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Avant-propos.

L e groupeBacillus cereusensu latacomprend plusieurs especes de bactéries tres
répandues dans I'environnement. Bien que ces espp@ient tres proches d'un
point de vue phylogénétique, elles ont adopté desdes de vie qui divergent
considérablement. Certaines vivent et se déveldagimament dans I'environnement, tandis
gue d'autres sont capables de coloniser différisgas ou organes animaux et provoquer des
maladies. C’est le cas de I'espé@ecereusqui depuis une dizaine d'années, a radicalement
changé de statut et a détrdBéanthracisen devenant le chef de file du groupecereus
C’est un contaminant fréquent des plats cuisinéstepasés et représente un probleme
récurrent dans les équipements utilisés en in@ualiinentaire. Sa survie le long de la ligne
de fabrication s’explique par son aptitude a proeldies spores, résistantes aux températures
élevées, mais aussi par sa capacité a adhérer ateciamx utilisés. La régularité de sa
participation a des toxi-infections alimentaire$A()lle place au quatrieme ou cinquieme rang
des agents responsables de maladies alimentair€saece et dans de nombreux autres pays.
B. cereusest aussi devenu un véritable "danger bactériglei au sens de I' HACCP
(Hazard Analysis Critical Control Point), a prendm compte dans différentes filieres
alimentaires.

Les TIA dontB. cereusest responsable, se décline sous deux formmes:forme
émétique (vomissements) due a lingestion d’'une toxine daéde) préformée dans les
aliments etune forme diarrhéique due a l'ingestion de cellules ou de spores bactées
produisant des entérotoxines dans lintestin gré&e. dernier est caractérisé par un
environnement anaérobie et fortement réducteureugucellule bactérienne doit s’adapter.
La capacité deB. cereusa se développer et a produire des entérotoxinas Hatestin
pourrait étre sous le contréle du systeme a deuxposantsResDE et du régulateuFnr
(Fumarate Nitrate Reductase), tous deux étantédpgateurs du métabolisme anaérobi®de
cereus Des études récentes ont montré que ces deuxmastie régulation des entérotoxines
agissaient, en partie, indépendamment du régulptéiatrope connu, PIcR (Phospholipase C
Regulator).

La virulence bactérienne est un phénoméne multifeedtet de nombreux facteurs,
dits de virulence, sont nécessaires a son expreskiétude moléculaire de la relation

structure-fonction des facteurs de virulence, de lBogenése et surtout de leur régulation




Avant-propos.

géneétique est une étape primordiale pour une raeglleompréhension des pathogenes. Les
propriétés d'un organisme ne sont pas la simplersodes informations codées par ses genes
mais elles résultent des interactions régulatricespliquées et non-linéaires entre ses
composants. Ces interactions régulatrices sontcégsra tous les niveaux de l'expression
génique, de la transcription des génes jusqu'atr@erde la dégradation des protéines. Les
techniques génomiques permettent aujourd'hui diftemles génes et protéines impliqués

dans un processus donné, mais il manque encorend#bodes pour prédire leur

comportement collectif.




Etude bibliographique.

2 G/

1. Bacillus et genres apparentés

LesBacillusforment un genre de bactéries a Gram positif, @epant a la famille des
bacillaceesBacillacead, I'ordre des bacillales (Bacillales), la classs dacillesBacilli), le
phyllum des firmicutesKirmicutes.
De forme bacilles, elles sont anaérobies facukatiet tirent leur énergie par respiration ou
fermentation. Ces bactéries sont capables de peodigs endospores leur permettant de

résister a des conditions environnementales dé&iales.

INRA
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Le genreBacillus est particulierement hétérogene et ceci est éefpelr la grande
variété de niches écologiques que les nombreupeéses occupent et par I'extréme diversité
de leur statut taxonomique. L&mcillus sont hétérotrophes, saprophytes et ubiquitaites. |
sont fréquemment retrouvés dans le sol ou certagpseces ont un role dans le cycle du
carbone et de l'azote.

Il en existe un grand nombre d'espéces avec desigtés physiologiques et des habitats trés
variés (terre, poussiere, etc...). Certaines espema trouvées dans I'eau douce, d'autres dans
l'eau de mer. Il existe des espéces thermophitdpghiles, psychrophiles, alcalinophiles.
Les especes saprophytes sont responsables delesuttggradations de produits alimentaires
(sirissement et caillage du lait, etc...). Cermidentre elles ont des roles utiles comme la
production d'antibiotiques (tyrothricine, polymyrs) bacitracine...). Les plus connus sont :
Bacillus anthracis Bacillus licheniformis Bacillus megateriumBacillus subtilis Bacillus

thuringiensiset Bacillus cereus




Etude bibliographique.

Le genreBacillus a été créé en 1872 par Ferdinand Cohn qui dBcriubtiliscomme
espéece type. Quinze années plus tard (1887), Frashkét Frankland isolent une nouvelle
especeB. cereusa partir de l'air d’'une étable au Royaume-Uni (fktand & Frankland,
1887). La bactérie isolée est la souche typd8deereus ATCC 14579. En 1955, Steinar
Hauge est le premier a prouver limplication @ cereusdans des toxi-infections
alimentaires (Hauge, 1955). C’est en 1975 que Uals® diarrhéique F4430/73 Be cereusa
éte isolée a partir d'une soupe de pois (Spira &pBert, 1975).

