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RESUME

La photosynthese permet de convertir I'énergieisoin énergie chimique. Ce processus met
en jeu un grand nombre de protéines et complexa®igues. Le premier complexe de la
chaine photosynthétique est le photosysteme Il Gaual’oxydation de I'eau. Le PSII est
composeé des protéines D1 et D2. Chez la cyanolmd¢t&armophileThermosynechococcus
elongatusil y a trois génes qui codent trois protéinesdiffierentes.

La premiere partie de la thése décrit le dévelogmm’outils protéomiques basés sur les
gels d’électrophorese 2D pour étudier le protéosgetwbis différents variants, qui expriment
chacun une seule protéines pour D1. Peu de difféseant été trouvées. Toutefois, un seul
des variants exprime TI10287.

La deuxieme partie de la these décrit la caraetiois de T1I0287 avec différents techniques :
spectroscopies d'absorption UV-visible ou de résopaRaman et spectro-électrochimie.
TII0287 a été identifie comme un cytochrome de tgpemais il présente beaucoup de
caractéristiques inattendues. Les spectres d’atisorgV-visible et de résonance Raman de
TII0287 réduit montrent une dépendance vis-a-viplduDeux formes d’hemes sont présents
dans chacun des états oxydé et réduit. Un chandetudigand cystéine a été observé quand
I'hnéme est réduit. Les titrages redox présentenimddtiples potentiels a pH 10 et pH 5.
TII0287 peut fixer une molécule de CO a pH 7,6. Camctéristiques suggerent que TI10287
pourrait étre une protéine senseur. De plus, lectstre cristallographique montre que TII0287
n'a pas un repliement classique d’'un cytochromé&ype ¢ mais celui d’'une protéine senseur.
Les mutants de délétion du geti®287 ont été construits et aideront a comprendre la
fonction de ce nouveau cytochrome.

La troisieme partie décrit I'étude de PsbV2 : utreagytochrome de type c. Afin d’obtenir en
quantité suffisante la protéine pour permettreagaatérisation, elle a été surexprimée dans un
systeme homologue en utilisant le promoteur dezyere de la rubisco. Le potentiel redox
de PsbV2 a été déterminé, comme étant tres basijef a -460 mV (vs SHE, pH 5). Le
spectre d’absorption UV-visible de la forme réduide été caractérisé. La structure
cristallographique de PsbV2 a été résolue et déauge cystéine comme ligand axial et un
repliement proche de celui de cytochromes connud .dbngatus Bien que TIlI0287 et
PsbV2 présentent une cystéine comme ligand axaalrs| structures et leurs propriétés
physico-chimiques suggerent que leurs fonctions Isiem différentes.

Une contribution majeure de cette these est lact&raation d’'un nouveau senseur a heme de
type c chez les cyanobactéries et le développedieutils nécessaires pour son étude.

Mots-clés : cyanobactéripsbA photosysteme I, protéine D1, protéomique, hémigme,
TI10287, PsbV2, cytochrome de type c, titrage redmordination de 'héme.



ABSTRACT

Photosynthesis converts solar energy into chengoargy. This process involves a large
number of proteins and protein complexes. The firstein complex in the photosynthetic
chain is Photosystem Il within the oxidation of eratakes place. PSIl is composed of the D1
and D2 proteins. In the thermophile cyanobacteritmermosynechococcus elongattigee
genes encoded three different D1 proteins.

The first part of this thesis describes the devalept of proteomics tools based on 2D gel-
electrophoresis to study the proteome of threeewdifft variants, each expressing a single
different D1 protein. Very few differences were ol However, only one expressed the
protein TI10287.

The second part of the thesis describes the clesization of TII0287. It was characterized
using different techniques: electronic absorptionl &aman resonance spectroscopies and
spectro-electrochemistry. TlI0287 has been preWougentified as a c-type cytochrome, but
it presents some unexpected characteristics. Theiklble absorption and Raman resonance
spectra of reduced TIl0287 show a pH dependencerdduced and oxidized states each had
two different forms of the heme. A switch of ligandrom a cysteine to histidine was
observed in the reduced state. Redox titration skomultiple midpoints at pH 10 and 5.
TI10287 was shown to fix a CO molecule at pH 7.6e3e physical properties suggested that
TII0287 could be a sensor. The crystallographidistireveal that TIl0287 does not have a
classical c-type cytochrome fold and is similaotber known sensor proteins, strengthening
the hypothesis that it is a sensor. Deletion mgtavdre constructed that will help to better
understand the function of this new cytochrome.

The third part describes a study of the PsbV2,arat-type cytochrome. In order to obtain
sufficient quantities to carry out characterizatiwinthis protein, it was overexpressed in a
homologous system using the promotor of the rub&tyme. The redox midpoint potential
of PsbV2 was found to be very low, below -460 m\s§ @GHE, pH 5). The UV-visible
absorption spectrum of the reduced form was detexthiThe crystallographic structure of
PsbV2 was solved and reveals an axial cysteinadigAlthough both TI10287 and PsbVv2
share this feature, their different structures phgsico-chemical properties suggest that their
functions are unlikely to be similar.

A major contribution of this thesis is the charaiz&ion of a new c-type cytochrome sensor
in cyanobacteria and the development of proteoautstrequired to study it.

Keywords : cyanobacterigpsbA photosystem [I, D1 protein, proteomic, hemeprgtei
TII0287, PsbV2, c-type cytochrome, redox titratibeme coordination



ABREVIATIONS

ADN Acide désoxyribonucléique
ADP Adénosine diphosphate

ALA Acide a-lévulinique

APS Persulfate d’ammonium

Arg Arginine

ARN Acide Ribonucléique

ATP Adénosine triphosphate

BAP Bacterial Alkaline Phosphatase
BN Blue Native

Ccm Cytochrome ¢ maturation

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propandsunbhte
Chl Chlorophylle

CP Chlorophyll binding Protein

Cyt cytochrome

DTT Dithiothreitol

DDM Dodecyl-maltoside

ECL ElectrochemiLuminescence

EIA Enzyme Immuno Assay

ESI Electrospray lonisation

Fd Ferrédoxine

FNR Ferrédoxine-NADP+ oxydoréductase
HS High Spin

His Histidine

HPLC Chromatographie en phase liquide a hautesiomres
IEF Isoélectrofocalisation

Im Imidazole

IPTG Isopropylp-D-1-thiogalactopyranoside
IR Infra-rouge

Lys Lysine

LS Low spin

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonization
MCS Multiple Cloning Site

MES Acide 2-morpholinoethanesulfonique
Met Methionine
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NAD(P)
OEC
PAGE
PCR
PDB
Ph
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PMF
PQ
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PSII
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Redox
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SOD
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uv
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1. Introduction

1.1. La photosynthése oxygénique

Au cours de I'évolution des organismes vivants,pleotosynthése oxygénique a été le
processus principal de I'élaboration de la mati@mganique sur notre planete. Phénomeéne
complexe, elle implique des mécanismes a la foysiphes et biochimiques par lesquels les
organismes autotrophes, les plantes, certainegriexctet algues utilisent I'énergie solaire
pour assimiler le gaz carbonique de l'atmosphéresyatthétiser ensuite les molécules
organiques (Farineau and Morot-Gaudry 2006). Latgdymthese oxygénique est un

processus assurant la transformation de I'éneugignleuse en énergie chimique (sous forme
de pouvoir réducteur : NADPH). Elle permet la cersion du CQ@ atmosphérique en

carbone organique selon la réaction globale :

6 CO, + 6 H,O + énergie lumineuse C¢H1,05 + 6 O

Ce phénomene est décrit en deux réactions : peneaisecondaire (Figure 1.1).

Lumiéere
H,0 0O,
\ {4 7
Réactions |aire
NADPH NADP* +H*
ATP ADP + Pi

Réactions llaire
CO,

™ Cycle de Calvin N

sucres

Figure 1.1 : Représentation schématique des processus photosynthétiques oxygéniques. La
phase primaire a lieu dans les membranes des thylakoides et la phase secondaire a lieu dans
le stroma.

16



1. Introduction

1.1.a. La phase lumineuse

Le déroulement de la phase primaire nécessite entire deux complexes protéiques des
membranes des thylakoides qui fonctionnent en sé# photosystemes | (PSI) et Il (PSII)
(Figure 1.2). Un transfert d’électrons a lieu entes deux photosystemeg un pool de
qguinones, le cytochromiasf et un transporteur soluble, le cytochrorgeg la plastocyanine
(PC). L'électron est finalement utilisé en extrémie la chaine redox pour la réduction d’'un
composé a haut potentiel énergétique, le NADPHtramsfert d’électrons est couplé a des
mouvements transmembranaires de protons créantadiegt électrochimique de protons de
part et d’autre de la membrane du thylakoide. L'gieede ce gradient est utilisée par I'ATP-

synthase pour produire de 'ATP (Figure 1.2).

NADPH  Fumarate

Uc inate

ATP Synthase

™ T
o te % f_’,ﬁ’ ',rJ.r.! o %% \ %
A0 T | 5 B
d ‘ J ‘ L L
)Y Cytf 3 /
y’yvg‘« b2 $i00005008 . ‘“ I,)!'
3 T [} *
47 vV *FeS-sfe
P e 7% |
. "
PSII " Cyteg W
0 Cytb6f -
210 § o, PSI

Figure 1.2: Représentation schématique des différentes sous-unités des complexes
protéiques dans une membrane de thylakoides impliquées dans la chaine de transfert des
électrons pendant la phase lumineuse. PS II: photosysteme II; Cyt bgf : cytochrome bgf, PQ
et PQH,: pool de plastoquinones et plastoquinols; Cyt cs: cytochrome ¢ (pour les
cyanobactéries) ; Fd : ferrédoxine ; FNR : ferrédoxine NADP™ réductase. Image modifiée a
partir de Kamennaya et al.

1.1.b. Les pigments photosynthétiques

La lumiere est absorbée par des pigments. Il ekisie types de pigments : les chlorophylles,

les caroténoides et les phycobilines (pour la plugas cyanobactéries et certaines algues).
Les chlorophylles et les caroténoides sont orgar@aéantenne collectrice, mais il existe aussi
des chlorophylles dans les centres réactionnekschiwrophylles a et b sont constituées d'un

17



1. Introduction

noyau tétrapyrollique. Chaque pyrrole posséde mdifffs substituants. L'absorption des
chlorophylles est due a I'existence de nombreusemlds liaisons conjuguées au sein du
noyau phéophorbide (Figure 1.3).

/ 0 0-CHy

HaqC
39720 chlorophylle a

Figure 1.3 : Les chlorophylles a (a gauche) et b different par les fonctions portées par le
noyau pyrrole II (a droite). Un cycle V se trouve contre le noyau pyrrole III. La fonction
carboxyle associée au noyau IV est estérifiée par un alcool a tres longue chaine en Cy : le
phytol.

Les caroténoides sont des constituants fondamed&siantennes photosynthétiques. lls sont
composes au total de 40 atomes de carbones (Higire

B.
A |
CH, ] R
& CH,
H
N \\C/ Y c
CH, I HO
L H _8 HO

xanthophylle : ex. lutéine

Figure 1.4 : Les caroténoides sont constitués de 8 unités d'isopropéene (A). Le B carotene (B)
comme la lutéine (C) sont deux exemples de caroténoides qui ont deux cycles en leurs
extrémités.

Les pigments des antennes de cyanobactéries senpldeobilines. La structure de la

phycocyanine et de la phycoérythrine qui sont dphycobilines, sont présentées dans la
figure 1.5.
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A. Phycocyanine

GHa
H I(;I-H
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Figure 1.5 : Deux pigments a chaine tétrapyrollique linéaire : (A) la phycocyanine (A) et (B)
la phycoérythrine.

Chez les cyanobactéries, le phycobilisome est @ssac PSIl, il est formé de
phycobiliprotéines qui sont des phycobilines asgsexa des protéines (Figure 1.6).

Phycob ilisome
o (Cyanobacteria , Red alga)

Photosystera II

Figure 1.6 : Schéma des phycobiliprotéines de cyanobactéries avec les allophycocyanines
(AP), les phycocyanines (PC) et les phycoérythrines (PE) attachées au PSII d'apres le site
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Pathway database
(http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00195.html).
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1.1.c. Le photosysteme Il

Les centres réactionnels PSIl et PSI sont des @x@pl protéiques membranaires qui se
situent dans les membranes des thylakoides. L'éndigxcitation est transférée des antennes
vers les centres réactionnels. Dans le cadre de teése, lintérét a été porté plus
particulierement sur le PSII, la protéine D1 et dé®rents variants. Le monomeére de PSIl a
une masse globale de 310 kDa.rhenomeére est composé de 20 sous-unités protéiques d
17 protéines membranaires, 3 protéines extrinse@ires que de nombreux cofacteurs
(Figure 1.7).

Non-heme Fe
heme b559

Stroma

Two-fold
axis

Figure 1.7 : Le photosystéme II sous forme de dimere, d'apres la structure cristallographique
a 3.5 A (pdb. 2AXT) (Ferreira, Iverson et al. 2004). Vue latérale de la membrane, structure
globale du PSIL Les principales sous-unités membranaires sont représentées : D1 (jaune), D2
(orange), les protéines antennes CP43 (vert) et CP47 (rouge), les chaines a et B du
cytochrome b559 (pourpre) ainsi que les protéines extrinseques : PsbO (bleu), PsbU (violet),
cytochrome cssp (cyan).

ALY

Les protéines D1 et D2 forment un complexe d’hdéliénere au cceur du PSIl. Le site
catalytique de I'oxydation de I'eau est le clustier manganése. La majorité des cofacteurs
impliqués dans le transfert des électrons sontéarngur ces deux protéines D1 et D2. Il s'agit
de la tyrosindl61 de D1 appelée aussi tyrosine Z {I\es chlorophylles i et Ry, formant

la paire de chlorophyllessgs, deux phéophytines, deux quinoneg @ Q) . Qa Se situe sur
D2 et @ sur D1 (Figure 1.8). La figure 1.8 présente lefédintes étapes du transfert
d’électrons dans le PSII (chiffres indiqués entaeepthése). Aprés excitation par un photon,
une séparation de charge a lieu (1), la chloroph{@hp;) transfére un électron a la
phéophytine de D1 (Rh) qui elle-méme (2) transmet un électron a la quin(Q.) de D2.

(3) La charge positive sur la paire de chlorophipg est stabilisée puissioxyde la Tyg .
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(4) La Tyr" oxyde ensuite le cluster de manganése. (5Yyé&uit la quinone @ L’arrivée
d’'un second électron sursQdéclenche la prise de deux protons et P€di libéré de son site
et est remplacé par une plastoquinone PQ depuipamh présent dans la membrane
(Rutherford ans Boussac 2004).

Figure 1.8 : Différentes étapes du transfert d'électron dans le PSII avec la chlorophylle (Chl), la
phéophytine (Ph), les quinones (Qa et QB) et la plastoquinone (PQ) (Rutherford and Boussac
2004).

L'oxydation de I'eau a lieu selon la réaction :
2 H,0 4 () O+46€+4H

La réaction est réalisée par le complexe métallMugCaQ; appelé aussi OEC (poGxygen
Evolving Complex (Figure 1.9A). Au cours du cycle catalytique, mearéactions
photochimiques ont lieu, pendant lesquelles lesrguatomes de manganése se retrouvent
sous différents degrés d’oxydation (Figure 1.9B)ligd 1968; Kok, Forbush et al. 1970;
Retegan, Cox et al. 2014).
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e VIV

Figure 1.9 : (A) La structure du complexe Mn,CaOs (OEC) déterminée a une résolution de 1.9
A (pdb. 3ARC) avec les atomes de manganése (violet), d'oxygéne (rouge), I'ion calcium (jaune)
et les molécules d'eau (orange). Les distances entre les atomes sont indiquées en A
(Kawakami, Umena et al. 2011). (B) Les différents états d'oxydation du complexe métallique
Mn,CaO:s. Le site actif de 'oxydation de I'eau passe par cinq états d’oxydation (S a S,) avant
le dégagement d'une molécule de dioxygene. Les chiffres romains encadrés indiquent les
degrés d'oxydation des 4 atomes de manganése (Retegan, Cox et al. 2014).

1.2. Les cyanobactéries

Les cyanobactéries puisent leur énergie a partia demiere par photosynthese pour réaliser
la synthése de leurs aliments. C'est grace a laopiothése des cyanobactéries que
'oxygéne est apparu sur terre il y a environ 3,Bliands d’années contribuant ainsi a
I'expansion de la vie. Cependant I'apparition aexygene sur Terre a d’abord été une grande
menace pour les organismes qui n’étaient pas aglapteurvivre dans un environnement
oxydant. Par la suite, la grande disponibilité era@ermis I'apparition de vie multicellulaire,
grace au processus de respiration oxydative. Sédorthéorie endosymbiotique, les
cyanobactéries sont a I'origine des chloroplastasdes cellules végétales. Certaines especes
de cyanobactéries sont adaptées a des environremenémes tels que les sources d’eau
chaude. Elles peuvent supporter des températues®ed, des pH acides ou encore des
conditions variables d’éclairement. Elles suppdrtdas conditions agressives du milieu
extérieur continuellement fluctuant grace a desptadi@mns aux stress environnementaux
variés et fréquents. Les cyanobactéries font d@hlatosynthese oxygénique ; toutefois,

certaines souches peuvent aussi pousser en aradbalns des habitats tels que les sources
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d’eau chaudes qui peuvent présenter des taux éeviE,S, les cyanobactéries peuvent

réaliser de la photosynthése anoxygénique (Sumetariioepel et al. 2008).

1.2.a. La cyanobactériel hermosynechococcus elongatus

Pour étudier la photosynthése, nous utilisons cormnganisme modele au laboratoire la

cyanobactérie thermophilehermosynechococcus elongatus Bf=igjure 1.10).

Figure 1.10: La cyanobactérie Thermosynechococcus elongatus. Photographie de
microscopie électronique, la barre d'échelle représente 0.5 um (Boussac, Verbavatz et al.
2008).

Thermosynechococcus elongat(is elongatuy a été découverte dans une source d’eau
chaude a Beppu au Japon en 19F&ure 1.11). Son génome a été entierement séquam
2002 (Nakamura, Kaneko et al. 2002), ce qui a permatamment de construire de nombreux
mutants en utilisant des outils de biologie moléirel Le photosystéme Il des cyanobactéries
thermophiles est beaucoup plus stable que celuipiedes. C’'est grace a l'utilisation de
cyanobactéries thermophiles que les premiéereststasccristallographigues de PSll ont vu le
jour en 2001. La structure obtenue & une résolat®n.9 A, publiée par I'équipe du Dr. J.R.
Shen au Japon en 2011 (Kawakami, Umena et al. 20&18 réalisée a partir d'un organisme

proche deT. elongats : Thermosynechococcus vulcanus
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Figure 1.11 : La source d'eau chaude a Beppu au Japon ou a été trouvée la cyanobactérie 7.
elongatus. (Photo A. Boussac)

1.2.b. La sous-unité D1 codée par 3 génes cliezlongatus

La lumiére est un facteur de I'environnement im@ortayant un impact majeur non
seulement sur le métabolisme général mais ausdastmissance et le développement des
cyanobactéries. La lumiére est essentielle poupHatosynthese mais elle peut aussi
endommager le PSII. La protéine D1 est remplacéemanouvelle copie toutes les 5 heures
dans des conditions de faible lumiére et touteRCeminutes en conditions de forte lumiére
(Edelman and Mattoo 2008). L'expression des ggrstsA codant la protéine D1 doit étre
strictement contrdlée pour garantir le fonctionnetrée la machinerie photosynthétique dans
des conditions environnementales changeantes. [eseglantes supérieures, un seul géne
code la protéine D1, alors que la présence deeaultsigenepsbA codant la protéine D1

(allant jusqu’a 6) est courante chez les cyanobastéMulo, Sicora et al. 2009).

La souche sauvage de elongatuspossede trois genes difféerettd843 (psbA), tlr1844
(psbA3 et tlrl477 (psbA3 codant la protéine D1. Chd@z elongatusparmi les 344 acides
aminés constituant D1, il y a 21 substitutions ilas aminés entre PsbAl et PsbA3, 31
substitutions entre PsbAl et PsbA2 et 27 subsitatentre PsbA2 et PsbA3 (Figure 1.12).
Les trois genes sont transcrits en proportion wiffte selon les conditions de culture
(Sugiura, Ogami et al. 2012). Il a été par exenmpbatré que le gengsbAlest transcrit de
fagcon constitutive dans les conditions standardsla®ratoire. Le gengsbA2 n'est

guasiment pas transcrit dans des conditions darewtin aérobie, certains auteurs parlent dans
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ce cas de genes cryptiques (Summerfield, Toepel.2008) ou de génes « silencieux »
(Sicora, Ho et al. 2009). Le gépsbA2est faiblement transcrit dans des conditions dkeireu
en microaérobie (Kos, Deak et al. 2008; SicoragHal. 2009). Le gengsbA3quant a lui est
transcrit dans des conditions de stress de lunfiéxeou forte lumiére) (Kos, Deak et al.
2008; Sander, Nowaczyk et al. 2010).

Nous avons au laboratoire la souche sauvage WTagtBhborte une étiquette polyhistidine
sur la protéine CP43 qui permet la purification paromatographie d'affinité du
photosystéme II. Trois mutants de délétion de D1t dérivés de cette souche WT 43H. Dans
chacun de ses mutants, une seule version du gé@amtcta protéine D1 est présente. La
souche appelée WT*1 exprime uniquement le gest®Al la souche WT*2 uniquement le

genepsbA2et la souche WT*3 uniquement le ggrebA3

1.2.c. Différences entre les variants de D1

La caractérisation du PSIl provenant des différemiants et en particulier le lien entre la
nature des interactions entre les cofacteurs girdééine ainsi que les propriétés de ces
cofacteurs sont étudiés au laboratoire. Cette rebbeconcerne a la fois les processus de
régulation de la photosynthese et la caractérisalies parametres physico-chimiques qui
participent a une optimisation du fonctionnement'elezyme. Plusieurs études approfondies
concernant le mécanisme enzymatique du photosydtéae différentes souches de mutants
WT*1, WT*2, WT*3 ont été publiées (Sugiura, Ogantia. 2012; Sugiura, Azami et al.

2014; Sugiura and Boussac 2014; Sugiura, Ozakil.eR@l4). Les auteurs ont décrit

précisément comment le changement de certainssaciaénés de D1 entre les différents
variants de D1 pouvait induire des changements iagan des cofacteurs de la réaction

enzymatique du PSII.
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Figure 1.12 : Comparaison de la séquence en acides aminés de D1 cod

substitués avec PsbA2 (en bleu), avec PsbA3 (jaune), avec PsbA2 et PsbA3 (en vert). Les

caracteres (en rouge) montrent les différence entre PsbA2 et PsbA3 (Sugiura, Ogami et al.

2012).
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Des différences phénotypiques ont aussi été mise&vigence au niveau cellulaire chez les
différents variants de D1. Ogami et al (Ogami, Baaset al. 2012) ont étudié des différences
entre deux mutants de D1 : WT*1 (ne contenant qugehepsbA) et WT*3 (ne contenant
que le gengsbA3J en faible et forte lumiére. Les auteurs ont mdmjue la souche WT*3
pousse plus vite que la souche WT*1 en faible (blude photons fs?) et forte lumiére
(60 pmol de photons ™s?) (Figure 1.13). Les cellules de la souche WT*1sprient une
forme de haricot en faible et forte lumiére compata forme allongée de la souche WT*3 et
WT 43H (contenant les 3 genesbA (Figure 1.14) (Ogami, Boussac et al. 2012).
A B

1.0

1.0

0.D.730
O.D.?Sn

0 50 100 150
Time /h Time /h

Figure 1.13 : Courbes de croissance des souches WT 43H (triangle), WT*1 ne contenant que
psbAI (carré) et WT*3 ne contenant que psbA3 (rond), en conditions (A) de faible lumiere
(10 pmol de photons m™ s™) et (B) de forte lumiére (60 pmol de photons m? s™) (Ogami,
Boussac et al. 2012).

La forme en haricot et la croissance ralentie adisiles de WT*1 pourraient-elle étre due a
une mauvaise division des cellules ? Pour répoadrette question, il serait intéressant de
faire des études au niveau cellulaire et d'obsesveertaines des protéines responsables de
la division cellulaire cheZl. elongatussont régulées differemment selon le ggrsbA
exprimé (Miyagishima, Wolk et al. 2005; Marboutyagbez et al. 2009; Koksharova and
Babykin 2011). Pour ce genre d’étude, il convieamtngettre en place des outils permettant

d’étudier 'ensemble des protéinesTeelongatus
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B
43-H (wild type) WT*1
43-H (wild type)

I ro l €

Figure 1.14 : Image de microscopie des souches de 7. elongatus: WT 43H, WT*1, WT*3 en
conditions (A) de faible intensité de lumiere (10 umol de photons m? s?) et (B) de forte
intensité de lumiere (80 umol de photons m2s? (Ogami, Boussac et al. 2012).

A

Un des objectifs de ma thése a été de mettre ae mlas outils de protéomique sOr
elongatus Une différence connue entre les différents vasiate D1 est I'expression de la
protéine TII0287 chez le variant WT*2. Cette hénu@ine a été découverte au laboratoire
(Boussac, Koyama et al. 2013). Lors de I'étudediiérents variants de D1 avec des outils
de protéomique, TI0287 a été d'une grande utiitdnme témoin des expériences. Les
caractérisations physico-chimiques de I'hémopretéifll0287 de T. elongatus seront
développées dans le chapitre 4. Certaines propréétd autre cytochrome de type ¢ PshVv2
également découvert au laboratoire et exprimé @assuche WT 43H seront présentées dans
le chapitre 5.

1.3. Les cytochromes

Les hémoprotéines sont des protéines qui conti¢rmemoins un héme. lls peuvent assurer
diverses fonctions incluant la fixation réversidke I'oxygene moléculaire pour son transport
(hémoglobines) ou son stockage (myoglobines), lduaton de I'oxygéne en eau

(cytochromes oxydases), les transferts d’électr@yochromes b et c¢), des fonctions
monooxygénasiques (cytochromgg et peroxydasiques (catalases, peroxydases). be he
est constitué d’'un groupement prosthétique : umptpoine a fer, contenant quatre cycles
pyrroles liés par des ponts méthiniques et sulgstitde différents groupes périphériques
(Figure 1.15). Les porphyrines possédent un syst#glectronsr fortement conjugués. En

raison de leur structure électronique particulides, porphyrines sont des molécules tres
colorées qui absorbent dans le domaine de I'U\Wbigset ont un spectre tres caractéristique.

Le spectre d’absorption électronique des cytochsoast¢ sensible a I'état d’oxydoréduction.
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A. Pyrrole B. Porphyrines

Ligand axial

I

-

00C —CH,—CH, 1 CH,—CH,—CO00

Ligand axial

Figure 1.15 : (A) Noyau pyrrole, (B) porphyrine constituée de 4 noyaux pyrroles A, B, C, D.
Les groupements méthyls 1,3 et 5 et le groupements 6 et 7 sont les groupes périphériques
dérivés de la protoporphyrine IX.

Quatre bandes majoritaires sont désignées dardrd’ates longueurs d’onde décroissantes
para, 3, yetd. La bandey est la plus intense, elle est couramment appelgdebde Soret. La
forme réduite est souvent définie par la positi@s thandesx et B qui ont une position
caractéristique en forme de « bonnet d’ane ».

Les hémoprotéines different dans la nature du grqupsthétique et dans la composition en
acides aminés de la protéine. La nature et la dispo des groupements périphériques de la

porphyrine définissent trois grands types d’heénags,€) (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Groupes périphériques (R,, R4 et Rg) distinguant trois différents types d’hemes
selon la formule générale présentée en figure 1.15.

R, Rq Re
Hémea -Cy7H,0 -CH=CH, -CH=0
Hemeb | -CH=CH, _CH=CH, “CH,
Héme ¢ -CH-S (Cys) -CH-S (Cys) -CH;
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L’heme a sert de site a la réduction de I'oxygene moléculaire en eau dans la cytochrome c
oxydase.

L’héme b est présent dans les hémoglobines, myogeb cytochromes P450, catalases,
peroxydases et cytochromes de type b.

L’heme ¢ est obtenu par condensation de groupementls avec une ou plusieurs cystéines
peptidiques. Il se forme alors un ou plusieurs pdhtoéther. Le reste de la structure est
identique a celle de 'héme b. Dans la chaine mpyigique, en général, deux acides aminés
ou plus (X) séparent les deux résidus cystéinesd@éS)cytochromes de type c, on parle de
motif CXXCH.

1.3.a. La conformation des métalloporphyrines

La conformation des métalloporphyrines dépend dube et de la nature des ligands axiaux.
Les métalloporphyrines présentent une flexibili@nformationelle, inattendue chez des
composés aussi fortement conjugués. Ces confomsati@ttent en jeu des rotations autour
des ponts méthiniques, des liaisons Fe-N (pyrmmledles liaisons du noyau pyrrole (Shelnutt
J 1998) (Figure 1.16).

conformation plane ‘ forme « domée »

\ —
|
A | B
forme « selle de cheval» ‘ forme « ondulée »
C D

Figure 1.16 : Principales conformations adoptées par le squelette tétrapyrollique de I'heme.
(A) conformation plane a partir de laquelle 3 formes déformées sont définies : (B) domée, (C)
en selle de cheval et (D) ondulée (d'apres la these de S. Othman, adapté de (Hu, Morris et al.
1993).
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1.3.b. Propriétés d’oxydoréduction du fer hémique

Les cytochromes de type c interviennent trés sduwlams le transfert d’électrons. La réaction
d’oxydo-réduction d’'un cytochrome implique 1 selgoéron :

FE +le- 2 Fé
Le fer hémique peut se trouver dans une forme axy&&") appelée ferrique ou réduite
(FE€") appelée ferreuse. La relation qui gouverne centiai d’oxydo-réduction est I'équation

de Nernst :

[ox]
[red]

Avec E/ref = potentiel de I'électrode en présengeauple redox

E/ref =E f+RTl
/ref = Eg/re nFn

Eg/ref = potentiel redox moyen du couple redox considéré
R = constante des gaz parfaits (= 8,3144 ™ mor™)

n = nombre d’électron impliqués dans la réactemox

F = constante de Faraday (= 96500 C:Hol

T = température en Kelvin

1.3.c. Propriétés électroniques du fer hémique

Le fer dans sa forme ferrique (Peposséde 5 électrons d sur sa couche électromideene.
Ces 5 électrons peuvent occuper les orbitales miaiées dans une forme bas- ou haut-spin
(Figure 1.17). Le spin intermédiaire (3/2) existessdi, il est rencontré chez certains
cytochrome ¢’ en équilibre avec la forme 5/2.

BAS SPIN HAUT SPIN Orbitales
moléculaires
— |
/‘I ______ dx?_v?

—4— | —— |
_%_ # ______ d,
_%_ 4_ """""" dKV
(Spin=1/2) (Spin = 5/2)

Figure 1.17 : Représentation de I'occupation des orbitales moléculaires du Fe** dans I'état
bas spin (ou LS pour Low Spin) ou S = %2 et haut spin (ou HS pour High Spin) ou S = 5/2.
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Dans le cas des hémoprotéines, la configuratiorspis correspond a un ion ferrique 6-
coordonné avec deux ligands axiaux de champ fda ebnfiguration haut-spin correspond a
un ion ferrique 5- ou 6-coordonné, soit avec ur Bgand axial, soit avec un®8°ligand de
champ faible comme par exemplgOH

Le fer dans sa forme ferreuse {feosséde 6 électrons d sur sa couche externeodliete
qui sont répartis sur les différentes orbitaleséuoolaires. Le fer réduit peut alors se trouver
dans une forme bas spin qui correspond a un hémacbterdonné ou haut spin qui
correspond a un héme pentacoordonné (Figure 1.Q8).peut aussi avoir un spin

intermédiaire (S=1).

BAS SPIN HAUT SPIN Orbitales
moléculaires
4 ______ d?
S P [ 4,22
41, L | e d.
—4p— | —d—| d.
—tp— | —4— |- d
(Spin =0) (Spin = 2)

Figure 1.18 : Représentation de I'occupation des orbitales moléculaires du Fe?* dans I'état
bas spin (ou LS pour Low Spin) ou S = 0 et haut spin (ou HS pour High Spin) ou S = 2.

1.3.d. Les ligands du fer hémique

L’atome de fer des cytochromes présente 6 positpossibles de coordination. Quatre
positions sont occupées par les azotes des grgypedes et forment des liaisons Fe-N avec
la porphyrine, ce sont les ligands équatoriaux.xXPeutres positions de coordination peuvent
étre occupées par un ou deux ligands axiaux foyrarsles résidus des chaines latérales
d’acides aminés de la protéine.

Lorsque le champ de ligand est faible, les élestmmrépartissent pour occuper le plus grand
nombre possibles d’orbitales afin de satisfain@tfde de multiplicité de Hund. Les complexes
a I'état ferrique ou ferreux sont dans une formet lspin (HS) (avec S =5/2 ou S = 2).

En revanche, lorsque le champ de ligand est festcbmplexes a I'état ferrique ou ferreux
sont dans une forme bas sfavec S = 1/2 ou S = 0).

Le 6émeligand du fer peut étre de différentes naturessiBurs publications dans la littérature
ont étudié I'influence de la nature dﬁ[“%ligand axial de différents cytochromes de typ@rc s
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la valeur du potentiel redox moyen (Kirilovsky, Rehet al. 2004; Kilmartin, Maher et al.
2011). Pour TII0287 et PsbV2, les structures ditgjeaphiques ont permis de déterminer leur

6°Mligand axial.

1.3.e. Les cytochromes de type ¢

Les cytochromes de type ¢ ont un heme qui esthaitde facon covalente par deux liaisons
thioéther avec les deux cystéines du motif dedaature CXXCH de la protéine. L’histidine
du motif CXXCH est le ™ligand du fer (Figure 1.19).

- cy‘-—x— X —cys-HiS""
| \

i %
CH,—CH CH, /c//'-cu,

CH

" CHy CH,
CH=COM CH,=CO,H

6me ligand axial

Figure 1.19 : Heme de type c avec le motif CXXCH.

1.3.f. Les cytochromes de type c de e ongatus

Le cytochrome ¢ (Cyt ) et le cytochromesgy (Cyt G50 ont des roles importants dans le
transfert d’électron de la chaine photosynthétidgs cyanobacteéries.

Le Cyt ¢ est codé par le gereetd Il a été retrouvé sous forme soluble dans le tuhes
thylakoides ou il catalyse le transport d’électdancytochromeén6f au PSI, il peut aussi étre
un donneur d’électron a la cytochrome c oxydases darrespiration (Bialek, Nelson et al.
2008). Le fer hémique a comm&"8ligand axial une méthionine.

Le Cyt Gso est codé par le gempsbvl Avant d’avoir la structure cristallographique B6lI,
Shen et al. ont montré que le Cytcde Synechococcus vulcanésait associé de fagon
stochiométriqgue au complexe du PSIlI (Shen and 11@98). La structure cristallographique
a ensuite confirmé cette donnée. Le Gyt a aussi été trouveé sous forme soluble (Kirilovsky,

Roncel et al. 2004). La valeur de son potentiebxeghoyen est encore discuté aujourd’hui
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entre différentes équipes de recherches (Ishikith napp 2005; Kaminskaya, Kern et al.
2005; Guerrero, Sedoud et al. 2010; Roncel, Kigkyet al. 2012). Dans ce cytochrome, le
fer hémique a un®@®ligand axial qui est une histidine. Il a été mémue l'activité du PSII
du mutant de délétion du CyisgdeT. elongatusttait diminuée de 35-40 %. Il a été proposeé
que le role du Cytsgo soit de stabiliser la fixation des ionsCat CI qui sont essentiels a
I'activité du PSIlI (Roncel, Boussac et al. 2003)getil pourrait protéger la réduction du
cluster de manganéese (Kirilovsky, Roncel et al.420Chez la cyanobactéri&ynechocystis
6803 le remplacement du gepsbV1(qui code Cyt &0) par le géng@sbV2deT. elongatusa
été réalisé. Ce mutant présente une croissancealiotrophique, a un niveau un peu réduit
par rapport au sauvage. Les auteurs de ces exgesient conclu que PsbV2 pouvait
partiellement remplacer PsbV1 au niveau du PSltqKaltoh et al. 2001) .

