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L'ubiguinone, ou coenzyme Q (CoQ ou Q), est un lipide de la membrane plasmique bactérienne
qui assure un réle de transporteur d’électrons dans la chaine respiratoire ainsi qu’un réle antioxydant.
L'ubiquinone est constituée d’un noyau benzoquinone rédox actif substitué par une chaine polyisoprényle
de 8 unités chez Escherichia coli (Q8), de
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Fig. 1 : Structure de l'ubiquinone et de ses différents états redox

La biosynthese de CoQ comporte plusieurs étapes de transformation de son noyau aromatique:

une réaction de prénylation, une décarboxylation, trois hydroxylations, et trois méthylations (Fig. 2). Chez
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Fig. 2 : Voie de biosynthése de I'ubiquinone proposée chez E.coli



Par ailleurs, ces protéines semblent former un large assemblage multi-protéique associé a la
membrane, ainsi que cela semble étre le cas pour les protéines Coq, qui sont les protéines homologues
des Ubi bactériennes, et qui sont impliquées dans la biosynthése du CoQ9 chez la levure Saccharomyces

cerevisiae (Fig. 3).
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Fig. 3 : Modele proposé du complexe de biosynthése du CoQ chez la levure S. cerevisiae (Clarke CF, )
Biol Chem, 2014).

En dépit de I'importance physiologique de I'ubiquinone dans la chaine de transfert d’électrons et
I'implication dans les pathologies décrites ci-dessus, la fonction de chacune des protéines Ubi n’est a ce
jour pas connue entiérement, et de trés nombreuses incertitudes demeurent quant a I'identification des
protéines responsables de chacune des étapes de la biosynthese, ainsi que de I'ordre de ces réactions.
Nous avons également peu d’informations biochimiques concernant la spécificité de substrat ou les
mécanismes réactionnels de ces enzymes. Ceci est partiellement di au fait que les substrats de ces
enzymes sont des composés lipophiles tres hydrophobes, peu solubles dans I'eau, et peu facile d’acces.
De plus, I'obtention de données physico-chimiques in vitro sur des systémes enzymatiques faisant partie
d’un complexe multi-protéique in vivo peut étre délicat.

Au laboratoire, nous nous intéressons a I'ensemble des protéines de la voie de biosynthése de
I'ubiquinone chez Escherichia coli d’un point de vue structural et fonctionnel. Nous cherchons a
déterminer de fagon précise la fonction exacte de chacune des protéines ou enzymes qui constituent ce
complexe multi-protéique. La caractérisation biochimique in vitro des protéines Ubi et la détermination
de leur structure tridimensionnelle devraient permettre de mieux comprendre leur fonction, et leur
mécanisme au niveau moléculaire. Nous cherchons aussi a déterminer leur mode de structuration en un
complexe de haut poids moléculaire (composition exacte de ce complexe, taille et stoichiométrie,
localisation cellulaire) et leur ancrage hydrophobe a la membrane (collaboration F. Pierrel, UMR5163,
Laboratoire Adaptation et Pathogénie des Microorganismes, UIF-Grenoble). Notre objectif est d’avoir une
meilleure connaissance au niveau fondamental de la voie de biosynthése de CoQ chez E. coli. Pour cela,
nous utilisons une combinaison d’approches multidisciplinaires de biochimie, biophysique moléculaire
(spectroscopie sous pression, transfert d’énergie par résonance FRET, dischroisme circulaire, laser flash
photolyse, Djemel Hamdane) biologie structurale (cristallographie RX, Ludovic Pecqueur) et chimie
organique (Philippe Simon) dont nous disposons au sein de I'unité.

Nous nous sommes aussi lancé dans la synthése d’analogues de biosynthese de I'ubiquinone, a
chaines plus courtes possédant 3 unités terpéniques (farnésyl) au lieu de 8 (ubiquinone UQ8).



