followed by
shotgun mass spectrometry) and targeted
approaches (binary yeast two-hybrid (Y2H)
experiments using selected putative NFU2
targets). These three strategies allowed the
identification of twelve new targets, whose
interactions with NFU2 was validated using
bimolecular fluorescence complementation
(BiFC) experiments. We also reveal a possible
role for NFU2 in the plant response to
desiccation.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and growth conditions

For proteomic and metabolomic analyses, nfu2-
1 (SALK_039254C) (Touraine et al., 2004) and
Col-8 (wild type) seeds were surface sterilized
and sown in 0.2 ml tubes containing 0.8% agar
prepared in pH 5.5 Hoagland-based solution (1
mM KH:PO4, | mM KNOs, 1 mM MgS0s, 5
mM CaNOs, 50 uM H3BO;, 0.05 uM CoCls,
0.05 uM CuS0Os, 15 uM ZnS0y, 2.5 pM K1, 50
pM MnSOy, 3 uM Na-MoOy). Iron was added
as 50 uM Fe*-EDTA. After 7 days in growth
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chamber, the bottoms of the tubes were cut off
prior transfer to 2.5 L opaque recipient in the
same medium. Plants were grown for 8 weeks
under short day condition (8h/16h, day/night;
23°C/20°C, day/night) at a light intensity of 160
pmol.m?s! and 65% humidity (Figure S1A).
Leaves and roots were harvested and stored at -
80°C until analysis. For ABA measurement and
rapid dehydration tests, plants were cultivated
as described above. Two weeks old seedlings,
grown on half strength Murashige and Skoog
medium (MS/2) with 0.05% MES, 1% sucrose,
0.7% agar for 14 days in long day condition
(16h/8h light/dark), were also included for the
proteomic analysis. Fe concentration was 50
uM and provided as Fe**-EDTA (Figure S1B).
For co-immunoprecipitation (Co-IP)
experiments, transgenic plants expressing a
GFP targeted to chloroplasts via the NFU3
chloroplastic targeting sequence
(Pro358::CTPnrus-GFP in Col-8) and nfu2-1
lines complemented by a NFU2-GFP fusion
(Pro358::NFU2-GFP) were grown on MS/2 as
described above (Figure S2).

Constructs

All the PCR products were obtained using high-
fidelity DNA polymerase (Phusion) and each
construct was sequenced to ensure its integrity.
The primers used are described in Table S1.

To generate the Pro355:NFU2:GFP, the NFU2
¢DNA was cloned in 5° of the GFP coding
sequence and placed under the control of
Pro358S using the pGWBS05 vector (Nakagawa
et al, 2007). The Pro358::CTPyrmys-GFP
construct was reported before (Roland et al., in
revision). The coding sequences for NFU2 and
its target proteins and were cloned in pGAD and
PGBK vectors for Y2H and in pUC-SPYNE
and pUC-SPYCE vectors for BiFC experiments
(Walter et al.. 2004).

Chlorophyll and carotenoid determination
Four leaf disks (diameter of 0.45 cm) per plants
were sampled and mixed in 100% acetone for
pigment extraction in the dark under agitation
until the samples get cleared (3 to 4 hours).
Absorbance of the supernatant was measured at
470 nm, 6448 nm and 661.6 nm. The
concentrations were determined as follows:
Chla (ug/ml) = 11.24%* Age16 - 2.04* Asuas; Chlb
(ug/ml) = -4.19% Ags1.6 +20.13*A(,44_5;
Carotenoids (ug/ml) = (1000%A4z0-1.9%Chla —
63.14 Chlb)/214 (Lichtenthaler, 1987).
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Protein extraction and trypsin digestion for
label free experiments

Proteins were extracted from 50 mg of leaves or
roots from eight weeks old plants and from two
weeks old seedlings in 250 pL of 1X Laemmli
(65 mM Tris-HC1 pH 7.5; 5% glycerol; 2%
SDS) (Laemmli, 1970). After vortexing,
samples were centrifuged at 20°C for 10 min at
14,000 g. The supernatant was withdrawn and
protein contents were measured using the
Pierce ™ Detergent Compatible Bradford Assay
Kit (ThermoScientific) (Bradford, 1976). 35 pg
of extracted proteins for each sample were
loaded on a 12% precasted gel (Bio-Rad) and
were subject to a 20 min migration at 100 V.
Each lane of the gel was cut in 4 parts and in
small pieces (2 mm?), washed two times with
carbonate buffer (25 mM NH4HCOs) and two
other times with 50% acetonitrile in 25 mM
NH4HCO;. Bands were dehydrated in 100%
acetonitrile and after drying, treated during 45
min at 56°C with 10 mM DTT, and alkylated
with 55 mM iodoacetamide during 30 min at
room temperature in the dark. Treated bands
were washed two times with 50% acetonitrile in
25 mM NHyHCO; and were dehydrated in
100% acetonitrile. After drying, samples were
digested with a trypsin solution (Sequencing
Grade Modified Trypsin, Promega, Madison,
USA),in a 1:50 (trypsin:protein) ratio overnight
at 37°C. Peptides were extracted from the gel
with 200 pL of 2% formic acid (FA) under
shaking during 30 min. The supernatant was
collected and two more extractions were done
with 80% acetonitrile / 2% FA under shaking,
during 30 min each. The three supernatants
were pooled and vacuum dried. Each sample
was solubilized in 10 pL of 2% FA and 1 pL
was injected for mass spectrometry (MS/MS)
analysis  (Qexactive Plus, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

Data processing for protein identification and
label free quantification (LFQ)

Raw mass spectrometry data were analyzed in
the Maxquant environment (Cox and Mann,
2008) v.1.5.0.0 and Andromeda was employed
for database search (Cox et al., 2011). The
MS/MS data were matched against the TAIR10
+ GFP database. For protein identification and
quantification, cysteine carbamidomethylation
was set up as a fixed modification and oxidation
of methionine as variable modification. At least
two unique peptides are necessary for protein
identification and quantification. Up to two
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missed cleavage was allowed for protease
digestion. For the other characteristics,
Maxquant default parameters were used.
Following the quantification step and the LFQ
normalization, proteins were considered as
quantifiable only if they are present in all
samples, i.e. four biological replicates for each
genotype. For statistics, pairwise t-tests P<0.05
were carried out. Before statistical treatment,
the normal distribution of the logarithmic
transformed data was assessed. For proteomic
analysis, a protein was considered as absent in
nfu2-1 if it was identified with 2 peptides in at
least 3 WT replicates and not in the 4 nfu2-1
replicates. All raw MS data and Maxquant files
generated have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE
partner repository with the dataset identifiers
XXXXXX XXX,

Co-1P experiments

1 g of aerial tissues from two weeks old
seedlings was cross-linked in 1% formaldehyde
in PBS buffer two times (7 min under vacuum).
The reaction was blocked by adding 300 mM
glycine (30 min under vacuum). Fixed tissues
were rinsed three times with water, dried and
frozen in liquid nitrogen prior grinding. Powder
was diluted in 2 mL of RIPA (50 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 1%
sodium-deoxycholate) buffer and centrifuged
two times 10 min at 14,000 g to remove cell
debris. 50 pL of antibodies directed against
GFP and coupled to magnetic beads (Miltenyi
Biotec®) were added to the supernatant and
mixed (wheel rotation) for 30 min at 4°C. Tubes
were then placed on magnetic rack and after 4
washes with RIPA buffer, proteins were
recovered and denatured with 100 uL of 1X
Laemmli solution. Samples were then treated
and analyzed as for the LFQ with the following
parameters: a protein was considered as
interacting with NFU2 if it was identified with
2 peptides in at least 2 replicates from
Pro358:NFU2:GFP expressing plants and not
in the 3 replicates from Pro35S8::CTPyrys-GFP
expressing plants. All raw MS data and
Maxquant files generated have been deposited
to the ProteomeXchange Consortium via the
PRIDE partner repository with the dataset
identifiers XXxXxxXxxxx.

Y2H experiments
Yeast CY306 cells were prepared and co-
transfected with pGAD and pGBK-SPYCE
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(fusion with the activation domain (AD) and
DNA binding domain (BD) of the GAL4
regulator, respectively) construct pairs as
described earlier (Vignols et al., 2005). The
primers used for cloning the sequence encoding
the mature form of selected proteins are
described in Table S1. All steps have been
described previously (Roland et al., in revision).

BiFC experiments

Arabidopsis protoplasts were prepared and co-
transfected with pUC-SPYNE and pUC-
SPYCE (fusion with the N-terminal and the C-
terminal part of the YFP fluorescent protein,
respectively) construct pairs for 5 min in a PEG-
based medium as described earlier (Yoo et al.,
2007) without vacuum infiltration. Pairs of
constructs involving one empty vector were also
transfected as a control to ensure that none of
the proteins assayed could restore YFP
fluorescence in the absence of interacting
partners. The YFP fluorescence in Arabidopsis
protoplasts was recorded between 520 and 550
nm with a SP8 laser-scanning confocal
microscope (Leica  Microsystems)  after
excitation with an argon laser at 514 nm. The
fluorescence of chlorophyll was recorded
between 680 and 720 nm after excitation at 560
nm. The Leica LASX software was used to
obtain images with maximum Z-stack intensity
projection. Results presented are representative
of three independent transfection experiments
that include the analysis of 10-20 cells per
transformation event.

RESULTS

Global analysis of the biological function of
proteins whose abundance is affected in a nfu2
mutant

To uncover the pathways affected in nfu2 loss-
of-function mutants and identify new NFU2
targets, label free quantitative (LFQ) proteomic
analyses were performed using samples from
two weeks-old seedlings as well as from roots
and shoots of eight weeks-old Arabidopsis
nfu2-1 mutant and wild type (WT) plants
(Figure S1). From these experiments, 4616,
3824 and 2393 proteins were identified in roots,
leaves and seedlings, respectively from the four
replicates using both genotypes. The abundance
of 311, 820 and 502 proteins present in roots,
leaves and seedlings, respectively varied
significantly, displaying a logarithmic fold
change (log(FC)) lower than -0.2 or higher than
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+0.2 between nfu2-1 and WT samples (Table
§2-54). Among them, 167, 339 and 174 are less
accumulated whereas 154, 481 and 328 are
more accumulated respectively in the roots,
shoots and seedlings of nfi2-1 as compared to
the WT. The subcellular localization of these
proteins was analyzed using the multiple marker
abundance profiling method of the SUBA4
bicinformatic ~ platform  (http:/suba.live/)
(Figure 1). In the roots and leaves of eight
weeks-old Arabidopsis nfu2-I mutant, the
proteins less accumulated are in majority
cytosolic and nuclear (Figure 1A-B). This is
different from two weeks-old seedlings, in
which 75% of the proteins are localized in
plastids (Figure 1C). In nfu2-1 roots, 30% of the
proteins that are more accumulated are
predicted as extracellular and 50% have an
unassigned localization (Figure 1A). In leaves
and seedlings, about 90% of these proteins are
localized in plastids (Figure 1B-C). Taken
together this first analysis suggests that nfu2-1
mutation, by affecting the amount of several
proteins present in chloroplasts, impacts the
entire cell organization strongly modulating the
accumulation of cytoplasmic, nuclear and
extracellular proteins, notably in roots.