Dans le génome d&. elongatusle genepsbV2 (locustll1284) est localisé entre le géne
psbV1(locustll1285) codant le Cyt g et le gengoetJcodant le Cyt g(locustll1283). PsbV2
présente respectivement 38 % d’identité de séquavee le Cyt g et 29 % avec le Cytsc

Le cytochrome PsbV2 est présent en petite quadétés la cellule, il a été découvert au
laboratoire car il a été copurifié avec le Cytocll a été retrouvé sous forme soluble en
guantité représentant seulement 1% de la quanti@yl gso (Kerfeld, Sawaya et al. 2003).
Un des objectifs de ma thése a été de caractdasphysico-chimie et la structure du

cytochrome de type c, PsbV2 (chapitre 5).

1.4. Objectifs

Le premier objectif du projet a été de mettre esc@ldes outils de protéomique sur des
extraits protéiques dE. elongatugpourétudier I'influence du remplacement du calcium lgar
strontium dans le milieu de culture deelongatusainsi que l'effet de I'expression des
différents variants de D1. Plusieurs études auaniveioléculaire avaient été réalisées au
laboratoire sur le PSII et I'objectif était d’élard'étude des différents variants de D1 du

niveau moléculaire au niveau cellulaire.

Le deuxieme objectif a été de caractériser 'hémidme TI1I0287, un cytochrome de type c,
exprimée uniquement dans la souche d’'un des var@mtD1 (ou seul le gemesbA2code
D1). Pour cela, des techniques d’absorption éleijtee et de résonance Raman ont été

utilisées. L'effet du pH sur TIl0287 oxydé et rédainsi que la structure de 'heme et ses
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différents ligands ont été étudiées. Des titrageox sur cette hémoprotéine ont également
été réalisées. Les différentes caractéristiquesegnen évidence suggérent que TII0287

pourrait étre un domaine senseur.

La troisieme obijectif été d’étudier un autre cytarhe de type c, PsbV2 deelongatusPour

cela, une quantité suffisante de protéine étaiessaire. Un mutant de surexpression de
PsbV2 avec le promoteur fort de 'enzyme de lagciia été réalisé lors d’'un stage que jai
effectué au Japon. Le potentiel redox trés basst®&'P et le spectre réduit ont pu étre ensuite

déterminés.

Les structures cristallographiques de TIl0287 ePdbV2 réalisées en collaboration avec le
laboratoire du Dr. Shen ont pu se rajouter auxaté@rsations de ces deux cytochromes de
T.elongatusdécouverts au laboratoire. TI10287 et psbV2 ontuystéine comme®8¢ ligand

axial mais les deux protéines présentent des émistaques particuliéres trés différentes.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Microbiologie

2.1.a. La bactérieEscherichia coli

Tous les constructions plasmidiques intermédiairésessaires a la création de souches
mutantes d& hermosynechococcus elongafilis elongatus sont effectuées dans différentes
souches bactériennesEscherichia coli(E.coli). Les souches &.coli : DH5a et XL1 blue
sont utiliséegpour I'amplification des constructions plasmidiquetermédiaires et la souche
BL21 (DE3)comme hobte d’expression. La bactéEe coli est cultivée soit en milieu LB,
NZY ou SOC (Tableau 2.1).

Tableau 2.1 : Composition des différents milieux de culture d'£E.coli Le pH des différents
milieux est ajusté a pH 7. Les milieux sont autoclavés a 120°C pendant 20 min.

Milieu LB NZY |SOC
Bactotryptone 10g |[10g [20g |
Extrait de levures |5 g 5g 5g
NaCl 10g |59 06g
MgS0y, 7H.0 { 249 25¢g
Glucose / / 369 |
KCI / / 029
MgCls, 6 H,0 / / 2g
H20 gsp 1L |qsp 1L |gsp 1L

2.1.b. La cyanobactérieT hermosynechococcus elongatus

Thermosynechococcus elongatus (T. elongatss)cultivée dans du milieu DTN (Tableau
2.2) avec ajout de CaLbu de SrCGl dans des incubateuddw Brunswick Scientific, Innova
4340 sous agitation rotative continue (120 rpm), utmreasphére enrichie en GQa 45°C et
lumiére continue (80 pmol de photoné#n En phase exponentielle de croissance, le temps
de génération de la souche sauvage est enviroh d€Boussac, Rappaport et al. 2004).
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Tableau 2.2 : Composition (A) du milieu DTN ajusté a pH 7.6 et (B) de la solution de
micronutriments. Les flacons de milieu DTN sont autoclavés 20 min a 120°C et ensuite 10 mM

de NaHCO; sont ajoutés.
A.

B.
micronutriments

concentration finale

H3BO3 8 mM

MnS04, H20 13.5 mM
ZnS04, 7H20 1.7 mM
CuS04, 5 H20 0.1 mM
NazMo04,2H20 0.1 mM
CoClz, 6 H20 0.3 mM
(NH4)2Ni(S04), 6H20 0.05 mM
NazSeO4 0.02 mM

H2S04 0.5mL/L

DTN 1X concentration finale
EDTA 2 Na 0.5 mM
MgS04, 7H,0 0.4 mM
KNO3 1 mM
NaNO3 8.2 mM
NazHPO4, 12H20 40 mM
FeNH4(S04)2, 12H20 4uM
NazS203 0.8 mM
NazS03 2.4 mM
Tricine 16 mM
(NH4)2S04 0.1 mM
+ solution de micronutriments 0.5 mL/L

Nous disposons de plusieurs souches de mutants mletéine D1 du photosysteme Il @e

elongatugSugiura, Ogami et al. 2012).

WT 43H :

il s’agit d’'une souche de phénotype sauvageséduemnt les 3 géngmsbAl

psbA2et psbA3qui codent la protéine D1. Cependant, des ségeerumant une cassette de

résistance a la kanamycine et une étiquette deistixlines ont été ajoutées a la suite du gene

codant la sous-unité CP43 en vue de la purificadio®SIl par chromatographie d’affinité sur

une colonne de nickel. Les 3 souches suivantes *IWAWT*2 et WT*3 sont dérivées de

cette souche WT 43H.

WT*1 : dans cette souche mutante, seul le gaibdlcode la protéine D1. Une partie des

genegpsbA2et psbA3est remplacée par une cassette de résistancéoaansphhénicol, et une

cassette de résistance a la streptomycine etp@&disomycine.

WT*2 : chez ce mutant, seul le gepsbA2code la protéine D1. Une partie des génes

psbAl et psbA3 est remplacée par une cassette de résistancest@ef@omycine et a la

spectinomycine, et une cassette de résistancel@actphenicol.

WT*3 : pour ce mutant, seul le gépeb/3 code la protéine D1. Une partie des genes

psbAlet psbA2est remplacée par une cassette de résistancéoaansphenicol.
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Tableau 2.3 : Caractéristiques des différentes souches de mutants de D1 de 7. elongatus en
fonction du géne psbA exprimé et résistance aux antibiotiques. Km = kanamycine (40 pg/mL
final), Sp = spectinomycine (10 pg/ml final), Sm = streptomycine (25 pg/ml final), Cm =
chloramphenicol (5 pg/mL final).

souche de T.elongatus géne(s) pour D1 résistance(s)
43H pshA1+psbA2+psbA3 Km
WT*1 pshAl Km/Sp/Sm/Cm
WT*2 psbA2 Km/Sp/Sm/Cm
WT*3 psbA3 Km/Cm

2.2. Biologie moléculaire : outils

2.2.a. Préparation d’ADN génomique dd. elongatus

La premiére étape avant d’amplifier de I'ADN de elongatusest d’en extraire I'’ADN
génomique. Pour ce faire, des cellulesTdelongatusultivées en milieu liquide (1 mL) sont
récoltées en phase exponentielle de croissanasepaifugation (5 000 g, 1 min). Le culot de
cellules est remis en suspension dans 400 uL deotamris EDTA (Tris HCI 10mM pH 8,
EDTA 10 mM). Il est également possible d’extrai®dN de quelques colonies de cellules
cultivées sur boite. Dans ce cas, les cellules susg#s en suspension directement dans 400
puL de tampon Tris EDTA. Ensuite, un volume de 4Q0de phénol contenant 0.5 % de SDS
(0.5%) est ajouté et mélangé. Apres centrifugat{®8000 g, 10 min, 4°C), la phase
supérieure du surnageant est récupérée. Un méantenant 200 uL de phénol et 200 uL de
chloroforme est ajouté puis mélangé. Apres cemaifion (13 000 g, 10 min, 4°C), la phase
supérieure est recupérée et additionnée de 40@|chldroforme pour éliminer toute trace de
phénol résiduel. Le mélange est a nouveau cengifa@ 000 g, 10 min, 4°C) et la phase
supérieure (aqueuse) est récupérée. L’ADN estgitégar addition de 600 pL d’'isopropanol
froid. Le mélange est centrifugé (13 000 g, 10 MfiC) puis le culot est lavé avec 500 pL
d’éthanol froid a 70%. Le culot d’ADN est ensuitxké et remis en suspension dans 50 pL

d'eau.
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2.2.b. Mutageneése dirigée

La méthode de mutagenése dirigée utilisée consisyamthétiser les deux brins du plasmide a
muter avec une ADN polymérase particuliére : Ru turbo provenant d’'un organisme
thermophile ArchaeunPyrococcus furiosuset réputée pour son faible taux d’erreur de
réplication. Cette réaction de mutagénése estsgmlkavec le kiQuickchange site directed
mutagenesige Stratagenedans les conditions prescrites par le fournissear.réaction
nécessite 2.5 unités d’enzyme, 125 ng de chaquecams0 ng du plasmide et de I'eau en
quantité suffisante pour avoir un volume final d& 5. Les produits d’amplification sont
ensuite traités 2 heures a 37°C avec I'endonuclBase afin d’éliminer la matrice ADN
parentale méthylée. A ce stade, les plasmides n#adises présentent des coupures simples
brins. Aprés transformation, 'ADN est réparé denbactérie pour générer de I’ADN double

brin muté.

2.2.c. Mini Préparation d’ADN plasmidique d’E. coli par lyse alcaline

Cette méthode consiste a extraire 'ADN plasmidigies bactéries par la méthode de lyse
alcaline (Birnboim, 1979) et a le purifier. Une tcwé de bactéries en phase stationnaire (3
mL) est centrifugée (3 500 g, 3 min, 4°C). Le cudet resuspendu dans une solution | (100
uL de Tris HCI pH8, EDTA 10 mM, glucose 50 mM) cenge a 4°C. Puis une solution |
(200 pL de NaOH 0.2 N, 1% SDS) est ajoutée au mgélaui est incubé sur la glace pendant
5 min pour lyser les bactéries. Enfin, une solutibr{150 uL d'acétate de potassium 3M)
conservée a 4°C est ajoutée afin de précipitepre®ines. Aprés une incubation sur glace (5
min), le mélange est centrifugé et du phénol esitéj(400 pL) pour une premiére extraction
des protéines. Toutes les centrifugations suivasgdent a 20 000g, 10 minutes a 4°C. Apres
une premiére centrifugation, la phase supérieuradditionnée d’un mélange composé de
200 pL de phénol et de 2@ de chloroforme, le tout est centrifugé. La phase supérieure

est lavée avec 400 uL de chloroforme afin d’éliminer le phénol puis le mélange est
centrifugé. La phase supérieure (aqueuse) est récupérée et 'ADN esigi@ par 600 L
d’éthanol 70 % glacial puis le mélange est cergéfu_e culot d’ADN est séché puis repris
dans 50 pL d’eau contenant de la RNAseA. Une altemm a cette méthode est I'extraction

d’ADN plasmidique par lyse alcaline suivie d’'unerifivation sur colonne d'affinité avec le
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kit QIAprep Miniprep de QiagerCette méthode plus colteuse évite notammenligation

contraignante de phénol et de chloroforme.

2.2.d. Amplification d’ADN par réaction de polymeérisation en chaine

La réaction de polymérisation en chaine (PCR ptalymerisation Chain Reactipmpermet
d’amplifier de I'ADN de facon exponentielle grace des enzymes thermostables.
L’amplification est réalisée dans un mélange réactel contenant de I'’ADN, de la Taq (pour
Thermophilus aquaticyipolymérasequper prime HF de Genetbpour 'ADN génomique et
rTAQ deToyobopour de 'ADN plasmidique), le tampon appropriéaaTlag polymérase,
deux amorces (25 pmol chacunes), Mg@ mM), des dNTPs (0.2 mM) et de I'eau en
quantité suffisante pour avoir un volume final de|8.. Le cycle d’amplification comporte
trois étapes : la dénaturation, I'hybridation aleematrice et I'élongation.

2.2.e. Analyse de I’ADN par digestion enzymatique

Cette analyse permet de déterminer la présencdtae de restriction dans un fragment
d’ADN apres digestion par les enzymes de restrictiorrespondantes et ainsi de vérifier la
nature et l'intégrité de 'ADN. Aprés digestion emzatique, les fragments d’ADN sont
séparés les uns des autres apres migration sueludiédectrophorese d’agarose (1% p/v).
L’ADN est réveélé par du bromure d’éthidium qui fresce lorsqu’il s’intercale dans la
molécule d’ADN. Connaissant la taille attendue chgment d’ADN (ou du plasmide) ainsi
que sa carte de restriction (déterminée a partdadgéquence théorique) et aprés comparaison
de la taille des fragments obtenus par rapportlascd’un marqueur de masse moléculaire, il
est possible de vérifier la position des coupuéadisées et ainsi vérifier la nature de 'ADN

digére.

2.2.f. Ligation

La ligation consiste a lier deux fragments d’ADNcdignaire, par exemple un ADN
plasmidique (appelé vecteur) avec un autre fragrd&DN (appelé insert). Le vecteur est
digéré par une ou deux enzymes de restrictiorstieasuite purifié puis déphosphorylé pour
éviter sa religation sur lui-méme. L'enzyme utiis@our la déphosphorylation est une

phosphatase alcaline bactérienne purifiee (BAP [Racterial Alkaline Phosphatagejui
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hydrolyse les phosphates 5’ de 'ADN. Le vectewédé est incubé en présence de I'enzyme
BAP dans son tampon (Tris HCI 10 mM, pH8) pendahédre a 37°C. L'insert, qui peut étre
un fragment d’ADN issu d’'une PCR ou provenant dautre plasmide, est digéré avec les
mémes enzymes que le vecteur. Aprés séparatiaimsgel d’agarose (1% p/v), le vecteur et
I'insert sont purifiés a I'aide du kisenelute spin columm.’ADN purifié est quantifié suite a
une seconde électrophorese par comparaison avesgriaale marqueurs calibrés. Le vecteur
et Iinsert sont incubés 1 h 30 a 16°C avec dedd®dNA ligase. Le produit de ligation est

ensuite intégré dans une bactérie par transformatio

2.2.g. Bactéries. coli compétentes pouttransformation par choc thermique

Le principe consiste a perméabiliser les membramestériennes lors d'un traitement

chimique.

Tableau 2.4 : Composition des tampons 1 et 2 pour la préparation de bactéries
compétentes.

Tampon 1 Concentration finale Tampon 2 |Concentration finale
RbCl 100 mM MOPS 10 mM
MnCly, 4H,0 |50 mM RbCl 10 mM
CH3ICOOK = CaCly, 2H,0 |75 mM
CaCly, 2H,0 (10 mM ;

2=z Glycérol 15 % (p/v)
Glycérol 15 % (p/v) =
H,0 mQ Bl H.O mQ gsp volume choisi
pH ajusté a pH 5,8 avec de l'acide acétique pH ajuste a pH 6,8 avec NaOH
Solution stérilisée par filtration Solution stérilisée par filtration

Une culture de 100 mL de la souckiel blued’E.coli en phase stationnaire (DO = 0,7 a 600
nm) est centrifugée a 5 000 g, 8 minutes a 4°Culet est repris dans un volume (30 mL) de
tampon 1 froid (Tableau 2.4). Le mélange est la@séinutes a incuber sur glace. Apres une
centrifugation de 8 minutes a 5 000 g, le culotreptis dans un volume (8 mL) de tampon 2
froid (Tableau 2.4). Le mélange est laissé 30 res#t incuber sur glace. Le mélange est
ensuite réparti dans des tubes (200 pL) qui sontédiatement congelés dans de l'azote
liquide pour étre ensuite stockés a -80°C. Cesébast ainsi préparées pourront étre

transformées par choc thermique.
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2.2.h. Transformation par choc thermique dE. coli

Cette méthode de transformation consiste a intredin ADN plasmidique dans une bactérie
par choc thermique selon la méthode de Hanabes.cellules compétentes (100 pL) sont
mélangées avec le produit de ligation (20 upL) ou ndetagenése. Aprés 30 minutes
d’'incubation sur glace, les cellules sont placé@s sécondes a 42°C puis transférées
immédiatement sur glace pendant 2 minutes. Du miliehe SOC (500 uL) (voir Tableau
2.1) est ajouté puis les cellules sont mises sgitat@n 1 heure a 37°C. Différents volumes
de cellules (10-50 et 200 pL) sont ensuite éta@emilieu sélectif dans une boite de Pétri.

2.2.1. Transformation par électroporation deT. elongatus

La transformation de cyanobactérieselongatusconsiste a introduire de ’ADN plasmidique
dans la cyanobactérie par choc électrique. L’AD&smidique dont la concentration finale
doit étre supérieure a 300 ng/uL est préparé av&it QiaPrepde Qiagenet 'ADN est élué
dans de I'eauDes cellules compétentes sont préalablement prépale la facon suivante.
Des cellulesT. elongatug50 mL) ayant atteint une DO a 730 nm compriseeedits et 1 sont
centrifugées (3500 g, 5 min, 20°C). Le culot epri;edans 100 mL de tampon (Tricine 2mM
pH8, EDTA 1mM). Les cellules sont centrifugées @%0 5 min, 20°C) puis lavées dans de
I'eau stérile (50 mL). Apres centrifugation (35005gmin, 20°C), les cellules sont & nouveau
lavées dans de I'eau stérile (25 mL). Ces étapdavage fragilisent les membranes. Le culot
est repris dans un petit volume d’eau stérile gptaature ambiante, la DO a 730 nm calculée
doit étre environ de 60. Une quantité de plasmitié @ pg de plasmide dans un volume
inférieur a 15 pL) est mélangée avec les cellutesp@tentes (40 pL) puis laissée sur glace 2
minutes. Un choc électrique est appliqué, puis dliemn DTN (voir Tableau 2.1) avec
bicarbonate est immédiatement ajouté. Les cellsded laissées a 45 °C a la lumiére sous

agitation puis étalées sur une boite de Pétri.

2.2.j. Sélection de clones dE. elongatus apres transformation

Apres transformation, les cellules sont étaléesbsiie de Pétri contenant du milieu DTN
gélosé en présence de la moitié de la quantitéidiatique requise pour la sélection. Si la

transformation s’est bien déroulée, des petitesnies vertes sont visibles sur boite aprés 7 a
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14 jours. Il est possible de bien différencierdetonies qui font environ 0.2 cm de diametre
Aprés 2 & 3 semaines. Chaque colonie est repigquéens 3™ boite contenant cette fois la
quantité d’antibiotique requise pour la sélectidpres environ 7 jours, ’ADN génomique est
analysé par PCR ou par digestion enzymatique. lases ayant le profil de restriction
attendu sont repiqués sur un&"3boite de Pétri contenant du milieu DTN géloséest |
antibiotiques. Une culture en milieu liquide estdée a partir de cetté™ boite. Puis 'ADN

est séquencé au laboratoire. Il est indispensableédfier la séquence en nucléotides des
constructions obtenues apres amplification par RCRotamment suite a l'insertion d’'une
mutation. Pour les expériences effectuées au Japdi\ est séquencé directement par le
laboratoire sur un appareil d@eckman Coulter — Genome LabGeXP — Genetic analysis

system

2.3. Biologie moléculaire : stratégies

Toutes les expériences décrites selon les strat@giwvantes dans le laboratoire de Miwa
Sugiura au Japon ont été effectuées pendant mge sta Juillet 2013. Les figures notées
(*MS) ont été réalisées par le Dr. Miwa Sugiura.

2.3.a. Construction des mutants de délétions dk0287

La stratégie de construction du plasmide permetiansupprimer le gen#l0287 dans des
souches d@&. elongatusest composée de trois étapes. Les deux premitesséconsistent a
récupérer les régions 5’ et 3’ du gene codant Blf0Rour les insérer de part et d’autre d'une
cassette de résistance a la gentamycine®{Gbans la troisiéme étape le gétli6287 est
remplacé par le genti0287 muté dont la partie centrale a été remplacée parcassette de
résistance a la gentamycine. Le gene muté estteristégré dans le génome teelongatus
par recombinaison homologue a la place du gid287. Des mutants de délétion du gene

codanttll0287 sont ainsi obtenus a partir des différentes saidee mutants de D1.

OClonage et insertion de la région 3’ dd10287

La premiere partie du clonage consiste a inséregédeon 3’ du genell0287 en aval de la
cassette de résistance a la gentamycine®{Guortée par le plasmide [pUE-5'Gm] (Figure
2.1). Pour cela, 'ADN génomique de elongatusest extrait et la partie 3’ du get®287
[tlI0287-3'] est amplifiée par PCR. Les amorces utiliséesmettent d’ajouter de part et
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d’autres les sites de restricti®ac| et ECOR. Aprés purification par extraction au phénol-
chloroforme, le produit PCR est digéré avec leyemesSacl et EcoRI ainsi que le plasmide
[PUE-5'Gm]. Aprés purification et ligation de cemdments digérés, le plasmide obtenu est

appelé [pUE-5'Gm-tlI37] : il contient la cassetterf3 suivie de la partie 3’ du genk0287.

) Hinc Il Kpn |
PUE-5'GM  Sphlq37 3o ggp Pstl ECORV SaclEcoR|
(stock: #6-H2) +1 7 ' 1161 1893

T. elongatus 43H Genome (Sacl) (EcoR 1)
+1 577 1577
t110287-5" HI0287 110287-3'
Saci™ *—EcoR |
t/577-Sc ti/1577R-EcR

digestion with Sacl and EcoR| «———————— Cloning 3'-region of 1110287 by PCR (1000 bp)

v
pUE-5'Gm-tll 3'

Hincll Kpnl
Sphl Pst| EcoRV gacl Neol EcoR |
+1 177852 832 4461 1893 1995 2011 2995
BTSN G cassette 7200

Figure 2.1 (*MS) : Clonage et insertion de la région 3’ de t//0287.
Amorce tll/577-Sc : 5'-ttttttgagctcGGAGGTGCTCCCATGGCC-3'.
Amorce tll/1577R-EcR : 5'-aaaaaagaattcTCCGTAGCAATATCAAGGAACAGG-3'.

[T1Clonage et insertion de la région 5’ dd10287

La deuxieme partie du clonage consiste a inséngfgioan 5’ du gendll0287 en amont de la
cassette de résistance a la gentamycine (Figuyes@dh un protocole similaire a celui décrit
pour la région 3’, a I'exception des enzymes déric®n utilisées qui sont icsphl et Pstl.

Le plasmide obtenu, contenant les régions 5’ eiu3jene codant TII0287 flanquant de part et

d’autre la cassette de résistance a la gentam{Gimg) est appelé pAUtIl0287.

(TT1Délétion du genell0287

Les souches dé&. elongatusWT 43 H, WT*1, WT*2 et WT*3 sont transformées paroc
électriqgue avec le plasmide AULtIl0287. Apres transformation, les clones bacté&isont
sélectionnés sur boite de Pétri contenant de laagsmine et le (ou les) autre(s)

antibiotique(s) approprié(s).
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pUE-5'Gm-tll 3'

Hinc Il Kpn
Sph| Pstl EcoRV gac| EcoR |
+ 1/37‘382 ol T 1893 1995 2995
psbE-5' .Gm" cassette 110287-3'

T. elongatus 43H Genome

(Sph ) (Pst1)
-1000 -1 577 1577
1 |
—1{ " tnozsz-5' m t0287-3 | —
SphA ‘739! |

tl/-1000-Sh  til/-001-PtR

digestion with Sph | and Pst| Cloning 5'-region of t110287 by PCR (1000 bp)

v

pUAUtII0287
Sph| EcoR| Kpnl Pstl EcoRV Sacl Ncol EcoR |

6&;»2 1007 1739 1841 1857 28147

——  HlI0287-5' GmA cassette t110287-3'  ———

Figure 2.2 (*MS) : Clonage et insertion de la région 5’ de t//0287.
Amorce tll/-1000-Sh : 5'-ttttttgcatgcGCCTTGGTATCCACAGCCATTCCG-3'.
Amorce tll/-001-PtR : 5'-aaaaaactgcagAGAAATGACCTCTCTATTAAATT-3'

2.3.b. Obtention des mutant de délétion de TIl0287

Plusieurs colonies ont été obtenues sur milieucsEkgpres transformation de. elongatus
(Figure 2.3) qui ont été ensuite repiquées etléath par PCR (Figure 2.4). La taille des
produits amplifiés du cadre ouvert de lecturetlf287 est de 1240 paires de bases dans le
témoin négatif qui est la souche WT 43H non modifi& droite du gel). Lorsqu’une partie du
géne est remplacée par la cassette de résistatweggentamycine, la taille des produits
amplifiés est alors de 1500 paires de bases. Nousops observer que tous les mutants
présentent une bande unique de 1500 paires de lmmkgsant une ségrégation complete.
Nous disposons désormais au laboratoire des ditferenutants de délétion: WT
43H/At10287, WT*1/Atll0287, WT*2/Atll0287, WT*3/Atll0287.
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Figure 2.3 : Mutants de délétion de TII0287. Colonies de 7. elongatus obtenues sur boites de
Pétri contenant un milieu nutritif sélectif (avec gentamycine) aprés transformation (A) et
repiquées a partir des colonies des boites présentées en A (B).

WT*1/ Atll0287
WT*2 / Atll0287
WT*3 / Atll0287
Témoin négatif : 43H

~
o
o~
o
=
=
~
o)
o
=

1500 bp gmlo.o_a?
—1240 bp (1110287 ORF)

Figure 2.4 : Produits PCR issus des différentes souches de mutants dont une partie du gene
t110287 a été remplacée par une cassette de résistance a la gentamycine. Gel d'agarose (1%).

2.3.c. Expression hétérologue de PsbV2 chezoli

Plusieurs exemples dans la littérature ont montri st possible de sur-exprimer de fagcon
hétérologue des cytochromes de type ¢ ¢hezoli. Pour exprimer un cytochrome de type c,
il est important que celui-ci soit adressé au paésipe d'E. coli pour étre correctement
maturé (Thony-Meyer, Fischer et al. 1995). Une ptioa a cependant été observée pour le
cytochrome g, d’Hydrogenobacter thermophiluscomme I'ont montré les travaux de
Sambongi et al. (Sambongi and Ferguson 1994). @elmpme a pu étre exprimé et maturé

dans le cytoplasme B: coli. Les auteurs ont attribué la formation de ce dytome de type
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c a un attachement spontané cytoplasmique de I'elm@rotéine thermostable correctement
repliée. Ces travaux révelent la complexité deylatese des cytochromes c chHezcoli
(Keightley, Sanders et al. 1998). Plusieurs exemgkns la littérature ont montré qu’il est
indispensable de rajouter des facteurs de mataralies cytochromes de type c pour
surexprimer de facon hétérologue certains cytocksode type ¢ chez. coli (Cho, Pakrasi et
al. 2000; Sanders and Lill 2000). Le systeme deuration des cytochromes de type ¢ chez
E .coliest un mécanisme complexe qui fait encore I'offjgh grand nombre de recherches et
de publications. Différentes protéines portéesl@gplasmide pEC86 sont nécessaires pour la
maturation des cytochromes de type ¢ dBecoli. Le systéme | comprend dix protéines CCm
(pour Cytochrome C Maturation(Figure 2.5). Dans le modéle d’étude de ce syst@{nanz,
Richard-Fogal et al. 2009; Richard-Fogal and Kr&040), deux grandes étapes ont éte
décrites. Premiérement, le complexe protéique Cc@BRitilise I'hydrolyse de I'’ATP pour
délivrer I'heme oxydé a la protéine chaperone Ccmhs I'héme est délivré de I'holoCcmE
au complexe CcmFH ou il est réduit probablementupa&r quinone de la membrane pour étre
ensuite transféré a l'apocytochrome c. La régubatiln systeme de maturation est trés
controlée cheZ.coli, les génes impliqués dans le processus de maturéicmA-H) sont
organisés en opéron. Ces génes sont exprimés smilem conditions anaérobiques et en
présence de nitrate. Cependant dans certainbecgsgession hétérologue de cytochromes de
type c a été possible en conditions aérobiques nyHMeyer, Fischer et al. 1995). Une
solution a été trouvée pour s’affranchir de cefigutation trés controlée, en transférant les
génes CcmA-H du locus chromosomique sur un plasmételant ainsi I'expression de ces
génes constitutive (Thony-Meyer, Fischer et al.5t9%anders and Lill 2000). Le plasmide
portant tous les génes nécessaires a la matudgmioytochromes de type ¢ du systeme | est
appelé pEC 86 (Schulz, Fabianek et al. 1999).
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Périplasme

Cytoplasme

ATP { ADP + Pi

ALA

Figure 2.5 : Modele d'étude du systeme I de maturation des cytochromes de type c chez
Escherichia coli. Adapté de (Kranz, Richard-Fogal et al. 2009). Les significations des
différentes abréviations sont: ALA pour acide alpha lévulinique qui est un précurseur de
I'heme, Ccm pour Cytochrome C Maturation, Q pour quinone.

OPlasmides utilisés

Le plasmide pET-22b+ (Figures 2.6 et 2.7) ptatséquence signalelB spécifique pour

adresser les protéines au périplasme et une ségadtampicilline (Amp). Le promoteur et
le terminateur T7 se situant de part et d'autred@8s Multiple Cloning Sitg¢ permettent de
séquencer les fragments clonés avec des amoroaficgms au promoteur et au terminateur
T7. Dans ce systéeme, le gene cloné dans le MCfBlas# sous le contrdle du promoteur de
'ARN polymérase T7. L'expression de 'ARN polymémde T7 est activée par le génome
de I'hnéte via un promoteur inductible a I'lPTG, duanscrit une phase ouverte de lecture

placée en amont du promoteur T7 dans le plasmide pE

Le plasmide pEC86 contient 'opéron complet degefars de maturation des cytochromes

de type c contenant les 8 gen€efHiABCDEFGH)ui sont exprimés de fagon constitutive
(Arslan 1998). Ce plasmide contient aussi une sarpide sélection conférant une résistance
au chloramphénicol (CR. J'ai pris contact avec deux laboratoires afiobtnir une souche

d’ E.coli BL21(DES3) transformée avec le plasmide pEC86 (Dr. Stuargusam, Oxford,
Angleterre et Dr. Soufian Ouchane, CNRS de Gif¥atette, France).
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T7 terminator
Xhol
MCS
Ncol
ﬁ”NB leader (224)
! T7 promoter
Amp resistance (4038)

PET22b+

| Lac | coding seq
5493bp

pBR322 origin

Figure 2.6 : Schéma du plasmide pET-22b+ (Novagen)

T7 promoter primer #69348-3

Bal Il T7 promoter lac operator Xbal tbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATACCCCAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATANTTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Nde| S pelB leader BamH| EcoR| Sacl
TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATE C

GCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC
MetLysTyrlLeulLeuProThrAlocAlcAloGlyleuleuleuleuAlocAloGIinProAloMetAl gMetAsplleGlyl leAsnSerAspProAsnSerSerSer

LAl gHotAs
Eag| ) signal peptidase >
Sall Hind Il Notl His-Tag < =

Bpu1102 |

44—
T7 terminator primer #69337-3

TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

pET-22b(+) cloning/expression region

Figure 2.7 : Séquence de la région de clonage et d'expression du plasmide pET-22b+ .Le
peptide signal est entouré en vert, la peptidase signal est entourée en orange, le promoteur
et le terminateur T7 sont entourés en bleu et les sites des deux enzymes de restriction
utilisées pour le clonage de psbV2 sont entourées en rose.

Trois étapes sont nécessaires pour insérer le ggmédans le plasmide pET-22bet pour
le transférer dans la souche contenant pEC86nsé@riion du géenesbV2dans le plasmide
pPET-22b+ , ii) correction des mutations induit@g, transfert du plasmide pET-22b+
contenant le gen@sbV2 dans différentes souchdd .21 d’E.coli (contenant ou non le
plasmide pEC86).
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OOInsertion du génepsbV2 dans le plasmide pET-22b+

Le génepsbV2est amplifié a partir de 'ADN génomique de elongatugpar PCR avec les
amorces 1 et 2 (Figure 2.8) contenant les siteestaction deNcol et Xhol. Le fragment de
PCR ainsi que le vecteur pET-22b+ sont digéréscpardeux enzymes de restriction. Aprés
purification et déphosphorylation, les deux fragteed’ADN sont ligués pour former le
plasmide [pET-22b+ + PsbV2]. Des bactéries XL1-Blgent transformées par choc
thermique avec ce produit de ligation afin d’ametiice nouveau plasmide. A I'issue de cette
transformation, les ADN plasmidiques de dix colgriiactériennes sont extraits. Un plasmide
ayant les bons profils de restriction est sélectopuis séquencé pour vérifier qu’il contient
bien le gengsbV2

Amorce 1 (38 bases)

5"- CG CTATCC GCCATG GCC GGG GTT GAT AAC TAT GTG ATC - 3

Nco ]
Amorce 2 (34 bases)

5 - C CGC ATG GCT CTC GAG CTA GGG GGC ACT GTC CGG - 3’
Xho I

Figure 2.8 : Amorces utilisées pour amplifier le gene psbV2 par PCR a partir de 'ADN
génomique de 7. elongatus. Les sites de restriction insérés lors de la PCR sont représentés en
caracteéres soulignés et en rose. Les bases identiques a celles de la séquence de psbV/2 sont
indiquées en italique.

OO00Correction du plasmide [pET-22b+ psbV2] par mutagenese dirigée

Pour cloner le génpsbV2dans le plasmide pET-22b+, deux nouveaux sitegesigiction
enzymatique ont été introduits avec les amorces.cBangements volontaires ont entrainé un
changement d’acides aminés dans la séquence pgtidCes mutations sont corrigées par

mutagenese dirigée avec les amorces 5 et 6 (F8ye

Amorce 5 (27 bases)

5'- CCG GCG ATG GCC BEGIGCCIGGGIGTTIGAT - 3’

Amorce 6 (27 bases)

5 - BATCIAACICEENGGENCGE GGC CAT CGC CGG - 3’

Figure 2.9 : Amorces utilisées pour la mutagenese dirigée sur le géne psblV2 de T. elongatus
introduit dans le plasmide pET-22b+. Le fragment de la séquence correspondant a pET-
22b+ est en bleu turquoise et les fragments de la séquence correspondant au gene psbl/2
sont en rose.
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Les produits de la mutagenése dirigée sont engiiiroduits dans des bactériesoli XL1-

Blue par transformation. Des clones sont sélectionnédaite contenant du milieu LB avec
ampicilline puis 'ADN plasmidique d'un clone avean bon profil de restriction est
sélectionné et vérifié par séquencage. Ce plasestleensuite introduit par transformation

dans des soucheskdtoli BL21(DE3)contenant ou pas le plasmide pEC86.

2.3.d. Expression de PsbV2 non mature ché&zcoli

Plusieurs souches de bactéiesoli BL21(DE3)ont été cultivées une nuit a 37°C. La souche
qui n'a pas subi de transformation et celle quitiem pEC86 servent de souches témoins
comparees a celle contenant les deux plasmides-22BF + psbv2 et pEC86. Les souches
sont ensuite diluées pour avoir une DO=600 nm) de 0,3. La température est diminuée a
28°C et la surexpression est induite par additisnpropyl 3-D-thiogalactopyranoside (IPTG

a 0.4 mM final) quand la culture atteint une DO=600 nm) de 0.6. A ce stade, I'acide
amino lévulinique (1 mM final) qui est un précursde I’heme peut aussi étre ajouté.

