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RESUME

Les protéines fer-soufre (Fe-S) sont des métalloprotéines ubiquitaires jouant un réle crucial dans
le transfert d'électrons nécessaire a de nombreuses réactions métaboliques. Une sous-famille
spécifique, possédant un cluster [4Fe-4S], est spécialisée dans la détection de I'oxyde nitrique
(NO), régulant ainsi la réponse au stress nitrosatif. Bien que leur capacité a influencer
I'expression génique en réponse au NO soit reconnue, le mécanisme de nitrosylation et son
controle restent mal compris. Cette étude se concentre sur la réactivité des protéines [4Fe-4S] de
novo, explorant la relation entre leur environnement, leur structure électronique et leur réactivite.
La conception de novo offre une approche prometteuse pour comprendre comment la géométrie
et la réactivité des cofacteurs métalliques influencent les protéines Fe-S. Une fois développées,
ces protéines modele permettront de contréler précisément les sites réactifs, ouvrant la voie a la
création intentionnelle de molécules de signalisation gazeuse pertinentes sur le plan biologique.
Une telle approche pourrait étre prometteuse pour lutter contre les infections bactériennes
résistantes aux antibiotiques en ciblant le systéme bactérien de réponse au NO.

Mots clés : protéines fer-soufre, nitrosylation, cluster [4Fe-4S], conception de novo, stress
nitrosatif
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CHAPITRE 1 - GENERALITES SUR LES CLUSTERS FE-S

Ce premier chapitre est dedié a etablir le contexte scientifique et a fournir une explication

détaillée des bases théoriques nécessaires a la compréhension des fondements du projet.

1.1.  Origine de la vie et chimie des clusters Fe-S

Les clusters fer-soufre (Fe-S) sont des agrégats atomiques métalliques constitués d’atomes
de fer et de soufre. Ils représentent une des classes les plus répandues de cofacteurs dans la nature
et faisant partie intégrante de la plupart des métalloprotéines. Parmi les métalloprotéines ayant
pour cofacteur le fer, on distingue celles a fer héminiques (comme la myoglobine ou la
cytochrome oxydase) et celles non héminiques dont font partie les protéines a cluster Fe-S. Les
propriétés chimiques intrinséques des clusters Fe-S suggerent qu’ils pourraient étre parmi les
composants les plus anciens du vivant et sont a 1’origine de la vie. IlIs sont sans doute parmi les
premiers catalyseurs que la nature ait utilisés. La théorie du monde fer-soufre de Giinter
Wéchtershauser suggére que les conditions extrémes régnant dans 1’atmosphére primitive auraient
favorisé une chimie du fer et du soufre et que la vie pourrait avoir eu son origine dans une
atmosphere anaérobie dans les sources hydrothermales avec I'apparition d'un systéeme

métabolique auto-catalytique basé sur la fixation autotrophique du CO2 et I’emploi de la pyrite

(Fe-S2), en présence d’H2S (réaction 1) (Wéchtershauser, 1988).
Fe-S + H2S > Fe-So+ H2 (1)

Une notion courante dans les théories axées sur le métabolisme est que les catalyseurs
minéraux ont été progressivement remplacés par des biocatalyseurs a protéines. 1l y a donc une
remarquable similitude entre le fonctionnement des minéraux spontanement formés au sein des
sources hydrothermales et des enzymes a clusters Fe-S retrouvées au sein des organismes vivants.
Bien que les clusters Fe-S soient supposement des entités ancestrales, et fondamentales dans le
monde du vivant, ils n’ont été découverts que tardivement. En effet, il a fallu attendre la fin du
20°me siecle pour que les protéines Fe-S soient mises en évidence. L’une des raisons de cette
apparition tardive était une absence de coloration visible distinctive des protéines Fe-S

contrairement aux protéines contenant d’autres cofacteurs métalliques (notamment les cofacteurs



hémes). De plus, leur étude est généralement entravée par la présence d'oxygéne moléculaire,
nécessitant l'utilisation d'équipements spéciaux tels que des hottes anaérobies et des appareils de
résonance paramagnétique électronique (RPE), en complément des méthodes habituelles. Les
techniques RPE, apparues en 1944 (Ursu, 1968), ont rendu possible la caractérisation des clusters
Fe-S dans les années 1960, lorsque le premier signal RPE a g = 1,9 a été observé dans la NADH
déshydrogénase, conduisant a la découverte de la premiére protéine a cluster Fe-S (Beinert &
Lee, 1961) (Beinert, Griffiths, & Wharton, 1962). Cette avancée a permis de développer le
premier modeéle structural des clusters Fe-S, révélant une composition chimique entiérement
nouvelle. Depuis lors, de nombreuses protéines Fe-S ont été identifiées, en grande partie grace a
I'amélioration continue des techniques spectroscopiques. Ainsi, un vaste corpus de connaissances
sur les propriétés physico-chimiques et les roles physiologiques des protéines Fe-S a été

accumulé jusqu'a ce jour.

1.2. Diversité des clusters Fe-S

Les clusters Fe-S sont des agrégats atomiques presents au sein des structures des protéines
Fe-S. Ils sont composés de cation de fer (Fe?*3*) et d’anions sulfures (S*) coordonnées en
differentes structures tridimensionnelles. Les protéines a clusters Fe-S sont trouvées dans tous les
regnes du vivant et sont classés principalement en trois catégories de clusters : [2Fe-2S], [3Fe-
4S] et [4Fe-4S] (figure 1.1a-c) (Beinert, Holm , & Minck, 1997). 1l existe également d’autres
configurations plus complexes comme dans la nitrogénase, on retrouve un cofacteur, FeMoco,
possédant un cluster [4Fe-3S] combiné avec un cluster Mo-[3Fe-3S] (figure 1.1d) (Johnson,
Dean, Smith, & Johnson, 2005) (Berkovitch, Nicolet, Wan, Jarrett, & Drennan, 2004).
Généralement, les clusters Fe-S sont liés a des groupements thiols des résidus cystéines.
Cependant, d’autres ligands peuvent se coordonnées tel que I’azote des résidus histidines
(Hauska, Schitz, & Bittner, 2004), aspartate (Gurbiel, Ohnishi, Robertson, Daldal, & Hoffman,
1991) ou arginines (Fuchs & Meyer, 2010). Ainsi, pour exemple, les ligands histidines peuvent
agir comme des ligands ambidenté, 1’un des deux atomes d’azote peut se coordonner, tandis que
les ligands aspartates peuvent agir comme des ligands monodentés, fournissant un atome

d’oxygene pour la coordination. Ces interactions contribuent a la stabilité des clusters Fe-S.
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Figure 1.1 : exemples de structures de clusters Fe-S : (a) cluster rhombique [2Fe-2S], (b) cluster
cubique dérivé [3Fe-4S], (c) cluster cubique [4Fe-4S], et (d) cofacteur Femoco. (Cammack,
2011)

1.2.1. Clusters [2Fe-2S]

Les clusters [2Fe-2S] dit de type rhombique font partie des clusters Fe-S les plus
rudimentaires ou les atomes de fer adoptent une geomeétrie tétraédrique (Figure 1.1c). lls existent
principalement sous deux états d’oxydation formelle différents, un état oxydé [2Fe-2S]%* ou les
deux fer sont sous forme ferrique (Fe®*), et un état réduit [2Fe-2S]* ou I’un des deux fer est sous
forme ferrique et I’autre sous forme ferreuse (Fe?*). Toutefois, il est possible de produire
chimiquement un état super-réduit, [2Fe-2S]°, dans certaines protéines et des complexes modéles
ou les deux fer sont ferreux (Leggate, Bill, Essigke, & Hirst, 2004).

Un cas particulier des clusters [2Fe-2S] existe, ou un des atomes de fer peut étre lié par
I’atome d’azote de deux histidines, le cluster Fe-S étant alors nommé cluster [2Fe-2S] de type
Rieske ([2Fe-2S]¥). Le cluster Rieske est couramment retrouvé dans les dioxygénases
microbiennes impliquées dans la dégradation des composés aromatiques, ainsi que dans les
chaines de transport d'électrons associées a la photosynthese dans les chloroplastes et a la

respiration dans les mitochondries (Rieske, MacLennan, & Coleman, 1964).



1.2.2. Clusters [3Fe-4S]

Les clusters [3Fe-4S] dit de type cubique dérivé sont constitues de trois atomes de fer et
de quatre atomes de soufre (Figure 1.1b). lls peuvent exister sous deux états d'oxydation
possibles : [3Fe-4S]* ou tous les fers sont a I'état Fe3* et [3Fe-4S]> ou tous les fer sont a I'état
Fe?*. Certaines protéines Fe-S peuvent utiliser la labilit¢ d’un ion ferreux présent pour convertir
leur cluster [3Fe-4S] en cluster [4Fe-4S] sous I'effet d'un agent réducteur. C'est notamment le cas
de I'aconitase, qui est inactive lorsque son cluster Fe-S contient uniquement trois cations de fer,
mais qui devient active lorsqu'elle acquiert le quatrieme. Toutefois, ces clusters résultent
généralement de la dégradation oxydative d’un cluster [4Fe-4S] (Johnson, Dean, Smith, &
Johnson, 2005).

1.2.3. Clusters [4Fe-4S]

Les clusters [4Fe-4S] sont constitués de quatre atomes de fer et de quatre atomes de
soufre adoptant une configuration de type cubane (Figure 1.1 a). Ces clusters peuvent étre sous 3
états d’oxydation différents : [4Fe-4S]3*, [4Fe-4S]?* et [4Fe-4S]* ou respectivement un, deux et
trois atomes de fer sont formellement ferreux, les autres étant ferriques. 1l est également possible
chimiquement de générer un cluster hyper réduit, [4Fe-4S]°, mais cet état rédox n’est pas possible
dans un contexte biologique (Scott, Berlinguette, Holm, & Zhou, 2005), di a I’instabilité de cet
¢tat d’oxydation, des conditions réductrices nécessaires, de I’incompatibilité¢ avec les potentiels
rédox biologiques, de la réactivité excessives et du manque de mécanismes cellulaires pour gerer
un tel état . Les trois etats rédox accessibles constituent deux couples rédox associés a des
potentiels rédox distincts : le couple [4Fe-4S]%** qui est le plus fréquemment rencontré et le
couple [4Fe-4S]3*/2*, Ainsi, pour chaque protéine, un seul couple rédox est disponible.

Les clusters [4Fe-4S] ont la capacité de moduler leur état d'oxydation, se classant en deux
catégories distinctes : les ferrédoxines classiques a potentiel rédox relativement bas (de -0,3 a -
0,7 V), et les « HiPIPs » (High Potential iron-sulfur Proteins) a haut potentiel rédox (de 0,1 a 0,4
V) (figure 1.2) (Jafari, Tavares Santos, & Bergmann, 2022). Ils peuvent donc remplir divers réles
au sein des systemes biologiques, en participant notamment au transfert d'électrons dans de
nombreuses protéines, comme la nitrogénase (Késtner & Blochl, 2007 ). HIPIP accorde le

potentiel de réduction de son cluster par la création d'une « cage » supramoléculaire autour du



cluster, composée de groupes latéraux d'acides aminés hydrophobes et aromatiques, qui isolent le

cluster de son environnement.
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Figure 1.2 : différents états d'oxydation du cluster [4Fe-4S]. Le passage d'une ferrédoxine a bas
potentiel a une ferrédoxine haut potentiel. Adapté de (8959j, 2022)

1.3. Fonctions des clusters Fe-S

Les protéines Fe-S jouent un réle essentiel dans de nombreux processus biologiques,
notamment dans les enzymes-rédox, ou les clusters Fe-S servent de conducteurs d'électrons entre
des couples rédox physiquement séparés, permettant ainsi le transfert d'électrons. Cette fonction a
éte la premiéere démontrée pour les clusters Fe-S, mais la découverte et I'étude de nombreuses
autres protéines Fe-S ont révélé de nouvelles fonctions biologiques. Parmi celles-ci, on trouve la
catalyse enzymatique, les réactions de l'acide de Lewis (comme observé avec l'aconitase
mitochondriale) et les enzymes radicalaires S-adénosylméthionine (SAM). De plus, ces protéines
peuvent réguler I'expression des génes en réponse au stress oxydatif (via les protéines de réponse
superoxyde (SoxR)), aux niveaux d'oxygene (via les protéines de réduction du fumarate-nitrate
(FNR)) , aux niveaux d’oxyde nitrique (via les protéines régulatrices R sensibles a I’oxyde

nitrique (NsrR)) et aux niveaux de fer (via les protéines régulatrices du fer (IRP)). Elles sont



également impliquées dans le métabolisme de I'ADN, notamment via Xeroderma pigmentosum
group D (XPD). Toutes ces propriétés des clusters Fe-S seront discutées de maniere plus détaillée

dans les sections suivantes.

Il est également important de noter qu'un grand nombre de sequences polypeptidiques
caractéristiques permettent de prédire la présence d'un cluster Fe-S au sein d'une protéine. Par
exemple, chez E. coli, plus de 30 motifs ont été identifiés (Fontecave, 2006), dont le motif le plus
fréguent est CX2CX2CX3C, présent dans les systemes impliqués dans le transfert d'électrons. On
peut également citer le motif de type CX3CX2C, caractéristique des enzymes radicalaires SAM .
Cependant, certaines protéines Fe-S présentent des motifs de coordination du cluster Fe-S qui ne
correspondent a aucune séquence consensus connue, ce qui rend difficile la prédiction et
I'identification de nouvelles protéines Fe-S uniquement a partir de leur séquence en acides
aminés, soulignant ainsi la grande flexibilité de ce type de protéine lors de la sélection des sites

de coordination du cluster.

1.3.1. Transfert d’électrons : le cas de la phosphorylation oxydative

Comme évoqué précédemment, les clusters Fe-S jouent un réle essentiel dans le transfert
d'électrons, alternant entre un état ferrique et ferreux. Leur large éventail de potentiels rédox est
indispensable dans les chaines de transfert d'électrons des mitochondries, qui catalysent la
production d'ATP. Cette chaine respiratoire comprend quatre complexes protéiques abritant
jusqu'a 14 clusters Fe-S, ou les électrons circulent d'un donneur Fe-S a un accepteur selon un
gradient de potentiel rédox (figure 1.3) (Sazanov & Hinchliffe, 2006) (Feli, et al., 2005) (Crofts,
2004) (Calhoun, Thomas, & Gennis, 1994). Cette propriété repose sur la capacité des atomes de
fer du cluster a passer facilement entre un état réduit Fe?* et un état oxydé Fe®*, leur permettant
ainsi de donner et/ou accepter des électrons a d'autres entités. Ces clusters peuvent agir comme
des transporteurs d'électrons a l'intérieur d'une méme protéine (transfert intramoléculaire) ou

entre différentes protéines (transfert intermoléculaire), parfois sur de longues distances.
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Figure 1.3 : schéma simplifié de la chaine respiratoire mitochondriale. Le complexes I (bleu), 11
(vert), and Il (rouge). Une molécule de NADH est oxydée en NAD™* par le cofacteur FMN du
complexe | générant 2 électrons qui sont par la suite transféres par 1’intermédiaire de 8 clusters
Fe-S afin de realiser la réduction de la coenzyme Q1o en ubiquinol QioH2. Le complexe Il réduit
également la coenzyme Qo en oxydant une molécule de succinate en fumarate générant 2
électrons transférés par 3 clusters Fe-S. L’ubiquinol QioH2 transporte les électrons jusqu’au
complexe III qui 'oxyde afin de réduire deux cytochromes c. Les cytochromes c réduits
fournissent les électrons au complexe IV. (Read, Bentley, Archer, & Dunham-Snary, 2021)

1.3.2. Catalyse rédox : le cas du radical S-adénosyl méthionine

Les clusters Fe-S participent également a la catalyse rédox ; ils peuvent étre au cceur de
réactions impliquant la chimie radicalaire telles que celles utilisées par le radical S-adénosyl-
méthionine (SAM). Les enzymes radicalaires SAM sont une superfamille qui effectuent un
clivage réducteur de la S-adénosyl-L-méthionine par I’intermédiaire d’un électron provenant d’un
cluster [4Fe-4S]* afin de générer un radical, généralement un radical 5'-désoxyadénosyle (5'-dA®)
(figure 1.4). Cet intermédiaire catalytique radicalaire permet d'effectuer des transformations
inhabituelles (du point de vue de la chimie organique) trés variées. Il va effectuer différentes
réactions notamment par abstraction d’hydrogene radicalaire sur une chaine alcane, une réaction
extrémement difficile a réaliser en chimie, pour conduire & des réactions de meéthylation,

d’insertion de soufre, de décarboxylation ou encore d’oxydation d’alcool.



Les enzymes de cette superfamille utilisent un motif extrémement conservé qui leur est
caractéristique (CXsCX2C) pour lier le cluster [4Fe-4S] et sont impliquées dans de nombreuses
voies métaboliques, notamment la biosynthese des cofacteurs, I'activation des enzymes, les
modifications post-traductionnelles et la biosynthese des antibiotiques (Broderick, Duffus,
Duschene, & Shepard, 2014).
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Figure 1.4 : mécanisme du S-adénosylméthionine (SAM). Clivage réducteur avec I'électron
fourni par le cluster [4Fe-4S]* pour donner le radical 5'-dA” et la méthionine dans les enzymes
SAMs radicales. La molécule de SAM (noir) se lie a un cluster [4Fe-4S] (bleu) par un de ces
atomes de fer. Le cluster [4Fe-4S] permet la réduction et le clivage du SAM en générant une
molécule de méthionine et une espéce radicalaire 5'-dA”™ (noir). Cette espéce radicalaire va
permettre de réaliser un grand nombre de réactions telles que la méthylation ou I’insertion d’un
atome de soufre. (Yang & Li, 2013)

1.3.3. Catalyse non-rédox : le cas de 1’aconitase

Les aconitases sont des métalloenzymes dotées d'un cluster [4Fe-4S] qui agissent comme
des acides de Lewis vis-a-vis de leur substrat. Ce dernier est activé par des réactions d’hydratation
et de déshydratation. L’aconitase sous forme active posséde un cluster [4Fe-4S]?* et sous forme
inactivée un cluster [3Fe-4S]*. Dans la forme active I’atome de fer labile est coordonnée a une
molécule d’eau et non a la cystéine. Un exemple bien connu de ce processus est I'isomérisation



du citrate en isocitrate dans le cycle de Krebs (Figure 1.5) (Lloyd, Lauble, Prasad, & Stout,
1999).
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Figure 1.5 : mécanise de 1’aconitase. (Lauble, Beinert, & Stout, 1992)
1.3.4. Regulateurs de genes : le cas de IRP-1, SoxR, FNR et NsrR

Les procaryotes sont équipés de biocapteurs moléculaires qui leur permettent de réagir a
diverses conditions de stress, telles que le stress oxydatif, les composés toxiques et les

interactions avec d’autres organismes. Ce qui est particulierement remarquable, c’est que les
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clusters Fe-S peuvent étre sensibles aux variations des conditions intracellulaires, et ainsi jouer
un rdle crucial dans la régulation de certains processus biologiques. Plusieurs régulateurs ont été
identifiés : chacun est sensible a un stimulus spécifique et peut agir a deux niveaux différents.
Certains regulent I’expression génique au niveau transcriptionnel, comme FNR (fumarate and
nitrate reductase), SoxR (superoxide response) et NsrR (Nitric oxide-sensitive regulator R),
tandis que d’autres agissent au niveau de la traduction, comme les protéines IRP (iron regulatory
protein) chez les eucaryotes.

La protéine régulatrice IRP-1 a été la premiére IRP a étre identifiée. Un seconde a été
identifiée par la suite IRP-2. Elle agissent comme des capteur des niveaux de fer dans la cellule,
possédant ainsi deux fonctionnalités distinctes. En conditions de carence en fer (figure 1.6A),
IRP1 agit principalement comme une protéine régulatrice de la traduction. Dans ces conditions,
IRP1 adopte une conformation ou il se lie aux séquences spécifiques d’ARN appelées IREs (Iron-
Responsive Elements), situées dans les régions non traduites (UTR) de certains ARN messagers
(ARNmM) impliqués dans le métabolisme du fer. La liaison d’IRP1 aux IREs dans ’'UTR 5’ des
ARNmM (par exemple, ceux de la ferritine et d’ALAS2) inhibe la traduction de ces ARNm,
réduisant ainsi la production de protéines responsables du stockage ou de I’utilisation du fer. Par
contre, la liaison d’IRP1 aux IREs dans ’'UTR 3’ des ARNm (comme celui du récepteur de la
transferrine) stabilise ces ARNm, augmentant leur traduction et donc la production de protéines
impliquées dans I’importation du fer. IRP2 fonctionne de maniere similaire a IRP1 en conditions
de faible fer, se liant aux IREs des ARNm pour réguler leur stabilité et leur traduction. Comme
IRP1, IRP2 inhibe la traduction de protéines comme la ferritine en se liant aux IREs dans I’'UTR
5’ des ARNm, et stabilise les ARNm pour des protéines comme le récepteur de la transferrine en
se liant aux IREs dans I’UTR 3’, augmentant ainsi leur traduction. En présence de fer (figure
1.6B), IRP1 change de rble et agit principalement comme une aconitase cytosolique. IRP1
incorpore un cluster [4Fe-4S] devenant ainsi I’aconitase ACO1 (Volz, 2008), ce qui modifie sa
conformation et I’empéche de se lier aux IREs des ARNm. Cette libération des IREs dans ’'UTR
5 des ARNm permet la traduction de protéines comme la ferritine, qui stocke le fer.
Simultanément, la libération des IREs dans I’'UTR 3° des ARNm conduit a la dégradation des

ARNmM du récepteur de la transferrine, réduisant ainsi I’importation de fer.
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De plus, IRP1 agit également en tant que régulateur du stress oxydant et nitrosatif,
puisque la traduction de son ARNm est inhibée en présence de ERO (espéces réactives de

I’oxygene) et de NO.