2. Le groupeB. cereus
Le groupeB. cereus sensu latinclut les espece®. anthracis, B. thuringiensis, B.

mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephaneinBis cereus sensu stricthes trois
espece®. anthracis, B. thuringiensist B. cereussont si proches du point de vue génétique
gu’elles peuvent étre considérées comme des varidiohe seule espece. L'analyse des
séquences génomiques révele une homologie de 9%#B:rnanthracisAmes etB. cereus
ATCC 10987 et une homologie de 91% est retrouvée égs deux souchds cereusATCC
10987 eB. cereusATCC 14579 (Schoeni & Wong, 2005).
Toutes ces espéces ont pour habitat principal lieumextérieur et ont une grande importance
sur un plan hygiénique et écologique :

- B. anthracis est l'agent du charbon bactérien (ou en anglaifhrax), maladie
potentiellement mortelle chez ’'homme et I'animidlock & Fouet, 2001).
Les souches dB. anthracissynthétisent habituellement des exotoxines copaesles génes
présents sur le plasmide pXO1 et une capsule cpaédes génes présents sur le plasmide
pXO2.
Le charbon reste, indépendamment du danger pdteqnti¢ représente dans le cadre du
bioterrorisme et malgré des mesures de prophylsaigtaire mises en oeuvre depuis une
centaine d’années dans notre pays, une maladieudlaé. Ces mesures, qui ont permis
jusqu’'a maintenant de reléguer dans le passé l&nopienes épidémiques majeurs,
n‘'empéchent pas la survenue réguliere de quelqgagsrd animaux chaque année. Les
derniers cas de charbon humain signalés en Fraenoentent a 1997 (3 cas signalés dans les
Pyrénées- Atlantiques, lors d’'un épisode de fielh@bonneuse bovine).

- Des souches dd8. mycoidessont associées aux racines des coniferes et elles
stimuleraient la croissance de ces plarnt&spect rhizoide des colonies différenBiecereus

etB. mycoides
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- B. thuringiensisélabore un cristal parasporal contenant des texahogenes pour
les insectes (delta-endotoxines). La synthése idtatparasporal est gouvernée par les génes
cry portés par un plasmid&. thuringiensisa une importance économique considérable car
certaines souches de cette espéece sont utilisésslaldutte biologique contre les insectes
(Whalon & Wingerd, 2003). On I'appelle un biopegte et elle représente a ce titre 90 % du
marché mondial des biopesticides. A la fin de lagghde croissance, la bactérie éclate et
libére la spore et le cristal. Lorsque l'insectgére le cristal, celui-ci est dissous par ses sucs

digestifs et devient toxique.

Institut Pastet
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- B. weihenstephanensisest constitué de souches psychrotolérantes aistrefo
considérées comme des souche8 deereus Méme si aucune infection ou toxi-infection n'a
été formellement attribuéeB weihenstephanensis est probable que le pouvoir pathogéne
de cette espece soit comparable a celld.dereus

- B. cereus sensu latoest responsable d'infections et surtout de tdeietions
alimentaires décrites chez I'homme et les animaux.

Il existe donc des caracteres phénotypiques paaniette distinguer ces espéeces. Mais les
génes responsables de ces caracteres majeurs @aés par des plasmides qui sont

échangeables au sein du groupe (Van der Auetea, 2007).
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La perte des plasmides pXO1 et pXO2 ou la pertpldsmide portant les genesy
donne naissance a une souch®danthracisou a une souche @ thuringiensisqu'il est trés
difficile de distinguer d'une souche &e cereus Inversement, I'acquisition par conjugaison
des génesry par une souche d& cereustransforme cette derniere en une souche impossible
a différencier deB. thuringiensis Ceci explique I'implication deéB. thuringiensisdans des
gastro-enterites typiquement causéesBharereuqJacksoret al, 1995) ou encore la capacité
d’'une souche d®. cereusa provoquer des symptdmes trés proches de ceulrardbrax
(Hoffmasteret al, 2004).

3. Cycle de vie deB. anthracis B. cereuset B. thurengiensis

Il existe pour les bactéries du groupecereus sensu lgtane circulation entre les
trois réservoirs : réservoir animal, humain et loyelturique. Le réservoir hydrotellurique est
le plus important et servirait de source aux deutxes. En 2003, Jensen al soulignent le
manque de données concernant I'’écologie des merdbrgsoupeB. cereusau sein de leur
environnement. Les auteurs proposent un modele kapgel les membres du groupe
cereusont deux cycles de vie : un cycle ou les bactéresnt en relation symbiotique avec
leurs hétes invertébrés, et un autre, peu fréqudsms lequel les bactéries peuvent se
multiplier rapidement chez un autre insecte, hdtecté, ou un mammifére.

En effet les spores d®. anthracispeuvent étre transportées dans le tractus digestif
d’insectes se nourrissant de charognes contameiéiisseéminées via les feces. De plus, une
transmission de la maladie du charbon a des anireaims par piqlres de moustiques ou de
mouches nourries de sang d’animaux contaminés s atés observée (Turell & Knudson,
1987).
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ChezB. cereusil n’existe pas de cycle pathogénique spécifidua.eté retrouve dans
le tube digestif d'insectes, sous une forme syntki@t filamenteuse appeléarthromitus.
Pour Marguliset al (1998), il s’agirait d'un état particulier dB. cereus Arthromitus
correspondrait a une des "phases” du cyclB.d=ereusdans I'environnement, chez 'lhomme
et chez I'animal. Avec cette phase intestinalepeunt concevoir qu. cereuspourrait étre
tour a tour pathogene pour 'lhomme (et parfois pamimal), saprophyte dans le milieu
extérieur, et symbionte chez I'animal. Il méritédanc bien la qualification d’ubiquiste.
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4. Le génome deBacillus cereus

4.1 Caractéres généraux du génome

Les membres du groud® cereus et particulieremenB. anthracis B. cereuset B.
thuringiensis ont un fort intérét économique et médical. Pag kaisons, ce groupe contient
le plus grand nombre de génomes d'especes appEadguences. A ce jour 25 génomes du
groupeB. cereussont séquenceés et disponibles. On en retrouveoli?2 B. cereus sensu
stricto, 10 pourB. anthracis 2 pourB. thuringiensiset 1 pourB. weihenstephanensi€ela
offre une opportunité unigue pour les comparaisensnalyses de séquences. Les cartes
génomiques montrent que la taille du génome deshesudeB. cereusvarie entre 2.4 et 5.5
Mb.

Organisme Taille en Pourcentage de | G+ C %| Nombre
paires de base séquences codantes d'ORF
B. cereusATCC 14579 5427 083 81.60 % 35.29 % 5 255
B. anthracisA2012 5 370 060 80.23 % 35.10 % 5662
B. thuringiensis israelensis 5 880 839 79.06 % 35.04 % 6 451
ATCC-35646
B. cereudNVH 391-98 4 087 024 79% 35% 4165
6 # & $# # $# s - # # #
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4.2 Génomique des plasmides du groupeereus

Les bactéries du groufi2 cereus sensu latmuraient émergé d'un ancétre commun, a
la suite d'une série de réarrangements génétigiestugs entre autres par des éléments
mobiles d’ADN, tels que des transposons, des ségaatinsertion et des bactériophages. Ces
réarrangements se seraient additionnés de divecanisénes de transfert horizontaux de
géenes, tels que la conjugaison, la transductiola detansformation. Ces mécanismes auraient
conduit a l'acquisition des genes de virulence.