Dans I'expérience suivante, les bactéries BL21(D&&c ou sans plasmide pEC86 sont les
témoins négatifs. Une souche d’expressida. doli BL21(DE3) contenant déja le plasmide
(PEC86) est transformée avec le plasmide [pET-22bpsbV3. Les souches bactériennes
(BL21(DE3)), (BL21 (DE3) + pECS86) et (BL21 (DE3)pECS6 + [pET-22b+ psbV3) ont

été induites. Les cultures ont été placées a 28f@ cette température, il y a moins de risque
de former des corps d’inclusion qu’a 37°C. Aprest @4h d’induction, les protéines extraites
d’E. coli sont analysées sur g&®S-PAGEcolorés soit avec du bleu de Coomassie (Figure
2.10A) soit avec une coloration spécifique deséinais a heme, le TMBZ (Figure 2.10B).
Une protéine contenant un heme (Figure 2.10B) estepte dans les lysats bactérieris. d’
coli BL21 contenant les facteurs de maturation (+ pEL 626le plasmide [pET-22b+ +
psbV3 (en rose) mais aussi dans ceux contenant uniqueleg facteurs de maturation (+
pEC 86) (en bleu). Cette bande ne correspond darcapl’expression du géemsbVv2 I
correspond forcément a une protéine exprimée paldemide pEC86, car dans le lysat
bactérien de la souche (BL21(DE3)) ne contenantl@gdasmide pEC86 (en noir), cette
bande supplémentaire n'est pas observée. La bapgdémentaire observée aprés 6h et 24h
d’induction (en bleu et en rose) pourrait correspondre a la protéine CcmE qui a une

masse moléculaire prédite de 18 300 Da et qui contient un heme.
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BL21
A. BL21 + pEC86
BL21 + pECB6 + [PET22b* + psbV2]
Tps d'induction (h): 0 6 24 0 6 24 | 0 6 24

l

| PsbV2

Figure 2.10 : SDS-PAGE de lysats d'E.coli apres ajout d'IPTG a différents temps : t= 0, t=6h et
t=24h pour la souche (BL21(DE3)) (en noir), la souche (BL21 + pEC86) (en bleu) et la souche
(BL21 + pEC86 + [pET-22b+ + psbV2)) (en rose). Les gels sont colorés au bleu de Coomassie
(A) ou avec une coloration spécifique des hémes: le TMBZ (B). Le témoin T+ est un
échantillon de PsbV2 (15 950 Da) partiellement purifié. Avant d'étre déposés, les échantillons
ont été repris dans du tampon dénaturant ne contenant pas d'agents réducteurs.

Tableau 2.5: Masses moléculaires théoriques calculées a partir de la séquence en acides
aminés de |'apo- et de I'holo-cytochrome PsbV2. La masse moléculaire de I'heme est de 616
daltons.

masse moléculaire en Da
PshV2 avec peptide signal, sans héme 17 477
PsbV2 sans peptide signal, sans héme 15 337
PsbV2 sans peptide signal, avec héme 15 950

Les trois différentes souches bactériennés doli (BL21 (DE3)), (BL21(DE3) + pEC 86) et
(BL21(DE3) + pEC 86 + [pET-22b+ #sbV3) ont été construites au laboratoire puis
envoyées dans le laboratoire du Dr. M. Sugiura @tngr analysées en spectrométrie de masse
afin de voir si il était possible de détecter dgmaux méme faible de PsbV2 mature. Les 3
souches ont été cultivées a 37°C puis ont été gda@@8°C aprés ajout d’'inducteur (IPTG) et
d’acidea-lévulinique (précurseur de I’'hnéme) pendant 2 heure

Dans la souche (BL21(DE3) + pEC 86 + [pET-22b+psbV3) uniquement, deux signaux

supplémentaires ont été observés. Le premier sigméat = 15 337 Da) correspond
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exactement a la masse de I'apocytochrome : Psbv2 st peptide signal et sans son heme.
Le second signal (m/z = 17 549 Da) pourrait comesipe a I'apocytochrome : PsbV2 avec
son peptide signal et sans son heme. En revarelgptéine CcmE mature dont la masse
théorique est de 18 300 Da, n'a pas été observéspectrométrie de masse. Le temps
d’induction de 2h effectué dans cette expérienastnprobablement pas suffisant pas pour
gue la protéine CcmE soit exprimée et détectégeatmmeétrie de masse, alors qu’apres 6h
et 24h d’'induction, elle est détectée sur$e5-PAGEcoloré au TMBZ.

La signature de PsbV2 mature (15 950 Da) n'a éigctie, ni sur gebDS- PAGEcoloré au
bleu ou au TMBZ, ni par analyse en spectrométrienersse chez les bactérigs coli
(BL21(DE3) + pEC 86 + [pET-22b+ psbV3).

2.3.e. Expression homologue de PsbV2 ch&zelongatus

L’objectif de cette stratégie est de sur-exprimerfaton homologue la protéine PsbV2Tde
elongatusdans la cyanobactérié. elongatussous le contréle du promoteur fort de la
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygénaskis€o). Trois étapes sont nécessaires : i)
insertion d’'un site de restriction spécifique ddmgplasmide contenant le promoteur de la
rubisco, ii) amplification du genesbV2a partir de '’ADN génomique dE. elongatuset de le
cloner apres le promoteur de la Rubisco, iii) agune cassette de sélection (résistance a la
spectinomycine et a la streptomycine) sur le pldsngsontenant le promoteur de la rubisco et
le génepsbV2 Enfin les cyanobactéries de la souche WT*3 soatsformées avec le

plasmide complet.

O Insertion d’'un site de restriction Pst | dans le vecteur contenant le promoteur de la

Rubisco

Le site de restrictiotdinc Il est remplacé par mutagenéese dirigée par lePstd dans le
plasmide [pBA5’-PrubL-SmtA-A3’] qui contient le pmoteur de la large sous-unité de la
Rubisco (Figure 2.11). Ce nouveau plasmide d’ADNtémappelé [pBA5’-PrubL-SmtA-
A3'(Pt)] est apres purification analysé par resimic et la construction est vérifiee par

séquencage.
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pBA5'-PrubL-smtA-A3'

Sac | Xba | Nde |
1 839

psbA1-5' | PRuBP-L

) Primers: smtA/174_Pt & smtA/174_PiR
PCR (Quick Change)

Ls pBA5-PrubL-smtA-A3'(Pt)

Figure 211 (*MS): Construction du plasmide [pBA5'-PrubL-SmtA-A3'(Pt)] par le
remplacement du site Hinc II par Pst I dans le plasmide [pBA5’-PrubL-SmtA-A3'] (Dr. Miwa
Sugiura). Les deux amorces utilisées pour la mutageneése dirigée sont :

Amorce smtA/A174_Pt : 5'-GCTGTACTTGTCACCAATAGctgcagGGTCGCTCCT-3'

Amorce smtA/174_PtR : 5'-AGGAGCGACCctgcagCTATTGGTGACAAGTACAGC-3’

OOInsertion du genepsbV2 sous contrdle du promoteur de la Rubisco

Le genepsbV2est amplifié a partir de 'ADN génomique de elongatugpar PCR avec les
amorces V2/001-Nd et V2/580R-Pt. Le plasmide [pBREIbL-SmtA-A3’(Pt)] et le gene
amplifié de psbV2sont digérés par les enzymes de restrictiNde | et Pst I. Les deux
fragments d’ADN obtenus sont purifiés. Apres déphosylation du plasmide, le plasmide et
I'insert sont ensuite ligués pour former le plasenifpBA5’-PrubL-psbV2-A3’(Pt)]. Le

plasmide est vérifié par séquencage (avec les amétbc / 131) (Figure 2.12).
000 Insertion d’une cassette de résistance [Sp/Sin

Afin de sélectionner les clones ayant intégré ésplide [pBA5’-PrubL-psbV2-A3'(Pt)], il est
indispensable d’y ajouter une cassette de résistanm antibiotique différent de celui de la
souche initiale WT*3. Le géne de résistance a kctipomycine et a la streptomycine est
porté par le plasmide [pDW(g]. Ce gene de résistasteloné aprés le gepsbV2 Les deux
plasmides [pBA5’-PrubL-psbV2-A3’(Pt)] et [pDW(g] sbuligérés par I'enzymést . Le
vecteur [pBA5’-PrubL-psbV2-A3'(Pt)] est déphosphiérpuis le vecteur et l'insert [Sp/Sin
sont purifiés sur gel d’agarose. Les deux fragmelweDN sont ligués puis les clones
bactériens issus de la transformation sont analysedigestion, sélectionnés puis vérifies par

séquencage. Le plasmide final contenant le g&b¥2derriere le promoteur de la rubisco
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pBA5'-PrubL-smtA-A3' (Pt) Xba |

Sac Xba | Nde | pst1 29%%kpn |
- 839 1146 1320 2330
— 1 psbAl-5'| Pruspi sbA2-3' |———

T. elongatus 43H Genome
(Ndel) (Pst 1)
+1 580

psbvz

V2/001-N V2/580R-Pt

Nde st |

digestion with Nde | and Pst] < Cloning psbV2 by PCR (580 bp)

A/
pBA5'-PrubL-psbV2-A3' Xba |
245

Sac | Xba | Nde | Pst | pn |
839 1146 1729 2748
——{ psbA1-5' | PruspL [T 07000 psbA2-3' ——

Rbc/131

Confirm the nucleotide sequence of psbV2 (using Rbc/131 primer)

Figure 2.12 (*MS) : Insertion de psbl2 dans le plasmide [pBA5'-PrubL-SmtA-A3'(Pt)]
contenant le promoteur de la Rubisco. Les amorces ayant servi a amplifier le gene psbl2
sont les suivantes :

Amorce V2/001Nd : 5'-ttttttCatATGTACCAACCTCACTTTTGGCAACGG-3'

Amorce V2/580R-Pt : 5'-aaaaaactgcagAAAATTAAGGGGTGCAAGATTCACC-3'

pBA5'-PrubL-psbV2-A3' Xba |
Sac| Xba | Nde | Pst | = pn |
1 839 1 \46 1729 2748
— T psbAi-5"| PrusPL sbA2-3' ———
pDW
gstl Sph Pst |
+1 281 2038

Xba |
Sph I/Pst A492,
4

Sac | Xba | Nde | Pst I/Sph | Sph | 3767 pnl
1 839 1146 1729 2009 792
— | psbA1-5' | PRuBP-L psbVv2 Sp/SmF psbA2-3'

Figure 2.13 (*MS) : Insertion de la cassette de résistance a la spectinomycine et a la
streptomycine (en bleu).
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ainsi que la cassette de résistance SP/&shensuite extrait du clone bactérien sélecti@iné
est transfecté par électroporation dans la soucht8\We T. elongatus

2.4. Biochimie : outils

2.4.a.SDS-PAGE

Les gels d’électrophorese en conditions dénatusaappelés ausSDS-PAGE(pour SDS
Polyacrylamide Gel Electrophoregipermettent de séparer les protéines en foncwoleur
masse moléculaire. Le systeme utilisé au labortegtMiniprotean Il de BIO-RAD La
composition des gels utilisés (15% acrylamide, @@ pour la migration sont ceux décrits
par Schagger et Jagow (Tableau 2.6). Les échardtilkmnt dilués dans du tampon de
dénaturation concentré cing fois (Tris 250 mM a8 glycérol 50 %, SDS 20%, Serva blue
G 0.05%) et sont bouillis 3 minutes a 100°C au {ma@mie avant d’étre chargés sur le gel. La
migration se fait 30 minutes a 30 mA constant gus0 mA constant a 4°C pour deux gels
(pour un gel, 'ampérage est divisé par deux). Ag@ectrophorese, le gel peut étre coloré au
bleu de Coomassie. Il est lavé quinze minutes dari®&au puis coloré pendant 1 heure dans
une solution contenant du bleu de Coomassie G28d @ w/v), de I'éthanol (40 %) et de
I'acide acétique (10 %). Il est ensuite décoloré@sdane solution contenant un mélange
d’éthanol (20 %) et d’acide acétique (10 %). Ladlié@tion est stoppée en mettant le gel

dans de l'eau.

Tableau 2.6 : Composition pour deux gels dénaturants SDS Page 15 %, urée 5M. APS pour

persulfate d'ammonium.

Gel de concentration 5 %|Gel de séparation 15 %
Acrylamide [49.5 % total / 3 % crosslinker] [520 uL 2,25 mL
Tampeon tris 3M, pH=8.45, SDS 0.3 % 1,24 mL 2,5 mL
Glycérol / 19
Urée / 225¢g
H,0 mQ 3,24 mL 500 uL
APS 10 % (p/v) 25 uL 30 L
Temed 10 pL 12 L
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OColoration desSDS-PAGE au nitrate d’argent

Apres fixation des protéines et sensibilisatiorgdl le gel de polyacrylamide peut étre coloré
au nitrate d’argent. Il est incubé dans une salutiontenant des ions argent gpuis dans
une solution contenant du carbonate de sodiumG®g et de formaldéhyde (HCOH) qui
réduit ces ions argent en argent métallique’Aasoluble et visible. Le protocole est résumé
dans le tableau 2.7).

Tableau 2.7 : Protocole de coloration a I'argent des SDS-PAGE et des BN-PAGE.

Lavage H,O distillée 5 min
Fixation 10 % CH;COOH + 40 % Ethanol mini. 15 min
Sensibilisation 30 % Ethanol + Na,5,0; (2 g/L) + CH;COONa (68 g/L) |30 min
Lavages H,0 distillée 3*5 min
Coloration AgNO; (2,5 g/L) (ref 6207.1 du fournisseur Roth) 20 min
Lavages H,O distillée 2%1 min
révélation Na,CO; (25 g/L) + 0,04 % formaldéhyde

Arrét de la réaction |EDTA (14,6 g/1) 10 min
lavage H,0 distillée 3*5 min

O0ODétection des hemes par le TMBZ

Apres SDS-PAGE Ja visualisation des héme de type c est effeciudaide de 3,3',5,5'-
tetraméthylbenzidindTMBZ) (Thomas, Ryan et al. 1976; Miller and Nichsl1984). La
coloration des hémes de type c provient de leuvitctpéroxydasique qui en oxydant le
TMBZ fixé, lui fait prendre une couleur turquoisée gel est rincé deux fois a 'eau, il est
ensuite placé dans un mélange de solution A (6 M4BZ 1.5 mg/mL dans du méthanol) et
de solution B (14 mL : acétate de sodium 0.25 M).dgel est incubé 1 heure a température
ambiante dans ce mélange, a 'abri de la lumiere &blution de kD, (0,1% final, 68 pL a
30%) est ajoutée goutte a goutte (révélation daiViaé péroxydase des hemes), la coloration
augmente jusqu'a 30 minutes. Le gel est ensuiteépldans une solution bloquante

(isopropanol 30 %, acétate de sodium 0.18 M).
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OO0ODétection des hemes par ECL direct

Cette méthode est inspirée du protocole de Feistnar (Feissner, Xiang et al. 2003). Elle
permet de détecter directement I'activité péroxgabes hemes par électrochemiluminescence
(ECL). Les protéines sont séparées sur urSg-PAGEL5%, urée 5M puis transférées sur
une membrane de PVDF. Apres le transfert, la mangest rincée avec du tampon PBS
(NaCl 1.4 M, KCI 30 mM, NgHPO, 55 mM, KH,PO, 14 mM) puis égouttée. Elle est ensuite
incubée 1 minute dans un mélange de solution Al(3Tris /HCI 100 mM pH 8.5, acide
coumarique 90 mM d’une solution stock solubilisé@sidu DMSO, 1.66 pL de,8, 30%)

et de solution B (3 mL : Tris /HCI 100 mM pH 8.mminol = 3-Aminophtalhydrazin 250
mM). La membrane est séchée délicatement sur uerpapsorbant. Un film photographique
est exposé de quelques secondes a quelques mémutEmntact avec la membrane puis est

révélé.

2.4.b. Purification des protéines

OPurification des protéines par interactions hydroplobes

Dans ce type de chromatographie, les moléculesligmst sur la phase stationnaipar des
interactions hydrophobes. La séparation des prdése fait en fonction de leur degré
d’hydrophobicité. Une large majorité des protéipest étre adsorbée sur ce type de support.
En effet, huit acides aminés ont des chaines lagde nature hydrophobe comportant des
groupements cycliques (la phénylalanine, la tymsie tryptophane) ou aliphatiques (la
leucine, I'isoleucine, la valine, I'alanine et damse moindre mesure la méthionine). L'effet
hydrophobe contraint les protéines a caractéredpyaibe a s'associer entre elles plutdt qu'a
s'’hydrater. L’élution de ces types de colonne gedfans un tampon contenant peu de sels. La
colonne utilisée est constituée d’'une résine denylh&epharosédast flow sur laquelle sont
fixés des groupements hydrophobes phényl. Les citagraphies se font dans une colonne
de typeGE Healthcare XK1§16 cm de diamétre, 20 cm de hauteur) connectée #HPLC.

OOPurification des protéines par exclusion de taille

La chromatographie d’exclusion stérique (ou filratsur gel) permet de séparer les protéines
selon leur rayon de Stockes qui rend compte dertad des molécules et de leur masse. Les
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billes qui constituent le gel sont poreuses et armainsi un réseau tridimensionnel dont
I'accessibilité pour les protéines est détermingela taille des pores. Suivant leur taille, les
molécules sont exclues ou non des pores et auomat wh temps de résidence a l'intérieur de
la colonne inversement proportionnel a leur tailkss molécules exclues traversent la colonne
directement entre les billes (sans traverser lesspaalors que les petites molécules sont
retardées par leur passage a lintérieur des billestemps (ou le volume) d’élution est
d’autant plus élevé que la molécule est de petilie t

La colonne de filtration sur gel est constituéend'matrice de type dextr&ephadex G-75
ayant une capacité de fractionnement allant de 30akDa Pharmacia Biotech GE
Healthcare Hiload XK26 cm de diamétre, 60 cm de hauteur). La circulatie la phase
mobile est assurée par une pompe péristaltiirar(macia Biotech P-50 La colonne est
connectée a sa sortie a un détecteur UV-visibde&SCO UV-207)7couplé a un enregistreur
graphique permettant de suivre I'élution des md&xgelon leur absorption. Un collecteur de
fractions Model 1200 PUPcompléte le montage.

OO0OPurification de protéines par chromatographie échageuse d’ions

La séparation des protéines se fait en fonctiofedecharge globale, celle-ci dépendant de
leur point isoélectrique (pl) et du pH du tampomgiéequel elles se trouvent. L'échantillon
est déposé sur la colonne équilibrée préalablemérible force ionique (tricine 10 mM). Les
protéines chargées sont retenues sur la colonseétuges progressivement par un gradient
linéaire croissant allant de 0 a 1 M de NaCl. Dggpes de colonne sont utilisées : une résine
échangeuse d’anions dont la matrice est chargééveasent grace a des groupements [—
CH,-N"(CHs)3] (MonoQ 5/50 GL de GE Healthcgret une résine échangeuse de cations dont
la matrice est chargée négativement grace a depgments [-CHSO;] (MonoS 5/50 GL

de GE Healthcare)Ces chromatographies sont réalisées en phadddiguhaute pression
(HPLC).

2.5. Biochimie : stratégies de purification

2.5.a. Séparation des fractions soluble et membraima pour la purification
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Les cellules dd. elongatuen phase stationnaire sont centrifugées (3000mgn625°C). Le
culot de cellules est lavé dans un tampon 1 (gbjcEd %, MES 40 mM, Cagll5 mM,
MgCl, 15 mM a pH 6,5) puis centrifugé (10 000 g, 12 milrg culot de cellules est repris
dans le méme tampon 1 que précédemment mais cetis H&dditionné
d’antiprotéases (benzamidine 1 mM et aa@demino-n caproique 1 mM), de sérum albumine
bovine 0.2 % et d’'une pointe de spatule de DNAssu@ du pancréas boviBigma Aldrici.

Les cellules sont cassées aprés deux passagesesda de French (700 PSI). Le mélange est
ensuite centrifugé (4000 g, 6 min, 25°C) pour élieniles cellules non casseées. Le surnageant
qui contient les membranes et les protéines sdwgecentrifugé (50 000 g, 25 min, 4°C). Le
surnageant qui contient les protéines solublesneste coté et les membranes qui sont dans
le culot sont resuspendues dans le tampon 1 puoisfagées de nouveau (50 000 g, 25 min a
4°C). Cette étape de lavage des membranes eséeépéis fois. Les protéines issues des

quatre surnageants successifs constituent ladrastluble.

2.5.b. Purification du cytochrome PsbVv2

Le cytochrome PsbV2 est purifié a partir de lztitn soluble des protéines de elongatus
par trois étapes principales successives de chogmagtthie : une colonne de filtration sur gel,
une chromatographie d’interactions hydrophobes,ueé chromatographie échangeuse
d’anions.La fraction soluble des protéines Beelongatugobtenues selon la méthode décrite
dans le paragraphe précédent) est mise en prédent® % de sulfate d’ammonium, laissée
30 minutes sous agitation puis centrifugée (10 @080 min). Le surnageant, qui contient les
protéines qui n‘ont pas été précipitées a 45 %, pesté cette fois a 50 % de sulfate
d’ammonium. Le mélange est centrifugé et le suraagest ensuite passé sur une colonne
hydrophobe d@hényl sépharose fast floafin d’éliminer les abondantes phycobiliprotéines.
La colonne est lavée avec du sulfate d’ammoniudng) et les protéines sont éluées avec
une solution de sulfate d’ammonium (3 %). Les pe¥es fractions éluées contiennent les
phycobiliprotéines de couleur bleue et les fracti@uivantes contiennent un mélange de
cytochromes identifiés par leur pic d’absorptiodZ6 nm et d’'une couleur caractéristique
proche du rouge « cognac ». Ces derniéres soneotyges sur filtre Amicon 3 KDa puis
passées sur une colonne de gel filtration (tricicGemM, NaCl 100 mM a pH 7,6). Les
fractions contenant PsbV2 sont identifiées par tspscopie UV-visible et sont concentrées
puis additionnées de sulfate d’ammonium (40 %). Wheomatographie sur colonne
hydrophobe de phényl sépharose en HPLC est réali&ation se fait avec un gradient de
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sulfate d’'ammonium (de 40 a 0 %). Les échantillomstenant PsbV2 sont sélectionnés grace
a leur spectre d’absorption dans le visible et sassemblés pour étre dialysés contre du
tampon (tricine 10 mM a pH 7.5). Une chromatograpiir colonne échangeuse d’anions
MonoQ est ensuite réalisée. Les fractions éluées avagradient de sels (de 0 a 1 M NaCl)

contenant PsbV2 sont ensuite diluées et recone=nsig filtreAmicon 3K

Cytochrome PsbV2
Cytochrome C550+ferredoxine

Cytochrome C550

Ferredoxine

Figure 2.14 : Séparation de protéines solubles sur une colonne de chromatographie
hydrophobe.

2.5.c. Purification du cytochrome ¢

La purification du Cyt g s’effectue sur des fractions de filtration sur gbtenues lors de la
purification de PsbV2 non surexprimé. L'analyse dexctions de filtration sur gel par
spectrophotométrie UV-visible permet de sélectioneg fractions contenant le Cygréduit.
Ces fractions sont rassemblées puis saturées &vec @ sulfate d’ammonium puis passées
sur colonne hydrophobe. Cette étape permet de wtecd’échantillon. La fraction éluée
avec de I'eau contenant le Cytest concentrée sur filt’emicon 3K L'échantillon est ensuite
dialysé dans du tampon (tricine 5 mM pH 8.5) pdimiéer le sulfate d’'ammonium. Une
chromatographie sur colonne échangeuse d’'anidlen@(Q est réalisée. Les fractions sont
analysées par spectroscopie UV-visible. Toutes flastions contenant du Cyts sont
rassemblées, dessalées et concentrées sur Ailtreon 3K puis passées sur colonne
échangeuse de cations dans du tampon (MES 10 piVI55) et éluées avec un gradient de
sels (de 0 a 1 M NacCl). Un échantillon purifié dg G est ainsi obtenu.
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Figure 2.15 : Fraction issue de gel filtration contenant le Cyt c¢ saturée avec 30 % de sulfate
d'ammonium (A) et passage de cette fraction sur colonne hydrophobe (B).

2.5.d. Purification de I’hémoprotéine Tl10287

L’hémoprotéine TII0287 est purifiee a partir de ftaction soluble des protéines de
elongatuspar quatre étapes successives de chromatographéechromatographie d’affinité,
une filtration sur gel, une chromatographie échasgel’anions et enfin une chromatographie
échangeuse de cations.

La fraction soluble des protéines @eelongatusest déposée sur une colonne contenant de la
résine d'affinittProBond ™ (Invitrogen)sur laquelle sont greffés des groupements acide
iminodiacétique (IDA). Le groupement IDA fixe lesnis (Nf*) par trois coordinations. La
résine est ensuite lavée avec un tampon (glycééb lbétaine 1 M, Cagl5 mM, MgC} 15

mM, NaCl 100 mM, histidine 1 mM, MES 40 mfADM 0.03 %, pH 6.5) pendant la nuit (15-
18h) avec un faible débit. L’hémoprotéine TIlI028¥ comporte pas d’étiquettes 6-histidines,
elle interagit avec la résine Ni-IDA par d’autrgpés de liaison, probablement via la présence
de patchs électronégatifs ou de patchs histidires surface. Il est élué par compétition avec
un tampon contenant 180 mM d’histidine (glycérotd, bétaine 1M, Cagll5 mM, MgCh

15 mM, NaCl 100 mM, histidine 180 mM, MES 40 mpfDM 0.06 %, pH 6.5). Les fractions
d’élution sélectionnées par rapport a leur coulearron-brun sont concentrées sur filtre
Amicon 3Kpuis injectées sur une colonne de filtration =lr(tsicine 10 mM, NaCl 100 mM,

pH 7.6). Les fractions collectées sont analyséespectroscopie UV-visible afin d’identifier
celles contenant TII0287. Les fractions sélecti@snéont rassemblées puis dialysées (Tris
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HCI 10 mM, pH 8.5). Une chromatographie d’échandenidns (MonoQ) est ensuite
effectuée, un gradient de sel (de 0 a 1 M de Np€&net de séparer les différentes fractions,
les fractions contenant TII0287 sont récupérées punouveau dialysées contre le méme
tampon (Tris HCI 10 mM pH 8.5) pour éliminer leades de sels. Puis une chromatographie
d’échange de cationdMpnoS) est réalisée de la méme fagon et les fractionfutdié

contenant TI1l0287 sont récupérées.

2.6. Immunologie

Ce travail a été effectué en collaboratoin aveci®éd@taire Nevers et Stéphanie Simon au
laboratoire d'immunoanalyse dans le service derpheologie et d'immunoanalyse (SPI) au
CEA de Saclay.

2.6.a. Production d’anticorps polyclonaux contre TiID287

Les immunisations sont réalisées sur des lapirs gitnts blancs du Bouscéilgvage
cunicole route de Villiers Plouch 59159 MarcoingCes lapins compte tenu de leur taille
permettent d’obtenir des bons volumes de prélevesrganguins. Les immunisations se font
par injections intradermiques en multipoints (10@naximum / point) sur le flanc du lapin a
I'aide d’'une aiguille (terumo noélus 25G 0.5mm). @ede d’injection permet la libération
tres lente de I'immunogéne par diffusion dans lngme. Au moment de l'injection, on
pratigue une émulsion volume / volume de l'antiganec un adjuvent. L'adjuvent est un
stimulant non spécifique de la réponse immunitdeefFreund complet (Sigma) utilisé se
compose d’'une huile minérale protégeant I'antigéium catabolisme rapide et de bactéries
tuées a la chaleur stimulant non spécifiguementéfonse immunitaireMycobactérium
tuberculig. Les adjuvents sont tres efficaces et permetianiliser des quantités minimes
d’antigene et d’obtenir des réponses durables.remigre immunisation s’accompagne d’une
prise de sang de 5 ml dite saignée 0 (S0) afin édfier que les anticorps présents
initialement ne présentent pas de spécificité wisade I'antigene (TI0287). Le premier
rappel intervient aprés huit semaines de repostedudvi de la saignée 1 (S1) huit a dix jours
apres. Les rappels R2, R3, R4 se font égalemends a@gux mois au minimum de repos suivis

des saignées S2, S3 et S4 huit a 10 jours aprés Bpins, désignés L33 et L34 pour les
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besoins de I'expérience, ont servi a cette étudmetecu a chaque immunisation ou rappel
entre 370 et 400 ug de TII0287 purifié.

2.6.b. Evolution de la réponse anticorps

La réponse immunitaire pour chaque lapin a étéespiar test immunoenzymatique (EIA) sur
plaque de microtitration 96 puits (maxi sorp-Nuet)selon le schéma (Figure 2.16). Pour
chaque saignée, une gamme de six dilutions suwesssle dix en dix est effectuée.

L’incubation du sérum dilué en présence de I'amé&aceur est effectygendant une nuit a

4°C, sur une plague fonctionnalisée par immobilisat’'un anticorps monoclonal de souris
dirigé contre les parties constantes des immunoglus de lapin. L'antigéne traceur est
constitué de la protéine TII0287 couplée de fagovatente a la biotine. La plaque est lavée
automatiquement avec du tampon phosphate Tweeha28u( de plaque ELX 405) pour

éliminer I'exces de protéine et d’anticorps noreéfix La streptavidine couplée a l'acétyl-
cholinestérase est ajoutée a température ambiamdapt 90 minutes. La streptavidine
reconnait spécifiquement la biotine avec laquell®ZB7 est couplée. La plaque est a
nouveau lavée puis I'activité enzymatique de I'glofiblinestérase est réalisée par ajout du
réactif d’Ellman selon la méthode décrite ci-dessoApres une heure de réaction,

I'absorbance des plaques est lue a 414 nm.

Composé incolore

Composé jaune

Biotine

TI0287

Anticorpslapin polyclonal

Anticorps souris monoclonal I

Figure 2.16 : Schéma pour tester la réponse immunologiques des lapins.
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La méthode d’Ellman utilise un substrat artificiefacétylcholine, dont I'hydrolyse par
I'acétylcholinestérase conduit a la fomation dedhbline. Cette derniere forme un dérivé

coloré avec le DTNB (5-5'-dithiobis-[2-nitrobenzeBtselon I'équation bilan suivante :

Acétylcholinestérase

Acétylthiocholine + HO ---------------- > Acide acétique + Thiocholine

Thiocholine + DTNB ---> 5-thio-2-nitrobenzoate + nftrobenzoate-mercaptothiocholine

[incolore] [jaune]

2.6.c. Western blot

Apres séparation surSDS-PAGE les protéines (extrait cellulaire, échantillon de
purification...) sont transférées sur une membrand®dBF grace au systéme de transfert
liquide Miniprotean Il de Bio-Radpour les gels de 7x9 cm) duwansblot Cell(pour les gels

de 16x16 cm) pendant 1h30 a courant constant (350 be tampon de transfert utilisé est
composé de tampon tris (27.6 mM), de glycine (192)net d’éthanol (10 % v/v). La
membrane est ensuite saturée dans du tampon PB&I (Nt M, KCI 30 mM, NgHPQ, 55
mM, KH,PO, 14 mM, Tween 0.1 % v/v) contenant du lait écrémépeudre (5 % p/v)
pendant 30 minutes afin de limiter la fixation repecifique des anticorps sur la membrane a
I'endroit ou il n'y a pas de protéine transféréqards saturation, la membrane est incubée
avec le sérum (s2) d’anticorps de lapin dilué @0/000 pour L33) dans du tampon PBST
pendant 1 heure a température ambiante. Apreslavigies de 5 minutes dans du tampon
PBST afin d’éliminer I'anticorps primaire en exc&smembrane est incubée 1 heure avec un
anticorps dirigé contre les immunoglobulines deinapt conjugué a la peroxydase
(peroxidase-conjugated AffinitPure Goat Anti-Rabb® (H+L) de Jackson Immunoreseach
dilué au 1/25 000, dans du tampon PBST contenataitd(b % p/v). Puis la membrane est
lavée a nouveau trois fois dans du tampon PBSTdadimminer le lait et le second anticorps.
La présence de la peroxydase couplée a l'anticege®ndaire, et donc de la protéine
initialement reconnue par lanticorps produit chéz lapin, est ensuite révélée par

chimioluminescence (systemde&€L » pourEnhanced Chemiluminesceice
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2.6.d. Détection et dosage de TIl0287 par test immoenzymatique (EIA)

Le test EIA utilisé est un test de dosage immundmqué a deux sites dit de « sandwich ». Il
permet de détecter et/ou de doser une protéine dankguide biologique. Un premier
anticorps appelé anticorps de capture est fixéuser plaque de microtitration. Ensuite le
liquide biologique (extrait cellulaire, échantillale purification...) a tester est incubé avec le
deuxieme anticorps appelé anticorps de capturel&€@ugde la biotine. Si la protéine TIl0287
est présente, elle se retrouve alors capturée samdwich » par les deux anticorps. Aprés
lavages, de la streptavidine couplée a de l'adétjilcestérase est ajoutée a température
ambiante. L’activité enzymatique de l'acétylchobtégase est ensuite réalisée selon la
méthode d’Ellman décrite précédemment. Dans ce tipedosage, la concentration en

antigéne est directement proportionnelle a I'atdienzymatique (Figure 2.17).

Dans un premier temps les fractions de la totaléé immunoglobulines des anticorps des
saignées 3 (S3) des deux lapins (L33 et L34) omtpétrifiées par précipitation a I'acide
caprylique. La fraction du lapin L33 (200 pl a 1§/mL par puits) a été adsorbée sur plaque
de microtitration (Maxi-Sorp NUNC) pour obtenir Iphases solides de capture et la fraction
du lapin L34 a été couplée a la biotine pour obtées anticorps traceurs. Un mélange
contenant la gamme de dilutions de TIl0287 puri{ig@0 — 50 - 10-5-1-0.5-0.1 -0.05
ng / mL dans tampon MES, glycérol 10 %, bétaine 1QAC) 15 mM a pH 6.5) ou les
extraits a doser (100 pL) et les anticorps de cadtlO0 pL) a été déposé sur les plagues une
nuit a 4°C. Apres lavages dans du tampon contetarttveen, la streptavidine couplée a
I'acétylcholinesréase (200 ul / puits) est ajotEle mélange est incubé pendant 90 minutes a
température ambiante. Aprés de nouveaux lavagealdif d’Ellman est ajouté (200 ul

/puits) et I'activité enzymatique est mesurée.
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Composé incolore

Composé jaune

‘ Biotine

Ig purifiées de I'anticorps
polyclonal du lapin (L34)

TI10287 .
| -

Ig purifiées de I'anticorps
polyclonal du lapin (L33)

Figure 2.17 : Principe du test de dosage enzymatique de TI10287.

2.7. Protéomique
2.7.a. Séparation des fractions soluble et membraina pour I'électrophorése 2D

Les outils de protéomique (gels d’électrophoresiniensionnelle ou 2D) ont été mis en
place sur les protéines de elongatusau laboratoire. Dans un premier temps, les preséin
ont été séparées en deux : une fraction solublaesfraction membranaire. Avec le protocole
utilisé ci-dessous, la majorité des phycobilipnoédi est attachée aux membranes. A partir
d’'un volume de 4 litres de culture de cyanobactéer phase exponentielle, une premiere
centrifugation (3000 g, 6 min, 25°C) permettantdbecter un culot de cellules est effectuée.
Le culot est repris dans du tampon trées concemtréets (phosphate de potassium 0.5 M,
citrate de sodium 0.3 M, pH 7.4) puis centrifugé0@ g, 12 min, 25°C). Le culot est re-
suspendu dans ce méme tampon contenant des addgEeH-amino-n caproique et
benzamidine 1 mM) et de la DNAase. Les cellules smsuite cassées avec une presse de
French (700 Psi). Le lysat cellulaire est centdéfygpur éliminer les cellules non cassées
(3000 g, 6 min, 4°C). Une ultracentrifugation efeeuée sur le surnageant (100 000 g, 20

min, 4°C) pour séparer la fraction soluble de #afion membranaire.
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2.7.b. Gels bidimensionnels des protéines de la &téon soluble
01%" dimension par isoélectrofocalisation

La technique d’électrophorése en gradient de pHahilisé a été mise au point au début des
années 80 (Bjellgvist, Ek et al. 1982). L'isoéle@icalisation (IEF) permet de séparer les
protéines en fonction de leur point isoélectriqoi. (Le pl est le pH spécifique pour lequel la
charge nette de la protéine est nulle. Le pl estrdgné par le nombre et le type de
groupements chargés d’'une protéine. La charge dette protéine est la somme de toutes
les charges négatives et positives des chainasltgéles acides aminés qui la constituent,
ainsi que les charges amino- et carboxy-termindéea protéine. Quand les protéines sont
placées dans un gradient de pH et quand ellesssmmises a un champ électrique, elles
migrent initialement vers I'électrode qui a unergfgaopposée. Pendant leur migration dans le
gradient de pH, les protéines perdent ou s’ensemisen protons, leurs charges nettes et leurs
mobilités diminuent et les protéines ralentissént.moment ou la protéine atteint la région
ou le pH équivaut a son pl, elle s'immobilise sugtadient de pH.