A [Fer] basse B [Fer] élevée
r ) - ™
IRP1 IRP2
IRP1 active Aszsamblage Cluster  Dégradation protéasomsa
| ! .,.' ,-I
"\,.-"'; 'x__.-" L )
Stabilisation ARNm Dégradation ARNm  fiNese

(B VoIl

Répression Activation
transcriptionnelle transcriptionnelle

8w | | B
| oS TS's-
V8 b B

\ A \ J

Figure 1.6 : les IRP régulent la traduction et la stabilité des ARNm contenant de I’IRE. Lorsque
le fer est limité, les IRP se lient avec une forte affinité aux ARNm de I’IRE et répriment la
traduction,. Lorsque le fer est abondant, les IRP ne se lient pas aux IRE, ce qui entraine la
traduction des ARNm et la dégradation de ’ARNm de TfR1. Modifié de (Neves, Haider,
Gassmann, & Muckenthaler, 2019).

SoxR, appartenant a la famille des MerR (mercury resistance regulator), est le premier

facteur de transcription connu & comporter un cluster Fe-S. A l'origine découvert pour sa capacité
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a détecter le stress superoxyde, il a été réecemment établi qu'il réagit également au NO. Le cluster
[2Fe-2S] de SoxR est crucial pour détecter a la fois le stress oxydant induit par I'ion superoxyde
(O27) et le NO. Normalement présents a des niveaux faibles dans les cellules gréace a I'action des
superoxydes dismutases, les superoxydes peuvent endommager certains clusters Fe-S par
oxydation, justifiant ainsi le développement de mécanismes d'adaptation au stress. Chez E. coli,
le stress superoxyde active SoxR en oxydant son cluster [2Fe-2S] (Fujikawa, Kobayashi, &
Kozawa, Direct oxidation of the [2Fe-2S] cluster in SoxR protein by superoxide: distinct
differential sensitivity to superoxide-mediated signal transduction, 2012), ce qui stimule
I'expression du facteur de transcription SoxS. L'accumulation de SoxS active les systéemes de
défense cellulaires, tels que la superoxyde dismutase, facilitant I'élimination des superoxydes et la
réparation des dommages oxydatifs spécifiques causés par le stress (Kiley & Beinert, 2003)
(figure 1.7). Certaines recherches ont pu démontrer la réaction directe de 1’02 avec SoxRreq afin
de former SoxRox (Fujikawa, Kobayashi, & Kozawa, Direct oxidation of the [2Fe-2S] cluster in
SoxR protein by superoxide: distinct differential sensitivity to superoxide-mediated signal

transduction, 2012). Les schémas réactionnels peuvent étre résumés comme suit :

e + [2Fe-2S]%* > [2Fe-2S]* )
Oz + [2Fe-2S] * +2H* > H20, + [2Fe-2S]*  (3)

12



INACTIVE
[2Fe-2S]*-SoxR

réeduit

Promoteur Sox5

Cycles rédox

[2Fe-25)#*-SoxR
ACTIVE oxyde
SoxS

- T

A~ Endonucléase IV,
= rwiii sod, ...

Régulon SoxRS

Figure 1.7 : SoxR, un systéme de contrdle bactérien pour la survie cellulaire sous stress oxydant.
La barre de couleur grise représente I’ADN. Le facteur de transcription SoxR contient un cluster
[2Fe-2S] par monomere (représentés en cube orange). Dans des conditions aérobie normale, les
clusters SoxR [2Fe-2S] sont réduits et la protéine se lie a une région promotrice spécifique de son
gene cible soxS et inactive sa transcription. Lors d'un stress oxydatif, les clusters [2Fe-2S]
subissent une oxydation, entrainant un changement conformationnel de la protéine. La forme
oxydée active de SoxR remodele la conformation du promoteur soxS de maniére a permettre a
I'’ARN polymeérase d'initier la transcription de SoxS. Inspiré de (Golinelli-Cohen & Bouton,
2017)

FNR agit comme un régulateur chez E. Coli, contr6lant I’expression de plus de 100 génes
en réponse a une limitation en oxygene (Kiley & Beinert, 1998) (Green, Scott, & Guest, 2001).
Ses fonctions régulent principalement I’adaptation d’ E. coli a un mode de vie anaérobie, en
réprimant I’expression des génes impliqués dans la respiration aérobie et en activant ceux liés a la
réduction des accepteurs d’électrons alternatifs. Contrairement a SOXR, I’activité de FNR en tant
que facteur de transcription est principalement régulée par sa capacité a se lier spécifiquement
aux sites d’ADN. En conditions anaérobies, FNR se¢ présente sous forme d’homodimeére
contenant un cluster [4Fe-4S] dans chaque monomeére, lui permettant de lier des séquences

d’ADN spécifiques pour activer ou réprimer 1’expression génique. Cependant, en présence
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d’oxygene, le cluster [4Fe-4S] subit une conversion en [2Fe-2S] passant par un état intermédiaire
métastable [3Fe-4S] (Bates, et al., 2000). Dans cette configuration, FNR perd sa capacité a se lier
a ’ADN, et apres une exposition prolongée a I'O2, le cluster Fe-S est finalement dégradé,
entrainant la formation d’un apo-FNR. Ainsi, FNR utilise la sensibilité¢ a 1’02 des clusters [4Fe-
4S] pour détecter les niveaux d’O2z dans la cellule et réguler le passage entre les métabolismes
anaérobie et aérobie.

Bien que les régulateurs bactériens SoxR et FNR soient principalement impliqués dans la
détection du stress superoxyde et de 1’02, une autre protéine régulatrice découverte chez E. coli
semble étre spécifiquement dédiée a la détection du NO. NsrR détecte le NO dans E. coli et
active un régulon d'au moins 60 geénes (Partridge, Bodenmiller, Humphrys, & Spiro, 2009)
codant pour une flavohémoglobine qui détoxifie le NO en le convertissant en nitrate (ou en oxyde
d'azote sous conditions anaéerobies) (Stevanin, Read, & Poole, 2007). Cette découverte suggere
que NsrR joue un réle de régulateur global du stress induit par le NO. Il a été demontré que les
protéines NsrR de Bacillus subtilis et de Streptomyces coelicolor lient un cluster [4Fe-4S], qui
sert de module de détection du NO (Crack, et al., 2015). Dans NsrR de Streptomyces coelicolor,
la réaction avec le NO entrainait la perte du cluster Fe-S et la formation d'especes fer-nitrosyle
(Serrano, et al., 2016). Ce processus a conduit a une perte de liaison a I'ADN de haute affinité et a
I'activation de génes précédemment réprimés par [4Fe-4S]-NsrR, y compris ceux codant pour les
enzymes detoxifiantes de NO. De plus, la structure de NsrR présente une particularité
intéressante : contrairement a la plupart des autres protéines régulatrices contenant des cluster Fe-
S, ou les quatre ligands du cluster [4Fe-4S] sont généralement des résidus cystéine, chez NsrR,
I’aspartate d'un monomére est le quatrieme ligand du cluster [4Fe-4S], ce qui est une
caractéristique unique. Ainsi, la structure holo-NsrR est unique par la présence d'un cluster [4Fe-
4S] ligaturé par trois résidus cystéine (Cys93, Cys99 et Cys105) d'un monomeére et aspartate
(Asp8) de l'autre. Cette structure inhabituelle contribue sa capacité de détection du NO et a sa

régulation de I’expression génique en réponse a ce gaz.

1.3.5. Interaction avec ADN/ARN : un autre cas, XPD

Plusieurs familles de protéines impliquées dans le métabolisme de I’ADN possédent des

clusters Fe-S. Ces protéines comprennent des membres de la famille des polymérases, des
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primases, des ADN glycosylases (endonucléase 111, MutY) ou encore a celle des ADN hélicases
(DinG, XPD) (Ekanger, Oyala, Moradian, Sweredoski, & Barton, 2018 ) (O'Brien, et al., 2017).
Récemment, des recherches ont mis en évidence le role de 1’hélicase du groupe D de Xeroderma
pigmentosum (XPD) qui appartient a la 5’-3’ superfamille 2 (SF2) dans le déroulement de 'ADN
endommagé lors du processus de réparation par excision de nucléotides. Chez les eucaryotes,
XPD, dotée d’un cluster Fe-S, fait partie des composants du facteur de transcription I1H (TFIIH),
qui comprend neuf autres sous-unités protéiques (Constantinescu-Aruxandei, Petrovic-
Stojanovska, Penedo, White, & Naismith, 2016). La principale fonction enzymatique de XPD est
de dérouler la double hélice d'ADN autour des lésions afin de permettre la réparation (Zurita &
Merino, 2003). Pour ce faire, XPD se lie un cluster [4Fe-4S] crucial & son activité hélicase
(Rudolf, Makrantoni, Ingledew, Stark, & White, 2006). On suppose qu’en se liant a I’ADN, XPD
transfére un électron qui parcourt de longues distances a travers les bases de la double hélice pour
réduire le cluster [4Fe-4S] d’une autre protéine XPD fixée a un autre endroit de I’ADN, créant
ainsi un flux d’électrons a travers I’ADN. De plus, il a été observé que XPD a une plus forte
affinité pour ’ADN lorsque son cluster Fe-S est oxydé sous forme [4Fe-4S]**, que lorsqu’il est
réduit, sous forme [4Fe4S]?*. Par conséquent, en cas d’interruption du flux d’électrons en raison
d’une 1ésion de ’ADN perturbant ’empilement des bases, la protéine XPD s’accumule sous
forme oxydée et reste fixée a I’ADN, permettant ainsi de recruter le complexe IIH la position de
la lésion pour initier la réparation du brin d’ADN (Sontz, Mui, Fuss, Tainer, & Barton, 2012)
(Mui, Fuss, Ishida, Tainer, & Barton, 2011).

1.4.  Biogenese et transfert des clusters Fe-S

1.4.1. Machineries cellulaires d’assemblage in vivo

La formation optimale des clusters Fe-S a été I'objet de recherches approfondies (Li, et al.,
1991) (Jagilinki, et al., In Vivo Biogenesis of a De Novo Designed Iron—Sulfur Protein, 2020)
(Grzyb J. , et al., 2012). Il a été démontré que la formation de ces clusters est un processus
spontané in vitro, ou l'apoprotéine est exposée a des sources inorganiques de fer et de soufre dans
des conditions réductrices anaérobies (Beinert, Holm , & Miinck, 1997). Cependant, en milieu
cellulaire, le fer ferreux réagit rapidement avec I'oxygene pour produire des especes réactives de

I'oxygene et du fer ferrique, tandis que le sulfure est instable et se protonne rapidement en HzS.
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Cela souléve la question de savoir comment ces éléments sont acheminés vers les protéines sans
causer de dommages cellulaires, étant donné leur toxicité. Il est ainsi postulé que des protéines
spécifiques dans la cellule assemblent les atomes de fer et de soufre en clusters Fe-S in vivo. Des
études ont montré que l'activité de la nitrogénase d'Azotobacter vinelandii nécessite l'assistance
de plusieurs protéines pour linsertion des clusters Fe-S (Jacobson, et al., 1989 ). Trois
machineries principales d'assemblage et d'insertion des clusters Fe-S dans les proteines cibles ont
été identifiées : ISC (iron-sulfur cluster), SUF (mobilization of sulfur) et NIF (nitrogen fixation)
Les protéines sont d'abord synthétisées sous forme apo par la machinerie ribosomique
avant d'acquérir un cluster Fe-S par maturation post-traductionnelle, réalisée par des machineries
d'assemblage proteiques dédiées (Rubio & Ludden, 2005) (Johnson, Dos Santos, & Dean, 2005).
Ces machineries fonctionnent en deux étapes principales : la formation du cluster Fe-S au sein
d'une protéine cible ou d'un complexe d'échafaudage, suivi de son incorporation dans une
apoprotéine cible a l'aide de plusieurs protéines aux fonctions variées, telles que des protéines de
transport (figure 1.8) (Pérard & Ollagnier de Choudens, 581-596 (2018)). Le transfert du cluster
Fe-S formé vers les protéines cibles peut également dépendre de protéines chaperonnes, qui
facilitent l'interaction entre protéines d'échafaudage et de transfert. En fin de compte, ces
machineries fournissent des clusters Fe-S correctement assemblés, en contrdlant étroitement leur

trafic et leur acheminement vers les protéines cibles.
chaperons l
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Figure 1.8 : représentation schématique simplifiée du mécanisme d’assemblage des protéines Fe-
S. Deux étapes sont identifiées, débutant avec 1’assemblage du cluster Fe-S sur une protéine ou
un complexe d’échafaudage, puis I’acheminement de ce cluster vers une protéine cible via
I’action de protéines chaperons et de transport. Inspiré de (Pérard & Ollagnier de Choudens, 581—
596 (2018))
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1.4.1.1. Assemblage des clusters Fe-S par la machinerie NIF

La machinerie NIF a été la premiére a étre identifié pour 1’assemblage des cluster Fe-S.
Les recherches initiales visaient a comprendre le mécanisme de fonctionnement de la nitrogénase,
une enzyme qui réduit ’azote atmosphérique (N2) sous forme d’ammoniaque (NHz), conférant
ainsi aux bactéries fixatrices d’azote, telles qu’Azotobacter vinelandii (Jacobson, et al., 1989 ), la
capacité de fixer I’azote. La nitrogénase est composée de deux sous-unités : une dinitrogénase
réductase, qui fixe un cluster [4Fe-4S] et une dinitrogénase, formant un hétérotétramere
incorporant 2 clusters [8Fe-7S] et 2 cofacteurs MoFe (Zheng, White, Cash, Jack, & Dean, 1993).

Les recherches ont identifié plusieurs genes organisés en opéron, dont nifS et nifU (figure
1.9), essentiels a I’activité de la nitrogénase. La purification de la protéine nifS a révélé qu’il
s’agit d’une enzyme dimérique, une cystéine désulfurase impliquée dans la libération de soufre a
partir de la cystéine, utilisé ensuite dans la formation du cluster Fe-S. A partir de ce constat, il a
été proposé que nifU aurait un réle complémentaire a nifS en étant impliqué dans le transport et le
transfert des atomes de fer et de soufre, agissant comme un médiateur dans 1’assemblage des
clusters en fournissant les éléments nécessaires aux sites de liaison. Ces observations ont

suggérer I’existence d’autres génes aux fonctions similaires a celles de nifS et nifU.

iSCA™ nifu nifS cysE1

=emr—r—> >

Figure 1.9 : genes du locus NIF impliqués dans la synthése des clusters Fe-S chez A. vinelandii
adapté de (Blanc, Gerez, & Ollagnier de Choudens, 2015)

1.4.1.2. Assemblage de clusters Fe-S par la machinerie ISC

A la suite des premiéres recherches menées sur A. vinelandii, et du séquencage des
premiers génomes, 1’analyse du génome d’E. coli a révélé de séquences homologues a celles
codées par I’opéron NIF, nommées iscA, iscS et iscU en référence a leur présence dans un opéron
appelé isc présent chez E. coli (Tanaka, et al., 2016). Cet opéron code pour deux protéines

chaperonnes, hscB et hscA, ainsi qu’une protéine de stockage du fer, iscX. L’ensemble de

17



I’opéron est sous le contrdle de la protéine iSCR, dont la séquence codante est située juste en
amont de iscS (Tokumoto & Takahashi, 2001) (figure 1.10).

Des études ont montré que la protéine iscS agit comme une cystéine desulfurase,
fournissant du soufre lors de I’assemblage de clusters Fe-S. La protéine d’échafaudage iscU est
capable de lier un ou deux clusters [2Fe-2S] au sein d’un dimere. La ferrédoxine serait impliquée
dans la réduction des fonctions persulfure (S° en sulfure (S%) pour former les cluster Fe-S sur
iscU. Bien que la protéine iscX ne fasse pas partic de ’opéron isc, elle peut lier le fer et en
réguler ’apport pour 1’assemblage de clusters Fe-S sur iscU. Apres maturation, iscU interagit
avec protéines chaperonnes hscA et hscB pour transférer le cluster Fe-S vers une apoprotéine
cible. La suppression une diminution significative de I’activité des enzymes Fe-S, mettant en
évidence le réle prépondérant du systeme isc pour la maturation des protéines Fe-S chez E. coli,
qui ne posséde pas le systeme nif. Cependant, 1’existence d’une activité résiduelle suggere qu’un
systeme alternatif puisse intervenir dans la biosynthése des clusters Fe-S afin de compenser

I’absence du systéme ISC : le systeme SUF.

iSscR iscS iscU iSCA hscB hscA fdx iscX

P ) )

Figure 1.10 : genes du locus ISC impliqués dans la synthese des clusters Fe-S chez E .coli.
(Jaroschinsky, Pinske, & Sawers, 2017)

1.4.1.3. Assemblage des clusters Fe-S par la machinerie SUF

Dans E. coli, la machinerie SUF est un opéron codant 6 genes. La protéine sufA, en forme
dimérique, peut se lier soit a un cluster [2Fe-2S] soit a un cluster [4Fe-4S]. Comme iscA, ces
clusters sont transférés in vitro a la ferrédoxine ou a la biotine synthase respectivement (Mettert
& Kiley, 2014). Ainsi, la machinerie SUF offre une voie alternative d’assemblage de cluster Fe-
S chez E. coli, particuliérement activée en cas stress oxydant (figure 1.11).

SufS code pour une cystéine désulfurase fonctionnellement distincte de iscS. Tandis que

sufE est une protéine de transport du soufre. Des comparaisons entre les associations sufS-sufE et
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iscS-iscU en présence de peroxyde d’hydrogene ont montré une meilleure activité de la cysteine
désulfurase pour les protéines SUF en conditions oxydantes. Le complexe d’échafaudage de
cluster Fe-S de la machinerie SUF, SufBC2D, est constitué des protéines sufB, sufC et sufD avec
une steechiométrie de 1 : 2 : 1 (Xueyun, Yukako, Akihiro, Ayumi, & Ryouichi). SufB regoit le
soufre issu de sufS via SufE pour 1’assemblage d’un cluster Fe-S. Ainsi, le systeme SUF remplit
un réle similaire a celui du systéme ISC, mais intervient dans des conditions de stress oxydant et

de carence en fer.

Conditions réductrices Conditions oxydantes

Fe, S
IscR Apo-IscR
W — "% W
/ ¢ Fe3*/apo

[2Fe-2S]'* Fe?*-Fur

OxyR SHSHSHSH Fe, S B

v

Figure 1.11 : modéle proposé pour la régulation de I’opéron SUF. Lorsque la concentration de fer
est suffisante, Fur fixe du fer comme cofacteur et lie la région promotrice de 1’opéron SUF ce qui
bloque sa transcription. Dans des conditions de carence en fer, Fur est démétallée et il y a levée
de la répression. Modifié de (Yeo, Lee, Lee, & Roe, 2006)

1.4.2. Assemblage des clusters in vitro : reconstitution chimique

Comme indiqué dans la section précédente, bien que la maturation in vivo des protéines
Fe-S soit complexe, elle induit une formation des clusters Fe-S contrdlée et optimale par
I’intermédiaire de machineries d’assemblage spécifique. Toutefois, I’acquisition des clusters Fe-
S par les protéines peut aussi s’effectuer spontanément in vitro. La méthode d’insertion in vitro
d’un cluster fer-soufre dans une protéine commence par la préparation de la proteine cible. Cette
étape implique I’isolement de la protéine a partir de la source biologique appropriée, suivie de sa

purification a 1’aide de techniques de chromatographie pour s’assurer qu’elle est dans sa forme
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active et dépourvue de tout cluster. En paralléle, le cluster Fe-S est préparé en utilisant des
réactifs tels que des sels de fer et des sulfures. Il est ensuite généré dans des conditions
anaérobies, souvent dans une solution contenant un agent réducteur comme le dithiothréitol ou le
B-mercaptoéthanol. Une fois la protéine isolée et le cluster fer-soufre préparé, la reconstitution in
vitro peut commencer. La protéine purifiée est mélangée avec les réactifs fraichement préparé
dans un tampon réactionnel approprié. Ce mélange est ensuite incubé a la température appropriée
pendant une période déterminée. Aprés ’incubation, la protéine reconstituée est purifiée pour
éliminer les réactifs non utilisés, les cofacteurs indésirables et les agrégats protéiques, en utilisant
a nouveau des techniques de chromatographie.

La conception in vitro au contraire de la formation des cluster Fe-S in vivo est soumise a
des défis majeures. Les souches bactériennes utilisées dans la production de protéines peuvent
étre déficientes en termes de biosynthése et de trafic de cofacteurs, ainsi que de machineries
d'assemblage, ce qui nécessite l'introduction et l'optimisation de ces voies pour un systéeme
hétérologue. L’étude des protéines Fe-S a I’aide de conception de novo, qui sont des modeles
protéiques informatiques (non naturels) indiquent que le complexe forme apres la reconstitution
chimique in vitro existent dans plusieurs états oligomeéres et était chimiquement instable, avec
une perte de liaison du cofacteur lors de la réduction en raison de I'hydrolyse du soufre.. On peut
tirer de ces informations que I'étape de reconstitution chimique in vitro introduit une variabilité
significative au sein d’une méme conception (Jagilinki, et al., In Vivo Biogenesis of a De Novo
Designed Iron—Sulfur Protein, 2020).