@ Etude biochimique et structurale des flavoprotéines Ubil d’E.coli et de Coq6 de Saccharomyces
cerevisiae

Nous avons étudié Ubil, I'enzyme qui catalyse la reaction d’hydroxylation en C5 du 2-octaprenyl
phenol (OPP). Ubil présente 30% d’identité de séquence avec UbiF et UbiH, deux autres protéines de la
voie de biosynthese de I'ubiquinone, et qui catalysent elles-mémes chacune une réaction d’hydroxylation
du noyau aromatique (C1 pour UbiH et C6 pour UbiF). L'étude des séquences de ces trois enzymes (Ubil,
UbiF et UbiH) montre qu’elles appartiennent toutes a la famille des mono-oxygénases a flavine. Nous
avons purifié une forme instable d’Ubil qui avait une forte tendance a I'agrégation. Aprées protéolyse
limitée, nous avons obtenu une forme apo (sans FAD), parfaitement soluble et tronquée de 35 acides
aminés au niveau C-terminal. Nous avons réussi a obtenir des cristaux de cette forme apo et tronquée
d’Ubil et nous avons déterminé la structure tridimensionnelle de I'enzyme par diffraction de RX (2 A
résolution, code PDB 4K22). Cette enzyme partage de fortes similarités structurales avec une protéine de
la famille des mono-oxygénases a flavine, la pHBH (p- Hydroxybenzoate hydroxylase) (Fig. 4). Ceci
constitue le premier exemple de la structure d’'une hydroxylase Ubi.

Fig. 4: A) Structure tridimensionnelle aux RX d’Ubil tronquée et apo d’E.coli (code PDB 4K22) et B)
superposition d’Ubil (bleue) avec PHBH (jaune), code PDB 1PBE (Hajj Chehade, 2014).

Nous avons également réalisé une étude de modélisation
moléculaire par homologie de Coq6 dans le but de mieux comprendre le
fonctionnement de I'enzyme. Cette étude nous a permis, par des calculs
de dynamique moléculaire et de docking, de mettre en évidence trois
voies d’acces potentielles des substrats (Fig. 5).

Fig. 5: Modele proposé de site actif de Coq6p de saccharomyces
cerevisiae (FAD en vert) avec un tunnel d’acces potentiel du substrat en
violet (Caver).

De plus, des études enzymologiques concernant Coq6p de Saccharomyces cerevisiae, nous ont
permis de montrer que I'activation du FAD se fait via un systeme ferrédoxine/ferrrédoxine réductase.



@ Etude biochimique et structurale des protéines de structure UbiJ et UbiK d’E.coli

Nous avons entrepris I'étude biochimique et structurale de deux protéines nouvellement
identifiées par nos collaborateurs, Ubil et UbiK, et dont les fonctions biologiques sont jusqu’a ce jour
inconnues. Des études antérieures ont montré qu’UbiK de Salmonella typhimurium permet I'agrégation
de liposomes in vitro, suggérant une activité fusogénique de membrane. UbiK présente 31% d'identité de
séquence avec Brickl, une protéine d’assemblage du complexe Wave du cytosquelette, ce qui laisse a
penser qu’UbiK pourrait avoir un role de protéine scaffold, ayant un réle important pour la formation, la
structuration et la stabilité du complexe Ubi. Nous avons montré au laboratoire qu’UbiK forme un
complexe protéique avec Ubil, une protéine présentant des homologies de séquence avec les protéines
de la famille SCP2 (Sterol Carrier Protein 2) qui sont capables de lier des lipides.

Nous avons récemment obtenu la structure du domaine SCP2 d’UbiJ a 1.7 A de résolution. Le
domaine SCP2 est un dimere formé de 5 hélices a et de 5 feuillets 3, avec une cavité hydrophobe dont le
plancher est constitué par les feuillets B et les parois formées par les hélices a.. La géométrie et la taille
de la cavité sont en cohérence avec la liaison des intermédiaires lipidiques de la biosynthese de
I'ubiquinone (Fig. 6).

