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1. Résumé

Etudiant : Antoine Kairis

Promoteur : Claire Remacle

Laboratoire : Génétique et physiologie des microalgues
Année académique : 2022-2023

Titre : Caractérisation des protéines HCF101 et NFU1, impliquées dans le transfert et la maturation des

centres fer-soufre au sein du chloroplaste de la microalgue verte Chlamydomonas reinbardtii

Jusqu'a maintenant, peu de choses sont connues concernant la machinerie de biosynthese de centres fer-
soufre (Fe-S) chloroplastique, chez les microalgues. En effet, la plupart des connaissances ont été obtenues
chez la plante tetrestre Arabidopsis thaliana. Ce travail a contribué a I'étude chez Chlamydomonas des
protéines HCF101 et NFU1, qui sont impliquées dans le transfert et la maturation des centres Fe-S dans le

chloroplaste, en combinant des approches 7 silico, in vitro et in vivo.

L’analyse #n silico de HCF101 combinant des prédictions de structure et des alignements de séquence a permis
de mettre en évidence 3 résidus cystéine, conservés dans la lignée verte et capables de coordonner un centre
Fe-S. L'analyse physiologique a montré que le mutant 4¢f707 présentait une vitesse de croissance plus faible
que les souches contrdles et une diminution des activités du photosysteme I et II. Des expériences
exploratoires pour déterminer de nouveaux partenaires potentiels ont également été menées. La
caractérisation de NFU1 se basait aussi sut de l'analyse de mutants du gene NFU1. L'objectif consistait a
déterminer le r6le de la protéine dans des conditions de culture particuliére : 'adaptation a ’hétérotrophie
et l'anoxie. Les résultats ont montré que les mutants 7#f#7 présentaient un protéome profondément modifié
dans ces conditions de culture, notamment une surabondance de protéines clés a centres Fe-S du

métabolisme fermentatif telles que les hydrogénases et leurs facteurs de maturation.



2. Introduction

1. Présentation générale de Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinbardtii (C. reinbardtii) est une algue unicellulaire haploide de taille approximative de 10 pm
appartenant a la classe des Chlorophyceae, membre des Viridiplantae. Munie de deux flagelles, elle possede
un unique chloroplaste en forme de coupe provenant d'un événement d'endosymbiose primaire (Rockwell
et al., 2014) et occupant la majorité de l'espace intracellulaire et (Sasso et al., 2018). La cellule est aussi
caractérisée par un imposant pyrénoide, une structure ou de grandes quantités de Rubisco sont concentrées,
participant au mécanisme de concentration du carbone inorganique (Barrett et al., 2021). Les cellules de C.
reinbardtii possedent une paroi extracellulaire sans cellulose, composée de différents carbohydrates et

polypeptides (Imam et al., 1985) (Fig. 1).
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Figure 1. Représentation schématique d'une cellule de C. reinhardtii. Adapté de (Sasso et al., 2018)

Son mode de vie est haplophasique : sa reproduction est d'abord asexuée, par mitose (Harris, 2001), mais
'algue peut aussi se reproduire par voie sexuée, qui peut étre induite en laboratoire en transférant les cellules
dans un milieu carencé en d'azote (Treier et al., 1989). La reproduction sexuée peut alors s'effectuer entre
deux cellules des types sexuels opposés (ou "mating-type") : mt et mt*. Ceux-ci dépendent de la présence
des genes MID, donnant le caractére moins et réprimant le caractére plus, et FUS7 qui est nécessaire au
caractere plus pour s'exprimer (Goodenough et al., 2007). Lors de cette reproduction sexuée, les cellules de
mating-type opposé vont se différencier en gameétes et interagir grace a des protéines flagellaires qui
permettent l'adhésion (Adair, 1985) ; différents genes sont activés et la paroi cellulaire est dégradée puis les
cellules fusionnent en un zygote binucléé dont les noyaux fusionneront rapidement; la méiose se déroulera
lorsque les conditions redeviendront favorables et les cellules résultantes retournent sous forme végétative

grice a la présence d'azote (Goodenough et al., 2007; Pozuelo et al., 2000) (Fig.2).
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Figure 2. Représentation schématique du cycle de vie de C. reinhardtii. Adapté de Emonds-Alt, 2017.

La microalgue est un photoautotrophe facultatif : elle est capable de croitre en utilisant uniquement le CO»
et I'énergie lumineuse (photoautotrophie), en utilisant uniquement une source de carbone extérieure,
l'acétate, a l'obscurité (hétérotrophie) mais aussi d'assimiler l'acétate tout en produisant ses propres
molécules organiques a la lumiere (mixotrophie), cette derniere condition permettant a l'algue de se diviser
rapidement (Goodenough, 2023). Cette caractéristique permet d'étudier l'organisme dans différentes
conditions dans lesquelles il est capable de croitre et d'analyser, par exemple, des mutants dans des genes

codants pour des protéines de l'appareil photosynthétique ou impliquée dans sa maturation.

Le génome de C. renbardtii a été completement séquencé. Il contient 15000 genes répartis sur 17
chromosomes et compte 125 millions de paires de bases dont le pourcentage moyen en GC est de 65%
(Merchant et al., 2007). L'étude de mutants est un outil puissant pour déterminer le role des genes et de leurs
protéines associées. Chez C. reinhardtii, si la mutagenese classique, via des agents physiques et chimiques, est
possible, la méthode la plus populaire pour générer des mutants nucléaires est I'insertion aléatoire d'une
cassette possédant un marqueur de sélection (Berthold et al., 2002; Kindle, 1990) ; la transformation du
génome peut étre effectuée pat électroporation, un champ électrique "perfore" la membrane de la cellule et
les molécules d'ADN peuvent alors atteindre le noyau, ou méthode biolistique, a I'aide d'un "canon a ADN"
qui propulse des billes de tungsténe couvertes de molécules d'ADN sur les cellules pouvant alors intégrer
I'ADN exogene (Kindle et al., 1989; Shimogawata et al., 1998). Les mutants générés patr cette méthode
peuvent alors étre sélectionnés et criblés pour un phénotype. Le Chlamydomonas Library Project (CLiP) est
une banque contenant ~60.000 mutants de ce type et couvrant 83% du génome nucléaire (Li et al., 2016,
2019). Elle facilite grandement l'étude des différents mécanismes cellulaires. Cependant, cette banque est
sous-représentée en certains types de mutants, par exemple les mutants respiratoires, et comportent
fréquemment des insertions dans les extrémités 5° et 3’UTRs, ce qui génerent des mutants partiels et non
perte de fonction. Récemment, la technique de Crispr-Cas9 a été mise au point chez I’algue (Shin et al.,

2016b) ce qui permet d’éditer le génome de fagon tres précise.



2. Les centres Fe-S, biosynthése et fonctions

2A. Présentation générale

Les centres fer-soufre (Fe-S) sont des cofacteurs métalliques ubiquistes essentiels a la fonction de protéines
souvent vitales pour les organismes. Certaines données indiquent que les centres Fe-S pourraient avoir été
les premiers cofacteurs métalliques associés a des protéines, au vu de leur capacité a se former spontanément,
avec de faibles concentrations de cystéine, de fer et de souftre, dans l'eau a pH alcalin (Jordan et al., 2021).
Au sein de la cellule, deux formes sont majoritairement représentées: les formes [2Fe-28] et [4Fe-4S] (Fig.
3), qui sont lies par des cystéines a leur protéine bien que d'autres acides aminés peuvent également servir
de ligand (Hirabayashi et al., 2015). Ainsi, on retrouve des centres Fe-S chez tous les organismes qui vont
servir dans de nombreuses voies métaboliques en tant que donneur/accepteur d'électrons. Par exemple,
dans le complexe I de la chaine respiratoire (Hinchliffe and Sazanov, 2005), le photosysteme I (PSI, sous-
unités PsaA, B et C), des protéines dans des mécanismes de fermentation mais aussi dans des protéines
détectant des stress rédox ou impliquées dans la réparation de I'ADN (Ibrahim et al., 2020; Lukianova and
David, 2005; Przybyla-Toscano et al., 2021). Ils sont synthétisés par 3 types de machineries chez les
cucaryotes photosynthétiques: dans le cytoplasme par la machinerie CIA (Cytoplasm Iron-sulfur cluster
Assembly), dans la mitochondrie par la machinerie ISC (Iron-Sulfur Cluster) et, dans le chloroplaste via la

machinerie SUF (Sulfur mobilization) (Balk and Schaedler, 2014).

[2Fe2S] [4Fe4S)

Figure 3. Représentation des centres Fe-S majoritaires dans la cellule. En orange, les atomes de fer et en jaune, les atomes
de soufre. Adapté de Boncella et al., 2022

2B. Biogenese des centres Fe-S chloroplastiques

Dans les chloroplastes des eucaryotes photosynthétiques, les centres Fe-S sont assemblés suivant 2 grandes
étapes (i) la synthése a proprement parlé du centre Fe-S, sur un complexe protéique "d'échafaudage", et (ii)
la maturation/l'insertion du centre Fe-S nouvellement formé au sein des protéines cibles, via des protéines
spécialisées. Le mécanisme décrit ci-dessous est établi a partir de données principalement obtenues chez
Arabidopsis thaliana (A. thaliana). Le soufre est d'abord fourni au complexe d'assemblage par un complexe
cystéine désulfurase/sulfure transférase, qui convertit une cystéine en alanine par persulfuration de sa
cystéine catalytique et transfert 'atome de soufre au complexe SUFBC,D (Przybyla-Toscano et al., 2018).
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Le fer serait délivré par des protéines DnaJ-like, les chaperonnes DJA5 et DJAG (Zhang et al,, 2021). La
source des électrons nécessaires a la formation du cofacteur est encore inconnue mais une molécule de FAD
a été proposée comme servant de relais entre le complexe et du NADPH (Couturier et al., 2013). Le centre
[2Fe-2S] ainsi formé va pouvoir suivre des étapes de conversion en centre [4Fe-4S] et de transfert, via
différentes protéines de la machinerie, avant d'étre finalement inséré dans sa protéine cible (Przybyla-
Toscano et al, 2018). Ainsi les centres [2Fe-2S] sont pris en charge par certaines glutarédoxines
(GRXs14/16) et la protéine SUFA1. Ce sont par contre les protéines ‘NifU-like proteins’ 1-3 (NFU1-3) et
high chlorophylle fluorescence 101 (HCF101) qui transférent les centres [4Fe-4S] a leurs protéines cibles
(Fig. 4) (Przybyla-Toscano et al., 2018). Si les protéines de cette voie de biosynthese ont majoritairement
été étudiées chez les plantes terrestres comme indiqué plus haut, des homologues ont été retrouvés chez les

algues, ce qui suggere que des mécanismes proches entre ces groupes d’organismes (Przybyla-Toscano et

al., 2021).

Figure 4. Modéle de fonctionnement du systeme SUF chez les plantes. Le systeme de distribution du soufre (S) est illustré
dans le coin supérieur gauche, le fer (Fe) est acheminé par les chaperons DIA5-6 dans le coin inférieur gauche, les électrons
sont représentés par une sphere bleue. Le complexe d'échafaudage de cluster fer-soufre (Fe-S) (SUFBC2D) se trouve au centre
de la figure, et les facteurs agissant tardivement sont représentés en rose. La nomenclature des protéines d'Arabidopsis est
indiquée. Adapté de (Przybyla-Toscano et al., 2021).

2C. Les protéines NiFU-like chloroplastiques

Chez A. thaliana, 3 isoformes chloroplastiques de protéines NifU-like (NFU1-3) sont capables de lier et
transférer des centres Fe-S a certaines protéines cibles : des résultats existent concernant la capacité de
NFU2 a lier a la fois des centres [2Fe-2S] et des centres [4Fe-4S] (Gao et al., 2013) tandis que les isoformes
NFU1 et NFU3 ne sont capables que de fixer un centre [4Fe-4S] (Nath et al., 2016; Roland et al., 2020).



Les protéines NFU chloroplastiques de 4. #haliana possédent deux domaines de type NFU, un premier en
N-terminal, qui posséde deux cystéines tres conservées et un deuxiéme qui a perdu ces cystéines ; la fixation
du cofacteur se fait 2 l'interface d'un homodimeére, chacun des monomeéres lie les atomes de fer via les
cystéines du domaine fonctionnel (Gao et al., 2013). Chez les plantes a fleurs, les protéines NFU2 et NFU3
semblent essentielles puisque le double mutant est incapable de croitre (Nath et al., 2016; Touraine et al.,
2019). Des sesquimutants, homozygotes mutants pour un géne et hétérozygotes mutant/sauvage pour le
deuxiéme, ont pu étre caractérisés. Il semblerait que NFU2 et NFU3 joueraient un réle dans la maturation
du PSI en transférant un centre [4Fe-4S] a un intermédiaire supplémentaire, HCF101 (Satyanarayan et al.,
2021; Touraine et al., 2019). L'activité et la présence du PSI sont aussi négativement impactées dans un
mutant #f#1, qui peut survivre sans présenter de phénotype macroscopique visible, mais ces phénotypes
sont beaucoup moins marqués, ce qui suggere qu'il existe une hiérarchisation de la nécessité de ces protéines
: NFU3 serait plus importantes que NFU2, elle-méme plus importante que NFU1, impliquant une
redondance fonctionnelle entre ces protéines ( Satyanarayan et al., 2021 ; Touraine et al., 2019). D'autres -
cibles des protéines NFU ont été proposées chez A. thaliana. Par exemple, NFU1 interagirait avec la nitrite
réductase (NIR) et la 5-adenylyl-phosphosulfate réductase 2 (APR2) (Roland et al., 2020), NFU2 avec la
dihydroxyacide déhydratase (DHAD) et la sulfite-réductase (SiR) (Touraine et al., 2019), NFU3 avec la
ferrédoxine-dépendante glutamine oxoglutarate-aminotransférases (Fd-GOGATSs)(Nath et al., 2016)j. Chez
C. reinbardtit, cependant, seule 2 des trois isoformes sont conservées : CrNFU1, orthologue de AtNFU1, et
CtNFU2, orthologue de AtNFU2 et 3 (Przybyla-Toscano et al.,, 2021). 1l est donc possible que des
modifications des fonctions existent. De plus, si la protéine NFU2 de C. reinbardii est classique, la protéine
NFU1, quant a elle, présente une particularité. En effet, cette derniere, en plus des domaines NFU classiques,
possede un domaine 4 motif GIY-YIG, typique de certaines endonucléases (Belfort, 1997), de fonction

inconnue (Fig. 5).

Domaine NFU (CXXC)

Figure 5. Prédiction de structure générée par AlphaFold (Jumper et al., 2021; Mirdita et al., 2021) de la protéine NFU1 de
C. reinhardtii. Le domaine supplémentaire est coloré en bordeaux. Les deux domaines NFU sont colorés en vert. Le premier,
contenant les cystéines (en jaune) est noté "Domaine NFU". Le second, dégénéré, est noté "Domaine d-NFU".



2D. La protéine high-chlorophylle-fluorescence 101 (HCF101)

Le nom ‘high-chlorophylle-fluorescence 101> (HCF101) attribué a cette protéine vient du mutant
correspondant (mutant b¢f707 de A. thaliana) qui a été découvert, aprés mutagenese aléatoire, par un criblage
basé sur ’émission de fluorescence (Meurer et al., 1996). La protéine HCF101, d'un poids moléculaire de 59
kDa avec sa séquence d'adressage, est une protéine chloroplastique chez A. #haliana. Elle fait partie d'une
superfamille de protéines, les P-Loop-ATPases et d'une sous-famille dite "FSC" pour "Fe-S clustet", capable
de lier un ou plusieurs centres Fe-S (Lezhneva et al., 2004). Ayant un domaine N-terminal DUF59 (domain
of unkown function 59), la protéine a été classée dans les FSC-NTPases de classe 1 (Lezhneva et al., 2004)
auquel s'ajoute un second domaine de fonction inconnue (DUF971) et le domaine le plus imposant dans
lequel on retrouve le P-loop (Fig. 6A). Les P-Loop-NTPases sont des protéines jouant un role dans
I'hydrolyse du lien phosphate 3-y des nucléosides triphosphates (Leipe et al., 2003) mais, a ce jour, une
activité ATPasique de la protéine HCF101 n'a encore jamais été démontrée. Par contre, cette protéine est
capable de lier un centre [4Fe-4S] par monomere via des mesures biochimiques (Schwenkert et al., 2010).
HCF101 est donc, dans le modele actuel, la protéine qui transfererait ses centres Fe-S aux sous-unités du
photosystéme I PsaA, B et C ; un simple mutant bef707 d'A. thaliana n'est d'ailleurs pas capable de croitre s'il
n'est pas cultivé sur un milieu comprenant du sucrose et présente un phénotype chlorotique ainsi qu'un
retard de croissance (Lezhneva et al., 2004). Chez A. thaliana, HCF101 agirait en aval des protéines NFU et
serait donc le dernier intermédiaire de maturation des apo-protéines cibles PsaA, B et C (Fig. 6B)(Touraine
et al., 2019). Le géne HCF107 est présent chez C. reinbardtii (Przybyla-Toscano et al., 2021) mais, jusqu'a
présent, aucune donnée n'existe concernant le réle de cette protéine chez la microalgue. Elle est pourtant

remarquablement conservée, méme au sein d'autres groupes d'algues (Pyrih et al., 2021).