Avec D’intérét porté au développement de modéles Fe-S, la biogenése in vivo peut
accélérer I’optimisation des protéines et fournir des modeles fonctionnant dans un contexte

cellulaire.

1.5. Leffet de I’O2 sur les cluster Fe-S

Ayant évolué avant 1’oxygénation de 1’atmosphére terrestre, les clusters Fe-S sont
généralement sensible a 1’oxygéne. Ainsi, les micro-organismes ont élaboré plusieurs
mécanismes afin de se protéger de 1’oxygene, tels que des mécanismes de réduction rapide de
I’oxygene et ses especes dérivées, des mécanismes de réparations des clusters Fe-S et leur

remplacement par des cofacteurs résistant a I’oxygene.
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Les sections suivantes porteront sur 1’effet de I’oxygéne sur les clusters Fe-S et des

adaptations misent en place au cours de I’évolution

1.5.1. Inconvénient de I’oxygene : biodisponibilité du fer

L'oxygene moléculaire est un composé réactif qui a pour propriété chimique l'oxydation
d'autres molécules. Les regles moléculaires-orbitales dictent que I'oxygéne moléculaire accepte
un électron célibataire (Naqui, Chance, & Cadenas, 1986). Cette restriction induit une interaction
limitée de l'oxygene avec la plupart des biomolécules organiques, cependant elle lui permet
d'oxyder les métaux de transition, car ce sont de bons donneurs d'électrons univalents. Ainsi,
I'oxygéne a la propriété d’oxyder le fer ferreux présent dans I'environnement en sa forme
ferrique, qui précipite rapidement sous forme d’hydroxyde ferrique ou forme des complexes
insolubles avec les anions. A mesure que I’oxygéne s’accumulait dans I’atmosphére, la
biodisponibilité du fer devenait limitée dans de nombreux habitats aérobies. La diminution du
taux de fer a donc posé un défi sérieux pour la maturation des clusters Fe-S avant les premiers
organismes aérobies, puisque les concentrations intracellulaire de fer nécessaire sont de 1’ordre
du millimolaire (Outten & O'Halloran, 2001). Les micro-organismes ont appris a résoudre ce
probleme en excrétant des sidérophores, des chélateurs de fer qui possédent une forte affinité
pour le Fe®" et permettent d’internaliser le fer nécessaire au fonctionnement de la cellule
(Wandersman & Delepelaire, 2004). Lorsque qu’il devient impossible pour les systémes
sidérophores de fournir une quantité suffisante de fer pour répondre aux besoins cellulaires, des
découvertes chez E. coli indiquent que cet organisme réagit en supprimant la synthese de ses
enzymes Fe-S les plus abondantes (McHugh, et al., 2003). L'avantage est qu'en supprimant la
synthése d'enzymes Fe-S nécessitant une haute concentration en fer dans le métabolisme central,
la cellule redirige le peu de fer qu'elle peut acquérir vers les enzymes de fer indispensables qui
appartiennent aux voies de biosynthése. Ainsi, la forte demande en fer des micro-organismes
actuels héritée de leurs ancétres anaérobies ne convient pas au monde aérobie. Les nombreux
ajustements effectués par ces organismes ne conférent encore qu’une capacité limitée a tolérer la
privation de fer. Certains mammiféres utilisent des protéines qui séquestrent le fer et des
sidérophores bactériens comme stratégie pour supprimer la croissance des bactéries

envahissantes.
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1.5.2. Dégats oxydatifs des clusters Fe-S : le cas DHAD

Pratiguement tous les organismes ont du mal a se développer lorsque la concentration
d’oxygeéne ambiant est supérieure a celle qu’ils rencontrent normalement dans leur habitat
d’origine. Il s’avére que ce soit egalement un défi pour les clusters Fe-S . En effet, des
concentrations élevées d'oxygene favorisent la formation rapide de superoxyde intracellulaire et
de peroxyde d'hydrogene qui peuvent déstabiliser la structure du cluster.

Les études de Fridovich et al. ont démontré que les superoxydes inactivent les clusters
[4Fe-4S] des déshydratases notamment la dihydroxyacide déshydratase (DHAD) (Gardner &
Fridovich, 1991). Les dommages se produisent lorsque le superoxyde (O2) oxyde directement le
cluster Fe-S, convertissant transitoirement la forme [4Fe-4S]?* en un état métastable [4Fe-4S]%*,
qui libere du fer (Figure 1.12), altérant l'intégrité du cluster [4Fe-4S] et donc I’activité
enzymatique (réaction 4 et 5). Le fer perdu étant essentiel au fonctionnement optimal de
I’enzyme, 1’oxydation conduit a son inactivité. Le peroxyde d'’hydrogene oxyde ces amas de la

méme maniere (Varghese, Tang, & Imlay, 2003).

[4Fe-4S]% + O+ 2H* > [4Fe-4S]?* + H202 (4)
[4Fe-4S]?* - [3Fe-4S]* + Fe?*  (5)
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Figure 1.12 : destruction des clusters par oxydation. Les oxydants univalents, notamment le
superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne, I'oxygene moléculaire et le peroxynitrite (noté [O]),
convertissent le groupe exposé [4Fe-4S]%* en état d'oxydation instable [4Fe-4S]°*. Le cluster se
décompose ensuite spontanément en la forme inactive [3Fe-4S]**.
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1.5.3. Systemes de protection face a ’0Oz et aux ERO : [NiFe]-hydrogénase résistant a I'O2, SOD
et catalase

Pour survivre dans un environnement aérobie, les cellules ont di élaborer des mécanismes
leurs permettant de contrecarrer 1’action néfaste de 1’O2 et des ERO. Prenons I’exemple de 3
enzymes protectrices : la [NiFe]-hydrogénase tolérante a 1’02, la SOD et la catalase.

Les [NiFe]-hydrogénase tolérantes a 1’02 peuvent catalyser I’oxydation de 1’H2 dans des
conditions aérobies, évitant ainsi 1’oxygénation et la destruction du site actif. Les ERO oxygenent
le site actif et les rend inactif pendant de longues périodes, on nomme cet état « non prét » En
présence de Hz, les hydrogénases tolérantes a 1’02 réagissent avec 1’02 pour former un complexe
Ni(l1)-OH, un état dit « prét » (Volbeda, et al., 1995). Dans ce mécanisme, les [NiFe]-
hydrogénases possedent une réserve d'électrons qui permet & une molécule d'O: attaquant le site
actif d'étre rapidement convertie en H20 inoffensive. Ce mécanisme est particulierement essentiel
pour les bactéries anaérobies sulfato-réductrices du genre Desulfovibrio (Zacarias, et al., 2018).
L'hydrogénase d' E. coli quant a elle, a une structure dimere dans laquelle les clusters [4Fe-4S] de
chaque monomére sont situés a environ 12 A les uns des autres, une distance propice & un effet
tunnel électronique rapide. Un tel agencement permet aux électrons issus de l'oxydation de H:
libérés sur le site actif d’étre transférés lorsqu'une molécule d'O: attaque.

Les catalases sont des mécanismes de défense bien connus jouant un réle important dans
la cellule contre les radicaux libres et permettant de prévenir les dommages oxydatifs. Les
quantités de H202 formés par le métabolisme peuvent devenir préjudiciable pour la cellule et
doivent par conséquent étre régulés par des enzymes de détoxication. Parmi celles-ci, les
catalases sont des oxydoréductases héminiques qui catalysent la dismutation H202 en H20 et Oz.
Pour catalyser la réaction, I’atome de fer de I'néme réalise une coupure hétérolytique de la liaison
0O-O du H202, ce qui conduit a la formation d’une molécule d’H20 et un groupe Fe)=0
hautement oxydant ; ce dernier peut ensuite oxyder une autre molécule de H202 pour donner du
O2 (réaction 6) (Alfonso-Prieto, Biarnés, Vidossich, & Rovira, 2009 ).

H202 + Fe (N.E > H20 + O=Fe (V)-E (6)
H202 + O=Fe ")-E - H20 + O2 + Fe (")-E
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Les SODs sont des métalloprotéines essentielles a la protection des cellules en présence
d’O2. Ces enzymes catalysent la dismutation des Oz2* en O2 et H202 (réaction 7) qui sera réduite

retour par des peroxydases.

M®*D* _SOD + Oz+ > M™-SOD + O3 (7)
M™-SOD + Oz« + 2H* > M(™D*.SOD + H20:

ol M = métal

1.6. L’effet du NO sur les clusters Fe-S

La présente section examine l'influence de lI'oxyde nitrique (NO) sur les clusters Fe-S. NO
peut a ’instar de ’oxygéne interagir avec les clusters Fe-S. Généralement, la réaction de NO
avec les clusters Fe-S induit un changement de structure atomique au sein de ces agrégats,
altérant ainsi leur stabilité et leur activité catalytique dans des conditions de stress nitrosatif. Ce
qui peut impacter des processus biologiques dans lesquels ces clusters jouent un role crucial, tels
que la signalisation cellulaire et le métabolisme du fer. Paradoxalement, une famille de protéines
Fe-S dédiée a la détection du NO agissent comme des mécanismes de signalisation cellulaire en
réagissant avec le NO, une stratégie exploitée par certaines bactéries pour échapper aux effets
nocifs de cette molécule. Un exemple notable est le cluster [4Fe-4S], réactif au NO, que certaines
bactéries utilisent pour détecter et moduler le NO, régulant ainsi le stress nitrosatif. La chimie du
NO sur ces sites entraine géneralement le réarrangement des clusters Fe-S et formation de

complexes nitrosyle-fer.
1.6.1. Nitrosylation des clusters Fe-S : diaphonie entre NO et H2S

Le NO, un composé lipophile hautement réactif, jouant un réle crucial dans de divers
processus biologiques en tant que neurotransmetteur (Prast & Philippu, 2001 ), régulateur
transcriptionnel (Yukl, Elbaz, Nakano, & Moénne-Loccoz, 2008), agent cytotoxique (Drapier,
Pellat, & Henry, Generation of EPR-detectable nitrosyl-iron complexes in tumor target cells
cocultured with activated macrophages, 1991) et une molécule de signalisation dans la réponse
immunitaire (Bogdan, 2001) Il peut interagir avec différents centres métalliques dans les
protéines, notamment les cluster Fe-S. Les protéines contenant des cofacteurs Fe-S sont

particulierement réactives au NO, ce que la nature exploite dans certains systémes bactériens. Un
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exemple avec la protéine NsrR mentionnée dans la section 1.3.4, spécialisée dans la détection
du NO, répondant ainsi au stress nitrosatif a I'aide d'un cluster [4Fe-4S] spécifiquement adapté a
la réactivité du NO. Des études sur des modeles synthétiqgues montre que la réaction du NO avec
des clusters [2Fe2S] et [4Fe-4S] entraine la formation de divers de complexes nitrosyl-fer
notamment le mononitrosyle-fer (MNIC), le dinitrosyle-fer (DNIC), le sel rouge de Roussin
(RRE) et le sel noir de Roussin (RBS) (figure 1.13) (Ren, Zhang, Yang, & Ding, 2008) (Drapier,
Interplay between NO and [Fe-S] clusters: relevance to biological systems, 1997).

R
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Figure 1.13 : structures des especes nitrosyle de fer. Structures du complexe dinitrosyle fer
(DNIC), mononitrosyl fer (MNIC) , le sel rouge de Roussin (RRE), du sel noir de Roussin (RBS)
et les esters rouge de Roussin (RRE) (Harrop, Tonzetich, Reisner, & Lippard, 2008 )

De plus, une étude complémentaire a révélé que I'environnement rédox influence et
controle les produits de nitrosylation predominants aprés la réaction du NO avec des clusters Fe-
S synthétiques. En effet, I’exploration de la réactivité de la protéine HiPIP d'Acidithiobacillus
ferroxidans renfermant un cluster [4Fe-4S], en présence de NO indique que la réaction de
nitrosylation induisait différents composés selon les conditions aérobies et anaérobies. Les
analyses spectroscopiques ont révélé que le RRE était le principal composé lors de la
nitrosylation du cluster [4Fe-4S] en milieu aérobie, tandis que le RBS prédominait dans des
conditions anaérobies (figure 1.14) (Grabarczyk, Ash, Myers, Dodd, & Vincent, 2019).
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L'utilisation de la protéine HIPIP-[4Fe-4S] s'est avérée pertinente, principalement en raison de sa
résistance a l'oxygene et de sa stabilité face a l'interaction avec le NO en présence d'O2, suggérant
ainsi que 'Oz joue un role essentiel dans le contrdle des produit majeurs de la nitrosylation et des

implications possibles sur les mécanismes de réparation des clusters Fe-S en réponse a un stress

nitrosatif.
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Figure 1.14 : mécanisme de nitrosylation d’un cluster [4Fe-4S] dans différents environnements
(aérobie ou anaérobie). Les produits obtenus sont RBS, DNIC et RRE. (Grabarczyk, Ash, Myers,
Dodd, & Vincent, 2019)

L’interaction des clusters avec le NO peut entrainer la libération des sulfures de pontage
sous forme de soufre élémentaire comme suggeré par les travaux du groupe de recherche de Kim.
Ils ont étudiés les modéles synthétiques [2Fe-2S] afin de mieux comprendre leurs interactions
avec Oz, NO et H2S. Ils ont observé que les deux ponts sulfure dans les agrégats synthétiques
[2Fe-2S] peuvent se libérer sous forme de H2S lorsqu’une nitrosylation se produit, a condition
que I'environnement fournisse un équivalent d’électron (e’) ou de proton (H*) provenant de
donneurs tels que les thiols et les phénols (Tran C. T., 2014). Ces observations ont conduit a
I'nypothése que les clusters pourraient agir comme point de connexion directe entre le NO et le

H2S, permettant leur interaction. Dans une étude complémentaire, le 7-azido-4-méthylcoumarine
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(C7Az) a été utilise pour détecter la présence de H2S lors de la nitrosylation. En présence de H2S,
le groupe azide de C7Az peut subir une conversion en un groupe amine, ce qui conduit & une
augmentation du signal d'émission fluorescent. Ce études ont permis de suggérer que la
génération de H2S est liée a la dégradation du cluster aprées nitrosylation en présence d’une source
de thiol pouvant fournir un équivalent d’e” ou de H*. (Oakley, 2021 )

Le controle de la réactivité du processus de nitrosylation des protéines Fe-S, surtout celles
dotées d'un cluster [4Fe-4S], demeure partiellement compris et constitue toujours un domaine de
recherche actif. Malgré les avancées significatives dans la compréhension de la sensibilité de ces
protéines au NO, le contrdle potentiel de la réactivité des clusters Fe-S vis-a-vis de ce processus
reste en grande partie a élucider. Les recherches actuelles s’efforcent de comprendre les

mécanismes impliqués dans cette réaction.

1.7.  Protéines Fe-S de novo

La conception de protéine de novo décrit une génération de protéine possédant des
séquences sans rapport avec celles existantes dans la nature. Contrairement aux protéines qui sont
synthétisés a partir de mod¢les génétiques existants dans 1’organisme, les protéines de novo sont
construite a partir de zéro. La conception de protéines de novo vise a créer des protéines stables et
bien repliées avec des séquences eloignées de celles trouvées dans la nature et potentiellement de
nouvelles fonctions. Ces derniéres années, les avancées technologiques dans la conception
informatique et les connaissances structurales existantes tirés de la Protein Data Bank (PDB) sont
a la base de modeéles de novo réussies (Berman, et al., 2000). Il a été démontré que des
architectures hélicoidales pouvaient étre congues sur la base d’équations parametriques (Grzyb J.
, et al., 2012). En effet, les protéines a faisceaux helicoidaux se sont révélés reproductibles et ont
par conséquent été adapté a de nombreuses fonctions. La premiére protéine Fe-S de novo, avec un
pli jamais observé dans la nature, a été assemblée a partir de fragments de la PDB (Hill, Raleigh,
Lombardi, & Degrado, 2000). Dans ce contexte, la capacité a concevoir des protéines Fe-S non
naturelles dans lesquelles des clusters rédox sont disposés de maniere contr6lée et dont les
propriétés sont adaptées a I'application envisagée devient de plus en plus cruciale. Des études
dans ce domaine ont cherché a incorporer des clusters dans des systemes de novo afin d’élucider

les propriétés de I'environnement naturel des clusters Fe-S.
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1.7.1. Conception hélicoidales [4Fe-4S] de novo

L'analyse des meétalloprotéines naturelles fournit des informations structurelles
importantes sur la maniére dont les protéines contrélent la liaison, I'assemblage et la fonction des
clusters [4Fe-4S]. Cependant, les protéines naturelles sont des dispositifs complexes qui ont
évolué sous un certain nombre de contraintes fonctionnelles, dont beaucoup sont peut-étre
inconnues. Ainsi, la conception de systemes de novo permet d’étudier isolément des éléments de
ces protéines complexes. Des progres significatifs dans I'étude des protéines Fe-S ont été réalisés
grace a la conception de maquettes et de fragments de protéines. Dans certains cas, des fragments
de protéines naturelles sont incorporés dans des protéines concues de maniere de novo pour
produire des plis nouveaux ou hybrides. Deux exemples de protéines hélicoidales de novo [4Fe-
4S] ont permis une avancée sur la compréhension des contraintes sur la structure, la protéine Fe-S
a bobine enroulée (CCIS) et la ferrédoxine dimere a domaine échangé (DSD-Fdm) (figure 1.15)
(Grzyb J. , et al., 2012) (Sommer, Roy, Astashkin, & Ghirlanda, 2015).

Figure 1.15 : conceptions hélicoidales de novo [4Fe-4S]. (A) Structure modélisée de CCIS de
quatre hélices alpha avec un cluster [4Fe-4S] (B) Structure modélisée de DSD de trois hélices
alpha avec deux clusters [4Fe-4S] dans le site actif.

Dans les deux conceptions, le cluster est introduit dans un nouvel échafaudage de
structure secondaire, un faisceau hélicoidal alpha. Ces conceptions n’ont pas d’analogues connus
dans la nature. Les ligands de CCIS et DSD ont été dérivés d'un site de liaison [4Fe-4S] inattendu

découvert lorsque la structure de I'ARNt-synthétase du tryptophane de Thermotoga maritima a
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été résolue (Han, et al., 2010). Contrairement a la plupart des motifs de liaison de cluster, qui se
produisent principalement entre les éléments structurels secondaires, les ligands cystéine se
trouvent tous dans ou aux extrémités des éléments alpha-hélicoidaux. Seules deux structures
connues contiennent ce type de site de liaison (PDB 2G36 et 3A04). Toutes deux synthétases
d’ARNt de tryptophane provenant d’organismes thermophiles. Etant donné que la plupart des
amides du squelette qui contribueraient normalement aux interactions électrostatiques avec le
cluster participent aux liaisons hydrogéne intra-hélicoidales, d'autres groupes de la protéine
remplacent ces interactions manquantes. La conception CCIS (figure 1. 15A) a utilisé deux
cystéines de la tryptophane ARNt synthétase. Ces ligands formaient un motif CxxC qui formait
un tour d'hélice alpha. Une deuxieme hélice de coordination a été spécifiée, dupliquant cette
interaction en utilisant un double axe de symétrie du cluster. La conception finale était un
faisceau a quatre hélices qui incorporait un cluster dans le centre hydrophobe de la protéine. Bien
que la liaison du cluster ait été clairement démontrée, la protéine était sujette a 1’agrégation et
instable aux cycles d’oxydo-réduction. Les tentatives ultérieures visant & améliorer la solubilité
en augmentant la charge nette de la protéine ou a augmenter la stabilité en ajoutant des acides
aminés favorisant I'nélice n'ont guére amélioré les propriétés physiques de la protéine (Grzyb J. ,
et al., 2010). Des études postérieures ont développé DSD (figure 1.15B), qui incorporait un site
[4Fe-4S] dans un faisceau de trois hélices qui formait un dimere avec un axe de symétrie double.
Un site optimal pour Dl’incorporation d’un cluster en utilisant les géométries du ligand
tryptophane ARNt-synthase (Sommer, Roy, Astashkin, & Ghirlanda, 2015).

Bien que [D’incorporation du cluster ait été une réussite dans ces conceptions
informatiques, des défis persistent concernant le contrdle du comportement du ligand, tout
comme le controle de I'état d'oligomérisation de la protéine. La conception informatique est un
outil trés puissant, car elle est capable d’atteindre des pli non naturels, mais les protéines Fe-S de
novo congu presentent souvent une stabilité réduite. Bien que ce domaine ait enregistré des
succes, tels que des plis non naturels et des enzymes catalysant des réactions inconnues dans la

nature, la conception de protéines Fe-S de novo reste un processus complexe.
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CHAPITRE 2 - ETUDE DES PROTEINES FE-S

Ce chapitre examine les méthodes informatiques et physico-chimiques utilisées pour
étudier et explorer les protéine Fe-S de novo, qui constitueront I'objet de mes recherches. Apres
avoir présenté quelques éléments théoriques pertinents, le chapitre se cl6turera par la description

des objectifs de I'étude actuelle.

2.1  Techniques informatiques

Cette section établit le cadre de la recherche se concentrant sur deux logiciels de
prédictions de la structure des protéines: AlphaFold et I-TASSER. Nous examinerons les

généralités sur ces logiciels ainsi que les limitations de leurs fonctionnalités.