GO term enrichment analysis of the proteins
whose abundance varies in nfu2-1 was
conducted using the PANTHER gene ontology
platform (http://go . pantherdb.org) (Figure 2 and
Table S5-S6). In the root samples, proteins of
the oxidative pentose phosphate pathway
(OPPP)  (GO:0009051), ie., glucose-6-
phosphate 1-dehydrogenase (G6PDH) and 6-
phosphogluconate dehydrogenase (PGD), were
over-represented (Figure 2A). For instance,
PGD1 and PGD3, that are targeted to both the
cytosol and the plastids, were over-accumulated
in nfu2-1 when compared to the WT. The
amount of the third isoform, the peroxisomal
PGD?2 (Holscher et al., 2016), was not affected.
These changes suggest that mechanisms for
maintaining the generation of reducing
equivalents in the form of NADPH, have been
established possibly to compensate a lack of
electron supply to the chloroplastic ferredoxin
NADP-reductase (FNR) via PSL. The need of
NADPH is particularly important for the
functioning of antioxidant systems. Otherwise,
this GO term analysis indicated that the
abundance of proteins involved in the response
to several stresses was decreased in nfis2- I roots
(cadmium ion, GO:0046686; osmotic stress,
GO:0006970; abiotic stress, GO:0009628;
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biotic stress, GO:0009607 and GO:0043207;
decreased oxygen levels, GO:0036293,
GO:0070482 and GO:0001666). Other GO term
enrichments likely recapitulate Fe-S protein
maturation defects. The carbohydrate derivative
biosynthetic process GO term (GO:1901137)
reflects in large part the decrease of
isopropylmalate isomerase (IPMI) complex
proteins, the large subunit of the heterodimer
being a known Fe-S protein that is associated to
a small subunit represented by three isoforms.
Similarly, the oxidation-reduction process GO
term (GO:0055114) gathers cytosolic and
chloroplastic Fe-S enzymes implicated in
diverse biochemical processes, including
aconitases (ACOI1, ACO3), glutamate synthase
(GLU2), nitrite reductase (NIR) and sulfite
reductase (SIR).

On the other hand, the metabolic
adjustments/perturbations occurring in nfu2-1
leaves and nfu2-1 seedlings are globally very
similar (Figures 2B-C). As expected, these
proteome analyses point to the establishment of
a response to photosynthesis deficiency with
overrepresented GO-terms in the mutant such as
Rubisco complex assembly (GO:0110102),
carbon fixation (GO:0015977), reductive PPP
pathway (GO:0019253) but also negative
regulation of photosynthesis (GO:0043155)
which  corresponds  mainly  to  the
photorespiration process. Accordingly, the
photosynthesis (GO:0015979) and the electron
transport chain (G0O:0022900) in seedlings) GO
terms, corresponding in part to photosystem
subunits, are enriched among proteins whose
abundance is decreased in nfii2-1. Surprisingly,
nine enzymes of the tricarboxylic acid (TCA)
cycle (GO:0006099 and GO:0072350) had their
abundance diminished in the nfu2-1 leaves. This
is in contrast to what is usually observed in
mutants affected in photosynthesis that display
an increase of the TCA cycle protein/activity
(Motohashi et al., 2012).

Even though the chloroplast ultrastructure is not
visibly altered in the nfu2 mutant, another major
conclusion arising from this GO terms analysis
is that there are major perturbations of the
chloroplastic function, which are likely a
consequence of the reported photosynthesis
failure (Touraine et al., 2019). Indeed, in both
nfit2-1 leaves and seedlings, plastid translation
(GO:0032544), plastid organization
(GO:0009657), and de nove protein folding
(GO: 0006458) as well as thylakoid membrane
organization (GQO:0010027) GO terms are
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enriched in proteins whose abundance was
increased in nfu2-1.

As observed for roots, the GO terms over-
represented in proteins decreasing in nfu2-I
leaves or seedlings relate globally to stress
response with enriched GO terms in leaves such
as response to oxidative, abiotic and biotic
stresses. Interestingly, in both leaves and
seedlings, there are GO terms among proteins
whose abundance was decreased in nfu2-1, that
are reminiscent of the response to water deficit
i.e., response to abscisic acid and osmotic stress
in seedlings and response to desiccation in
leaves, which is by far the most enriched
biological function in this analysis. All of this
might indicate that the general stress response
mechanisms of the nfi2-/ mutant are altered but
in particular that the ABA signaling and/or
metabolism is affected. Carefully looking at the
abundance of proteins known to participate in
the water deficit response, RD2 (response to
desiccation), RD29A, dehydrin ERD14 (early
response to dehydration) and different LEA
(late embryogenesis abundant) these are indeed
decreased in nfu2-1 leaves (Figure 3A). Then,
targeted metabolomics/hormonomics — were
achieved to determine whether this may
originate from variations in the ABA content.
These measurements revealed that the amount
of ABA hormone followed the same pattern, i.e.
it is decreased by a factor 2 (Figure 3B),
whereas the amount of other hormones is
globally unchanged (not shown). Rapid
dehydration assays showed that the water loss
was faster and more pronounced for the nfu2-1
mutant than for the WT (Figure 3C).

Impact of nfu2-1 mutation on photosystem I
(PSI) protein components

NFU2 is required for the biogenesis of a
functional PSI. Accordingly. a decreased
accumulation of proteins constituting the core
complex of PSI (Psa A, B and C, Photosystem I
subunit), and the peripheral subunits (PsaD-1
and D-2) as well as proteins from the peripheral
antenna (Lhca-1 to Lhca-4, PSI light harvesting
complex gene al to 4) have been reported in
nfu2 mutants using western blots (Hu et al.,
2017; Touraine et al., 2019, 2004:; Yabe et al.,
2004).

In order to get more insight into the importance
of NFU2 is this process, accumulation of the 31
PSI proteins involved in PSI biogenesis was
quantified by the LFQ method (Table 2). The
previous observations made for PsaA, B, C and
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D-2 as well as Lhca-l1 to Lhca-3 were
confirmed, in nfi2-1 leaves and seedlings. A
decrease of PsaD-1 protein accumulation was
also observed., but only in nfu2-1 leaves,
whereas a decrease Lhca-4 accumulation was
solely observed in nfu2-/ seedlings. This
approach revealed that PsaF, G, H-2, K, E-1 and
N accumulation was decreased in the leaves and
seedlings of the nfie2-1 mutant. Psal,, O, E-2,
Lhca-5 protein  accumulation was also
decreased in the nfu2-I mutant, but only in
seedlings. In contrast an increase in Lhca-6 and
PPDI1 (PsbP domain protein 1) was observed in
nfu2-1 leaves, Ycf3 (Hypothetical chloroplast
open reading frame 3) in nfie2-1 seedlings and
Yecf4 in both leaves and seedlings.

Altogether, 12 proteins from the PSI (=38%)
displayed altered accumulation in the nfie2-1
mutant; including the three Fe-S proteins (i.e.
PsaA, B and C). These data indicate that NFU2
activity defect had profound effects on the
accumulation of proteins that are involved in the
biogenesis and architecture of PSL

Quantification of Fe-S proteins in nfu2-1

The major goal of this study was to identify
novel NFU2 targets among plastidial Fe-S
proteins. Among the 51 known/putative
chloroplastic Fe-S proteins, 36 (=70%) were
quantifiable in both WT and nfu2-/ mutant
(Table 1).

The abundance of several Fe-S proteins is
significantly decreased in the nfu2-1 mutant,
nine in roots (i.e. adenosine 5'-phosphosulfate
reductase 2 (APR2); glutamine phosphoribosyl
pyrophosphate amidotransferase (ASE) 1 and 2;
DHAD, FTR, GLU2, IPMI large subunit, NIR
and SIR), eight in leaves (i.e. beta-carotene
isomerase D27 (DWARF27.2), HCFI01,
GLU2, NADH dehydrogenase subunits I and K
(NDHI & NDHK), PsaA, B and C) and five in
seedlings (NADH-dependent glutamate
synthase 1 (GLT1), pheophorbide a oxygenase
(PAQ) PsaA, B and C).

In contrast, two proteins displayed an increased
abundance in nfu2-1 mutant, NEET in leaves
and GLUI (glutamate synthase 1) in both leaves
and seedlings. A third protein, PSB33 follows
the same trend as GLUI. It was reported to be
an Fe-S protein in Chlamydomonas but the
cysteines found in the algal ortholog are missing
in the Arabidopsis counterpart raising question
about its capacity to ligate an Fe-S cluster. FTR
displayed a contrasted pattern of accumulation
since it was decreased in roots and increased in
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leaves and seedlings. Similarly, the abundance
of SIR in the nfu2-1 mutant was decreased in
roots and increased in leaves.

Altogether, the abundance of 21 different
chloroplastic Fe-S proteins was significantly
affected in the nfi2-1 mutant. Noteworthy, the
pattern of accumulation in nfu2-/ mutant for 7
proteins (HCF101, GLUI1, NIR, PsaA, PsaB,
PsaC and SIR) follows the general trends
described in previous studies using western
blots (Touraine et al., 2019, 2004; Yabe et al.,
2004). The 11 other proteins whose abundance
is decreased in nfu2-/ (i.e. APR2, ASE1, ASE2,
DWARF27.2, FTR, GLU2, GLTI, IPMILSUI,
NDHK, NDHI and PAO) might be novel targets
of NFU2.

Co-immunoprecipitation (Co-IP) experiments
identified new potential NFU2 interacting
proteins

To identify additional NFU2 targets, Co-IP

experiments were performed using three
independent nfu2-1 transgenic lines
overexpressing a  NFU2-GFP fusion

(Pro358:NFU2-GFP) and three independent
WT lines expressing a chloroplastic GFP
(Pro358::CTPyrus-GFP) (Figure S3A). The
NFU2-GFP fusion is functional as it rescues the
nfu2-1 root length and growth rate defects
(Figure S2). 179 and 148 proteins were
respectively identified for the Pro355:NFU2-
GFP and for the Pro33S::CTPyrus-GFP
expressing lines, the majority predicted as
plastidial (Figure S3B). Among them, 146 were
common to both genotypes and 33 and 2
specific to the Pro33S:NFU2:GFP and to the
Pro358::CTPyrys-GFP  expressing  lines,
respectively. 26 putative NFU2-interacting
proteins have been conserved, among which 25
are predicted as chloroplastic proteins (Table 3).
This includes 6 proteins not detected in the three
Pro358::CTPyrus-GFP replicates and present
at least in two Pro35S:NFU2-GFP replicates
and 20 proteins present in all samples but

significantly over-represented  in the
Pro358:NFU2:GFP lines (t-test:  P<0.05).
Importantly, GFP was mnot found as

differentially expressed between the lines,
confirming the suitability of the used control.