B

Intermédiaire 1 Cibles

| , |
| Intermédiaire 2 |

l HCF101

| | o8 l

Figure 6. Structure et réle connu de HCF101 chez A. thaliana. A) Prédiction de structure générée par AlphaFold (Jumper et al.,
2021; Varadi et al., 2022) de la protéine HCF101 de A. thaliana. Le domaine DUF59 est coloré en gris. Le domaine DUF971 est
coloré en vert. Le domaine principal contenant le P-loop est en orange. B) Schéma représentant le réle de HCF101 en aval des
protéines NFU dans la maturation du PSl, adapté de (Touraine et al., 2019).




3. Exemples de voies métaboliques Fe-S dépendantes

3A. Métabolisme de fermentation en anoxie

Une des particularités de I'organisme modele C. reinbardtii est de pouvoir, quand il est en condition d'anoxie,
passer de la respiration a la fermentation pour assurer la production d'ATP et le maintien de la balance rédox
(Catalanotti et al., 2013). Ainsi, C. reinbardtii possede différentes protéines dont le role est la fermentation
du pyruvate, apres la glycolyse. Le métabolisme fermentatif conduit a la production de formate, d’acétate et
d’ATP, tout en oxydant du NADH (Fig. 7)(Posewitz et al., 2023). De plus, la microalgue est aussi capable
de produire de I'hydrogéne a pattir de protons via les enzymes HYDA1 et HYDA2 ([FeFe]-hydrogénases)
qui seraient apparues suite a un évenement de duplication de gene (Meuser et al., 2012) (Mus et al., 2007).
Les protéines pyruvate-ferrédoxine oxydoréductase (PFR1), hydrogénase (HYD) et activatrice de la
pyruvate-formate lyase (PFLA) présentées dans la Fig. 7 ont besoin de centres Fe-S afin de fonctionner et

sont décrites ci-dessous.
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Figure 7. Schéma simplifié des mécanismes de fermentation chez C. reinhardtii. ACK : acétate kinase; FDX : ferrédoxine ;
HYDAs : hydrogénases ; PFL : pyruvate-formate lyase ; PFLA : enzyme activatrice de la pyruvate-formate lyase ; PFR1 : pyruvate-
ferrédoxine oxydoréductase. Les enzymes a centres Fe-S sont en rouge. Adapté de (Posewitz et al., 2023).

La protéine PFR1 catalyse la décarboxylation du pytuvate : cette réaction génére du COz et de l'acétyl-CoA
(Ragsdale, 2003). La réaction catalysée par PFR1 réduit une ferrédoxine, une autre protéine a centre Fe-S.
La ferrédoxine servira de donneur d’électrons a la réaction catalysée par les protéines HYD qui catalysent la
conversion de 2 protons et 2 électrons en hydrogene moléculaire (Noth et al.,, 2013). La protéine PFR1,
chez C. reinhardtiz, a un poids moléculaire de 130 kDa (cf. Résultats) et peut coordonner 3 centres [4Fe4S]

(van Lis et al., 2020).

L'enzyme activatrice de la pyruvate-formate lyase (PFLA) est une protéine activant la pyruvate-formate lyase
(PFL1) en introduisant un radical dans cette derniere ; elle coordonne un centre [4Fe-4S] via 3 cystéines et

un radical S-adénosyl-L-méthionine (Shisler et al., 2017).



Les protéines HYD catalysent la recombinaison d’électrons et de protons pour donner de 'Hz. HYDAT et
HYDAZ2 nécessitent les facteurs de maturation HYDG et HYDEF pour étre fonctionnelles (Hemschemeier
et al., 2023). Ces différentes protéines, HYDA1/2, HYDG et HYDEF nécessitent des centres Fe-S, et elles
sont donc dépendantes de la machinerie SUF décrite plus haut (Sawyer et al., 2017) . Le centre Fe-S des
protéines HYDA1/A2 est particulier, il consiste en un "H-clustet", un sous-cluster di-fer, ([2Fen]) relié a un
centre [4Fe-45] classique (Peters et al., 2015) dont ’assemblage se fait grace aux protéines de maturation

HYDEF et HYDG (Britt et al., 2020; Posewitz et al., 2004).

3B. Synthése de chlorophylle a I'obscurité

Lors de la croissance en lumiére , c'est la protochlorophyllide @ (Pchlide ) oxydoréductase (POR ou LPOR
pour "light-dependant”) qui catalyse la réaction d'addition d'un proton sur la double liaison entre le C17 et
le C18 de la protochlorophyllide donnant ainsi de la chlorophyllide  (Chlide @) (Scrutton et al., 2012). La
LPOR, avant la catalyse, forme un complexe ternaire avec un donneur d'électron, le NADH, et son substrat,
la Pchlide @ (Reinbothe et al., 2010). Deux photons vont étre absorbés par le substrat lié et cet état excité va
permettre l'activation de l'enzyme et la catalyse de la réaction (Sytina et al., 2008). La microalgue verte C.
reinbardtii a conservé un caractere ancestral de synthese de chlorophylle a l'obscurité. Clest un trait qui a été
consetvé chez de nombreux organismes et perdu plusieuts fois au court de I'évolution, entre autte chez les
angiospermes (Hunsperger et al., 2015). C. reinhardtii 'a probablement conservée car le caractére est
évolutivement intéressant dans des environnements présentant des conditions d'illumination variables. La
DPOR ("datk-operative" protochlorophyllide oxydoréductase), responsable de cette capacité, ne nécessite
pas de lumiere et est composée de trois sous-unités, ChlB, ChIN et ChlL, dont les genes sont encodés dans
le génome chloroplastique. La DPOR est active en tant que complexe hétéro-octamérique : deux hétéro-
tétrameres, contenant chacun un monomere ChIB, un monomeére ChIN et un dimere Chll (BNLy),
s'associent pour former le complexe qui permet la catalyse de la réaction PChlide — Chlide a. Ce complexe
va coordonner, au total, 4 centres [4Fe-4S] : 1 entre les sous-unités ChlL du dimere L, (L-cluster) et un
deuxieme entre ChIN et ChIB (NB-cluster), et ceci en dimere (Fig. 8) (Moser et al., 2013; Muraki et al.,
2010; Nomata et al., 2008, 2006). Un mécanisme impliquant plusieurs intermédiaires radicalaires de la
Pchlide 4, via des transferts de protons et d'électrons, avant la réduction finale en Chlide 4 a été proposé

(Nomata et al., 2014).

Figure 8. Le complexe DPOR est un dimére
d'hétérotétramére. Représentation schématique d'un
tétramere ChBNL;. Les sous-unités L sont en bordeaux,
N en vert et B en bleu. Les centres 4Fe-4S sont
représentés en jaune (soufre) et rouge (fer). La
protochlorophyllide est insérée dans une poche de ChlIB.
Les proportions ne sont pas respectées.




3. Objectifs du travail

Ce mémoire avait deux grandes lignes directrices : la caractérisation de mutants A¢f107 et nful de C. reinhardti.

Pour HCF101 : les objectifs étaient i) déterminer si le mutant A¢f707 était un mutant knock-out (KO) ou
knock-down (KD) et ii) d'identifier d'éventuels défauts dans 'appareil photosynthétique des microalgues
mutantes a partir de mesures physiologiques, de mesures de taux de croissance, de mesures d’abondances
de protéines cibles potentielles. Pour obtenir ces résultats, générer une souche complémentée pour le mutant

hef1017 était essentiel pour valider les différentes observations.

Pour les mutants #fu1 : la caractérisation des mutants #fu1-1 et nful-2 avait déja été entamée dans des travaux
précédents celui-ci et des souches complémentées, dont certaines avec une version tronquée du gene NFU1,
avaient été générées. Les objectifs consistaient a poursuivre la caractérisation des mutants/transformants
mais aussi d'apporter des résultats originaux par rapport a des phénotypes liés a la croissance a l'obscurité

suivie d'une période d'anoxie.
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4, Matériel et méthodes

1. Souches et milieux de culture

La souches sauvages (CC-4533 cwl5 mt-), les mutants #ful-1 et nful-2 de C. reinbardtii (NFUT,
Crel8.9748447_4532.1) et le mutant h¢f107 (HCEF101, Cre01.g045902_4532.1) ont été commandés aupres
de la banque CliP (https://www.chlamylibrary.org/) (Li et al., 2019). Les différentes souches ont été cultivés
a 25°C en conditions phototrophes minimales dans un milieu Tris-minimal-phosphate (TMP), ou en
conditions mixotrophes dans un milieu Tris-acétate-phosphate (TAP) sous une lumicre continue de faible

intensité (30-50 pmol photons.m2.s1) ou a l'obscutité (Hattis, 1989).

2. Alignement de séquences multiples

Un alighement de séquences multiples (MSA) a été effectué pour comparer les séquences d'acides aminés
de différentes protéines HCF101. Le logiciel Clustal Omega a été employé pour réaliser cet alighement, en
utilisant les parametres par défaut (Goujon et al., 2010; McWilliam et al., 2013; Sievers et al., 2011). Les
séquences ont été extraites de la base de données du JGI. Numéros d'accession : Arabidopsis thaliana —
AT3G24430 (Arabidopsis.org), Populus trichocarpa - Potri.018G076600.3 (Phytozome), Physcomitrium patens -
Pp3c19_20070V3.1 (Phytozome), Chlamydomonas reinbardsii - Cre01.g045902 (Phytozome), Chromera velia -
Cvel_23131.t1 (Phycocosm), VVitrella brassicaformis - Vbra_10576.t1 (Phycocosm), Nannochloropsis gaditana -
rnal953 (Phycocosm), Cyanidioschyzon — merolae - XM_005538500.1 (Phycocosm), Ectocarpus siliculosus -
rna9702 (Phycocosm), Ostreococcus tauri - OT_osttal7g01360T0 (Phycocosm),  Galdieria sulphuraria -
XM_005704422.1 (Phycocosm).

3. Arbre phylogénétique

L'arbre a été généré a partir des matrices de distances obtenues lors de l'alighement de séquences multiples.
Les séquences sont les mémes. L'outil utilisé pour le générer, Simple Phylogeny, était disponible sur le méme

site que Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/simple phylogeny/) et a utilisé la

technique de Neighbour-Joining pour générer l'arbre (Goujon et al., 2010; Larkin et al., 2007; McWilliam et
al., 2013).

4. Prédiction de structures tridimensionnelles

Les structures des protéines HCF101 (Cre01.g045902) et NFU1 (Crel8.g748447_4532.1 ) de C. reinbardtii
ont été générées via linterface ColabFold (Mirdita et al., 2022). Les parameétres pour l'alignement de
séquences multiples étaient les suivants : msa_mode = mmseqs2_uniref_env, pair_mode = unpaired_paired.
Ces MSA ont servi d'entrée pour la prédiction des modéles par AlphaFold2 (Jumper et al., 2021) dont les
options étaient : model_type = alphafold2_ptm, num_recycles = 3, recycle_early_stop_tolerance = 0.0,
pairing_strategy = greedy. Les meilleurs modeles ont été traités par amber, directement durant le job. La
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prédiction de HCF101 de A. thaliana a été récupérée dans la banque de données AlphaFold Protein Structure

DB (UniProt: Q6STHS, https://alphafold.ebi.ac.uk/) (Varadi et al., 2022). Les structures ont été visualisées

en utilisant le logiciel PyMol (https://pyvmol.org, The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.2r3pre, Schrodinger, LLC).

5. Extraction de chloroplastes

L'extraction de chloroplastes des microalgues est adapté de (Mason et al., 2006). L'entiereté du protocole se
déroule a 4°C. Les algues ont été cultivées dans 400 ml de TAP (Tris — Acétate — Phosphate) pH 7,2, jusqu'a
obtenir un contenu total en chlorophylle de 5 mg. Les cultures ont été centrifugées a 3000 g, 10 min puis
resuspendues dans 100 ml de tampon Hepes-KOH 50 mM pH 7,2 avant d'étre centrifugées une nouvelle
fois a 3000g, 5 min. Le culot est récupéré dans 2 ml de tampon Hepes-KOH 50 mM pH 7,2 auxquels sont
ajoutés 10 ml de tampon d'isolement (Sorbitol 300 mM Hepes-KOH 50 mM pH 7,2 EDTA 2 mM, MgCl,
1mM, BSA 1%). Les cellules sont directement passées a travers une seringue a laquelle est attachée une
aiguille de diametre G27, avec un débit d'au moins 0,1 ml s-'. Les cellules et les chloroplastes sont récupérés
en centrifugeant 2 min a 1500 g Le culot est repris dans 2 ml de tampon d'isolement. Cette solution est
délicatement posée sur gradient de Percoll qui a été préalablement préparé (3 phases : 20%, 45% et 65%).
Le tout a été centrifugé 15 min a 4200 g. La bande contenant les chloroplastes a l'interface 45-65% a été
récupérée et reprise dans 10 ml de tampon d'isolement, puis centrifugée une derniere fois a 4000 g pendant
5 min. Les chloroplastes sont repris dans 250 ul de Hepes-KOH 50 mM pH 8 Sorbitol 300 mM et conservés
a-80°C.

6. Extraits totaux de Chlamydomonas

Les cellules sont récupérées et la densité optique (DO) a 750 nm a été mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre UV/Vis LAMBDA™ 265 (PerkinElmer), en diluant les échantillons 2x. 1,5 ml de
culture sont centrifugés 2 min a 20000 g. Le surnageant est retiré, le culot est solubilisé dans du tampon
SDS-PAGE [sodium dodécyl sulfate (SDS) 2%, glycérol 10%, dithiothréitol (DTT) 100 mM, Ttis 60 mM
pH 6,8)] (volume = 242 ul * DO mesurée), et mis a 95°C pendant 5 min. Les échantillons sont conservés a
a -80°C. Apres décongélation et centrifugation 5 min a 20000 g, 15 ul d'extrait peuvent étre directement

déposés sur gel.

7. Mesures de croissance

La croissance des algues a été déterminée deux fois par jour en mesurant la densité optique (DO) a 750 nm
jusqu'a ce que la phase stationnaire soit atteinte, a 'aide d'un spectrophotometre UV /Vis LAMBDA™ 265
(PerkinElmer). Le nombre de cellules/ml a été déduit a pattir de la DO en utilisant un droit étalon. La

formule pour calculer les temps de doublement est tirée de (Pulich and Ward, 1973) :
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D2 = [log(DO2) —log(DOY)] * (3,3) / (t/24)

Ou D2 le nombre de division par jour, DO1 et DO3 les densités optiques mesurées en début et fin de phase

exponentielle, respectivement, t est le nombre d'heures entre les deux mesures.

8. Extraction d'ADN

0,5 cm? de cellules cultivées sur boite de pétri ont été mélangées dans un tampon [protéinase K (4 mg/ml)

(Protéinase K, Invitrogen, EO0491), H,0O, GoTaq Buffer 1X] puis incubées 1h a 58°C et 1h 2 96°C.

9. Détermination du mating-type

Protocole adapté de (Werner and Mergenhagen, 1998). Un mix PCR a été préparé. Pour 25 ul par tube :

Vol 1
Volume (ul) olume (ul)
H,O 152 Primer 1 (20 uM) 1,25
Pri 2 (20 uM 1,25
GoTaq Buffer 5x 5 rimer 2 (20 pM) ,
DNA* 1
dNTP (10 mM) 0,5
GoTaq polymérase (5U/ul 0,125
DMSO 100% 0,675 oTaq polymérase (5U/ul) )

* L'ADN provient de I'extraction a la protéinase K décrite ci-dessus.

Programme PCR

Etapes Température | Temps Nombre de
cycles
Dénaturation initiale 95°C 30s 1
Dénaturation 95°C 60 s
o 30

Hybridation 54°C 60 s

Extension 72°C 60 s

Extension finale 72°C 420 s 1
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Les produits sont posés sur gel d'agarose 1,5%, la migration se déroule a 100 V pendant 45 min.
Primers :

mid-up: 5'-ATG GCC TGT TTC TTA GC-3'
mid-low:5-CTA CAT GTG TTT CTT GAC G-3'
fusl-up: 5'-ATG CCT ATC TTT CTC ATT CT-3'
fusl-low: 5-GCA AAA TAC ACG TCT GGA AG-3'

Gene mid pour mt et géne fus pour mt* (Ferris and Goodenough, 1997; Misamore et al., 2003).

10. Transformation de la souche d’expression bactérienne et culture

Les bactéries BL21 (DE3) cat-Psuf(Fur*) (Cotless et al., 2020) électro-compétentes (50 pL) ont été
mélangées avec environ 10 ng de plasmide et transformées par électroporation. Apres ajout de 500 pl de LB
liquide, elles sont incubées a 37°C, sous agitation, pendant 1 heure. Les bactéries sont ensuite étalées sur

boites de Petti contenant du milieu LB agar solide avec du chloramphénicol (50 pug/ml).
11. Production de protéine recombinante

Un clone a été incubé en milieu LB liquide (3 ml) 2 37°C, sous agitation, avec du chloramphénicol (50
pg/ml). 200 pl de cette culture sont utilisés pour ensemencer une culture de 200 ml de LB maintenue a
37°C, sous agitation, pendant la nuit en présence de kanamycine (50 pg/ml) et d'ampicilline (50 pg/ml). Le
lendemain, trois etlenmeyers de 800 ml de milieu LB contenant 50 pg/ml de chloramphénicol sont
ensemencés avec 40 ml de pré-culture et incubés a 37°C, sous agitation. Quand la DO a 600 nm atteint 0.6,
Pexpression est induite en ajoutant 100 pM d’isopropyl-8-D-thiogalactopyranoside (IPTG). Les bactéries
sont cultivées dans les mémes conditions pendant 4 h avant d'étre centrifugées a 5000 rpm (Beckman
Coulter, Avanti JXN-206, rotor JLA-8.1) pendant 20 min. Le surnageant est éliminé et les culots sont

resuspendus dans du tampon Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazole 20 mM.