2.1.1. Logiciels de prédiction structurales des protéines : AlphaFold et I-TASSER

De nombreux progres ont été réalisés dans la prédiction de la structure des protéines grace
a des décennies d’efforts. Les progrés ont été particuliecrement notables ces dernieres années
grace a l’introduction de techniques de prédiction de contact basées sur la coévolution et
I’apprentissage profond des réseaux neuronaux. La prédiction structurelle repose généralement
sur un processus algorithmique permettant de prédire la structure tertiaire d’une protéine a partir

de sa séquence d’acides aminés.

AlphaFold est un algorithme d'intelligence artificielle (I1A) développé par Deepmind qui
prédit avec précision la structure tridimensionnelle (3D) d'une protéine naturelle a partir de sa
séquence d'acides aminés. Il s'appuie sur des alignements multi-séquences d’homologues de la
protéine cible et sur un réseau neuronal basé sur l'apprentissage profond pour prédire avec
précision les distances entre les paires d'acides aminés. AlphaFold 1 et AlphaFold 2 sont deux
versions du logiciel de prédiction de structures protéiques développé par DeepMind. La
principale différence entre les deux réside dans leur approche algorithmique et leur architecture.

AlphaFold 1, publié en 2018, était basé sur une méthode qui combinait la physique locale

avec un potentiel guide dérivé de la reconnaissance de formes (Kryshtafovych, Schwede, Topf,
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Fidelis, & Moult, 2019). Cependant, cette approche avait tendance a surestimer les interactions
entre les résidus proches dans la séquence de la protéine, ce qui conduisait a un sur-ajustement et
a des modeéles avec une structure secondaire légérement plus prononcée que dans la réalité c’est-
a-dire le logiciel prédisait des éléments de structures secondaire (comme les hélices alpha et
feuillets béta) de maniere plus étendue, réguliéres ou rigide que ce qui est observé dans les
structures réelles des protéines..

AlphaFold 2, lancé en 2020, a introduit une approche radicalement différente (Senior,
Evans, & Jumper, 2020). Cette derniére version utilise un systeme de sous-réseaux couplés
ensemble en un modele unique, basé entiérement sur la reconnaissance de formes. Contrairement
a AlphaFold 1, la physique locale est appliquée uniquement en fin de processus pour ajuster
Iégerement la structure prédite, ce qui réduit le sur-ajustement. Le processus d'AlphaFold pour
générer la structure 3D d'une protéine commence par l'analyse de la séquence d'acides aminés de
la proteine cible. Cette sequence est ensuite comparée a une énorme base de données de
séquences et de structures de protéines connues pour identifier des séquences similaires. A partir
de ces informations, AlphaFold utilise un réseau de neurones profond pour prédire les distances
entre les paires d'acides aminés dans la protéine cible, ainsi que les angles @ et W (diagramme de
Ramachandran) pour chaque résidu (Ramachandran, Sasisekharan, & Ramakrishnan, 1963). Ces
prédictions sont ensuite utilisées pour générer une structure tridimensionnelle initiale de la
protéine. Cette structure est ensuite raffinée a plusieurs reprises a l'aide d'itérations successives,
au cours desquelles les sont ajustées en fonction des informations précédentes. Ce processus
itératif permet d'améliorer progressivement la précision de la prédiction jusqu'a ce qu'une
structure tridimensionnelle finale soit obtenue. Enfin, AlphaFold prédit uniqguement la structure
des protéines sans cofacteurs ni modifications co- et post-traductionnelles. Cela peut constituer

une lacune importante pour un certain nombre de systemes biologiquement pertinents.

Iterative Threading Assembly Refinement (I-TASSER) est une ressource en ligne pour les
prédiction de la structure des protéines et annotation des fonctions basées sur la structure. Dans I-
TASSER, les modeles structurels sont d'abord reconnus a partir du PDB en utilisant plusieurs
approches d'alignement de threads. Des modéles de structure complets sont ensuite construits par
des simulations itératives d’assemblage de fragments (Yang J & Zhang, 2015). Les informations

fonctionnelles sont finalement obtenues en faisant correspondre les modeles de structure prédits
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avec des protéines connues dans les bases de données fonctionnelles. Le processus de prédiction
de la structure tridimensionnelle d'une protéine par I-TASSER comporte plusieurs étapes clés.
Tout d'abord, le serveur commence par effectuer une recherche de structures de protéines
connues similaires a la séquence d'acides aminés de la protéine cible. Cette recherche est réalisée
a l'aide d'un processus appelé threading, qui aligne la séquence de la protéine cible avec les
structures de protéines connues pour identifier des motifs similaires. Ensuite, I-TASSER
assemble une structure tridimensionnelle initiale de la protéine cible en utilisant les résultats du
threading. Ce processus est itératif et combine des fragments de structure provenant de
différentes protéines alignées avec la séquence cible pour construire un modele complet. Une fois
que la structure initiale est générée, I-TASSER procéde a des étapes de raffinement pour
améliorer la précision du modele. Cela peut inclure des ajustements pour optimiser les
interactions entre les résidus d'acides aminés et pour minimiser I'énergie du modele. En paralléle,
le serveur éevalue la fiabilit¢ de la structure prédite en utilisant divers criteres, tels que la
confiance des alignements de threading et la qualité des ajustements stéréochimiques. Cette
évaluation permet aux utilisateurs de déterminer la robustesse du modele prédit. Une fois que le
processus est terminé, il fournit a l'utilisateur la structure tridimensionnelle prédite de la protéine
cible, ainsi que des informations sur sa fiabilité et sa qualité. L’algorithme indique également les
protéines structurellement proche de la protéine d’intérét en utilisant le score TM (la similarité
structurelle la plus proche induira un score TM plus élevé, avec le modele I-TASSER prédit).
I-TASSER se distingue d'AlphaFold par une caractéristique intéressante : la section
« COFACTOR » dans les résultats de la prédiction, qui permet de prédire les sites de liaison au
ligand pour une métalloprotéine. Cette prédiction repose sur l'identification des résidus impliqués
dans la liaison au ligand dans la protéine étudiée, en se basant sur des similitudes structurelles
globales et locales avec une vaste bibliothéque de modeles de sites de liaison. Cette bibliotheque
contient 76 679 sites de liaison, couvrant diverses interactions telles que les protéines-protéines,
les protéines-acides nucléiques, les protéines-lipides et les protéines-petites molécules (Roy,
Yang, & Zhang, 2012). La prédiction du site de liaison des ligands modéles dans la structure de
requéte se fait en utilisant une matrice de superposition acquise a partir de lI'alignement local des
résidus du site de liaison de la protéine recherchée et du modéle. Ensuite, une simulation rapide
du ligand superpose est effectuée pour améliorer la géométrie locale, en utilisant un terme

énergétique basé sur plusieurs criteres tels que le nombre de contacts établis par le ligand modeéle
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avec les résidus de site de liaison prédits, le nombre de conflits ligand-protéine et I'erreur de
distance de contact. Les conformations de ligands prédites sont ensuite regroupées en fonction de
leur proximité spatiale avec une distance limite de 8 A (Roy, Yang, & Zhang, 2012). Si un résidu
peut lier plusieurs ligands, ceux-ci sont regroupés en fonction de leur similarité chimique, puis
classés selon la moyenne du score de confiance de liaison au ligand le plus élevé (C-score LB).
En fin de compte, le complexe protéine-ligand présentant le C-score LB le plus élevé est

s¢lectionné comme prédiction de site fonctionnel pour la protéine d’intérét.

2.1.2. Prédiction structurales des protéines Fe-S de novo : les limites d’ AlphaFold et I-TASSER

AlphaFold a été une avancée majeure dans le domaine de la biologie structurale en raison
de la précision atomique de ses modeles protéiques, méme en I'absence de structures homologues
connues. Cependant, malgré ces progres, AlphaFold présente des faiblesses. Les algorithmes
sous-jacents n'ont pas été spécifiqguement congus pour prédire la structure des métalloprotéines.
Bien qu'il ait réussi a prédire avec précision certains sites de liaison au zinc, comme dans le cas
d'un domaine peptidase (Wehrspan, McDonnell, & Elcock, 2022), d'autres prédictions
structurales pour les métalloprotéines ont été moins concluantes. Ainsi, la prédiction de
métalloprotéines de novo ajoute un défi supplémentaire. En raison de leur nature non naturelle et
du manque de données disponibles, les métalloprotéines de novo représentent un défi unique pour
AlphaFold. La prédiction précise des positions et des sites de coordination des ions métalliques
reste difficile, tout comme la modélisation des interactions entre ces ions et les résidus d'acides
aminés. Enfin, les modéles utilisés par AlphaFold sont basés sur des structures protéiques
existantes, ce qui limite leur capacité a prédire avec précision les arrangements atomiques
associés aux métalloprotéines de novo. En conséquence, les protéines Fe-S de novo congues a ce
jour utilisent souvent des structures tertiaires simples et symétriques pour minimiser les défis
associeés a leur conception.

I-TASSER se distingue d'AlphaFold a la fois par son algorithme et ses approches
utilisées. Cette particularité lui permet également de générer des modeles de structures protéiques
de haute qualité, méme pour des protéines dont la séquence est peu homologue a celles déja
connues. Bien qu' I-TASSER ait également demontré son efficacité dans la prédiction de

structures protéiques, il présente aussi certaines limites, notamment en ce qui concerne la

33



prédiction des sites de liaison au cofacteur pour les métalloprotéines. I-TASSER adopte une
approche basée sur l'alignement par homologie avec des structures connues pour générer ses
modeles. Ainsi, si des modeles de structures similaires a la protéine d'intérét ne sont pas
disponibles, la qualité des prédictions peut en étre affectée, en particulier pour des structures
uniques telles que les protéines Fe-S de novo.

Il est a noter que les performances d'AlphaFold et d'I-TASSER s'améliorent
continuellement, et que des mises a jour futures pourraient atténuer certaines de ces limitations.
Cependant, pour des prédictions structurelles précises, en particulier au niveau des sites de liaison
au cofacteur, la validation expérimentale demeure essentielle. Enfin, la prédiction de structures de
novo pour les protéines Fe-S reste un domaine en évolution, et les progrés futurs dans les

modeéles et les méthodes computationnelles pourraient améliorer la précision des prédictions.

Dans cette étude, I’emploi de logiciel de prédiction des structure protéique permettra de
concevoir des variantes de la protéine d’intérét et d’évaluer leurs performances en terme de

qualité de prédiction.

2.2.  Techniques physico-chimiques

2.2.1. Principe de la spectroscopie UV-Visible

Le principe de la spectrométrie d’absorption (figure 2.1) dans I’ultraviolet et le visible
repose sur la capacité des molécules a absorber le rayonnement dans une plage de longueurs
d'onde allant de 190 a 800 nm, englobant a la fois I’ultraviolet (190-400 nm) et le visible (400-
800 nm). Lorsqu'elles sont exposées a un tel rayonnement, les molécules, ions ou complexes
peuvent subir une ou plusieurs transitions électroniques. Cette méthode considere le rayonnement
UV-Visible comme une onde électromagnétique transportant une énergie E liée a sa fréquence v
selon la relation :

E=hv=hc /A (8)

Dans cette équation, h représente la constante de Planck (h = 6,63 - 10-34 J.s), v est la
fréquence du photon, c est la vitesse de la lumiére dans le milieu (¢ = 3.108 m/s dans le vide) et A

est la longueur d’onde du rayonnement, généralement exprimée en nanometres. En solution,
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seules les transitions électroniques de faible énergie sont détectables, telles que les bandes
d’absorption dans 1’ultraviolet proche et le visible. Chaque bande d’absorption est caractérisée
par sa longueur d’onde maximale d’absorption, Amax, €t son intensité, représentée par le
coefficient d’extinction molaire (g) a cette longueur d’onde, qui sont liés a la concentration du

soluté en solution par la loi de Beer-Lambert :

Ao =¢em.l.C(9)

Dans cette équation, A est 1’absorption, | est la longueur du trajet optique et C est la
concentration. Les molécules biologiques capables d'absorption sont celles comportant des
doubles liaisons conjuguées, des noyaux aromatiques ou des métaux de transition. Par exemple,
le pic d’absorption a 280 nm observé pour les solutions protéiques correspond a 1’absorption des
résidus aromatiques des chaines polypeptidiques. Pour les protéines Fe-S, la présence de clusters
Fe-S induit une absorption entre 300 et 600 nm, variant selon le type d’agrégat Fe-S. Bien que
ces bandes d’absorption soient généralement larges, leur position maximale et la forme du spectre

fournissent des informations sur la nature des clusters Fe-S.

Dans cette étude, la spectroscopie UV-Visible a été utilisée pour caractériser la structure

chimique des clusters Fe-S et déterminer leur concentration au sein des protéines.
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Figure 2.1 : principe de la spectroscopie UV-Visible. (GYassineMrabetTalk, 2007)
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2.2.2. Principe de la chromatographie liquide rapide des protéines

La chromatographie liquide rapide des protéines (FPLC) est une méthode de séparation,
purification et analyse des protéines en solution, basée sur leurs propriétés physico-chimiques
telles que la taille, la charge et l'affinité (figure 2.2B). Différentes colonnes de purification sont
utilisées selon les caractéristiques des protéines a purifier. Par exemple, les protéines marquées a
I'histidine sont purifiées en utilisant des colonnes nickel-nitrilotriacétate (Ni-NTA), qui exploitent
I'affinité entre les résidus histidines des protéines et les ions Ni%* liés & la matrice de la colonne.
En effet, le principe repose sur l'affinité existant entre les résidus histidines de la protéine et le
cation Ni%* relié a la matrice de la colonne via le groupement NTA (nitrilotriacétate). Le NTA
interagit, par l'intermédiaire de 4 atomes, avec I'ion Ni?*(tétravalent). Ce dernier posséde alors
encore deux sites d'interaction libres. Ainsi, lorsque la protéine contenant les 6 résidus histidines
en C-terminal ou en position N-terminale passe sur la colonne, des interactions entre les
histidines de la protéine et I'ion Ni2* se créent. La protéine se fixe alors spécifiquement sur la
matrice. Cette méthode permet de sélectivement retenir les protéines sur la matrice, tandis que les
autres composants de I'échantillon sont élués rapidement. L’imidazole présentant une structure
semblable a celle de I’histidine (figure 2.2A), les protéines retenues peuvent ensuite étre libérées
en ajustant les conditions chromatographiques, notamment en remplacant les ions nickel par de

I'imidazole a forte concentration (Block, et al., 2009).

Cette étude a utilisé la FPLC pour purifier et isoler les protéines Fe-S.
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Figure 2.2 : schéma du principe de la chromatographie FPLC avec une colonne de purification
Ni-NTA. A) structures chimiques de l'imidazole et I'histidine. B) Ligands chélateurs IMAC-
NTA. NTA est largement utilisé pour fixer les ions de métaux de transition sur une matrice, qui
sert ensuite de résine d'affinité. (CubeBiotech, 2013)

2.2.3. Principe de I’électrophorése (SDS-PAGE)

L'électrophorese est une technique d'analyse qui repose sur la migration différentielle de
particules chargées sous I'effet d'un champ électrique. Elle permet de séparer et d'analyser les
diverses protéines d'un échantillon en fonction de leur taille et de leur charge électrique. Pour ce
faire, les protéines sont dénaturées par chauffage dans un tampon speécifique, comprenant
notamment du B-mercaptoéthanol pour réduire les ponts disulfures et du SDS pour rompre les
interactions protéiques et charger les protéines négativement. Ainsi dénaturées, les protéines
migrent en fonction de leur poids moléculaire a travers un gel de polyacrylamide contenant du
sodium dodecyl sulfate (SDS). La concentration en polyacrylamide du gel est ajustée en fonction
de la taille des protéines, avec un gel de concentration permettant une migration uniforme. Les
protéines sont ensuite révelées par coloration du gel suivie d'une décoloration. Il faut noter que
lors de la SDS-PAGE, les protéines sont dénaturés, méme sous forme holo (avec son cofacteur).

Cela signifie que les clusters ne sont pas conserves sur le gel lors de cette technique.

Cette étude a utilisé 1’¢électrophorése pour vérifier la masse des protéines Fe-S purifiées.
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2.3.  Contexte et présentation du projet

L’exploration des protéines Fe-S occupe désormais une place centrale dans un domaine de
recherche hautement concurrentiel, ou les connaissances ont connu une croissance fulgurante ces
derniéres années. Cependant, malgré ces progrés, de nombreux aspects restent a éclaircir,
notamment en ce qui concerne le contr6le du processus de nitrosylation des protéines Fe-S, en
particulier celles dotées d'un cluster [4Fe-4S], un domaine encore actif de recherche. Dans ce
contexte, mes recherches se sont concentrées sur I'exploration des modeles protéiques Fe-S de

novo afin d'étudier la réactivité a I'interface du cluster dans ces protéines modeles.

Pour le premier objectif, la synthese de la protéine Fe-S de novo, CCIS2b (Grzyb J. , et
al., 2012), une variante de CCIS élaborée afin d’améliorer la stabilité du cluster Fe-S par le biais
de modifications spécifiques de sa séquence protéique. Cette étape du projet implique I'évaluation
de deux méthodes de production, in vivo et in vitro, et l'optimisation des conditions
experimentales. L'objectif est de déterminer quelle méthode est la plus optimale pour produire
CCIS2b, en tenant compte de la stabilité et de I'intégrité du cluster [4Fe-4S] lié a la cystéine.

Dans le deuxieme objectif, la conception et la prédiction structurale de variantes de
CCIS2b sont entreprises en utilisant des logiciels de prédiction tels qu'AlphaFold et I-TASSER.
Les mutations ciblées introduites dans la séquence polypeptidique visent a évaluer la qualité de

prédiction des structures Fe-S en se basant sur les prédictions des deux logiciels.

Enfin, le troisiéme objectif vise a évaluer la stabilité des variantes de CCIS2b, ainsi que la
facilité d'insertion du cluster dans chacune des variantes, en tenant compte des changements de
structure induits par les mutations. Cette évaluation comparative des variantes permettra d'estimer
la possibilité de réactions postérieures, telles que la nitrosylation, et d'enrichir la compréhension

du contréle de la réactivité du cluster Fe-S dans les protéines de novo.

Dans I'ensemble, ces recherches ont pour objectif de mieux comprendre et d'explorer la
réactivité a l'interface du cluster d'une protéine de novo contenant un cluster [4Fe-4S],

contribuant ainsi a I'avancement des connaissances sur le controle de la réactivité du cluster Fe-S.
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CHAPITRE 3 - METHODOLOGIE

3.1  Méthodes biochimiques

Ce chapitre est dédiée a la présentation des differentes méthodes élaboreées et utilisés afin

de produire et d’étudier la protéine d’intérét.

3.1.1. Choix du vecteur d’expression

Pour I’obtention des protéines recombinantes, on a d’abord cloné la séquence codante
pour la protéine dans un vecteur d'expression appropri€, puis on I'a introduit dans des cellules
hotes. Le choix du plasmide était crucial et dépendait du systéme d'expression ainsi que d'autres
facteurs. Un vecteur d'expression adapté facilitera I'expression réussie et, si nécessaire, la
purification de la protéine cible. Nous avons opté pour un plasmide de 5,4 kb, le pET-21d (+)
(Genscript) (figure 3.1), ou le gene d'intérét, CCIS2b, est inséré entre Hind Il et Nco I.
L'insertion du gene au sein du plasmide a été réalisée par Genscript. La séquence codante a été
régulée par un promoteur T7 fort, permettant une production importante de la protéine cible,
pouvant atteindre jusqu'a 50% de la proportion totale des protéines de la cellule bactérienne. Le
plasmide comprenait également une séquence résistante a lI'ampicilline (ampR) et une séquence

His-Tag, une queue poly-histidine facilitant la purification par colonnes FPLC Ni-NTA.
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Figure 3.1 : carte du plasmide utilisée pour la production de protéines.Le pET-21d(+) est un
vecteur bactérien pour I'expression inductible de protéines marquées T7 a I'extrémité N-terminale
avec un site Ncol au codon d'initiation. Le géne d’intérét CCIS2Db se situe entre Hindll et Nco I.

3.1.2. Préparation des souches productrices : cellules compétentes

Au laboratoire, nous utilisions une souche de production appelée E. coli BL21 (DE3). Le
suffixe DE3 fait référence au fond génétique de ces souches, qui intégrent un prophage A (DE3)
permettant la production de I'ARN polymérase T7. Lorsque ces souches sont induites avec de
I'isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (Fisher BioReagents), le promoteur régulant le
géne de I'ARN polymérase T7 est activé, entrainant a son tour l'activation du promoteur T7 en
amont de la séquence codant pour la protéine d'intérét, permettant ainsi la transcription puis la
traduction de cette protéine. Pour préparer les cellules E. coli BL21 (DE3), nous les avons
inoculées dans un milieu de culture Luria-Bertani (LB) (Fisher BioReagents) a 37°C avec une
agitation vigoureuse (200 RPM) jusqu'a ce que la densité optique du milieu ait atteint DOsoo =
0,6. Apres cette étape, les cellules ont été centrifugées a 6000 RPM a 4°C pendant 18 minutes
dans une centrifugeuse (Beckman Coulter Avanti J-E). Le surnageant a été retiré et le culot a été
resuspendu dans une solution de CaClz 0,1 M et de glycerol a 15% (Fisher Chemical). Aprés une
seconde centrifugation, le surnageant a été écarté et le culot a de nouveau été resuspendu dans
une solution de CaCl.. Le traitement des cellules par le Ca?* a créé des micro-perforations dans

les membranes, facilitant ainsi la transformation bactérienne ultérieure. Enfin, la solution a été
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aliquotée et stockée dans un congélateur a ultra-basse température TDE (Thermo Scientific) a -
80°C.