Pour Tlisoélectrofocalisation en premiére dimensiomn appareil Ettan IPGPhorll
d’Amersham Biosciences GE Healthcaes) utilisé. Cet appareil composé de deux larges
électrodes permet de fournir un trés haut voltagevant aller jusqu’a 10000 Volts. Des
bandelettesiinmobiline drystrip gels Amersham Biosciences de GE Healthcasant
utilisées. Elles contiennent des molécules avef@réifits points isoélectriques, de petites
masses moléculaires et solubles, appelées ampholme ampholytes, sur gel sec
d’acrylamide.

Apres séparation de la fraction soluble et membirardes protéines (d’aprés la méthode
décrite dans le paragraphe précédent), les pratéimda fraction soluble se retrouvent dans le
surnageant aprés ultracentrifugation des cellllessurnageant est dilué dans de I'eau puis
centrifugé sur filtreAmicon 3K(5000 g a 4°C) afin de diminuer la concentratiorsels et de
concentrer I'échantillon. Les bandelettes sont lié@s pendant 15 heures a 30 volts dans du
tampon de réhydratation dénaturant contenant déd,ue la thiourée et du CHAPS (200 pL
de Destreak™ rehydratation solution de GE Healthcdydes protéines de la fraction soluble
(de 200 pug a 1 mg) et 0.5 % d’ampholytes. Aprésatigation et solubilisation, les protéines
sont focalisées sur la bandelette, un programme difrents voltages est appliqué (1 h a
130 volts, 1 h a 250 volts, 1 h a 500 volts, 110@0 volts, 3 h a 6000 volts, 1 h a 6000 volts).

A la fin de I'lEF, les protéines sont séparéesacfion de leur pl.

70



2. Matériels et méthodes

002%™ dimension sur gel d’électrophorése en conditionséthaturantes

Aprés migration des protéines de la fraction s@ubh premiere dimension pHEF, les
protéines sont séparées dans une deuxieme dimersionction de leur masses moléculaires
par électrophores8DS-PAGELe systeme de migration de gel utilisé esPuatean 1l Xi de
Bio-Rad avec des plagues de verre de 22.5*20 cm, des@agpaet des peignes de 1 mm
d’épaisseurApres I'étape dEF, les bandelettes sont incubées dans un tamponilibégge
(Tris-Cl pH8.8 a 50 mM, urée 6M, glycérol 30 % vBDS 2% wl/v, bleu de bromophénol)
contenant un agent réducteur fort qui réduit legpdisulfures (DTT 50 mM) pendant quinze
minutes, puis dans le méme tampon d’équilibragdéet@mmt un agent alkylant qui blogque les
groupements thiol des cystéines (iodoacétamide rm®) pendant quinze minutes. Les
bandelettes sont ensuite incubées cing minutes diatampon de migration (Tris-base 125
mM, glycine 1 M, SDS 0.5 % w/v) puis placées deofaborizontale au sommet d’'un gel de
polyacrylamide 12.5 % contenant du SDS Les bandslesont ensuite scellées au gel
d’acrylamide avec de I'agarose a 1 % contenantie de bromophénol permettant de suivre
la migration. Les protéines sont séparées danshamg électrique a 10 mA constant sur la
nuit a 10°C.

Tableau 2.8 : Tableau de composition d'un grand gel d'électrophorése SDS-PAGE pour la
2°M¢ dimension.

gel a 12,5% acrylamide
Acrylamide 30 % (29 :1) 334 mL
1,5 M Tris HCl pH 8.8 20 mL
H,O mQ gsp 80 mL
SDS 10 % 800 pl
APS 10 % 80 plL
TEMED 32 pl
volume final 80 mL pour 2 gels

2.7.c. Gels bidimensionnels des protéines de la éteon membranaire

OPréparation de la fraction membranaire

Les préparations de membranes sont réalisées iguefra I'obscurité afin d’éviter un effet
délétére de la lumiére qui excite les pigmentsadehlotosynthese. Apres cassage des cellules,

élimination des cellules non cassées et ultradagaiion (50 000 g /25 minutes / 4°C), le
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culot de membranes est lavé cing fois dans du tan{MgCl, 15 mM, CaC] 15 mM,
glycérol 10, MES 40 mM % pH6.5) afin d’éliminer Iphycobilliprotéines. Le dernier culot
est repris, concentré dans un petit volume de tan2s@THG20 froid (BisTris-HCI 25 mM
pH 7, glycérol 20 % w/v). La chlorophylle est erteudosée sur une fraction de I'échantillon :
un volume de 5 uL est mélangé a 995 pL de méth@mahéthanol permet d’extraire la
chlorophylle) puis est dosée par spectrophotométrabsorption est mesurée a la longueur
d’onde ou l'absorption dans le rouge est maximale= (666 nm) dans du méthanol et la
concentration est ensuite déterminée (le coeffictBabsorption massique a 666 nm de la
chlorophylle est = 79.95 L. ¢. cm?). Un volume de tampon 25BTHG20 est ajouté pour
ajuster la concentration en chlorophylle & 1 mg'mlUn volume de détergefDM (2 %
final p/v) équivalent & celui des membranes esutéjosur glace pour solubiliser les
membranes. Le mélange est incubé au froid pendaaptneinutes puis est centrifugé (18000

g, 20 min, 4°C) pour éliminer le matériel non salisB.
001 dimension sur gel d ‘électrophorése en « bleu néth

La séparation des protéines par électrophorésegalude polyacrylamide en conditions
natives et en présence de bleu de Coomassie (apBBlePAGE pour Blue
Native Polyacrylamide Gel Electrophoresigst une méthode analytique permettant de
déterminer la masse moléculaire et I'état d’oligasation de complexes non dissociés. Les
protéines sont séparées en fonction de leur chaatie, de leur taille et de leur forme. Le
colorant anioniqueServa Blue Gse fixe aux protéines et induit une charge négafinx
complexes protéines/colorant. Cet exces de chamnggatives augmente la répulsion des
complexes entre eux, ce qui réduit considérablerdeemtagrégation, permet leur séparation
par électrophorése ainsi que leur visualisatiordpehla migration. Ce dernier point facilite
le découpage des pistes du gel pour la deuxieémendiion.

La méthode utilisée est inspirée de celle publaeSrpio et al. (Sirpio, Suorsa et al. 2011).
Les électrophoréses sont réalisées sur un sysg#a60(AmershanBiosciencesavec des
plaques de verre de 8*10 cm, des espaceurs etdaigsep de 0.75 mm. Une solution (0.1
volume : BisTris-HCI pH 7 100 mM, acideamino-n caproique 0.5 M, sucrose 303érva
Blue G50 mg/mL) est ajoutée aux échantillons protéigue8 {olume). Les complexes
membranaires sont séparés dans une premiére donesigi unBN-PAGEdans un gradient
de polyacrylamide de 5-15 % a 10°C et un gel deetagnt a 5 % d’acrylamide. Le gel de
migration en gradient 5-15 % est préparé manuehémeice a une pompe a un débit de 0.5
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mL / min. Les solutions utilisées pour les gelsgeadient 5-15 % sont indiquées figure 2.9.
Le gel de migration, une fois polymérisé est coudénn papier absorbant humide et d’'un
film étirable en plastique, il peut étre ainsi cem® plusieurs jours a 4°C. Le gel de tassement
est réalisé au minimum une heure avant le lanced®id migration. Les protéines (30 a 80
ug) migrent dans le gel dans un champ électrigee an tampon anodique (Bis tris-HCI 0.5
M pH 7) et un tampon cathodique (tricine 50 mM, Bigs-HCI| 15 mM pH 7Serva Blue G
0.01 %). Le tampon cathodique avec bleu est échapggs une heure de migration avec le
tampon cathodique mais cette fois sans bleu pauingr une partie du bleu contenu dans le
gel et ainsi faciliter la visualisation des pro&sn_La migration des protéines est effectuée a
4°C en appliquant un programme avec différentsagel (30 min a 75 Volts, 30 min a 100
Volts, 30 min a 125 Volts, 1h a 150 Volts, 30 mihi7d Volts puis a 200 Volts jusqu’a ce que
les protéines ne migrent plus). Une fois la migrateffectuée, il est possible de conserver le
gel en bleu natif plusieurs jours a 4°C avant deodper les bandes du gel pour les faire
migrer dans une®?®dimension.

Tableau 2.9 : Compositions des solutions pour le gel de migration en gradient (5-15 %
acrylamide) et pour le gel de tassement. * l'acide a-amino-n caproique augmente la
solubilité des protéines et est aussi un inhibiteur de protéase.

Solution concentrée [Solution diluee |Gel de tassement

% acrylamide 15% 5% 5%
Acrylamide 30 % [29 :1] 1.5mL 0.5mL 0.75 mL
Ta.mpcn B!S-TI’IS HCI jSOmﬁM a pH7, 1 ik A L 15mL
acide a-amino-n caproique *1.5 M

Glycérol 80% 0.75 mL 0.75 mL -

H,O mQ - gsp 3 mL qsp 4.5 mL
Persulfate d'ammonium 10 % (p/v) 8 uL 8 uL 45 uL
Temed 2.8 L 2.8 UL 45 L

0002°™ dimension sur gel d’électrophorése en conditiordénaturantes

Les sous-unités des complexes membranaires sépaméesnditions natives dans un®®1
dimension sont séparées dans Ui @mension en conditions dénaturantes.

Le systeme de migration de dg&lotean Il Xi de Bio-Raest utilisé, avec des plagues de verre
de 22.5*20 cm, des espaceurs et des peignes de #'épaisseur. Aprés migration efi®1l
dimension, les bandes du gel d’intérét sont déaeaipél'aide d’'un scalpel et incubées 1h a
20°C sous agitation dans du tampon dénaturant-ATis138 mM pH 6.8, urée 6M, glycérol
22.2 % , SDS 4.3 %B-mercaptoéthanol 5 % v/v). Elles sont ensuite dégesur un ge&DS-
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PAGEa 15 % d’acrylamide (Tris-HCI 50 mM pH 8.8, urédgglycérol 30 %, SDS VWR 2
%, trace de bleu de bromophénol). Elles sont sseléec une solution d’agarose (0.5 % p/v).

La migration se fait durant la nuit a 15°C.
2.7.d. Reproductibilité des gels 2D

Suite a des probleme de reproductibilité, les arpées présentées ci-dessous sur des
protéines de la fraction soluble de la souche WdeZ . elongatusultivée en présence d’ion
calcium ont été effectuées. Dans le protocolesétiau début des expériences, les protéines
sont diluées dans un tampon contenant notammerfotieeconcentration en urée (urée 8 M,
CHAPS 4 % w/v, DTT 20 mM, IPG buffer 1 %, amphol/té %) puis déposées dans un
récipient en céramique. Ce mélange est ensuiteivedopar une bandelette constituée de gel
d’acrylamide sec sur laquelle les protéines voatisorber. La bandelette immergée dans le
mélange de tampon et de protéines est recouvert@gdhuile minérale pour éviter sa
déshydratation partielle et est incubée une nuis sm voltage de 30 Volts. Ensuite, différents
voltages sont appliqués sur la bandelette pourseFdllEF. Le programme d’IEF utilisé est
le suivant (Etape 1 : 1h a 500 Volts, étape 2a W00 Volts, étape 3 : 3h30 a 8000 Volts en
gradient, étape 4 : 1h a 8000 Volts a voltage teos Curieusement, des cristaux ont éte
observés a plusieurs reprises (probablement d'avée un mélange de protéines) dans le
récipient au-dessus de la bandelette aprés I'é@peréhydratation ou d’IEF. Cette
cristallisation perturbait la migration des prot&ren 1 dimension. Pour essayer d’éliminer
ce phénomene, plusieurs parametres pendant la pleaséhydratation des bandelettes et
d’IEF ont été changés: le pourcentage d’ampholfdes0.5 a 2 %), la concentration en urée
(de 8 M a 5.7 M), la concentration du détergent ®13A(de 4 a 2.8 %), ainsi que le
programme d’isoélectrofocalisation. Plusieurs g@¥lectrophorése 2D ont été obtenus,
quelques exemples sont présentés dans la figuvardej les gels (Figure 2.18A a C) sont
inexploitables. La cristallisation de I'urée a dépercussions sur I'lEF des protéines (Figure
2.18 A a C). Aprés les conseils du fournisseur mes avoir fait varier les différents
parametres énumérés précédemment, aucun résultigume’a pas étre obtenu. Une autre
série de gels a été realisée avec un tampon deilsdtion de protéines commercial (dont la

composition n’est pas donnée).
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Figure 2.18 : Effets de la cristallisation du mélange (protéines, urée, CHAPS) sur la migration
des protéines en électrophorese 2D (sur gels AB,C). Comparaison avec un gel témoin (D)
sans cristallisation. Parameétres de |'expérience :

Ampholytes 1 %, urée 6.7 M, CHAPS 3.3 %

Ampholytes 1 %, urée 6.7 M, CHAPS 3.3 % . S4 : 1h30 a 8000 Volts
Ampholytes 0,5 %, urée 6.7 M, CHAPS 2.8 %

Ampholytes 0,5 %, tampon de solubilisation commercialisé par le fournisseur

oOnwx

La bandelette et les protéines sont mises dananegoin sous un papier humide pendant 30
minutes avant la réhydratation de la bandelettematouvercle plus grand est placé au-dessus
du récipient dans lequel se trouve la bandelettelget la £ dimension pour limiter au
maximum [|'évaporation. Avec ces précautions, deslltats satisfaisants sans cristallisation
d'urée et de protéines efi®ldimension ont pu &tre obtenus. Ces résultats seigggue la
cristallisation était liée a I'évaporation et/olaecomposition du tampon de solubilisation des
protéines.

2.7.e. Numérisation et séchage des gels 2D

L’analyse des gels nécessite une transformatidinaage du gel 2D en données numériques.
Au cours de cette étape le logiciel découpe l'imagepixels pour la transmission et le
stockage des données. Pour une analyse diffétentielnombre de gels dans chaque série
doit étre suffisant pour qu'une analyse statistiquesse permettre de définir de facon
objective les variations d’intensité des bandesagport avec le processus biologique étudié.

Une analyse différentielle fiable nécessite d’étabhe comparaison entre des séries d'au
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moins trois gels. Les gels sont numérisés et adalyvec le logicielmage Master 2D
(Amersham Biosciencepuis conservés secs entre deux papiers cellophaprés avoir été
incubés dans un mélange contenant de I'éthanol X186 'acide acetique (10 %) et du

glycérol (5 %).

2.7.f. Spectrométrie de masse sur gels 2D

Les expériences de spectrométrie de masse ontéaléés dans le service dingénierie
moléculaire des protéines (SIMOPRO, CEA Saclay)lpddr. Robert Thai. Les protéines
séparées sur gels 2D sont clivées a l'aide d'uméépse, la trypsine (clivage du cété C-
terminal des lysines et arginines excepté quams sihnt suivies d’'une proline). L’échantillon
est placé dans la source du spectrométre de rivislsBIl (Matrix Assisted Laser Desorption
lonisation. Il est bombardé par le laser ce qui entrairmidation de certains peptides. Une
empreinte de masse peptidigedIF (pour Peptide Mass Fingerpriptest générée. Les
échantillons sont donnés sous forme de spots désalgpgel 2D. Pour éliminer le SDS et les
colorants, ils sont rincés deux fois avec du bicagbe d’ammonium (500 upL de
NHsHCO; 100 mM a pH 8), puis deux fois avec un mélangetesant du bicarbonate
d’ammonium et 50 % d’acétonitrile (500 pL de MCO; 50mM + CHCN 50 %). lls sont
ensuite déshydratés partiellement pour étre rébdslralans un plus petit volume de
bicarbonate d’ammonium (20 pL de BMHHCO; 50mM a pH8). Une solution de trypsine (50
ng/uL dans NEFHCO; 100mM a pH8) est ensuite ajoutée. La digestiomépigtique a lieu 2
heures a 50°C. Elle est arrétée par acidificatigc aune solution d’acide trifluoroacétique
(TFA a 1 % final). Un dessalage et une pré cona&iotr des échantillons par
chromatographie en phase inverZ@ (Tip micro C18 sont effectués. Les échantillons sont
directement déposés sur une plaque dans une solemiotenant une solution de matrice
d’acidea-cyano-4-hydroxycinnamique (4-HCCA a 10 mg / mL s1&0 % d’acétonitrile avec
TFA a 0.1 %). Puis les analyses en spectrométrimagse sont reéalisées pour générer une
PMF de la protéine. Cette PMF est soumise a I'algtirecherchélascotpour identifier les
protéines candidates dans la base de données admmdentes d&lCBI (National Center for

Biotechnology Information
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2.8. Biophysique

2.8.a. Spectroscopie d’absorption électronique

Le spectrophotométre utilisé est un Uvikon XL —@eam 922 de Kontroimstruments

ORéduction au dithionite ou a I'ascorbate de TII0287

La solution de dithionite (N®,S;) a 100 mM sont fraichement préparée avant chaque
expérience. Le tampon dans lequel est dissouthédite (tampon MES 100 mM pH 5 ou 6,
tampon MOPS 100 mM pH 7,6 ou tampon CAPS 100 mMLPHest désoxygéné par bullage
d’argon. La préparation contenant le cytochromefipudans du tampon au pH voulu est
maintenue dans la cuve du spectrophotométre smossphére d’argon pour éviter la ré-
oxydation de I'échantillon pendant les mesures.ch&itillon protéiqgue est mélangé au
dithionite et les spectres d’absorption sont eistegs.

2.8.b. Spectroscopie de diffusion de résonance Rama

L’effet Raman, découvert en 1928, a été appliqudr @ premiere fois a des échantillons
biologiques dans les années 1970. C’est une meétfiadalyse non destructive de la matiere
fondée sur les propriétés moléculaires. Quandntadre est propagée a travers un échantillon,
elle est réfléchie, absorbée, transmise et uneepayénéralement petite, est diffusée. La
majorité de la lumiere diffusée se fait de facoasttjue, c'est-a-dire sans modification de
longueur d’onde, c’est la diffusioRayleigh.Une petite fraction est cependant diffusée de
maniére inélastique, c’est la diffusiddaman Pour un échantillon éclairé par la lumiere
monochromatique d’un laser, de fréquengele spectre de la lumiere diffusée observé est
constitué d'une bande trés intense de fréquepfaieRayleigh et de part et d’autre de cette

bande, de bandes de faibles intensités résultdatdifusionRaman
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Figure 2.19: Représentation schématique de la diffusion de la lumiere par une
molécule polyatomique. La vibration moléculaire est représentée par un ressort
oscillant a une fréquence v, (figure modifiée de la these d’A. Desbois).

Les différences de fréquencg) entre les fréequences de ces bandes/tv,) et la fréequence
excitatrice o) correspondent a des fréquences vibrationnelleta daolécule étudiée. Le
phénomeéne de diffusion Raman de résonance se praamd la fréquence de la lumiére
d’excitation coincide avec une bande d’absorptiestéonique de la molécule. L'intensité de
la lumiére diffusée est alors amplifiée d’un factellant jusqu’a 1®par rapport au rendement
de la diffusion Raman non résonnante. Cette eiaitgtermet d’obtenir des spectres Raman
de molécules en solution aqueuse & des concensat®1Ga 10° M.

Pour une transition électronique de Soret & 400 Fgnergie est de 25000 ¢m Les
fréquences des modes vibrationneis/ip) de I’héme sont déetctés entre 20 et 2000. B

la longueur d’onde d’excitation de la moléculeifietse situe a 400 nno4) (Figure 2.20),
I'énergie de cette lumiére est alors suffisanterpexercer un effet de résonnance Raman
(représenté en bleu sur le diagramme énergétigle fitpure 2.20). La spectroscopie Raman
de résonance (RR) est une technique vibrationmgliepermet d’obtenir des informations
détaillées sur la structure des métalloprotéines. dpectres obtenus représentent la variation
de lintensité diffusée en fonction du nombre d'engen cnit) (Figure 2.21). Dans nos
expériences, nous nous intéressons aux bandeokiesSfar elles sont plus intenses que les
bandes anti-Stokes. Au début de chacune des erpésiesur les cytochromes réduits, un
spectre de la forme oxydée est systématiquemerggisimé. A la fin de chacune des
expériences de réduction, le spectre réduit fisalcemparé a celui obtenu au démarrage de
I'expérience pour s’assurer que le cytochrome @a @é endommagé lors de I'expérience.
Pour chaque expérience : 100 uL de TI0287 pu@fi@00 uM final seul ou additionné
d’agent réducteur (dithionite) a une valeur de HOivalents c’est-a-dire a 10 mM final.

Toutes les expériences ont été réalisées au mainspéicat. Les spectres ont été obtenus
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grace a un spectrometre Jobin-Yvon U1000, équipé détecteur de type CCLTljarge
Coupled Deviced(Spectra One, Jobin-Yvon) refroidi a I'azoteulide. La source excitatrice

a été seélectionnée en fonction des spectres diatiimor UV-visible des cytochromes c
étudiés. La raie a 413.1 nm d’'un laser a kryptans® (Coherent Innova) (50 mW) a éte
utilisée pour exciter les hémoprotéines dans lanéde Soret. Chaque spectre représente une
collection pour chaque fenétre de détection dedtesyd’accumulation de 20 & 30 secondes.
Les données présentées correspondent a une mayerda 4 spectres. L'analyse spectrale a
éte réalisée au moyen du logiciel Grams 32 (Galawctlustries). La précision des fréquences
est de 0,5 & 1 chpour les bandes les plus intenses et de 1,5 &'2pour les bandes faibles

et les épaulements.
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Figure 2.20 : Spectre d'absorption électronique et diagramme énergétique des
diffusions Rayleigh et Raman d'une molécule fictive. Ce diagramme énergétique n’est
pas a I'échelle. v et v’ sont des sous-niveaux vibrationnels. La ligne en tiret schématise
I'état virtuel atteint par la molécule au moment de son interaction avec un photon. E
= énergie moléculaire. 0 = nombre d’onde (v/c) = 1/A. v = fréquence (figure modifiée
de la these d'A. Desbois).
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Figure 2.21 : Présentation d'un spectre Raman (these d'état d’'A .Desbois). Les bandes
Raman situées vers les bas nombres d'onde par rapport a la raie Rayleigh sont
appelées bandes Stokes, celles observées de 'autre coté sont appelées bandes anti-
Stokes.

2.8.c. Spectrométrie d’absorption atomique

L’absorption atomique est une technique d’analydméntaire dans lequel le composé étudié
est transformé a I'état d’atomes libres. Pour Isage du fer dans une protéine, une gamme
est réalisée entre 0 et 100 pg/L. Ensuite I'échanta doser est dilué afin que la mesure se
situe dans la gamme étalon. L'échantillon est dépdans le four, séché a 130°C, puis
minéralisé a 1400°C et enfin atomisé a 2450°C. dBaupéré en 2008 un spectrometre
d’absorption atomiqu@erkin Elmer 4110Zldans un autre laboratoire du CEA et je I'ai mis
en place et en service dans notre laboratoire.t Glascet appareil que les mesures ont été

réalisées.

2.9. Electrochime — Titrage redox par spectroscopid’absorption

Le potentiel moyen d’oxydoréduction (ou redox) déysrotéine reflete sa capacité a accepter
ou a céder des électrons. Pour déterminer le peteatox, les spectres de différence entre la
forme complétement oxydée (ou réduite) de I'écliantiet les autres formes obtenues aprés

avoir imposé différents potentiels dans une celtliéectrochimie a I'aide d’'un potentiostat
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sont mesurés. En fonction de ces spectres deatitfér deux ou plusieurs longueurs d’ondes
sont choisies pour permettre d’évaluer le changémspectral lié a la transition redox.
L'utilisation de deux longueurs d’onde (dans naias, nous choisirons des longueurs d’onde
se situant dans la bande de Soret) permet deasiaffir d'éventuelles dérives de la ligne de
base. La variation de ces différences d’absormiofonction du potentiel imposé est ensuite
tracée. La série de points est ajustée avec I'equde Nernst avec un nombre d’électrons
égal a 1 (voir paragraphe 1.3.b de lintroductiddptilisation de médiateurs qui sont des
molécules organiques redox actives peut faciliteaceélérer le transfert des électrons au
cceur de la protéine a titrer. Dans tout le manusierithese, les valeurs sont données par
rapport a I'électrode standard a hydrogene (not8H& ou ESH). Toutes les expériences ont

été réalisées a 20°C.

2.9.a. Expériences au BIP

Les expériences de titrage de TII0287 ont été s@adi avec le Dr. Frauke Baymann au
laboratoire BIP (Bioénergétique et Ingénierie destdnes) du CNRS a Marseille. Un
calibrage de I'électrode d’argent a été fait auvajaidle afin de déterminer exactement les
valeurs par rapport a I'électrode standard a hyahegLe titrage redox est effectué grace a
une cellule d’électrochimie présentée dans la §quR2.

connectionto the
working electrode

silver/silver chloride
reference electrode

Figure 2.22 : Cellule d'électrochimie composée d’'une électrode de travail (grille d'or au centre

de la cellule), d'une électrode de référence (Ag/AgCl) et d'une contre électrode de platine.
L’échantillon de protéine est injecté dans I'espaeetrouvant au-dessus de I'électrode de
travail. L'électrode de travail est une grille d’'préalablement traitée avec le composé
chimique PATS4 (pyridine-3-carboxaldéhyde-thioserti@azone). Ce composé est attaché a

la surface de la grille d’or par des fonctions kleibexpose des groupements Nidt COO en
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pY

solution interagissant avec les protéines tout gita l'adsorption des protéines a
I'électrode. Les électrons sont transférés au nivdeacette grille. L'électrode de référence au
chlorure d’argent est constituée par un fil d’atgéhg) enrobé d’'une couche de chlorure
d’argent (AgCl) immergé dans une solution aquewseldorure de potassium (KCIl) a 3M.
Un potentiostat est utilisé pour imposer un poatrgiectriqgue a I'électrode de travail par
rapport a I'électrod de référence. La mesure deardiest faite entre I'électrode de travail et
la contre électrode (Pt). La cellule a un trajetioye de 30 um. Elle est placée dans un
spectrophotometre UV-visible (Cary 5E) dans lequait étre mesurés puis enregistrées les
spectres d’absorption de I'’échantillon entre 4000€ nm.

Dans le cas d’un titrage dans le sens de la rémydg potentiel électrique imposé a la cellule
est inférieur a celui imposé initialement pour caryte cytochrome. Dans le cas d'un titrage
dans le sens de l'oxydation, le potentiel éleceiguposé a la cellule est supérieur a celui
imposé initialement pour réduire le cytochrome. Ppes de 25 mV sont effectués. Les
spectres d’absorption sont enregistrés aprés Boagke quand les spectres n’évoluent plus. Le
titrage est effectué dans le sens de I'oxydatiateda réduction pour veéridier la réversibilité.
Les spectres de différence entre I'échantillon detement oxydé (ou réduit) et tous les
autres sont calculés. Les échantillons sont dijués concentrés sur filtre Amicon Ultracel
3K dans un tampon (MES 100 mM + MOPS 100 mM + CARS mM + KCI 50 mM) a pH

10 et 5. L'utilisation d’'un mélange de tampon perhe faire varier le pH et de s’affranchir
d’'un éventuel effet du tampon sur la protéine. Wiume de 100 pL de TII0287 a 200 uM
dans du mélange de tampon est injecté dans ldecdiiutitrage. Les mesures sont faites sans
médiateurs car nous avons Vérifié auparavant queytechrome échange ses électrons
directement avec la grille d’or modifieée et quesisteme s’équilibre rapidement (apres 5-10

minutes).
2.9.b. Expériences a I'lBPC

Les expériences de titrage pour le cytochropet ®sbV2 ont été réalisées dans le laboratoire
du Dr. Fabrice Rappaport a I'lBPC sur un systemetyge Joliot construit dans leur
laboratoire. Les titrages d’oxydo-réduction ont étélisésdans une cellule électrochimique
(de 100 um de trajet optique) avec trois électrode® électrode de platine, une grille d’or
modifié avec PATS4 une électrode de référence Agdl dans 3M de KCI. Les mesures des
spectres d’absorption entre 380 et 600 nm sorggesirés. Un mélange contenant le

cytochrome purifié (60 uM final), 15 médiateurs (LguM final chacun, voir la liste ci-
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dessous), KCI (100 mM final), de la glucose oxidé&®mg/mL) et du glucose (20 mM) est
déposeé sur la grille d’or.

Tableau 2.10 : Liste des médiateurs avec leur potentiel redox utilisés pour le titrage
électrochimique.

Eo vs SHE

pH7
ferricyanure de potassium +430 mV
diaminodurol +341mV
p-benzoquinone +280 mV

2,5-diméthyl p-benzoquinone +180 mV

phénazine methosulfate +80 mV
ascorbate +58mV
duroquinone +5mV
ménadione 0 mV

2,52-dihydroxy-pbenzoquinone |- 60 mV

anthraquinone -100 mV
anthraquinone 1,5-disulfonate -170 mV
anthraquinone 2-sulfonate -225mV
safranine T -289mV
benzyl viologéne -350mV
méthyl viologene - 440 mV

2.9.c. Expériences au CEA

Ces expériences ont été réalisées dans le laberaloiDr. Jérdbme Santolini dans le service
au CEA de Saclay. L'objectif est d'utiliser unelald électrochimique réalisée sur mesure
pour son laboratoire et dont la géométrie poutra étilisée en spectroscopie Raman. Le
volume de cette cellule est de 2 mL, le trajetaqpmiest de 1 cm. La cellule électrochimique
utilisée est représentée dans la figure 2.23. tigdde de travail est une grille en or fixée sur
une structure en polyméthylméthacrylate, la coateetrode est constitué d’un fil de platine

isolé de la solution par un pont salin et I'éledeode référence est une microélectrode
Ag/AgCI/KCI 3M (Driref 2, World Precision Instrumés). Un barreau aimanté est placé sous

la cage d’or.
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Figure 2.23 : Cellule de spectroélectrochimie avec une électrode de travail = cage en or, une
contre électrode en platine et une électrode de référence Ag/AgCl.

Tous les potentiels sont indiqués par rapport kdtéode standard a hydrogene (ESH) en
tenant compte de I'électrode de référence Ag/Ad¢@l.cellule contenant les médiateurs est
désoxygéné pendant 30 minutes sous flux d’'azote plaicée dans le spectrophotometre.
L’échantillon lui-méme déoxygéné est ensuite ajautéaide d’une seringue. Un potentiel
électrique est imposé au systeme grace a un podéatti Le courant est mesuré et les spectres
d’absorption sont enregistrés toutes les 2 minstesun spectrophotomeétre d’absorption
Uvikon XL, Secomam. Le systéme est considéré aiilisge quand les spectres d’absorption
se superposent parfaitement dans le temps, quamédare du potentiel libre de la solution
correspond au potentiel imposé et quand le coulam la cellule est quasiment nul.
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3. Protéomique de la cyanobactérie

Thermosynechococcus elongatus

3.1. Introduction

3.2. Du calcium a la place du strontium dans les iireux de culture
a. Le calcium dans la cellule
b. Le calcium dans le PSII

3.3. Etude protéomique sur des cellules WT 43H d€&. elongatus cultivées en
présence de calcium ou de strontium

a. L'expression des protéines de la fractmembranaire

b. L’expression des protéines de la fractioluble

3.4. Comparaison d’expression de protéines chez flifents variants de D1 deT.
elongatus

a. Carte 2D de référence

b. Points critiques pour la reproductibiliés gels 2D

c. Comparaison des fractions solubles deants de D1

3.5. Mais ou est donc passeée la protéine TIl0287 ?
a. A la recherche de TI0287 €ff dlimension
b. Un outil de recherche plus specifiqudti@287 : un anticorps polyclonal
c. A la recherche de TI110287 eff"2dimension
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3. Protéomique d€&. elongatus

3.1. Introduction

Il a été montré que certains changements d’acioesés des differents mutants de D1 (voir
paragraphe 2.1.b du chapitre matériels et méthadds)saient des changements au niveau
moléculaire, lors de la catalyse de I'oxydationl'dau (Sugiura and Boussac 2014). Dans la
premiére partie de mon travail de thése, nous mammsmes demandés si les différences
d’acides aminés entre les différents variants deimdlisaient aussi des changements au
niveau du protéome. L'étude a été menée en utilisdes outils d'électrophorése
bidimensionnelle. Pour étudier un ensemble de pregéla technique la plus simple est de les
faire migrer sur un gel d’électrophorese en coadgidénaturantes dans une dimensg&DS-
PAGE). Les difféerentes souches mutantes de DT delongatusont été cultivées dans des
conditions standards (voir partie matériels et eds) et la fraction soluble des protéines a
été analysée p&DS-PAGHFigure 3.1).

MM (kDa)
150

WT43H
WT*1
WT*2
WT*3

100
75

50
37

25

20

Figure 3.1 : Electrophorese (SDS-PAGE 15% en présence d'urée 6M) de protéines (100 pg)
de la fraction soluble des différents mutants de D1, les protéines du gel sont colorées au
bleu de Coomassie.

Dans les conditions de I'expérience aucune difféggesignificative entre les quatre souches
n'est visible. Il a donc été décidé d'utiliser dmgils de protéomique plus performants : les
gels d’électrophorese en deux dimensions afin desgo comparer de facon plus précise
I'expression des différentes protéines dans Idéréifites souches (WT 43H, WT*1, WT*2 et
WT*3). Avant de rentrer dans le cceur de ce sujag @tude protéomique préliminaire
concernant l'influence du remplacement du calciuan g strontium sur I'expression des
protéines dans la souche WT 43 HTdeclongatusa été réalisée. Cette étude m’a permis de
mettre en place les différents protocoles de gélsarophorese bidimensionnelle.
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3. Protéomique d€&. elongatus

3.2. Du calcium a la place du strontium dans les i@ux de culture
3.2.a. Le calcium dans la cellule

Le calcium joue un réle trés important chez lesaeymtes. Il sert de messager universel, en
transmettant des signaux de la surface vers lisuédes cellules. La régulation du calcium et
son réle n'ont pas été aussi bien étudiés chedet®ries que chez les eucaryotes (Shi, Zhao
et al. 2006) et encore moins chez les cyanobastéCieez les bactéries, il y a des évidences
que les changements de concentration de calciuacallulaire sont associés a la régulation
d’'un grand nombre de processus cellulaires comnmealatenance de la structure cellulaire,
la motilité, la division cellulaire, I'expressionesl génes, la différenciation cellulaire
(Dominguez 2004). Chez les cyanobactéries, il anéétré que le calcium était essentiel dans
les réactions photosynthétiques et qu’il pouvastsa@tre un signal de différenciatipandant

la formation des hétérocystes. Il a également éétrd que le calcium pouvait avoir un role
dans le transport du bicarbonate par la protéimag@cqui fait partie d’'un transporteur ABC
(Koropatkin, Koppenaal et al. 2007) chggnechocystis PCC6808Bn 2000, pour la premiére
fois, il a été mis en évidence un signal de traosdo di au calcium cheAnabaena

(Torrecilla, Leganes et al. 2000).

3.2.b. Le calcium dans le PSII

Dans la premiére structure cristallographique dl pbliée en 2001 a une résolution de 3.8
A (Zouni, Witt et al. 2001), I'ion calcium n'avaias été vu dans le site catalytique, le cluster
de manganése. Mais trois ans plus tard, une ea@i@paistallographes de Londres a publié
une structure a une résolution de 3.5 A (Ferrdirarson et al. 2004) dans laquelle I'ion
calcium était visible dans le cluster de manganBser étudier le rle du calcium dans le
PSII, il a été montré qu'il est possible de remetales ions calcium (G§ par des ions
strontium (S7") in vivo dans le milieu de culture pendant la croissansecé#ules (Boussac,
2004). Il a été montré par analyse de la diffracties rayons X sur des cristaux de PSII que
l'ion Ca?* était remplacé par un ion Brdans 'OEC (Kargul, Maghlaoui et al. 2007). Le
strontium a été dosé par absoprtion atomique ssiédeantillons de PSII purifié, et il a été
montré qu'il n’y avait qu’un seul ion Srpar PSII. Naoko Ishida a montré pendant sa thése
que les cellules cultivées en présence d& @&gageaient 40 % d’oxygéne en moins par

rapport & celles cultivées en présence o.Caactivité du PSII purifié & partir des cellules
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en présence de Best quant a elle diminuée de 60 %. Cette pertaidigcpouvait étre due a
une forte diminution d’activité de certains centréactionnels ou a un ralentissement de
I'activité enzymatique de tous les centres. Istetial. ont mis en évidence par des études
spectroscopiques que cette baisse d'activité ditét a un ralentissement du transfert
d’électrons et plus précisément dans la phase deSB(Ishida, Sugiura et al. 2008). Il a été
montré que ce ralentissement correspondait a undifioadion de [I'environnement
électrostatique de la chlorophyllesgk qui implique probablement des mouvements de
protons. Sachant que lion €aest un cofacteur obligatoire du complexe d’oxyatatile
I'eau, qu'il est directement impliqué dans la fieatdes molécules d’eau, le remplacement de
lion Ca?* par Iion SF* a permis de préciser le réle du calcium dans tetfonnement

enzymatique du PSII (Ishida, Sugiura et al. 2008).