12. Purification des protéines étiquetées par chromatographie d'affinité (IMAC), échangeuse

d'anions et exclusion de taille

La protéine d’intérét a été purifiée grace a la présence d’une séquence poly-His en N-terminal insérée dans
le plasmide pET15b (Annexe). Les cellules sont lysées par sonication (2 cycles d’une minute, Branson
sonifier, amplitude de 20%) puis le lysat est centrifugé a 20000 rpm (Beckman Coulter, Avanti JXN-20,
rotor JA 25.50) pendant 40 minutes. Ensuite, la fraction soluble est chargée sur une résine Cytiva™ : Ni

Sephatose™ 6 Fast Flow équilibrée a l'aide d'un tampon Ttis-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM, imidazole
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20 mM. La colonne est ensuite lavée avec 5 volumes du méme tampon avant que les protéines retenues
soient éluées avec 30 ml de tampon d'élution (Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazole 250 mM).
L’échantillon est dialysé contre 1L de tampon Tris-HCI 30 mM pH 8 EDTA 1mM (TE).

L'échantillon dialysé est chargé sur une colonne a résine Q-sépharose (échangeuse d'anions) qui a été
préalablement équilibrée avec du tampon TE. Seules les protéines chargées négativement sont retenues, via
des interactions électrostatiques avec la résine. Les protéines retenues sont ensuite éluées a I'aide d’un
gradient entre 0 et 0,4 M de NaCl préparé dans du TE pour un volume de 500 ml. Les fractions ont été
collectées automatiquement et un profil d’élution réalisé en mesurant la densité optique a 280 nm. La
protéine d’intérét est finalement concentrée jusque 1 ml par ultrafiltration avant d’étre déposée sur une
colonne Superdex200 16x600 mm couplée a un systeme FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) de
type AKTA-Purifier pour une séparation par chromatographie d'exclusion de taille. Les fractions d’intérét

sont regroupées et la concentration de la protéine déterminée par dosage spectrophotométrique (A a 280

nM).
13. Fixation de la protéine HCF101 sur colonne au bromure de cyanogéne

L'échantillon de protéine purifiée est dialysé contre un tampon NaHCO3 50 mM. 1 g de résine a été lavé
avec 100 ml de HCl 1 mM puis équilibrée avec une solution de NaHCO3; 50 mM. La résine a été incubée
avec la protéine recombinante purifiée pendant la nuit, sous agitation. La résine hybridée a ensuite été
transférée dans une colonne et lavée avec du tampon NaHCO3 50 mM avant d'étre incubée 1h avec un
tampon Tris-HCl 1M pH 8. La colonne a été lavée avec du tampon NaHCO3 50 mM puis équilibrée avec
du tampon TE.

14. Expérience de capture de partenaires de HCF101

50 ml de culture d'algues en phase exponentielle ont été centrifugés a 1200 g pendant 5 minutes. Le culot a
été repris dans 3 ml de Tris-HCl 30 mM pH 8 puis placé a -80°C pendant 15 min. Apres décongélation, les
cellules sont lysées par sonication (2 cycles d’une minute, Branson sonifier, amplitude de 20%) et
centrifugées a 20000 rpm (Beckman Coulter, Avanti JXN-26, rotor JA 25.50) pendant 20 minutes. 5 ml
d'extrait solubles sont passés sur la colonne qui est ensuite lavée avec du Tris-HCl 30 mM pH 8. Les
protéines sont éluées en passant du tampon Tris-HCI 30 mM pH, 8 200 mM NaCl sur colonne. Des fractions
de 1,5 ml ont été récoltées. Une deuxieme élution a ensuite lieu en augmentant la concentration de NaCl a
1M, des fractions de 1,5 ml ont ensuite été récoltées en sortie de colonne. La présence de protéines dans les

fractions a été vérifiée par spectrophotométrie (A a 280 nm).

15. Purification d'anticorps anti-HCF101
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Le sérum de lapin immunisé a été passé 2 fois sur la colonne CN-Br sépharose activée hybridée a la protéine
recombinante HCF101 de C. reznbardtii, qui a été équilibrée avec du tampon Tris-HCI 200mM pH 8, EDTA
1 mM. La colonne a ensuite été lavée 1 premiere fois avec du tampon Tris-HCI 200mM pH 8 EDTA et une
deuxieme avec du tampon Tris-HCI 200mM pH 8, EDTA, 1mM NaCl 500 mM. Les anticorps sont élués
avec 10 ml d'acide acétique 50 mM et I'éluat est divisé en fraction de 800 ul dans des eppendotfs contenant
200 pl de Tris 1M pH 8. La colonne est rééquilibrée avec du tampon Tris-HCl 200 mM EDTA 1 mM. La
présence des anticorps dans les fractions est mesurée par spectrophotométrie (A a 280 nm). Les fractions
intéressantes sont conservées, rassemblées puis concentrées par ultrafiltration a 'aide d’une cellule Amicon

contenant une membrane sélective a 10 kDa et ceci sous pression d’azote.
16. Electrophorése sur gel dénaturant, transfert sur membrane et immunodétection

Pour la réalisation des western blots, les échantillons (extraits totaux ou extraits chloroplastiques) sont repris
dans du tampon Laemmli (Tris 50 mM, glycérine 10%, SDS 2%, bleu de bromophénol 0,02%, B-
mercaptoéthanol 10%), dénaturés a 95°C pendant 10 min (si nécessaire) puis déposés sur gels de
polyacrylamide, en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) de 12, 15 ou 17,5 % selon les besoins. Par la suite,
les protéines sont transférées sur des membranes PVDF (Cytiva Amersham Hybond) a une tension de 100
V pendant une heure a 4°C dans du tampon de transfert (Tris 25 mM pH 8,3, NaCl 250 mM, méthanol
20%). Préalablement, les membranes PVDF ont été activées dans du méthanol. Les membranes ont ensuite
été incubées dans un tampon de blocage (solution de blocage 1% (Blocking Reagent 10%, Roche dans le
tampon TBS (Tris 50 mM pH 7,5 NaCl 150 mM) pendant une heure. Les anticorps primaires ont été ajoutés
aux membranes et incubés pendant une heure sous agitation douce. Apres plusieurs étapes de lavage [TBS
et TBST (TBS + Tween 20 0,1%)], les membranes sont incubées avec des anticorps secondaires (anticorps
anti-IgG de lapin conjugués a la HRP, dilués a 1:5000) pendant 30 minutes. La détection des protéines est
réalisée en utilisant un kit de chemiluminescence pour western blots (Roche) et la fluorescence a été détecté
avec un IBright FL.1000 (Invitrogen by ThermoFisher). Les anticorps primaires polyclonaux utilisés sont :
o-HCF101 (contre la protéine recombinante, sérum : 1:5000 | purifiés : 1:1000), a-NFU1 (contre la protéine
recombinante, sérum : 1:5000), «-PFR1 (1:1000, Agrisera AS07 275), a-FNR (1:5000, Agrisera AS15 2909),
a-HYDA1/A2 (1:1000, Agrisera AS09 514), a-PsaC (1:2500, Agrisera AS10 939), «-AOX (1:34000, fourni
par S Merchant, UCLA, USA), «-ChlL (1:1000, fourni par le Prof. Fujita, Japan).

17. Préparation des échantillons pour Tandem-Mass-Tag Labelling

En phase exponentielle, 108 cellules ont été récoltées et centrifugées 5 min a 1000 g. Les cellules ont ensuite
été lysées dans 1 ml de tampon de lyse (Tampon RIPA : | triéthylammonium bicarbonate (TEAB) 100 mM
pH 7,6 NaCl 150 mM isooctylphénoxy-polyéthoxyéthanol (IGEPAL) 1% désoxycholate (DOC) 0,5 %
sodium dodécyl sulfate (SDS) 0,1 % n-dodecyl B-D-maltoside (DDM) 0,2 % fluorure de
phénylméthylsulfonyle (PMSF) 0,5 mM acide éthylenediaminetétraacétique (EDTA) 0,5 mM)] et mélangées
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10 min a température ambiante. Les échantillons ont ensuite été centrifugés 10 min a 21000 g a 4°C. Le
surnageant a été conservé et le contenu en protéine dosé a I'acide bicinchoninique (Pierce™ BCA Protein
Assay Kit). Pour chaque répliqua, la méme quantité de protéines a été prise (100 pg). 10 mM de dithiothréitol
(DTT) ont été ajoutés avant de mettre les échantillons a 45°C pout 30 min. Du chloroacétamide 50 mM a
été ajouté et les échantillons sont conservés 30 min a l'obscurité. Pour enlever les détergents des échantillons,
les colonnes Pierce Detergent Removal (Thermofisher) ont été utilisées et le protocole du fabriquant a été
suivi. Le contenu est de nouveau dosé Pierce™ BCA Protein Assay Kit. 80 pg de protéines ont été

précipitées une nuit a 4°C a 'acide trichloroacétique 20%. Le culot est lavé a 'acétone puis séché.

Les échantillons ont été envoyés dans le laboratoire du Dr. D. Vertommen (UCLouvain) afin d'étre analysés
par Tandem-Mass-Tag (TMT) labelling (TMTsixplex Label Reagent Set). Cette méthode permet d'étudier
l'abondance relative de protéines entre différents échantillons en fixant de maniére covalente une molécule
rappottrice aux peptides obtenus par digestion a la trypsine des protéines. Cette molécule est composée d'un
groupe tréactif, d'une partie "neutre" qui sépare le groupement réactif, et du rapporteur MS/MS. Avant
analyse, chacune de ces molécules rapportrices possede la méme masse. Les peptides des différents
échantillons sont marqués avec des tags différents puis mis ensemble. Une premiére étape de MS va séparer
les différents peptides : la masse des tags est identique et un seul pic va apparaitre pour chaque peptide,
méme provenant d'échantillons différents. La seconde étape de MS va permettre de générer, par la partie
rapportrice de la molécule, un ion rapporteur spécifique a chaque échantillon. Les différents peptides de
I'échantillon vont donc étre ségrégées en fonction de leur échantillon d'origine. Les analyses ont été faites
en tripliqua biologique de chaque souche. Le traitement statistique des données MS/MS, aussi effectué au
laboratoire du Dr. Vertommen, a été effectué a 'aide du moteur de recherche Sequest HT dans Proteome

Discoverer 2.5, en utilisant une base de données de référence C. reinbardii obtenue a partir d'Uniprot.

Ratio Photosyst¢me I/Photosystéme II

Le ratio Photosysteme I/Photosysteme II (PSI/PSII) a été mesuré par shift électrochromique (ECS).
L'électrochromisme correspond au changement du maximum d'absorption d'un composé lorsqu'un champ
électrique est appliqué. C'est un phénomene qui affecte notamment les pigments photosynthétiques (Bailleul
et al, 2010). Les deux photosystémes subissent une séparation de charge lorsqu'ils sont stimulés par une
impulsion laser saturante (7 ns), et le signal obtenu correspond a la totalité des centres réactionnels présents.
En présence dinhibiteurs du PSII (3-(3,4-dichlorophényl)-1,1-diméthylurée (DCMU) 10 pM et
hydroxylamine (HA) 1 mM), le signal correspond uniquement a celui des centres réactionnels du PSI. Le
rapport PSI/PSII peut alors étre calculé (Bailleul et al., 2010). Cette mesure a été prise a l'aide d'un Joliot-
Type-Spectrophotometer (JTS-10, BioLogic France). Les longueurs d'onde utilisées sont 520 nm (signal des
xanthophylles) et 546 nm (signal du cytochrome &g4fj. Les mesures a 520 nm sont corrigées en soustrayant la

contribution a 546 nm.
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18. Efficacité du PSII

Les mesures ont été effectuées a l'aide d'un systéme d'imagerie SpeedZen (BeamBio/API, France), les
images sont enregistrées par une caméra CCD (UI-3240CP-NIR-GL rev.2, IDS, Obersulm Allemagne). Les
échantillons sont ramenés a 10 ug de chlorophylle / ml. Les mesutes de fluorescence de la chlorophylle ont
été effectuées sur 3x200 pl de chaque échantillon, disposés sur une plaque multipuits. La plaque contenant

les échantillons a été incubée 10 min a l'obscurité avant les mesures.

Une sonde a LEDs vertes produisant des impulsions de 35 us a été utilisée pour mesurer la fluorescence de
la chlorophylle @ dans des conditions d'obscurité (Fo) et apres une impulsion saturante de lumiere rouge
(Fm, 4100 pmol photons m? s'! umol photons m2 s1) pour atteindre le rendement quantique maximal du
PSII (Fv/Fm = Fm-Fo/Fm). Les échantillons ont ensuite été adaptés a différentes densités de flux
photoniques photosynthétiques (PPFD : 4, 7, 15, 37, 72, 131, 189, 386, 606 et 893 pmol m2 s1) pendant 5
minutes et les valeurs de fluorescence ont été mesurées (Fs). Une impulsion saturante a ensuite été
administrée pour réduire complétement les accepteurs du PSII et atteindre le rendement maximal de
fluorescence (Fm’). Ces parametres ont été utilisés pour calculer le rendement quantique du PSII (OPSII =
(Fm’-Fs)/Fm’) et le taux de transfert d'électrons relatif ((ETR = ®PSII * PPFD) (Maxwell and Johnson,
2000).

19. Mesure de production d'hydrogene

Apres croissance a ’obscurité, les cellules sont concentrées pour atteindre une concentration de chlorophylle
de 25 pg de chlorophylle/ml. Elles sont réacclimatées pendant 1h a l'obscurité dans du milieu de culture
TAP frais, sous agitation faible, avant d'induire I'anoxie. Les conditions anoxiques ont été atteintes en
scellant la suspension cellulaire dans des cuvettes spectrophotométriques en présence de catalase (1 000
unités ml'), de glucose (10 mM) et de glucose oxydase (2 mg ml') pendant 1h. L'enticreté de la mesure s'est
effectuée sous tente (Glas-Col 108D XX-1H Glove Bag, Templeton Coal Company, Inc) en atmosphére
anoxique (N2). L'évolution de la production d'hydrogene a été mesurée avec une sonde prévue a cet effet
(Unisense, UNISENSE A/S, Denmark). 400 ul de culture sont lysées en ajoutant 100 pl de Triton (10x) et
800 ul de tampon KoPO4 pH 6,8 méthylviologene 43 mM dithionite de sodium 140 mM, bullé a I'azote
pendant 15 minutes. Les calculs de production se basent sur la mesure de la pente qui équivaut a la

concentration de H» au cours du temps.
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5. Résultats

1. Optimisation d’un protocole d'isolement de chloroplastes

L’isolement de fractions enrichies en chloroplastes a partir de cellules entieres est requis lorsqu’on étudie
des protéines adressées a ces organelles. Mason et al., 2006 ont décrit une méthode simple, rapide et peu
couteuse qui consiste a faire passer a travers une aiguille de seringue, a une certaine vitesse, une grande
quantité de cellules afin d'augmenter la pression jusque ~80 psi (Mason et al., 2006 ). Cette pression permet
de faire éclater les cellules et conserve intacte une partie des chloroplastes. Ces derniers sont récupérés en
effectuant une étape de centrifugation sur gradient de Percoll pour séparer membranes thylakoidiennes,
chloroplastes et cellules entieres. En utilisant cette technique, je me suis apercu que la protéine NFU1
apparaissait sous forme de doublet en western blot (Fig 9). Ceci suggérait que des protéases étaient actives
et clivaient celle-ci, en dépit de la présence d’albumine bovine pendant les différentes étapes de l'isolement,
qui aurait du freiner action des protéases. Pour pallier ce probléme, l'utilisation d'inhibiteurs de protéases
[fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) a 1 mM, un inhibiteur de protéases a sérine, et 0.1% d’un
cocktail d'inhibiteurs de protéases (Sigma-Aldritch, P9599)] ont été ajoutés dans le tampon d’isolement (voir

matériel et méthodes).

Sachant que la protéine NFUT1 était clivée quand ce protocole d'isolement de chloroplastes a été appliqué
sans ajout de protéases, un extrait total ainsi que les deux types d'échantillons chloroplastiques, traités ou
non avec les inhibiteurs de protéases, ont été testés par western blot pour déterminer l'efficacité des
modifications. La bande a la taille attendue pour NFU1 était bien visible dans chacun des échantillons (Fig.
9). Une bande supplémentaire, témoignant de la dégradation de la protéine NFU1, était visible dans
I'échantillon de chloroplastes extraits en absence d’inhibiteurs (Fig. 9). Cette méme bande était absente de
l'extrait total mais aussi de 1'échantillon de chloroplastes isolés avec inhibiteurs (Fig. 9). Ceci indique que
des protéases dégradent effectivement NFU1 lors de l'isolement de chloroplastes et que l'ajout d’inhibiteurs
de protéases permet d'éviter cette dégradation. Les différentes expériences nécessitant des chloroplastes

isolés ont donc été faites en utilisant des échantillons produits avec cette méthode.
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Figure 9. Comparaison des méthodes d’extraction de protéines et détection de NFU1 par western blots. 15 u/ d'extrait total
(chargement par rapport a la densité optique) ou 20 ug de chloroplastes ont été déposés. Extrait tot. = échantillon d'extrait
total, CPL = échantillon de chloroplastes isolés sans inhibiteurs de protéases, CPL (inhib) = échantillon de chloroplastes isolés
avec des inhibiteurs de protéases. Le marqueur de marqueur de poids moléculaire (en kDa) est indiqué a gauche. La membrane
colorée au bleu de Coomassie sert de témoin de chargement.