3.1.3. Préparation de I’ADN plasmidique

Cette étape fut réalisée a 1’aide d’un kit PureLink Miniprep (ThermoFisher) qui a permis
d’extraire et de purifier I’ADN plasmidique a partir de 1-5 mL de culture de cellules transformées
avec le plasmide désiré. Aprés collecte des cellules par centrifugation, celles-ci ont subi une lyse
alcaline, en présence de RNase, ainsi qu’une précipitation de I’ADN génomique par le chlorure
de guanidinium. L’ADN fut alors éliminé par centrifugation, et le surnageant a déposé sur une
colonne comportant une membrane constituée de gel de silice, permettant une adsorption
sélective de I’ADN plasmidique, en présence d’une forte concentration en sel. Aprés un lavage a
1’éthanol pour éliminer les sels, I’ARN et les protéines, I’ADN plasmidique ont été élué avec un
tampon de faible force ionique (Tris 10 mM, 0,1 mM EDTA, pH 8). L’ADN plasmidique purifié¢
a été stocké a —20°C. Le plasmide a été quantifié a I'aide d'un spectrophotométre Nanodrop One

(Thermo Fisher Scientific).

3.1.4. Transformation bactérienne

La transformation est le processus par lequel de le plasmide a été introduit dans une
cellule compétente. Pour ce faire, un tube Eppendorf stérile contenant 100 pL cellule
compétentes auxquelles ont été ajouter 2 pL de plasmide. Le mélange plasmide/cellules
compétentes fut laisseé 40 minutes sur glace puis on procéda a un choc thermique en placant le
tube dans un mini-incubateur (Fisherbrand) & 42°C pendant 2 minutes, ce qui a permis la
transformation des bactéries. En effet, ce processus accentue la déstabilisation de la bicouche
lipidique et stimule la pénétration de I’ADN plasmidique dans les cellules. Apres incubation, on
placa les cellules 5 minutes sur glace. Ensuite, on ajouta 1 mL de milieu de LB dans les tubes et
on incuba a 37°C pendant 3 heures. Aprés incubation, on a étalé les cellules transformées sur une
boite de Pétri de LB-agar avec I’antibiotique approprié¢ (100 mg/mL), ici I’ampicilline (Fisher
BioReagents) et on placa les boites dans I’incubateur pendant 24h & 37°C. Les colonies formeées

sont celles contenant le vecteur de surexpression.
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3.1.5. Expression de CCIS2b

Deux méthodes d’expression ont été testés lors de la production de CCIS2b.
Premiérement, une méthode qui produirait 1’holo-CCIS2b (protéine directement liée a son
cofacteur) et une seconde méthode qui produirait 1’apo-CCIS2b (protéine sans son cofacteur) et

qui nécessiterait par la suite une reconstitution chimique du cofacteur.

A. Expression d’holo-CCIS2b

Les colonies ont été sélectionnés sur le milieu LB-agar, contenant 100 mg/L
d’ampicilline. Une colonie a été isolée sur la boite de Pétri et a été inoculer en culture dans 50
mL de milieu LB/ampicilline (100 mg/mL). Aprés une incubation d’une nuit a 30°C, sous
agitation (180 RPM), cette pré-culture a été inoculé dans 2 litres de milieu de culture
LB/ampicilline. La culture se poursuivi a 37°C avec une vitesse de 200 RPM pendant 6h.
Lorsque la densité optique des cultures atteignait 0,6, I’expression de la protéine CCIS2b fut
induite par ajout d’une solution d’IPTG (0,2 mM) et on ré-incuba la culture a 125 rpm, 30°C.
Apreés 1h, on ajouta une solution de 200 mM de Fe®* (citrate d’ammonium ferrique 1) (Alfa
Aesar) et 50 mM de méthionine (Fisher chemical). L’incubation continua pendant 5 h avec les
mémes parametres. Apres 1’incubation, les culots bactériens furent récupérés par centrifugation a
6000 rpm (Beckman Coulter Avanti J-E), a 4°C, pendant 18 minutes et conservés a —20°C.

Le choix de baisser la température de 37°C a 30°C est un parameétre inhabituel lors
d’expression classique de protéine, cette modification provient de la littérature et permet
habituellement de la formation contrélée du cluster Fe-S au sein de protéine Fe-S naturelle
(Carter, Joseph Kraut, Nguyen-huu, Richard A, & Robert G). Etant donné que la cinétique de
formation de 1’apoprotéine est plus rapide que celle du cofacteur, cela laisse le temps a ce dernier

de se former et de s’insérer au sein de I’apoprotéine et donc d’obtenir 1’holoproteine.

B. Expression d’apo-CCIS2b

Pour cette méthode, 1I’expression se déroula comme une expression de protéines standard.
L’expression se déroula & 37°C avec une vitesse de 200 RPM dans un milieu LB/ampicilline (100
mg/mL). Lorsque la densité optique des cultures atteignait 0,6, I’expression de la protéine
CCIS2b fut induite par ajout d’une solution d’IPTG (0,2 mM). Aprés 3 heures d’incubation, les
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culots bactériens furent récupérés par centrifugation a 6000 rpm (Beckman Coulter Avanti J-E), a
4°C, pendant 18 minutes et conservés a —20°C. Cette méthode permettait la production de

I’apoprotéine.

3.1.6. Lyse des cellules

On a procédé a 2 types de lyse pour nos cellules. On a débuté nos expériences avec la lyse
mécanique (sonication). Cependant, cette technique induisait la dénaturation des protéines. Ainsi,

on a finalement opté pour une lyse chimique dans un environnement anaérobie.

A. Lyse mécanique aerobie

Le culot de protéine fut resuspendu dans un tampon A (Tris/HCI 25 mM pH 7,5, NaCl 0,5
M,), enrichi en fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) 2 mM (Sigma Aldrich) et 400 pg/mL
de lysozyme (MP Biomedicals). Puis, les membranes et les parois des cellules bactériennes ont
été lysees par ultrasons (Branson Sonifier 450) en effectuant 5 cycles de sonication de 2 minutes,

le mélange réactionnel fut incubé sur un bain de glace afin de diminuer I’activité des protéases.

B. Lyse chimique anaérobie

Le culot de protéine a été resuspendu dans un tampon A (Tris/HCI 25 mM pH 7,5, NaCl
0,5 M), enrichi en PMSF (Sigma Aldrich) 4 mM et 800 pg/mL de lysozyme (MP Biomedicals).
On vy ajoute 0,1% de triton X-100 (Sigma Aldrich) et 6 puL de benzonase nucléase (> 250
unités/ul, pureté > 90%) (Millipore Sigma). Le mélange a é€té laissé sur glace et sous agitation

pendant 1 heure.

3.1.7. Purification d’apo-CCIS2b

Apreés la lyse, le lysat a été centrifugé (13 000 RPM, 40 min, 4 ° C) (Biofuge Stratos) afin
de séparer les fractions soluble (surnageant) et insoluble contenant les débris cellulaires et les
protéines insolubles (culot). Le surnageant a été chargé sur une colonne Ni-NTA sur un systeme
FPLC (AKTA start) préalablement équilibrée avec le tampon A. Cette étape chromatographique

permet une purification aisée des protéines possédant une queue polyhistidine. Les fractions
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protéiques ont été éluées avec un gradient par étapes de 50 mM, 90 mM et 175 mM d'imidazole
(Sigma Aldrich) dans le tampon A. Les fractions ont été récupérees et ensuite analysées sur un
gel d'électrophorese afin de vérifier que la protéine pure a été éluée lors de I'étape finale
d'imidazole a 175 mM.

3.1.8. Electrophorése SDS-PAGE

Apreés avoir récupérés les fractions purifiés, on a veérifié la pureté et la masse des protéines
par électrophorése (Amersham Pharmacia EPS-601). Ainsi, 5 mg de protéines ont été dénaturées
par chauffage a 95°C dans du tampon de dénaturation (Tris-HCI 250 mM pH=6,8, SDS 10 %,
glycérol 50 %, bleu de bromophénol (BPP) 0,5 %, Dithiothréitol (DTT) 500 mM) (MP
Biomedicals). Les échantillons protéiques dénaturés furent déposés dans les puits du gel de
polyacrylamide contenant du SDS (tableau 3.1). Ensuite, les protéines migraient lors du passage
d’un courant électrique de 300 V et 50 mA pendant approximativement 90 minutes. Les bandes
correspondant aux protéines ont été révélées par coloration du gel au bleu de Coomassie (bleu de
Coomassie 0,1 %, méthanol 40 %, acide acétique 10%) suivi d’une décoloration dans une

solution décolorante (méthanol 10 %, acide acétique 10 %).

Tableau 3.1 : composition des gels d'électrophorése.

Réactifs Gel de séparation Gel de concentration
12 % 12%
Eau distillée 4,80 mL 2,93 mL
Acrylamide/Bisacrylamide 6 mL 670 uL
Tris-Base 1,5 M pH=8,8 3,9 mL -
Tris-HCI 0,5 M pH=6,8 - 1,3mL
SDS 10 % 150 uL 50 uL
APS 10% 150 uL 50 uL
Temed 15 ul 5uL

44



3.1.9. Concentration de CCIS2b

Apreés purification, la protéine a été concentrée par ultrafiltration dans une cellule de
concentration Amicon 3KDa (Millipore Sigma) avec un tampon (50 mM Tris/HCI pH 8 ou 25
mM Tris/HCI pH 7,5).

3.1.10. Reconstitution chimique du cluster Fe-S dans CCIS2b

La reconstitution chimique du cluster Fe-S se déroula dans une boite a gants sous
atmospheére contrélée (Oz2 <4 ppm) (Vacuum Atmospheres). On incuba l'apoprotéine CCIS2b
purifiée (a des concentrations allant de 40 a 150 micromolaires) avec un agent réducteur (DTT ou
béta-mercaptoéthanol) (Bio Basic). Différentes concentrations d'agent réducteur ont été testées,
de 5 mM a 10 mM, pour obtenir un ratio final agent réducteur : cystéines de 2,1 : 1. Ce mélange
réactionnel fut laissé sur glace pendant différentes durées, de 30 minutes a 1 heure. Aprés I'ajout
de I'agent réducteur, on incorpora la source de fer avec un ratio source de fer : cystéinesde 1,2 : 1
(plusieurs sources de fer ont été testées, dont le chlorure de fer, le nitrate de fer et le citrate
d'ammonium ferrique) (Alfa Aesar). Ensuite, la source de soufre a été ajoutée successivement
avec un ratio source de soufre : cystéines de 1,2 : 1 (plusieurs sources de soufre ont été testées,
notamment le sulfure de sodium et I'hydrogénosulfure de sodium). La durée d'incubation varia
selon les expériences, allant de 1 a 24 heures. La solution brunatre fut ensuite concentrée et
chargée sur une colonne Ni-NTA équilibrée avec un tampon de 50 mM Tris pH 8,3. La protéine,
de couleur brune, fut collectée aprés avoir éliminé I'excés de fer et de soufre. Enfin, un spectre

d'absorption UV-visible et un dosage de fer ont été réalisés a la fin de chaque reconstitution.
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3.2.  Analyses biochimiques

3.2.1. Dosage de CCIS2b

Les proteines ont été dosées a 1'aide d’un spectrophotométre Nanodrop One (Thermo Fisher).

3.2.2. Dosage du fer dans CCIS2b

Le dosage du fer fut effectué selon une méthode colorimétrique quantitative. Une gamme
d’étalonnage fut tout d’abord réalisée afin de pouvoir déterminer ensuite la quantité de fer

présente dans un échantillon protéique (tableau 3.2).

3.2.3. Gamme d’étalonnage

La gamme d’étalonnage a été réalisée a 1’aide d’une solution de Fe?* (FeSOs) (Fisher
Scientifique) dont la concentration est ajustée a 0,4 mM. Des Eppendorfs contenant différentes
quantités de fer ont été préparés comme décrit dans le tableau 2, en ajustant le volume a 100 pL

avec de ’eau ultra pure.
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Tableau 3.2 : gamme d'étalonnage du Fe (I1) de 0 a 0,4mM.

Solution Fe?*[0,5mM] H20 [Fe?*] finale

(uL) (HL) (mM)

0 100 0,00

8 92 0,04

16 84 0,08

24 76 0,12

32 68 0,16

40 60 0,20

48 52 0,24

56 44 0,28

64 36 0,32

72 28 0,36

80 20 0,40
CCIS2b (5 uL) 95 -
CCIS2b (10 pL) 90 -

Chague étalon fut alors traité de la fagon suivante :

- 100 pL de solution de Solution Fe?* (en ajustant la dilution).

- 100 pL d’acide nitrique (HNO3) 22% (Fisher Chemical).

- On mélange par inversion et on incube les solutions a 95°C pendant 30 minutes.

- On laisse les tubes refroidir a température ambiante.

- On ajoute 600 pL d’acétate d’ammonium (CH3COONHa) 7,5% (Fisher Chemical). Sert a
neutraliser le milieu.

- On mélange par inversion et on centrifuge brievement.

- On ajoute 100 pL d’acide ascorbique (CsHsOs) 12,5% (Bio Basic). Ce produit est un
réducteur qui permet de mettre tout le fer présent en solution sous forme de Fe?*.

- On gjoute 100 pL de sel disodique de I'acide 3-(2-pyridyl)-5,6-di(2-furyl)-1,2,4-triazine-
5',5"-disulfonique ou feréne (Sigma Aldrich). 1l s'agit d'un chélateur de fer.

- On mélange par inversion et on laisse 30 minutes a température ambiante.
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La méme procédure a été appliquée avec 5 pL et 10 pL de CCIS2b en duplicata afin
d’obtenir une meilleur précision des résultats. Dans cette gamme de pH, le complexe formé entre
le fer et le feréne est bleu. La couleur de la solution est proportionnelle a la quantité de fer
présente dans I'échantillon. La mesure de I'absorbance a 593 nm a été effectuée pour chaque
¢chantillon. La gamme d’étalonnage fut obtenue en portant I'absorbance a 593 nm en fonction de

la concentration en fer.

3.2.4. Echantillons de CCIS2b

Des échantillons de concentration connue en protéine et ayant un volume final de 1 ml ont
été préparés et traités de la méme facon que les étalons. La lecture de I'absorbance a 593 nm a

permis de déterminer la quantité de fer présente dans la protéine.

3.3.  Analyses bio-informatiques

3.3.1. Méthodologie pour I’étude de la prédiction des protéines Fe-S

Deux types de logiciels (AlphaFold et I-TASSER) ont été utilisé pour étudier les variantes

de CCIS2b selon les méthodes suivantes :

Méthodologie pour I-TASSER :

- Il a fallu se rendre sur le site web d'I-TASSER (Version 5.1) (url:
https://zhanggroup.org/lI-TASSER/) (Yang J & Zhang, 2015)

- Sur la page d'accueil, il a fallu choisir entre deux modes de prédiction, soit par défaut
ou soit avancé. Le mode avanceé offrait des options supplémentaires pour personnaliser
la prédiction. Dans cette étude, nous avions utilisé le mode par défaut.

- La séquence d’intérét fut entré dans la section soumission de séquence, la séquence
devait étre en format FASTA.

- Laprédiction a été lancé en cliquant sur le bouton « Submit ».

- Une fois que la soumission a éte effectuée, I-TASSER commenca la prédiction de la

structure la protéine d’intérét en utilisant sa méthode d'assemblage de fragments.
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Une fois la prédiction terminée, différente section expérimentales ont été présentés
(prédiction de la structure, évaluation de la qualité de la prédiction, génération de
modeéles alternatifs, prédiction des sites de liaison ou des ligands, comparaison avec des
structures connues et fonction ou réle biologique).

Aprées avoir téléchargé la structure d’intérét, il a été possible d’explorer la structure
avec Pymol afin d’évaluer les distances, les angles entre les différents atomes et/ou les

ligands dans la structure prédite.

Méthodologie pour AlphaFold :

Il a fallu se rendre sur l'interface d'AlphaFold (ColabFold v1.5.5: AlphaFold2) (url :
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.i
pynb).

La séquence d’intérét a été¢ soumise sous le format FASTA.

La prédiction a été lancée.

Une fois que la prédiction fut terminée, il a été possible de visualiser les résultats
incluant la structure tridimensionnelle prédite de la protéine. Des évaluations de la
confiance de la prédiction, interactions et liaisons, comparaison avec des structure
connues, domaines fonctionnels, conservation des résidus ont été présentés.

Apres avoir télécharger la structure d’intérét, il a été¢ possible d’explorer la structure
avec Pymol afin d’évaluer les distances, les angles entre les différents atomes et/ou les

ligands dans la structure prédite.
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CHAPITRE 4 - RESULTATS & DISCUSSION

4.1.  Choix et design de la protéine

Pour amorcer nos investigations, nous avons entrepris la conception de la séquence de la
protéine d'intérét, CCIS2b. Cette séquence a été élaborée en référence aux travaux de Grzyb
(Grzyb J. , et al., 2012). Leurs études portaient sur le développement d’une protéine Fe-S non
naturelle (CCIS) par le biais d’une approche informatique. Par la suite, ces recherches ont conduit
a la création de différentes variantes de cette protéine, dont fait partie CCIS2b, afin d’améliorer la
stabilité¢ du cluster Fe-S. Ces types de protéines présentent un intérét particulier pour la
compréhension de la photosynthése et I'oxydation mitochondriale, ainsi que pour les processus
biotechnologiques, tels que la production de biohydrogéne par les hydrogénases. Ces protéines
peuvent également étre utilisées pour améliorer ou contréler la photosynthése in vivo.

La séquence de CCIS2b utilisée dans cette étude a été enrichie d'une queue poly-histidine
(tag histidine). L'ajout de ce tag histidine constitue une stratégie courante visant a faciliter la
purification ultérieure par chromatographie Ni-NTA. L'emplacement des résidus de cystéine est
déterminant, car leur participation a la coordination des ions de fer et de soufre est fondamentale
pour la stabilité globale de la protéine CCIS2b. Ainsi, la séquence intégre quatre cystéines,
judicieusement positionnées exclusivement sur les hélices 1 et 3. La présence de cystéine
contribue a la stabilité structurale en formant des liaisons covalentes avec les clusters, guidant
ainsi la formation des clusters. Conformément a la section 1.3, un motif tel que CxxC,
fréguemment observé dans les protéines Fe-S, a orienté la conception pour optimiser I'expression
et faciliter la coordination du cluster [4Fe-4S], créant ainsi un environnement propice a la liaison
des clusters. Pour finir, des motifs spécifiques, tels que TSN (thréonine-sérine-asparagine) et
GSVP (glycine-sérine-valine- proline), sont présent afin de favoriser les interactions entre les
différentes hélices (figure 4.1). La sequence congue permet ainsi le lancement de I'expression de

la protéine.
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Hélice 1 Hélice 2

Séquence originale o oeiAFan ERCWRQCQQL SEKTSNPEKK QALQESAEES LRFAQKGSVSP
CCIsb QEFVEEARA CAQRCQRLSEQTSNPEKKQS LEREAQESQA FAQSLEQAAAAALEHHHHHH

Hélice 3 Hélice 4

Figure 4.1: séquence polypeptidique de CCIS2b. Les cystéines sont representés en
jaune. Les boucles de connexions entre les hélices sont représentés en bleu.

4.2.  Tentative d’expression d’holo-CCIS2b

Deux approches d'expression pour CCIS2b ont été examinées en vue de produire la

protéine d'intérét.

Nos investigations ont débuté par la tentative de production de I'holo-CCIS2b (section
3.1.5 A), ou la protéine serait exprimée directement avec son cofacteur intégré. Cette stratégie,
déployée dans E. coli BL21 (DE3) (induite par I'lPTG), impliquait la surexpression de CCIS2b en
présence de citrate d'ammonium ferrique et de méthionine pour incorporer le cofacteur [4Fe-4S]
in vivo. La purification par Ni-NTA du mélange réactionnel a abouti a une solution de couleur
jaune clair, suggérant l'absence de clusters au sein de la protéine. La spectroscopie UV-visible a
confirmé ces observations, révélant une absence de bandes d'absorption dans la plage 300-600
nm, typique des clusters Fe-S et plus spécifiquement a 414 nm la longueur d’onde typique des
clusters [4Fe-4S] comme le suggere la littérature (Valer, Rossetto, Scintilla, Hu, & Tomar, 2022).
On observe un seul pic a 280 nm qui correspond a ’absorption des résidus aromatiques de la

chaine polypeptidique (figure 4.2).
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Figure 4.2 : spectre d’absorption UV-visible enregistré lors de la tentative de production de
I’holo-CCIS2b en utilisant une cuve avec une épaisseur optique de 1 cm, dans un tampon Tris-
HCI 25 mM pH 7,5, NaCl 0,5M.

Malgré des essais variés pour améliorer I'incorporation du cluster au sein de la protéine
(voir tableau 4.1), aucune reussite n'a été enregistrée, et la solution de couleur jaune claire
obtenue pour chaque essai indiquait I'absence de clusters Fe-S, suggérant une difficulté de la
protéine a lier son cofacteur. Ces tentatives infructueuses peuvent étre attribuées a la non-
reconnaissance des sites de liaison par la machinerie d'assemblage spécifique a certains cluster
Fe-S. En effet, la prédominance d'apo-CCIS2b suggere que les souches bactériennes utilisées
dans la production de protéines peuvent étre déficientes en termes de biosyntheése et de trafic de
cofacteurs, ainsi que de machineries d'assemblage, ce qui nécessite l'introduction et I'optimisation
de ces voies pour un systéeme hétérologue. Ainsi, les protéines Fe-S de novo congues sur la base
de critéres structurels et chimiques pour la coordination de cofacteurs métalliques peuvent
manquer de séquences ou de motifs structurels appropriés qui permettent aux protéines
chaperonnes de recruter les cofacteurs vers 1’apoprotéine cible contrairement a leurs homologues

naturels comme évoqué dans la section 1.4.1. Des analyses bio-informatiques approfondies
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pourraient étre entreprises pour identifier si de tels motifs sont impliqués dans I'assemblage in
vivo des clusters Fe-S.