Among these 26 proteins, four known Fe-S
proteins GLT1, GLUI, ISPG (4-hydroxy-3-
methylbut-2-enyl diphosphate synthase) and
ISPH (4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl
diphosphate reductase) are present. No
variation in GLT1, ISPG and ISPH abundance
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between nfit2-1 and the WT was observed in
proteomic experiments whereas GLUL was
accumulated in nfu2-1 leaves and seedlings
(Table 1). ISPG and ISPH are two enzymes
from the non-mevalonate or methyl-erythritol
4-phosphate  pathway, required for the
biogenesis of IPP (isopentenyl diphosphate) and
DMAPP (dimethylallyl diphosphate), the
precursors for isoprenoids biosynthesis (e.g
chlorophylls, carotenoid, ABA) (Rohdich et al.,
2003). Interestingly, the proteomic analysis
revealed that the abundance of three enzymes
G 1-deoxy-d-xylulose S-phosphate
reductoisomerase (DXR); 4-diphosphoeytidyl-
2C-methyl-D-erythritol synthase (ISPD) and 4-
(cytidine 5'-phospho)-2-C-methyl-D-erithritol
kinase (ISPE) acting upstream of ISPG and
ISPH was increased in nfu2-/ leaves. This
observation suggests the establishment of
compensatory mechanisms to sustain the
biosynthesis of these essential compounds and
thus maintain nfu2-1 growth. To further
investigate this hypothesis, two weeks old nfu2-
1 and WT seedlings were treated with
fosmidomycin, an inhibitor of DXR activity
(Zeidleret al., 2014). As expected, a decrease in
the chlorophyll and carotenoid contents, fresh
weight and primary root growth was observed
for the WT (Figure 4). For the nfu2-1 mutant,
the decrease in the chlorophyll and carotenoid
content follows a similar trend as the WT
(Figure 4A-B). However, the difference in fresh

weight between the WT and nfu2-1,
synonymous of its reduced shoot growth,
disappears  for  highest  fosmidomycin

concentrations tested (Figure 4C). These data
suggest that additional proteins should act
redundantly with NFU2 in shoots to sustain the
Fe-S cluster assembly of ISPG and ISPH. It is
also noticeable that, unlike WT plants, the
primary root growth of nfu2-1 was not affected
by the fosmidomycin treatment (Figure 4D).
These later observations suggest that the nfu2-1
mutant has already minimal levels of isoprenoid
precursors and that its function in sustaining
primary root growth, might occur, at least in
part, via its involvement in the biosynthesis of
isoprenoid precursors.

Targeted binary yeast two-hybrid screen

Although powerful, LFQ proteomics and Co-IP
experiments are large-scale approaches and do
not necessarily provide information about
physical interactions. Moreover, it can be
challenging to detect weak or transient
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interactions. Hence, yeast two hybrid (Y2H)
experiments were carried out as an additional
complementary approach, to assess the
interaction of NFU2 with selected chloroplastic
Fe-S proteins, most of them previously tested
with NFUI (Roland et al., in revision). It

included several proteins that were not
detected/quantifiable in some samples used for
the proteomic analyses such as the

sirohydrochlorin ferrochelatase B SIRB, the
chloroplastic lipoate synthase 1 (cLIP1), the
tRNA methylthiotransferase MIAB, and the
hydroxymethylpyrimidine phosphate synthase
(THIC) plus controls using two proteins for
which an interaction with NFU2 and NFU3 was
reported already, HCF101 and DHAD
(Touraine et al., 2019). These potential
interactions were assayed with NFU2 fused
either with the binding or with the activation
domain of GAL4 (Figure 5). When fused to the
binding domain of GAL4 (GAL4-BD), auto-
activation was observed on selective medium
without histidine in the absence of partners,
preventing to draw any conclusion and
prompting us to add 2 mM of the 3-amino-
triazol (3-AT) inhibitor (Figure 5A). In this
condition, interactions with HCF101, DHAD,
ASE2, IPMI LSUI, ISPH and cLIPl were
reliably visible. Tt is noteworthy that the
interaction of NFU2 with ASE2 and ISPH were
weak but reproducible, and that the one with
ISPH was visible, in addition to those with
HCFI101 and DHAD, when NFU2 was fused to
GAL4-AD (Figure 5B). For comparative
purposes among the 3 plastidial NFUs, similar
experiments were conducted with NFU3.
Indeed, the same set of proteins was already
tested with NFUI1, reporting its interaction with
DWARF27.1, ISPG, NIR, THIC and cLIP]
(Roland et al, in revision). NFU3 was found to
interact with HCF101 and ISPH when fused to
GAL4-BD and GALA4-AD but also with DHAD,
ASE2, cLIP1 and MIAB when fused to GAL4-
AD (Figure 5A-B).

Altogether these data obtained in a yeast
cellular context showed that NFU2 interacts
with four proteins, ISPH was also fished by the
co-IP experiments, ASE2 and IPMI LSUI were
identified as being differentially accumulated in
the nfu2 mutant by LFQ proteomics whereas
cLIP represents a new putative client protein. In
addition to HCF101 and DHAD, NFU2 and
NFU3 share at least ASE2, ISPH and cLIP1 as
clients. As no interaction was previously found
between NFUl and HCFI0l or DHAD
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(Touraine etal., 2019), the sole common partner
between NFUI, NFU2 and NFU3 is cLIPI
using yeast two-hybrid experiments.

In planta analysis of NFU2 interaction with its
novel putative targets by bimolecular
fluorescence complementation (BiFC) assays
LFQ proteomics analysis of nfu2-I mutant
together with Co-IP experiments using NFU2-
GFP fusion and Y2H directed screening yielded
14 proteins  (APR2, ASEl, ASE2,
DWARF27.2, FTR, GLU2, GLT1,IPMILSUI,
NDHK, NDHI, ISPG, ISPH, cLIP1 and PAQ)
for which no molecular connection with NFU2
was established in previous studies. The
capacity of NFU2 to interact with these
potential new targets was assayed in plant cells.
For BiFC experiments, NFU2 and its putative
clients were fused at the N-terminus of both the
N-terminal and the C-terminal region of YFP
and both interactions were tested for each
protein couple, DHAD being used as a positive
control (Touraine et al., 2019).

YFP fluorescence was observed in protoplasts
transformed with NFU2 and either DHAD,
ASEl, ASE2, DWARF27.2, FTR, ISPG, ISPH,
¢LIP1 or PAOQ. These interactions were
observed in both orientations, except for
DWARF27.2 and PAO (Table 4). In contrast,
no interaction was observed with IPMI LSU1
and NDHI. BiFC experiments conducted with
NFUI and NFUS3 identified several interactions
that were observed in both orientations. It
included the interaction of NFU1 with ASEIL,
ASE2, FTR, ISPG, ISPH, cLIP1 and PAO and
NFU3 with FTR, ISPG, ISPH and cLIP1.
Altogether, these data highlight the interaction
in planta between NFU2 and 8 novel Fe-S
proteins, some of these interactions being also
found with NFU1 and NFU3.

DISCUSSION

Metabolic and physiological adjustments in
the nfu2 mutant

The proteins whose abundance was modified in
the nfu2-1 mutant compared to the wild type
were mostly cytosolic (roots and leaves) and
chloroplastic (leaves and seedlings) (Figure 1).
The majority of proteins whose abundance was
decreased in nfu2 were associated with the
primary metabolism. This is likely to adjust the
metabolism in response to photosynthesis
defects (Figure 2). The most important
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variations in protein levels are found for PSI
subunits.  Accordingly, previous studies
highlighted important roles of NFU2, but also
NFU3 and HCF101, in the establishment of a
functional PSI, the nfie2 mutant being the one
with the less affected growth (Touraine et al.,
2019, 2004; Yabe et al., 2004). The
accumulation of specific PSI subunits (Psa A,
B, C, D-1 and D-2) was already shown to be
decreased in these mutants by western blots. A
clearer picture is obtained here as the LFQ
approach pointed to the fact that the abundance
of 19 proteins (out of 31), which are part of PSI
or involved in its assembly, was modified in the
nfu2-1 mutant, most of them being less
accumulated (Table 2). Hence, the maturation
defects of the Fe-S proteins, PsaA, PsaB and
PsaC, whose abundance is strongly decreased in
the mfu2 mutant, have dramatic consequences
on other subunits. This is consistent with
previous studies showing that a defect in PsaE-
1, or in PsaD1/D2 affected the whole PSI and
notably the accumulation of PsaC and PsaD and
PsaC and PsaE respectively (lhnatowicz et al.,
2004; Varotto et al., 2000). The psad and psae
mutants display growth and photosynthetic
activity defects similar to that of nfu2-1 mutants
(Ihnatowicz et al., 2004; Touraine et al., 2019,
Varotto et al., 2000). It was also shown that the
abundance of PsaF, G, H, L, N, O subunits as
well as Lhea-1 to 4 were affected by the absence
of PsaD (Ihnatowicz et al., 2004). These
observations indicate that the complex formed
by these three proteins (PsaC, D and E-1) on the
stromal side of the PSI relies on a balanced
stoichiometry between the three subunits.

A striking observation was that a large number
of proteins related to the abiotic stress response
have their abundance decreased in the nfu2-/
mutant. In particular, several proteins were
related to the response to desiceation in leaves
of 8 weeks old plants (Figure 3A). Consistently,
the ABA content, but not of other hormones,
was about 2 times lower in nfu2-1 mutant as
compared with the wild type and this was
accompanied by a higher sensitivity to
dehydration as assessed via rapid dehydration
assays. This decrease implies that the
biosynthesis and/or catabolism of this hormone
is impaired. The synthesis of ABA relies first on
isoprenoid precursors (IPP and DMAPP),
whose synthesis requires two Fe-S proteins in
the non-mevalonate pathway (ISPG and ISPH),
and then on derived carotenoids that are
converted to ABA by several enzymatic
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reactions in plastids and in the cytosol
(Finkelstein, 2013). The fact that the carotenoid
levels are not altered in the nfu2 mutant
indicates that the defect(s) should occur
downstream. The sole known Fe-S§ proteins that
participate to the late-steps of ABA
biosynthesis are the cytosolic abscisic aldehyde
oxidases (AAOI1-4) which also incorporate a
molybdenum cofactor (Seo et al., 2000).
However, the assembly of Fe-S and Moco
cofactors in these AAOs should rely only on the
cytosolic and mitochondrial Fe-S assembly
machineries but not on the SUF machinery.
Moreover, its abundance does not vary in the
nfu2 mutant and most of the other proteins
related to ABA biosynthesis or degradation
were not quantifiable. It may actually be that
one of the other enzymes involved in ABA
synthesis has an Fe-S cluster, as not all of them
have been biochemically characterized. Also, it
is possible that rechanneling of ABA precursors
towards the synthesis of more critical molecules
occurs to sustain growth. Whether the loss of
NFU2 function renders plants more susceptible
to other abiotic stresses remains to be
determined.