2. Etude de la protéine high chlorophylle fluorescence 101 (HCF101) et de son réle dans la cellule

2A. Analyses in silico

2A.1. Les cystéines conservées chez les plantes terrestres ne le sont pas toutes dans les différents

clades

En tant que donneur principal de centres 4Fe-4S a l'appareil photosynthétique, la protéine HCF101 est
essentielle au cycle de développement des plantes a fleurs (Cook and Miles, 1990; Schwenkert et al., 2010).
Des expériences de mutagenese dirigée menées sur la protéine recombinante d’A. thaliana exprimée chez E.
¢oli montrent que trois cystéines (C128, C347 et C419) sur les huit que compte HCF101 seraient essentielles
a la fixation du cofacteur métallique. Afin de déterminer si ces cystéines sont conservées au sein de la
protéine de C. reinhardtii, la séquence en acides aminés a été analysée. La protéine CrHCF101 possede 6
cystéines et, sur les 3 ayant été déterminées comme essentielles, seule la cystéine en position 128 est
conservée, les cystéines 347 et 419 étant remplacées par une sérine (S356) et une valine (V428),
respectivement. Ainsi, certaines cystéines proposées comme liant le centre 4Fe-4S dans lisoforme d’A.
thaliana sont absentes dans 'orthologue de C. reznbardzii. Par contre, 4 autres cystéines sont communes aux
deux isoformes. Afin de déterminer si certaines d’entre elles pourraient jouer un role dans la fixation d'un
centre 4Fe-4S, des prédictions de structure ’HCF101 ont été générées par le logiciel AlphaFold2 pour la
protéine d’A. thaliana (AtHCF101) et celle de C. reinbardtii (Jumper et al, 2021 ; Mirdita et al., 2022). Le
modele pour AtHCF101 a été obtenu a pattir de ' AlphaFold DB, celui pour CtHCF101 a été généré via le
notebook Google Collab (voir "Matériel et méthodes"). La prédiction de structure de AtHCF101 indique
que les cystéines C128, C347 et C419, sont spatialement éloignées les unes des autres, ce qui ne suggere pas

une implication dans la liaison du centre 4Fe-4S (Fig. 10A). Les structures de AtHCF101 et CtHCF101 ont
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ensuite été superposées avec le logiciel PyMol (“The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrédinger, LLC.”) en utilisant la fonction "align()", qui effectue un alignement de séquences avant de
superposer les modeles. De maniere intéressante, les cystéines C184, C303 et C339 de AtHCF101,
conservées chez CrHCF101 (C193, C312 et C348) sont situées a des distances de 8,6, 9,5 et 10,9 A et
disposées de fagon a pouvoir fixer un cofacteur (Fig. 10B). En acceptant quelques approximations, si on
considere que la distance entre 2 atomes de Fe vaut 2,26 A et celle entre 2 atomes de S vaut 3,55 A (Sticht
and Résch, 1998), alors les atomes de Fe se trouvent a une distance de 4,5 A des cystéines qui peuvent les
lier (C193, C312 et C348 chez C. reinhardtii) (Annexe 1), ce qui refléte une proximité compatible pour la

formation de liaison fer-soufre.

Cys184

Figure 10. Prédictions de structure pour les protéines AtHCF101 et CrHCF101 par AlphaFoldv2 (Jumper et al., 2021). A)
Structure prédite de HCF101 de A. thaliana. Les cystéines considérées comme essentielles a la fixation d'un centre 4Fe-4S
(Schwenkert et al., 2010) sont mises en évidence en jaune. B) Superposition des prédictions de structure de AtHCF101 (violet)
et CrHCF101 (cyan). Les cystéines 184, 303 et 339 d’A. thaliana sont espacées d'une distance moyenne de de 9.6 A.

Pour déterminer le degré de conservation de ces trois cystéines, 11 séquences homologues de CtHCF101
ont été alignées. Celles-ci proviennent de Viridiplantae, un groupe monophylétique comprenant des algues
(Chlorophyta : C. reinhardtii, Ostreococcus tauri) et des plantes terrestres (Streptophyta : Physcomitrium patens,
Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa) dont le chloroplaste provient d'une endosymbiose primaire (Rockwell

et al,, 2014), d’autres algues provenant également d’une endosymbiose primaire (Archaeplastida) mais
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appartenant aux Rhodophyta (Cyanidioschyzon merolae, Galdieria sulphuraria) et enfin des algues complexes dont
les plastes proviennent dune endosymbiose secondaire et appartenant au supergroupe des SAR
[Stramenopiles (Ochrophyta : Ectocarpus siliculosus, Nannochloropsis gaditana), Alveolates (Colpodellida : 1trella
brassicaformis, Chromera velia)| (Fig. 11A). Les séquences ont été alignées a l'aide du programme Clustal Omega
(Goujon et al., 2010; McWilliam et al., 2013; Sievers et al., 2011). Chez la majorité des organismes analysés,
4 cystéines sont conservées aux positions 137, 193, 312 et 348 (numérotation de CrHCF101) et parmi celles-
ci se trouvent les 3 cystéines prédites (C193, C312 et C348) comme liant les centres Fe-S dans le modéle
structural. La C137, quant a elle, se trouve au niveau du domaine N-terminal de la protéine. Une derniere
en position 110 est conservée uniquement dans la lignée verte. Cela suggeére que les acides aminés conservés
ont un role fonctionnel et/ou structural au sein de la protéine HCF101 chez la plupart des organismes. De
plus, des cystéines, qui ne sont pas conservées dans la séquence de C. reinbardtiz, sont visibles au sein d'autres
organismes. Dans le cas des séquences présentes chez les Colpodellida (1. brassicaformis, C. veliay il est
possible que les C281 et C284 servent a la fixation d'un centre Fe-S 4 la place de celles présentes dans
CrHCF101. A partir de l'alignement, un arbre phylogénétique a été généré a l'aide de l'outil Clustal\W2
Phylogeny en utilisant la méthode de Neighbour-Joining. L'arbre obtenu est relativement logique : les
protéines HC101 présentes chez les Streptophyta et les Chlorophyta sont regroupées en tant que groupe
des Viridiplantae, celles présentes chez les deux Colpodellida sont aussi rassemblées dans leur groupe
respectif (Fig. 11B). Toutefois, des différences peuvent étre soulignées avec la phylogénie établie pour les
especes (De Vienne, 2016). Par exemple, les séquences issues des Rhodophyta auraient da étre plus proches
de celles issue des Viridiplantae étant donnée leur appartenance commune au groupe des Archaeplastida
(Fig. 11B). Les séquences issues des Colpodellida et des Ochrophyta auraient aussi probablement dd étre

plus proches les unes des autres étant donné leur appartenance au groupe des SAR (Fig. 11B).
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Figure 11. Caracteéristiques des séquences HCF101 présentes chez les organismes photosynthétiques. A) Alignement de
séquences multiples entre 11 séquences de HCF101 d'organismes photosynthétiques. Les cystéines conservées chez C.
reinhardtii sont surlignées en jaunes tandis que les cystéines additionnelles sont surlignées en cyan. L'alignement complet ainsi
que les codes d'accession des séquences sont dans la section "Matériel et Méthodes". B) Arbre phylogénétique généré par la
méthode de Neighbour-Joining a partir des matrices de distance produites lors de I'alignement de séquences multiples.

2A I1. HCF101 est cotranscrit avec les génes codant les sous-unités PsaA, PsaB et PsaC du PSI

Le métabolisme de C. reinhardtii est modifié en fonction de changements de son environnement tels que
Palternance de cycles jour-nuit (Erickson et al., 2015). Des analyses transcriptomiques ont ainsi été réalisées
au cours d’un cycle jour-nuit (12 h de lumiere et 12 h d’obscurité) (Strenkert et al., 2019). 11 est notable que
I’'abondance des transcrits de certains génes est augmentée en période lumineuse comme par exemple ceux
codant des composants de la photosynthese. AtHCF101 ayant été proposée comme étant le donneur de
centres Fe-S aux sous-unités PsaA, B et C du PSI, I'expression de CrHCF707 a été comparée a Pexpression

de ces sous-unités (Fig. 12). Un pic d’expression de CrHCEF707 est visible 3 h apres la phase d’illumination
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et Pexpression revient a un niveau basal apres 9 h de lumiére. Ce maximum d’expression coincide avec un
des pics de transcription des 3 sous-unités du PSI étudiées (Fig. 12). La cotranscription des génes est un
indice permettant de dite que les protéines sont présentes simultanément dans la cellule, soutenant
I'hypothése selon laquelle C-HCF101 puisse transférer les centres 4Fe-4S nécessaires 2 la fonction des sous-
unités du PSI. I est intéressant de noter que I'expression de ces trois sous-unités est également élevée (en
comparaison 2 leur niveau basal d'expression) 2 2 autres temps : 0.5 h avant le passage en lumiere et 0.5 h
apres le passage en lumicre. L’expression de genes codant d’autres protéines cibles potentielles de HCF101
a ensuite été analysée. Pour ce faire, j’ai recherché différentes protéines chloroplastiques d’A. thaliana
capables de lier un centre 4Fe-4S (Pryzbyla-Toscano et al., 2021) ainsi que la protéine TCR (triplet-cysteine
repeat protein (Luu Trinh et al., 2021)) non reprise dans 'analyse réalisée par Pryzbyla-Toscano et al., 2021.
Les niveaux de transcription des genes codant ces cibles potentielles ont été comparés avec ceux des geénes
codant 3 protéines de transfert de centres 4Fe-4S (NFU1, NFU2 et HCF101 (Annexes 3, 4, 5)). Les
évidences de co-transcription des genes pourraient suggérer qu’une protéine soit une potentielle cible pour
la protéine de transfert. Les genes DNJ74 (DnaJ-like protein), HDS7 (1-hydroxy-2-méthyl-2-(E)-butenyl 4-
diphosphate synthase), IDS7 (4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphate réductase), SIR4 (ferrédoxine
sulfite réductase 4), TCR (triplet-cysteine repeat protein) et THIC (Hydroxyméthylpyrimidine phosphate

synthase) présentent un pic d’expression a 3h, tout comme HCF707.
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Figure 12. Niveaux d'expression des génes HCF101 et PsaA/B/C en conditions de cycle jour-nuit. Le temps, en heure, est
séparé en 2 phases : en gris une période d’obscurité et en jaune une période de lumiére. Les ordonnées sont en "Fragments
Per Kilobase Million", celle de gauche correspond aux mesures pour les sous-unités du PSI, celle de droite correspond aux
mesures de HCF101.

2B. Résultats in vitro : Recherche de partenaires de HCF101 et purification d'anticorps

Les résultats précédents indiquent que CrHCF101 interviendraient dans le transfert des centres Fe-S vers
certaines protéines chloroplastiques comme les sous-unités PsaA-C du PSI mais aussi potentiellement vers
d’autres protéines intervenant par exemple dans le métabolisme de la thiamine (THIC) (Moulin et al., 2013),
des régulateurs comme la protéine TCR, ayant un réle dans l'oxydation du PSI (Ttinh et al., 2021), ou encore

IDS1, dans les voies métaboliques de syntheése de terpenes (Wang, 2000). Afin d’identifier
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expérimentalement les partenaires de CrHCF101, une expérience iz vitro de capture de partenaires a été
effectuée par chromatographie d’affinité sur une colonne ot la protéine recombinante CrHCEF101 a été fixée
de maniere covalente. Le méme type de colonne a été utilisé pour purifier par affinité des anticorps anti-
HCF101 a partir de sérum de lapin, qui devaient servir pour la caractérisation d’un mutant s¢f707 de C.
reinhardtii. Cette partie du travail (point 2B 1., 2B II. Et 2B II1.) nécessitait au préalable de purifier la protéine
recombinante et 'ensemble de ce travail a été réalisé¢ lors de mon séjour a I'Université de Lorraine chez le

Prof. N. Rouhier en juin 2023.

2B.I. Purification de la protéine CrHCF101 sous forme recombinante

La séquence codante de HCF101, dépourvue de sa séquence d'adressage, a été clonée dans le vecteur
d'expression pET-15b, permettant d'ajouter une étiquette poly-histidine en position N-terminale de la
protéine (Annexe 1). La protéine recombinante HCF101 a été exprimée dans la souche E. o/ BL21(DE3)
avant d'étre purifiée par chromatographie d'affinité (IMAC), chromatographie échangeuse d'anions (Q-
sépharose) et chromatographie d’exclusion de taille en condition aérobie. A lissue de la chromatographie
d'affinité, la pureté est déja satisfaisante méme si le niveau de surexpression de départ était faible (Fig. 13A).
Le chromatogramme obtenu a issue de la chromatographie échangeuse d'anions comportait trois pics
principaux, un premier pic en début d'élution (fractions 3 a 6), un deuxiéme entre les fractions 30 a 33 et un
dernier, beaucoup plus étalé, entre les fractions 57 a 66 (Fig. 13B). L’analyse d’aliquotes correspondant a
ces fractions sur gel SDS-PAGE indique que la protéine est présente dans tous les pics (Fig. 13B). Ceci était
surprenant et suggere Iexistence de plusieurs formes de la protéine. Par le fait, bien que toutes les étapes de
purification aient été réalisées en condition aérobie, une coloration brunatre de 'échantillon était visible lors
de la chromatographie d’affinité indiquant la présence de centre Fe-S résiduel mais celle-ci tendait a
disparaitre au fur et a mesure du temps. Il est ainsi possible que cette fraction de protéine sous forme holo
représente 'un de ces pics méme si cela n’a pas été analysé spécifiquement car je souhaitais purifier la

protéine sous forme apo.
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Figure 13. Purification de la protéine recombinante HCF101. A) Gel SDS-PAGE montrant les différentes fractions obtenues a
I'issue de la chromatographie d'affinité. Tot = fraction totale aprés lyse des bactéries (2 ul), | = fraction insoluble aprés
centrifugation (2 ul), S = fraction soluble aprés centrifugation, FT = fraction ayant traversé la colonne (5 ul), W1 = fraction de
lavage (10 ul), W2 = échantillon en sortie de colonne en fin de lavage (10 ul), El. = aliquot de la fraction éluée avec 250 mM
d’imidazole (10 ug) B) Chromatographie échangeuse d'anions. L'axe Y correspond a l'absorbance mesurée a 280 nm. Le
numeéro de fraction déposée est inscrit en haut du spectre et indiqué par une barre pointillée. Chaque partie du gel est reliée a
sa fraction correspondante. 20 ug de protéines ont été déposés dans chaque puits. La bande intense de chaque puits
correspond a CrHCF101 recombinante qui a été éluée a différentes concentrations salines. Le poids moléculaire en kDa est
indiqué a gauche de chaque gel.

Puisque je cherchais a obtenir une protéine avec le plus haut niveau de pureté possible, les fractions 30 a
33 qui semblaient contenir le moins de contaminants ont été soumises, apres concentration de 'échantillon,
a une étape de chromatographie par exclusion de taille sur colonne Superdex S200 16/16000, couplée a un
systeme FPLC. La encore le chromatogramme indiquait la présence de plusieurs pics (Fig. 14). La majorité
de la protéine se retrouvait dans le pic d'exclusion élué autour de 47 mL et correspond vraisemblablement
a une forme agrégée, dont origine pourrait étre I'étape de concentration appliquée avant chargement. La
protéine HCF101 était également retrouvée dans des pics correspondant a des volumes d'élution de 60 et
72 ml. Ce dernier pic, plus important en termes d’absorbance, correspond a un poids moléculaire apparent
de 96 kDa. De prime abord, il était tentant de conclure a la présence d’un dimére compte-tenu du poids
moléculaire théorique de 56 kDa pour HCF101. Cependant, linterprétation de ce résultat est rendue
complexe pat le fait qu'HCF101 est composée de 3 domaines et n'est pas globulaire. Il est donc tout a fait
possible que ces fractions correspondent a une protéine monomérique. Cette fraction a été utilisée pour les

expériences suivantes.
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Figure 14. Profil d'élution de HCF101 aprés chromatographie d'exclusion de taille sur colonne Superdex $200 16/600. Le
chromatogramme affiche 5 pics. Le premier pic correspond au pic d'exclusion de la colonne. Le troisieme pic (volume d'élution
de 72 ml) correspond & un poids moléculaire apparent de 96 kDa. Certaines fractions ont été analysées sur gel en conditions
dénaturantes, chaque puits est repris sous sa fraction respective. La protéine HCF101 est retrouvée dans les trois premiers
pics, les deux autres correspondent a des contaminants de petits poids moléculaires.