Lors de la tentative d’expression de 1’holo-CCIS2b, un second élément crucial a
considérer est I'exposition a I'oxygene, facteur connu pour influencer la formation et la stabilité
des clusters Fe-S, comme mentionné au point 1.5.2. La présence d'oxygene lors de 1’expression
de la protéine peut favoriser I'oxydation des résidus de cystéine impliqués dans la coordination du
cluster, entrainant ainsi la désintégration du cluster [4Fe-4S]. Les liaisons Fe-S, sensibles a
I'oxydation, peuvent étre altérées, compromettant ainsi la structure tridimensionnelle et la
fonction de la protéine. Ainsi, a I’issu de la purification, I’absence de cluster peut étre dii a une
possible dégradation du cluster Fe-S. L’exposition a I'air pendant I’expression et la purification
de la protéine, pourraient contribuer a cette instabilité du cluster. Pour optimiser le protocole, des
précautions accrues vis-a-vis de l'oxygene, en effectuant I’expression et la purification sous
atmosphere contrdlée ou l'utilisation d'agents reducteurs, pourraient constituer des solutions a
explorer pour atténuer l'impact de lI'oxygéne sur la stabilité du cluster lors de I'expression de
1I’holo-CCIS2b. Cette considération permettrait de maximiser les chances de former la protéine
fonctionnelle tout en minimisant les risques d'oxydation et de désintégration du cofacteur
métallique.

L'exploration de cette méthode était motivée par son potentiel d'insertion efficace et

contrdlee du cofacteur, en contraste avec la production in vitro.
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Tableau 4.1 : différents parametre testés pour la tentative de production de I'holo-CCIS2b.

Avant IPTG Aprés IPTG Rendement
Volume
: de
Bssais | cutture | H2 | T [RPM| H | T [RPM|[Fe*]| [s7] | Ve |[cCis2b] |Couleur| CIUSEN
L) (h) [ (CC) (h)y [ (CC) L) | (mm)
Propriétés Brune v
idéales
1 2 3 3 150
200 | 50 ] X
2 2 5 3 180
Jaune
3 2 5 371200 5 301125 200 5,75 claire X
400 | 100
4 5 5 5 350 6,61 X

4.3.  Expression et purification d’apo-CCIS2b

Poursuivant nos recherches, I'expression in vitro de CCIS2b selon le protocole rapporté a
la section 3.1.5B a été privilégiée, avec une anticipation délibérée de la production de la protéine
dans son état apo. Cette préférence découle de nos résultats expérimentaux obtenus au préalable
et des défis associés a la formation du cluster Fe-S lors de I'expression in vivo. L'expression a
également été réalisée dans E. coli BL21 (DE3) en induisant la surexpression par I'IlPTG, dans
des conditions d’expression standard. Dans cette approche in vitro, les apo-CCIS2b exprimés ont
été dotés d'une extension polyhistidine pour faciliter leur purification par chromatographie
d'affinité Ni-NTA. Comme escompté, la sortie de colonne a révélé une solution jaune claire,
reflétant la prédominance attendue de la protéine sous forme apo. 1l faut noter que le SDS-PAGE
ne permet pas d’observer le poids moléculaire de I'holoprotéine, car I'expérience est congue de
telle sorte que la protéine est toujours dénaturée, et que les cofacteurs sont donc perdus. L'analyse

SDS-page ne confirme pas exactement la taille prévue de CCIS2b, d’approximativement

IH : heure
2T: température
3V : volume
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12563,72 Da (figure 4.3), dans les extraits cellulaires. En effet, comme on peut apercevoir sur le
gel SDS-page, I’apoprotéine n’a pas migré exactement a la masse prévue cela est di au fait que la
protéine est de petite taille et les écarts par rapport a la référence en termes de poids moléculaire
sont courants pour les protéines de petite taille. L'absence de contaminants sur le gel

polyacrylamide atteste de la pureté de la protéine obtenue.

kDa

Figure 4.3 : gel de polyacrylamide 12% en conditions dénaturantes obtenus durant la purification
de CCIS2b. 1 : marqueur de poids moléculaire (en kDa) ; 2 : fraction protéique totale ; 3 :
fraction de lavage ; 4-5 impuretés ; 6-7 : protéine CCIS2b. L’apo-CCIS2b es représenté par la
solution jaune claire.

Les analyses par spectroscopie UV-visible consolident également notre observation de
I'absence de pics d'absorbance caractéristiques dans la plage attendue (300-600 nm) (figure 4.4),
on observe également dans ce spectre un seul pic a 280 nm qui correspond a 1’absorption des
résidus aromatiques de la chaine polypeptidique. Ces observations sont cohérentes dans les

conditions expérimentales d'expression in vitro.
Ces résultats, permettent d’amorcer la reconstitution chimique du cofacteur afin de

permettre une insertion du cluster au sein de I’apo-CCIS2b. Cette approche pourrait
potentiellement surmonter les obstacles liés a la production in vivo. Des ajustements précis des
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conditions expérimentales de reconstitution seront explorés, visant a optimiser la formation du

cluster [4Fe-4S] robuste et fonctionnelle.
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Figure 4.4 : spectre d’absorption UV-visible enregistré lors de la production de I’apo-CCIS2b en
utilisant une cuve avec une épaisseur optique de 1 cm, dans un tampon Tris-HCI 25 mM pH 7,5,
NaCl 0,5M.

4.4. Reconstitution du cluster Fe-S : formation de rec-CCIS2b

Afin d’instaurer la reconstitution du cluster Fe-S dans des conditions anaérobies, les
protéines sont incubées avec une source de fer et de soufre, accompagnée d'un agent réducteur,
sous atmosphere anaérobie au sein d'une boite a gants, pour prévenir toute oxydation. Une fois la
protéine reconstituée, elle est purifiée et débarrassée de I'exces de soufre et de fer a travers une

colonne de purification.

4.4.1. Choix des réactifs de la reconstitution

4.4.1.1. Agents réducteur

Pour débuter, I’apo-CCIS2b était prétraité avec du DTT comme agent réducteur, incubé
pendant 30 minutes, en conditions anaérobies. Ce prétraitement est nécessaire car les cystéines de

la protéine doivent étre réduites pour réagir avec les ions de fer. Cependant, des observations,
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corroborées par certaines références (Gao H. , Function and maturation of the Fe-S center in
dihydroxyacid dehydratase from Arabidopsis) (Vranish, Russell, Yu, Cox, & Barondeau, 2014),
ont mis en évidence une potentiel interférence lors de I’utilisation du DDT dans la réaction de
reconstitution, en raison de ses deux fonctions thiol additionnelles qui peuvent concurrencer les
clusters Fe-S pour les liaisons thiol des cystéines. Ainsi, le protocole a été ajusté en éliminant le
DTT, en le remplagant par du B-mercaptoéthanol. Par la suite, on ajoute la source de fer au

mélange réactionnel.

4.4.1.2. Sources de fer

Des sources variées de fer ont également été explorées, compte tenu de la réactivité
variable des sels de fer.

En commencant par le FeClz qui a été privilégié par rapport au FeCls pour des questions
liées aux propriétés chimiques des ions ferreux (Fe?*) et ferriques (Fe3*), ainsi qu’a la nature des
clusters présents dans les protéines Fe-S. Les clusters Fe-S présents sont principalement sous
I’état d’oxydation +2 (Fe?*) ou dans un équilibre entre les états +2 et +3. L’utilisation du FeCl2
garantit que le fer soit dans 1’état d’oxydation approprié¢ pour le cluster. De plus, les clusters Fe-S
sont sensibles a I’oxydation. Ainsi le Fe?* est moins oxydant que le Fe 3+. Son utilisation réduit
les risques d’oxydation et est plus compatible avec des conditions réductrices (notamment lors
d’ajout d’agents réducteurs comme le DTT lors de la reconstitution chimique). Malgré ces
précautions, les observations montrait que ce dernier était trop réactif et induisait des particules
insolubles au sein de la solution protéique. Ensuite, le FENOs a été essayé, le réactif n’était pas
stable dans nos conditions expérimentales malgré 1’absence de particules insolubles dans les
échantillons obtenus. Le (NHa4)s[Fe(CsH1O7)2] a été notre choix final et a permis une insertion

plus contrdlée du cofacteur.

4.4.1.3. Sources de soufre

De méme, le choix de source de soufre a été méticuleux apres I'élimination d'une source
contaminee (Na2S.9H20), en évaluant différentes alternatives en prenant en compte la pureté du

réactif ainsi que sa réactivité. Des tests de reconstitution ont permis de déterminer la source
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optimale, sous forme de HNaS, contribuant ainsi a une insertion plus efficace du soufre lors de la

réaction.

Ces expérimentations ont permis d’évaluer les réactifs optimaux a la reconstitution

chimique (figure 4.5).
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Figure 4.5 : schéma simplifié des parametres optimaux pour la reconstitution chimique du cluster
de rec-CCIS2b.

4.4.2. Optimisation des conditions expérimentales de la reconstitution

4.4.2.1. Influence de la concentration des réactifs

Une augmentation de la concentration des réactifs s'est avérée bénéfique pour améliorer
I'efficacité de la reconstitution. Cette optimisation a été soutenue par des analyses a différentes
concentrations, ou le doublement de la concentration des réactifs, passant de 5 mM a 10 mM pour

chacun, a été observé.

4.4.2.2. Influence de la composition du tampon

Les ajustements de la composition du tampon et du pH ont également influencé la

réaction, montrant une amélioration nette en travaillant a un pH plus alcalin.

L'incorporation de NaCl dans le tampon de reconstitution a également été envisagée afin
de favoriser I’insertion du cluster selon la littérature (Grzyb J. , et al., 2010). NaCl offre plusieurs
avantages : elle stabilise les interactions hydrophobes entre les protéines et les cofacteurs,

contribuant ainsi a maintenir une conformation structurée pendant la réaction de reconstitution ;
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elle influence la solubilité des composés, prévenant la formation de agrégats insolubles et
améliorant ainsi I'efficacité de la purification ultérieure. En outre, I'ajout de NaCl peut également
réguler la force ionique du milieu réactionnel, ce qui peut avoir des effets sur la cinétique et
I'équilibre de la réaction de reconstitution et peut influencer positivement I'efficacité de la liaison
des cofacteurs métalliques aux protéines, favorisant ainsi une formation de cluster Fe-S plus

contrblée.

4.4.2.3. Choix de la méthode de purification

Une colonne de dessalage PD-10 initialement utilisée pour la purification s'est révélée
inefficace en raison de la présence de particules insolubles, nécessitant un changement vers une
purification via Ni-NTA pour garantir une purification efficace. L’observation de 1’agrégation
dans les échantillons étaient également corroboré par les études de Grzyb avec CCIS, ce qui
souligne les défis liés a la stabilité.

Malgré la teinte brune de la solution obtenue, suggérant la liaison réussie de l'apoprotéine
a son cofacteur, et donc de la formation du rec-CCIS2b, la protéine était sujette a une instabilité
structurelle. Des études, utilisant la plateforme de simulation moléculaire AMBER (Salomon-
Ferrer, 2013), ont mis en évidence des modifications dans la structure du modele CCIS,
notamment un écartement des ligands des rotameéres initialement spécifiés, potentiellement dd a
la contrainte imposée sur le site de liaison par le pli du faisceau a quatre hélices. Ainsi, pour
améliorer la stabilité de cette protéine, une révision significative de 1’échafaudage de départ serait
nécessaire, ce qui pourrait impliquer une réévaluation des résidus impliqués dans la liaison du

cluster Fe-S.

Tous les parameétres ayant menés a assurer une reconstitution chimique efficace ont été

résumé dans le tableau 4.2.
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Tableau 4.2 : différents parametres testés pour I'insertion du cluster Fe-S.

Réactifs
Apo- Agent
CcCIs Tar&qepon Fe s* Réducteur |  Observation Cllzueejtser
Essals (M) reconstitution (10mMm) (10mM) (10mM)
Propriétes Solution brune v
optimales
Solution noire
1 20 50 mM Hepes, FeClz DTT + X
pH8.0 Na2S.9H:0 Agrégation
solide noir
2 50 mM Hepes, B-M Solution noire X
pH 8.0 sans agrégation
3 Tris X Solution brune X
25mM, pH 7.5 foncée
Fe(NOs)s Solution brune
. clair
Tris 25mM, B-M X
4 H7.5 *
prz Agrégation
40 solide noir
5 Tris 25mM, X Solution noire X
pH 7.5 sans agrégation
6 25 mM, Tris B-M Solution noire X
pH7.5 HNaS sans agrégation
7 25 mM Tris, X Solution brune- X
pH 8.3 orange foncée
25 mM Tris- NHa)s[Fe(CsH407)2 ) Solution brune-
8 0,5 M Nacl, (NHa)s[Fe( 7] p-M orange foncé v
pH 8.3
25 mM Tris- B-M Solution brune v
9 100 0,5 M NaCl, foncée
pH 8.3
25 mM Tris- .
12 150 | 05M NaCl, M| Solutionbrune |
pH 8.3

4.4.2.4. Influence du temps sur la formation du cluster Fe-S

La durée d'incubation des protéines avec les cofacteurs a également, été optimisée
permettant de déterminer la durée d’incubation des réactifs optimale afin de favoriser une
interaction compléte sans compromettre la stabilité de la protéine. Ces ajustements temporels ont
été réalises en tenant compte de la cinétique réactionnelle spécifique de la formation du cluster.
Il s'agit d'un équilibre entre assurer une interaction suffisamment prolongée pour permettre une
liaison compléte des cofacteurs, tout en évitant une exposition excessive qui pourrait conduire a
des processus indésirables, tels que I'agrégation ou la dégradation. Une incubation trop courte

pourrait ne pas permettre une interaction complete entre la protéine et les cofacteurs,
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compromettant ainsi la formation du cluster Fe-S. D'un autre c6té, une incubation excessive peut
potentiellement conduire a des changements conformationnels indésirables ou a des réactions
secondaires, affectant la structure et la fonction de la protéine. Ainsi, des essais ont été menés a
différents intervalles (2h, 18-24h), surveillant la formation des clusters via des analyses par

spectroscopie UV-visible.

A la suite de la reconstitution chimique, des analyses des spectres UV-visible des
protéines reconstituées ont été entreprises pour évaluer la formation du clusters Fe-S. Les
échantillons incubés selon un protocole court (2 4°C pendant 2 heures) ont principalement
montrés de clusters [2Fe-2S], tandis que ceux incubés selon un protocole long (a4 4°C pendant 18-
24 heures) ont présentés un mélange de clusters [2Fe-2S] et [4Fe-4S] (figure 4.6).

La prédominance des clusters [2Fe-2S] lors du protocole court a été confirmé par
I'épaulement & 320-350 nm dans le spectre 4.6A. On peut également observé qu’ a 414 nm
(Lippard & Berg, 1994), la longueur d’onde typique des cluster [4Fe-4S], il y a une absence de
pic d’absorbance. En prolongeant le temps d'incubation des protéines reconstituées (18-24h),
I’objectif était de favoriser la formation complete des clusters [4Fe-4S]. Le spectre 4.6B nous
indique bien la formation du cluster [4Fe-4S] a 414 nm mais également a 330 nm la présence de
cluster [2Fe-2S], le spectre présente un mélange de clusters [2Fe-2S] et [4Fe-4S]. Les clusters
[4Fe-4S] présentent une absorbance a 414 nm, longueur d’onde typique ¢également référencer
dans la littérature. Toutefois déterminer la nature du cluster Fe-S incorporé s'avere complexe, et
les proportions variables entre les clusters [2Fe-2S] et [4Fe-4S] suscitent des gquestionnements.
Cette variabilité pourrait résulter d'une propriété intrinséque de la protéine, suggérant sa capacité
a assembler les deux types de clusters Fe-S, ou étre attribuable a des conditions in vitro
divergentes des conditions physiologiques. 1l est envisageable que la protéine possede
initialement un cluster [2Fe-2S], qui, en présence d'un exces de fer et de soufre dans le milieu
réactionnel, pourrait se transformer en un cluster [4Fe-4S]. Alternativement, la protéine pourrait
contenir un cluster [4Fe-4S] sujet a une désintégration partielle comme évoqué dans la section
1.5.2. Cette complexité suscite des questionnements sur les mécanismes sous-jacents.

Dans le cas de la protéine CCIS2b, ajuster le temps d'incubation vise a optimiser les

conditions pour favoriser une reconstitution efficace du cluster Fe-S. Bien que la synthése du
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cofacteur ait été démontrée, le cluster d'intérét, [4Fe-4S], n'a pas pu étre synthétisé de maniere

exclusive. Des ajustements du protocole doivent étre envisagés pour obtenir le cluster souhaité.

Absorbance (AU)
S & & 8 &

o
'Y
|

N SN, — Blanc
cys” 57 Veyue —— CCIS2b 0,30 mM
—— CCIS2b 0,20 mM
—____ CCIS2b 0,10 mM

FeZ*, $%, B-M

2h
ApoCCIS2b ——— RecCCIS2b

] 1 1 1 ' 1
300 400 500 600
! A =414 nm

An=330 M Longueur d'onde (nm)
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Figure 4.6 : spectre d’absorption UV-visible de la protéine rec-CCIS2b. (A) Spectre enregistré
aprés 2 heures d’incubation. (B) Spectre enregistré apres 24h d’incubation, en utilisant une cuve
avec une épaisseur optique de 1 cm, dans un tampon Tris-HCI 50 mM pH 8,3.

4.5.  Quantification et évaluation du rendement en cluster

Le dosage du fer dans les échantillons de CCIS2b, post-purification, a été réalisé selon

plusieurs préparations, comme détaillé dans la section 3.2.2 (voir tableau 3.2).

La spectroscopie UV-Visible a été utilisée pour établir la courbe d'étalonnage du fer
(Figure 4.7), offrant ainsi une méthode fiable pour déterminer la concentration de fer au sein des
échantillons de CCIS2b. Parallelement a I'analyse du contenu en fer, le rendement en cluster des
protéines reconstituées a été évalué pour quantifier I'efficacité du processus d'assemblage. A
partir des données obtenues par spectroscopie UV-visible, le pourcentage en cluster a été calculé
en rapportant la concentration de fer déterminée a partir de I'équation de la courbe d'étalonnage

au coefficient d'extinction déterminé pour les rec-CCIS2b, fixé a 21750 mM.cm Ainsi, pour une
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quantité de 0,34 mM de protéine total, une quantité de 0,096 mM [4Fe-4S] a été identifié dans
CCIS2b, suggérant ainsi la présence d’approximativement 48% de [4Fe-4S] dans CCIS2b. Le
reste du pourcentage correspond aux clusters [2Fe-2S] et les ions de fers n’ayant pas réagi et
laissant ainsi des sites de liaison vacants ou des clusters Fe-S incomplet. Ce test ne permet pas de
distinguer 1’état d’oxydation du fer présent dans les échantillons protéiques puisque la totalité du
fer extraite est oxydé en Fe3* par I’acide nitrique et réduit en Fe?* par ’acide ascorbique. L’usage
de réactifs spécifiques qui réagissent de manicre sélective avec 1’état d’oxydation du fer souhaité
permettrait d’améliorer la précision du test de dosage du fer dans les échantillons protéiques Fe-
S.

La purification peut influencer le rendement en entrainant une perte des réactifs. Pendant
la reconstitution du cluster, des réactions secondaires non désirées peuvent se produire en
parall¢le de la réaction principale. Ces réactions peuvent impliquées la formation d’agrégats de
protéines, des complexes non spécifiques ou des réarrangements chimiques conduisant a des
structures différentes que celle recherchée. Un rendement élevée, ou la proportion de protéines
ayant intégre leur cofacteur Fe-S de maniere fonctionnelle permet de garantir une haute qualité
des échantillons et une disponibilité maximale des protéines fonctionnelles pour les interactions
et les réactions subséquentes, en particulier dans le cas spécifique des réactions avec NO, comme
évoqué dans la section 1.6.1. Un rendement élevé est nécessaire pour maintenir la sensibilité et la
spécificité des interactions NO-protéine (et donc NO-CCIS2b).

Enfin, des rendements faibles pourraient entrainer une diminution de 1’efficacité de liaison
et des réactions incomplétes, induisant ainsi une variabilité expérimentale et dons une répétabilité
des expériences réduite. Ces données sur le rendement en cluster induit la nécessité d’affiner le

protocole de reconstitution afin d’optimiser le rendement en cluster.
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Figure 4.7 : courbe d'étalonnage du fer (0,04 mM a 0,4 mM) effectué a 1’aide d’une méthode
colorimétrique afin de quantifier la concentration de fer dans les échantillons de protéines
reconstituées (rec-CCIS2b).