Ainsi, chezB. cereusB. anthraciset B. thuringiensistous les géenes responsables de
la virulence et de la spécificité de I'h6te, saidispnts sur des éléments extrachromosomiques.

B. anthracisdoit ses propriétés pathogénes a deux trés g@asisides, pX01 de 182
kbs, codant les toxines de I'anthrax, et pX02 d&l#% codant la capsule (Van der Auweta
al., 2007).

De méme, les génesy du cristal toxique d&. thuringiensisont situés sur de grands

plasmides (plus de 50 kbs) actifs contre différemspéces d'insectes (Aronson, 2002).
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Quant aB. cereus sensu strigtea pathogénicité est due a la production de dexte
chromosomiques de virulence, tels que des phogasas et des entérotoxines. Cependant,
les génes responsables de la production du céeefdidtoxine émétique) sont codés par un
grand plasmide de virulence, appelé pCEREO1, d&kBS@Hotonet al, 2005).

Un certain nombre de plasmidesRlecereuset de bactéries apparentées sont présentés dans

le tableau 2.
Nom du plasmide Micro-organisme Taille en pairdodses | G + C 9
pBc10987 Bacillus cereus 208 369 33
(ATCC10987%
pBclinl5 Bacillus cereus 15 100 38
(ATCC14579
pBCX01 Bacillus cereus©9241]) 191 110 33
pBC218 Bacillus cereus 218 094 32
pZK5 (zebra killer) Bacillus cereus 5108 31
pZK8 (zebra killer) Bacillus cereus 8191 32
pZK9 (zebra killer) Bacillus cereus 9150 31
pZK54 (zebra killer) Bacillus cereus 53 501 32
pZK467 (zebra killer) Bacillus cereus 466 370 33
pX01 Bacillus anthracis 181 677 33
pX02 Bacillus anthracis 94 830 33
pBT9727 Bacillus thuringiensis 77122 33
6 #(1 # # # F<A © (330H'

5 Pathologies

Trés largement répandu dans la nat@&ecereusse comporte comme un pathogéene
opportuniste responsable d’infections systémique®aales et cette espece est également
responsable de toxi-infections alimentaires. Leésth suivant illustre les différents types
d’infections dans lesquellés cereugpeut-étre impliqué.
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INFECTIONS ABACILLUS CEREUS

| Syndrome diarrhéiquei

\ 4 \4 A
Infections non gastro- Infections gastro-intestinalesl
intestinales v

| Syndrome émétiqu4

\ 4 \ 4
Infections systémiques: Infections locales:
Septicémie, endocardites, Blessures, infections post-opératoireg,
infections du systeme abces, brllures, infections oculaires|
respiratoire et du systéme ostéomyélites, arthrites
nerveux central

c# o+ < $# 4 7 # 5 -
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5.1 Atteintes non gastro-intestinales

Des infections non gastro-intestinales causéeBpaereusont été rapportées avec
une fréquence en augmentation, peut-étre en raisme conscience croissante du potentiel
pathogeéne de ce micro-organisnie.cereusa été identifié comme agent de cas graves de
septicémies, d’endocardites, de pneumonies, dlioiee cutanées, d’infections
orthopédiques, de méningites et d’infections dedulees traumatiques, en majorité chez des

individus immunodéprimes.
5.2 Atteintes gastro-intestinales

5.2.1 Définition d’'une toxi infection alimentaire

Individuelles ou collectives, les toxi-infectiorimentaires (TIA) résultent de la
transmission d'infections a 'homme par les alimebattague microbienne peut étre liée aux
propriétés invasives du micro-organisme et/ou awadyts toxiques qu'il est capable
d'élaborer au cours de sa croissance. Un foyepmxdenfection alimentaire collective (TIAC)
est défini par I'apparition d'au moins 2 cas d'syraptomatologie, en général digestive, dont
on peut rapporter la cause a une méme origine alaite. Les TIAC sont fréquentes, leur
incidence est en augmentation dans les pays inais#s, malgré un approvisionnement en
eau saine, de bonnes regles d'hygiene et l'applcatie technologies comme la
pasteurisation. En France la déclaration des TIACaatorité sanitaire (DDASS) est
obligatoire. Les principaux agents pathogénes responsables l@e3IAC sont d'origine

10
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bactérienne Kalmonella Shigellg Staphylococcus aureugertaines souchedEscherichia
coli, Clostridium botulinumB. cereu} virale (rotavirus), autre (cyclospora, dinofliés,

phytoplancton, parasitaire).

5.2.2 Toxi infections alimentairesB. cereus

5.2.2.1 Caractéristiques

Les toxi-infections alimentaires collectives B2 cereussont plus fréquemment
rapportées qu’il y a 20 ans en France. Elles reptést 5847 cas et 290 foyers confirmés ou
suspectés (soit 7% des cas et 5% des foyers deck#el996 a 2005 (Buyser.M.L, 2008).
Deux TIAC aB. cereussurvenues en France ont fait I'objet d’'une desiompdétaillée. L'une
d’entre elles est responsable de trois déces &b (Le@d et al, 2000).

La présence de spores Becereuspose de sérieux problemes dans les industries agro
alimentaires (notamment les industries laitieres)ron seulement, elles sont résistantes a la
chaleur mais elles ont la capacité d’adhérer foet@na de nombreuses surfaces y compris
I'acier inoxydable. Cette adhésion est liée a Itbptiobicité de la surface des spores et a la
présence de filaments (Tauvereh al, 2006). De ce fait, les spores sont trés diffsciée
éliminer des tuyaux, des canalisations, des résgsr¢Anderssoret al, 1995). De plus les
cellules végétatives peuvent former des biofilnf§iclles a détacher et pouvant constituer
une niche pour la formation de spores qui se litédans la chaine de transformation des
aliments (Wijmaret al, 2007). La résistance conférée par la spore pedoret aB. cereudle
survivre dans l'aliment malgré les traitements itgues appliqués et de traverser le tractus
gastro-intestinal (Drobniewski, 1993; Granum & Luta@897; McKillip, 2000).