2B.I1. Recherche de partenaires de HCF101

Pour 'expérience de capture par affinité, la protéine recombinante purifiée a d’abord été fixée de maniere
covalente sur une résine de bromure de cyanogene (CN-Br sépharose) activée avant de charger un extrait
protéique soluble de C. reinbardtii. Apres une étape de lavage avec un tampon 30 mM Tris-HCl pH 8, I'élution
des partenaires potentiels a été effectuée dans ce méme tampon en augmentant la concentration en NaCl a
200 mM puis a 1M. Une colonne CN-Br sépharose sans protéine recombinante liée a été utilisée comme
controle de la fixation aspécifique de protéines. Le suivi de 'absorbance a 280 nm des différentes fractions
¢luées a permis de déterminer celles contenant des protéines (Fig. 15A). On remarque une absorbance plus
importante dans les fractions éluées des colonnes a 200 mM en NaCl par rapport a la condition 2 1 M en
NaCl, mais aussi une absorbance plus importante dans les fractions éluées de la colonne d’affinité HCF101
a 200 mM, ce qui indiquait quune quantité plus importante de protéine avait été retenue. Deux types
d’expériences ont ensuite été réalisées. La premiere était une analyse de la présence de la sous-unité du PSI,
PsaC, par western blot compte-tenu des évidences fonctionnelles connues pour HCF101. Un signal a 13
kDa d’intensité comparable a été détecté dans la fraction non retenue sur la colonne HCF101 et dans les
fractions éluées a 200 mM NaCl pour la colonne d’affinité HCF101 et la colonne « contréle » (Fig. 15B).
Ce résultat indique donc que la totalité de PsaC n’a pas été fixée sur les colonnes, ce qui pouvait
éventuellement étre attendu, mais surtout que PsaC se fixe probablement de maniere aspécifique aux billes
de sépharose. Il n’a pas donc pas été possible de conclure que PsaC interagit spécifiquement avec HCF101
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dans les conditions utilisées. Afin de réaliser une analyse exhaustive de la composition des échantillons, les
fractions d'élution ont été précipitées a l'acétone puis la concentration en protéines dans les échantillons
déterminée par un dosage colorimétrique a I'acide bicinchoninique. Les échantillons précipités ont ensuite
été analysés par spectrométrie de masse par notre collaborateur de 'UCLouvain (Dr. D. Vertommen). Les
données de spectrométrie de masse indiquent que plus de 2000 protéines étaient retrouvées dans la fraction
¢luée a 200 mM de NaCl tandis que seulement 78 ont été retrouvées dans la fraction a 1M de NaCl. Parmi
ces protéines de la fraction 200 mM, 518 ne sont pas retrouvées dans 'expérience réalisée avec la colonne
ne fixant pas HCF101. Néanmoins, on retrouve certaines protéines qui ne sont pas chloroplastiques, ce qui
limite les conclusions que 'on peut tirer de cette expérience pilote. Des pistes pour améliorer le dispositif

expérimental seront discutées.
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Figure 15. Chromatographie d’affinité sur colonne liant HCF101. A) Profil d'élution aprés passage d’extraits protéiques
solubles de C. reinhardtii sur des colonnes CN-Br sépharose liant ou non CrHCF101. Les fractions numérotées de 0-10
correspondent au passage d’un tampon 30 mM Tris-HCl pH 8 contenant 200 mM NaCl ; et celles de 10-16 au passage d’un
tampon 30 mM Tris-HCl pH 8 contenant 1M NaCl. B) Détection de PsaC par western blot sur les fractions éluées a 200 mM
NaCl d’une colonne liant de fagon covalente HCF101 ou ne liant pas de protéines (CTRL) ainsi que sur la fraction passée a
travers la colonne HCF101 (FT). Poids moléculaire en kDa représenté a gauche de la figure. La membrane a été colorée au bleu
de Coomassie et sert de témoin de chargement. L'anticorps anti-PsaC a été dilué 5000x.

2B.III. Purification d'anticorps polyclonaux anti-HCF101 et analyse de leur spécificité

Pour améliorer la spécificité voire la sensibilité des anticorps anti-CrHCF101, le sérum d’un lapin immunisé
contre CrHCF101 a été purifié sur colonne d'affinité ou la protéine recombinante CrHCF101 a été liée de
facon covalente a une colonne CN-Br sépharose activée. Aprés chargement du sérum sur la colonne et une
étape de lavage avec un tampon 30 mM Tris-HCI pH 8, les anticorps reconnaissant la protéine fixée ont été

¢lués dans des tubes contenant une solution de Tris-HCl 1 M pH 8 par ajout d'acide acétique a 50 mM. Les
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fractions contenant des protéines (visibles par mesure de 'absorbance a 280 nm) ont été regroupées puis
analysées par électrophoréese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes afin de vérifier la présence
des chaines lourdes et 1égeres des IgG. La spécificité des anticorps purifiés a ensuite été comparée a celle du
sérum de départ en effectuant des western blots sur des extraits protéiques totaux ou chloroplastiques isolés
d'une souche sauvage et d'une souche mutante s¢f707 (Fig. 16). On remarque que l'utilisation d’anticorps
purifiés a permis de diminuer le nombre de bandes aspécifiques pour tous les extraits et qu’il ne subsiste
quasiment plus quune bande détectée dans un extrait de protéines chloroplastiques issus de la souche
sauvage. Des lors, les anticorps purifiés seront utilisés pour les analyses par western blots. Ces derniers
seraient sans doute de qualité suffisante pour envisager des expériences de co-IP sur des extraits

chloroplastiques, dans la mesure ou 'expérience de capture par affinité n’a pas donné les résultats escomptés.
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Figure 16. Spécificité des anticorps anti-HCF101 sur extraits totaux ou chloroplastiques de souches sauvages ou mutantes,
avant et aprés purification sur colonne d’affinité. Dilution sérum = 1:3000, dilution anticorps purifiés = 1:1000. CPL =
chloroplastes isolés, Extr. Tot. = extraits totaux, CLIP = souche sauvage, hcf101 = souche mutante. 15 ul d'extraits totaux
(chargement égalisé sur la densité optique) ou 10 ul de chloroplastes (20 Elg) ont été déposés dans les puits. Les colorations
au bleu de Coomassie des membranes sont montrées comme témoin de chargement.

2C. Résultats in vivo : caractérisation biochimique et physiologique d'un mutant hcf101

2C.I. Génération d'une souche complémentée diploide

Un mutant bgf707 possédant une cassette conférant la résistance a la paromomycine localisée dans le dernier
intron du géne HCEF707 a été caractérisée moléculairement dans un travail précédent du laboratoire d’accueil
(Ragnoli, 2022) (Fig. 17A). Afin de valider les phénotypes du mutant, il était nécessaire de générer une
souche complémentée, ayant une copie fonctionnelle du gene HCF707. Ceci peut se faire par transformation

de la souche mutante avec une copie sauvage du gene. Cependant, Iisolement du gene HCF707 par
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amplification PCR s’est avéré problématique en raison de sa taille (6,777 kb) et du fort contenu en GC de
la séquence (65,4 %). 1l a donc été décidé d’obtenir une souche diploide pour la complémentation, sachant
que des études de croisement avaient démontré la présence d’une seule insertion dans le génome, localisée
dans le gene HCE707. Une telle souche diploide posséderait une copie supplémentaire, sauvage du gene,
dans un environnement génétique identique au mutant. Le cycle de reproduction de Chlamydomonas est
haplophasique et la reproduction sexuée conduit a 'obtention de produits méiotiques. Cependant, il est
aussi possible d’isoler des souches diploides lors de croisements par complémentation intercistronique entre
marqueurs d’auxotrophie (Matagne, 1978). Pour isoler une souche diploide A¢701/HCF101, deux
croisements ont été effectués. Un premier croisement a permis d’isoler un mutant he¢f707 résistant a la
paromomycine et déficient pour la synthése de larginine (mutation arg/-8 dans le gene codant pour
largininosuccinate lyase). Le second croisement est effectué entre ce mutant (bgf707 arg7-8, mt) et une
souche également déficiente pour la synthése d’arginine, mais possédant le géne HCEF707 sauvage et de
mating-type (mt) opposé (HCF707 arg9-2, mt*). La mutation de déficience pour I'arginine est localisée dans
le géne codant pour la N-acétyl ornithine aminotransférase (Remacle et al., 2009). Pour obtenir des diploides,
le produit de croisement a été étalé sur un milieu sans arginine contenant de la paromomycine pour forcer
la fusion entre des gametes de mating-type opposé et leur division. En effet, une cellule diploide provenant
de ce croisement doit récupérer la capacité de synthétiser de 'arginine par complémentation intergénique
(arg7-8/ arg9-2) et étre résistante a la paromomycine (4¢f107/HCF101). Onze colonies poussant sur ce milieu
ont été conservées et testées afin de déterminer leur mating-type (Fig. 17B). Si elles sont diploides, elles
doivent posséder les genes du caractere mt- et mt*. Apres PCR, 2 bandes résultant de 'amplification des
mating-types + et — étaient visibles pour la plupart des colonies, ce qui signifie qu’elles étaient diploides
(Fig. 17B). Les différentes mesures a venir ont été effectuées sur la souche complémentée diploide n°8,
dont le génotype est arg7-8/arg9-2 hef101/HCEF101 mt+/mt-. La présence de la protéine HCF101 dans la

souche diploide a été vérifiée par western blot dans les expériences décrites ci-dessous.

Cassette
Cre01.g045902.
W Rty

Figure 17. Screening d'une souche complémentée pour HCF101 sur base du mating-type. A) Schéma représentant le géne
HCF101, les exons sont en jaune. B) Détermination du mating-type aprés deuxiéme croisement. bp = paires de bases, C =
contréle sans ADN, mt*= souche sauvage, mt = souche hcf101.

30



2C.II. Localisation et présence de la protéine HCF101 dans les différentes souches

Chez A. thaliana, la protéine HCF101 est chloroplastique (Lezhneva et al., 2004) mais certaines protéines de
type HCF101 sont prédites adressées dans la mitochondrie chez différents organismes (Pyrih et al., 2021).
D'un point de vue phylogénétique, la protéine CtHCF101 est relativement proche de la celle d'A. #haliana,
ce qui suggere qu'elle serait chloroplastique. De plus, différents algorithmes de prédiction de séquences
d'adressage (TargetP, Predalgo (Almagro Armenteros et al., 2019; Tardif et al., 2012)) indiquent qu'elle serait
chloroplastique. Dans Poptique de déterminer la localisation subcellulaire, des western blots ont été effectués
sur des fractions enrichies en chloroplastes et en mitochondries. Deux marqueurs de localisation ont été
utilisés : 'oxydase alternative (AOX) comme marqueur mitochondrial et la ferrédoxine-NADP+-
oxydoréductase (FNR) comme marqueur chloroplastique. En premier lieu, on constate un signal faible pour
la FNR dans Iextrait mitochondrial, indiquant une légere contamination de la fraction mitochondriale par
les chloroplastes. Concernant PAOX, deux signaux sont détectés dans la fraction mitochondriale,
correspondant a une forme monomérique et dimérique. Un signal aspécifique est détecté dans la fraction
chloroplastique. On peut donc considérer que la fraction chloroplastique n’est pas ou peu contaminée par
des protéines mitochondriales. En second lieu, un signal intense pour la protéine HCF101 est détecté dans
l'extrait chloroplastique. Ce signal existe faiblement dans I’extrait mitochondrial (Fig. 18A) mais serait dd a
la contamination de celui-ci par des protéines chloroplastes. HCF101 est donc bien une protéine

chloroplastique chez C. reinhardtii.

HCF101 étant nécessaire pour transtérer les centres 4Fe-4S a la sous-unité PsaC chez A. #haliana, les mutants
hef107 homozygotes sont incapables de croitre a moins d'étre cultivés sur un milieu enrichi en sucrose
(Lezhneva et al., 2004). Le mutant disponible au laboratoire, quant a lui, est pourtant capable de croitre sur
un milieu pourvu d’acétate et sur un milien minimum, et la composition et la teneur en pigments
photosynthétiques ne sont pas modifiées (Dubois et Remacle, 2022). Ceci suggere que le mutant A¢f707 de
Chlamydomonas pourrait ne pas étre un mutant knock-out (KO). En effet, la mutation se trouvant dans le
dernier intron du gene, la protéine pourrait étre synthétisée. Dans le but de déterminer la quantité ’'HCF101
présente dans la souche mutante, une série de dilution d’une fraction chloroplastique de la souche sauvage
a été déposée et analysée par western blot. Pour les souches mutantes et complémentées, des quantités de
fractions chloroplastiques correspondant a 200% et 100% (respectivement) ont été déposées sur gel. La
membrane a été hybridée avec les anticorps anti-HCF101 purifiés (comme décrit précédemment). Dans des
extraits issus de la souche sauvage, le signal décroit en fonction de la quantité de chloroplastes déposée. On
constate qu’un signal est détecté chez le mutant, dont l'intensité est inférieure au signal correspondant a un
chargement de 12,5% de protéines issues de la souche sauvage. Les niveaux de protéine HCF101 sont
équivalents entre la souche sauvage et la souche complémentée diploide (Fig. 18B). Le mutant semble donc
capable de produire une tres faible quantité de protéine HCF101 et n'est donc pas un mutant KO. Toutefois,

les niveaux de protéines sont si faibles comparés a ceux présents dans les souches sauvage et complémentées
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qu’il y a peu de doutes que les phénotypes observés sont associés a la mutation. Des pistes pour étudier

l'effet d'un mutant KO total seront discutées dans la partie discussion du mémoire.
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Figure 18. Présence et localisation de HCF101 chez les différentes souches. A) Détermination de la localisation de HCF101. 20
ug de protéines de la souche sauvage ont été déposés dans chaque puits. Les anticorps utilisés sont indiqués au centre de la
figure : HCF101 = high-chlorophylle-fluorescence 101, AOX = oxydase alternative, FNR = ferrédoxine-NADP+-oxydoréductase,
Mito = mitochondries, Cpl = chloroplastes. A droite, les membranes ont été colorées au bleu de Coomassie pour servir de
témoin de chargement. B) Détermination de la présence et du niveau relatif de protéine HCF101 chez les différentes souches.
100% = 20 ug de protéines chloroplastique, CLIP = souche sauvage, hcf101 = souche mutante, C = complémenté diploide. Sous

chaque souche, membrane colorée au bleu de Coomassie servant de témoin de chargement. Les poids moléculaires sont
indiqués en kDa.

2C.III. La croissance du mutant Acfl01 est affectée en milieu liquide

Les différentes souches (sauvage, mutante et complémentée) ont été cultivées dans deux conditions de
culture, dans un milieu contenant de 'acétate (milieu TAP) et en milieu minimal (TMP) sous illumination
constante (50 pmol photons m=2 s). Les cultures ont été inoculées a la méme densité cellulaire et la densité
optique a été mesurée a intervalle régulier pendant plusieurs jours. La concentration en cellules est calculée

a partir de la densité optique a l'aide d'une droite de régression mettant en lien ces valeurs (Fig. 19).
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Figure 19. Nombre de cellules / ml en fonction de la densité optique mesurée. DO = densité optique (mesure d'absorbance a

750 nm).

Le nombre de divisions par jour a été calculé en suivant la formule de Pulich and Ward, 1973. En milieu

TAP, la vitesse de division (compatée a la souche sauvage) est significativement différente, et 17% plus
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faible chez le mutant, tandis qu'aucune différence statistiquement significative n’est observée entre les
vitesses de croissance de la souche sauvage et de la souche complémentée, dans cette condition (Fig. 20).
De la méme fagon, le nombre de divisions par jour de la souche 4707 et celui de la souche complémentée
est aussi significativement différent (Fig. 20). En milieu TMP, aucune différence significative n'a été mise
en évidence entre les différentes souches (Fig. 20). La croissance est donc affectée chez le mutant,
lorsqu'une source de carbone organique est accessible. Les mesures de croissance en milieu minimal devront

étre répétées afin de réduire les écarts-types.
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Figure 20. Vitesse de croissance des différentes souches. La vitesse de croissance (D2) est représentée par le nombre de
divisions en 24h. Les mesures proviennent de moyennes sur des tripliquas biologiques. Les cultures ont été inoculées a topar
5E+05cellules. Les nombres de divisions par jour (D2) sont calculés a partir des vitesses maximales en phase exponentielle. CLIP
= souche sauvage, hcf101 = souche mutante, C = souche complémentée diploide. (*) = p-value < 0,05, (**) = p-value < 0,01.

2C.IV. Analyse de parametres photosynthétiques

Chez le mutant bf101 d’A. thaliana, les sous-unités du PSI s'accumulent faiblement et son activité est
inférieure 2 5% comparée a celle du sauvage, l'activité du PSII est diminuée de presque 50 % et le quenching
(photochimique et non-photochimique) est aussi affecté (Lezhneva et al., 2004). 11 était donc intéressant de
déterminer siles parametres photosynthétiques sont également affectés chez le mutant h¢f107 de C. reinhardtii
afin de déterminer 'origine du retard de croissance du mutant et éventuellement identifier d’autres fonctions
assurées par HCF101. En effet, si la quantit¢é de PSI est affectée, il est possible que l'appareil
photosynthétique du mutant soit globalement affecté, ce qu'on observe chez les plantes a fleur. Selon l'idée
que le PSI est majotitairement affecté chez le mutant, la premiére mesure a été d’évaluer le rapport PSI/PSII.

Cette mesure est possible par la méthode de shift électrochromique (ECS).