4.6.  Exploration de la structure de CCIS2b et de ses variantes

L'exploration de la structure de CCIS2b et des variantes de CCIS2b, résultant de
mutations ciblées dans la séquence polypeptidique, émerge comme une stratégie prometteuse
pour contrbler et réguler la formation du cluster Fe-S au sein de la protéine d'intérét. Ces
ajustements structurels délibérés visent a optimiser les interactions moléculaires favorisant
I'assemblage des clusters, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans la manipulation contrélée
de cette voie biosynthétique. En parallele a ces expérimentations, l'utilisation d'outils de
modeélisation tels qu'AlphaFold et I-TASSER offre une approche complémentaire pour prédire les
impacts structuraux des mutations. Ces logiciels exploitent des méthodes de prédiction de la
structure tridimensionnelle des protéines basées sur l'apprentissage profond (AlphaFold) et la
modélisation par assemblage de fragments (I-TASSER), comme décrit dans la section 2.1.1.
Cette combinaison d'approches expérimentales et computationnelles permet d'anticiper et de
comprendre les modifications structurales induites par les variantes, de justifier les choix de
mutations, et finalement, d'orienter la conception de variantes plus performantes de CCIS2b.
Cette synergie entre expérimentation et modélisation constitue une méthode intégrée pour

améliorer le contréle du site de liaison des clusters Fe-S.
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L'analyse des diverses structures sera divisée en plusieurs sections. Tout d'abord, nous
examinerons la longueur et la forme des sites de liaison prédits des protéines Fe-S naturelles, qui
serviront de référence pour cette étude. Ensuite, nous comparerons la protéine d'intérét a ces
protéines Fe-S de référence pour évaluer lI'adéquation de CCIS2b en termes de structure et de
sites de liaison. Cette comparaison permettra de déterminer si la protéine d'intérét se rapproche
suffisamment des protéines naturelles pour atteindre une structure idéale. Ensuite, nous
examinerons et comparerons également le site de liaison et la structure des variantes congues par
mutation dans la séquence de la protéine d'intérét. Enfin, nous évaluerons la distance inter-hélice
entre les protéines de reférence et la protéine d'intérét pour déterminer la faisabilité de
I'incorporation du cluster Fe-S, en tenant compte de la flexibilité, de la torsion et du déplacement

latéral des hélices..

Ces analyses seront détaillés dans les sections suivantes.

4.6.1. Etude des structures des protéines Fe-S naturelles

Pour explorer les différentes variantes envisageables, il est nécessaire d'évaluer les
structures des protéines dotées de sites de liaison optimaux pour l'incorporation du cofacteur, afin

de déterminer les longueurs idéales de ces sites pour nos futures conceptions de variantes.

Au commencement de cette analyse, nous examinons la structure du site de liaison de la
protéine naturelle Fe-S de Chromatium vinosum (PDB : INEH). Cette protéine, de type HIPIP,
différe de la protéine d’intérét, CCIS2b, une ferrédoxine faisant I’objet de la présente étude.
Normalement, cette différence devrait entrainer une variation de 1’environnement du cluster.
Cependant, la protéine HIPIP choisie présente un état réduit [4Fe-4S]?*, électroniquement
identique a I’état fondamental (oxydé) des ferrédoxines réguliéres. Ainsi, HIPIP-[4Fe-4S]
controle les potentiels redox de son cluster pour stabiliser la forme oxydée [Fe4S4]3* en créant
une « cage » supramoléculaire autour de celui-ci, composée de groupes latéraux d'acides aminés
hydrophobes et aromatiques, isolant ainsi le cluster de son environnement sans impact sur les
distances interatomiques. Ces caractéristiques font de INEH une protéine intéressante pour notre

étude.
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Dans sa structure la protéine 1INEH, chaque site de liaison présente des longueurs
approximativement équivalentes (5,7 ; 5,7 ; 5,9 ; 5,6 angstroms) et une configuration tétraédrique
qui pourrait favoriser I'insertion du cluster tout en maintenant un espacement optimal pour retenir
le cofacteur, permettant ainsi a la protéine d'effectuer des changements conformationnels.

De plus, en se référant a la littérature (Carter, et al., 1972), la distance moyenne entre les
atomes de fer et de soufre au sein du cluster Fe-S de Chromatium est évaluée (tableau 4.3). Ces
données nous permettent d'estimer le volume moyen du cluster Fe-S et, par conséquent, de
prédire le site de liaison qui faciliterait I'incorporation du cofacteur présenté sans compromettre la
stabilité de la protéine. Ces analyses préliminaires suggerent que le cluster [4Fe-4S], référence
pour cette étude, présente des longueurs moyennes denviron 2,3 A (figure 4.8C). Ainsi, en
analysant le cluster [4Fe-4S] présentg, il est possible de suggérer que ce cluster pourrait aisément

s'intégrer au site de liaison presenté dans la structure de la protéine HIPIP (figure 4.8B).

Figure 4.8 : schéma de la structure tridimensionnelle de la protéine Fe-S de Chromatium vinosum
(toutes les mesures de distance sont exprimées en unités dangstroms). (A) Structure
tridimensionnelle ou les batonnets représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison
au cofacteur. (B) Les sites de liaisons sont représentés en lignes pointillés jaunes avec la longueur
des sites en angstroms. Certaines parties du modele ont été omis pour plus de clarté. (C) Modéle
de référence d’un cluster [4Fe-4S]. En jaune sont représentés les atomes de soufre et en violet les
atomes de fer. (Gao, et al., 2022)

67



Tableau 4.3 : valeurs moyennes des longueurs de liaison des atomes de fer et de soufre dans le
cluster [4Fe-4S] de HIPIP de Chromatium (toutes les mesures de distance sont exprimeées en
unités d'angstroms). Inspiré de (Carter, et al., 1972)

Atomes Distance moyenne (A)
Fei-S1 2,3
Fei-So 2,2
Fe1-S3 2,2
Fe1-S4 2,3
Fe-Fe 2,7

Dans la phase suivante de I'étude, d'autres protéines [4Fe-4S] naturelles ont été examinées
de maniere similaire a la protéine INEH. Ces comparaisons supplémentaires enrichissent notre
analyse en permettant une évaluation plus précise du site de liaison optimal du cluster [4Fe-4S],
ce qui affine les modeles et améliore leurs prédictions pour la conception de variantes optimales
de CCIS2b. Cette analyse comparative élargit notre compréhension des structures protéiques en
identifiant les divergences entre les modéles prédictifs et les structures réelles, ce qui guide le
développement des variantes futures.

En examinant neuf autres protéines Fe-S naturelles qui serviront de référence (tableau
4.4), nous remarquons que les sites de liaison au cofacteur possedent généralement des longueurs
du site de liaison approximativement similaires, ce qui a également éteé observé dans I'analyse de
la protéine INEH. Les protéines comportant plusieurs clusters, telles que SuiB suivent un schéma
similaire. De plus, une tendance marquée se dégage concernant les dimensions tétraedriques,
comme illustré dans la figure 4.9, ce qui permet d'évaluer une gamme moyenne de distances
acceptables entre les ligands (5-7 A) pour assurer la stabilité de l'amas Fe-S. Cette gamme
servira de référence pour les variantes futures de CCIS2b. Il est également notable que le cluster
de référence présenté dans la figure 4.8 peut aisément intégré ces structures tout en maintenant

la stabilité de I'amas dans les protéines Fe-S naturelles.
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Figure 4.9 : représentation schématique du site de liaison tétraédrique pour un cluster [4Fe-4S].
Ou«a»,«b» «c»et«d» représentent les résidus cystéines.
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Tableau 4.4 : résumé des distances entre les sites de liaisons au cofacteur de 9 protéines Fe-S
naturelles (toutes les mesures de distance sont exprimées en unites d'angstroms).

. . Code .
Protéine Organisme PDB Distance (A)
a-b a-c | a-d b-c | b-d | cd
Hipip  |Allochromatium| e | 563 | 575 | 575 | 5.83 | 5.93 | 5.71
vinosum
NsrR Streptomyces | sno7 | 60 | 62 | 64 | 63 | 63 | 6.1
coelicolor
fi[r‘t—ig-oélxsia] Escherichia colil 27VS 6.6 | 6.02 | 6.6 | 6.67 | 6.24 | 5.73
6.54 | 6.11 | 6.28 | 6.06 | 6.93 | 6.55
Catabolic | 6.45 | 6.27 | 6.48 | 6.48 | 639 | 65
reductive Nitratireductor
dehalogenase |pacificus pht-3B 62XV 64 | 658 | 6631667 | 61 | 649
NpRdhA . ) ) ) . )
. Streptococcus 6.5 [ 694 | 6.03 | 65 | 6.64 | 6.63
SuiB suis SVIQ 17554650 | 6.36 | 6.38 | 6.61 | 6.72
. 591 | 641 | 6.38 | 6.39 | 6.32 | 6.6
[FeFe]- Clostridium |2~ e 7677 644 | 6.47 | 658 | 6.07 | 6.31

hydrogenase | | pasteurianum 6.16 | 6.12 | 6.68 | 6.47 | 6.75 | 6.29

epoxyqueuosing Streptococcus 5D6S 6.34 | 6.55 | 6.29 | 5.61 | 5.65 | 6.16

reductase | thermophilus 6.16 | 6.55 | 6.21 | 6.54 | 6.06 | 6.08

Hipip  |Halorhodospiral o o 16 1o | 602 | 5.92 | 5.65 | 555 | 6.21
halophila

Hipip  Marichromatium) o 0 | cog | 695 | 624 | 6.18 | 6.11 | 5.99
purpuratum

Ces observations suscitent des questions quant a la détermination des sites de liaison
optimaux pour une protéine Fe-S de novo. Elles soulévent également des pistes pour suggérer
quels pourraient étre ces sites de liaison idéaux, en prenant en compte divers facteurs tels que la
stabilité structurale, I'accessibilité et I'affinité du site. Les protéines naturelles peuvent présenter
une certaine plasticité conformationnelle dans leurs sites de liaison, leur permettant de s'adapter a
différents environnements cellulaires et de répondre a des besoins spécifiques. Cette flexibilité

structurelle peut étre un défi pour la conception de protéines Fe-S de novo.
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4.6.2. Etude de la structure de CCIS2b et des variantes de CCIS2b prédite par AlphaFold et |-
TASSER

Cette section se focalise sur I'étude de la structure de CCIS2b (non naturelle) et des
variantes de CCIS2b, en les comparant aux protéines naturelles Fe-S (section 4.6.1). L'objectif est
d'évaluer si les conceptions mutantes de CCIS2b présentent une structure similaire a celles des
protéines Fe-S naturelles, et donc si elles ont la capacité d'incorporer aisément le cluster [4Fe-4S]
dans leur site de liaison au cofacteur, en se basant sur les criteres optimaux observés dans les
protéines de référence. Ainsi en analysant les valeurs déterminées pour les distances ligand-
ligand de chaque protéines de références, notamment pour les ligands cystéines (CysS-CysS) ou
les ligands non-cystéines CysS-XxxX), la distance optimale moyenne a pu étre déterminé afin

d’obtenir une gamme idéale se situant entre 5,7 A et 6,9 A.

Ces analyses sont résumés dans le tableau 4.5 et seront détaillés pour chaque conception.

4.6.2.1. Prédiction de CCIS2b

La séquence initiale de CCIS2b étiquetée d’un his-tag structuralement prédite par
AlphaFold, révele un arrangement triangulaire du site de liaison au cofacteur avec des longueurs
de liaison de 4,2 ;5,2;4,9;4,2; 4,3 et 1,5 angstroms (voir figure 4.10C). Cette configuration,
inhabituelle pour les protéines Fe-S, suggére dans la prédiction une oxydation de la proteine avec
une liaison covalente entre deux cystéines, ce qui differe nettement des protéines de référence.
Une seconde hypothese de cette liaison peut étre également due a une fonction dans Pymol qui
force la représentation d’une liaison lorsque la distance entre les deux atomes est suffisamment
courte. Il est crucial de noter qu'AlphaFold ne fournit pas d'indications spécifiques sur les sites de
liaison au cofacteur, se limitant a prédire uniquement la structure tridimensionnelle de la protéine
comme mentionné dans la section 2.1.1.

En revanche, la prédiction de la méme séquence par I-TASSER révele une configuration
souvent observée chez les protéines Fe-S. La divergence de forme du site de liaison au cofacteur
prédite par les deux logiciels de prédiction souligne la complexité de la prédiction des structures
protéiques, en particulier lorsqu'il s'agit de sites de liaison spécifiques tels que les sites de liaison
au cofacteur. Une particularité d’I-TASSER est sa capacité a fournir des indications sur les sites
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potentiels de liaison au cofacteur grace a son algorithme « COFACTOR », bien que ces
estimations puissent différer des sites réels. En effet, en se basant sur les travaux antérieures de
Grzyb (Grzyb J. , et al., 2010), la prédiction par I-TASSER des site de liaison ainsi que les acides
aminés impliqués dans I’insertion du cluster au sein de la protéine ne correspondent pas a ceux
prédit par ce groupe de recherche. Ces divergences soulignent les limites inhérentes aux logiciels
de prédiction actuels, comme mentionné dans la section 2.1.2. Le modeéle prédit par I-TASSER
est basé sur la bibliotheque PDB pour trouver des analogues structurellement similaires a la
protéine d'intérét, générant ainsi plusieurs structures tridimensionnelles alternatives de la protéine

CCIS2b, classées par score, offrant ainsi une comparaison détaillée des structures prédites.

Hélice 1 Hélice 2
A  Séquence CCIS2b  QELQRIAEAA ERCWRQCQQL SEKTSNPEKK QALQESAEES LRFAQKGSVSP
(+His-tag) QEFVEEARA CAQRCQRLSEQTSNPEKKQS LEREAQESQA FAQSLEQAAAAALEHHHHHH
AlphaFold Hélice 3 Hélice 4
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Séquence CCIS2b
I-TASSER

s"\“

Figure 4.10 : schéma des structures tridimensionnelles de la protéine CCIS2b prédite par
AlphaFold (B-C) et I-TASSER (D-E). (A) Séquence de CCIS2b ou les sites de liaisons sont 4
cystéines représentés en jaune (C13, C17, C61 et C65) et en bleu sont représentés les boucles de
connexions entre les différentes hélices alpha. (B) Structure tridimensionnelle de CCIS2b prédite
par AlphaFold avec des batonnets representant les acides aminés impliqués dans le site de liaison
au cofacteur. (C) Les sites de liaisons sont représentés en lignes pointillés jaunes avec la longueur
des sites en angstroms par AlphaFold. (D) Structure tridimensionnelle de CCIS2b prédite par I-
TASSER avec des représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur.
(E) Les sites de liaisons sont représentés en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en
angstroms par I-TASSER. Certaines parties des modeéles ont été omis pour plus de clarte.

Ces données obtenus confirme le manque de fiabilité que les prédictions peuvent
présenter, notamment en ce qui concerne la prédiction des sites de liaison au cofacteur des
métalloprotéines, en raison des limitations algorithmiques et des connaissances incomplétes sur
les interactions métal-protéine. 1l convient de souligner que la difficulté de prédire avec précision
la structure et les sites de liaison au cofacteur de CCIS2b provient également du fait que cette
protéine est congue de novo, et sa séquence n'est pas dérivée d'une protéine naturelle existante.

Les protéines de novo représentent un défi pour les logiciels de prédiction structurelle.
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4.6.2.2. Mutations impliqués dans la conception des variantes de CCIS2b

Dans le cadre de l'optimisation de la conception de CCIS2b, nous avons entrepris
d'explorer la structure des variantes. Comme mentionné dans la section 1.2, les clusters Fe-S
peuvent étre supportés par d'autres résidus que la cystéine, induisant ainsi des proprietes rédox et
des effets stabilisants différents. Pour cette raison, nous avons conc¢u différentes variantes de
CCIS2b en introduisant des mutations ciblées impliquant I'alanine et I'aspartate.

Premierement, du point de vue des propriétés, l'alanine, en tant qu'acide aminé non
polaire, contribue a la stabilit¢ globale de la protéine en participant a des interactions
hydrophobes. Bien qu'elle ne soit pas directement impliquée dans la coordination des clusters Fe-
S, l'alanine peut aider a protéger le cluster en maintenant la structure tridimensionnelle de la
protéine intacte. Quant a l'aspartate, il agit comme un ligand pour coordonner directement les
clusters Fe-S et contribue a la stabilisation de la protéine en formant des liaisons hydrogéne avec
d'autres résidus (Low & Hill, 2000).

Deuxiemement, ces choix sont motives par les roles distincts que ces acides aminés
peuvent jouer dans la réactivité a I’interface du cluster Fe-S face au NO. Comme mentionné dans
l'introduction la protéine NsrR,, est l'une des rares protéines naturelles connues dédiées a la
détection du NO, utilisant un cluster [4Fe-4S] différencié par un site lié a trois ligands cystéines
(thiolate) et un ligand aspartate (carboxylate). Cette géométrie de coordination spéciale permet a
NsrR d'induire un contréle unique sur le mecanisme de nitrosylation. Des études antérieures
menées par ma directrice de recherche ont exploré trois variantes de NsrR (NsrR D8A, NsrR
D8C et wt-NsrR) et ont observé des différences significatives dans le taux de réactivité initiale de
la protéine envers le NO (Dodd & Le Brun, 2024). Ces différences étaient dues a des
modifications du ligand carboxylate de NsrR, respectivement en cystéine et en alanine non liante.
Les vitesses de réaction se sont avérées affectées par la substitution, avec D8A > wt-NsrR > D8C.
De plus, un schéma different de repliement des protéines a été observé pour le variant D8C au
cours de la réaction de nitrosylation, par rapport a l'autre variant et a la protéine native. Enfin,
I’utilisation de variante permet un controle de la réaction de nitrosylation.

Mes travaux actuels sont une continuité de cette étude et visent a explorer davantage les
différences de réactivité au niveau du cluster en analysant les structures des variantes et leur effet

sur la réactivité a I’interface du cluster de CCIS2b. En général, ces mutations nous permettront
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d'étudier I'impact sur la structure 3D et d’évaluer les sites de liaison des variantes de CCIS2b par
rapport a la protéine native, ainsi que le contréle potentiel de la réactivité au niveau du cluster.
Pour ces conceptions, nous concentrons les mutations uniquement au niveau des résidus cystéines
en position 13 et 61, localisés respectivement sur I’hélice 1 I’hélice 3 de la protéine. Cette
sélection est appuyée par le fait que la mutation d’une cystéine présente au niveau d’une méme
hélice n’induit pas de changement significatif et n’est donc par conséquent pas pertinent pour
cette étude qui vise a étudier I’incidence des mutations qui induirait des changements plus
significatif. Les logiciels de prédiction utilisés ne faisant pas de différence significative sur la

mutation des cystéines au sein d’une méme hélice.

4.6.2.2.1. Prédiction de C13D CCIS2b : mutation de la cystéine 13 par aspartate

Dans notre premiére conception, la variante de CCIS2b présente un site de liaison
différent de la prédiction structurelle des protéines de référence. La mutation de la cystéine 13 par
une aspartate (figure 4.11A) au sein de la séquence de CCIS2b représente une modification
notable avec des implications potentiellement importantes pour la coordination optimale du
cluster Fe-S par la protéine.

La prédiction par AlphaFold révele une géométrie de coordination du cluster rectangulaire
(4,0;19,9;6,9; 23,3; 20,8 ; 23,0 angstroms) (figure 4.11C). Cet arrangement n’est pas fréquent
dans les protéines Fe-S et le site de liaison est notablement éloigné entre les quatre hélices alpha
par rapport a la configuration d'origine de la protéine, entrainant une diminution des inter-hélices.
Ces observations suggérent que la distance peut affaiblir les interactions entre les résidus et le
cluster, compromettant la formation optimale de ce dernier.

La prédiction par I-TASSER quant a elle présente une configuration du site de liaison
tétraédrique (4,6 ; 7,9; 8,1; 8,6 ; 7,9 ; 3,6 angstroms) (figure 4.11E) et une taille des hélices
alpha plus courte avec une perte de perte d’hélice dans certaine région par rapport a la protéine
CCIS2b de départ. Cette particularité pourrait entraver la disposition spatiale des résidus,
compromettant ainsi la capacité du site de liaison a coordonner efficacement le cluster.
Contrairement a cette derniére, I-TASSER prédit un site de liaison plus conforme a la structure

initiale, suggérant ainsi une meilleure adéquation avec la configuration native de la protéine.
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A Séquence C13D-CCIS2b
AlphaFold

Figure 4.11 : schéma des structures tridimensionnelles de C13D CCIS2b prédite par AlphaFold
(B-C) et I-TASSER (D-E). (A) Séquence de C13D CCIS2b ou les sites de liaisons sont 3
cystéines représentés en jaune (C17, C57 et C61) et en gris une aspartate remplace la cystéine 13
de départ. En bleu sont représentés les boucles de connexions entre les différentes hélices alpha.
(B) Structure tridimensionnelle de C13D CCIS2b prédite par AlphaFold avec des batonnets
représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur. (C) Les sites de
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liaisons sont représentés en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en angstrdms par
AlphaFold. (D) Structure tridimensionnelle de C13D CCIS2b prédite par I-TASSER avec des
représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur. (E) Les sites de
liaisons sont représentés en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en angstroms par I-
TASSER. Certaines parties des modeles ont été omis pour plus de clarteé.

4.6.2.2.2. Prédiction de C61D CCIS2b : mutation cystéine 61 par aspartate

Dans la deuxiéme prédiction, une autre mutation est envisagée, impliquant cette fois la
cystéine 61 de la séquence de la protéine (figure 4.12A). Cette mutation représente une

modification moins significative de la structure par rapport a la premiére mutation.