B. cereusest responsable de toxi infections alimentairesentant sous deux
formes : une_forme émétiqudéterminant de fortes nausées et des vomissenetntse

forme diarrhéiqueprovoquant des crampes abdominales et une diaprioduse.

11
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Dans les deux cas, il s'agit d'une infection oppuste bénigne a résolution spontanée,
le plus souvent dans les 24 heures. Cependantingixication survient chez un sujet
immunodéprimé, il peut y avoir dissémination baetéme (Granum, 1994).

Dans laforme émétique la pathogénie fait intervenir l'ingestion d’'unexine préformée
dans les aliments. Il s’agit d’'un petit peptide loyee appelé le céréulide. Celui-ci est
thermostable (il résiste plus de 30 minutes a 1 résistant a la protéolyse (insensibilité a
la trypsine et a la pepsine) et stable a des pHpdsnentre 2 et 11. Compte tenu de sa
résistance, la toxine émétique n'est détruite nigpauisson ni par les enzymes digestives.
La forme diarrhéique ou gastro-entéritique est la plus fréquente erojiet en Amérique
du Nord. Elle ne semble pas résulter de l'ingestierioxines préformées car les toxines en
cause (notamment les toxines Hbl, Nhe et CytK) $@giles et sensibles aux protéases du
tube digestif. Les toxines responsables des forgassro-entéritiques sont donc produites
dans le tube digestif par les cellules végétatimpes ingestion de cellules viables ou de
spores (Clavekt al, 2004). Les souches diarrhéiques Rlecereusagissent donc par un
mécanisme de véritable "toxi-infection” ou plus @eaent, de "processus infectieux et
toxique". La toxi-infection intestinale dueBa cereussuit un processus classiquement observé
chez d’autres bactéries entériques avec plusid@asgs successives :

- Une mobilité flagellaire, orientée par le chimidtame, et qui permet a la bactérie de

se rapprocher des cellules intestinales.
- Une adhésion aux cellules intestinales

- La production de toxines.

12
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Le transit des cellules végétatives dans I'estotchae au minimum 4h a 6h dans l'intestin
gréle (Granunet al, 1995).
Le tableau suivant reprend les principales caratigues des deux formes de toxi-infections

alimentaires collectives liéed3 cereus

Caractéristiques Syndrome diarrhéique Syndrome émétique

Toxines produites | Entérotoxines Hbl, Nhe et CytK re€béde (peptide cyclique)

Lieu de production Intestin gréle de I'hote Préféas dans l'aliment
Dose infectieuse Pa1L (P cfu (totale) 16-10° cellules/g
cereulide : 8-10ug/kg (modele
animal)
Temps d’incubation 8-16h 0.5-6h
Durée de l'infection 12-24h 6-24h
Symptémes Crampes abdominales, diarrhResisées, vomissements et malajses

profuses

Aliments impliqués| Produits carnés, soupes, légupts cuisiné ou frit, pates et

sauces, lait et produits laitiers | nouilles.

6 #% & $#  #.* 6! 7 " # F 41
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5.2.2.2 Adaptation deBacillus cereusu tractus digestif

5.2.2.2.1 pH et pression en oxygene

Un des premiers facteurs de destruction dans hesstoest I'aciditéLe pH gastrique
dépend de variables physiologiques incluant l'itigesde nourriture. Dans des conditions de
jetne, le pH moyen dans I'estomac est autour des®tend de 1.5 a 5.5. L'ingestion d'un
repas caractéristique occidental produit une él@vammédiate du pH jusqu’a environ 6
(Waterman & Small, 1998). L'adaptation d& cereusa l'acidité gastrique a été bien
caractérisée et elle dépend de la forme cellulde®. cereuslorsqu’il est ingéré (cellules
végeétatives ou spores), de l'aliment et du niveagidité de I'estomac (Clavedt al, 2004).
Dans cette étude, la survie des cellule®deereusttait plus élevée dans un milieu stomacal
contenant du lait, présumant ainsi un effet pretactdes lipides, des protéines ou des

particules de I'aliment sur l'inactivation par ded faibles. Les cellules végétatives étaient,

13
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bien entendu, moins résistantes que les sporesomtact du milieu gastrique. La dose

infectieuse serait donc plus faible pour des spquespour des cellules végétatives. Toutefois
on peut penser que les spores, une fois arrivéeslifatestin gréle, devront entamer un cycle

de germination et de multiplication, ce qui repriégeun retard par rapport a I'action des
cellules végétatives. Une étude complémentaire atnd@ue les bactéries développaient une
réponse de tolérance a I'acidité afin de s’adaguiiestress acide (Jobét al, 2002).

Un autre facteur définissant I'environnent intestkiast la pression en oxygem#ans l'intestin

gréle, les microorganismes sont exposés a un emaroent anaérobie (la p@st de 5-40
mmHg (Guyton, 1977)). Plusieurs études ont montielgs pathogenes entériques pouvaient
s’'adapter a une faible concentration en oxygerexptimer leurs facteurs de virulence dans
ces conditions. C’est le cas po8almonella typhi(Leclerc et al, 1998), Staphylococcus
aureus (Yarwood et al, 2001), Escherichia coli(Landini & Zehnder, 2002) eVibrio
cholerae (Krishnan et al, 2004). ChezB. anthracis I'anaérobiose induit I'expression de
facteurs hémolytiques (Klichket al, 2003). Une étude réalisée chgzcereusF4430/73 a
montré que I'anaérobiose conduisait a 'augmentati® la production de I'entérotoxine HBL
(Duportet al, 2004).