Chez la souche sauvage le rapport PSI/PSII est de plus ou moins 1,1 . Il n'y a pas de différence significative
entre la souche sauvage et complémentée. Ce rapport est, par contre, diminué de 50 % chez le mutant hgf707,

comparativement aux deux autres souches en milieu TAP (Fig. 21A).

Ces données permettent de conclure que la quantité de PSI est affectée par la mutation comme chez le

mutant d’A. thaliana (Lezhneva et al., 2004; Stockel and Oelmiuller, 2004). Afin d'entichir ces résultats
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concernant les effets de la mutation A¢f707 sur le PSI, la quantité de PsaC du mutant a été comparée, par
western blot, 4 celle de la souche sauvage et de la souche complémentée. A partir de chloroplastes isolés, les
protéines ont été précipitées a I'acide trichloroacétique 10% (T'CA) afin d’éliminer les pigments qui influent
sur la migration des protéines lors des expériences d'électrophorese (SDS-PAGE). L'intensité du signal
diminue bien dans la souche sauvage pour HCF707 en fonction de la quantité de protéines déposée. Le
signal dans la souche mutante ¢f 707 correspond a moins de 10% de I'intensité dans la souche sauvage ; la
souche complémentée, quant a elle, présente des niveaux de PsaC équivalents a ceux de la souche sauvage
pour la méme quantité chargée (Fig. 21B). La quantité de PsaC est donc drastiquement réduite chez le
mutant 4¢f707. L’ensemble des résultats permet de conclure que chez le mutant bgf707, les défauts observés
au niveau du PSI proviennent d’un défaut d’assemblage lui-méme dd a un défaut de maturation des centres
4Fe-4S liés par PsaC (et probablement de celui lié par les autres sous-unités PsaA et PsaB). Ces résultats
sont en accord avec ceux décrits chez le mutant h¢f107 d’A. thaliana (Stockel et Oelmiller, 2004 ; Lezhneva

et al., 2004).
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Figure 21. Effets de la mutation hcf101 sur le PSI. A) Rapport PSI/PSII chez les différentes souches. Les données sont basées
sur 5 répliquas biologiques, de deux expériences indépendantes, en utilisant du TAP liquide comme milieu de culture. CLIP =
souche sauvage, hcf101 = souche mutante, C = souche complémentée diploide. Des tests de Student ont été effectués pour
déterminer si les résultats sont significatifs. (*) = p-value < 0,05, (***) a = p-value < 0,001. B) Détection de la sous-unité PsaC
du PSI chez les différentes souches par western blot. Les extraits protéiques ont été obtenus par précipitation au TCA a partir
de chloroplastes isolés. 100% = 20 ug de protéines dans le puits. L'anticorps primaire est dirigé contre PsaC. CLIP = souche
sauvage, hcf101 = souche mutante, C = souche complémentée diploide. Le poids moléculaire est inscrit a gauche, en kDa. Les
membranes ont été colorées au bleu de Coomassie pour servir de témoin de chargement.

34



Je me suis également demandé si le défaut observé au niveau du PSI pouvait avoir des répercussions sur le
fonctionnement des autres complexes photosynthétiques. Deux autres parametres photosynthétiques ont
ainsi été étudiés : le rendement quantique du photosysteme II (pPSII) et la vitesse relative de transfert
d'électrons (tETR). Ces deux mesures dérivent de la mesute du quenching de fluorescence de la chlorophylle

a du PSII.

Le rendement quantique du PSII est réduit significativement de 20 % chez le mutant en milieu TAP et de
12 % en milieu TMP (Fig. 22A). De la méme maniere, le tETR est aussi affecté négativement chez le
mutant 4¢f707 a toutes les intensités lumineuses et effet semble moins marqué en TMP qu’en TAP (Fig.
22B). En effet, les rapports de @PSII entre le mutant s¢f707 et la souche sauvage par exemple aux faibles
intensités lumineuses sont nettement plus faibles en TAP quen TMP (Fig. 22C). La présence d’acétate

exacerbe donc le phénotype du mutant A¢f707, ce qui avait déja été observé lors des mesures de croissance.
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Figure 22. Mesures d'efficacité de la photosynthése entre les différentes souches en milieu TAP (acétate) et TMP (minimum).
A) Rendement quantique du photosysteme Il. Le nombre de cellules a été normalisé en ramenant chaque échantillon a une
concentration de 10 ug de chlorophylle/ml. CLIP = souche sauvage, hcf101 = souche mutante, C = complémenté diploide. Des
tests de Student ont été effectués pour déterminer la significativité des résultats. (*) = p-value < 0,05, (***) a = p-value < 0,001.
B) Mesures de rETR entre les différentes souches. Les abréviations et la normalisation sont identiques a (A). C) Rapports des
@PSll entre le mutant hcf101 et le sauvage, en TAP et TMP.
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3. Etude de la protéine « NifU-like protein » (NFU1) et de son réle dans la cellule

En plus ’HCF101, les protéines NFU sont également des protéines de transfert de centres 4Fe-4S au sein
du chloroplaste. Si 3 isoformes coexistent au sein de l'organelle chez A. thaliana, seules deux isoformes,
NFU1 et NFU2, sont présentes dans le chloroplaste chez C. reznbardtii. Les protéines NFU fixent le cofacteur
métallique au sein de diméres a l'aide d'un couple de cystéines présentes au sein d’un motif CXXC (Roland
et al, 2020). L'isoforme NFU1 de C. reinhardtii posséde cependant un domaine supplémentaire avec un motif
GIY-YIG situé a Pextrémité N-terminale et retrouvé dans certaines endonucléases. Cette particularité rend
cette protéine particulierement intéressante a étudier. Des résultats concernant la fonction de cette protéine
ont déja été obtenus au laboratoire (Bruckert, 2021; Pryzbyla-Toscano, 2022, non publié). Ils indiquent que
NFUT1 est nécessaire pour assurer I'insertion de centres 4Fe-4S vers des protéines actives a l'obscurité (dark

protochlorophyllide oxydoréductase, DPOR) ou en anoxie (hydrogénase, par exemple) chez C. reinbardtii).

Au cours de ce travail, j’ai caractérisé trois souches pour lesquelles les mutants nful-1 et nful-2 ont été
complémentés avec une version tronquée du gene NEFUT, dépourvue du domaine endonucléase. J’ai

également poursuivi les analyses physiologiques de 'ensemble des mutants en conditions de stress.

3A. Caractérisation biochimique et physiologique de mutants nfizl

3A.I. Caractérisation de souches complémentées avec une version tronquée de NFU1 en conditions

oxiques et anoxiques

Dans ce travail, deux mutants insertionnels issus de la collection de mutants CLiP (Li et al., 2019) et affectés
dans le géne NFUT ont été utilisés. Il s’agit de la souche #fu7-7, mutée entre la 5'-UTR et le premier exon,
et de la souche #fu1-2, mutée dans le premier intron (Fig. 23A). A partir de ces deux mutants, quatre souches
complémentées ont été générées. Il s’agit d’une souche diploide complémentée par croisement (nfu?-1C) a
partir du fond génétique nfu1-1, qui exprime le gene sauvage. Deux autres souches complémentées ont été
obtenues par transformation avec une forme du gene tronquée de sa partie codant pour le domaine
endonucléase et sont nommées #nful-1C-Endo 1 et nful-1 C-Endo 2. Dans ce cas, la séquence est exprimée
sous controle du promoteur, de la région 5’UTR et de la séquence d’adressage de PsaD et du terminateur
FDX1. Une derniére souche complémentée a été obtenue par transformation du mutant #fx#7-2 avec la méme
version de NFUT7 dépourvu de la séquence codant le domaine endonucléase et est nommée #fu-2C-Endo 1
(Pryzbyla-Toscano et Remacle, non publié¢) (Tableau 1). L’étude de ces lignées doit permettre de
comprendre I'importance du domaine endonucléase pour la fonction de NFU1, sachant que celui-ci n'étant
pas capable de cliver de I'ADN double brin, testé avec 'ADN du phage lambda, ou des ARN de
Chlamydomonas (Pryzbyla-Toscano, non publié).
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Nom de la souche |Forme de NFU1 présente

CLIP GIY-YIG — NFU — d-NFU
nful-1C GIY-YIG — NFU — d-NFU
nful-1 /
nful-1C-Endo 1 NFU — d-NFU
nful-1C-Endo 2 NFU — d-NFU
nful-2 /
nful-2C-Endo 1 NFU — d-NFU

Tableau 1. Liste des souches de C. reinhardtii disponibles pour étudier la fonction de NFU1. En jaune, domaine NFU

fonctionnel ; en orange, domaine NFU dégénéré ; en vert, domaine endonucléase a motif GIY-YIG de fonction inconnue.

La premicre étape a été de vérifier Padressage chloroplastique de la version tronquée de NFU1 (poids
moléculaire théorique de 13 kDa) chez les mutants complémentés. L’analyse par western blot de fractions
chloroplastiques a confirmé la présence d’une bande a 13 kDa, qui n'est pas visible dans les extraits
chloroplastiques des souches mutantes ou sauvage (Fig. 23B). Il est a noter que la bande correspondant a
la protéine NFU1 pleine longueur est bien visible a 55 kDa chez la souche sauvage mais pas chez les souches

mutantes.
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Figure 23. Présence de la protéine NFU1 sous sa forme tronquée dans le chloroplaste des transformants possédant la
version tronquée de la protéine A) Représentation schématique du géne codant pour NFU1. Les fleches indiquent les positions
des cassettes d'insertion. B) Présence de la protéine NFU1 sous sa forme tronquée dans le chloroplaste des différentes souches
(nful-1C -Endo 1, nful-1C- Endo 2, nful-2C-Endo2). 15 ug de protéines ont été déposés dans chaque puits. Les anticorps
étaient dirigés contre la protéine NFU1. Les membranes ont été exposées 80 sec de fagon a détecter le signal a 13 kDa.
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Ainsi, les mutants complémentés ont pu étre utilisés pour des analyses physiologiques plus poussées. Dans
un premier, j’ai étudié les souches mutantes affectés dans le gene NFUT (nful-1 et nful-2), la souche
complémentée (nfu1-1C) etles transformants exprimant la forme tronquée de la protéine dans des conditions
de croissance en anoxie, afin d'induire les voies métaboliques de fermentation. Pour ce faire, les souches
cultivées a la lumicre en milieu TAP (acétate) en phase exponentielle ont été placées en boite a gants et a
Pobscurité et le niveau d’O; a été abaissé a 3% (contre 21% en conditions oxiques). Apres 1 heure, les
cellules ont été lysées et les extraits protéiques analysés par western blot. On constate que les signaux
correspondant aux protéines HYDAT (47 kDa) et PFR1 (130 kDa) sont absents ou trés faiblement détectés
chez les mutants #ful-1 et nful-2, tandis que des signaux d’intensité équivalente a ceux présents chez la
souche sauvage ont été détectés chez la souche complémentée (#ful-1C) (Fig. 24A). Le signal correspondant
a HYDAT1 est absent chez les transformants complémentés avec une version tronquée (Fig. 24B). Les
tentatives de détection de PFR1 chez ces souches n'ont pas abouti. Ces résultats indiquent que la présence
d'une forme tronquée de la protéine NFU1 ne rétablit pas le phénotype sauvage. Le domaine endonucléase

semblerait donc requis pour la fonction de transfert de centre Fe-S, en particulier vers HYDAT.
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Figure 24. Effet de la mutation dans le gene NFU1 sur les protéines du métabolisme fermentatif. A) Western blots sur les
souches sauvage, mutantes et complémentées. CLIP = sauvage, nful-1/2 = mutants, nful-1C = souche complémentée diploide
dans le fond génétique nful-1. B) Western blots sur les souches sauvage, mutantes et transformées, exprimant la version
courte de NFU1. Méme abréviation et nful-1/2C-Endo = transformants exprimant la forme tronquée de NFU1 dans les fonds
génétiques nful-1 et nful-2. Les poids moléculaires sont inscrits a gauche, en kDa. Les anticorps utilisés sont notés prés de
leur figure respective. Les membranes ont été colorées au bleu de Coomassie et servent de témoin de chargement.
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3A.IL Etude des mutants nful aprés une période de de croissance a 1'obscurité en hétérotrophie

suivie d'une période d'anoxie

Des données antérieures ayant montré que la perte de NFU1 impacte ’algue en conditions d’anoxie ou de
croissance a 'obscurité en conditions oxiques (hétérotrophie), ces deux conditions ont été combinées. Les
algues (CLiP, nful-1 et nfu1-1C) ont été cultivées 7 jours a I'obscurité et I'anoxie a ensuite été induite pendant
1Th (3% d’Oy). Les cellules ont été récoltées puis lysées pour des analyses de protéomiques quantitatives
effectuées dans le laboratoire du Dr. Vertommen (UCLouvain). La méthode utilisée dite du Tandem Mass
Tag labelling (‘TMT labelling’) permet d'étudier l'abondance relative de protéines entre différents
échantillons en fixant de maniére covalente une molécule rapportrice. L'abondance des protéines a été
analysée de cette facon en comparant 1 a 1 les trois souches. Un total de 5465 protéines ont été détectées
dans les différents extraits (Fig. 25). Pour considérer une variation d’abondance de protéine comme
significativement différente, un logoFFC supérieur ou inférieur a 1 et une padj value <0,05 ont été considérés.
Avec ces criteres, il n’y a pas de différence entre la souche complémentée diploide et la souche sauvage, ce
qui confirme bien la complémentation totale (Fig. 25). Par contre, on constate que 'abondance de 11% des
protéines est modifiée (en augmentation pour 100 protéines et en diminution pour 497 protéines) dans le
mutant #f#1-1 par rapport a la souche sauvage. Lorsque 'on compare la souche mutante et la souche
complémentée, c'est pres de 20% des protéines dont l'abondance change significativement (augmentation :

376, diminution : 695).
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Figure 25. L'abondance de certaines protéines varie dans les conditions de culture "obscurité + anoxie" chez le mutant nful-
1. Volcano plots comparant I'abondance relative des protéines entre les différentes souches. En bleu, protéines dont
I'abondance relative est diminuée (log,FC<1, padj value <0.05) ); en rouge, protéines dont I'abondance relative est augmentée
(logzFC<1, padjvalue <0,05) ; en jaune, protéines dont le log,FC est compris entre -1 et +1 (padj value <0,05); en noir, non
significatif. CLIP = sauvage, nful-1 = mutant, nful-1C = complémenté.

Parmi les protéines dont l'abondance vatie, on obsetve une augmentation significative de 'abondance de
certaines protéines de la machinerie SUF ainsi que du métabolisme fermentatif (HYDA/EF/G) chez le
mutant #fx#7-1 (Fig. 26). Ainsi, 'abondance des protéines HYDA1, HYDEF, de SUFB et de HCF101 est
augmentée d’un facteur 2 dans le mutant, comparé au sauvage (log,FC = 1,22/1,08/1,12/1,25, padj value

=0,011/0,036/0,026/0,016, respectivement). De la méme fagon, la quantité de NFU2 et de SUFE est 1,6
fois plus grande dans le sauvage (logxFC = 0,86/0,77, padj value = 0,124/0,038, respectivement).
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Finalement, l'abondance des protéines SUFD et HYDG est 1,3 plus importante dans le mutant que dans le
sauvage (logFC = 0,57/ 0,48, padj value = 0,042/0,035) (Fig. 26). De maniére surprenante, on remarque
également qu’il resterait environ 30% de NFUT chez le mutant #fu7-1. Notons toutefois que cette valeur est

a la limite du seuil statistique (padj value = 0,053).
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Figure 26. Abondance relative des protéines de la machinerie SUF et de protéines impliquées dans la fermentation
comparées a la souche sauvage. En jaune, rapport mutant versus sauvage et en vert le rapport sauvage versus complémenté.
CLIP = sauvage, nful = mutant, nful-1C = complémenté. La barre noire représente un rapport égal a 1. La barre rouge
représente le seuil de signifiance statistique (0,05). Les croix représentent les valeurs p ajustées (padj value) pour le rapport
nful/CLIP. L'axe de de gauche représente les valeurs d'abondances relatives et celui de droite les padj value.

3A.I1.1. Investigation de la présence de la protéine NFU1 chez les mutants

Méme si la détection de NFU1 par “TMT labelling’ est la limite du seuil statistique (Fig. 26), il a été décidé
de réinvestiguer sa présence chez les mutants car la quantité trouvée chez nful-1 (30% de la souche sauvage)
est non négligeable et surprenante compte-tenu des résultats de western blot (Fig. 23) et de I'emplacement

de la cassette d'insertion dans le géne (Fig. 22A).

Dans un premier temps, la localisation chloroplastique de la protéine NFU1 a été revérifiée par western
blots a partir de fractions enrichies en chloroplastes ou en mitochondries identiques a celles utilisées pour
détecter HCF101. Les marqueurs chloroplastique et mitochondrial (FNR et AOX) donnent donc les mémes
signaux et indications. Avec I'anticorps anti-NFU1, un signal intense a 55 kDa est détecté dans la fraction
chloroplastique et absent de la fraction mitochondriale (Fig. 27), confirmant la présence de NFU1

uniquement dans le chloroplaste de la microalgue.
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Figure 27. La protéine NFU1 est localisée dans le chloroplaste. 20 ug de protéines de la souche sauvage ont été déposés dans
chaque puits. Les anticorps utilisés sont indiqués au centre de la figure : AOX = oxydase alternative, FNR = ferrédoxine-NADP+-
oxydoréductase, Mito = mitochondries, Cpl = chloroplastes.