L’objectif de la premiere partie de ma these ad&ésérifier si le remplacement du calcium
par du strontium dans le milieu de culture ind@is ahangements d’expression de protéines

au niveau cellulaire dans la souche WT 43 H delongatus

3.3. Etude protéomique sur des cellules WT 43H de elongatus cultivées en présence de

calcium ou de strontium

Dans un premier temps il a été vérifié que lesutesdl de la souche WT 43H de elongatus
poussaient aussi bien en présence de strontiumm qué&sence de calcium (Figure 3.2). La
concentration en chlorophylle des cellules a étanéme temps vérifiée. Elle est tres peu
affectée dans ces conditions de culture (Figure 3.3

Des cellules de la souche WT 43H Teelongatuscultivées dans du milieu contenant du
calcium ou du strontium ont été récoltées en pbeapgenentielle de croissance a une densité
optique a 750 nm proche de 0.55. Un spectre d’alisarentre 400 et 800 nm a été réalisé
sur chaque type de culture et aucune différenc@&t@abservée, indiquant qu'’il 'y a pas eu
de changements significatifs au niveau des antepine®synthétiques. Avant mon travail de
thése, la pratigue d'électrophoréses en 2 dimesspour I'analyse du protéome de
elongatusn’était pas utilisée au laboratoire. Une partiemtEn travail de thése a consister a
mettre au point un protocole d’analyse par élettoopse 2D d’échantillons issus du
fractionnement cellulaire dd. elongatus Les fractions membranaires et solubles des

protéines ont été traitées indépendament.
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Figure 3.2 : Courbe de croissance de la souche WT 43 H de 7. elongatus en présence de
calcium (rond noir) ou en présence de strontium (rond blanc).
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Figure 3.3 : Concentration en chlorophylle de la souche WT 43 H de 7. elongatus au cours de
la croissance en présence de calcium (rond noir) ou en présence de strontium (rond blanc).

3.3.a. L’expression des protéines de la fraction m&ranaire

Les protéines ont été séparées sur une gel bl@udaas une premiere dimension selon le
protocole décrit dans la partie matériels et métsodrigure 3.4). A I'issue de la premiére
dimension sur gel en bleu natif, il est possiblediginguer neuf bandes individualisées

(notées en chiffres romains de | a IX).
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PSI
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PSII (dimére)

PSII (dimére)
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Figure 3.4 : Electrophorese en bleu natif coloré au cours de la migration par le bleu de
Coomassie présent dans le tampon de charge et de migration : PSII purifié a partir de
cellules WT 43H de T. elongatus (puits 1) ; membranes solubilisées en BDM 2% de cellules
WT 43H de 7. elongatus (puits 2).

A.WT43H B. WT 43H
(+Ca) (+5Sr) (+Ca) (+Sr)
1 2 3 4 5 6 7 8 910 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PSI_k.h-—---'-‘d
PSII[dimére)"—L' 4 - Sl | ——. |
‘ -t oe

PslI (monoméréJ—F

Figure 3.5 : Electrophorése en bleu natif des protéines de la fraction membranaire de la
souche WT 43H de 7. elongatus. Les protéines sont colorées au cours de la migration par le
bleu de Coomassie présent dans le tampon de charge et de migration (A) puis recolorées
apres migration sur le gel avec du bleu de Coomassie (B). Les cellules sont cultivées en
présence de calcium (puits de 1 a 5 ) ou de strontium (puits de 6 a 10). Les quantités de
chlorophylle déposées sont: 9 ug (pistes 1-2-3-6-7-10) ; 4.5 ug (pistes 4 et 8) et 2.25 pg
(pistes 5et 9).

Un avantage de la séparation en condition natitzgues certains ligands et cofacteurs restent
associés aux protéines. Par exemple, les bantex V apparaissent de couleur verte (Figure
3.5A) car les protéines contiennent de la chlortiphela permet de suivre visuellement la

migration des protéines sur le gel. En parallelecelte électrophorese, des échantillons de

94



3. Protéomique deé. elongatus

bY

PSII purifié ont migré a cété de fractions membnasade protéines solubilisés dans le
détergenp-Dodécyl Maltoside{DM) sur un gel en bleu natif (Figure 3.4).

Cette expérience m'a permis de repérer les banalesspondant au PSIl dans sa forme de
monomere ou de dimere. Le complexe Il (Figure 325¢té identifié comme étant le dimére
de PSIl et le complexe V comme étant le monomereP&l. Les membranes des
cyanobactéries sont constituées en grande partiecglles des thylakoides et il existe
plusieurs autres complexes dans les membraneskdiigiannes (comme par exemple le
cytochromebef, la succinate déshydrogénase, la NADPH déshydesgerATP synthase, la
cytochrome ¢ oxydase) (Nowaczyk, Sander et al. 2G&abrieri, Wawrousek et al. 2011). Les
bandes Il, IV, VI a X (Figure 3.5) pourraient capendre a certains de ces complexes.

En 2 dimension (Figure 3.5), aucune différence sigatfie n’est observée entre les deux
échantillons provenant de milieu de culture aveonsium et calcium. Les complexes
protéiques de la fraction membranaire sont enségarés en®?® dimension sur un gel
dénaturanSDS-PAGE

A. WT 43H (+ Ca) B. WT 43H (+ Sr)

1% dimension : BN-PAGE
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Figure 3.6 : Electrophorese 2D en conditions dénaturantes (SDS-PAGE 15 %) de protéines de
la fraction membranaire de cellules WT 43H de 7. elongatus cultivées dans deux
conditions (A) avec calcium ou (B) avec strontium. La piste 3 du BN PAGE de la figure 3.5 est
déposée en haut du gel de 2™ dimension (A) et la piste 7 du BN PAGE de la figure 3.5 est
déposée en haut du gel de 2°™ dimension (B).

Aucune différence significative n’est observée erts 2 gels 2D (Figure 3.6). Avec le

coloration au nitrate d’argent, seules les soutéanés plus abondantes sont détectées. Pour
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3. Protéomique deé. elongatus

simplifier la lecture du gel, les spots de protéinat été identifiés par une lettre en minuscule

(Figure 3.7).
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Figure 3.7 : Electrophorese 2D en conditions dénaturantes ( SDS-PAGE 15 %). Conditions avec
calcium. Autre représentation de la figure 8. A.

Huit sous-unités sont attendues pour le PSIl (pifileet V Figure 3.6) cheZ. elongatus

(Tableau 3.1).

Tableau 3.1 : Sous-unités du PSII séparées en 2 dimensions dans les pistes Ill et V sur la

figure 3.6.
Piste Ill |Piste V Protéines Masse moléculaire (kDa)
Il.c. V.a. Cp47 47
l.d. V.b. CP43 43
Il.e. V.c. D1 39,7
L. V.d. D2 39,3
Il.g. V.e. PshO 33
ll.h. V.f. cytochrome cs5q 15
.1, V.g. PsbU 12
L.]. sous-unité du cyt b, 9,3

Les protéines lll.a (environ 115 kDa) et Ill.b (&@own 100 kDa) pourraient correspondre a des

sous-unités non dissociées du PSII. Les protéiéestbes provenant des cultures réalisées en

présence de calcium ou de strontium migrent denfagentique sur les gels 2D et l'intensité

des spots est équivalente (Figure 3.6). Ces résutteontrent que la composition des
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3. Protéomique d€&. elongatus

membranes et la quantité des différentes soussurdgs complexes membranaires ne
changent pas si les cellules sont cultivées damsilieu contenant du strontium a la place du
calcium. Cette information nouvelle n’était pasatiue. En effet, étant donné I'importance
du calcium dans les cellules, nous pouvions notendte a observer des différences au
niveau de I'expression des protéines de la fractiembranaire d&. elongatusCes premiers
résultats montrent qu’en échangeant le calciumepatrontium, il n'y a pas d’altération dans
la composition des membranes aussi bien qualitagme que quantitativement. Ceci
confirme et renforce I'hypothese que c’est biersilaple remplacement du calcium par le
strontium dans le cluster de manganese qui esbmeaple de I'altération de I'activité du PSII
observée précédemment dans le travail de Naokdashioutefois il ne faut pas oublier que
la coloration au nitrate d’argent ne permet pasiétecter toutes les protéines. Les protéines

de la fraction soluble ont ensuite été analyseées..

3.3.b. L’expression des protéines de la fraction kdle

Les protéines de la fraction soluble WT 43HTdeelongatussont également analysées sur
gels 2D. Les protéines sont séparées dans unegreedimension en fonction de leur point
isoélectrique par isoélectrofocalisation (IEF)eBlisont ensuite séparées dans une deuxiéme
dimension en fonction de leur masse moléculaireSEB-PAGEComme pour les protéines
de la fraction membranaire, la technique a été raisgoint et testée sur des échantillons
provenant de la souche WT 43H die elongatuscultivée en présence de calcium ou de
strontium.

Plusieurs spots supplémentaires sont observeés Ipsutultures en présence de strontium
(Figure 3.8, fleches rouges). Cette premiere coaipan de gels 2D montre qu’il y a des
différences d’expression entre les cellules cuitsvén présence de calcium ou de strontium.
Pour valider ces différences, un triplicat de a@suindépendantes dewitre réalisé ainsi
qu’un triplicat de gels 2D pour chaque culture. La répétition daype d’expérience est
indispensable pour pouvoir utiliser un logiciel\dsualisation aprés numérisation des gels et
avoir des données statistiques pour valider oul'ea@istence de différences d’expressions de
protéines des fractions solubles entre les deuxditons. Ensuite une analyse par
spectrométrie de masse permettra d’identifier fetees dont I'expression varie. Toutes ces

expériences complémentaires n'ont pas pu étresé&aiau cours de ma these.
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A. WT 43H (+ Ca)

1% dimension : IEF

B. WT 43H (+ Sr)
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Figure 3.8 : Electrophorese 2D des fractions solubles des protéines (300 ug) de la souche WT
43H de T. elongatus. Les cellules ont été cultivées (A) en présence de calcium ou (B) de
strontium. Les fleches rouges indiquent quelques différences entre les 2 gels. Les gels ont été
colorés au nitrate d'argent.

La suite de mon travail s’est focalisée sur I'étuds différents souches de variants de D1

toujours cultiveées dans un milieu standard contedas ions calcium.

3.4. Comparaison d’expression de protéines chez fi#ifents variants de D1 deT.

elongatus
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3. Protéomique deé. elongatus

3.4.a. Carte 2D de référence

Les mémes méthodes que celles développées poudd’@te I'influence du calcium et du
strontium sur la souche WT 43 H d@ieelongatusont été utilisées pour comparer les fractions
solubles et membranaires des cellules des souche$3W et WT*2 dans un milieu standard
contenant du calcium. Dans un premier temps, lessdjélectrophorése de la fraction soluble
ont été répétés deux fois sur les mémes échamtilmur comparer les deux souches et
sélectionner des spots de protéines présentanvategions de leur niveau d’expression.
Plusieurs spots de protéines sur les gels 2D ddidrs solubles ont été identifiés par
spectrométrie de masse (Figure 3.9 et tableau B'@entification de ces protéines m'a
permis de commencer a établir une carte de référgbc En effet, chaque protéine identifiée
par spectrométrie de masse peut étre repéréede Id@ ses coordonnées, c'est-a-dire, sa
masse moléculaire apparente et son pl apparesérdl donc possible de se référer a cette
carte de référence 2D pour repérer des protéineslda expériences ultérieures.

Il est cependant important de noter que la présend@absence de ces spots pour les souches
WT 43H et WT*2 est a prendre avec précaution. D’paet car les cultures n’ont pas été
réalisées en triplicat et d’autre part car au col@s expériences, plusieurs parametres étaient

critiqgues pour une séparation reproductible detépres ont été mis en évidence.

Tableau 3.2 : Identification par spectrométrie de masse des spots sélectionnés de la Figure
3.9. SOD pour superoxide dismutase.

n’spot protéine identifiée par spectrométrie de masse

Protéines du phicobillisome

| W

AhpC / TSA (alkyl hydroperoxide reductase / thiol specific antioxidant) family protein
protéine 33kDa

Phosphoadenosine phosphosulfate réductase

0O~ | |A

Mucléoside Diphosphate Kinase (sous forme de tétramére)
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Figure 3.9 : Electrophorese 2D de protéines (300 ug) des fractions solubles (A) des souches
WT 43H et (B) WT*2 de 7. elongatus. Les protéines présentes dans les souches WT 43 H et
WT*2 et dont l'intensité varie sont indiquées par une fleche bleue (spots n°2 et 3) et celles
uniqguement trouvées dans la souche WT*2 sont indiquées par une fleche rouge (spots n°4 a
8). Le gel est coloré au nitrate d'argent.

3.4.b. Points critiques pour la reproductibilité des gels 2D

La reproductibilité est un des points cruciaux @edchnique de gels d’électrophorese 2D.
L’étude des différences d’expression protéique alestuche WT 43H dans différentes
conditions de culture (avec calcium ou avec stumnfiet des différents variants de D1Te
elongatusa été fortement ralentie a cause du manque dedegtibilité. Les détails des
expériences sont indiqués dans le chapitre matéeieiméthodes (2.7.d). Sur 90 gels 2D
réalisés au cours de ma thése, plus de deux Bergals n'ont pas pu étre exploités. Plusieurs

expériences ont permis d’obtenir des gels d’élpttooese 2D reproductibles (Figure 3.10).
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Figure 3.10: Electrophorese 2D de protéines solubles (300 ug) de la souche WT*2 de T.
elongatus. Les mémes échantillons sont déposés sur les gels A et B.

Un autre parametre pouvant améliorer la séparasota longueur et la nature du gradient de

pH (linéaire ou non linéaire) de la bandelette &ih £ dimension (Figure 3.11) .

A. WT*2 (+Ca) B. WT*2 (+ Ca)
1% dimension : IEF (11 cm) 1% dimension : IEF (18 cm)
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Figure 3.11 : Electrophorése 2D des protéines de la fraction soluble de la souche WT*2 de 7.
elongatus. Séparation des protéines dans la 1¥® dimension sur une bandelette de 11 cm
avec un gradient de pH linéaire (A) et de 18 cm avec un gradient de pH non linéaire (B).
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En utilisant les bandelettes de 18 cm avec un gnadie pH non linéaire, les spots de
protéines sont mieux répartis sur I'ensemble du @#s bandelettes sont donc plus
appropriées pour séparer dans un premiere dimemsionEF les protéines de la fraction
soluble deT. elongatus Apres de multiples essais, les bonnes conditexperimentales
permettant d’obtenir des gels d’électrophorése @waductibles sur la fraction soluble des
protéines dd. elongatuont été identifiées. Grace a ces outils de proigoenmis en place,

il est maintenant possible d’étudier si certaineg@nes de la fraction soluble sont sur-, sous-

ou non exprimeées chez les différents variants de D1

3.4.c. Comparaison des fractions solubles des vamig de D1

Les souches WT 43H, WT*1, WT*2 et WT*3 ont été ardes dans les conditions standards
dans un milieu contenant du calcium puis récol@&esphase exponentielle. A lissue du

fractionnement cellulaire, la fraction soluble & @nalysée par électrophorése 2D. Aucune
différence importante n’est observée entre linit€ndes spots de protéines de la fraction
soluble des 4 différentes souches sur les geleatéphorése 2D (Figure 3.12). Nous nous
attendions cependant & observer au moins uneadtiffér: la protéine TII0287 découverte au
laboratoire (Boussac, Koyama et al. 2013) qui ggtimée uniguement dans la souche WT*2
et dont I'étude a fait partie de mon travail desthévoir le chapitre 4). Nous savions déja que
la protéine TIl0287 se trouve sous deux formest:fasant partie des protéines extrinseques
du photosystéme Il, soit dans la fraction des jme& solubles (Boussac, 2013). Seule la
différentes souches (WT 43H, WT*1, WT*2, WT*3) awmeu trace de TII0287 (masse

moléculaire = 19 kDa, pl = 8.82) pour la souche \®Test visible sur le gel (3.12C) a la

position attendue.

3.5. Mais ou est donc passée la protéine TI10287 ?

3.5.a. A la recherche de TI10287 er®f dimension

Dans un premier temps, TII0287 a été cherché damsdnditions d’électrophorése les plus

simples, c’est-a-dire p&DS-PAGE une dimension avec deux types de coloration
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pH11 A.WT 43H pH3

Figure 3.12 : Electrophorese 2D de protéines (300 ug) de la fraction soluble de 4 souches de
T. elongatus: WT 43H (A), WT*1 (B), WT*2 (C), WT*3 (D). La zone entourée en rouge est celle
ou la protéine TI0287 est attendue dans la souche WT*2. Les gels sont colorés au nitrate

d'argent.
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spécifiqgues des protéines a hemes. Le premier dgoeoloration utilise le TMBZ (voir

paragra paragraphe 2.4.a. du chapitre matérielméthodes) (Figure 3.13). Dans cette
expérience, TlI0287 et le cytochromggcsont détectés dans la fraction soluble de la souch
WT*2 (Figure 3.13B, piste 1) a leur masses moléoea apparentes attendues

(respectivement 19 kDa et 15 kDa).

A. Coloration Bleu de Coomassie B. Coloration piste 1 avec TMBZ
MM (kDa) 1 MM (kDa) 1
— —
50 | 50|
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25 [\ | 25 |\
» ] : 20 \
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Figure 3.13 : SDS-PAGE (15%, urée 6M) en 1 dimension. Piste 1 (A) : protéines (250 pg) de la
fraction soluble de la souche WT*2 de 7. elongatus colorées au bleu de Coomassie (A) et avec
le TMBZ (B).

Le deuxieme type de coloration utilisé met en j&activité peroxydase des hemes et
I'oxydation du luminol, c’est une coloration diregpar ECL (Vargas, McEwan et al. 1993)
(Voir aussi le paragraphe 2.4.a. du chapitre megmet méthodes) (Figure 3.14). Dans
I'expérience suivante, des échantillons de progunhes fractions solubles des 4 variants de

D1 ont été déposés sur SDS-PAGE puis transféréaembrane.

T 2
MM F & oo oo &
E e e =
kpa) 2 = 5 £ &
25—
201 < TI0287

—
15— S S < Y o

- <«— Cytcg

Figure 3.14 : Protéines de la fraction soluble des différentes souches de variants de D1 apres
séparation sur SDS-PAGF puis transfert sur membrane. Les hemes sont révélés avec une
coloration directe par ECL. Le Cyt css0 partiellement purifié est déposé comme témoin positif
(piste de droite). Quantité de protéines déposées: 30 ug (pour WT 43H) , 62.5 ug (pour
WT*1 et WT*2), 45 ug (pour WT*3).
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Comme le montre la figure 3.14, le cytochrorgg €15 kDa) est comme attendu présent chez
toutes les souches des variants de D1 (WT 43H, WWWVI*2 et WT*3). Le cytochromeeC
(9.1 kDa) est aussi détecté pour les 4 variants taajuantité de protéines déposée sur gel ne
permet de le voir que sous forme de trace pousdeshes WT 43H et WT*3. Une protéine
supplémentaire est détectée uniguement pour lamhMYT*2 avec une mobilité apparente
identique a celle observée avec la coloration eZNFigure 3.13B puits 1), elle correspond
a Tll0287 (19 kDa) avec son heme. Ces résultatgetke en conditions dénaturantes en une
dimension montre que TIl0287 est bien présent comttendu dans les protéines de la
fraction soluble de WT*2 dd. elongatus TIl0287 a été détecté par les deux types de
colorations spécifiques des protéines a heme (E8g8rl3 et 3.14) ainsi qu’apres coloration
au nitrate d’argent (Figure 3.15). Pourtant lordadeomparaison des protéines des fractions
solubles des différents mutants de D1 par électwgsde 2D et coloration au nitrate d’argent,
aucune protéine n'a été observée a la masse maiecet au pl attendu de TII0287 dans la
souche WT*2. Etant a ce stade convaincue que abtfence de détection n’est pas liée a un
probleme de coloration, il a ep@ssible d’émettre deux hypothéses : soit TlI0287ea trop

faible quantité sur le gel 2D, soit TlI0287 ne migas en IEF a la position attendue.

3.5.b. Un outil de recherche plus spécifique de DIR87 : un anticorps polyclonal

Afin de comprendre pourquoi TII0287 n'est pas d&ecsur gel d’électrophorése 2D, le
développement d’un outil de détection plus spéadig’est avéré nécessaire. Nous avons fait
produire pour le laboratoire un anticorps dirigtoe la protéine TII0287. La méthode
d'immunisation et d’obtention des anticorps estrii@aans le paragraphe 2.6.a du chapitre
matériels et méthodes. Aprés chaque purificationladerotéine TII0287 utilisée pour
'immunisation, sa pureté a été vérifiée sur §BIS-PAGEcoloré au nitrate d’argent (Figure
3.15) pour étre slre de ne pas avoir de protéinasaminantes pouvant compromettre
I'obtention d’un anticorps spécifique. La fractide TIl0287 purifiee est suffisamment pure
pour qu'aucune autre protéine ne soit détectéersigel coloré au nitrate d’argent (piste 2 du
SDS-PAGHlIe la figure 3.15). Le titre en anticorps estre§tavant immunisation (sérum s0)
et apres chaque rappel (ici sl et s2) (Figure 3l&)principe du test de dosage consiste a
révéler spécifiquement la réaction dirigée coritaetigene TIl0287 (voir paragraphe 2.6.b du

chapitre matériels et méthodes).
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20 kDa

——  emms | TI0287

Figure 3.15: SDS-PAGE (15% urée 6M) coloré au nitrate d'argent sur deux échantillons de
TII0287 purifié (1.5 pug dans la piste 1 et 3 ug dans la piste2).
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Figure 3.16 : Titrage des sérums des deux lapins (L33 et L34). Trois saignées ont été
effectuées : avant la premiere injection (s0), 7 jours aprés le premier rappel (s1) et 7 jours
aprés le deuxieme rappel (s2).

Ce test montre qu'’il y a bien une réponse spéaficontre la protéine TII0287 purifié dés 7
jours apres le premier rappel (sl). Le titre dwseest défini ici par I'inverse de la dilution
du sérum nécessaire pour avoir une DO = 1. Legreer2 des lapins (L33 et L34) ont des
titres approchant respectivement 1/10 000 et 1040 Bn paralléle, la réponse du sérum s2 du
lapin L33 a été testé aestern blo(Figure 3.17). Le Western blot (Figure 3.17) mergue
TII0287 est détecté uniquement dans la fractiontdeldes protéines de la souche WT*2 par
les anticorps polyclonaux du sérum (s2). Des rawulsimilaires ont été obtenus avec le
sérum s2 du lapin L34. Les anticorps polyclonauxdpits reconnaissent donc trés

spécifiguement TII0287 en Western blot.

106



3. Protéomique dé&. elongatus

©

=

A. B 5

MM foNop 2
L= o ™

T E L E = £ ¥ ¢ 8

(kpa) 2 2 3 3 2% 5 §F

Formes oligomériques
de TI10287

TIl0287

Figure 3.17 : Western blot obtenu avec les sérums issus de la premiére saignée sO (A) et ceux
issus de la 3°™ saignée s2 (B) du lapin L33 dilués au 1/10 000. 250 ug de protéines des
fractions solubles des différentes souches de mutants de D1 ont été déposés dans chaque
puits. TII0287 purifié est utilisé comme témoin positif (puits a droite sur la Figure B).

3.5.c.Alarecherche de T110287 en 2¢me dimension

Un duplicat de gel 2D (IEF suivi d’uBDS-PAGE sur les protéines de la fraction soluble de
WT*2 a été réalisé. Le premier gel 2D a été colmuénitrate d’argent (Figure 3.18A) et le
deuxieme gel 2D a été transféré sur une membraR/Bé puis révélé avec le sérum s2 du
lapin L33 contenant les anticorps anti TIl0287 (Fey3.18B). Ce gel d’électrophorése a été
appelé gel d’électrophorése en 3 dimensions (ggl SOr ce gel 3D, 4 spots de protéines sont
détectés avec les anticorps polyclonaux anti TiQ28ns la zone ou TII0287 est attendu
(masse moléculaire et pl). Par contre, sur I8e(Figure 3.18A) coloré au nitrate d’argent,
aucune protéine n’'est détectée dans la méme zdonarée en rouge. TII0287 n'a pas été
révélé avec la coloration au nitrate d’argent (Feg3.18A) mais a été révélé grace aux
anticorps (Figure 3.18B). Cela suggére que la didade TI0287 transférée dans I18"2
dimension n’est pas suffisante pour étre détectée la coloration au nitrate d’argent. Quatre
spots correspondant a TIl0287, mais a des pl difiisr ont été révélés grace aux anticorps.
C’est la premiere fois que différentes formes d@2Z87 ont pu étre observées. La question
maintenant est de savoir & quelle forme de TIl0O2&7Tespondent ces spots observés avec
différents pl. Afin de savoir si ces différentesnmies de TII0287 comportent un héme, un
autre gel d’électrophorése 3D avec une détectienpdatéines a heme a été réalisé (Figure
3.19).

107



3. Protéomique deé. elongatus

A. Gel 2D (IEF, SDS Page) B. Gel 3D (IEF, SDS Page, Western Blot)
pH11 pH3 T pH11 pH3 T
MM (kDa) - e
-
- .
66.2
45
£
31 %
215 %
@ TIl0287
)
14.4
6.5

Figure 3.18 : (A) Electrophorese 2D de protéines (300 pg) de la fraction soluble de WT*2 avec
une coloration au nitrate d'argent (IEF suivi de SDS-PAGE). (B) Electrophorese 3D (IEF suivi
de SDS-PAGE puis d'un Western Blot) avec une détection avec les anticorps. Sur le c6té droit
de chaque gel, des protéines (300 ug) de la fraction soluble de WT*2 sont déposés comme
témoin T. Ce témoin est séparé uniquement par SDS-PAGE. La zone entourée en rouge est
celle (A) ou TII0287 est attendu et celle (B) ou TIl0287 est observé.

Témoin

pH11 pH4  Cyt csq
MM (kDa) ||
25 A
20 N

®\ TII0287 (19 KDa)

7 Cyt ¢, (15,5 kDa)

i

- Cytcg (9,1 kDda)

Figure 3.19: Electrophorése 3D (IEF puis SDS-PAGE 12.5 % suivi d'un transfert sur
membrane) de protéines (1 mg) de la fraction soluble de la souche WT*2 de 7. elongatus .
Les protéines a hémes sont révélées avec une coloration directe par ECL. Le Cyt csso purifié
est déposé comme témoin positif (piste de droite) sur le gel SDS-PAGE en 2°™ dimension.
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3. Protéomique d€&. elongatus

Comme attendu, les Cyg €9.1 kDa, en bleu) et Cyt4 (15,5 kDa, en vert) sont détectés par
la coloration directe ECL sur gel d’électrophor&ge Il est possible de distinguer deux spots
pour le Cyt g, ce résultat n’était pas attendu et est difficéaminterprétable. Il se pourrait
que le Cyt gsoit sous formes de monomeres et de dimeres. Urle &@me de TI0287
contenant une heme est visible dans cette expérieacfraction soluble de le souche WT*2
a été analysée avec la méme technique de colordtiente par ECL des hémes apres
transfert sur membrane, dans deux systemes diffresur gel d’électrophorése en une
dimension (1D) (Figure 3.14) et sur gel d’électroggse bidimensionnelle (2D) (Figure 3.19).
Les quantités de protéines déposées sont respretiteé2.5 ug et 1 mg. La quantité relative
de Cyt g par rapport aux 2 autres hémoprotéines (TII0287yic550) semble plus importante
dans la deuxiéme méthode. Par contre, la quarditéll@287 est moins importante dans la
2°™ méthode, ce qui laisse penser qu’une partie d¥28H n'a pas été bien transférée de la
1% vers la 2™ dimension (de la bandelette aprés IEF vers lelgdéctrophorése) ou de la
2°™ vers la 8™ dimension (du gel 2D vers la membrane). Ceci pauexpliquer que
TII0287 ne soit pas vu sur gel 2D coloré au nitdiéeggent (Figure 3.18A). Il semblerait donc
que le transfert de 188 vers la 2™ dimension soit limitant. Il se pourrait que TIIG28ui a

un pl trés élevé ne puisse pas étre bien trand&ké bandelette d’IEF vers 18" dimension.

En ce qui concerne les 4 spots trouvés sur ladiglisemble qu’'une seule de ses formes
contiennent un héme (Figure 3.18B). Ces 4 spotsgent-ils correspondre aux différentes
formes tronquées de TII0287 cités dans le papidalessac et al. ? (Boussac, Koyama et al.
2013). Les différents pl théoriques de ces 4 forinmsquéees sont présentés dans le tableau

suivant.

Tableau 3.2 : pl théoriques des différentes dormes tronquées de TI10287.

1°" acides aminés |pl théorique
ASLWI 8,84
GSPAP 8,83
APLAS 8,84
SANPE 8,82

Les pl calculés de ces formes sont trop peu diftérgpour que ces formes tronquées
correspondent aux 4 spots bien séparés, vus sud’@gektrophorese 2D (Figure 3.18.B).
Cette possibilité ne peut pas étre exclue compleneicar il s’agit de pl calculés théoriques et

non déterminés expérimentalement.
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3. Protéomique d€&. elongatus

3.6. Conclusions

L’étude des différents variants de D1 a permis ddtne en évidence la protéine T110287
exprimée uniquement chez le variant WT*2. La déectle TII0287 a été réalisée grace a
une coloration spécifique des hemes (Figure 3.1.4) leitilisation d’anticorps (Figures 3.17
et 3.18B). Il serait intéressant d’utiliser unehig@ique plus sensible que celle utilisée pour les
gels d’électrophorese 2D comme la 8ifference gel electrophores{PIGE) (Casati, Zhang

et al. 2005; Tabuse, Nabetani et al. 2005; Granlidadl et al. 2009). Cette technique est
basée sur la quantification des protéines coupédss molécules fluorescentes et limite les
problemes de reproductibilité des gels 2D classigetepourrait permettre de voir d’autres

différences entre les différents variants de D1.
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4. Caractérisation de I'hémoprotéine TI10287

4.1. Introduction

TII0287 est une protéine de la cyanobactérielongatugjui a été découverte dans la souche
WT*2 au laboratoire (Boussac, Koyama et al. 2083)mme décrit dans I'introduction, la
protéine D1 est codée par 3 gepsbAdifférents dans la souche sauvage de la cyanoimcté
T. elongatus Nous disposons au laboratoire de la souche Wiiti2, souche dans laquelle
seul le genepsbA2 est présent. Le genpsbA2 est transcrit dans la souche sauvage
uniqguement dans des conditions de microaérobieol&icHo et al. 2009). TII0287 est
exprimée quand la souche WT*2 est cultivée dansaooslitions de laboratoire classique,
c’est-a-dire en présence d’air contenant 20 % djérg et enrichi en GODans de précédents
travaux, il a été montré que TII0287 avait été répdlans la fraction soluble de WT*2 par sa
signature en RPE : un signal d’hémoprotéine aobeydée, a bas spin. Le séquencage N-ter de
cette protéine a permis d’identifier cette nouvgltetéine comme étant le produit du gene
tll0287. Jusqu’alors, le produit du génk0287 était référencé dans la cyanobase comme
hypothétique avec une fonction inconnue. La pretéifavait jamais été isolée, ni observée
auparavant. Un alignement de séquence a montr&llGa87 était présent dans d’autres
cyanobactéries (Boussac, Koyama et al. 2013). luésuess ont montré que TII0287 était
associée au PSIll et gu’elle se trouvait aussi Bmuase soluble. TII0287 est une hémoprotéine
qui a une signature de cytochrome de type c. Eat,effa séquence contient le motif
caractéristique CXXCH (Figure 4.1).

MVRIFLMALLMASLWIQGSPAPLASANPEELGKVVTAIEQLDQMRIGLASTLEGGTSEPTLDTFKAVCAPVGKQAK
EIAAANGWQVRQVALKYRNPNHAPRTALDVQALNQFDNNHHLQAFWQTDKEGVHYFRRIDVQASCLACHGAKN
RRPAFIQEKYPSDRAYGFRVGDLRGMYAVTIPQIQQALQTSP

Figure 4.1 : Séquence en acides aminés de TIl0287 de 7. elongatus avec le site de clivage
prédit du peptide signal situé apres la séquence APLA (en jaune), le motif CXXCH (en bleu).

TI0287 a été purifié a partir de la fraction sdtubvoir paragraphe 2.5.d du chapitre matériels
et méthodes). Les difféerentes étapes de purificaont résumeées dans la figure 4.2. La figure
4.3 montre les fractions protéiqgues des deux dewmi€tapes de purification de TII0287
séparées sUBDS-PAGE dans le puits 1, aprés la chromatographie éeheggd’anions et
dans le puits 2, apres la chromatographie échaagdeications. La présence d’'une bande
unique suiSDS-PAGEcoloré au nitrate d’argent (puits 2) indique qui@287 est pure.
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4. Caractérisation de 'hémoprotéine TIl0287

Cellules WT*2 de T. elongatus
exprimant T110287

| Protéines solubles |

| Colonne d’affinité Nickel ‘

l Colonne de filtration sur gel |

Colonne échangeuse d’anions
pH 8,5

Colonne échangeuse de cations
pH 8,5

Figure 4.2 : Etapes de purification de T110287.
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. y— TII0287 (19,16 kDa)
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Figure 4.3: SDS-PAGE coloré au nitrate d'argent avec les fractions contenant TII0287
obtenues (puits 1) apres |'étape de purification sur colonne de chromatographie échangeuse
d'anions et (puits 2) apres |'étape de purification sur colonne de chromatographie
échangeuse de cations .

Le spectre d’absorption électronique de TII0287 dexy(Figure 4.4) présente un pic
d’absorbance a 280 nm de 0.2 et a 415 nm de O,Eagport entre I'absorbance a 415 nm et
celle a 280 nm supérieur a 2 confirme une bonnet@uwte I'échantillon. Un des objectifs de
ma these a été de caractériser TII0287. L'oxydartoln de TII0287 par spectroscopie
d’absorption électronique a été étudié. Avec le Blain Desbois les changements de
structure de I'heéme oxydé et réduit de TII0287 féédénts pH par spectroscopie de résonance
Raman ont été analysés. J'ai ensuite déterminépmantro-électrochimie avec le Dr. Frauke
Baymann certaines propriétés d’oxydoréduction d@Z8l7. Pour émettre des hypotheses

guant a sa fonction, jai modélisé la structureTi®287 afin de trouver des protéines ayant

115



4. Caractérisation de I'hémoprotéine TI10287

un repliement similaire. La structure cristallograque de Tl10287 a également été résolue en

2014 en collaboration avec I'équipe du Dr. J. RerSau Japon.

1 S S S ;
Tl0287 |
0,5 r e
purifié
H 8,5
04 r P

Absorbance

Longueur d'onde (nm)

Figure 4.4 : Spectre d'absorption électronique de TII0287 oxydé apres purification.

4.2. Spectres d’absorption UV-visible de TIl0287

Comme rien n’était connu concernant le potentidlorede TII0287, jai dans un premier
temps regardé si TIl0287 était réductible par wlucgeur fort comme le dithionite de sodium
a difféerents pH. Le spectre de TIl0287 a été estegidans sa forme oxydée puis réduite par
le dithionite. Le spectre d’absorption électronigiéeTII0287 oxydé est relativement constant
de pH 5,0 a 7,6 (Figures 4.5 a 4.8 et Tableauak&y des bandes observées a 359-360 nm
(8), 415 nm (Soret oy), 528-530 nmff) et 559 nm ). A pH 10, nous observons de légers
déplacements vers le rouge des bande$ ety (561, 531 et 416 nm). Ces spectres sont
typique d’un ferriheme hexacoordonné (6c) de bas &15).