Identification of novel potential NFU2 Fe-S
protein targets

Among the 21 Fe-S proteins displaying an
altered abundance in the nfu2-1 mutant as
compared to the WT, eight were previously
analyzed by western blot (WB) and/or
enzymatic activity in the same genotypes. The
comparison between these studies and the work
presented herein highlighted an overall good
correlation. For instance, in this study PsaA, B
and C abundance was decreased in nfu2-1
mutant leaves and seedlings as previously
demonstrated by WB analyses (Touraine et al.,
2004; Yabe et al., 2004). Similarly, HCF101
decreased abundance in nfu2-I mutant leaves
was in agreement with previous observations
(Touraine et al., 2019). Here, NIR and SIR
accumulation was decreased only in nfie2-1
mutant roots but not in seedlings or leaves
where its abundance was even increased.
Similar observations were previously made by
WB analysis but on whole plant tissues, most
probably reflecting what was occurring in roots
(Yabe et al., 2004). However, a decrease of SIR
activity in leaves was previously reported,
indicating that the increased abundance of SIR
observed in this study might correspond to the
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apo-protein form (Touraine et al., 2004). GLUI
abundance was higher in nfu2-1 mutant leaves
and seedlings in accordance with a previous
study reporting an increase of GLU activity in
nfu2-1 mutant plants (Touraine et al., 2004).
These results indicate that the loss of NFU2
function activates some metabolic feedback
stimulating the accumulation of GLUI in the
aerial tissues and that it is likely that the transfer
of Fe-S cluster to apo-GLUl might occur
independently of NFU2 via another Fe-S carrier
protein. Conversely, the accumulation of FD
(ferredoxin) and PSB33 was not in agreement
with what was previously described by WB. For
instance, it was shown that nfu2 mutants
displayed a lower level of FD accumulation
compared to the WT (Yabe et al., 2004). This
was in contrast to what was observed in this
study since no variation was observed for FD2
(that represent 80% of the ferredoxin found in
plants), at least in leaves, the sole tissue where
this protein was detected and quantified.
Considering PSB33, an opposite trend was
observed: in this study PSB33 abundance was
higher in nfu2-1 mutant leaves and seedlings
than in the WT whereas no variation was
observed by Yabe and coworkers. These
discrepancies might be indeed due to
differences in the growth conditions between
the studies but it cannot be excluded that some
technical limitation might come from the LC-
MS/MS analysis.

Based on these good concordances, we
postulate that the 11 Fe-S§ proteins whose
abundance is decreased in the nfu2- I mutant are
true NFU2 client proteins. It includes APR2,
ASEl, ASE2, DWARF272, FTR, GLU2,
GLTI1, IPMI LSU1, NDHK, NDHI and PAO.
An important point to consider here is that
HCFI101 abundance is decreased in the nfu2-1
mutant leaves. Since HCF101 can act as an
intermediate between NFU2 and some apo-
proteins, as for PsaA, B and C proteins
(Touraine et al., 2019), other leaf-specific
proteins, such as DWARF27.2, NDHK and
NDHI may also rely on HCF101 for their
maturation. The lack of fluorescence observed
in BiFC experiments carried out on Arabidopsis
protoplasts when NFU2 was assayed with
NDHI is in support of this hypothesis. However,
for DWARF27.2 the situation is less clear since
BiFC experiments revealed a weak but
significant interaction with NFU2. It may still
be that the endogenous HCF101 promotes this
interaction. In contrast, in the absence of
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HCF101 in roots (it is not detectable by LC-
MS/MS and WB analyses, Stéckel and
Oelmiiller, 2004), proteins detected in this
organ, i.e. APR2, ASEl, ASE2, FTR, GLU2
and IPMI LSUI, should be directly targeted by
NFU2 in roots but also in shoots. This
assumption was confirmed for APR2, ASEI,
ASE2, FTR and GLU2 by BiFC experiments
carried out on Arabidopsis protoplasts (Table
4). In contrast, no interaction was observed for
IPMI LSUT1 using this approach whereas it is
seen by Y2H (Figure 5). Hence, it is possible
that the presence of the YFP-tags on NFU2,
IPMI LSUI, or both prevents this interaction in
plant cells only, even though the whole IPMI
complex can be formed (i.e. IPMI LSU1 can
interact with three different small subunits
participating either to the biosynthesis of
leucine with IPMI SSUI or glucosinolate with
IPMI SSU2 and 3; He et al., 2010; Knill et al.,
2009). Conceming GLT1 and PAO, an
interaction with NFU2 was visualized by BiFC
(Figure 6). As the decrease of GLT1 and PAO
protein abundance in the nfie2-/ mutant was
only observed in whole seedling samples, we
might postulate that other NFUs or HCF101 are
involved in their maturation in the aerial tissues.
Interactomic analysis and Y2H experiments
yielded three additional potential targets whose
abundance was either not affected by nfu2-1
mutation (ISPG and ISPH) or not quantifiable
in the experiments (cLIP1). For these proteins,
BiFC and Y2H experiments confirmed the
interaction with NFU2. Hence, the lack of
quantitative difference in protein abundance
between nfie2-1 and WT plants for ISPG and
ISPH suggests either that the apo-proteins are
stable or that other transfer proteins promotes
their maturation. The validity of the connection
of NFU2 with lipoate synthase is reinforced by
observations made in yeast, human and bacteria,
where the maturation of lipoate synthase
depends on the mitochondrial or cytosolic NFU
counterparts (McCarthy and Booker, 2017,
Melber et al., 2016; Navarro-Sastre et al., 2011).
More importantly, the expression of plastidial
NFUs in the yeast nfie/ mutant restored the
defaults that were dependent on the lipoate
synthase maturation defect (Uzarska et al.,
2018).

Partial overlap in Fe-S protein interactions
among plastidial NFU5
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Previous studies have highlighted that plastidial
NFU2 and NFU3, but not NFU1, participated to
the maturation of the same targets i.e., PsaA, B,
C and possibly of DHAD in leaves, either
through HCF101 or directly (Hu et al., 2017;
Touraine et al., 2019). On the other hand, the
yeast complementation data mentioned above
suggest that NFU1 might also, to some extent,
act redundantly with NFU2 and NFU3 although
it is more distantly related (Uzarska et al.,
2018). Hence, the targeted yeast two-hybrid and
BiFC experiments have been extended to both
NFUI1 (Roland et al., in revision) and NFU3
(Table 4 and Figure 5) to have a more
exhaustive view about the levels of specificity
vs redundancy existing among these three
paralogs. Among the putative NFU2 interactors,
five proteins, ASE2, FTR, ISPG, ISPH and
cLIP1, are found to interact with NFU3 and 7
proteins (ASEl, ASE2, FTR, IPMIL ISPG,
ISPH, , NIR LIP and PAO) with NFU1. On the
other hand, NFU1 and NFU3 might have
specific partners, as Y2H experiments pointed
to additional interactions between NFU1 and
DWARF27.1, , and THIC on the one hand and
between NFU3 and MIAB on the other hand
(Roland et al., in revision and Figure 5). All
these interactions are summarized in Figure 6
and obviously some await more confirmation
and mechanistic insights. In the future, it would
be worth performing a similar exhaustive
analysis with HCF101 because of its capacity to
serve as arelay for NFU2 and NFU3. Assessing
in vitro the capacity of all these NFU proteins to
transfer their Fe-S clusters toward their
identified partners would also be valuable to
validate the interactions in a one to one
partnership and to access the efficiencies and
rate constants of the transfer.

To conclude, this study brings new insights into
the Fe-S protein maturation model and
highlights the potential role played notably by
NFU2, but also by NFULI/NFU3, in diverse
facets of the plant primary (e.g. photosynthesis,
photorespiration,  nitrogen  and  sulfur
assimilation, purines and branched amino acids
biosynthesis) and secondary metabolisms (e.g.
glucosinolate and isoprenoid biosynthesis). In
depth metabolomic analyses of the respective
single and double mutants grown in different
conditions, when viable, may help deciphering
which NFUs have a predominant role in a given
physiological context.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Subcellular localization of proteins whose abundance was significantly affected by the
nfu2-1 mutation.

Proteins were extracted from Arabidopsis thaliana (A) roots, (B) leaves and (C) seedlings. Protein
localization was analyzed in silico using the multiple marker abundance profiling method of the SUB A4
bioinformatic platform (http://suba.live/).

Figure 2. Gene ontology (GO) analysis of the proteins whose abundance was significantly affected
by the nfu2-1 mutation.
Proteins were extracted from Arabidopsis thaliana (A) roots, (B) leaves and (C) seedlings. GO term
enrichment  analysis was conducted using the PANTHER gene ontology platform
(http://go.pantherdb.org).

Figure 3. nfu2-1 mutation affects the plant response to dehydration.

(A) Protein abundance in nfie2-1 in comparison to the wild type (log Fold Change) of dehydration
response marker proteins (ALDH7B4, aldehyde dehydrogenase 7B4; RD29A, response to desiccation
29A; RD2, response to desiccation 2; LEAI4, late embryogenesis abundant 14; PIP2:3, plasma
membrane intrinsic protein 2;3, ERD14, early response to dehydration 14; P5SCA, delta 1-pyrroline-5-
carboxylate synthase; PXG3, peroxygenase 3). (B) ABA content in wild type and nfu2-1 seedlings. (C)
Rapid dehydration assay conducted on detached wild type and nfu2-1 leaves. (B-C) n = 3 biological
repeats. Error bars show £ SD. #-test significant difference: **#, p < 0.001.

Figure 4. Effect of fosmidomycin treatment on wild type and nfu2-1 seedlings.

Fosmidomycin is an inhibitor of the biogenesis of IPP (isopentenyl diphosphate) and DMAPP
(dimethylallyl diphosphate), the precursors for the biosynthesis of isoprenoids (e.g chlorophylls,
carotenoids, ABA). Dose-dependent effect of fosmidomycin on (A) chlorophyll content, (B) carotenoid
content, (C) fresh weight and (D) root length of Arabidopsis thaliana WT and nfu2-1 seedlings. (A-D)
Means within each condition with the same letter are not significantly different according to one-way
ANOVA followed by post-hoc Tukey test, p < 0.05 (n = 3 technical repeats from one representative
experiment). Error bars show + SD.