5.2.2.2.2 Potentiel d’oxydoréduction

Un troisieme facteur s’ajoutant a I'anaérobiose lestpotentiel d’oxydoréduction

(POR). C’est un parameétre intrinséque a tout mitimlogique. Il peut intervenir a différents
niveaux sur la cellule microbienne et principaletsmr I'expression des genes, modifiant
ainsi potentiellement son aptitude a la croissatica la production de molécules. La flore
intestinale est en partie responsable de la vanalu potentiel d’oxydoréduction. En effet,
elle constitue un écosystéme complexe d’envirolf bectéries, composée d’espéces aéro-
anaérobies facultatives et anaérobies strictes dMagset al, 2007). Elle est constituée
essentiellement des phylums suivant$roteobacteria Firmicutes Actinobacteria
Bacteriodes VerrucomicrobacteriaClostriduim et Fusobacteria(Eckburg et al., 2005). La
diversité de la distribution de ces bactéries lgglolu tube digestif est sous le contréle de
plusieurs paramétres, tel que I'acidité gastridedransit intestinal, les facteurs biotiques ou
la prise d’antibiotiques. Ainsi, en fonction dedamposition de la flore intestinale, la valeur
du POR est variable. Dans l'intestin gréle, ladlamtestinale est constituée essentiellement
des genred.actobacillus Streptococcuset Entrococcus la valeur du POR= -150 mV
(Moriarty-Craige & Jones, 2004). Des travaux meaéslaboratoire sur la réponse Be
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cereusau bas POR ont montré que celle-ci s’accompagigaitajustements du catabolisme
du glucose et d'une activation de la synthese aédratoxines Hbl et Nhe (Zighet al,
2006a).

La croissance et la production d’entérotoxines dBingestin gréle de I'homme
pourraient refléter la capacité adaptative Rlecereusa un environnement anaérobie et

réducteur.

5.2.3 Stress oxydant et régulation des genes

Lorsqu’'une molécule comporte un atome pouvant siget d’un nombre variable
d’électrons (par exemple C, S, P et les métauxZke,), elle est dite sous forme oxydée ou
réduite si ce nombre est respectivement bas oé.éhgrsi, une molécule est dite “oxydante”
si elle a le pouvoir de gagner un électron. Lesxdétats (réduit et oxydé) d’'une méme
molécule forment un “couple rédox” dont le “potehtiédox” (noté E°) augmente avec le
pouvoir oxydant de I'espece oxydée du couple. Uydart ne peut oxyder que des molécules
réduites qui ont un E° inférieur au sien. En pragigles conditions rédox régnant dans la
cellule sont évaluées par le rapport des concémsatdes formes oxydée et réduite d’un
couple rédox prépondérant comme celui du glutatiiencouple glutathion réduit/glutathion
oxydé (notée GSH/GSSG) agit comme un tampon rédaxsiAce que I'on nommera par la
suite le “potentiel rédox” régnant dans la cellubedéterminer les proportions relatives des
especes oxydée ou réduite de chaque couple réeltes-ci dépendant du E° de ces derniers.
Par exemple, selon le potentiel rédox intracelfalacertains facteurs de transcription seront
sous forme oxydée ou réduite.

De par sa configuration électronique, I'oxygene agte d’électron (il revét un caractere
oxydant). La réduction incompléte de I'oxygéne agh@ des espéces qui ont encore un
caractére oxydant et qui sont de surcroit trestixésc: HO, (peroxyde d’hydrogene), OHe
(radical hydroxyle) et, dans une moindre mesurg, Qadical anion superoxyde). Ces
especes, appelées “dérives réactifs de [I'oxygénBR{), pourront oxyder des
macromolécules (ADN, lipides et protéines) (Vaughaf97). Le métabolisme normal de la
cellule produit sans cesse des dérivés réactifexigene.

On parle de “stress oxydant” lorsque I'homéostasidox est perturbée, soit par une

surproduction de DRO, soit par une défaillancesystemes antioxydants.
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On sait qu’une protéine peut étre sensible a I'axipth au niveau de certains résidus,
en particulier les résidus soufrés et principaleniesn cystéines. Des travaux ont montré que
le potentiel rédox intracellulaire pouvait modul&ctivité in vivo de certains facteurs de
transcription. Chek. coli, la régulation en réponse a un stress oxydara tramhscription est
maintenant bien comprise. Elle passe par deux Uectale transcription, - SoxR
(particulierement sensible a O2 et OxyR (particulierement sensible aQ4) qui ne sont
opérationnels que sous leur forme oxydée (Farr §dfea, 1991).

La plupart des facteurs de transcription compoetesdeur séquence protéique des
cystéines (sensibles aux variations rédox par naupe thiol) fonctionnellement trés
importantes. En effet, elles peuvent se situer tdsmaine de liaison & I’ADN du facteur de
transcription et assurer la reconnaissance d'endgihné par des interactions électrostatiques
avec les bases de I'ADN. Elles peuvent aussi donassance a des ponts disulfures inter ou
intramoléculaires essentiels pour la conformatratinhensionnelle de la protéine. Enfin, des
cystéines participent & la coordination de catimésalliques (principalement Zfj). C'est le
cas des protéines dites “a doigt de zinc” dontlaf@rmation assurée par la coordination du
cation peut permettre une interaction avec le gsifah de ’ADN.

L’oxydation d’'une cystéine peut donc modifier lemguortement d’'un facteur de
transcription. La formation anormale d'un pont dhste va perturber la fonction de la
protéine en conduisant a une mauvaise conformggoeentuellement en empéchant une
dimérisation passant par un pont disulfure). Ebeitpaussi empécher ou se substituer a la
formation normale d’un autre pont a partir de lanmaéystéine, ce qui peut aussi perturber la
conformation globale. Ainsi, la dimérisation d’uacfeur de transcription (phénoméne tres
fréequent) ou sa faculté de lier TADN peuvent émedifiées. La figure 8 schématise la
formation d’'un pont disulfure par oxydation desdtons thiol de deux cystéines dans une
séquence peptidique. La formation d'un pont diselfu partir de deux cystéines s‘accomplit
spontanément en condition oxydante, en particaieprésence de dioxygene. La réduction
d'un pont disulfure est aussi facile a faire aves déducteurs “doux”, tel que le 2-

mercaptoéthanol ou le dithiothreitol (DTT).

16



Etude bibliographique.

Milieu oxydant
—_—
«——

Milieu réducteur ?