Fig. 6 : Structure du domaine SCP2 d’UbiJ d’E.coli (1.7 A). A) Dimére de UbiJ-SCP2 avec un fold de type
0/B. B) Les sphéres jaunes représentent la cavité hydrophobe au sein du dimeére Ubil. C) Modeéle de la
cavité d’Ubil-SCP2 avec les résidus hydrophobes bordant la cavité mis en évidence en jaune et montrant
une densité électronique non modélisée suggérant un site de liaison des lipides intermédaires de
I"'ubiquinone.

@ Mise en évidence d’'un méga complexe multi-protéique de 1.2M Da de 7 protéines Ubi

Avec nos collaborateurs, nous avons démontré que la protéine UbiJ est une protéine centrale
pour la stabilisation d’un méga complexe Ubi qui se trouve dans la fraction cytosolique. Ce mégacomplexe
comporte 7 protéines dont 5 enzymes (UbiE, UbiF, UbiG, UbiH, Ubil) et 2 protéines « scaffold » (UbiK et
Ubil). Ce complexe se trouve dans la fraction cytosolique, et non membranaire. Nous avons également
montré que des intermédiaires de synthése, tels que I’OPP et la DMQS, s’accumulent dans ce complexe,
alors que peu de UQ8 se trouve dans ce complexe.

Ainsi, nous pouvons proposer un modele pour le complexe Ubi dans lequel les intermédiaires de
biosynthése de I'UQS8 qui se trouvent en amont de I’'OPP ne sont pas associés aux lipides membranaires
mais a UbiJ au niveau du cytosol dans le large complexe Ubi (Fig. 6). Dans ce modeéle I’extrusion de I'OPP
de la membrane plasmique pourrait étre médiée par la protéine UbiB. En effet, récemment Coq8,
I’'homologue eucaryote d’UbiB, a été postulé comme étant capable de coupler I’hydrolyse de I'ATP a
I’extrusion des tétes polaires d’intermédiaires de 'UQS8 hors de la membrane. Il est intéressant de noter
gue UbiB contient un segment transmembranaire et une partie soluble et que cette protéine ne fait pas
partie du complexe Ubi.



Les résultats obtenus permettent ainsi d’établir clairement I'existence d’'un métabolon stable
pour la biosynthése de I'ubiquinone (Fig. 7).
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Fig. 7 : Voie de biosyntheése de I'UQs et modele proposé d'organisation physique des protéines Ubi et des
intermédiaires prénylés de I’'UQs par rapport a la membrane interne. UbiB facilite I'extraction de I'OHB de
la membrane et I’OHB est ensuite décarboxylé en OPP par UbiD-X. L'OPP est liée par UbiJ dans le complexe
Ubi et le métabolon formé par les sept protéines Ubi encerclées en rouge synthétise I'UQg, qui est
finalement délivré a la membrane, ou elle réalise ses fonctions physiologiques.

@ Etude biochimique et structurale des protéines Fe-S UbiU et UbiV impliquées dans la
biosynthése anaérobe de I'ubiquinone chez E.coli

Nous avons montré que les voies de biosynthése de I'ubiquinone dépendantes et indépendante
de I'oxygene ne different que par trois étapes d'hydroxylation, et nous avons identifié trois géenes : ubiT,
ubiU et ubiV, qui sont essentiels pour la biosynthése de I'ubiquinone en absence de I’'oxygene chez E. coli.

L'expression, la purification et la caractérisation spectroscopique d’UbiV et du complexe
hétérodimeére UbiU-UbiV ont clairement montré que chaque protéine contenait un centre [4Fe-4S]. UbiU
et UbiV forment un complexe hétérodimerique, suggérant que ces deux protéines fonctionnent ensemble

(Fig. 8).