Figure 5. Yeast two-hybrid binary interaction screen between plastidial NFUs and selected [4Fe-
4S]-containing proteins.

Control plates contained histidine (+His) and test plates were without histidine (—His) in the absence or
presence of 3-aminotriazol (+3AT) at 2 mM). The images shown are representative of three independent
transformation experiments. (A) Constructs expressing NFU2 and NFU3 fused to the Gal4 DNA-
binding domain (BD, NFUs used as baits) or (B) fused to the Gal4 activator domain (AD, NFUs used
as preys).

Figure 6. Specificities and redundancies of NFUs towards chloroplastic Fe-S proteins.
Scheme summarizing which of the 21 NFU2 client proteins including the 12 newly identified proteins
have also interactions with NFU1, NFU3 and HCF101.
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Table 4. Overview of interactions assayed by BiFC experiments using NFU-YFP constructions

NFU1 NFU2 NFU3
ATASE1 ®
ATASE2 ®
DHAD @ ®
Dwarf27 @ ]
FTR*
IPMI ® (] ]
ISPG
ISPH
LIPp
NDHi ® ) ]
PAO ®
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Chapitre 2 : Caractérisation des protéines IBAS7.2 et SUFAIl
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 ’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
I'échange de centres Fe-S entre GRXS15 et les protéines ISCA en association a la
protéine IBAS7. 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 particulierement chez les eucaryotes photosynthétiques.
Par ailleurs, des orthologues sont présents au sein du chloroplaste, alors que dans
ce compartiment le complexe d’échafaudage SUFBC;D permettrait directement
l'assemblage de centres [4Fe-4S]|, posant la question du role 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, IBAS7.2 et NFU1 dans un contexte cellulaire,
(iii) de rechercher des partenaires pour les protéines chloroplastiques SUFA1 et
IBAS7.2 par double hybride binaire en levure, et (iv) de réaliser la caractérisation
biochimique des protéines SUFA1 et IBAS7.2.

1. Etude des interactions entre SUFAl, IBA57.2 et NFUl 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 homodimeéres. Leur existence
a été vérifiée in planta par des expériences de BiFC. Les résultats montrent un signal
YFP qui co-localise avec I’'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 oligoméres 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 plutét des homodimeéres voire des
homocomplexes plus importants (Abdel-Ghany et al., 2005; Yabe et Nakai, 2006).

La formation de dimeéres 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’IBAS7, YgfZ, et le paralogue d’A. thaliana NFU2 (Gao et al., 2013;
Teplyakov et al., 2004). Sur la base de ’analyse de la structure cristallographique de
I'isoforme d’E. coli, il a été proposé que le dimére covalent détecté, impliquant la
cystéine strictement conservée des protéines IBA57, ne correspond pas a une forme
fonctionnelle de la protéine (Teplyakov et al., 2004). La co-expression de fusions
d’IBAS57.2 avec la région N- et C-terminale de la YFP permet la détection dune
fluorescence au sein du chloroplaste, ce qui suggere la formation d'un dimeére in
planta dont la relevance fonctionnelle reste a explorer. La dimérisation de NFU1
observée par BiFC a été présentée dans le chapitre précédent.
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SUFA1 VS
IBA57.2

SUFA1 VS
NFU1

SUFA1 VS
SUFAl

IBA57.2 VS
IBA57.2

Figure 19: Expériences de BiFC impliquant les protéines de transfert IBA57.2, NFU1 et SUFA1l
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 a la région N- ou C-
terminale de la YFP. Des images de microscopie confocale représentatives de plusieurs observations sont
présentées. De gauche a droite, ces images correspondent au signal YFP (en vert), au signal en
transmission, a 'autofluorescence de la chlorophylle (en rouge) et a la superposition des trois images.
La barre d’échelle correspond a 10 um.

Les expériences de double hybride en levure réalisées au sein de l’équipe
indiquaient également l'interaction de SUFA1 avec NFU1 et IBAS7.2. J’ai validé ces
interactions in planta par BiFC (Figure 19). L’interaction entre SUFA1 et IBAS7 était
attendue sur la base des données d’interaction pour les orthologues mitochondriaux
(Beilschmidt et al., 2017; Gelling et al., 2008). De plus, de maniére assez similaire a
la co-occurrence génomique décrite pour les génes/protéines BOLA et GRX de classe
II (Couturier et al., 2009), les génes et protéines SUFA1l et IBAS7.2 seraient
évolutivement liés. En effet, une analyse de génomique comparative a montré
qu’IBAS7 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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déja été observé pour SUFA1 seule (Abdel-Ghany et al., 2005) et pour l'interaction
NFU3-HCF101, et il serait dG a 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 a SufA (Py et al., 2012). A l'inverse,
l'étude de mutants de délétion pour ces protéines chez 'homme et la levure suggere
un role 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
I'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 SUFAl
seules ou en complexe

2.1. Etude des protéines IBA57.2 et SUFA1l

Dans le but final de caractériser les mécanismes moléculaires associés a la
formation du complexe IBAS7.2-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 dTBA57.2 et SUFA1 est présentée
en figure 20. Pour IBA57.2, un variant ou la cystéine conservée (en position 330S)
est substituée par une sérine a €té aussi purifié (figure 20). Les protéines ont été
purifiées en conditions d’aérobiose ou d’anaérobiose.

6-his

6-his IBAS7.2 6-his
M IBA57.2 M IBA57.2 M C330S M SUFAL M SUFA1

24 50 75

_— — &
37 37
50

25 37

25 25

20 20 25
20 25 |-

L | 20

|

Figure 20: Analyse sur gel dénaturant réducteur des protéines IBA57.2 et SUFA1 purifiées. Les
protéines IBAS57.2 (+ 6his) et SUFA1 (+ 6his) ont été respectivement exprimées a partir de plasmides
pET28a dans une souche E. coli Rosetta 2 et de plasmides pET3d et pET15b dans la souche E. coli
BL21(DE3). Apres purification selon les étapes présentées dans la section 1 du chapitre 2 du matériel
et méthodes, environ 10 pg de protéine sont déposés sur gel dénaturant et réducteur a 15% d’acrylamide
pour vérifier leur pureté. Le marqueur de masse moléculaire (M) est indiqué en kDa.

20

15 15

15

Apres purification anaérobie, la préparation contenant SUFA1 est rouge-orangée
pale et plusieurs épaulements peu marqués sont présents sur le spectre d’absorption
UV-visible de la protéine, a des longueurs d’ondes situées entre 320 et 600 nm (figure
21A). Ce signal indique que SUFA1 serait seulement partiellement sous holoforme
apreés production en systéme bactérien d’E. coli, soit parce que le systéme de
maturation de la bactérie ne permet pas une maturation compléte de SUFA1, soit
parce que le centre Fe-S présent sur SUFA1 est trés labile. La coloration disparaissait
généralement aprés 3h d’incubation avec de ’EDTA en aérobie, mais un signal a 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 ’existence de plusieurs
pics distincts et d’un état d’oligomérisation qui n’était pas homogeéne. 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 homogéne (figure 21B). Un
épaulement similaire a 320 nm avait été également observé pour l'apoforme de
NIFISCA et il a été proposé que cela corresponde a la présence de polysulfures,

éventuellement réductibles par un excés de phosphines (Mapolelo et al., 2012a).
A 018 B 0

014

Absorbance (UA)
Absorbance (mUA)

D.06

0.0

260 310 360 410 460 510 560
Volume [mL) Volume {mL)

Figure 21 : Analyses biochimiques de la protéine SUFA1-6his. A : Spectres d’absorption UV-visible
de la protéine apres purification en anaérobie (brun) puis aprés 3 h d’incubation en présence d’un exces
80 x de chélateur de métal, ici 'EDTA, en aérobie (bleu). B : Détermination de I'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-HCI 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM, DTT 5 mM (en gris).
Par la suite, la protéine étiquetée a €té produite dans une souche E. coli BL21
(DE3) exprimant '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
manieére extensive (sur la nuit) a 'aide de TCEP. L’analyse du spectre d’absorption
UV-visible de la protéine montre que l'¢paulement a 320 nm est réduit mais pas
completement absent (figure 22B). Le profil d’élution d’apo-SUFA1 ainsi préparée
présentait 2 pics distincts. Un pic majoritaire élué a un volume de 15,17 mL et un
second pic élué a 16,61 mL, correspondant a 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 monomeére-dimeére
avec une majorité de cette dernieére 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 a 330 et 420 nm, ainsi que
des épaulements a 520 et 620 nm (figure 22B) qui suggeérent 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 a 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 monomere de SUFA1. Les expériences de filtration sur gel indiquent
que ’holoprotéine est majoritairement éluée a un volume de 14,43 mL soit une masse
apparente de 52 kDa (figure 22A) qui correspondrait a un tétramere. D’apres 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 plutéot un centre [4Fe-4S], cependant les
quantités de fer et de soufre présentes dans le tétrameére ne correspondraient qu’a
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 I’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 dimeére (Abdel-Ghany et al., 2005; Yabe et Nakai, 2006). De
méme, la protéine SufA d’E. coli lie un centre [2Fe-2S] (Gupta et al., 2009). Une
difféerence 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 incompléte
de la protéine ou des conditions utilisées, il est possible que la protéine forme des
tétrameres mais que des centres Fe-S soient liées au sein d’'un dimére 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,
SUFAL1 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 a un mélange de difféerentes holoformes de SUFA1l. 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 Mossbauer)
s’avereront 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).

53 kDa
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Velume (mlL) Longueur d'onde (nm)
Figure 22: Reconstitution enzymatique d'apo-SUFA1-6his aprés 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-HC1 30 mM pH 8.0, NaCl 200 mM et les absorbances sont enregistrées a 280
nm (ligne continue) et 420 nm (ligne pointillée).
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Les mémes expériences ont été réalisées sur IBAS57.2. Lors d’expérience de
filtration sur gel, la protéine est séparée dans deux pics, I'un majoritaire a 80,62 mL
et correspondant a une masse apparente de 45 kDa, et le second a 69,57 mL qui
correspond a une masse apparente de 106 kDa (figure 23). La masse théorique de la
protéine étant de 41 kDa, le pic majoritaire correspondrait a la forme monomérique
tandis que le pic minoritaire serait un dimeére ce qui concorde avec la description de
I’'homologue d’E. coli YgfZ, dont la structure cristallographique indique l'existence
d’'un dimeére 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
monomere (Teplyakov et al., 2004). Cette expérience doit étre réalisée a nouveau en
présence de réducteur et avec le mutant IBAS7.2 C330S, afin de déterminer s’il s’agit
également d’'un dimeére covalent articulé autour d’'un pont disulfure.
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Figure 23: Profil d'élution de la protéine AtIBA57.2-6his sur gel filtration aprés purification IMAC.
Le profil est obtenu par mesure de I'absorbance a 280 nm en sortie de colonne Superdex S200 16/600
équilibrée en tampon Tris-HCI pH 8.0 30 mM, NaCl 200 mM.