+H,0

H CH,

| Pont disulfure

-—-N-CH-?ll-
\ o/

Cystéines sous Cystéines sous
forme réduite forme oxydée

;H#H 4 5# #4# '

Ainsi, un stress oxydant peut influencer le comgroknt de protéines possédant des

cystéines critiques et ainsi affecter la signalisatellulaire et la régulation des genes.

Dans le tableau 4, sont répertoriés quelques agentiants et réducteurs utilisés en

biologie dont ceux utilisés dans cette étude (@s)gr

Composés Potentiel standarfl Composés Potentiel standard
Oxygéne +820 mV Hydrogéne -420 mV
Diamide ? -mercaptoéhanol ?
Peroxyde d’hydrogeng +1800 mV Dithiothréitol 330 mV
Radical hydroxyl +2800 mV Chlohydrate de cystéink -270 mV
5-déazaflavine - 650 mV
6 #)! * FH # # FH # #

6 Pouvoir pathogéne deB. cereus

6.1 La toxine émétique

La toxine responsable du syndrome émétique ou ledeeest un dodecadepsipeptide
(polypeptide qui renferme des liaisons esters ptighgues) cyclique [(D-O-Leu-D-Ala-L-O-
Val-L-Val)3] (Agata et al, 1994). Il est tres difficile de purifier cettexine et pour cette
raison encore, peu de choses sont connues a sen Bl présente un faible caractére

antigénique (Kramer, 1989) et est tres résistaméechaleur (120°C pendant 90 min), au pH
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(2-11) ainsi gu’a des traitements a la trypsineada pepsine. Le céreulide est produit dans
I'aliment et il s'agit d’'une véritable intoxinatiorBa synthése ne résulte pas de l'expression
d'un géne mais de I'assemblage enzymatique deusités-par une peptide synthétase codée
par les génesesportés par un plasmide (Ehling-Schelzal, 2006). De structure semblable

a la valinomycine produite paBtreptomycegriseus le céreulide agit en provoquant la
formation d'un canal ionophore au travers de la brame des mitochondries, ce qui bloque la
phosphorylation oxydative (Mikkol@t al, 1999). Le céreulide stimule le nerf vague ou
pneumogastrique, il provoque des lésions révessithlefoie et il est toxique pour les cellules

NK (Natural Killer, cellules tueuses naturelleshif&agaweet al, 1996).

6.2 Les entérotoxines

6.2.1 L’hémolysine BL

L'entérotoxine la mieux caractérisée est 'héemaolgdBL (Hbl: H pour hémolysine, B
pour binding component et L pour lytic componeftte entérotoxine est constituée d'une
partie responsable de I'attachement (B, d'un poidlgculaire 38 kDa) et de deux composés
lytiques, L1 (poids moléculaire 38.5 kDa) et L2 .@8Da) (Beecher & Macmillan, 1991). La
synthese de Hbl est sous la dépendance d'un opénoposé de quatre gendsbiC (codant
le composant L2)hbID (codant le composant L1hblA (codant pour B) ehbIB dont la
fonction est inconnue. Cette toxine est hémolytigdermonécrotique, elle augmente la
perméabilité des capillaires et elle provoque uoeumulation de liquide lorsqu'elle est
administrée dans une anse intestinale ligaturéelagen (Beecheret al, 1995). La
stcechiométrie des trois composants de I'entérotobdinl n'a pas encore été déterminée mais
il semblerait que l'activité hémolytique maximaleitsobtenue quand les concentrations
molaires des composants L1 et L2 sont inférieureslla du composant B (Beecher & Wong,
1994). La figure ci-dessous illustre I'organisatigénétique de I'opérombl ainsi que le

devenir post-traductionnel des composants codésgbaperon.
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hbiC  hblD  hblA hblB
) )
4 V
L, L, B B’
(46 kDa) (38 kDa) (37 kDa) (52 kDa)
Y
SEC dépendante
oy oy
Peptide signal 32aa 30aa 3laa
T # .
27
& # # *
T # 2 @ $# 5 #
# 44 8"

6.2.2 L’enterotoxine non-hémolytique

La toxine Nhe (Non-Haemolytic Enterotoxin) est ebeissi tripartite. Elle est
constituée d'un composant NheA (codé maeA similaire au composant L2 de la toxine Hbl
et d'un composant NheB (codé pdreB similaire au composant L1. L'opérarne porte
également le géeneheCqui pourrait coder pour une protéine similairecamposant B de la
toxine Hbl (Granunet al, 1999; Moravelet al, 2004). La toxine Nhe est aussi cytotoxique
que la toxine Hbl, mais elle est non hémolytiquéactivité cytotoxique maximale est
observée sur des cellules Vero lorsque le raticaimmlentre NheA, NheB et NheC est de
10 :10 :1 (Lindbaclet al, 2004).
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nheA nheB nheC amp

4
41 kDa 40kDa 36 kDa 45 kDa

U

Sécrétion
SEC dépendante

VoV oy

26aa 30aa 30aa

Peptide signal

T O O

3232
& # # *

# 3 @ $# 5 #
# 44 A

6.2.3 La cytotoxine K

La cytotoxine K, codée par le geogtK, a été isolée en 1998 d'une soucheBde
cereusayant provoqué une toxi-infection alimentaire &&k) dans une maison de retraite
francaise (Luncet al, 2000). Cette toxine de 34 kDa appartient a lailfardes "béta-barrel
pore-forming toxins". Elle est dermonécrotique ettdment hémolytique vis-a-vis des
hématies de bovins et de lapins. Elle est égaletosique pour les cellules de I'épithélium

intestinal et pour les cellules Vero.

6.2.4 L’enterotoxine T et I'enterotoxine FM

La toxine BceT, codée par le gelpeeT, a un poids moléculaire de 41 kDa (Agata
al., 1995). Elle est cytotoxique pour les cellules &/esugmente la perméabilité capillaire,
provogue une accumulation de liquide lorsqu'elleagbninistrée dans une anse intestinale
ligaturée de souris, mais n'est pas hémolytiguée@exine est dépourvue de séquence signal
et elle n'est libérée qu'aprés une lyse des celhdetériennes.