Des modifications spectrales plus profondes sotgcties pour la forme réduite. En milieu
acide (pH 5-6), une espece majoritaire 6¢LS présdas bandes, ety a respectivement
552-553, 524, et 420-421 nm. Des contributions €’aepece mineure pentacoordonné (5c¢)
de haut spin (HS) sont détectées a 541-543, 5323439 nm. A pH 7,6, une espéece
majoritaire 6¢cLS présente des positions de bandpst Y |légerement déplacées par rapport
a celles détectées en milieu acide (554, 528, @n#d). Un épaulement de la bande principale
a 444 nm signe la présence d’'une espece 5cHSglderde la contribution mineures a 410

nm n’est pas claire. A pH 10, le spectre d’absorpest fortement modifié avec des bandes
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principales a 558, 533 et 437 nm, espece 5cHSg®tadntributions mineures 6¢LS a 541 et
416 nm.

0.8 prerrmrrrrrr e I— ——
07F ]
[ TI0287 oxydé
06 - pH 5 '
[ ; pH 6
i [ ‘
g 05 o g pPHT7,8 =
S t ' pH 10
.
] 3
(%]
8
=

0.0 4

1 1
301 400 500 600 700
Longueur d'onde (nm)

Figure 4.5 : Effet du pH sur le spectre d'absorption électronique de TII0287 oxydé.

Les spectres de TII0287 oxydé a différents pH wariees peu. Par contre, le pH a un effet
important sur les spectre de la forme réduite de28l7 (Figure 4.8). Aprés un ajout de
dithionite, le spectre évolue dans le temps (figu®. Apres 160 minutes d’incubation a pH
7,6 le spectre est completement réduit. En ajoutamaintage de dithionite dans I'échantillon,
le spectre n’évolue plus. Avec la quantité ajounéie@alement, le processus de réduction par le
dithionite est lent. Les figures 4.6, 4.7 et 4.8g@ntent I'évolution des spectres d’'absorption
électronique UV-Visible de TII0287 en fonction dantps a différents pH. Aux différents pH,
les spectres réduits sont trés différents (Tabkdl. Ills présentent tous des épaulements
(Figure 4.8) au niveau de la bande de Soret. Caslé@pents indiquent que la bande de Soret
est composé de deux formes de spectres. Les speatidts obtenus a pH 5 et pH 6 sont eux

quasi identiques (non montre).
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—— TIIO287 oxydé
—— TII0287 + dithicnite (TO)

(T

TI0287 + dithionite (TO + 3 min)
TI0287 + dithionite (TO + 10 min)
Tllo287 pH 7'6 —— TII0287 + dithicnite (TO + 15 min)
——— TIIO287 + dithionite (TO + 20 min)
TIO287 + dithionite (TO + 25 min)
TI0287 + dithionite (TO + 30 min)
7 —— TII0287 + dithionite (TO + 35 min)
—— TIIO287 + dithionite (TC + 40 min)
—— TII0287 + dithicnite (TO + 45 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 50 min)
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

—— TII0287 + dithicnite (TO + 55 min)
—— TII0287 + dithicnite (TO + 60 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 85 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 70 min)
—— TII0287 + dithicnite (TO + 75 min)
TI0287 + dithionite (TO + 80 min)
TIO287 + dithionite (TO + 90 min)
—— TII0287 + dithicnite (TO + 95 min)
k —— TII0287 + dithionite (TO + 100 min)
e TIO287 + dithionite (TO + 160 min)

Absorbance

Longueur d'onde (nm)

Figure 4.6 : Spectres d'absorption électroniques de TII0287 aprés ajout de dithionite (50 fois
plus concentré que TII0287) a pH 7,6.

—— TII0287 oxydé
TII0287 pH10 { |— T10287 + dithionite (T0)
—— TII0287 + dithionite (TO + 3 min)

TlI0287 + dithionite (TO + 10 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 15 min)
—— TII0287 + dithionite (T0 + 20 min)

TlI0287 + dithionite (TO + 25 min)

THI0287 + dithionite (TO + 30 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 35 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 40 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 45 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 50 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 55 min)
—— TII0287 + dithionite (TO + 60 min)

Absorbance

00 i e __
300 400 500 600 700

Longueur d'onde (nm)

Figure 4.7 : Spectres d'absorption électroniques de TIl0287 apres ajout de dithionite (50 fois
plus concentré que TII0287) a pH 10.
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A. TII0287 réduit B. TIl0287 réduit (Zoom sur bandes a et 3)
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Figure 4.8 : Spectres d'absorption UV-visible de TII0287 réduit apres ajout de dithionite a
différents pH.

Tableau 4.1 : Absorption maxima (nm) de TII0287 oxydé (en rouge) et réduit (en bleu) a pH 5,
6, 7.6 et 10. Ep : épaulement, f: faible, Nc: nombre de coordinats du Fer, LS : Low spin et
HS : High spin.

T0287 | & [Soret(Y)| B | a | Ncspin

pH 5.0

Fe>* | 360 | 415 530 559 6¢cLS

Fe®* 421 524 553 6¢cLS
439 (ep) | 532 (f) | 543 (f) | 5cHS

pH 6.0

Fe** | 359 | 415 530 559 6¢cLS

Fe®* 420 524 552 6¢cLS
438 (ep) | 532 (f) | 541 (f) | 5cHS

pH 7.6

Fe** | 359 | 415 528 559 6¢cLS

Fe?* 419 528 554 6cLS
444 (ep) | 538 (f) | 548 (f) | 5cHS
410

pH 10.0

Fe>* | 358 | 416 531 561 6¢cLS

Fe®* 437 533 | 541 (f) | 5cHS
416 (ep) 558 6cLS

4.3. Spectres de résonance Raman (RR)

Les spectroscopies Raman et infrarouge (IR) sosddsmasur la méme origine physique : les
vibrations des liaisons entre atomes d'une molécule correspondent a des transitions
permises entre les différents niveaux d’énergieatibnnelle. Un mode normal de vibration

sera actif en IR si le mouvement correspondantceiapagne d’'une variation du moment
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dipolaire électriqgue de la molécule. Il sera aetif Raman si le mouvement correspondant
s’accompagne d’une variation de la polarisabiléélal molécule. La nature différente de ces
deux processus d'interaction a l'origine de l'eflkaman et de I'IR font que certaines
vibrations d'une molécule pourront étre seulemestivas en Raman, d’autres seulement
actives en IR, d’autres le seront pour les deuxi’'aitres pour aucun. La spectroscopie de
résonance Raman est particulierement adaptée padie€la structure, I'environnement et
les propriétés électroniques de I'héme dans les opértéines. Cette spectroscopie
vibrationnelle est un outil puissant pour explotar force des liaisons chimiques du
chromophore inséré dans la protéine. Elle permetgrande sélectivité et un degré élevé de
résolution. Cette sélectivité repose sur le phé@rmrde résonance qui permet de minimiser
les contributions provenant de la protéine ou duasn. La résonance se produit lorsque la
longueur d’onde excitatrice est proche d'une trtamsiélectronique du chromophore étudié.
Considérant les propriétés d’absorption des henass des domaines ultra-violet (UV)
proche, visible et IR, cette technique est enti@mnadaptée a I'étude de I'environnement et
de la structure de 'héme des cytochromes. LestigseRaman des cytochromes, excités dans
la transition électronique la plus intense de [I'kéerfbande de Soret), contiennent
exclusivement des modes de I'héme et de ses lietsla protéine (ligands axiaux, liaisons

covalentes de groupements périphériques).

4 .3.a. Les vibrations moléculaires

Les modes normaux de vibrations sont des mouvendams lesquels tous les atomes ou un
groupe d’atome d’'une molécule se déplacent a laerfédgquence et en phase, chacun d’entre
eux pouvant étre excité indépendamment. Les vidiratimoléculaires de molécules
polyatomiques sont de deux types, les élongatibriesedéformations. Les élongationg (
correspondent a des changements de longueur denliat sont soit symétriques)( soit
antisymétriquesvly) (Figure 4.9A). Les déformations)(sont associées a des changements
plans ou non-plans d’angle de liaison. Les défoionatplanes sont soit symétriques de type
cisaillement (scissoring), soit non symétriquesyge balancement (rocking) (Figure 4.9B).
Les déformations non-planes sont de type hochefmegging) ou torsion (twisting) (Figure
4.9B). Pour les hémes, les modes de déformatiomogau tétrapyrrolique sont classés selon

gu’ils sont dans le plan moyen de ce noyau ou ierse pland).
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A.
Elongations
S
Elongation symétrique Elongation assymétrique
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Figure 4.9 : Représentation de modes de vibrations d'une molécule triatomigiue (A) et d'une
molécule penta-atomique (B). Pour les déformations non planes, le signe + indique un
déplacement atomique au-dessus du plan des 3 atomes impliqués (atomes bleu, rouge et
vert) et le signe - un déplacement atomique au-dessous de ce plan.

4.3.b. Spectres de résonance Raman des cytochrordesype ¢

L’attribution des différents modes pour les hémedype c a été publiée (Hu, Morris et al.

1993; Desbois 1994). Les bandes d’absorption éeicfuea, (3 ety (ou Soret) correspondent
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a des transitions du systermedu macrocycle de la porphyrine (transitioms>n*). Les
spectres de résonance Raman des cytochromes @sexddins les régions spectrales
correspondant a ces bandes fournissent des infomsavibrationnelles sur 'heme sans
interférence de la protéine ou du solvant. La digfmn asymétrique des groupes
périphériques (Figure 4.10) et surtout la distorgda squelette tétrapyrroligue des hemes de
type c induisent l'activité Raman de nombreux modbsationnels. Les spectres Raman des

cytochromes c sont donc tres riches en terme dérede bandes observables (50 a 60).

CH=CO,H C.H, =CO,H

Figure 4.10 : Structure moléculaire d'un héme c avec la nomenclature des différents atomes
(Desbois 1994).

4 .3.c. Attribution des modes de résonance Raman tieéme

OModes des hautes fréquences (1350-1650tm

Les bandes de la région des hautes fréquencespdeses Raman des cytochromes ¢ sont
attribuées a des modes d'élongation des liaisqaNl,C,-Cp, Cp-C et G-Cy,, du squelette
tétrapyrrolique (Figure 4.10). Elles sont des matns fiables de I'état d’oxydation, du spin
et de la coordination du fer hémique. La géométeid’heme est en effet trés dépendante du
rayon ionique de I'atome de fer et des interactiisrstes et non-liantes de 'héme et de son

(ou ses) ligand(s) axial(aux).
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[(MMarqueur de I'état d’oxydation

La fréquence du mode, (1355-1375 cnl), mode correspondant principalement &
I'élongation des liaisons N du squelette tétrapyrrolique est utilisée commeaqueur de
I'état d’oxydation de I'hnéme. Ce modg constitue la bande la plus intense du spectre aRam
des cytochromes c en résonance de Soret. Il @btevis 1370-1375 cthquand I'atome de
fer de I'néme est oxydé et & 1355-13637couand il est réduit. La fréquenaa est

légerement mais significativement sensible a laneades ligands axiaux.

[(IIOMarqueurs de structure du macrocycle de la porphyme

Les modes du quelette porphyring vs vioetvi; sont observés entre 1460 et 1640 ¢rits
correspondent a des élongations des liaisq@ @3, vig) ou GC;p (V2, V11) et sont sensibles

a la taille du cceur de I'heme. La frequence du maddes hemes réduits hexacoordonnés est
aussi particulierement sensible a la nature desdig axiaux.

Les modes suivants des régions de basses et meyfrBgaences servent a caractériser les

interactions héme-protéine.

[TITModes de la région des basses fréquences (100-z00)

La région des basses fréequences des spectres uhes ltecontient de nombreuses bandes
attribuées a deux modes : i) des modes d’élongaties liaisons équatoriales(Fe-
N(pyrrole)), axiales (modes Fe-ligand(s)) et pééidues (modes des ponts thioéther) et ii)
des modes de déformation planes et non-planes perfdnyrine et des noyaux pyrroliques

avec les groupements périphériques.

[TIT0Modes de la région des moyennes fréquences (70@Q8m"Y)

Dans la région des moyennes fréequences des spdesdg®mes ¢ sont observées des bandes
attribués a deux modes : i) des modes d’élongatiale déformation des liaisons équatoriales
(v(Fe-N(pyrrole)) et axiales (modes Fe-ligand(s)) psoles et ii) des modes d’élongation

des groupements périphériques (méthyls-1,3,5@opionyls-6,7) et des liaisons,8.
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4.3.d. Spectres de RR de TII0287 oxydé et réduifpil 7,6

Dans une premiére série d’expériences, nous naumes intéressés a la forme oxydée puis
réduite au dithionite de TI10287 a pH 7.6.

ODans la région du marqueur redoxv, (1355-1375 cnt), deux espéces sont distinguables
sous la forme oxydée comme sous la forme réduif@lé@87 a pH 7,6 : une espece LS et
une espece HS (voir définition dans le paragrapB& He I'introduction). La forme 6¢ et 5¢
correspondent aux formes hexa- et pentacoordoniog&s &pin (LS pour Low Spin) ou a haut
spin (HS pour High Spin).

Comme indiqué dans le tableau 4.2, pour la formalé& (Fig. 4.11, spectre a), les bandes
majeures détectées a 1375, 1505, 1596 et 164(respectivement,, vs v, etvig) peuvent
étre associées a une espéce 6¢kS.épaulements a 1366 1499 @3) et 1585 ;o) cmi’
sont attribués a une espéece penta ou hexacoorddt@édour la forme réduite par le
dithionite (Fig. 4.11, spectre b), les bandes mag@, v3 v, etvi,, respectivement a 1360,
1497, 1597 et 1623 ¢ correspondent & une espéce 6¢LS et les contritsui 1353\(,), et
1586 () cmi* & une espéce 5cHS.

On observe que les deux bandes de faible intesisitées dans la région 1300-1320"wont
significativement déplacées (1310/1307 cet 1315/1311 cif). Ces bandes sont attribuées a
des modes de déformation des liaisogd @es ponts thioétheb(C.H)..4) (Hu, Morris et al.
1993). Il faut noter que, pour le TII0287 rédiits modess (1497 cnt) etv, (1597 cnit)
sont observés a des fréguences atypiques comparéakes de divers ferrocytochromes de
type c (respectivement, 1491-1493 et 1589-1594)diesbois 1994). Pour la forme oxydée
de TIl0287, seub, (1596 cni') est & une fréquence significativement plus élexgecelle des
ferricytochromes (1590-1594 ¢t

Tableau 4.2 : Fréquences (cm™) des principaux modes RR du squelette porphyrinique de
TII0287 oxydé a pH 7.6. Nc = nombre de coordinations. LS : Low spin et HS : High spin.

Tlo287 v v v Vv Nc, spin
pH 7.6 4 3 2 10 ) SP
Fe3+ 1375 1505 1596 1640 6¢cLS
1366 1499 1585 5c ou 6¢HS
Fe2+ 1360 1497 1597 1623 6¢cLS
1353 1586 5c ou 6¢HS
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Figure 411 : Région des hautes fréquences (1300-1650 cm™) des spectres de
résonance Raman de TlI0287 a pH 7,6. Spectre (a) : forme oxydée (noir) ; spectre (b)
forme réduite par le dithionite (en rouge).

O0Dans la région des basses fréquences (220-620™k1ffrig. 4.12), nous observons entre
la forme oxydée et la forme réduite des modificstiale fréquence ou/et d’intensité d’un
grand nombre de bandes. Parmi celles les plus téffecdans la transition oxydée
vers réduite, on détecte :

i) dans la région des modes et vs; attribués a des modes de déformation des liaisons
pyrrole-substituent périphériqué(CsCr)), la bande 294 cm' (forme oxydée) éclatée en
deux composantes & 280 et 291 'qfforme réduite) et les bandes & 320 et 333 déplacées
a 316 et 325 cih;

ii) le déplacement d’'un mode de déformation desigements propionyls-6,8(CsCcCy))
(383/387 crit) ;

iii) lactivation du modey,, (déformation non-plane des pyrroles) sur le spedé la forme
réduite (442 cil);
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iv) dans la région du modgs, déformation plane des pyrroles, deux bandes wé&tea 461 et
480 cm' sur le spectre de la forme oxydée sont fusionngesie seule bande a 476 tisur
le spectre de la forme réduite ;

v) la fréquence de deux déformations non planegpyesles,y 1, ety,;, également fortement

affectée (respectivement, 516/512 et 569/563)cithest & noter que le moge; est un mode

sensiblea la nature des ligands axiaux de I'hnéme (Deskagg )L
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Figure 4.12 : Région des basses fréquences (230-620 cm™) des spectres de résonance Raman

de TII0287 a pH 7,6. Spectre (a): forme oxydée (noir) ; spectre (b) forme réduite par le
dithionite (en rouge).

000 Dans la région 600-860 cih des spectreqFigure 4.13), les modes suivants sont
significativement affectés en fréquence :

i) le mode d’élongation des ponts thioéthg€€(S)) (690/684 cil) ;
i) les modes de déformations planes des pyrijgst v, (632/638 et 702/693 ¢ ;

iii) les modes de déformations non planes des [B8IW,o et Y11 (658/653, 671/668 et
7241719 crit) ;

iv) les modes de respiration des pyrraleset ve (757/748 et 792/788 ci.
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Figure 4.13 : Région des moyennes fréquences (600-870 cm™) des spectres de résonance

Raman de TII0287 a pH 7,6. Spectre (a) : forme oxydée (noir) ; spectre (b) forme réduite
par le dithionite (en rouge).

O000O0ODans la région 900-1250 cihdes spectregFigure 4.14), nous observons & nouveau
entre la forme oxydée et la forme réduite, des fizadions spectrales importantes. On reléve
en particulier les déplacements de fréquence duenddglongationv(C.Cq) des propionyls-
6,7 (980/974 cm), du mode de déformation des méthyls-2,4 (104&108") et des modes
d’élongation symeétriquess, Va4 et vi4 des liaisons gsubstituants \(CsCr)) (1122/1116,
1130/1126, et 1135/1132 & On remarque également sur le spectre de la foédgite la
disparition d'une bande observée a 1222 csur le spectre de la forme oxydée. On peut
également observer dans la région du mogdg mode délongation des pyrroles, la
coalescence de deux bandes & 1171 et 117§ fomme oxydée) en une bande intense & 1174
cm* (forme réduite), et enfin, I'activation sur le spe de la forme réduite d’un mode de

déformation des méthyls -2,4 4 1186tm
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L’ensemble des modifications spectrales enregistefgre 200 et 1330 ¢hsont l'indice

d’'une modification trés importante de I'environnarmde I'hneme entre la forme oxydée et la
forme réduite. Les modes affectés sont ceux gocement les vibrations planes et non-
planes des noyaux pyrroliques, couplées a desastiens avec les ligands axiaux et les

groupements périphérigues comme les méthyls, lets ploioéther et les propionyls.
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Figure 4.14 : Région des moyennes fréquences (900-1270 cm™) des spectres de résonance
Raman de TIl0287 a pH 7,6. Spectre (a) : forme oxydée (noir) ; spectre (b) forme réduite par
le dithionite (en rouge).

Si nous comparons les spectres Raman des formelest réduite du cyt ¢ de cheval
(Desbois 1994 et spectres non publiés), du sgeRhodobacter capsulaty®thman, Fitch et
al. 1997) ou du cytsgo de Thermosynechoccus elongatiBoussac & Desbois, données non
publiées), les variations spectrales des modeplp#itues se situent entre 0 et 4’cice qui
indique une stabilité de I'environnement de I'héamdre les deux états redox. Ceci est en
accord avec les changements structuraux minimalk&®me, observés dans les structures du
cyt ¢ déterminées a haute résolution (Berghuis Brajer 1992). Les déplacements de
fréquence des modes périphériques de TII0287 siatis entre 3 et 9 &msignature d’un
remaniement structural important au voisinage lientie.
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4.3.e. Sensibilité au pH des spectres RR de TI1028Xydé et réduit
OSpectres de TII0287 oxydé a différents pH

Les figures 4.15 a 4.18 présentent les spectregdrRRI0287 oxydé en fonction du pH.
Dans toutes les régions explorées, nous obsenamme pour les spectres d’absorption
électronique, des modifications spectrales relaiemt mineures. Dans la région des
hautes fréquences, les spectres a pH 6 et 7.6 mepas significativement différents
(Figure 4.15, Tableau 4.3). A pH 10, on observetiNation de nouvelles bandes de faible
intensité (1340, 1393, 1538, 1549 thet d’un troisiéme composant &g a 1632 crit.
Dans la région des basses fréquences (Figure 4idd)s enregistrons de petites
modifications de la forme d’'un massif constitué4dbandes &a. 251, 256,261 et 267
cm™ (3(CyCr)), et un déplacement de la bande a 294" ¢8(C;Cr)), indice de petites
modifications périphériques. Dans la région spéeBa0-850 crit (Figure 4.17), le mode
d’élongation des ponts thioéthenC.S)) n'est pas affecté (684 & Seul le modevss
(mode de déformations planes des pyrroles) momieedispersion en fréquence de 630 a
638 cnm’. Dans la région 900-1300 €ngFigure 4.18), les modifications spectrales sont
aussi assez mineures. On note a pH 6 I'absencévitddu mode d’élongatiom(C.Cg)
des propionyls-6,7 (979-980 &het une modification en fréquence et/ou en intérdes
bandes situées dans la région 1010-1060.c8es bandes correspondent aux modes
periphériques(CsCy)2,4, V(CCr) et 3(CpCr).

Dans I'ensemble, les |égers effets du pH déteatédes spectres Raman de TII0287
oxydé traduisent de petites modifications périghées associées a des
protonations/déprotonations des propionyls et desiaminés a proximité du ferriheme c,

la structure du macrocycle et ses interactions geligands axiaux étant stables.
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Tableau 4.3 : Fréquences (cm™) des principaux modes RR du squelette porphyrinique de
TI0287 oxydé. Nc: nombre de coordinations du Fer. 5c: pentacoordonné, 6c:
hexacoordonné, LS : Low Spin, HS : High Spin.

T110287 " V3 Vi1 Vs Vio Nc, spin
Oxydé (Fe**)
pH6 1375 | 1504 | 1562 | 1596 1639 6¢cLS
1368 | 1497 1587 1619 5c ou 6¢HS
pH7.6 1375 | 1505 | 1564 | 1595 1640 6¢cLS
1366 | 1499 1585 5c ou 6¢HS
pH 10 1374 | 1505 1594 1640 6cLS
1368 | 1501 1587 | 1632, 1620 | 5¢c ou 6¢cHS

1300 1400 1500 1600
Frequency (cm™)

Figure 4.15 : Région des hautes fréquences (1300-1650 cm™) des spectres de

résonance Raman de Tl10287 oxydé a pH 6 (a, en rouge), pH 7,6 (b, en noir), et pH 10
(c, en bleu).
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Figure 4.16 : Région des basses fréquences (220-610 cm™) des spectres de résonance

Raman de TII0287 oxydé a pH 6 (a, en rouge),

pH 7,6 (b, en noir), et pH 10 (c, en bleu).

069 -

850

800

0 700 750

65

600

Frequency (cm™)

Région des moyennes fréquences (600-870 cm™) des spectres de

résonance Raman de TlI0287 oxydé a pH 6 (a, en rouge), pH 7,6 (b, en noir), et pH 10

Figure 4.17
(c, en bleu).
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Figure 418 : Région des moyennes fréquences (900-1270 cm™) des spectres de
résonance Raman de TII0287 oxydé a pH 6 (a, en rouge), pH 7,6 (b, en noir), et pH 10
(c, en bleu).

OOSpectres de TII0287 réduit a differents pH

Contrairement a la forme oxydée, les spectres stenence Raman de la forme réduite de
TII0287 sont tres sensibles au pH (Figures 4.122)4 Cette propriété est difféerente de
celle des spectres des Cyt ¢ mitochondriaux, ducgyiu du Cyt g5 qui ne montrent
qu’une faible sensibilité redox entre pH 6 et 10.

Considérant les spectres obtenus a pH 7,6 et fluegrandes différences concernent :

i) un déplacement des composantes,ders les hautes fréquences (1360 et 1353\@n
1363 et 1357 cif) ;

i) un changement d’intensité relative des bant@sespondant &1 (1532-1533/1541-
1542 cni") etvag (1555/1561 ciil)

iv) des déplacements de frequence et des changeerfiorme des massifs de la région
dev, et devi; (1586-1597 cil et 1621-1626 cit) (Tableau 4.4).

La comparaison des spectres de TII0287 a pH 7,80emontre d’autres variations
spectrales avec notamment |'apparition de deux csamtes 5cHS & 1469 et 1608 tm
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(en plus de I'épaulement & 1353 tmCes contributions apparaissent faibles sur le
spectre excité a 413.1 nm, mais en tenant comptepdatre d’absorption électronique,

elles correspondent en fait a 'espéce majoritairesolution (bande de Soret a 437 nm).
La faible quantité de protéine purifiée n’a pasnuisrd’exciter le spectre de cette espéce

HS dans de meilleures conditions de résonance.

- 1361

1300 1400 1500 1600

Frequency (cm™)

Figure 419 : Région des hautes fréquences (1300-1650 cm™) des spectres de
résonance Raman de TIl0287 réduit par l'ion dithionite a pH 6 (a, en rouge), pH 7,6 (b,
en noir), et pH 10 (c, en bleu).

Tableau 4.4 : Fréquences (cm™) des modes RR du squelette porphyrinique de Fe?*-
TII0287 a différents pH. 5c: pentacoordonné, 6¢ : hexacoordonné, LS : Low Spin, HS:
High Spin.

T110287 2 V3 Vi1 Vs V1o Nc,spin
réduit (Fe")

pH6 1363 | 1496 | 1533 | 1595 1621 6¢LS
1357 1542 | 1591 1626 5cHS
pH 7.6 1360 | 1497 | 1541 | 1597 1623 6clLS
1353 1532 | 1586 5cHS
pH 10 1361 | 1498 | 1538 | 1597 1624 6¢cLS
1353 | 1469 1584 | 1630, 1608 | 5cHS

La région des basses fréquences (Figure 4.20) meete en évidence des modifications

spectrales importantes a la fois en fréquence @ttensité relative. A pH 6, on observe
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par rapport au spectre a pH 7,6 :

i) la disparition de certaines bandes (315-34§ @25, 442-446\(»,) cm’”) et I'activation
d’une bande & 495 ¢h{y 2s) ;

i) un déplacement vers les basses fréquences devgn(357 cnt) ;

iii) un dédoublement et/ou un déplacement des mddedéformation des propionyls-6,7
et des ponts thioéthe(CpyC.Ca) & 378 et 384 cih; §(CyClS)) & 390 et 404 cih; §
(CsCaCh) & 417 crit) ;

iv) un déplacement du mogeg, (565 cni).

A pH 10, les bandes principales observées a pldah6assez peu modifiées. On observe
des déplacements de fréquence des mBE@RE.S) (404 cril), 5(CyCoCh) (416 cni'), y 2z
(446 et 456 cm), va3(483 cm'), y12 (518 cntt), ety (567 cnit). On distingue également
I'apparition de nouvelles bandes (343)(534 552, 588 cil) associées a I'espéce HS.
Dans la région 600-840 ¢hdes spectres RR (Figure 4.22), le mod€{S)) n'est pas
affecté. Seul le modeg, un mode de déformation des pyrroles, préserdesanation de
fréquence significative (630/638/634 ¢n La région 900-1280 cm (Figure 4.23)
présente des altérations spectrales en fréquenntensité pour les modes périphériques
que sontv(C,Cp) (1014-1017 ci), vaz (1023-1026 cril), 5(CoH3) (1040-1044 ci) et
8(CnH) (1214-1218 ci) .

De I'ensemble des données RR collectées et coraptede l'origine vibrationnelle des
modes sensibles au pH, nous pouvons conclure andeffications de I'état de

coordination axiale de 'héme, et des interactibiesne-ligands et héme-protéine. En
milieu acide, une protonation et/ou un changementa@hformation d’au moins un des

groupements propionyls pourraient étre a I'origiles altérations spectrales enregistrées.
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Figure 4.20 : Région des basses fréquences (230-620 cm™) des spectres de résonance Raman

de TII0287 réduit par I'ion dithionite a pH 6 (a, en rouge), pH 7,6 (b, en noir), et pH 10 (¢, en

bleu).
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Figure 4.22 : Région des moyennes fréquences (600
Raman de TI0287 réduit par l'ion dithionite a pH 6 (a,

10 (c, en bleu).

en rouge), pH 7,6 (b, en noir), et pH
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Figure 423 : Région des moyennes fréquences (900-1270 cm™) des spectres de
résonance Raman de TI0287 réduit par I'ion dithionite a pH 6 (a, en rouge), pH 7,6 (b, en
noir), et pH 10 (¢, en bleu).

La comparaison des données d’absorption électren@fuRR obtenues pour TII0287 avec
celles disponibles pour des systémes modeles, ple yicroperoxydase (MP8), et des
protéines a héme c permet de proposer des sché@mesoddination de I'heme de Tl10287

oxydé et réduit en fonction du pH (Tableaux 4.58) 4

Concernant la forme oxydée, les spectres de I'espejeure sont trés peu ou pas sensibles
au pH. La récente détermination structurale deZBI0oxydé a montré que son heme c est
axialement coordonné par une histidine (His 145)ee cystéine (Cys 68). Une baridges
intense et une bande de Soret a 415-416 nm sigmenspectre caractéristique d'une
coordination His-F&€héme-thiolate (Tableau 4.5). La cystéine 68 deZBWoxydée est donc
déprotonée. La charge globale +1 du ferriheme (fdexe F&"-porphyrine dianior)) et
'anion cystéinate (Cys stabilisent fortement la liaison axiale Fe-Cyssldonnées Raman,
guoique assez peu sensibles pour les formes fegjique contredisent pas cette conclusion
(Tableau 4.6).
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Tableau 4.5 : Maxima d'absorption (nm) de divers Fe’"-hémoprotéines et Fe**-hémopeptides
a heme c. ep : épaulement.

Dérivés Heme c () Soret B o | ligand(s) | références
oxydés(Fe*') ()

MPS8 399 530 His/H,0 (Othman, Le Lirzin et al. 1994)
403 His/OH

Cytc 401 His (Meyer and Kamen 1982)

DcrA-N 400 His/H,O | (Yoshioka, Kobayashi et al. 2005)

Domaine senseur 0582 401 His/H,0 | (Pokkuluri, Pessanha et al. 2008)

MPS8 + Im 407 526 555 | His/Im (Othman, Le Lirzin et al. 1994)
414 540 | 556 | His/Im’

Cytc; 350 | 410 His/His (Meyer and Kamen 1982)

MP8 + AcMet 409 526 | 557 | His/Met (Othman and Desbois 1998)
412 537 557 | His/Met

Cytc 409 529 His/Met (Meyer and Kamen 1982)

Cytc, 362 | 411 His/Met (Meyer and Kamen 1982)

Cyt Cs51 356 | 409 His/Met (Meyer and Kamen 1982)

MPS8 + Lys 405 530 | 556 | His/Lys (Othman and Desbois 1998)
408 532 560 | His/Lys

Cyt cs550 M100K 357 408 526 His/Lys (Ubbink, Van Beeumen et al.

1992)
AcMPS8 + AcCys 417 538 | 567 | His-Cys’ (Othman, Le Lirzin et al. 1994)
(ep.)
Cyt c M80C 416 540 His-Cys™ | (Raphael and Gray 1989; Wallace
and Clark-Lewis 1992)

Cyt c T78C/L79G/M8SOL | 355 | 418 538 His-Cys’ (Zhong, Lisi et al. 2013)

NaxLS 350 | 419 540 | 580 | His-Cys (Ukita, Fujii et al. 2010)

PsbVv2 354 | 417 538 | 562 | His-Cys’ (Kerfeld, Sawaya et al. 2003)
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Tableau 4.6 : Fréquences (cm™) des modes RR du squelette porphyrinique de divers Fe®'-
hémoprotéines et Fe*"-hémopeptides & héme c. 5¢: pentacoordonné, 6¢ : hexacoordonné,
LS : Low Spin, HS : High Spin.

Dérivés Heme c V4 V3 Vg v, v | Nc,spin | Ligand(s) Références
oxydés (Fe*')
MP8 1373 | 1491 | 1556 | 1578 | 1629 | 5cHS His (Othman, Le Lirzin
et al. 1994)
Cytc 1370 | 1495 | 1558 | 1580 | 1625 | 5cHS His (Othman, Richaud
et al. 1996)
DcrA-N 1370 | 1481 1568 | 1612 | 6cHS His/H,O | (Yoshioka,
1509 1580 | 1643 | 6cLS His/OH | Kobayashi et al.
2005)
Cytc 1370 | 1492 1574 | 1621 | 5cHS His (Yeh and Rousseau
(intermédiaires 1369 | 1483 1571 6CcHS His/H,O | 1998)
de repliement) 1374 | 1506 1588 | 1640 | 6cLS His/His
MP8 + Im 1377 | 1504 | 1554 | 1587 | 1639 6cLS His/Im (Othman, Le Lirzin
1375 | 1502 | 1557 | 1588 | 1634 6cLS His/Im~ | et al. 1994)
Cyt cs50 1374 | 1505 | 1551 | 1585 | 1640 6cLS His/His | Boussac A, Desbois
A,
non publié
MP8 + AcMet 1373 | 1505 | 1553 | 1590 | 1635 6cLS His/Met | (Othman and
1377 | 1503 | 1555 | 1591 | 1633 6cLS His’/Met | Desbois 1998)
Cytc(pH 7.5) 1372 | 1503 | 1562 | 1583 | 1637 6cLS His/Met | Desbois A,
non publié
Cytc, 1369 | 1503 | 1555 | 1582 | 1638 6cLS His/Met | (Othman, Fitch et
al. 1997)
MPS8 + Lys 1377 | 1506 | 1557 | 1589 | 1639 6cLS His/Lys | (Othman and
1374 | 1503 | 1552 | 1587 | 1635 6cLS His'/Lys | Desbois 1998)
Cyt c (pH 12) 1374 | 1503 | 1562 | 1586 | 1640 | 6¢LS | His/Lys | Desbois A,
non publié
Cyt c M80C 1373 | 1503 | 1567 | 1589 | 1636 6cLS His/Cys™ | (Smulevich,
Bjerrum et al.
1994)
PsbVv2 1377 | 1505 1591 | 1639 | 6clLS His/Cys™ | (Kerfeld, Sawaya et
al. 2003)

Les spectres d’absorption et RR montrent que lsgues de la forme ferrique a la forme
ferreuse entraine des bouleversements importants staucture autour de 'heme de TI10287.
Comme pour toutes les protéines & héme de tymeS" position de coordination (His) est
fortement stabilisée par les deux ponts thioétleeladséquence caractéristique CXXCH. En
revanche, la %' position de coordination peut étre tres instalolerg’heme ferreux. Du fait
gue le pK d’'un ligand ionisable de I'héme est plus élevédard unités quand il est fixé a un

ion ferreux qu’a un ion ferrique (Desbois and LU892), I'ion thiolate fixe un proton quand
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le ferriheme est réduit dans une gamme de pH d& %p&; Cys-SH en solution = 8,3). Le
ligand neutre ainsi formé (thiol) est un ligandofaipour un heme ferreux. Soit par proximité
spatiale, soit par changement conformationnely$téine neutre peut alors étre substituée par
un ligand plus fort de type N(His), S(Met), N(Ly®) NH,-terminal. Ce mécanisme est assez
général pour les senseurs heme-thiolate de tyganzt{, Pazicni et al. 2015). De pH 5 a pH
7,6, la forme majeure de TIl0287 présente une bdedeoret a 419-420 nm (Tableau 4.1). La
comparaison des données d’absorption collectéedienses hémoprotéines &Faéme c et
de coordination axiale connue est en faveur d’'um&rdination His/His (Tableau 4.7), les
bandes de Soret des coordinations His/Met ou His@agtant situées dans la région 415-417
nm. Parmi les modes RR de hautes fréquenggesst le plus sensible a la coordination axiale.
A pH 6 et 7.6, deux composanteswde sont détectées a 1532-1533 et 1541-1542. @es
deux fréquences peuvent étre associées a un jéigatels His/His pour lesquels le degré
d’interaction par liaison H ou d’ionisation d’au me un cycle imidazole de I'histidine est
différent, la composante & 1532-1533 traprésentant un caractére électronégatif global de
His plus important que celui de la composante & 1EB42 crit (Tableau 4.8). Une arginine
conservée (Arg 94) a proximité de I'histidine (Hi45) du motif CXXCH (3,45 A) pourrait
moduler I'électronégativité du cycle imidazole dadtidine 145 (Figure 4.24). L’'examen des
séquences en acides aminés de huit TI0287 (Fig2®) ne montre que deux histidines
conservées : I'histidine 145 du motif CXXCH et Bhidine 98. Selon le schéma d'une
coordination His/His pour TIl0287 réduit entre pk167.6, I'histidine 98 pourrait donc étre le
6°™ligand. En milieu basique, TII0287 réduit apparséion les données d’absorption et RR,
étre 5cHS avec une coordination axiale de l'acideéné His 145, la 8™ position étant
vacante pour fixer des ligands exogénes (Figurg)4.2

Figure 4.24 : Environnement de I'heme dans la structure cristallographique de TII0287.
L'héme est en rouge, le motif CXXCH est en orange.
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Tableau 4.7 : Maxima d’absorption (nm) de divers Fe’*-hémoprotéines et Fe’*-hémopeptides
a heme c.