Aucun centre Fe-S n’était détecté sur IBAS7.2 aprées purification en anaérobie
mais la capacité de la protéine a lier un centre Fe-S a été testée au cours d’expériences
de reconstitution enzymatique en absence de DTT. La solution de reconstitution
d’IBAS57.2 est devenue brunatre et cette coloration subsistait aprés 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 monomeére dIBAS57.2 ont été mesurées et
le spectre d’absorption UV-visible de la protéine présente des pics d’absorption
additionnels a 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 monomeére 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 apreés
reconstitution enzymatique in vitro. En bleu : I'apoprotéine IBAS7.2 C330S préréduite, en orange :
la protéine IBA57.2 C330S reconstituée et en brun : holo-IBA57.2.

Ainsi, la capacité d'IBAS7.2 a fixer du fer et du soufre labile serait dépendante de
la cystéine conservée, déja identifieée comme étant un résidu nécessaire a la fonction
d’YgfZ chez E. coli (Hasnain et al., 2012). Forts de ces observations, une collaboration
avec l’équipe du Pr Michael Johnson a Athens (USA) a été initiée pour la
caractérisation spectroscopique d’holo-IBA57.2. Les données EPR obtenues sur des
échantillons d'IBAS57.2 reconstitués et oxydés suggerent plutot I'existence d'un centre
ferrique mononucléaire a spin élevé avec ligature au moins partiellement par des
résidus cystéinyls, et non d'un centre Fe-S. Le soufre labile pourrait étre également
lié par les cystéines (5 au total) présentes dans la protéine. Comme cela avait été
suggéré par l'études des mutants de délétion iba574, isall et isa2A qui présentent
un phénotype identique chez la levure et ’'homme, et par des études visant a montrer
leur interaction (Beilschmidt et al., 2017; Gelling et al., 2008; Sheftel et al., 2012), la
caractérisation d'un complexe ISCA2-IBAS57 liant un centre [2Fe-2S]| a été récemment
publiée (Gourdoupis et al., 2018). La ligation du centre impliquerait la cystéine
conservée dIBAS7 et les 3 cystéines présentes au niveau d’ISCA2. Par analogie, les
protéines chloroplastiques IBAS7.2 et SUFA1l pourraient également former un
complexe liant un centre Fe-S dont la nature reste a déterminer.

2.2. Caractérisation du complexe IBA57.2-SUFA1l

La capacité des deux protéines a former un complexe a d’abord été testée par co-
expression des deux protéines en systéme hétérologue, IBAS7.2 posséde une
étiquette histidine au contraire de SUFA1l. Les 2 protéines sont globalement peu
exprimeées. La protéine IBA57.2 est présente dans I’€lution, cependant la bande qui
correspondrait a SUFA1 et qui devrait étre située autour de 15 kDa se distingue a
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peine (figure 25A). La présence de SUFA1 a été validée par Western-Blot a 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 dun
complexe stable IBA57.2-SUFA1 in cellulo, les quantités obtenues sont négligeables
et ne permettent pas la caractérisation biochimique et spectroscopique du complexe.
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Figure 25: Etude de la formation d’un complexe IBA57.2-SUFA1 par co-expression des protéines
recombinantes en systéme 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. Aprés 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 a 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 a la fois a 280 nm et a 420 nm (figure 26B). Le premier
pic élué a 7,95 mL correspond a une masse apparente supérieure a 1 000 kDa et
indique la formation d’agrégats, de méme que le second pic élué a 10,08 mL pour
lequel la masse déduite est de 535 kDa. Deux autres pics sont visibles a 13,56 mL et
14,95 mL et correspondent a 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 a 83 kDa pourrait correspondre a un mélange des deux
protéines sous la forme d’un holocomplexe. L’analyse par électrophorése sur gel
dénaturant réducteur de cette fraction aprés précipitation acide (car les protéines se
retrouvent trés diluées) révele bien 2 bandes distinctes a 40 kDa et 14 kDa
correspondant aux 2 protéines (figure 26C).
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Figure 26: Caractérisation du complexe IBA57.2-SUFA1l aprés reconstitution. A : Spectres
d’absorption UV-visible du mélange IBA57.2-SUFA1 avant (bleu) et apres reconstitution (brun). B : Profil
d'élution a 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 a 13,54 mL par électrophorése sur gel dénaturant réducteur a 15 % d’acrylamide.
Le marqueur de masse moléculaire est indiqué en kDa.

Ces résultats sont encourageants et semblent confirmer la formation dun
complexe IBAS57.2-SUFA1 capable de lier un centre Fe-S dont la nature reste a
déterminer. En effet, le spectre d’absorption UV-visible associé au complexe SUFA1-
IBAS57.2 holo est différent de celui de ’hétérodimeére ISCA2-IBAS7 mitochondrial liant
un centre [2Fe-2S] (Gourdoupis et al., 2018). La caractérisation du complexe SUFA1-
IBAS7.2 passe donc par '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 a SUFA1 pour une deuxiéme 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 a partir de fractions stromatiques ou se trouverait la
cystéine désulfurase NFS2 (Abdel-Ghany et al., 2005). Il serait intéressant de
déterminer si la protéine IBAS7.2 appartient a ce complexe ou s’il correspond plutot
a un complexe d’assemblage de novo comprenant SUFE et SUFBC,;D par exemple
et/ou si IBAS7.2 peut faire partie d'un tel complexe. Enfin, 'utilisation du mutant
IBAS57.2 C330S serait une premiére étape vers l'identification des ligands impliqués
dans la coordination d’un centre Fe-S sur le complexe SUFA1-IBAS7.2.

3. Caractérisation fonctionnelle des protéines IBA57.2 et SUFA1l
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-a-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-a-dire les protéines de transfert
appartenant aux familles des GRX, BOLA, NFU, ATC, IBA57 et MRP/HCF101. Les
protéines IBAS7.2 et SUFA1 ont été dans un premier temps utilisées comme protéines
appats, cest-a-dire en fusion au domaine d’activation du facteur de transcription
Gal4.

BD.SUFB |
BD.SUFC
BD.SUFD
BD.SUFE1
BD.SUFE2
BD.SUFE3 =
BD.BOLAL
BD.BOLAA &
BD.GrxS514

BD.GRXS16
BD.HCF101
BD.SUFA1
BD.NFU1

BD.NFU2
BD.NFU3
BD.IBA57.2 |u
BD.IBA57.2 C330S

-His -His -His
2mM 3AT 5mM 3AT 10mM 3AT

+His -His

Figure 27: Expériences de double hybride binaire en levure impliquant les protéines IBA57.2 et
SUFA1l en tant qu’appats contre les protéines appartenant a 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 événements 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 a 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-
meéme, ainsi quentre IBAS57.2 et GRXS16 (figure 27). Globalement, le phénomeéne
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 générent une forte transactivation, et il a été nécessaire d’augmenter
la concentration en 3-AT a 10 mM pour supprimer cet effet et détecter une interaction
entre SUFA1l et SUFD. A linverse la forte transactivation générée par les
constructions BD-GRXS14 et BD-HCF101 empéche la détection d’interaction avec
ces protéines. GRXS16 interagit quant a elle avec IBA57.2 jusqu’a 5 mM de 3-AT, ce
qui correspond a une interaction forte quoique plus faible que les interactions
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IBAS57.2-SUFA1, SUFA1-SUFA1 et NFU1-SUFA1, toujours détectées a 10 mM de
compétiteur. Ces interactions ayant déja été détectées par le passé soit par double
hybride en levure soit par BiFC, il était attendu de les retrouver. Par ailleurs,
I'interaction SUFA1-IBAS57.2 est toujours détectée avec IBAS7.2 C330S, ce qui
suggére que les protéines interagiraient en absence d’un centre Fe-S si le role de la
cystéine dans la liaison d'un centre Fe-S au sein d’hétérodimeére ATC-IBAS7 est
conservé (Gourdoupis et al., 2018).
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AD.BOLA1
AD.BOLA4
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Figure 28: Expériences de double hybride en levure impliquant les protéines IBA57.2 et SUFA1l
en tant que proies contre les protéines appartenant a la machinerie d’assemblage de centres Fe-
S chloroplastique SUF. A 'exception des interactions impliquant les protéines SUFB-C-D-E1-E2-E3,
les images présentées ici sont représentatives d’au moins 2 événements 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 a des levures co-
transformées avec un vecteur vide en guise de témoin négatif.

Les tests d’interaction sont réitérés en utilisant IBAS57.2 et SUFA1 en tant que
proies, c’est-a-dire fusionnées au domaine de liaison du facteur de transcription
Gal4. Pour ces tests, aucune interaction n’est détectée avec SUFAI1, cette
construction ne permettant vraisemblablement pas a la protéine d’interagir avec ses
partenaires in vivo. A l'inverse, plus d’interactions ont été mises en évidence avec
IBAS57.2 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 'expression de SUFA1 est réduite dans un fond génétique
nfu2 (Yabe et Nakai, 2006). I1 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 SUFBC,D. De fait, IBAS7.2 interagit aussi
avec les protéines d’échafaudage SUFB et SUFD. Ensuite, IBAS7.2 interagit avec
SUFE2 ce qui était plutot 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 role hypothétique a été
formulé pour YgfZ dans la réparation de protéines a centres Fe-S en condition de
stress et ’expression de l'isoforme chloroplastique IBA57.2 permet de restaurer la
croissance du mutant ygfZ sur plombagine, un agent de stress oxydant, ce qui
suggere des fonctions similaires pour ces protéines (Waller et al., 2010). Sur cette
base, une interaction avec SUFE2 permettrait 'apport de soufre pour la réparation
de centres Fe-S par IBAS7.2. 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 chainon permettant les échanges de
centres Fe-S entre SUFA1 et GRXS16 ou NFU3.