Le role des centres Fe-S dans UbiU et UbiV est inconnu a ce stade. Notre hypothése de travail actuelle
est qu'ils joueraient un role de chaines de transfert d'électrons entre le substrat (l'intermédiaire
biosynthétique de l'ubiquinone a hydroxyler) et un accepteur d'électrons non identifié nécessaire a
I'activation du substrat. Ensemble, nos résultats identifient UbiU et UbiV comme des prototypes d'une
nouvelle classe d'hydroxylases indépendantes de I'oxygene et ouvrent une nouvelle porte pour I'études
des réactions d’hydroxylation indépendante de I'oxygéne.
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Fig. 8 : A) Voies de Biosynthése aérobique et anaérobique de I'ubiquinone dépendente. Les protéines
UbiU UbiV et UbiT interviennent en lieu et place des hydroxylases aerobes flavine dépendantes Ubil, UbiF
et UbiH (notées en rouge ici). B) Analyse par HPLC-ECD des extraits lipidiques des souches dont les genes
ubiU, ubiV et ubiT ont été délétés et cultivés a I'air ou en anaérobie. C) Occurrence des genes ubiU, Vet T
dans 600 génomes de protéobactéries. D) Spectre d’absorption UV-visible du complexe UbiU-UbiV
d’E.coli. E) Spectre RPE du complexe UbiU-UbiV d’E.coli.



@ Le préphénate est le donneur organique d’atome d’oxygéne dans la biosynthése anaérobe de
'ubiquinone

Des études génétiques menées par nos collaborateurs a Grenoble ont montré que la biosynthese
anaérobe de I'ubiquinone est dépendante de la voie aro chez E.coli. De plus, des souches déficientes dans
leur capacité a synthétiser du préphénate (souches ApheA AtyrA) ne sont plus capables de synthétiser de
I'ubiquinone en anaérobie (Fig. 9).
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Nous avons émis I'hypothése que le préphénate était le donneur d’atome d’oxygéne pour les
étapes d’hydroxylations anaérobes de la voie anaérobique (Fig. 10). Au laboratoire, un présurseur
chimiquement stable du préphénate, le shikimate, a été synthétisé sous forme marquée a I'oxygene 18,

sur le groupement hydroxyl -OH en position 4 du shikimate. Nous avons montré par spectrométrie de
masse que cet atome d’oxygene était inséré dans I'ubiquinone en conditions anaérobiques.
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Fig. 10: Le préphénate est nécessaire pour la biosynthése indépendante de I'02 de l'ubiquinone.

Les souches E. coli indiquées ont été cultivées en anaérobiose dans des milieux LB (A-B) ou MOPS (C-D).
Teneur en UQ8 dans les mutants en aval du chorismate (A), dans le double mutant ApheA AtyrA contenant
soit pTet (vec), pTet-pheA (PheA) ou pTet-pheA-CM (PheA (CM)) (B), dans les souches double mutant
ApheA AtyrA et quadruple mutant ApheA AtyrA AubilH supplémentées ou non avec 1mM de préphénate
(Preph) (C), dans les souches AaroD et AaroD AubilH supplémentées avec 1 mM de préphénate et/ou 10
UM de 4-HB et/ou 100 uM de shikimate (Shik) (D).

@ Synthesis and biological evaluation of small molecules derived from shikimate and prephenate

Le systéme enzymatique UbiU/UbiV n'est présent que chez les bactéries, et pas chez les animaux.
Et nous avons montré que ce systéme est impliqué dans la pathogénicité de certaines bactéries, telles que
Pseudomonas aeruginosa. Nous visons maintenant a synthétiser des inhibiteurs potentiels qui ciblent ce
systeme enzymatique. Nous espérons concevoir des inhibiteurs sélectifs de Pseudomonas aeruginosa.
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- Caractérisation de produits de métabolisme par spectrométrie de masse

- Etude cristallographique de protéines

- Synthese organique
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