Dérivés héme c réduits Soret B o Heme Références
(Fe*) (¥) ligand(s)

MP8 428 550 | 559 His (Othman, Le Lirzin et al. 1993)
434 554 | 583 His’

Cytc 424 550 His (Meyer and Kamen 1982)

MPS8 + Im 417 522 | 551 His/Im (Othman, Le Lirzin et al. 1994)
422 525 | 553 His/Im’

Cyt c M80OH 417 522 | 551 His/His (Raphael and Gray 1989)

Cytc; 419 522 | 552 His/His (Meyer and Kamen 1982)

Cyt Cs50 419 521 | 550 His/His (Meyer and Kamen 1982)

MP8 + AcMet 416 523 | 552 His/Met (Othman and Desbois 1998)

Cytc 416 520 | 549 His/Met (Meyer and Kamen 1982)

Cytc, 416 520 | 550 His/Met (Meyer and Kamen 1982)

Cyt Cs51 416 521 | 551 His/Met (Meyer and Kamen 1982)

MPS8 + Lys 415 519 | 548 His/Lys (Othman and Desbois 1998)
416 521 | 550 His/Lys

Cyt cs550 M100K 417 521 | 550 His/Lys (Ubbink, Van Beeumen et al.

1992)
AcMPS8 + AcCys 416 520 | 550 His/Cys (Zhong, Lisi et al. 2013)
Cyt c T78C/L79G/M8OL 417 | 521|549 His/Cys (Zhong, Lisi et al. 2013)

Tableau 4.8 : Fréquences (cm™) des modes RR du squelette porphyrinique de divers Fe’"-
hémoprotéines et Fe?’*-hémopeptides. 5¢: pentacoordonné, 6¢: hexacoordonng, LS: Low
Spin, HS : High Spin.

Dérivés Heme c V4 A Vg v, V1o NC, Ligand(s) Références
réduits (Fe”") spin
MP8 1354 | 1469 | 1556 | 1572 | 1605 | 5cHS His (Othman, Le Lirzin et al.
1353 | 1471 | 1555 | 1571 | 1606 | 5cHS His 1993)
Cytc 1354 | 1468 | 1553 | 1573 | 1604 | 5cHS His (Othman, Richaud et al.
1996)
MPS8 +Im 1360 | 1491 | 1539 | 1590 | 1621 | 6cLS His/Im (Othman, Le Lirzin et al.
1357 | 1491 | 1527 | 1590 | 1618 | 6cLS His/Im’ 1994)
Cytcs 1358 | 1492 | 1541 | 1591 | 1620 | 6cLS His/His (Desbois 1994)
Cyt Css50 1358 | 1493 | 1534 | 1590 | 1622 | 6cLS His/His (Kerfeld, Sawaya et al.
2003)
MP8 + AcMet 1361 | 1492 | 1545 | 1590 | 1622 6cLS His/Met | (Othman and Desbois
1358 | 1492 | 1540 | 1590 | 1618 | 6cLS His'/Met | 1998)
Cytc 1362 | 1492 | 1548 | 1594 | 1623 | 6cLS His/Met (Desbois 1994)
Cytc, 1359 | 1492 | 1545 | 1592 | 1622 6cLS His/Met | (Othman, Le Lirzin et al.
1994)
Cyt Cs51 1363 | 1492 | 1545 | 1592 | 1622 | 6cLS His/Met (Desbois 1994)
MPS8 + Lys 1359 | 1492 | 1535 | 1591 | 1620 | 6cLS His/Lys | (Othman, Le Lirzin et al.
1356 | 1491 | 1529 | 1590 | 1614 | 6cLS His/Lys 1994)
Cytf 1357 | 1491 | 1533 | 1589 | 1618 | 6cLS His/NH, (Desbois 1994)
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Filamentous cyanobacterium  ------- MSKLIS--RLILSCCAIAIIWFSQMPMAQAAN --PAELSKAVE 39
Cyanobacterium aponinum = ------- MIKKLW--RKMVLSILCVSLIWFSGGNKILHADTLPNDLGKAVT 41
Leptolyngbya sp. PCC 6406 = —-----———- MRPIYRIAFCIGMAITIVMLL —--QPTATWAAVNPAELAKAVQ 39
Arthrospira platensis = = =-=------ MLRALS--KFVLGLLVAVFLLGSYRTTPVYAGVVPEELAKAVE 41
Spirulina subsalsa = =======-= MRFLP-SALILGLILCLFCGFS-FPKVAQADILPENLAKVVQ 40
Thermosynechococcus elongatus -------- MVR--IFLMALLMASLWIQG--SPAPLASANPEELGKVVT 36
Synechococcus sp. RS9917 MNNLTSALSQLLA--ALIAGLLFTVQPAIA-LANQGTAPVDPAVLAKAVD 47
Cyanobium sp. PCC 7001 --MATSAATMLLG--AFLIG----VAPCAA-LAAPPEAPVNPEVLAKAVD 41
Cys 68
Filamentous cyanobacterium EIEYLDATRSGLASSLEGRTEPPTKQTMKEV CKPVGMRAKQLSMENNWQV B89
Cyanobacterium aponinum EIENLDEMRSHLASFLESTPDKPTPDTFKQV CRPVGMFMKQLGEENGWQT 91
Leptolyngbya sp. PCC 6406 EIEQLDMLRSGLASTLEGQTAE PTMKTMKEV CRPVGMKAMELSKENGWQV 89
Arthrospira platensis ATENLDGLRRGLASTLEGQTTEPTGQTFKEV CKPVGMQAKQLSEDNGWQV 91
Spirulina subsalsa EIEYLDOMRSGLASTLEGRSEEPTPQTMQEV CKPVGMRARKQLSQENGWQV 90
Thermosynechococcus elongatus ATEQLDQMRIGLASTLEGGTSEPTLDTFKAV KQAKETAARNGWQV B6
Synechococcus sp. RS9917 OMEAT.DEMRISLASSLEGSTEEPTMDTMREV KRAMATGQDNGWTV 97
Cyanobium sp. PCC 7001 OMEQLDRLRIGLAATLEGSTEEPTMATMKEV RRAAATGQENGWSV 91
Arg 94
His 98

Filamentous cyanobacterium KQIATKYRNEN*APQSETEEN.ALELFEQNPDL IGFWQKDTVSGEMGDRYF 139

Cyanobacterium aponinum KQIARKYRNPNHAPQNLQEVMALAKFEQDENLKGFWQPEIVDGVKGTKYY 141
Leptolyngbya sp. PCC 6406 KQIATKYRNPAHAPDTLHSRIALAQFEQKPELMGFWEKATIDGQAGDRYY 139
Arthrospira platensis KQIANKYRNPAHAPDNLHAKMALAQFEQNRELMGFWE PETIDGNSGFRYY 141
Spirulina subsalsa KQMASKYRNREHKPDSPQAVQALNRFSEDPELLAFWQRDTVEKGQEGMEYF 140
Thermosynechococcus elongatusRQVALKYRNPNHAPRTALDVQALNQFDNNHELQAFWQTD -—---KEGVHYF 132
Synechococcus sp. RS9917 ROVASKYRNPDHAPIGSQETEVIDLFAKHPEINGLWEPASAEQGAGVNYY 147
Cyanobium sp. PCC 7001 ROVATKYRNPDHAPANAQEREVIDLFSRHPQIQGLWQPARAGQPAGVSYY 141
His 145

Filamentous cyanobacterium RRINVESSCLAC
Cyanobacterium aponinum RRINVESSCLACQ
Leptolyngbya sp. PCC 6406 RRINVEASCLACQ
Arthrospira platensis RRINVEATCLAC
Spirulina subsalsa RRINVEASCLAQ
Thermosynechococcus elongatusRRIDVQASCLAC
Synechococcus sp. RS9917 RRIDVQASCLAC
Cyanobium sp. PCC 7001 RRIDVQPSCLAC

SRPDFVKANYPEDHAFDFQVGDLRGMYSVFVPE 189
LEKNERP SFVQQKYPQDLAYNFHVGDLRGMYSVFIPE 191
NRRPQFVKEGYPQDLAYDFNVGDLRGMYAVFIPE 189
SONSRPQFVKDRKYPQDLAFDFKEGDLRGMYAVFIPE 191
NRPRKFVQERYPQDLAFDFQVGDLRGMYSVEVPE 190
PAFTQEKYPSDRAYGFRVGDLRGMYAVTIIPQ 182
SRDSRPAFIQEKYPNDRAFNFKVGDLRGMYAVYIPE 197
SKDSRPAFVKERYSQDRAFDFKPGDLRGMYAVFIPE 191

Filamentous cyanobacterium -IQAGLKAALD-- 199
Cyanobacterium aponinum DATIEATLKDN---- 200
Leptolyngbya sp. PCC 6406 -VQQSIQAATQP- 200
Arthrospira platensis -IQAALFARK---- 199
Spirulina subsalsa -VQQALQQALTE- 201
Thermosynechococcus elongatus-IQQALQTSP--- 191
Synechococcus sp. RS9917 -VQAATARQSPMG 209
Cyanobium sp. PCC 7001 -VAQALEAATGG- 202

Figure 4.25 : Alignements de séquence de TII0287 de plusieurs cyanobactéries. Les cystéines
du motif CxxCH sont représentées en rouge, le 5°™ ligand axial, His 145, est entouré en bleu
et le 6°™ ligand axial, Cys 68, est entouré en vert.

141
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Figure 4.26 : Coordination de I'heme de TIl0287 en fonction de I'état redox. Aprés réduction
de l'ion métallique, la cystéine (thiolate) est remplacée par un ligand L' que nous proposons
étre I'His 98. Une molécule de CO peut déplacer L' (de pH 5 a 7,6) ou se fixer directement (pH
10). Inspiré de (Smith, Pazicni et al. 2015).

4.4. Titrages redox de TI10287 d&. elongatus

Afin de déterminer le potentiel redox moyeny)(Ele TII0287, des expériences de titrage
d’oxydoréduction par spectro-électrochimie ontréallisées avec le Dr. Frauke Baymann au
BIP a Marseille. Le montage expérimental et la meé¢h utilisée sont décrits dans le

paragraphe 2.9.a du chapitre matériels et méthodes.

ODeux potentiels redox moyens de Tl10287 a pH 10

Les spectres d’absorption électroniques de TIIO28nt enregistrés lorsque différents
potentiels électriques sont imposés dans la celldiélectrochimie. Les variations

d’absorbance (Figure 4.27) correspondent a la rdifige : (spectre réduit a -422 mV) —
(spectre mesuré). Les absorbances a 416 et 44hnhétéodéterminés et leur différence a été
calculé. Le choix de ces longueurs d’onde a été basles différences d’absorption entre les
formes réduite et oxydée qui sont maximales a @ dongueurs d’ondes. Nous avons
ensuite tracé la variation de cette variation sabance en fonction du potentiel imposé. La
courbe expérimentale a été simulée a l'aide deudiégn de Nernst avec un nombre

d’électron échangé égale a 1 (n=1) (Figure 4.28).
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Figure 4.27: Spectres de différence obtenus lors du titrage redox de TII0287 de T.
elongatus a pH 10.
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Figure 4.28 : Titrage redox de TIl0287 de 7. elongatus a pH 10 dans les sens de la réduction
(carrés noirs) et de |'oxydation (ronds blancs). Les points expérimentaux correspondent a la
différence des absorbances entre 416 et 440 nm. Ils sont ajustés avec la somme de deux
courbes de Nernst (en rouge).

Sur la courbe de titrage (Figure 4.28), les pailatss le sens de I'oxydation et de la réduction
sont bien ajustés avec la courbe de Nernst indiquae le phénomeéne d’oxydoréduction de
TI0287 a pH 10 est réversible. La courbe prés@miagues. Deux potentiels redox moyens
ont été déterminés HE (-300 mV) et iF = (-180 mV). L’existence de deux potentiels redox

moyens suggerent la présence de 2 types d’hémes.

143



4. Caractérisation de 'hémoprotéine TIl0287

OOTitrage redox de TI0287 a pH 5

Les expériences suivantes ont été realisées a pH §ui est le proche du pphysiologique a
l'intérieur du lumen des thylakoides. A la fin despériences, la forme des spectres de
TII0287 permet de dire que le cytochrome n'a pasiénaturé a pH 5 lors de I'expérience.

0.002

0.000 - .if’m a. TI0287
0000 _ SN\ b .-260 mV pH K

-0.004

-0.006 o

0.008 - +120 mV 4

0010 4 L .'i"—.—-_!_hl\'. +350 mV
1 - | |

0.012 1 +360 mV & wa

A Absorbance
]

0014 B o
] O

-0.016 +———r—1—r—"T"—"T"—"T"—"T"—"T"—T"—T"—T"TT
600 -500 -400 -300 200 -100 O 100 200 300 400 500 600

Potentiel (mV vs SHE)

Figure 4.29 : Titrage redox de TII0287 a pH 5. Variation de la différence d'absorption en
fonction du potentiel imposé dans le sens de la réduction (carrés noirs) et dans le sens de
I'oxydation (carrés blancs). Les points expérimentaux correspondent a la différence des
absorbances entre 403 et 425 nm. IIs sont ajustés avec I'équation de Nernst dans le sens de
la réduction (trait plein rouge) et dans le sens de I'oxydation (trait pointillé rouge).

Le phénoméne d’oxydo-réduction de TII0287 a pHeéshpas réversible, contrairement a pH
10. La courbe présente trois vagues dans le serla diduction et de I'oxydation. Trois
potentiels redox moyens ont été déterminés dasmerls de la réduction : (+360 mV), (+120
mV) et (-350 mV) et dans le sens de I'oxydatior350 mV), (+20 mV) et (-260 mV). La
non réversibilité de la réaction pourrait étre diien changement de conformation irréversible

ou a une réversibilité de conformation trés lergdadprotéine.

4.5. Structure cristallographique de TI10287

Les données de la structure cristallographique k287 obtenues en collaboration avec
I'équipe du Dr. J-R. Shen (Motomura, Suga, Sugileh, Boussac, Shen) ont été présentées
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pour la premiére fois dans un poster en décembid &firs d’'une réunion au Japon. Ces
données n’ont pas encore été publiées. La prot@id287 a partir de laquelle les cristaux ont
été obtenus a été purifiée au laboratoire par leADBoussac. La résolution de la structure
cristallographique obtenue est de 2 A et a permaisiéterminer le ¥ ligand axial du fer

hémique, il s'agit d’une cystéine en position 6Ry(iFe 4.30).

A. B.

Figure 4.30 : Structure cristallographique de TII0287 (en vert) avec son heme (en rouge).
Agrandissement sur les ligands axiaux du fer hémique (B). Les squelettes carbonés des 5°™ et
6°™ ligands axiaux du fer hémique (His 145 / Cys 68) sont représentés en rose, les atomes
d'azote en bleu, les atomes d’'oxygéne en rouge et I'atome de soufre en orange.

Les ligands axiaux, cystéine et histidine, sont seoweés dans les séquences des
cyanobactéries comme le montre les alignement®gieesice (Figure 4.24). La structure de
TII0287 ne ressemble pas a la structure connuetrd@awcytochromes de type c de
elongatuscomme le Cyt g le Cyt G50 0u PsbV2 (Figure 4.31) contrairement & ce qui pauv

étre attendu.
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PsbV2(jaune), Cytcss, (rouge), Cytc, (bleu)

TI0287

Figure 4.31 : Comparaison de la structure cristallographiques de TII0287 avec celles d'autres
cytochromes de type c de 7.elongatus.

4.6. Hypothese sur la fonction de TI10287

La structure cristallographique de TII0287 n’ét@is encore disponible lorsque jai
commencé a réfléchir a sa fonction. Dans un prer@gmps, des protéines de séguence
primaire proche de TII0287 dont la fonction étailnoue ont été recherchées. Avec un
alignement de séquences peptidiques avec l'oustBBasic Local Alignement Search Tpol
du NCBI (National Center for Biotechnology Informatjofhttp://www.ncbi.nim.nih.gov],
aucune des protéines trouvées n'avaient été étidieeoutes étaient annotées comme des
« protéines hypothétiques J:ai donc décidé de modéliser la structure de BDour
rechercher des protéines dangtatein data banKPDB) dont la structure serait similaire a
celle prédite pour TII0287. Difféerentes modélisasomoléculaires de TII0287 ont été
réalsiées avec plusieurs logiciels : PRAyd#veloppé & lmperial College of London
[http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2] (Kelley andeBtberg 2009) ; Swiss MODEL développé
a I'Université de Bale en Suisse [http://swissm@kpasy.org] (Guex and Peitsch 1997,
Schwede, Kopp et al. 2003; Arnold, Bordoli et &08; Kiefer, Arnold et al. 2009) et i-
TASSER développé a I'Université du Michigan aux  t&fdnis
[http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu] (Zhang 2008y, Kucukural et al.; Yang, Yan et al.).
Les trois logiciels utilisés ont proposé les dewenmas protéines. Il s’agit de deux protéines de
signalisation deGeobacter sulfurreducensGSU0582 (code pdb. 3B47) et GSU0935 (code
pdb. 3B42). Les structures et la fonction de casxgeotéines ont été bien décrites (Londer,
Dementieva et al. 2006; Pokkuluri, Pessanha et2@08; Silva, Valente et al. 2014).
GSU0582 et GSU0935 sont deux protéines avec deaidemsenseurs. Disposant ensuite des
coordonnées de la structure cristallographique raxpétale de TII0287, celle-ci a été
comparée a celle de la chaine (b) de la protéingd835 (code pdb 3B42) (Figure 4.32).
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Figure 4.32 : Structures cristallographiques (A) de TII0287 en vert avec son héme en rouge et
(B) de la chaine (b) de GSU0935 en bleu cyan avec son heme en jaune. Zoom sur les ligands
axiaux de I'néme (D). Le 6°™ ligand de I'héme de la chaine b de GSU0935 est une molécule
d’'eau non représentée.

Les structures de TII0287 et de GSU0935 ne se pagent pas completement, mais une forte
similarité de structure est observable. Le nombhélides et de feuillets sont identiques et
leurs localisations sont trés proches. Les deuxekése superposent aussi dans la méme
région. Il y a cependant une boucle supplémengairglessus de 'heme chez TIl0287 (Figure
4.32).L’équipe de Pokkuluri et al. a été la premiére atraesn évidence I'existence d’une nouvelle
famille de protéines a laquelle appartiennent G308t GSU0582. La structure des domaines
senseurs périplasmiques des protéines GSU05820935 montre un héme de type c lié de facon
covalente et une nouvelle facon de former des duesade type PAS (décrit ci-dessous) avec un
entrelacement de deux hélicesde chaque monomere (Pokkuluri, Pessanha et aB)206s autres

domaines senseurs avec un domaine PAS connus gupggsent contenaient un héme de type b et
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étaient localisés dans le périplasme. Le domain® (Aur Per : period circadian protein, Arnt : aryl
hydrocarbaryl hydrocarbon receptor nuclear tramgtocprotein et Sim : single-minded protein, qui
sont les trois premieres protéines découverteggdass ce domaine) est présent chez un grand nombre
de protéines de signalisation qui fonctionnent cendes senseurs. Un grand nombre de protéines
avec un domaine PAS possede un heme qui permeétdetel le signal (Taylor and Zhulin 1999).
Dans la structure cristallographique de GSU093%eidehémique de la chaine (a) est hexacoordonné
avec I'acide aminé His 144 de la chaine (a) eida@aminé Met 260 de la chaine (b), alors que celui
de la chaine (b) est penta-coordonné avec l'aawi@éaHis 144 de la chaine (b) et une molécule
d’eau. TIl0287 n'a pas été cristallisé sous forreeddnére, contrairement a GSU0935. La structure
cristallographiqgue du monomere de TII0287 ne laisas suggérer que TII0287 puisse avoir un
repliement en dimere entrelacé comme décrit poud@S5. Cependant la similarité de structure de

TI0287 avec GSU 0935 suggere que TII0287 pouatastsi avoir un réle de protéine senseur.

Pokkuluri et al. ont montré que GSUQ0935 est capaldefixer une molécule de CO
(Pokkuluri, Pessanha et al. 2008). Une réductiomli287 en présence de CO a pH 7,6 a été
effectuée et son spectre d’absorption électronmete enregistré (Figure 4.33). Quand le
spectre de TII0287 passe de la forme oxydée amafoéduite en présence de CO a pH 7.6, le
maximum dans la bande de Soret se déplace de 41% 42 nm et double de valeur. Ce
changement de spectre indique qu’'une molécule des@& fixée sur le fer ferreux de
TII0287. Une bande de Soret a 412 nm est en affectéristique d’'une coordination His/CO
(Figure 4.33). Une coordination Cys/CO donneraie umande de Soret beaucoup plus

déplacée vers le rouge.

06
0,5 A

0,4
—— TII0287 oxydé

03 - —— TII0287 réduit dithionite + CO
— TII0287 réduit dithionite

Absorbance

400 450 500 550 600 650 700

Longueurs d'onde (nm)

Figure 4.33 : Spectres d'absorption visible de TII0287 a pH 7.6 oxydé (noir), réduit au
dithionite (bleu) et réduit au dithionite en présence de CO (rouge).

148



4. Caractérisation de I'hémoprotéine TI10287

4.7. Discussion

TI0287 présente le motif CXXCH caractéristique dagochromes de type c. A notre
connaissance, le ligand cystéine de ’'heme c astperit. Dans un contexte plus général, un
grand nombre d’hémoprotéines contenant notammesithéenes b et ayant une cystéine
comme ligand axial de 'heme ont été décrites. ¢egente revue de Smitt al. (2015) a
répertorié et classifié ces différentes protéindmie thiolate en deux types en fonction de
leurs caractéristiques spectroscopiques et selonchgpacité a changer de ligand axial dans
leurs formes réduites (type 1: pas de changentgg, 2 : changement de ligands) (Smith,
Pazicni et al. 2015). Les hemes thiolate de typso@t des centres senseurs de petites
molécules ou de transport. Le ligand cystéine [@he) est labile, ce qui est fondamental pour
sa fonction. Apres réduction de I'héme, le ligaydtéine est protoné, puis est remplacé par
un ligand de la protéine ou un ligand exogéne. dehp de I'heme est flexible permettant
facilement un changement de ligand. La naturedathd la cystéine (thiol) est exploitée par
I’'héme senseur pour assurer la cascade de sigmahtise de ’'heme jusqu’a la région active
de la protéing¢Smith, Pazicni et al. 2015)

Certaines propriétés spectroscopiques décrites tarchapitre 4 permettent de classer
TI0287 comme une protéine a heme thiolate de BipEn effet, les spectres de résonance
Raman montrent que I'hneéme réduit présente un clmaegede ligand. Les spectres de RR
montrent aussi qu’a différents pH, il y a deux fesmd’heme a I'état oxydé comme a I'état
réduit : 'une étant 6¢LS et I'autre étant 5¢ ouH6C Les spectres d’absorption électronique
montrent aussi ces formes de TII0287 a ces mémesQad données spectroscopiques
suggerent un équilibre conformationnel de TII0287 selution a 20° C. En revanche la
structure cristallographique présente un heme lexdonné uniquement. Il se pourrait que
la formation de cristaux n’ait sélectionné qu’'unlsype de coordination. Le modéle suivant

d’oxydo-réduction de 'heme peut étre proposé pald287 (Figure 4.34).
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6¢LS 5¢LS ou 6¢LS
His 145 i
%Hls 145

1 “NL\\ 2 ”z\\
N
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Figure 4.34: Modele de l|'oxydo-réduction des 2 formes d'hémes de TII0287 (hexa- et
pentacoordonnées). « L' » représente un autre ligand que la cystéine 68.

A ma connaissance, c’est la premiéere protéine deayactéries avec un heme de type ¢ qui
peut étre répertoriée dans ce groupe.

Le titrage redox de TIlI0287 montre une réactiororecéversible avec deux potentiels redox
moyen a pH 10 (Figure 4.27). Selon le modéle deglae 4.34, le comportement redox de
TII0287 peut étre complexe. Les 4 formes possildes TII0287 pourraient expliquer
I'existence des 2 potentiels observés. Le fait lgugand axial cystéine soit labile quand il
est déprotoné suggere que le ligand qui le remplatsse étre un ligand exogéne. En accord
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4. Caractérisation de I'hémoprotéine T110287

avec cette hypothése, il a été montré que TIIQ28uit pouvait fixer une molécule de CO

comme décrit dans la figure 4.35.

His 145 His 145 His 145

T, T,

M,
HNL\ \ H.NL\ \ le\;/\é

| / +e N +CO N— |/
+3 — +2
//Fe N //Fe Bt oo | i TN
' C
JS' HS . L HS L 0
Cys 68 Cys 68 Cys 68

Figure 4.35 : Coordination de I'héme de TII0287 en fonction de I'état redox. Apres réduction
la cystéine (thiolate) est remplacée par un ligand L. Une molécule de CO apportée lors de
I'expérience se fixe ensuite a la place du ligand L. Inspiré de (Smith, Pazicni et al. 2015).

L’appartenance de TIl0287 au groupe des protéinegportant un heme thiolate de type 2
suggere que TIl0287 soit une protéine senseuringasité de la structure cristallographique
de TI0287 avec le domaine senseur GSUQ0935 renfoette hypothése (voir la suite de la
discussion partie 7).
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

5.1. Introduction

La protéine PsbV2 d€&. elongatusest constituée de 175 acides aminés. Un siteiviegel du
peptide signal est prédit par la séquence en aeid@sés . Un site de fixation d’'un héme c
caractéristique avec le motif CXXCH est présentsdanséquence, prédisant un héme lié de
facon covalente a la protéine (Figure 5.1).
MYQPHFWQRSIGWLCGGLLILLLGWTIAPATALAAAGVDNYVIQYLKVTDTVELPVNDRGETKTFTAVDLTRG

KRLFEENCKNCHVGGSTLPNPLVSLSLKDLKGATPPRDTIASLVAFQRSPKSYDGSEESYSCRRVSEDWLTTEQL
ETLAAFILRAAAVAPGWGVESFPDSAP

Figure 5.1 : Séquence en acides aminés de la protéine PsbV2 avec le site de clivage prédit
du peptide signal situé apres la séquence ALA (en jaune) et le motif CXXCH (en bleu).

L’existence du produit du genesbV2avait déja été soupconnée par Katoh et al. en 2001
(Katoh, Itoh et al. 2001). Les auteurs avaient BEpfee produit supposé du gépsbV2: le

« cytochrome g,-like » car dans le génome dle elongatusle genepsbv2(au locus t111284)
est localisé en amont du géepsbvl(au locus tl11285) codant le cytochromgec Le produit

du gengpsbV2ne sera pas appelé « cytochragggrlike » mais simplement PsbV2 car PsbV2
présente un certain nombre de différences compaf@yagso Deux ans plus tard, en 2003,
I'existence de PsbV2 est mise en évidence au ladiogapar le Dr. A. Boussac (Kerfeld,
Sawaya et al. 2003). La protéine PsbV2 a été cifigmiavec le Cyt g Il a été montré que
les deux protéines, le Cytsget PsbV2, avaient des signatures tres proches cependant
différentes en RPE et en spectroscopie UV-visibbldeerésonance Raman. Les auteurs ont
aussi montré que PsbV2 se trouve en trés faiblatg@adans les protéines solubles Te
elongatuset qu'il représente moins de 1 % de la quantit€yessso.

Un des objectifs de mon travail de these a étéadecteriser PsbV2. Pour cela, un systeme de
surexpression a été mis en place pour produirésauifnent de protéine pour la caractériser
avec différentes technigues spectroscopiques. Pabdt@ dans un premier temps surexprimé
de facon hétérologue ch&z coli en plagant le gengsbV2sous le contréle d’un promoteur
fort en présence des facteurs de maturation descluyimes c (pour les détails, voir
paragraphe 2.3.d du chapitre matériel et méthodas)travail n’a pas permis d’obtenir de

cytochrome dans sa forme mature.

5.2. Expression homologue de PsbV2 de elongatus chezE. coli
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

Dans un deuxieme temps surexprimé PsbV2 a été murex de facon homologue chéz
elongatusen placant le génpsbV2sous contréle du promoteur fort de la RubiscoteCet
approche permet de s’affranchir du probleme de raatuin du cytochrome rencontré en
systeme hétérologue ch&z coli. Les constructions de biologie moléculaire ont réisés
lors d’'un stage de 5 mois dans le laboratoire deaviBugiura au Japon. La stratégie de
biologie moléculaire utilisée a été de cloner laeggsbV2sous contréle d’un promoteur de la
ribulose-bisphosphate carboxylase oxygénase (Rubigd est une des protéines solubles les
plus fortement exprimées chez les cyanobactériesuiZZhang et al. 2014) (pour les détails,
voir le paragraphe 2.3.e du chapitre matériels éthodes). Aprés transformation et
recombinaison génétique, les clones ont été seétewds sur milieu sélectif. 138 colonies ont
été obtenues sur boite de Pétri. Quelques colamegté repiquées sur une deuxieme boite

pour étre amplifiees (Figure 5.2).

A. WT*3/PsbV2 B. SN B . v
. i WT*3/PsbV2
g SR N |
S5~ " o o
. jy N 1 1-Sbn% (90&6 Vz
/ SAL70% : g #1qy—~
o q&« A~
\ ;‘ » / ¢ / ) sl /,/’ -i% ~ @
A\ oL T ‘iw-- 1~ \ e
J. . (. Wl ‘7'_ e
R/ o g Y| % \ .
. #\\\fﬂl—:f o

Figure 5.2 : Sélection des mutants de surexpression de PsbV2. Colonies de 7. elongatus sur
milieu sélectif obtenues apres transformation (A) et repiquage (B). Les fleches rouges
indiquent les colonies qui ont été repiquées.

L’ADN génomique des cellules a ensuite été analys®e réaction de PCR est effectuée
directement sur plusieurs clones avec des amopeasfigues pour vérifier I'insertion dans
'ADN génomique de la cassette contenant le gesi@v2 Si la cassette est correctement
insérée, un fragment amplifié unique de 3080 paledases (pb) doit étre obtenu. Dans le
cas contraire, le géene de résistance au chlorangahérésent initialement dans la région
d’insertion persiste et conduit a I'obtention d'sexcond fragment d’amplification a 1300 pb.
Le mutant WT*3 est utilisé comme témoin, il ne ¢ent pas de plasmide avec la cassette

décrite précédemment, il ne présente donc quadgnfent d’amplification a 1300 pb.
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

Figure 5.3 : Gel d'agarose 1% (p/v) pour la vérification de la taille des produits PCR. Les
produits de PCR des clone n°1-2-3 sont déposés respectivement dans les pistes 1, 2 et 3 du

gel.

Seul le clone n°2 présente un fragment unique & B3 En revanche, les clones n°1 et n°3
présentent les deux bandes a 3080 pb et a 13d@ligliant qu’il 'y a pas eu insertion dans
'’ADN génomique. Le mutant n°2 sélectionné est igan milieu liquide et surexprime la

protéine PsbV2 comme attendu indiquant que cetiexptession n’est pas toxique pour la
cyanobactérie. Une quantité suffisante de cytocbrdrsbV2 a été obtenue avec cette

approche pour commencer sa caractérisation.

5.3. Structure cristallographique de PsbV2

Avant que le systeme de surexpression homologtiers®iau point, PsbV2 a été directement
purifié au laboratoire a partir de la source natiwest-a-dire des protéines de la fraction
soluble deT. elongatusrécupérées lors des préparations des membranestuéiés pour
différentes études du photosystéme Il. Lors d’uelée tpurification, il a été possible de
récupérer 730 pg de cytochrome PsbV2 mature arpdeti 320 litres de culture de
cyanobactéries (correspondant a vingt expérienegsréparations de photosysteme 11). Une
guantité suffisante de PsbV2 a pu étre obtenus daine laboratoire pour mener a terme des
expeériences de cristallographie en collaboraticecdiéquipe de cristallographes du Dr. JR.
Shen (Université Okayama, Japon). La structure sl&/P a ainsi été obtenue a I'échelle
atomique a une résolution de 1.5 A. Ces résultatst® publiés (code d’accés 4LJI dans la
Protein Data Bank1.5 A (Suga, Lai et al. 2013). La superpositienla structure de PsbV2
avec celle du Cytsgo (Figure 5.4C) montre des ressemblances entrérlegiges de ces deux

cytochromes. Elle présente cependant trois diffisemajeures.
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

PsbV2 possede un domaine N-terminal plus long éssmté en orange sur la Figure 5.4A)
précédant les deux feuillets béta, comparé a del@yt ¢so (représenté en vert sur la Figure
5 .4B).

Structure du cytochrome PsbV2 en jaune (A), du Cyt css0 en rouge (B) et
superposition des structures des cytochromes PsbV2 et du Cyt csso (C). Pour le Cyt csso, le
motif DIXPXMRN est représenté en bleu et le partie N-terminale en vert.

Figure 54 :

Le motif DIXPXMRN (ou X représente un acide amingnnconserve) représenté en bleu
(Figure 5.4B) se trouve dans l'environnement derfle du Cyt g0 Ce motif est bien
conservé dans la séquence du Gy de plusieurs cyanobactéries comie elongatus,
Arthrospira maximaet Synechocystis 680&erfeld, Sawaya et al. 2003) et n’existe pas dans

la séquence de PsbV2 (Figure 5.5).

1 50

C550 Telongatus AELTPEVLTV PLNSEGKTIT LTEKQYLEGK RLFQYACASC HVGGITKTNFP

C550 A.maxima LTEELRTF PINAQGDTAV LSLKEIKKGQ QVFNAACAQC HALGVTRTNP

€550 5.6803 VELTESTRTI PLDEAGGTIT LTARQFTNGQ KIFVDTCTQC HLQGKTKTNN

PsbV2 Telongatus AARGVDNYVIQYLKVTDTVEL. PVNDRGETKT FTAVDLTRGK RLFEENCKNC HVGGSTLPNP
51 100

€550 T.elongatus SLDLRTETLA LATPPRDNIE GLVDYMKNPT TYDGEQEIAE VHPSLRSAD

C550 A.maxima DVNLSPEALA LATPPRDNIA ALVDYIKNPT TYDGEFVEISE I .EPSLKSS D

C550 5.6803 NVSLGLADLA GAEPRRDNVL ALVZFLKNPK SYDGEDDYSE LHPNISRED

PsbV2 Telongatus LVSLSLKDLK GATPPRDTIA SLVAIQRSPK SYDGSEE... SYSCRRVSE
101 137

C550 T.elongatus DLVAIAGHIL VEPKILGDKW GGGKVYY

C550 A.maxima DLYNVAGYIL LQPKVRGEQW G

C550 5.6803 DIFDVAGYTL IAPKL.DERW GGTIYF

PsbV2 Telongatus © QLETLAAFIIL RAAAV.APGW GVESFPDSAP

Figure 5.5

Alignement de séquences de cytochromes csso de

trois cyanobactéries

(Thermosynechococcus elongatus, Arthrospira maxima, Synechocystis 6803) avec PsbV2 de T.
elongatus. Le motif DIXPXMRN absent de la séquence de PsbV2 est entouré en rouge. Figure
modifiée (Kerfeld, Sawaya et al. 2003).
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

La 3™ différence majeure entre les deux cytochromedaestiture du 8" ligand axial de
I'héme. La structure cristallographique a permis de déteemie 6™ ligand axial de I'héme
de PsbV2 qui est une cystéine en position 101 (EigLb) .