3.2. Etude des interactions entre les protéines IBA57.2 et SUFAL1 et des
cibles chloroplastiques potentielles

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

D’apres les résultats présentés en figure 29, une interaction d’IBAS7.2 avec les
protéines ASE2, CAO et IPMI a été détectée. ASE2 et IPMI sont des protéines a centre
[4Fe-4S| ce qui corrobore l'idée selon laquelle les protéines IBAS7 sont impliquées
dans la maturation de ce type de protéine (Gelling et al., 2008; Torraco et al., 2017;
Waller et al., 2010). Parmi ’ensemble des protéines [4Fe-4S] connues, les protéines
IBAS7 interviendraient de facon spécifique dans la maturation de ’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 lisopropylmalate
déshydrogénase (IPMI) avec laquelle IBAS7.2 interagit fait partie de cette famille
protéique (Gruer et al., 1997). Une telle interaction peut paraitre surprenante
puisqu’IBAS7.2 ne permet pas la complémentation du mutant de levure iba57A qui
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est auxotrophe pour le glutamate et la lysine du fait d’'un défaut de maturation de
l’aconitase Acol et de ’homoaconitase Lys4 (Uzarska et al., 2018). Il est a noter que
la protéine IBAS7 chloroplastique partage peu d’homologie de séquences avec les
isoformes mitochondriales et appartient & un groupe phylogénétique distinct (Waller
et al., 2012). D’aprés ces résultats, IBA57.2 pourrait donc intervenir dans la
maturation de protéines appartenant a la famille protéique des aconitases. Chez E.
coli, 'absence de la protéine YgfZ réduit fortement l’activité de MiaB, une protéine
impliquée dans la modification de I’ARNt (Waller et al., 2010). L’expression de
I'isoforme chloroplastique IBA57.2 dans un fond génétique ygfZ permet de restaurer
lactivité 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’aprés 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 a 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’avere que NFU3
interagit avec IBAS57.2. Ainsi la maturation de MIAB au sein du chloroplaste pourrait
dépendre dTBAS7.2 par l'intermédiaire de NFUS3, si l'interaction entre IBAS7.2 et
NFUS3 correspond effectivement a un transfert de centre Fe-S, ce qui devra étre vérifié
par des expériences supplémentaires. Enfin, l'interaction dIBAS57.2 avec la protéine
de type Rieske CAO pourrait indiquer une contribution pour la maturation des
centres [2Fe-2S], comme le suggerent la caractérisation biochimique du complexe
humain [2Fe-2S]-ISCA2-IBAS7 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; Sanchez et al., 2019). En conclusion, la diversité des
centres Fe-S liés par les partenaires potentiels dIBAS57.2 indique qu’elle serait
responsable du transfert de plusieurs types de centres Fe-S et renforce l'intérét de
caractériser le centre Fe-S incorporé par le complexe chloroplastique SUFA1-IBA57.2.

Il est globalement a noter que peu d’interactions directes ont été observées avec
IBAS7 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
suggerent que SUFA1 est une protéine de transfert de centre [2Fe-2S], il était attendu
que la protéine interagisse avec des cibles incorporant le méme 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 premiére éventualité est que les constructions
utilisées géneérent un encombrement stérique qui empéche la détection d’interactions
entre SUFAL1 et certains partenaires. Contrairement aux expériences de BiFC ou les
portions de YFP sont fusionnées a 'extrémité C-terminale, les domaines de Gal4 sont
fusionnés a l'extrémité N-terminale. Toutefois des interactions ont été décelées avec
les mémes 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 quIBAS57) 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 a 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).
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Figure 29: Expériences de double hybride en levure impliquant les protéines IBA57.2 et SUFA1l
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 événements 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 a 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 intérét 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 SUFBC.D.

Un transfert de centre Fe-S in vitro d'une holoNFU1 contenant un centre [4Fe-4S]
vers une apoSUFA1 a été testé dans les mémes 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 a
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
monomeére de SUFA1, des valeurs plus importantes que celles obtenues apres
reconstitution. A l'inverse, NFU1, qui se trouve dans la fraction de lavage, présente
une absorbance réduite a 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 monomeére de protéine (figure
30A). Ceci indique une diminution conséquente (passage de ~1.8/1.9 dans la protéine
reconstituée a ~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 plutot qu’une reconstitution d'un centre Fe-S
sur SUFA1 a partir de la dégradation des centres Fe-S présents sur NFU1. Le spectre
d’absorption UV-visible de SUFA1 aprés transfert correspond plutot a un centre [2Fe-
28S]. 1l est possible que la présence d’EDTA soit a l'origine de cette conversion ou que
celle-ci ait eu lieu au cours du transfert comme cela a été observé entre NifU et NFISCA
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 ameéliorée.
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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 aprés séparation sur chromatographie d’affinité
avec en A : le lavage et en B : I’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 dune
protéine holo-SUFA1 homogeéne, la capacité de SUFA1 a transférer un centre Fe-S
vers NFU1 n’a pas été testée pour le moment, mais devra étre explorée car cela
permettra d’affiner la position des protéines dans la machinerie SUF.
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Ces travaux de thése visaient notamment a compléter les connaissances
concernant les étapes tardives de la maturation de protéines a centre Fe-S
chloroplastiques, en se focalisant sur les familles protéiques ATC, IBAS7, et NFU
(Przybyla-Toscano et al., 2018). En effet, a I’exception de NFU2 et NFUS3, la fonction
et les partenaires des protéines chloroplastiques appartenant a ces familles n’étaient
pas connus. De plus, il était attendu que NFU2 et NFU3 possédent 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 a une conclusion générale visant a intégrer
les données acquises au sein de modeéles 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-a-vis
des autres protéines appartenant a la machinerie SUF. Le modéle présenté en figure
31 intégre les interactions décrites dans les résultats ainsi que des interactions
supplémentaires entre les protéines d’¢chafaudage SUFB, SUFC ou SUFD et NFU2
ou NFU3 (voir annexes) également détectées par des expériences de double hybride

en levure.
o €

SUFB ¢
" SUFC SUFC

@® BiFC

@® Double hybride en levure
Transferts/co-reconstitutions
Caractérisation de mutants

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’é¢chafaudage
sont indiquées en orange et les protéines de transfert en bleu. Les cercles colorés qui accompagnent les
fleches 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 modele.
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En accord avec les observations réalisées sur d’autres organismes vivants (E. coli,
levure, homme), IBAS7.2 interagit avec SUFA1 sous la forme d’'un complexe liant un
centre Fe-S dont la nature reste a 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 a centre [4Fe-4S] comme c’est le cas pour ’hétérodimere
ISCA2-IBAS7 de 'homme (Gourdoupis et al., 2018), ce qui pourra €étre testé apres
caractérisation spectroscopique du centre Fe-S présent sur le complexe IBAS7.2-
SUFAL.

De maniére intéressante, IBAS7.2 et SUFA1 interagiraient chacune avec au moins
une des GRX chloroplastiques. Cette donnée indique un lien fonctionnel conservé
entre GRX et ATC-IBAS7, puisque ces familles de protéines interagissent également
au sein de la machinerie mitochondriale ot un transfert depuis les GRX vers les
protéines ATC seules ou en complexe avec IBAS7 a été démontré (Banci et al., 2014;
Gourdoupis et al., 2018). Chez ’'homme, l'interaction entre GRXS5 et un hétérodimere
ISCA1-ISCA2 permet d’ailleurs la synthése 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 refléte 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| a partir de GRXS14 et
restaurer les défauts de croissance des mutants isalA et isa24 sur glutamate et lysine
eux-mémes liés a un défaut de maturation des aconitase et homoaconitase, deux
protéines a centre [4Fe-4S| (Mapolelo et al., 2013; Uzarska et al., 2018). Ainsi, comme
les protéines ATC mitochondriales, SUFA1 pourrait étre 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 SUFBC.D, suggére plutot que SUFAI1, seule ou en complexe avec
IBAS7.2, recevrait un centre [4Fe-4S| de l'unité d’assemblage pour le convertir en
centre [2Fe-2S]. La capacité de SUFA1 a incorporer et a transférer des centres de type
[4Fe-4S] ou [2Fe-2S]| a partir de SUFBC:D est a vérifier, mais parait possible si I'on
se référe aux travaux portant sur l'isoforme SufA d’E. coli, qui est impliquée dans le
transfert de ces 2 types de centres Fe-S a partir de SUFBC,;D (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 dun
transfert d'un centre Fe-S depuis NFU1l vers SUFA1l posent question sur leur
position. En effet, I'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 apres transfert depuis NFU1
est différent du centre Fe-S formé sur la protéine par reconstitution in vitro et serait
un centre [2Fe-2S], renforcant au passage ’hypothése selon laquelle SUFA1 peut
incorporer différent types de centres Fe-S. Il reste a vérifier si cette conversion n’est
pas simplement liée a une dégradation progressive du centre Fe-S présent dans
SUFA1. Concernant cette interaction, des expériences supplémentaires doivent étre
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 dIBAS7.2 modifie la spécificité ou la
nature de l'interaction.

Dans le modéle proposé, chacune des protéines de transfert (cela reste a tester
pour les GRX) serait capable d’interagir avec le complexe d’échafaudage SUFBC.D et
recevrait un centre Fe-S sans recours nécessaire a d’autres protéines de transfert.
Cette possibilité devra étre vérifiée/confirmée par des expériences de transfert de
centre Fe-S in vitro a partir du complexe d’échafaudage SUFBC.D sous holoforme.
Ces expériences pourraient étre 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 intérét aussi pour NFU2 et NFU3 qui
interagissent avec des protéines cibles a centre [2Fe-2S] et requiérent donc une étape
de conversion de centre. De fait, il est possible que NFU2 et NFU3 réalisent cette
conversion a partir d'un centre [4Fe-4S| de SUFBC.D ou que cette étape fasse
intervenir SUFA1 seule ou en complexe avec IBA57.2. Outre un potentiel role de
SUFA1 et IBAS7.2 dans la conversion de centres Fe-S, cette hypothése 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 méme facon que
NFU1, les isoformes NFU2 et NFU3 seraient impliquées a 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 facon
indirecte, dans la maturation de la sous—unité du PSI, PsaC, qui est une cible
d’HCF101 (Touraine et al., 2019). 1l 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.
I1 est ainsi possible que NFU2 et/ou NFU3 participent a la maturation du centre [4Fe-
4S] présent entre les sous-unités PsaA et PsaB. Il est également envisageable que
NFU2 et NFU3 forment un hétérodimére 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 role des GRX dans cette équation n’est
pas clair mais GRXS16, et pas GRXS14, recoit un centre [2Fe-2S] de NFU2 ce qui
suggére des voies d’acquisition difféerentes 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 suggérent 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’é¢chafaudage SUFBC:;D et l'observation d’un transfert de centre Fe-S
depuis NFU1 vers SUFA1 indiquent un fonctionnement globalement similaire a 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 a centres Fe-S (Przybyla-toscano
et al., en préparation), I’'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.
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Figure 32 : Schéma représentant les interactions identifiées entre les protéines de transfert NFU1,
NFU2 ou NFU3 et les protéines a centre Fe-S chloroplastiques. Les protéines de transfert sont
indiquées en bleu et les protéines cibles en violet. Les cercles colorés qui accompagnent les fleches
matérialisant différentes interactions servent a 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 IBAS7.2.
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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 nfuZ2, 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 a deux (voir figure 32). La redondance entre
les protéines NFU est d’ailleurs appuyée par le phénotype des doubles mutants de
déléetion nful x nfu2, nful x nfu3 et nfu2 x nfu3 pour lesquels un effet additionnel des
mutations est détecté, allant jusqu’a la 1étalité embryonnaire dans le cas du mutant
nfu2 x nfu3 (Touraine et al., 2019). Néanmoins des spécificités existeraient puisque
certaines cibles n’interagissent qu’avec 1'une des trois isoformes. Ces spécificités, de
méme que les redondances, devront évidemment étre confirmées par la
caractérisation plus poussée de NFU3 avec les mémes approches que celles utilisées
pour NFU2 (protéome quantitatif, métabolome, interactome par co-IP), Ila
caractérisation des doubles mutants nful x nfu2 et nful 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 étre produite sous forme soluble
non agrégée malgré de multiples constructions, et les protéines cibles a la fois sous
apo- et holoforme.