La toxine FM caractérisée par Shinagastal est une toxine constituée d'une seule
sous-unité d'un poids moléculaire de 45 kDa. Qeftme semble identique a la toxine EntFM
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décrite par Asanet al chez la souche FML1. Elle est inactivée par lasing la pepsine, les
pH acides et elle est thermolabile. Son pouvoiérnbxique n'a cependant pas été démontré.

6.3 Autres facteurs de virulence

B. cereuspeut produire une variété d’autres facteurs delesiice regroupant des
phospholipases spécifiques aux phosphatidylcholieé phosphatidylinositol, des
sphingomyelinases, des collagénases, des protéémeslytiques (céréolysine O, hémolysine
II...) ou encore des protéases comme la métalloet&zhAl qui confére a la bactéries la
capacité d’échapper aux macrophages (Beesthak, 2000; Gohaet al, 2002; Pomerantsev
et al, 2003; Ramarao & Lereclus, 2005).

2

1. Leregulon PIcR

1.1.PIcR : un activateur transcriptionnel pléiotrope

PIcR (Phospholipase ¢ Regulator) est le régulateajeur de la virulence cheg.
cereus(Lerecluset al, 1996). Il integre un systéeme de quorum sensimgekant eB. cereus
de réguler I'expression des génes de virulenceoeantibn de la densité de la population
bactérienne. PICR permet I'activation de I'expressd’un régulon comprenant plusieurs
facteurs de virulence et incluant Hbl, Nhe, Cytkésghospholipases et protéases (Agagsse
al., 1999; Goharet al, 2002; Goharet al, 2008; Lerecluset al, 1996). L'analyse de la
séquence du génome 8e cereuset du protéome extracellulaire indiquent que plass@
genes sont potentiellement régulés par PIcR. Chaggien promotrice des géenes régulés par
le régulon PICR possede une courte séquence farteonaservée, appelée boite PICR, qui
constitue la cible reconnue par la protéine PIcRs’agit d’'un motif palindromique
(TATGNANNNNTNCATA) situé en amont des genes cilffggisseet al, 1999; Gohaet al,
2008; Slamti & Lereclus, 2002). L’'analyse du génotedB. cereusATCC 14579 a montré
que la boite PIcR est située en amont de 26 génds 24 opérons putatifs. La fonction
assignée a ces genes a été déterminée expérimesaleu par prédiction de séquence.

Les séquences présentées dans la figure 11, somédens promotrices de génes
régulés par PIcR. On retrouve pour exemple, leegendant pour les entérotoxines Hbl et

Nhe. Sur ces séquences, la boite PICR est pagtieaient mise en évidence.
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PIcR ATATATATCCATIATNICATATCAAAAATTGTCGAATTCACAT GTAGTGGTTGAC
Hbl ACATTTATCEAATIATACAT AACTAAATAAAGGTAAMAAAATTTAAGT GAACAACPA

Nhe ATATGOIATCCATAAIIGEAT ATGAGTTTAAAAATTAIN AAACAGCTGTGT GACCTFCAG

Cytk CTCATIATCEAANIANGEAI AACCATCCATTCCGTTTTATTTTCARGEA ATAAATCTAAT

PapR AGTGGATATCEATAAIISEA TACAATGTGAATAAATTTTCATG TAAAAGTAAAAATGT

TATGNANNNNNCATA
Boite PIcR
D H# < - # =
1 < # U 1< $#
4 #a # ! # 5

En 2003, Ivanoveet al ont dressé une liste exhaustive des membres psedu
régulon PIcR. Ceux-ci se répartissent en 10 cladseggrotéines de fonction connue et une
classe de protéine de fonction inconnue. Il egtrggsant de noter qu’en plus des familles de
protéines comme les toxines, les phospholipases, pimtéases et les protéines de
chimiotactisme, le régulon PIcR est potentiellemamnposé de transporteurs, de protéines

impliquées dans le métabolisme et de régulateés<ilia sporulation (lvanow al, 2003).

1.2 Mécanisme d’action de PIcR

L'activation du genglcR est sous la dépendance d'un peptide appelé PapRd@
activating RcR). Le peptide PapR est codé par le geagR lui méme régulé par PIcR, sous
la forme d'un précurseur de 48 acides aminés pastéséquence signal caractéristiqgue des
peptides excrétés. Dans le milieu extracelluld@yR se présente sous la forme d'un peptide
de 24 acides aminés qui subit des phénoménes deatian pour donner naissance a des
hexapeptides. Ces pentapeptides s'assemblentastarsne de pentameres et sont réimportés
dans la cellule grace a un systéeme de perméatidigapeptides (Opp). Dans la cellule, le
peptide s'unit a la protéine PICR et permet a ataiere de se fixer sur la boite PICR située
en amont du genglcR Cette fixation active la transcription g&ER et conduit a la synthése
de la protéine PICR qui, a son tour, va permeténgptession d'autres genes. Il existe une
spécificité d'interaction PIcR-PapR. En effet, gqeatypes d'hexapeptides (ADLPFEF,
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SDMPFEF, NEVPFEF et SDLPFEH) existent chez les rss composant le groupg
cereus Il est ainsi possible de diviser cette vaste laniactérienne en quatre groupes fondés
sur la spécificité des couples PIcR-PapR (Slamitegeclus, 2002).

L'expression delcR qui a eu lieu en début de phase stationnaireaugsrégulée, et
est contrdlée négativement par le géne du déclemamiitede la sporulatiorspoOA Lorsque
les conditions environnantes deviennent défavosafplar exemple un épuisement du milieu),
il se produit une phosphorylation de la protéin@®yp (Spo pour sporulation) qui devient
capable de se fixer sur des séquences d'ADN (ba#esituées de part et d'autre de la boite
PIcR. Cet événement bloque la transcription du geeie et donc la transcription des genes
régulés par la protéine PIcR et il engage la bictérs un processus de sporulation.

C#( 5 # # #1< - # #
5. # # 1<F V # (3 3(H'

Ce modéle suppose que de faibles quantités deimest®IcR et de peptides PapR
soient synthétisées pendant les premieres phadasa®ssance bactérienne et que de faibles
quantités de pentapeptides soient présentes daméida extracellulaire. En fin de croissance

exponentielle, les quantités de pentapeptides eetludaires sont importantes et ils sont
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réimportés dans les cellules, ce qui va déclenkdrgiression du régulon PICR et l'activation
des génes qu'il contréle.