L'analyse par AlphaFold révele que cette nouvelle mutation conduit a un site de liaison au
cofacteur plus conforme a la prédiction structurelle aux protéines de réference ( (figure 4.12C),
suggérant ainsi une préservation de la stabilité et des interactions. Ceci dit, en se basant sur le
cluster de réference élabore dans la figure 4.8C, il est possible que le site de liaison au cofacteur
soit exigu pour laisser entrer de maniére aisée le cluster. Comparativement a la conception C13D
CCIS2b, le remplacement de la cystéine 61 pour la prédiction par AlphaFold entraine des

modifications moins prononcées..

La prédiction par I-TASSER pour cette mutation est similaire a la premiére prédiction par
I-TASSER, mais le site de liaison au cofacteur est de taille un peu plus important (8,1 ; 9,8; 5,2
angstroms) (figure 4.12E). Ici, la taille des hélices alpha sont conservés. Cette variation pourrait
éventuellement faciliter I'insertion du cofacteur au vu de la taille du site de liaison. Cependant,
seules 3 liaisons sont représentés puisque l'orientation du ligand cystéine dans cette variante n'est
pas appropriée pour la liaison. En effet, le squelette de la protéine se trouve entre la cystéine et

tout ligand Fe-S potentiel. Ce qui va impacter fortement la stabilité du site de liaison.
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Hélice 1
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A Séquence C61D-CCIS2b
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Figure 4. 12 : schéma des structures tridimensionnelles de C61D CCIS2b 2prédite par AlphaFold
(B-C) et I-TASSER (D-E). (A) Séquence de C61D CCIS2b ou les sites de liaisons sont 3
cystéines représentés en jaune (C13, C17, C57) et en gris une aspartate remplace la cystéine 61
de départ. En bleu sont représentés les boucles de connexions entre les différentes hélices alpha.
(B) Structure tridimensionnelle de C61D CCIS2b prédite par AlphaFold avec des batonnets
représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur. (C) Les sites de
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liaisons sont représentés en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en angstrdms par
AlphaFold. (D) Structure tridimensionnelle de C61D CCIS2b prédite par I-TASSER avec des
représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur. (E) Les sites de
liaisons sont représentés en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en angstroms par I-
TASSER. Certaines parties des modeles ont été omis pour plus de clarteé.

4.6.2.2.3. Prédiction de C13A CCIS2b : mutation cystéine 13 par alanine

Dans la troisieme prédiction, la substitution d'une cystéine par une alanine dans la
séquence de CCIS2b entraine également des modifications au niveau de la structure et des
interactions moléculaires. L'alanine est souvent choisie comme mutation intéressante lors de la
conception de variantes de CCIS2b en raison de ses caractéristiques particulieres. Dans cette
¢évaluation, il est clair que 1’alanine n’est pas en mesure de lier le fer et il est uniquement utilisé
pour quantifier 1’orientation de cet acide aminé.

Dans la prédiction par AlphaFold, le site de liaison présente une configuration complexe
avec un site de liaison étroit (4,0; 5,8; 83 ; 5,7; 5,4; 4,9 angstroms) (figure 4.13C). Cette
complexité suggere une possible insertion plus délicate du cofacteur dans le site de liaison.

D'autre part, la séquence prédite par I-TASSER présente une structure du site de liaison
similaire (9,0 ;10,6 ; 9,5; 9,7 ; 6,4 ; 6,2 angstroms) ) (figure 4.13E) a celle prédite pour la C61D
CCIS2b par le méme logiciel (figure 4.12E). La taille des quatre hélices alpha sont conserveés et

ou le site de liaison laisse place a une éventuelle incorporation du cofacteur.
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Figure 4.13 : schéma des structures tridimensionnelles de C13A CCIS2b prédite par AlphaFold
(B-C) et I-TASSER (D-E). (A) Séquence de C13A CCIS2b ou les sites de liaisons sont 3
cystéines représentés en jaune (C17, C57, C61) et en gris une alanine remplace la cystéine 13 de
départ. En bleu sont représentés les boucles de connexions entre les différentes hélices alpha. (B)
Structure tridimensionnelle de C13A CCIS2b prédite par AlphaFold avec des batonnets
représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur. (C) Les sites de
liaisons sont représentés en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en angstréms par
AlphaFold. (D) Structure tridimensionnelle de C13A CCIS2b prédite par I-TASSER avec des
représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur. (E) Les sites de
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liaisons sont représentés en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en angstroms par I-
TASSER. Certaines parties des modeles ont été omis pour plus de clarteé.

4.6.2.2.4. Prédiction de C61A CCIS2b : mutation cystéine 61 par alanine

Dans la derniére prédiction, par AlphaFold, la mutation de la cystéine 61 par 1’alanine,
présente pour la structure du site de liaison de type pyramidale (4,0; 4,2;5,2;6,6;5,4 ;5,2
angstroms) (figure 4.14C). Comme pour la mutation C13A CCIS2b , dans cette evaluation, il est
également clair que I’alanine n’est pas en mesure de lier le fer et il est uniquement utilise pour
quantifier 1’orientation de cet acide aminé. Contrairement a la mutation de la cystéine 13, qui se
trouve sur I'hélice 1, la cystéine 61 est située sur I'hélice 3. Cette localisation différente entraine
des effets distincts sur la structure tridimensionnelle de la protéine. L'observation selon laquelle
la mutation de la cystéine 61 en alanine conduit a un site de liaison plus proche de la structure
originale que la mutation de la cystéine 13 suggere que cette substitution peut maintenir une
stabilité structurelle plus étroite et des interactions moléculaires plus préservées. Cette proximité
avec la structure d'origine peut avoir des implications intéressante pour la fonctionnalité et les
propriétés de CCIS2Db, soulignant ainsi lI'importance de I'emplacement spécifiqgue des mutations
dans la conception de variants protéiques.

Dans la prédiction par I-TASSER, la structure du site de liaison est similaire a C61D
CCIS2b et C13A CCIS2b (5,2; 8,1; 9,8) (figure 4.14E) mais la taille des hélices alpha est
modifiée, ou les quatre hélices alpha présente une taille plus courte par rapport a la protéine de
départ. De plus, seules 3 liaisons sont représentés puisque l'orientation du ligand cystéine dans
cette variante n'est pas appropriée pour la liaison. En effet, le squelette de la protéine se trouve

entre l'aspartate et tout ligand Fe-S potentiel. Ce qui pourrait impacter la stabilité du site.
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Hélice 1

QELQRIAEAA ERCWRQCQQL SEKTSN
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A Séquence C61A-CCI2Sb
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Figure 4.14 : schéma des structures tridimensionnelles de C61A CCIS2b prédite par AlphaFold
(B-C) et I-TASSER (D-E). (A) Séquence de C61A CCIS2b ou les sites de liaisons sont 3
cystéines représentés en jaune (C13, C17, C57) et en gris une alanine remplace la cystéine 61 de
départ. En bleu sont représentés les boucles de connexions entre les différentes hélices alpha. (B)
Structure tridimensionnelle de C61A CCIS2b prédite par AlphaFold avec des batonnets
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représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur. (C) Les sites de
liaisons sont représentés en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en angstréms par
AlphaFold. (D) Structure tridimensionnelle de C61A CCIS2b prédite par I-TASSER avec des
représentant les acides aminés impliqués dans le site de liaison au cofacteur. (E) Les sites de
liaisons sont représentes en lignes pointillés bleus avec la longueur des sites en angstréoms par |-
TASSER. Certaines parties des modeles ont été omis pour plus de clarté.

L'étude des distances entre les atomes chélateurs des résidus du ligand nous a permis de
mieux comprendre la complexité de la formation d'un site optimal de liaison. Parmi les variantes
congues, il est apparu aprés nos observation que certaines présentaient des arrangements
structuraux en dehors de la plage idéale estimée, ce qui suggere des défis potentiels pour leur
efficacité. De plus, certaines variantes (C61D CCIS2b et C61A CCISb) ne possédaient pas une
orientation de leurs résidus optimale pour la possibilité de création d'un site de liaison. Ces

analyses confirment la complexité de mettre en ceuvre une protéine Fe-S de novo fonctionnelle.

Tableau 4.5 : résumé des distances ligand-ligand (en angstroms) des différentes structures Fe-S
(protéines naturelles et variantes de CCIS2b).

Code PDB Distance ligand-ligand (A) Distance idéale
(A
A
a-b a-c a-d b-c b-d c-d
INEH 563 | 575 5.5 5,83 5,93 571
5NO7 6.01 | 6,24 6,42 6,34 6,35 6,12
2ZVS 6,60 | 6,02 6,62 6,67 6,24 573
6ZXU 6,54 | 6,11 6,28 6,06 6,93 6,55 57.6.9
5V1Q 6,45 | 6,27 6,48 6,48 6,39 6,55 b
7TQHF 6,77 6,44 6,47 6,58 6,07 6,31
5D6S 6,34 | 6,55 6,29 5,61 5,65 6,16
2HIP 6,42 | 6,02 5,92 5,65 5,55 6,21
3HIP 6,28 | 6,12 6,24 6,18 6,11 5,99
Variantes AlphaFold Similarité
C13D CCIS2b | 23,3 | 20,8 19,9 20,8 6,9 4,0
Cé6lDCCIS2b | 7,3 6,5 57 4,1 6,5 3,0
C13ACCIS2b | 4,0 5,8 57 54 4,9 8,3
C61ACCIS2b | 4,0 54 52 55 4,2 6,6
Variantes I-TASSER
C13D CCIS2b | 4,6 8,6 3,6 7,9 8,1 7,9
C61D CCIS2b | 4,6 9,0 9,5 - - -
C13ACCIS2b | 6,2 10,6 6,4 9,5 9,7 9,0
C61A CCIS2b | 5,2 9,8 8,1 - - -
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Toutes ces comparaisons mettent en lumiére les faiblesses des logiciels de prédiction dans
la prediction structurelle de protéine Fe-S de novo. Pour une méme variante les deux logiciels
prédisent des structures protéiques distinctes ainsi que des sites de liaisons au cofacteur
également différent. Pour des variantes optimales, I'importance de concevoir des sites de liaison
au cofacteur qui se rapprochent structurellement de ceux des protéines naturelles Fe-S est crucial.
En observant les protéines naturelles utilisés comme référence dans cette étude, on s’apercoit
qu’elles présentent des caractéristiques spécifiques, telles que des distances et des arrangements
atomiques particuliers, on peut conclure que ces caractéristiques sont le résultat d'une évolution et
d'une adaptation pour assurer une liaison efficace et stable avec le cofacteur. Ainsi, si l'objectif
est de concevoir des protéines Fe-S de novo optimales, il est logique de s'efforcer de reproduire
ces caractéristiques dans la conception des sites de liaison au cofacteur. Ainsi, la protéine
CCIS2b, ainsi que les variantes de cette protéine mise en ceuvre doit viser a reproduire ces

caractéristiques pour obtenir des performances optimales.

4.6.3. Comparaison des distances inter-hélices dans les structures naturelles Fe-S et les variantes
de CCIS2b

En plus de I'étude détaillée de la structure du site de liaison, I'analyse de la distance inter-
hélices joue un r6le crucial dans l'insertion et la stabilité du cluster Fe-S. La disposition spatiale
des hélices peut soit faciliter soit entraver l'incorporation du cluster Fe-S, offrant ainsi a la
protéine une certaine flexibilité conformationnelle (rotation, flexion, déplacements latéraux), ce
qui favoriserait une insertion aisée du cluster. Cette analyse permettrait d'identifier les

configurations optimales favorisant I'insertion et la stabilité du cluster Fe-S.

Il a ét¢ choisi de mesurer I’aspect de la distance approximative entre les hélices en plus
des distances entre les atomes chélateurs sur les résidus du ligand (section 4.6.1) , car cela nous
permet d'obtenir une vision plus compléte de la structure la plus optimale. Les mesures de
distance entre les hélices sont importantes car elles nous aident a prendre en compte une partie de
la flexibilité intrinséque a la protéine, qui peut ne pas étre immediatement évidente lorsque I'on se
concentre uniquement sur les distances entre les atomes chélateurs sur les résidus du ligand. En

effet, la distance entre les hélices peut varier en fonction de la conformation de la protéine et de
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sa capacité a se plier ou a se tordre pour interagir avec d'autres molécules ou protéines. En
incluant la mesure de la distance entre les hélices, nous sommes en mesure de mieux comprendre
comment la flexibilité de la protéine peut influencer sa capacité a se lier au cofacteur et a remplir
son réle biologique. Ces informations complémentaires nous aident a obtenir une analyse plus
précise de la structure optimale de la protéine, ce qui est essentiel pour une conception efficace de
variantes de protéines et pour comprendre leur comportement dans des environnements

biologiques complexes.

Pour déterminer la plage idéale de distance entre les hélices, nous nous sommes appuyes
sur les structures naturelles de Fe-S comme référence dans notre étude. Cette approche vise a
établir des critéres plus précis pour concevoir des protéines contenant des clusters Fe-S, en vue
d'optimiser leur efficacité et leur stabilite. Nous avons examiné neuf structures et synthétisé les
distances entre les hélices dans le tableau 4.6. Cette analyse nous a permis de definir une plage
optimale moyenne pour la distance inter-hélices, située entre 8 et 11 A. Il convient de noter qu'un
nombre limité de protéines Fe-S adoptent une structure en hélice alpha (comme la structure de
CCIS2b). Ainsi, les protéines de référence ne possédant pas d'hélice alpha n'ont pas été soumises
a cette évaluation. Pour garantir une évaluation solide, des protéines naturelles avec des hélices
alpha ont été ajoutées a ces analyses. Ces observations fournissent une base solide pour orienter
la conception de nouvelles protéines contenant des clusters Fe-S, en assurant une distance inter-

hélice adaptée pour une insertion efficace et une stabilité optimale du cluster.
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Tableau 4.6 : résumé des distances inter-hélices (en angstroms) des différentes structures Fe-S
(protéines naturelles et variantes de CCIS2b).

Code PDB Distance inter-hélices (A) Dimensions
acceptables pour
I'incorporation du
[4Fe-4S] stable
Hel;-Hel, Hel,-Hels Hels-Hel, Hels-Hely v
INEH ] ] i i
5N07 10,1 11,6 14,7 12,2
2ZVS - - - -
6ZXU 7,6 13,3 13,5 9,3
5V1Q 9,4 10,4 12,1 11,7
7QHF 10,1 8,3 12,4 6,6
5D6S 57 8,7 6,4 10,2
2HIP - - - -
3HIP - - - -
1P59 10,3 9,3 10,6 8,4
1KEA 8,1 10,0 57 8,1
1WEF 8,2 8,9 12,7 11,3
2ABK 6,2 7,7 12,2 9,8
Variantes AlphaFold Similarité
C13D CCIS2b 3,9 15,9 57 25,7
C61D CCIS2b 7,5 8,7 4,8 8,8
C13A CCIS2b 53 8,7 6,0 12,0
C61A CCIS2b 4,3 11,5 7,6 8,6
I-TASSER
C13D CCIS2b 7,8 11,1 5,0 11,0
C61D CCIS2b 6,7 10,9 8,1 7,7
C13A CCIS2b 6,9 8,2 7,8 12,0
C61A CCIS2b 5,7 9,6 53 21 B

Les données obtenues excluent les conceptions C13D, C13A et C61A CCIS2b prédites

par AlphaFold, ainsi que C61A prédite par I-TASSER car elles se situent en dehors de la plage

acceptable évaluée. Les conceptions prédites par I-TASSER sont en majorité dans la plage

acceptable estimée. Il faut prendre en compte que les protéines peuvent adopter une diversité de

conformations, ainsi la prédiction précise reste un defi. Cette divergence met en évidence les

défis présent dans la conception de protéines Fe-S de novo, ou la fiabilité des prédictions
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logicielles et la complexité inhérente des structures des protéines Fe-S représentent des obstacles
majeurs. Il est essentiel de reconnaitre que malgré les avancées dans les outils de prédiction, les
écarts entre les résultats obtenus par différents logiciels soulignent la nécessité de développer des
approches plus fiables et précises pour la conception de protéines Fe-S de novo. Ainsi, des
validations et analyses expérimentales (cristallographie a rayons X, RMN, spectroscopie a
dichroisme circulaire ou spectroscopie infrarouge) doivent confirmé ou infirmé la fiabilité et la
qualité des prédictions et la structure 3D.

La RMN permet d’observer la structure moléculaire en solution, reflétant ainsi le
comportement des protéines dans leur environnement biologique, elle est utile a condition que la
métalloprotéine soit diamagnétique. Méme si une structure compléte n'est pas déterminée, elle
peut étre utilisée pour montrer les acides aminés impliqués dans les hélices alpha. Ainsi, elle
fournit des données sur la conformation tridimensionnelle des protéines. Les spectres RMN
experimentaux peuvent étre comparés aux spectres prédits a partir des modeles de structure
théorique pour valider et affiner la structure des variantes proposees.

La cristallographie aux rayons X permet de déterminer la structure des protéines en
analysant les motifs de diffraction des rayons X diffractés par les atomes du cristal. Cette
technique fournit des structures protéiques a résolution atomique et est considérée comme une
référence de qualité pour valider les modeéles théoriques. Les structures protéiques permet
d’observer la disposition des atomes dans la protéine, ce qui aide a confirmer la précision des
modeéles de prédiction théoriques.

La spectroscopie a dichroisme circulaire est une technique sensible a la structure
secondaire des protéines, permet de détecter les changements dans la répartition des hélices
alpha, des feuillets béta et d'autres éléments de structure secondaire. Elle est particuliérement
utile pour étudier les changements conformationnels des protéines en réponse a des stimuli
externes ou a des interactions avec d'autres molécules.

La spectroscopie infrarouge analyse I'absorption des vibrations moléculaires spécifiques
des liaisons chimiques dans une protéine. En identifiant les groupes fonctionnels présents dans la
molécule, elle fournit des informations sur sa composition chimique et sa structure. Elle peut
détecter les changements de conformation des protéines ainsi que leurs interactions avec d'autres

molécules biologiques, comme les ligands.
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En combinant toutes ces techniques expérimentales avec les prédictions théoriques
générées par les logiciels de prédiction, il est possible d’affiner et valider la structure des
protéines avec une haute précision. Cette approche permettra une meilleure compréhension plus

compléte et plus fiable de la structure de CCIS2b et des variantes congu.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'objectif principal de cette étude était d'explorer la réactivité a l'interface du cluster Fe-S.
Pour ce faire, nous avons entrepris la production de la protéine CCIS2b selon deux méthodes, in
vivo et in vitro. Malheureusement, malgré nos efforts, la méthode in vivo s'est avérée non
concluante. Quant a la méthode in vitro, bien que la protéine CCIS2b ait pu étre produite, des
problemes de stabilité du cluster forme ont entravé I'obtention d'un rendement optimal lors de la

formation du cluster [4Fe-4S].

Face a ces défis, la conception et la prédiction de variantes de CCIS2b a été entreprise
dans le but d'explorer la conception la plus optimale possible. En se concentrant sur la
coordination efficace des clusters Fe-S, une analyse approfondie de la structure des sites de
liaison et de la distance inter-hélices a été menée, identifiant ainsi des critéres essentiels pour
optimiser I'insertion et la stabilité de ces clusters dans la protéine. Pour atteindre cet objectif, des
variantes de la protéine CCIS2b ont été congues en introduisant des mutations au sein de la
sequence polypeptidique. L'I'optimalité de ces conceptions a eté évalue I'aide de deux logiciels de
prédiction. Cependant, les résultats obtenus ont révélé une faiblesse dans les prédictions des
conceptions, mettant en lumiere la difficulté d'evaluation des protéines Fe-S de novo concgu. Les
résultats ont révélé I'importance cruciale de la disposition spatiale des hélices alpha et de la
conformité du site de liaison pour garantir une coordination adéquate du cluster Fe-S. En
exploitant des données structurales provenant de structures analogues dans la PDB, nous avons
pu définir une plage idéale pour la distance inter-hélice, offrant ainsi des directives pour la
conception de protéines contenant des clusters Fe-S. Malgré ces défis, cette étude a posé des
bases solides pour de futures recherches dans le domaine de la conception de protéines Fe-S de
novo. Les résultats obtenus mettent en évidence la nécessité de développer des méthodes de
prédiction plus fiables et précises, ainsi que d'approches expérimentales complémentaires (RMN,
cristallographie aux rayons X et spectroscopie a dichroisme circulaire et infrarouge) pour

surmonter les obstacles rencontrés lors de la conception et prédiction de protéines Fe-S de novo.

A court terme, ce projet pourrait bénéficier de perspectives telles que I'optimisation des

méthodes de production de la protéine CCIS2b. En affinant les méthodes de production in vitro et
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in vivo, il serait possible d'améliorer le rendement et la stabilité du cluster Fe-S formé, ouvrant
ainsi la voie a des expériences plus robustes et reproductibles. De plus, la validation
expérimentale des variantes de protéines CCIS2b congues pourrait étre entreprise pour confirmer
leur capacité a coordonner efficacement les clusters Fe-S. Parallélement, I'exploration de
nouveaux outils de modélisation moléculaire et de prédiction pourrait étre envisagée pour
améliorer la fiabilité des prédictions des conceptions de protéines Fe-S de novo.

A long terme, les perspectives pourraient inclure le développement de protéines Fe-S de
novo sur mesure. En utilisant les connaissances acquises dans ce projet, il serait possible de
concevoir des protéines Fe-S avec des propriétés fonctionnelles spécifiques, adaptées a des
applications biotechnologiques précises telles la libération de molécules de signalisation gazeuses
pertinentes . Ces protéines optimisées pourraient également étre utilisées dans une gamme
d'applications médicales afin de lutter contre les infections bactériennes résistantes aux

antibiotiques en ciblant le systéme bactérien de réponse au NO.
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