Afin de comparer 'abondance de la protéine NFU1 dans les différentes souches, une série de dilution d'un
échantillon de chloroplastes de la souche sauvage a été analysée par western blot. Des extraits
chloroplastiques de souches mutantes ont aussi été analysés, en déposant des quantités correspondant a
100% et 200% de celle du sauvage. Chez la souche sauvage (CLiP), le signal NFU1 décroit en fonction de
la quantité déposée, comme attendu (Fig. 28). L'intensité du signal dans les mutants #fu7-1 et nful-2 baisse
considérablement comparée au sauvage : il est absent chez #fu1-1 et apparait avec moins de 10% d'intensité

comparé au sauvage chez nfu1-2 (Fig. 28).
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Figure 28. Abondance de la protéine NFU1 chez les souches sauvage et mutantes. A) Détermination de la présence et du
niveau relatif de protéine NFU1 chez les différentes souches mutantes versus celui du sauvage. 100% = 5 ug de protéines
chloroplastique, CLIP = souche sauvage, nful-1 et nful-2 = souches mutantes pour NFU1. Les poids moléculaires sont indiqués
en kDa. La membrane a été colorée au bleu de Coomassie comme contréle de chargement.

Puisque l'isolement de chloroplastes nécessite de grandes quantités de cellules, il faut noter que les analyses
présentées ci-dessus ont été réalisées a partir de fractions chloroplastiques isolées de cellules cultivées en
milieu TAP et a la lumiere, alors que les analyses par “TMT labelling” ont été réalisées a partir de cultures a
I'obscurité ayant subi un transfert en anoxie. Néanmoins, la détection NFU1 par I'analyse de “TMT labelling’
chez les mutants reste difficile a comprendre, et des analyses par western blot devront également étre

réalisées dans les mémes conditions.
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3A.I1.2. Activité hydrogénase chez le mutant nfizl-1 apres une période de croissance a 1'obscurité

suivie d'une période d'anoxie

Du fait de la discordance entre les analyses en “TMT labelling’ et les analyses en western blots pour la
protéine NFUI1, j'ai d’abord cherché a vérifier la présence de la protéine HYDA1 par western blot en
cultivant les souches une semaine a 'obscurité puis en les soumettant a une heure d’anoxie (Fig. 29A). Dans
ces conditions, la protéine HYDA1 est détectée a des niveaux équivalents dans le mutant #f#7-7 et dans la
souche sauvage. Combiné a 'absence ’HYDAT1 en conditions d’anoxie a la lumiere (Fig. 24), ces résultats
suggerent que la phase de croissance a obscurité a permis expression d’HYDATL. Par contre, cela ne
permet pas de savoir si la protéine est active et possede son centre Fe-S. Ainsi, la production d'hydrogéne

a ensuite été mesurée chez les souches sauvage et mutante #f#7-7 dans les mémes conditions.

Dans ce cas, I'anoxie a été induite en utilisant un systéme catalase (CAT)/glucose oxydase (GOX)/glucose.
La GOX catalyse l'oxydation du glucose (S-D-glucose) en D-glucono-8-lactone puis en acide gluconique,
en consommant l'oxygéne du milieu. La présence de catalase permet d’éliminer le peroxyde d'hydrogene
produit lors de la réaction. C'est une méthode de mise en anoxie plus rapide que celle utilisant la boite a
gants. Pour la mesure de l'activité hydrogénase, les algues sont lysées et mises en présence de méthyle
viologene et de dithionite de sodium qui servent de donneur d'électrons aux hydrogénases. Dans ces
conditions, la production d'hydrogéne des cellules mutantes #fu7-1 représente 42% de celle de la souche

sauvage (Fig. 29B).
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Figure 29. HYDA1 est encore présente et active dans le mutant nful-1, dans les conditions "obscurité + anoxie". A) Présence
de HYDA1 dans le mutant nful-1 dans les conditions de culture obscurité/anoxie. CLIP = sauvage, nful-1 = mutant affecté dans
le géne NFU1, hydA1/A2 = mutant affecté dans les deux hydrogénases. Le poids moléculaire est inscrit a gauche, en kDa. Les
anticorps utilisés sont notés a droite de la figure. B) Production d'hydrogéne en nmol de H,*ug de chlorophylle’'*min-, valeurs
obtenues sur 1 expérience.

L’activité hydrogénase étant faible et expérience n’ayant été réalisée qu’une seule fois, il sera nécessaire de

répéter ces analyses.
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3A.IL3. Etude de ’enzyme DPOR chez les mutants nfizl aprés culture d’une semaine 2 obscurité

La DPOR est une enzyme hétéro-octamérique catalysant la réduction d'une double liaison de la molécule
de protochlorophyllide  en chlorophyllide a, précurseur de la chlorophylle 2 (Nomata et al, 2014). Cette
réaction dépend notamment de la présence de 4 centres 4Fe-4S au sein du complexe : 2 fixés par des
hétérodimeres ChlB-ChIN et 2 fixés par des dimeres de ChlL. (Muraki et al., 2010). Les données préalables
ont montré que les mutants #fu#1-1 et nful-2 sont jaunes a I’'obscurité et accumulent la protochlorophyllide
a, le substrat de la DPOR, indiquant que la DPOR n’est pas fonctionnelle en absence de NFU1 (Pryzbyla-

Toscano, non publié ; Remacle, non publié).

L'analyse en “TMT labelling’ a montré que les sous-unités de la ChlB et ChIN de la DPOR sont présentes
dans le mutant #fu7-1 sans modification significative (Fig. 30) mais aucun peptide provenant de ChlL n’a
été détecté. Or, C’est cette sous-unité qui est absente chez la plupart des mutants « jaunes a I'obscurité » de
Chlamydomonas caractérisés jusqu’a présent (Cahoon and Timko, 2000). Des anticorps dirigés contre la
sous-unité ChlL de Leptolyngbya boryana (anticorps fourni par le Prof. Y. Fujita, Japon) ont donc été utilisés
pour des analyses par western blot sur des extraits protéiques provenant d'algues cultivées a 'obscurité
pendant 1 semaine. Un signal a 32 kDa (poids moléculaire théorique de ChlL) a été détecté pour tous les
échantillons, autant ceux ayant une copie sauvage de NFU7 que ceux des souches mutantes, sauf pour le

mutant ¢5/B, muté dans le géne chloroplastique codant pour la protéine ChIB (Fig. 30).
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Figure 30. Détermination de la présence des sous-unités de la DPOR chez les différentes souches. A) Abondance relative des
sous-unités N et B de la DPOR comparées au sauvage. En jaune, rapport mutant versus sauvage et en vert le rapport
complémenté versus sauvage. La barre noire représente un rapport égal a 1. La barre rouge représente le seuil de signifiance
statistique (0,05). Les croix représentent les valeurs p ajustées (padj value) pour le rapport nful/CLIP. L'axe de de gauche
représente les valeurs d'abondances relatives et celui de droite les padj value. B) Western blot. Présence de la sous-unité ChlL
de la DPOR chez les différentes souches. CLIP = sauvage, nful-1/2 = mutants, nful-1C = souche complémentée diploide, chlB

= mutant dans le gene CHLB.
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Des lors, il semblerait que les différentes sous-unités de la DPOR s’accumulent a des niveaux équivalents
chez les souches mutantes pour NFU1 et sauvage. Il est possible que I’absence de centre Fe-S ne conduise
pas a une déstabilisation et donc a une dégradation de ces protéines, lorsqu’elles sont sous forme apo-
protéines. Pour appuyer cette conclusion, il sera néanmoins nécessaire de vérifier I'activité de la DPOR dans

ces conditions (obscurité + anoxie) en mesurant 'accumulation de la protochlorophyllide a.
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6. Discussion

Une phase préparatoire de ce travail a été consacrée a l'optimisation d'un protocole d'isolement des
chloroplastes chez C. reinbardtii. Se basant sur la méthode préalablement établie par Mason et al., 20006,
l'incorporation d'inhibiteurs de protéases a permis une amélioration nette de la qualité des échantillons, en

éliminant le clivage de protéines, détecté dans le cas de NFUT.

L'objectif de ce travail consistait a élucider les fonctions attribuées aux protéines a centres 4Fe-4S HCF101

et NFU1 chez la microalgue verte, par I’étude de mutants affectés dans les genes correspondants.

Précédemment, HCF101 avait été identifiée comme la protéine responsable du transfert des centres Fe-S
vers le photosysteme I (PSI), interagissant spécifiquement avec PsaC (Lezhneva et al, 2004). Des expériences
de mutagenese dirigée avaient révélé I'importance de trois cystéines dans la liaison des centres Fe-S chez 4.
thaliana. Parmi ces cystéines, une seule était conservée chez C. reinhardtii. Pour éclaircir cette divergence, j’ai
prédit la structure de la protéine HCEF101 chez l'algue verte et I’ai comparée a celle de la plante terrestre.
Cette analyse a mis en évidence une séparation spatiale des résidus proposés chez A. #haliana et la proximité
d'autres cystéines, pouvant potentiellement accueillir un centre Fe-S. Cette hypothése a été renforcée par la
constatation que, apres un alignement de séquences multiples, les cystéines identifiées comme pouvant
coordonner un centre Fe-S étaient conservées chez d’autres organismes de la lignée. Le méme alignement
de séquences a aussi révélé des différences entre les groupes phylogénétiques. Par exemple, des cystéines
tres proches exclusivement présentes chez les Colpodellida (C284 et C281 chez C. welia ; C300 et C297 chez
V. brassicaformis), compensent probablement la perte d'autres cystéines qui sont conservées dans la lignée

verte.

La protéine HCF101 est conservée dans la plupart des organismes photosynthétiques. C'est une P-loop
NTPase et des protéines de la méme classe sont aussi retrouvées dans la machinerie cytoplasmique et
mitochondriale de synthése de centre Fe-S ainsi que chez les bactéries et les archées. Elles sont également
capables de lier des centres Fe-S (Bych et al., 2008; Leipe et al., 2002; Pandey et al., 2019). Parmi ces
protéines, les protéines de la machinerie cytoplasmique nucleotide-binding protein 35 (NBP35) et Cytosolic
Fe-S cluster assembly factor (Cfd1) forment un hétéro-dimere de ~600 acides aminés chez la levure capable
de coordonner un centre Fe-S et d'hydrolyser 'ATP ; la fixation du nucléotide triphosphate serait nécessaire
ala fixation d'un centre Fe-S par le complexe, Cfd1 étant la sous-unité capable de lier un premier centre Fe-
S avant qu'un second puisse se fixer a NBP35 (Camire et al., 2015; Grossman et al., 2019b, 2019a). La
présence de ces P-loop ATPases a centres Fe-S a été analysée chez différentes lignées eucaryotes et leur
adressage intracellulaire a été étudié par le biais de leur séquence (Pyrih et al., 2021). En grande majorité,
celles de la machinerie cytoplasmique sont conservées. Par contre des différences apparaissent pour la
protéine de la machinerie mitochondriale (Ind1) qui est absente chez toutes les algues a plastes complexes
(Pytih et al., 2021). Le géne codant pour la protéine HCF101 a, quant a lui, été retrouvé chez tous les

eucaryotes photosynthétiques mais aussi chez les organismes non-photosynthétiques comme les
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apicomplexes (Pyrih et al., 2021). Encore plus étonnant, chez une partie des organismes ne possédant pas
Ind1, une seconde version de HCF101 a été retrouvée comme étant adressée dans la mitochondrie chez les
Straménopiles, les Alvéolates, les Rhyzidaires, les Cryptistes et les Haptistes ; les génes codants pout ces
protéines seraient des paralogues qui auraient évolué depuis un gene ancestral obtenu a partir d'un transfert
de gene latéral depuis une bactérie plutét que par transfert de gene endosymbiotique (Pyrih et al., 2021).
Afin de compléter les analyses i silico de mon travail, il serait pertinent de générer un alignement de
séquences multiples qui reprendrait les protéines NBP35-like cytoplasmiques, mitochondriales et
chloroplastiques afin de déterminer la conservation des différents domaines de ces protéines, notamment le
domaine P-loop ATPase. La protéine HCF101 possédant des domaines supplémentaires a Ind1, NBP35 et
Ctd1, il serait intéressant de comparer ces domaines entre les formes mitochondriales et chloroplastiques
de cette protéine ainsi que de comparer les prédictions de structures; AlphaFold (Jumper et al., 2021)
pourrait étre utilisé a cet effet. En fonction des résultats de ces analyses iz silico, 'hypothese selon laquelle
HCF101 pourrait dimériser, comme semble le suggérer les résultats, devrait étre investiguée de fagon plus
approfondie. De la méme facon, comme pour I'hétérodimere NBP35-Cdf1 (Camire et al., 2015), la capacité
de HCF101 a hydrolyser I'ATP devrait étre étudiée.

De plus, en utilisant les données transcriptomiques générées lors de cycles jour/nuit (Strenkert et al., 2019),
le schéma de coexpression du gene HCF707 avec divers genes encodant des protéines contenant des centres
Fe-S a été mis en évidence. Notamment, les génes codant pour les sous-unités du PSI étaient exprimés de
maniére concomitante avec HCF707, environ 3 heutes aprés la transition de l'obscurité a la lumicre. Des
analyses comparatives d'expression génique ont révélé que le phénomene de coexpression s'étendait au-dela
des genes liés au PSI. Par exemple, les genes tels que DNJ74, HDS1, IDS1, TCR et THIC présentaient des
pics d'expression a 3 heures apres l'exposition a la lumiere. Cela suggere une localisation potentielle
simultanée des produits protéiques dans le méme compartiment cellulaire. Etant donné leur dépendance
aux centres Fe-S, il est plausible que HCF101 facilite le transfert de centres Fe-S vers ces protéines. D'autres
geénes ont posé des défis plus complexes pour I'analyse. Notamment, le géne codant pour la ferrédoxine-
thiorédoxine réductase (FTR), malgré les suggestions que la protéine soit une cible de HCF101 (Leznheva
et al., 2004), affichait un pic d'expression apres 5 heures d'exposition a la lumicre (Fig. 31). Néanmoins, il
convient de noter que le pic d'expression du géne FTR a la transition J/N coincide avec celui de NFU7

(Fig. 31).
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Figure 31. FTR est coexprimé avec les génes codant pour différentes protéines de transfert de centre Fe-S en conditions de
cycle jour-nuit. Le temps, en heure, est séparé en 2 phases : en gris en période d’obscurité et en jaune en période de lumiere.
Les ordonnées sont en "Fragments Per Kilobase Million", celle de gauche correspond aux mesures de FTR, celle de droite
correspond aux mesures de HCF101 (orange) ou NFU1 (en rouge).

A la suite de ces premiéres constatations, une approche expérimentale 7 vitro a été initiée pour étudier
HCF101. Cette approche visait a produire des anticorps purifiés nécessaires pour étudier le mutant A¢f707
et pour mener des expériences de capture de partenaires potentiels de la protéine HCF101. La production
de la protéine recombinante a eu lieu dans un systeme hétérologue, E. o/, dans le laboratoire du Professeur
Rouhier (Université de Lorraine) dans lequel qui j’ai passé 15 jours en juin. La protéine purifiée sous sa
forme apo a été attachée de manicere covalente a une colonne CN-Br sépharose puis un lysat cellulaire a été
déposé sur la colonne. Cependant, les tentatives d'établir des interactions protéine-protéine ont rencontré
des obstacles. Les protéines partenaires devaient se lier a la protéine HCF101 immobilisée tandis que
d'autres allaient se fixer de maniere aspécifique aux billes de sépharose ; la colonne a vide devait permettre
de discriminer les protéines qui se liaient de facon aspécifique. Une augmentation de la concentration en sel
a permis d'éluer ces protéines. Les protéines éluées pour des concentrations de sel équivalentes ont été
comparées entre deux types de colonnes générées : I'une avec la protéine HCF101 attachée et I'autre saturée
avec un tampon Tris a 30 mM, pH 8. Les protéines apparaissant exclusivement dans les fractions de la
colonne liée 2 HCF101 étaient potentiellement considérées comme des candidats partenaires. Néanmoins,
le nombre élevé protéines ¢luées suggere qu’il n’y a pas eu d’interaction spécifique. Il est en effet improbable
que HCF101 puisse interagir avec plus de 500 protéines, dont certaines ne sont pas chloroplastiques.
Plusieurs hypotheses pourraient expliquer ce résultat : les concentrations de sel choisies (200 mM et 1 M)
poutraient étre trop élevées pour l'interaction entre HCF101 et ses partenaires. Il a également été démontré
que de telles expériences sont plus efficaces lorsque la protéine transférant le centre Fe-S était sous sa forme
holo (Carter et al., 2021), alors que je n'avais acces qu'a la forme apo de HCF101. En effet, une expérience
de capture de partenaires entre la protéine d'Escherichia coli SufA et le complexe d'échafaudage SufBC:D a
montré que les partenaires interagissait plus fortement si 'un était sous-forme holo : la protéine apo-SufA,
protéine cible, était fixée sur une colonne d'affinité IMAC), tandis que le complexe sous forme holo, capable
de transférer son centre Fe-S, servait de proie ; cette méthode a permis de montrer l'interaction de SufA
avec le complexe d'échafaudage (Chahal et al., 2009). Ainsi, diverses approches sont envisageables pout
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reproduire cette expérience de capture de partenaire. Une gamme plus large de concentrations de sel pourrait
permettre de distinguer les interactions directes avec la colonne de celles avec la protéine. Travailler dans
des conditions anaérobies pourrait également étre essentiel pour maintenir la forme holo de HCF101, une
fois que celle-ci serait purifiée, sur la colonne CN-Br sépharose, favorisant ainsi les interactions avec ses
partenaires. Une fois que les partenaires potentiels seront identifiés, d'autres expériences d'interactomique,
telles que le test du double hybride en levure (Y2H), la complémentation bimoléculaire par fluorescence
(BiFC) et I'analyse d'interaction 7 vitro avec des protéines recombinantes, poutraient étre entreprises pour

valider ces interactions.