Figure 5.6 : Zoom de la structure de PsbV2 avec les 5™ et 6°™ ligands axiaux (His 51 et Cys
101) (Suga, Lai et al. 2013).

Comme le montre les alignements de séquence de2P$by/ 5™ et 6™ ligands axiaux,
respectivement His 51 et Cys 101 sont tres consertiéz plusieurs cyanobactéries (Figure
5.7). Plusieurs études concernant des cytochromegpe ¢ ayant une cystéine comnig®e
ligand axial de I'hnéme ont été publiées comme penple : DsrJ, impliqué dans le
métabolisme du soufre (Grein, Venceslau et al. ROISHA, une thiosulfate déshydrogenase,
comportant un diheme de type c, de la bactériegsedtiiochromatium vinosurat qui joue
un réle dans le métabolisme énergétique du soufretigse le ligand cystéine comme
cofacteur catalytique (Grabarczyk, Chappell et 24115); SoxAX, homologue de TsdA,
impliqué dans I'oxydation des thiosulfates (BamfdBerks et al. 2002; Kilmartin, Maher et
al. 2011); le cytochrome triheme attaché au cengactionnel chezRhodovulum
sulfidophiulum(Alric, Tsukatani et al. 2004); GHP (poGreen Heme Protejntrouvé chez
certaines proteobactéries (Van Driessche, Devreesd. 2006); NaxLS trouvé dans une
bactérie pouvant oxyder 'ammonium en anaérobienfné bactérie anammox) (Ukita, Fujii

et al.).
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5. Caractérisation du cytochrome c : PshV2

5éme ligand axial : His 51

-y

T. efongatus :35 AAGVDNYVIQYLEVTDTVELPVNDRGETKTFTAVDLTRGKRLFEENCKNCOHVGGSTLPNP :94
T wilcanus 3B AAGVDNYVIQYLEKVTDTVELPVNDRGETKTFTAVDLTRGKRLFEENCKNCHVGGSTLPNP
Oscillatoria PCC 6506 ADALDPYVVRYLOAKREPIELELNGQGETRLFSGEDLSAGKRLFGONCLNCHVGGATLPNP
Cyanothece PCC 7425 ARRVDEYVYRFL-AKEPVTIPINSAGETQLFSPEELTLGKQLFDONCKNCOHEVGGATLPNP
Microcoleus vagibatus FGP2 ARA-DSYVNRYLOASEPVALELDSEGHTRLFSAQDLSAGKVLFEQSCLNCOEBVGGANLFPDP
Acaryochions marina MBIC1101 AGDIEDYIVRYLKVTEPVPIVMDASGETQLFSPEELSDGKRLFDDNCENCEVGGATLFNP
Synechocoocus JA-3-3Ab AAGRIDPYVSHYLRTTEPIELPWDAEGHMLTF TPEQLTDGENRFQSACLNCOBVGGSTLPAP
Trchodesmium erythieum IS1 AA——DSYVERYLDAEIPVGIKELNKQGELENFSAEDLSEGKQTFAKNCLN GGANLVNP
Uoorea producta 31 AAVND YVRHYLDVAEPVPIAV-GKGETEKLFDGEDLSVGIKLFSQNCQR! GGANLIDP
Arthrospia platensis str. Paraca AQNVDPYVLRYL-TDEPVEIQSDROGGTQTFSVEDLSAGKVLFTDSCLN GGVTIFYP
Arthrospira maima CS-328 AQNVDPYVLRYL-TDQPVEIQSDRQGGTQTFSVEDLSAGKVLETDSCL GGVTIPYP
Lyngbya PCC 8106 ADGVDPYVRRYL-ASQPVEIPADNQGHTQOQFLPEDINTGEKMLFEASCL GGVNIFPYP

6°™e ligand axial : Cys 101
T. clongalus % LVSLSLEDLEKGATPPRDTIASLVAFQRSPESYDGSEESYSURRVSEDWLTTEQLETLAAF :"54
T widucanus % LVSLSLEDLKGATPPRDTIASLVAFQRSPKSYDGSEESYSCRRVSEDWLTTEQLETLAAF 154
Oscillatoria PCC 6506 MVSLSLEKDLEKAATPPRDNVSSLVAFLREPMSYDGSEES VPESWMPQEQIENLAAF
Cyancthece PCC 1425 AESLALADLRAANPPRDNVAALVAYORSPMLODGSELSYLCRRVSEDWLTNDQLODLAAF
Lcrocoleus vagibatus FGP2 MISLSLADLKGATPPENNINSLVAYLREPMTYDGTEE! ROVPESWMPOAEITENLAAF
Acaryochiors manina MERC1101 VOSLSMENLQGATPSRDNVANLIEFQREPTIYDGSDVS ROVPDTWLPDKELANLEAF
Synechococcus JA-3-3Ab NISLSLEDLRGATPPRDTIQALVEYQRDPRSYDGTEVSYGCRPVPPSWMDDEALRNLAAF
Trichodesmium erythrmeum IAS1 SVSLSLEKLEKGATPPRDDLNNLVAFLRDPMIYDGSSYTL QITENWMSQOEVENTAAF
Moorea producta 31 TVSLSLEKLAGAKPPRDNLNGLVAFMROPMTYDGEDESFHCREVPESHLSQEKIEKLAAF
Arthrospiea platensis str. Paraca TVSLSLEDLKGATPPRDTIKDLVAYMRHPVSYDGSDT: REIPENWLSDAEIDNLAAF
Arthrospira maama C5-328 TVSLSLEDLKGATPPRDTIKDLVAYMRHPVSYDGSDTNYWCRETIPENWLDDAEIDNLAAF
Lyngbya PCC 8106 TVSLSLEDLEAATPARDNIKNLVSYFRYPLSFDGSDT ROISESWMSQVQAEKLAAY
T. elongatus 15 TLRAARAVAPGHWGVESFPDSAP 175
T. whicanus 15 JLRAAAVAPGWGVESFPDSAP 175
Oscillatoria PCC 6506 VLRAAQEAPGWGVESF
Cyanathece PCC 7425 LLRAAEKSPGWGTDAL
Uicrocoleus vagibatus FGP2 VIRAAQEAPGWGVENF
Acaryochion's manna MBIC11017 ILRAAEVARGWGTEDVAD
Synechococcus JA-3-3Ab ILRAAQVAPGWGSNAL
Tachodesmwm erythraewn IMS101 ILRAAQKAPYWGVEN
Moorea producta 3L VIRAAQRGPGHGTEDL
Arthrospi platensis str. Paraca ILOSATKAPGHWA
Asrthrospia maoma C5-328 ILOSATKAPGHA
Lyngbya PCC 8106 IIRSAQAAPGHG

Figure 5.7 : Alignement de séquences de PsbV2 de différentes cyanobactéries. Les ligands
cystéines du motif CXXCH sont écrits en rouge, le 5°™ ligand histidine en position 51 est
entouré en bleu et le 6™ ligand cystéine en position 101 est entouré en vert. Figure modifiée
(Suga, Lai et al. 2013).

5.4. Potentiel redox trés bas de PshV?2

Jusqu’alors, seul les spectres d’absorption éleicjue et de résonance Raman de la forme
oxydée de PsbV2 étaient connus. Le spectre de Psid(ft n'avait jamais été obtenu. En
ajoutant du dithionite dont le potentiel redox most d’environ (-400 mV) a pH 7 (Mayhew
1978), PshV2 reste oxydé, d’'aprés son spectre afptisn inchangé. Ceci indique que
PsbV2 a un potentiel redox moyen tres bas.
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5. Caractérisation du cytochrome c : PshV2

OTitrages redox du cytochrome gdeT. elongatus a différents pH

Les mesures sur le cytochrome Pskd/annoncait difficile car son potentiel redox étai
attendu trés bas et son spectre réduit n'étaicpasu. Le Cyt ga été utilisé comme témoin
afin de s’assurer que l'instrumentation utiliséaupte titrage redox était bien adaptée (voir
paragraphe 2.9.b du chapitre matériels et méthotlesCyt ¢ de T. elongatusest un bon
témoin pour plusieurs raisons. Tout d’abord, lesctes d’absorption oxydé et réduit de ce
cytochrome sont bien connus, facilitant ainsi lgepéeiences de titrage redox. De plus, son
potentiel redox avait déja été mesuré au laboeatsir un autre type d’instrumentation et
enfin les potentiels redox du C\d’autres cyanobactéries étaient déja publiés (@rang et

al. 1999; Bialek, Nelson et al. 2008; Bell, Xinagét 2009). Plusieurs titrages redox du Gyt c
ont été réalisés a différents pH. Lorsque le cyiocte passe de sa forme réduite’{Fa sa
forme oxydée (F&) ou vice et versa, les spectres d’absorption ofreingomme attendu. Les
variations d’'absorbance correspondant au (spedthgtra +200 mV) — (spectre mesuré) sont

enregistrés (Figure 5.8).

— +700 mV
—— +600 mV
0.4 T . : ; +500 mV

+400 mV
— +375mV
— +350 mV

+325 mV

+300 mV
—— +350 mV
—— +375mV
— +400 mV
—— +425mV
— +450 mV
——— +475mV
—— +500 mV
—— +600 mV
—— +700 mV

A Absorbance

_0‘3 " 1 1 1 1
400 450 500 550 600

Longueur d'onde (nm)

Figure 5.8 : Spectres de différence pendant le titrage redox du Cyt ¢s de 7. elongatus a pH 5
(allant de +300 mV a +700 mV). La variation d'absorbance correspond a la différence entre
(le spectre réduit a +200 mV) — (spectre mesuré a un potentiel imposé). Les spectres ont été
enregistrés sur un spectrophotometre de type Joliot.

De la méme facon, des spectres de différence a@nteBtegistrés a partir des mesures
d’absorbance a pH 7,6 (Figure 5.9) et pH10 (Figui®).
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Figure 5.9 : Spectres de différence pendant le titrage redox du Cyt ¢ de 7. elongatus a pH
7.6 (allant de 0 mV a +700 mV). La variation d'absorbance correspond a la différence entre
(le spectre réduit a 0 mV) — (spectre mesuré a un potentiel imposé). Les spectres ont été
enregistrés sur un spectrophotometre de type Joliot.
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Figure 5.10 : Spectres de différence pendant le titrage redox du cytochrome cs de 7.
elongatus a pH 10 (allant de -150 mV a +600 mV). La variation d'absorbance correspond a la

différence entre (le spectre réduit a -150 mV) — (spectre mesuré a un potentiel imposé). Les
spectres ont été enregistrés sur un spectrophotometre de type Joliot.
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

Les changements d’absorption les plus importantsos@ant au niveau de la bande de Soret,
les points expérimentaux pour chaque pH a deuxulemg d’onde dans la bande de Soret ont

été extraits.
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Figure 5.11 : Titrage redox du Cyt ¢ a pH 5 avec des points mesurés dans le sens de la
réduction (carré noir) et dans le sens de I'oxydation (rond blanc) dans du tampon MES 2 mM
a pH 5 avec du KCl a 100 mM. Les points expérimentaux correspondent a la différence des
absorbances entre 417 nm et 431,3 nm. Ils sont ajustés avec une courbe de Nernst (trait
rouge).
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Figure 5.12 : Titrage redox du Cyt ¢ a pH 7,6 avec des points mesurés dans le sens de la
réduction (carré noir) et dans le sens de I'oxydation (rond blanc) dans du tampon MOPS 2
mM a pH7,6 avec du KCl a 100 mM . Les points expérimentaux correspondent a la différence
des absorbances entre 417 nm et 408 nm. Ils sont ajustés avec une courbe de Nernst (trait
rouge).
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Figure 5.13 : titrage redox du Cyt ¢ a pH 10 avec des points mesurés dans le sens de la
réduction (carré noir) et dans le sens de I'oxydation (rong blanc) dans du tampon CAPS 2mM
a pH10, avec KCl 100 mM. Les points expérimentaux correspondent a la différence des
absorbances entre 417 nm et 435 nm. IIs sont ajustés avec une courbe de Nernst (en rouge).

Pour les 3 pH (Figure 5.13 a 5.15), les points rpmntaux obtenus dans le sens de la
réduction (carrés noirs) et dans le sens de I'oxgdgronds blancs) se situent sur la courbe
de Nernst correspondante, indiquant que le systésheréversible. Les potentiels redox
trouvés expérimentalement sont (+397 mV) a pH 83%tmV) a pH 7,6 et (+221 mV) a pH
10. lls sont tres proches de ceux mesurés précédetrau laboratoire et de ceux publiés sur
des Cyt g d'autres cyanobactéries (Cho, Wang et al. 1998teBj Nelson et al. 2008; Bell,
Xin et al. 2009). Ces résultats ont permis de nesrgque l'instrumentation utilisée était bien
adaptée pour mesurer le potentiel redox d'un cytouk de type c, ce qui a permis de

poursuivre les expériences sur le cytochrome PsbV2.

OOTitrage redox de PsbV2 d€T. elongatus a pH5

Dans la premiere expérience, PsbV2 a été placédiatisau en absence de médiateurs afin
de voir si il pouvait étre réduit dans le systeines changements d’absorption des spectres
d’absorption entre (+200 mV) et (-810 mV) ont étéegjistrés (Figure 5.16). En dessous de (-
820 mV) un fort courant a été généré dans la exlindiquant que I'électrolyse de I'eau a

lieu.
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Figure 5.16 : Spectres de différence pendant le titrage redox de PsbV2 de 7. elongatus (pour
des potentiels allant de -810 mV a +200 mV). La différence d'absorbance correspond a la
différence entre (spectre réduit a -820 mV) — (spectre mesuré a un potentiel imposé). Les
spectres ont été enregistrés sur un spectrometre de type Joliot.

A (-820 mV), le spectre d’absorption de PsbV2 pnésein maximum a 415 nm dans la bande
de Soret et deux pics au niveau de la banéep, indiquant que le cytochrome n’a pas été
dénaturé au cours de I'expérience. L'augmentaties deux picso et 3 indiquent une

oxydation du cytochrome. Les différences de spectf@absorption sont beaucoup plus
bruyants que ceux obtenus pour le GytGe premier titrage redox a permis de déterminer u

potentiel redox moyen de PsbV2 dans un milieutaorponné de (-445 mV) (Figure 5.17).
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Figure 5.17 : Courbe de titrage redox de PsbV2 dans de I'eau sans médiateurs avec des
points expérimentaux dans le sens de la réduction (carré noir). Les points expérimentaux
sont les moyennes des absorbances a 411, 414, 417, 420 nm auxquelles I'absorbance a 580
nm a été soustraite. Ils sont ajustés avec une courbe de Nernst (en rouge).
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

Comme attendu, le potentiel redox moyen de PsbV¥2res bas, égal a (-445 mV). Pour
améliorer cette courbe de titrage, une deuxiemeérexpce a été réalisée mais cette fois dans
un milieu tamponné & pH 5 avec un mélange de 15ateéns et en faisant des pas de
potentiels moins grands. Les difféerences de speatfabsorption sont a nouveau plus
bruyantes que ceux obtenus pour le Gytune réduction partielle de I'échantillon a pueétr
réalisée en faisant varier le potentiel électridad’électrode de travail de (-100 mV) a (-460
mV) (Figure 5.18). En dessous de (-460 mV) un cauraportant et la formation de bulles

ont été généreés dans la cellule indiquant qu’ilepalectrolyse de I'eau.
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Figure 5.18 : Spectres de différence pendant le titrage redox de PsbV2 de 7. elongatus (pour
des potentiels allant de -460 mV a -100 mV). La différence d'absorbance correspond a la
différence entre (spectre réduit a -460 mV) — (spectre mesuré a un potentiel imposé). Les
spectres ont été enregistrés sur un spectrophotomeétre de type Joliot.

L’ajustement des points expérimentaux avec uneapatation de la courbe pour des

potentiels en dessous de (-460 mV), en fixant leapatre nombre d’électrons n=1 et en
laissant les autres parametres libres a permisit’ane idée de la valeur du potentiel moyen
redox de PsbV2. Malgré les limites du systeme dtébehimie utilisé, j'ai réussi a mettre en

place des expériences qui permettent d’avoir uée gilir le potentiel redox moyen de PsbV2
deT. elongatus pH 5 (B < -460 mV) (Figure 5.19).
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Figure 5.19 : Courbe de titrage d'oxydo-réduction de PsbV2 avec 15 médiateurs, dans du
tampon MES 100 mM pH 5 avec du KCl a 100 mM, dans le sens de la réduction (carré noir).
Les points expérimentaux correspondent a la moyenne des variations d'absorbance a 408,
411 et 417 nm. Ils sont ajustés avec une courbe de Nernst (en rouge).

OO00OSpectre réduit de PsbV2 df. elongatusa pH 7,6

Comme la réduction de PshV2 avec le dithionitetrfes possible et que le systéme utilisé
préecédemment ne permet pas d’'avoir des spectrbsadfation UV-visible de bonne qualité,
un autre type de cellule d’électrochimie a étésdé afin d’obtenir le spectre réduit de PsbVv2
(voir paragraphe 2.9.c du chapitre matériels ethodds). Dans un premier temps, la
réduction des deux médiateurs a été réaliséeigleat et le méthylviologene qui ont tous les
deux un potentiel redox tres bas qui sont respatiant (-550 mV) et (-446 mV) a pH 7. La
figure 5.20 ci-dessous montre les spectres d’abisorgJV-visible oxydé et réduit du

mélange des deux médiateurs.
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Figure 5.20 : Spectres d'absorption du mélange des deux médiateurs (triquat et
methylviologene a 5 yM) dans du tampon MOPS (100 mM) pH 7,6.

Dans I'expérience suivante, PsbV2 est mélangé decdeux médiateurs et différents
potentiels sont imposés dans la cellule d’élecimiEh PsbV2 (20 pM) est en large exces par

rapport a la quantité des médiateurs (2.5 uM) cotemngontre la figure 5.21.
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Figure 5.21 : Spectres d'absorption UV-visible des médiateurs (en bleu) et du mélange psbV2
et médiateurs (en rouge) pendant les réductions partielles des échantillons. Les fleches
indiquent I'augmentation des pics pendant la réduction.
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5. Caractérisation du cytochrome c : PshV2

Afin de s’affranchir de la faible contribution dpextre des médiateurs, il a été soustrait a
celui du mélange contenant les médiateurs et PsBu@r la premiére fois, il a été possible
d’obtenir le spectre d’absorption électronique Usiie de PsbV2 réduit (Figure 5.22).
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Figure 5.22 : Spectres d'absorption UV-Visible de PsbV2 réduit a un potentiel imposé dans la
cellule d'électrochimie de (-550 mV) (en rouge) et oxydé a un potentiel de (-300 mV) (en
bleu) dans du tampon MOPS (100 mM) pH 7.6, en présence de KCl (100 mM) et de deux
médiateurs : méthylviologéne et triquat a 2,5 uM.
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Figure 5.23 : Zoom des spectres d'absorption UV-Visible de PsbV2 oxydé et réduit dans la
région a et .

Des différences majeures sont observées entr@desras oxydé et réduit de PsbV2 a pH 7,6

(Tableau 5.1) au niveau des bandeg 3 eta.
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

Tableau 5.1 Caractéristiques spectrales de PsbV2 oxydé et réduit

0 % B a
PsbV2 oxydé 354 nm 417 nm 538 nm 562 nm
PsbV2 réduit 347 nm 415 nm 527 nm 550 nm

Au niveau de la bande de Sorg}, (e maximum d’absorbance se trouve a 415 nm dans |
forme oxydée (en noir) et a 417 nm dans la forndeiité (en rouge) (Figure 5.22). Dans la
forme réduite I'absorbance du pic dans la band8atet a fortement augmenté, il passe de
1,05 a 1,62. Dans la forme oxydée le pic de la bansk trouve a 354 nm, il diminue et se
décale a 347 nm dans la forme réduite. Dans lada¥duite, il y a deux pics et 3 bien

distincts respectivement a 550 et 527 nm. La distin de ces deux pics s’atténue fortement

dans la forme oxydée, comme attendu pour les cytouds de type c.
5.5. Discussion et perspectives

La structure cristallographique de PsbV2 Teelongatus(pdb.4LJl) a révélé que I€¥®
ligand axial de 'heme de PsbV2 est une cystéimecdordination axiale de 'lhéme avec un
thiolate d’'une cystéine n’est pas courante pour dg®chromes de type c. Elle a été
découverte pour la premiere fois en 2001 dansngpbexe SoxAX impliqué dans 'oxydation
des thiosulfates cheRhodovulum sulfidophilunGrein, 2010).Ce type de coordination a
ensuite été trouvé dans d’autres cytochromes de ¢y confére des caracteres atypiques,
notamment un potentiel redox moyen tres bas erodsste (- 400 mV) a pH 7 (Tableau 5.2).
PsbV2 a un potentiel redox trés bas comme atteadugpport aux autres cytochromes de
type ¢ ayant une cystéine comme ligand axial dentié.

La structure cristallographique de PsbV2 résolusdpat mes travaux de these montre une
structure tres similaire a celle du Cytgcodé par le génpsbV1 La caractérisation de son
tres bas potentiel redox et la résolution de s&tre n'a pas permis d’avancer d’hypothéses
guant a sa fonction. La quantité de PsbV2 n’ess piu frein a sa caractérisation car il est
maintenant possible de surexprimer ce cytochroms tiacyanobactéri€. elongatusavec le
promoteur de la Rubisco. Le spectre Raman de Pdx2 sa forme oxydée a été obtenu au
laboratoire (Kerfeld, Sawaya et al. 2003). La md#olassique pour obtenir le spectre réduit
d'une protéine en résonance Raman est de la rédhirmiguement. Mais comme vu

précédemment, PsbV2 n’est pas réductible avec mmpase chimique tel que le dithionite, il
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5. Caractérisation du cytochrome ¢ : PsbV2

Tableau 5.2 : Potentiels redox moyens et ligands axiaux des hemes de le forme oxydée de
cytochromes de type c. Dsr) et SoxAX sont des cytochromes a triheme impliqués dans la
chimie redox du soufre (Bamford, 2002. Kilmartin, 2011)

Organisme Ligands axiaux de 'héme |Potentiel redox moyen |[Références
Dsrd Desulfivibrio desulfuricans [His / Cys <-400 mV (pH7) Pires, 2006
NaxLS KSU-1 His / Cys <-400 mV (pH7) Ukita, 2010
SoxAX Chlorobium tepidum His / Cys <-400 mV (pH 7) Ogawa, 2008
SoxAX Paracoccus pantotrophus [His / Cys -432 mV (pH 7) Reijerse, 2007
SoxAX Starkeya nhovella His / Cys -479 mV (pH 7) Cheesman, 1997
Psbv2 T. elongatus His / Cys =-460 mV (pH 5) non publié
Cyt Cz5q (soluble) T. elongatus His / His - 250 mvV Kerfeld, 2003
Cyt cs5p (associé au PSI) | T. elongatus His / His - 80 mv Kerfeld, 2003
Cyt cq Arthrospira maxima His / Met + 314 mV (pH7) Cho, 1999

fallait donc trouver un autre moyen pour réduire\Ps Dans les expériences précédentes de
titrage redox, PsbV2 a pu étre réduit dans unaileet’électrochimie. La géométrie de la
cellule utilisée dans les expériences de titrage®x précédentes n’était pas adaptée a des
expériences de spectroscopie Raman. Un montagé aist au point ou il est possible
d'imposer un potentiel trés bas avec des électraides une cuve dont la géométrie est
compatible avec des expériences de spectroscopiarRac’est-a-dire une cuve qui peut
recevoir et réfléchir un rayonnement laser surd’'wle ses faces. Grace a la mise en place
d'un montage expérimental avec une cuve de spdettoéchimie adaptable a des
expériences de spectroscopie de résonance Rameahnilaintenant envisageable d’obtenir le
spectre de résonance Raman du spectre réduit quetimit de savoir si I'environnement, la
structure et les ligands de I'heme changent quéavednie de PsbV2 est réduit.

Des études préliminaires en bioinformatique ontréaéisées, elles ont permis d’observer que
certaines cyanobactéries n’avaient que le gestwlcodant le Cyt £ et pas le genpsbV2

ces études restent a approfondir.
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6. Comparaison de TI10287 et de PsbV2

6.1. Structures cristallographiques de TI10287 ete PsbV2

Les structures cristallographiques de TI10287 ePdiBV2 deT. elongatusont été réalisées en
collaboration avec I'équipe du Dr. Shen. Comme eefté présenté dans les chapitres 4 et 5,
PsbV2 a une structure similaire a celle d'autrdeayomes de type ¢ connus Heelongatus
comme le Cyt g et le Cyt ¢ alors que TII0287 présente un repliement tregdfit (Figure
6.1).

A. TIl0287

B. Psbv2

Figure 6.1 : Structures cristallographiques (A) de TIl0287 et (B) de PsbV2. Les feuillets B sont
colorés en rose, les hélices a en bleu cyan, les héemes en rouge et les chaines latérales des
ligands axiaux en jaune.

6.2. Comparaison des hémes de TIl0287 et de PsbV2

6.2.a. Les ligands axiaux

Les structures cristallographiques ont permis diifier les ligands axiaux de I'héme.
TI10287 et PsbV2 ont les mémes jeux de ligandsuxjaine histidine en°B® position et une
cystéine en 8" position. TII0287 et PsbV2 sont deux nouveaux nresio’hémoprotéines a

héme c avec une cystéine comme ligand axial denghéd.a figure 6.2 montre I'interaction
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6. Comparaison de TI10287 et de PsbV2

heme-ligands sous différents angles. On remargadeggroupement imidazole de I'histidine
est a peu prés positionné de la méme facon dardgeles protéines (vues B et F). Le cycle
imidazole étant pres d’'une bissectrice des axddfmyrrole), son interaction stérique avec le
tétrapyrrole est minimal. L’analogie de structues déquences de type CXXCH (ehélice)
entraine une interaction heme-His trés similairasdaes hémoprotéines. En revanche, la
chaine latérale des Cys est positionnée d'une faéérente. On note tout d’abord leurs
groupements —NfHet —COOH qui sont dans une orientation inverséetteCorientation
différente peut étre due a cause de leur posi@tative inversée dans la séquence peptidique
(Cys68/His145 pour TII0287. Cys101/His51 pour PspMR2as nécessairement en relation
avec ce qui précede, on remarque que le plan dsoris Fe-S-CHCys) de TII0287 est
presque éclipsé avec le plan du cycle imidazole @ualors que pour PsbV2 un plus grand
angle entre ces plans est observé. Ceci suggerkesjirgeractions stériques et électroniques
des ligands avec I'hneme sont différentes pour ésxdhémoprotéines. La conséquence est une

conformation du tétrapyrrole différente.
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Figure 6.2 : Différentes vues de I'heme avec les ligands axiaux de TIl0287 (a gauche, en bleu
cyan) et de PsbV2 (a droite, en rose). Vue du coté des histidines par rapport au plan de
I'neme (B et F), vue du c6té des cystéines par rapport au plan de 'héme (C et G), vue dans le
plan orthogonale de I'imidazole de I'histidine (D et H). Les angles a et B sont ceux entre le
plan du groupement imidazole de I'histidine et la liaison S-CH; de la cystéine.
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6. Comparaison de T110287 et de PsbV2

6.2.b. Les conformations des porphyrines

Les conformations de 'héme de TII0287 et de PskliBervees a partir des coordonnées des
structures cristallographiques de Shen et al. reahtdes différences. L’héme de TII0287
présente un tétrapyrrole plié selon un axgFe-G, (Figure 6.3A). L’heme de PsbV2
présente 4 noyaux pyrroles dans 4 plans différeeten une conformation entre une forme de

selle de cheval (saddling) et une ondulation (irg.

A.TIl0287 B. PsbV2

Figure 6.3 : Conformations de I'heme de TIl0287 (A) et de PsbV2 (B) a partir de la structure
cristallographique de Shen et al.

6.2.c. Plusieurs formes d’hemes pour TI10287

Les spectres de résonance Raman des hemes oxyd#@828Y (données obtenues pendant
ma these) et de PsbV2 (Kerfeld, Sawaya et al. 2008)montré de grandes différences.
L’heme de PsbV2 ne présente qu'une seule forme-besalonnée (haut spin) alors que
'héme de TII0287 présente deux formes pour chagjia¢ redox : une penta- ou hexa-
coordonnée (haut spin) et une hexa-coordonnéesfiay L’heme et les ligands axiaux de
PsbV2 paraissent moins flexibles que ceux de TWOZBe plus, TlI0287 peut changer de
ligand quand il est réduit indiquant une flexildlde 'héme.
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7. Conclusions et perspectives

La cyanobactériefThermosynechococcus elongaest un organisme d’étude modele de la
photosynthese. Mon travail de thése est la prendtrée approfondie de deux cytochromes
de type ¢ dd. elongatusautre que le cytochrome et le cytochromesgo. Au début de ma
these, les propriétés physico-chimiques et stratgsrdes 2 cytochromes PsbV2 et Tl10287
découverts au laboratoire n’étaient pas connues.

Les deux structures cristallographiques de TIl0O@Bde PsbV2 réalisées dans le laboratoire
du Dr. Shen ont permis d’identifier le ligand axi 'héme qui est une cystéine. Ce ligand
est atypique pour les cytochromes de type c. Dangantexte plus large, les protéines
contenant des hemes thiolates ont été bien étud&regh, Pazicni et al. 2015). Comme
montré dans le chapitre 6, PsbV2 et TlI0287 préserde grandes différences en termes de
structure cristallographique mais aussi en termespobpriétés physico-chimiques (voir
chapitres 4 et 5). PsbV2 a un potentiel redox ligss (voir partie 5). Le comportement redox
de TII0287 est difféerent et suggére a nouveauTdid287 et PsbV2 ont des réles biologiques

distincts.

Il est maintenant possible de surexprimer PsbV2sdan systeme homologue avec le
promoteur de la Rubisco. La quantité de PsbV2 ndestc plus un facteur limitant a sa
caractérisation. Il a été montré que PsbV2 avaipatentiel redox tres bas, inférieur a -460
mV vs SHE a pH 5. Un montage adapté a la spectpgscle réesonance Raman rend a présent
possible des expériences sur PsbV2 dans sa fonéeaél’heme de PsbV2 semble moins
flexible que celui de TI10287.

TI0287, quant a lui est exprimé uniguement darsolache ou seydsbA2est présent, parmi
les 3 génes codant la protéine D1. Pour chaquel'@agdation, deux formes d’hemes (hexa-
(LS) et penta- ou hexa-coordonnée (H&)j)si qu’'une dépendance des spectres vis-a-vis du
pH ont été mises en évidence en spectroscopie atjatin électronique et de résonance
Raman. Le ligand cystéine est labile dans la for@deiite de TI10287. TI0287 présente aussi
deux potentiels redox moyens a pH 10. Tous cesltaésuainsi que la structure
cristallographique suggerent que TII0287 pourrdie &ine protéine senseur et peut étre
classée dans les protéines a heme-thiolate de2ygmon la classification de Smith et al.
(2015). Le fait que TII0287 soit une protéine semsmivre un vaste champ de recherche qui
reste a étre exploré. Les protéines impliquées @amansduction du signal sont généralement
constituées de deux composantes : un domaine segtsen domaine transducteur du signal.

Si TlI0287 est un domaine senseur, il devrait paudmnner un signal a un domaine
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fonctionnel ou a une autre protéine. Afin d’ouwvjuelques pistes, j'ai regardé le contexte
génomique du gen#0287, ce gendll0287 se trouve en aval du gene qui code pour la sulfide
guinone réductase (SQR) pour plusieurs cyanobasté@hez les cyanobactéries, la sulfide
guinone réductase est une enzyme membranaire eomtem groupement FAD (Flavine
Adénine Dinucléotide) comme cofacteur. La réactlercette enzyme a été supposee comme
étant la premiére étape de photosynthése sansmxygyeprésence de soufre (Arieli, Padan et
al. 1991). Les électrons seraient transférés diursut’hydrogéne vers les quinones de la
membrane. TII0287 est exprimée au laboratoire w@mwnt chez le mutant de PSIl ne
contenant que le genpsbA2codant la protéine D1 (WT*2). Or il a été montigecce gene
psbA2est exprimé dans la souche sauvage quand letesadlont en microaérobie (Kos, Deak
et al. 2008; Sicora, Ho et al. 2009). Mais c’esintant en aérobie que TIl0287 a été obtenu au
laboratoire chez le mutant (WT*2). TIl0287 pouridiétre un domaine senseur de I'oxygéne
ou de soufre et aurait-il un lien avec la SQR ?

Ce lien trés hypothétique entre TlI0287 et SQRaeptendre avec précaution. Si le lien est
réel, il se pourrait qu’en présence de soufre etilesence d’'oxygene, la cyanobactérie
elongatus soit capable de passer de la photosynthese oxyggna la photosynthése
anoxygenique, avec une forme réduite du soufre tple HS remplacant O comme source
d’électrons de la chaine photosynthétique. Desestutht montré que deux cyanobactéries
(Oscillatoria limnetica et Aphanothece halophytitaétaient capables de passer en
photosynthese anoxygénique en synthétisant la SEPR ses membranes (Arieli, Shahak et
al. 1994; Bronstein, Schutz et al. 2000). Dans redieu naturel qui sont les sources d’eau
chaude de Beppu au Japon (la composition chimiggesdurces d’eau chaudes de Beppu est
publiée dans @HC BULLETIN, MAY 1996 », geoheat.oit.edu/bulletin/bull17-2/artl.pdfil est
possible quél. elongatussoit exposée a des niveaux d’'oxygene bas et geaux élevés de
soufre. Des chercheurs en écologie (Cohen, Jorgerisal. 1986) ont étudié I'adaptation de
cyanobactéries au sulfure d’hydrogéne et leur d#paa induire la photosynthése
anoxygénique. lls ont publié que les cyanobactégest souvent trouvées dans des
environnements riches en soufre, en coexistence aes bactéries qui font de la
photosynthese anoxygénique. Le soufre est fortetogigue pour les organismes eucaryotes
photosynthétiques et pour les cyanobactéries naptées. Il inhibe le transfert d’électrons en
réagissant avec les cytochromes et les hémopretéihea été montré qu'une longue
exposition & des potentiels redox tres bas poiMaiiber la production de I'oxygéne de fagon
drastique chez certaines cyanobactéries. La présncyanobactéries en association avec le

soufre est commune dans des organismes benthdpres)es sources d’eau chaudes, dans les

181



7. Conclusions et perspectives

lacs hypersalés et alcalins ainsi que dans ledrbgfDes fluctuations en soufre et oxygene
ont été montrées dans certaines sources d'eau ehaud les cyanobactéries sont
périodiquement exposées a des concentrations fddesoufre et d’oxygene. Pour tester
I’hypothese concernant TIl0287 et son éventuel bwec la SQR, il serait intéressant de
cultiver les cellules d&. elongatusen présence de,H, pour voir siT. elongatusest capable
de réaliser de la photosynhtése anoxygénique, grineant la SQR. La présence et l'activité
de la SQR pourront étre mesurées selon des méthodeses (Prunetti, Infossi et al. 2010).
Pour aller plus loin dans I'étude de la fonctionTdi©287, j'ai passé cing semaines dans le
laboratoire du Dr. Miwa Sugiura a I'Université difte au Japon pour construire plusieurs
mutants de délétion du geméD287. Une partie du gendl0287 a été remplacée par une
cassette de résistance a la gentamycine (voir plag 2.3.b. du chapitre matériels et
meéthodes). Comme nous disposions des difféerentegshes de mutants de D1 (WT 43H,
WT*1, WT*2, WT*3), cette cassette a éte intégreasile génome de ces souches a la place
d'une partie du gen#l0287. Ces 4 mutants sont viables en milieu liquide. @esants de
délétion constituent un outil qui pourrait aidec@mprendre le rbéle de TI0287. La mise en
place des gels d’électrophorése 2D pourront perendt comparer des profils d’expression
de protéine dans différentes conditions de culies différents mutants de délétion de
TII0287. Suite a I'obtention d’anticorps anti-Tli®2 au CEA, il est maintenant envisageable
de détecter et de quantifier TI0287 sur plaquesé&lfvoir paragraphe 2.6.d du chapitre
matériels et méthodes), de chercher des protéimsnaires par immunoprécipitation et de

localiser la protéinén vivo par immunofluorescence.
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