Outre une redondance entre les protéines appartenant a une méme famille, une
redondance fonctionnelle semble exister entre plusieurs familles protéiques de la
machinerie, puisque certaines protéines cibles des NFU interagissent aussi avec
IBAS57.2. Ces observations pourraient illustrer l’existence de voies de maturation
paralléles pour certaines protéines cibles dont 1'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 hypothése pourrait étre
vérifiée par la caractérisation et '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
complétement absente (voir annexes). L’absence de phénotype du mutant iba57.2
suggere 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
sufal x iba57.2, sufal x nful voire itba57.2 x nful puisqu’aucun des simples mutants
n’a de phénotype et que les protéines interagissent entre elles. Pour ces protéines, il
est envisageable d’¢tudier des lignées de surexpression. Des constructions
permettant lexpression dIBAS7.2 sous le controle dun promoteur fort (p35S-
IBAS7.2) ont été réalisées et pourraient entre autres permettre de rechercher les
partenaires d’IBAS7.2 par co-immunoprécipitation a ’aide d’anticorps anti-IBA57.2
que nous avons generes.

Pour le moment, aucune interaction physique n’a été décrite entre SUFAIL,
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 a 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 a de la
spectroscopie Raman, qui a déja permis la détection du défaut de maturation de
protéines a centres [2Fe-2S]| a partir de mitochondries isolées (Sanchez et al., 2019).
Il serait en particulier intéressant de réaliser des analyses similaires a 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 a centre [2Fe-2S]
impliquées dans le métabolisme de la chlorophylle, que sont CAO, PAO, PTC52 et
TICS5, méme si certaines de ces protéines interagissent aussi avec NFU2, NFU3 et
IBAS7.2 (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, a partir d'un complexe d’échafaudage unique, plusieurs voies
de maturation existeraient pour une méme protéine cible. Toutefois, méme si des
mutants de délétion pour certains génes 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 a trés 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 I'’é¢tude 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 génes
apparemment superflus permettrait peut-étre d’identifier leur fonction.

De maniére plus générale, on s’apercoit que la caractérisation fonctionnelle des
protéines impliquées dans la maturation de centres Fe-S par la recherche
systématique de partenaires est complémentaire a '’étude des mutants de délétion.
Puisque la caractérisation fonctionnelle des protéines de la machinerie ISC d’A.
thaliana s’avére 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 €té analysées de maniére
exhaustive jusqu’a présent (Przybyla-Toscano, 2017).
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Figure 33: Expériences de double hybride en levure visant a 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 événements de transformation indépendants pour
lesquels 2 clones sont testés.
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Figure 34: Caractérisation du mutant d'insertion iba57.2 GK_094GO08. En A : photo de plants agés
de 8 semaines cultivés en hydroponie en conditions standards de croissance ou en carence en fer. En
B : comparaison de la masse fraiche (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 géne 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 méme couleur. La zone d’insertion de ’ADNt dans le mutant iba57.2 est indiquée par une
fleche orange. En D : expériences de western blot sur des protéines solubles totales de feuilles extraites
a 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 a identifier les interactions entre les
isoformes chloroplastiques de NFU et des protéines cibles de type Rieske. Les images sélectionnées
sont représentatives d’un seul évenement de transformation pour lesquels 2 clones sont testés.
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Résumeé :

De nombreux processus cellulaires tels que la respiration, la photosyntheése,
l'assimilation du soufre et de 1'azote ou encore la synthése de vitamines ou de
métabolites secondaires, dépendent de protéines a centre fer-soufre (Fe-S). Chez les
plantes, la maturation de protéines Fe-S chloroplastiques, mitochondriales et
cytosoliques ou nucléaires repose sur les machineries SUF, ISC et CIA
respectivement. Dans le chloroplaste, un centre Fe-S, assemblé sur un complexe
d'échafaudage SUFBC,D, est transféré via un ensemble de protéines de transfert vers
les protéines cibles. L’objectif était de comprendre le role des protéines de transfert
SUFA1, IBAS57.2 et NFU1 en analysant leur capacité a lier des centres Fe-S et en
isolant leurs partenaires au sein de la machinerie SUF et parmi les cibles
chloroplastiques connues afin d’¢lucider les mécanismes moléculaires de ces
interactions. Les expériences de reconstitution de centres Fe-S in vitro a partir des
protéines recombinantes ont montré que SUFA1l, NFU1 et le complexe SUFA1-
IBAS7.2 lient différents types de centres Fe-S. De plus, NFU1 incorpore un centre
[4Fe-4S] au sein d’'un dimere qui peut étre transféré vers SUFA1, mais aussi vers les
protéines cibles ISPG et THIC, deux enzymes impliquées dans la synthése des
isoprénoides et de la thiamine. L’ensemble des interactions identifiées par double
hybride en levure et/ou BiFC pour ces protéines, mais aussi pour NFU2, NFU3 et
HCF101, ont permis d’affiner leurs roles respectifs dans la maturation des quelques
S0 protéines Fe-S chloroplastiques.

Mots-clés : chloroplaste, centres Fe-S, NFU, SUFA, IBA57, Arabidopsis

Abstract:

Numerous cellular processes such as respiration, photosynthesis, nitrogen and
sulfur assimilation or vitamin and secondary metabolite synthesis, rely on iron-sulfur
(Fe-S) proteins. In plants, the maturation of chloroplastic, mitochondrial and
cytosolic or nuclear proteins depends on the SUF, ISC and CIA machineries
respectively. In plastids, an Fe-S cluster is assembled on the SUFBC,D scaffold
complex before being transferred to target proteins via transfer proteins. The objective
was to understand the role of the SUFA1, IBA57.2 and NFU1 transfer proteins by
analyzing their ability to bind Fe-S clusters and isolating their partners within the
SUF machinery and among known chloroplastic targets in order to elucidate the
molecular mechanisms of these interactions. In vitro Fe-S cluster reconstitution
experiments using recombinant proteins have shown that SUFA1l, NFU1 and the
SUFA1-IBA57.2 complex bind different types of Fe-S clusters. In addition, NFU1
binds a [4Fe-4S] cluster within a dimer that can be transferred to SUFA1, but also to
the target proteins, ISPG and THIC, two enzymes involved in the synthesis of
isoprenoids and thiamine. All the interactions identified by yeast two-hybrid and/or
BiFC for these proteins, but also for NFU2, NFU3 and HCF101, allowed refining their
respective roles for the maturation of some of the 50 chloroplastic Fe-S proteins.

Keywords: Chloroplast, Fe-S cluster, NFU, SUFA, IBA57, Arabidopsis



	Avertissement UL
	DDOC_T_2019_0235_ROLAND
	Remerciements
	Table des matières
	Introduction
	Chapitre 1 : Nature et fonction des centres Fe-S
	1. Diversité des centres Fe-S
	2. Mécanismes moléculaires associés aux centres Fe-S
	3. Maturation des protéines à centre Fe-S
	Chapitre 2 : Machineries d’assemblage de centres fer-soufre chez les procaryotes
	1. Maturation de la nitrogénase par le système bactérien NIF chez Azotobacter vinelandii
	2. Assemblage de centres Fe-S par la machinerie ISC chez E. coli
	3. Maturation des protéines à centre Fe-S en conditions de stresspar la machinerie bactérienne SUF
	4. Protéines impliquées dans la maturation de protéines à centreFe-S non codées par les opérons isc et suf
	Chapitre 3 : Assemblage de centres Fe-S au sein de l’organisme eucaryote Arabidopsis thaliana
	1. Assemblage de centres Fe-S par la machinerie mitochondrialeISC
	2. Maturation des protéines Fe-S cytosoliques et nucléaires par lamachinerie CIA
	3. Rôle et maturation des protéines à centre Fe-S chloroplastiques
	Matériel et méthodes
	Chapitre 1 : Techniques de biologie moléculaire
	1. Amplification de la séquence d’intérêt par réaction en chaîne parpolymérase ou PCR
	2. Digestion de l’insert et du plasmide
	3. Ligature de l’insert et du plasmide
	4. Sélection de plasmides recombinants dans E. coli
	5. PCR sur colonies
	6. Extraction de plasmide, digestion contrôle et séquençage
	Chapitre 2 : Techniques de caractérisation biochimique
	1. Production de protéines en système hétérologue d’E. coli
	2. Analyse de protéines à centre Fe-S
	Chapitre 3 : Recherche de partenaires
	1. Double hybride en levure
	2. Complémentation de fluorescence bimoléculaire (BiFC)
	Résultats
	Chapitre 1 : Redondance fonctionnelle des protéines NFU au sein du chloroplaste
	1. Caractérisation biochimique de NFU1 et recherche departenaires par double hybride en levure
	2. Détermination des cibles de NFU2 par approches protéomiqueset comparaison d’interactions avec NFU1 et NFU3
	Chapitre 2 : Caractérisation des protéines IBA57.2 et SUFA1 d’Arabidopsis thaliana
	1. Etude des interactions entre SUFA1, IBA57.2 et NFU1 parcomplémentation de fluorescence bimoléculaire en protoplastesd’A. thaliana
	2. Caractérisation biochimique des protéines IBA57.2 et SUFA1seules ou en complexe
	3. Caractérisation fonctionnelle des protéines IBA57.2 et SUFA1par identification de partenaires en double hybride en levure
	4. Transfert de centre Fe-S entre NFU1 et SUFA1 in vitro
	Conclusions générales
	1. Quelle place pour les protéines ATC, IBA57 et NFU au sein de lamachinerie d’assemblage de centres Fe-S chloroplastique SUF ?
	2. Maturation des protéines Fe-S chloroplastiques par les protéinesde transfert ATC, IBA57 et NFU : spécificité ou redondance ?
	Annexes
	Références bibliographiques