Un mutant, désigné hegf7107, était disponible au sein du laboratoire. Chez A. thaliana, un mutant hef107 nul
n'est pas capable de croitre 2 moins d'étre cultivé sur un milieu additionné de sucrose. Cette condition ne
suffit pas a supprimer un retard de croissance du mutant qui affichera aussi un phénotype chlorotique
(Lezhneva et al., 2004). Chez la microalgue, le mutant A¢f707 est viable, qu’il soit cultivé en présence d’acétate
ou sur milieu minimal (Dubois and Remacle, 2022). Comme la cassette d’insertion se trouve au sein du
dernier intron de HCEF701, la traduction partielle de la protéine n’est pas a exclure. J’ai d’abord confirmé
que la protéine était localisée au niveau du chloroplaste de la microalgue. Ensuite, j’ai montré par western
blot que le mutant présentait des niveaux trés réduits de la protéine. Une étude du niveau de transcription
du gene serait intéressante : le géne étant transcrit en dépit de la mutation, le dysfonctionnement pourrait
résider dans I'épissage du dernier intron, conduisant a une syntheése protéique limitée. Une hypothése
alternative serait que la protéine soit traduite sous forme légerement tronquée, potentiellement affectant sa
stabilité intracellulaire, en raison de la présence d’un codon STOP prématuré. Une analyse fine de la taille
de la protéine pourrait étre envisagée, par exemple en utilisant une concentration d’acrylamide de 10% et
une migration plus longue, de fagon a mieux séparer les protéines. Il serait aussi intéressant d’obtenir un
autre mutant, soit par la méthode de CRISPR/Cas9 (Shin et al., 2016a) soit pat la technique de RNA

interference.

Une souche complémentée a été obtenue, la vitesse de croissance a été mesurée entre les différentes souches,
mutante, sauvage et complémentée, dans deux conditions de culture : l'une contenant de l'acétate, et l'autre
dans des conditions minimales. Les résultats ont révélé une altération de la vitesse de croissance en présence
d'acétate chez le mutant b¢f707. En revanche, aucune variation significative n'a été observée en conditions
minimales, ou la croissance repose exclusivement sur la photosynthése. En tenant compte de résultats
réalisés chez A. thaliana (Lezhneva et al., 2004), le rapport entre les complexes PSI et PSII a été quantifié
pour chaque souche. Le rapport demeurait semblable aux valeurs de référence (~1,1) (Polle et al., 2000)
dans les souches sauvage et complémentée et diminuait de moitié chez le mutant, signalant un impact sur le
PSI. Les analyses de western blots sur des échantillons de chloroplastes ont concordé avec ces observations
en montrant une réduction notable de la sous-unité PsaC du PSI chez le mutant. De cette concordance
découle I'hypothése plausible que la protéine HCF101 assure la fonction de transfert des centres Fe-S aux

sous-unités du PSI, comme chez A. thaliana. La comparaison des vitesses de croissance pourra étre effectuée
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dans d'autres conditions de culture, par exemple en lumiére forte, qui prend tout son sens quand on sait

qu'il a déja été montré que des génes codants pour des protéines de la machinerie de synthese de centre Fe-

S peuvent étre up-régulés en conditions de stress abiotique (Liang et al., 2014), mais aussi en cycle jour/nuit,
p p-regu q g > yele)

dans du milieu suppléé en acétate ou non.

Considérant que la mutation impacte le PSI, des paramétres additionnels liés a la photosynthése ont été
évalués au niveau du PSII. Le rendement photosynthétique, traduisant l'efficacité de la conversion de
I'énergie lumineuse, ainsi que la vitesse relative de transfert d'électrons dans la chaine photosynthétique, ont
été quantifiés. Les résultats ont indiqué de maniére concluante que le mutant A¢f707 était désavantagé tant
en présence d'acétate qu'en conditions minimales. Toutefois, il est a noter que cet effet était exacerbé en
présence d'acétate. En utilisant les données relatives a la vitesse de transfert d'électrons (tETR), le rendement
quantique de la photosynthése a faibles intensités lumineuses a également été calculé, démontrant une
intensification du phénotype mutant en présence d’acétate. Cette observation semble contre-intuitive.
Sachant que HCF101 joue un rdle, a priori, central dans la maturation des sous-unités du PSI, on aurait pu
s'attendre a ce que la présence d'acétate réduise I'écart entre le phénotype mutant et la souche sauvage. Une
hypothése pourrait étre que l'algue mutante, en présence d'acétate, subit moins de stress, puisqu’une source
de carbone organique est présente, ce qui diminue la pression sur le PSI. En revanche, en milieu minimal,
la photosynthese est essentielle. Il sera donc utile de mesurer le rapport PSI/PSII en conditions minimales.
Dans cette optique, une surabondance des sous-unités du PSI ainsi que des protéines de transfert de centres
4Fe-4S, NFU1 et NFU2, pourrait étre mise en place en milieu minimal, comme observé dans le cas du
mutant #fu1 pour les protéines de la machinerie SUF et de certaines enzymes de la fermentation en cas de
culture prolongée en conditions hétérotrophes. Bien que la spécificité des interactions puisse étre moindre
comparée a celle avec HCF101, I'augmentation de la quantité des acteurs impliqués pourrait favoriser les
échanges, potentiellement limitant le phénotype mutant, sans toutefois le restaurer complétement. Pour
approfondir cette hypothese, une expérience de TMT-labelling permettant la comparaison entre les deux

conditions de culture (TAP et TMP) pourrait apporter des données en termes d'abondance protéique.

Les protéines NFU chez C. reinhardtii montrent des points communs et des différences avec celles de A.
thaliana. La plante a fleurs possede 3 isoformes chloroplastiques : le simple mutant #f#7 ne montre pas de
phénotype marqué et un double mutant #fu2/nfu3 est 1étal (Touraine et al, 2019). Chez C. reinhardti, seules
deux isoformes sont présentes dans le chloroplaste. L'isoforme NFU1 de C. reinbardtii posséde un domaine
endonucléase en N terminal, non retrouvé chez les plantes a fleurs et de fonction inconnue. NFU1 ne
semble pas posséder un role essentiel dans la cellule : cela se refléte dans I'observation que les mutants #fu7-
1 et nful-2 n'affichent ni retard de croissance ni défaut de photosynthése dans des conditions de culture
classiques (Ragnoli, 2022). Cependant, en conditions de croissance a ’'obscurité (hétérotrophie), ces mutants
sont jaunes contrairement a la souche sauvage qui reste verte. Cette absence de pigmentation est lié a un
défaut dans la conversion de la protochlorophyllide @ (Pchlide ) en chlorophyllide « (Chlide a), réaction

catalysée par 'enzyme DPOR, qui réduit un double liaison carbone-carbone de la Pchlide « (Scrutton et al.,
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2012). La protéine NFUT1 participe donc a la maturation des centres Fe-S de ’enzyme DPOR 1. Les mutants
nful-1 et nful-2 présentent également un défaut dans le métabolisme de fermentation, illustré par une
réduction/absence de protéines telles que HYDA1 et PFR1, des protéines incorporant des centres Fe-S,

lorsque ’anoxie est induite aprés une croissance en lumiére continue (Pryzbyla-Toscano, non publié).

Durant mon travail, les mutants #ful-1 et nful-2 et des mutants complémentés avec une version tronquée de
NFUT1, délétée du domaine endonucléasique ont été caractérisés. L'analyse a débuté par la vérification de la
localisation chloroplastiques des protéines tronquées. Ces souches ont ensuite été soumises a des conditions
d'anoxie aptés culture a la lumiére. La présence de la protéine HYDA1 a été évaluée dans ces conditions,
elle n'est pas détectée chez ces souches a version tronquée, tout comme chez les mutants complets
correspondants #fu1-1 et nful-2. Cette observation suggere que le domaine endonucléasique pourrait étre
impliqué dans le transfert des centres Fe-S par NFU1, expliquant ainsi I'absence de la protéine HYDAT. Le
role du domaine 4 motif endonucléasique est probablement indirect dans cette fonction de transfert (stabilité
de la protéine, interaction avec des partenaires) étant donné qu'il ne possede pas de site de liaison de centres
Fe-S. Chez A. thaliana, la glutharédoxine S16 posséde ce méme domaine mais celui-ci est capable de cliver
de I'ADN 7n vitro (Liu et al., 2013) et poutrait jouer un role dans la réparation de 'ADN (Kwon et al., 2010).
Cependant, NFU1 ne possede pas les acides aminés qui ont été déterminés comme étant essentiels a la
fonction endonucléase du domaine (Liu et al., 2013) ce qui suggere que le domaine a plut6t un réle structural
ou d'interaction avec des partenaires protéiques. Afin de tester cette hypothese, des expériences de pull-

down, 7 vitre, pourraient étre effectuées en utilisant le domaine purifié comme appat.

Le mutant #ful-1 et les souches controles sauvage et complémentée avec la version entiere de NFUT ont
été cultivés en conditions hétérotrophes pendant sept jours avant d'étre soumis a 'anoxie, et une analyse de
protéomique comparative par TMT-labelling a été réalisée. Cette approche a révélé que HYDAT et ses
facteurs d’assemblage (HYDG, HYDEF), ainsi que certains composants de la machinerie SUF, dont les
protéines de transfert NFU2 et HCF101 étaient plus abondants chez le mutant #f#7-7 en comparaison avec
les niveaux des souches sauvage et complémentée. Cette observation suggere une forme de compensation
qui permet la maturation des protéines Fe-S nécessaires a la survie des algues, dans des contextes stressants
et prolongés (croissance hétérotrophe suivie de I'anoxie). Ce type de mécanisme a déja été renseigné :
l'absence chez un mutant d'une protéase chloroplastique, DEG1C, peut induire des mécanismes de réponse
aux stress qui compense naturellement la mutation (Theis et al., 2019). Au vu de ce résultat, j'ai mesuré
Pactivité hydrogénase dans ces conditions : la production d'hydrogene restait inférieure chez le mutant par
rapport a la souche sauvage. Cette compensation demeure donc incompléte, les protéines de transfert NFU2
et HCF101 ne permettant probablement quun transfert partiel du centre 4Fe-4S a hydrogénase. Les
mesures de production d'hydrogene devront étre répétées car basées sur une seule expérience. Il est
intéressant de noter que HYDA1 est trouvée en trés faible quantité quand I'anoxie est induite apres culture
a la lumiere, ce qui suggere que ce mécanisme de compensation n’a pas lieu dans ces conditions d’induction

de P'anoxie. De la méme fagon, (Berger et al., 2020) n’ont pas trouvé d’augmentation de I'abondance de
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protéines de transfert (NFU1, HCF101) ni de cibles, dans un mutant nfu3 d’A. thaliana cultivé dans des

conditions de culture standard.

L'analyse par TMT-labelling a également révélé une présence résiduelle de la protéine NFU1 (30 %) chez le
mutant mais ce résultat dépassait le seuil statistique de significativité, permettant de le remettre en doute.
Des immunoblots ont confirmé que cette présence résiduelle était nettement plus réduite (moins de 10 %
par rapportt a la souche sauvage) et donc que la détection de 30% était probablement un artefact lié a la
technique. Ce point devra étre investigué par exemple en examinant la présence de NFU1 chez les mutants
dans les conditions ou I'analyse par TMT labelling a été réalisée ou en utilisant une autre technique de
protéomique comparative, par exemple basée sur la quantification des peptides sans marquage (Neilson et

al,, 2011).

En condition de croissance a l'obscutité, la respiration n'est pas a son maximum, et les voies de fermentation
sont engagées pour gérer la balance rédox de la cellule (Strenkert et al., 2019). L'hétérotrophie ainsi que
l'adaptation a l'anoxie sont donc des mécanismes liés qui proviennent probablement du mode de vide de C.
reinbardtii . les cellules peuvent se retrouver en conditions d'anoxie en 'absence de lumiére a cause de
protistes ou des bactéries hétérotrophes, consommant l'oxygene rapidement. Face a ces conditions,
Chlamydomonas a conservé un mécanisme de fermentation activé a l'obscurité. Ce travail a approfondi le
role de la protéine NFU1 qui semble liée a ces conditions mais aussi celui de HCF101 tout en mettant en

évidence des fonctions complexes et interconnectées pour ces protéines dans la maturation des protéines

Fe-S.
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7. Annexes

pET-15b sequence landmarks Bpu1102 1(267)

T7 promoter 163-179 EcoR I(5706) BamH I319)
T7 transcription start 452 Aat 11(5635) Cl_a l(24) ::o Ill:;::)
His=Tag coding sequence  362-380 Ssp 1(5517) ! Hind llli29 Nco |(:39‘) )
Multiple cloning sites Sca I(5193) Xba lj428)
(Ndel - BarmH 1) 319-335 Pvu I(5083) Bal 1l(494)
T7 terminator 213-259 SgrA 1(535)

" ) Pst I(4958) Sph l(ga1)
lacl coding sequence (866-1945) EgoN 1(751)
pBR322 origin 3882 (
bla coding sequence 4643-5500 Bsa 4774)

Ahd 1(4713)

Miu 1{1218)
Bel I{1230)

pET-15b

AlwN 1(4236) (5708bp)

(Sp61-998) 10

BssH ll{1627)
Hpa l{1722)

BspLU11 I{3820)

Sap 1(3704)
Bst1107 l(3so1) PshA I(2061)
Acc 1(3580)
BsaA 1(3572) Eag |(2284)
Tth111 |(3565)

Nru 1(2319)

BspM l(2399)
Bsm l(2704)

Mse l{z791)

Bpu10 l{2928)

>HCF101 recombinante
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAAPPAVATAAAPRTREEEVLAQLRNVIDPDFGEDIVACGEFIKDLAVD
EAAGAVAFTLELTTPACPVKEMFQROSTEFVKALPWVRDVAIKMTSQPAKPLLPESGRPGGLAKV
RHITAVSSCKGGVGKSTVSVNLAYTLAQMGAKVGIFDADVYGPSLPLMVDPEVKVLEMDPATKAT
YPTQYEGVKVVSFGYAGQGSAIMRGPMVSGLIQOMLTTADWGELDYLVVDFPPGTGDIQLTLCQT
VAFSAAVIVTTPOKMAFIDVAKGIRMFARLVVPCVAVVENMSYEFDGEDGKRYFPFGQOGSGERIQR
DFGLPNLIRFPIVPDLSAAGDGGRPLVVSSPASATASTFMDLGAAVVREVAKMGAAGRAPRQTAH
FDOQEQDAIVVALPGEPEFLLPPGVVRANDTSATSIDEWTGQRKREEAPADARPVAVNPLGNYAVQ
ITWSDGENQVASYELLDELKSYAVPRRPVSGGSASGNGSVSTSLPGGMQAQAQLA*

Annexe 1. Vecteur d'expression bactérien et séquence de la protéine recombinante pour purification. A) Schéma du vecteur
bactérien pET-15b utilisé. B) Séquence d'acides aminés de la protéine recombinante HCF101. Le His-tag ajouté en N-terminal
est représenté en rouge.
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C184 8,6 A C339

Annexe 2. Représentation schématique du centre Fe-S inséré dans le site potentiel de HCF101. A) Les distances entre les
atomes de Fe (en rouge) et de soufre (en jaune) ont été reprises de (Sticht and Résch, 1998).
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Annexe 3. Coexpression de génes avec NFU2 en conditions de cycle jour-nuit. Le temps, en heure, est séparé en 2 phases :
en gris en période d’obscurité et en jaune en période de lumiére. Les ordonnées sont en "Fragments Per Kilobase Million", celle
de gauche correspond aux mesures des protéines cibles (mauve), celle de droite correspond aux mesures de NFU2 (turquoise).
AGE3 = A/G-spécifique adénine glycosylase/endonucléase Ill, CDJ1 = protéine "Dnal -like" chloroplastique 1, DNJ22 = protéine
"DnalJ -like" chloroplastique 22, NII1 = nitrite réductase.
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Annexe 4. Coexpression de génes avec NFU1 en conditions de cycle jour-nuit. Le temps, en heure, est séparé en 2 phases :
en gris en période d’obscurité et en jaune en période de lumiere. Les ordonnées sont en "Fragments Per Kilobase Million", celle
de gauche correspond aux mesures des protéines cibles (cyan), celle de droite correspond aux mesures de NFU1 (rouge).
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Annexe 5. Coexpression de génes avec HCF101 en conditions de cycle jour-nuit. Le temps, en heure, est séparé en 2 phases :
en gris en période d’obscurité et en jaune en période de lumiere. Les ordonnées sont en "Fragments Per Kilobase Million", celle
de gauche correspond aux mesures des protéines cibles (bleu), celle de droite correspond aux mesures de HCF101 (orange).
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