1.3.Bases moléculaires du systéme PIcR-PapR

PIcR est composé d’'un domaine N-terminal de liaiadlPADN (domaine HTH) et
d’'un domaine C-terminal de régulation. Ce derngl@ méme compose de cing motifs TPR
(Tetratricopeptide Repeat) (Bouillaet al, 2008; Declercket al, 2007). Les motifs TPR
correspondent a des structures conservées impfiqieses les interactions protéine-protéine
ou protéine-peptide.

Une récente analyse crystallographique a permisl&erminer les bases moléculaires du
systéme PIcR-PapR (figure 13 A). Leur étude straftupar rayons X montre comment le
peptide-signal extracellulaire PapR se fixe suégulateur de transcription PICR, et suggere
comment cette interaction engendre la transcriptengenes de virulence. La liaison du
peptide PapR avec PIcR entraine un rapprochemeiohetune fermeture des domaines TPR.
L'ouverture et la fermeture de ces domaines TPRéterait un mouvement de levier aux

domaines HTH via leur linker. En I'absence de Paj@R, domaines TRP sont donc dits
"ouverts" et les domaines N-terminaux des linkenst $oints. Cette configuration rapproche
les domaines HTH et les stabilise dans une posmiactive. PICR ne peut pas lier TADN. En

présence de PapR le levier est inversé et PlcBapable de lier 'ADN (figure 13 B).

A
HTH
TPR
PapR———
CH#H % 44 4. 1<# 1< L o## $#
# - 1< * 1 <FE# H' 61<
# 868 # 4 '5  $#
# E 7 4. 51 # F5 - '6
IH # 4. 1<
868'
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1.4.Importance et réles du régulon PIcR au sein du grque B. cereus

Le systeme PIcR-PapR est un systéme de "quorunmgérmgii controle la virulence
des bactéries du groufe cereusLes bactéries ayant développé ces systemes diatiég
génétiques, peuvent ainsi communiquer entre ellgsie, la population bactérienne adopter
un comportement d’organisme multicellulaire. Cestéayies de communication sont utilisés
pour coordonner, au sein d’'une population bactégerdes fonctions essentielles pour
I'adaptation aux conditions environnementales, cemanvirulence, le transfert de genes, la
production d’antibiotiques ou la sporulation. Lestéries peuvent, par exemple, se multiplier
docilement dans lintestin humain jusqu'a ce querdesystemes de communication leur
indiquent qu’elles sont suffisamment nombreusesr faine face au systéme immunitaire
humain et c’est & ce moment que chaque individuodée la communauté bactérienne
commence a produire un ensemble de facteurs demni (toxines, hémolysines...).

Le géneplcR a été trouvé chez les différentes especes bautégeappartenant au
groupe B. cereus Chez B. anthracis le geneplcR est tronqué et son produit n'est pas
fonctionnel. Une étude du régulon PIcR révéle asedenes régulés par PICR sont présents
chezB. anthraciset peuvent étre réactivés par l'introduction dueg#oR de B. thuringiensis
(Mignot et al, 2001). La délétion du gemcR chez ces bactéries conduit a une diminution
du pouvoir pathogene chez linsecte et la sourigjsrmaussi dans certains cas, des
endophtalmites (Callegaet al, 2003).

Comme ['écrivent Slamtet al, "D'un point de vue finaliste, la sélection d'un te
systeme de régulation permettrait donc aux bastéhiegroupeB. cereusde s'engager dans
un processus infectieux, si les conditions enviesnentales sont favorables et seulement si le
nombre de bactéries présentes est "jugé" suffigaumt que I'action engagée ait une chance de
succes" (Slamtet al, 2003). En d'autres termd8, cereusse comporte comme certaines
espéeces animales qui chassent en meute et n'attapueslorsque le gibier n'a aucune chance
de résister compte tenu du nombre des agresseurs.

La majorité des genes régulés par PICR, code peipibtéines sécrétées ou localisées
dans la membrane cellulaire, c’est a dire a l'ilaige entre la bactérie et son environnement
incluant les hétes eucaryotiques. Les protéasesphespholipases, les enterotoxines et les
hémolysines sont retrouvées a cette interface. €eg/mes sont impliguées dans la
dégradation des tissus de I'hGte. Les phopholipatetes sphingomyelinases induisent
'hémolyse et la métalloprotéase InhA2 est implgudans la protection de la cellule
bactérienne contre les défenses immunitaires diel’hLes protéines impliquées dans la

synthese du peptidoglycane sont aussi impliquéas taprotection de la cellule. De plus,

25



Etude bibliographique.

trois peptides antibactériens et quatre transprtda drogues s’'averent étre contrélés par
PIcR et protegent ainsi la cellule de la compétiiwec d’autres bactéries.

Ces fonctions fonctionnent en synergie de maniexpp@rter nutriments et protection
a la bactérie dans un environnement hostile (Geha, 2008). Ces différentes fonctions

attribuées a 'organisation du régulon PIcR sopértoriées figure 14.

%

Ars

&*

H# ) @ # # 1<5 -F / © (33K

En plus de ces fonctions de protection, Godtaal ont montré en 2008 que quatre
senseurs appartenaient au régulon PIcR. Un d’entxe(YufL) appartient a un systeme a
deux composants et les autres sont des protéiseggemt une activité chimiotactique (McpA

et TIpA) et un régulateur produisant un messagasrssaire.

Ainsi le systeme de quorum sensing PIcR/PapR permiénhtégration de nombreux

signaux et I'adaptation continuelle de la cellule on environnement
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1.5. Les facteurs de virulence échappant au contrdle delcR

Si PIcR régule la transcription de nombreux geoedant pour des facteurs de
virulence cheB. cereuset B. thuringiensiscertains se voient régulé via d'autres systemes.
C'est la cas du céreulide, la toxine émétique efladmétalloprotéase InhAl, un facteur de
virulence impliqué dans le contournement du systémmunitaire de I'héte (Ramarao &
Lereclus, 2005).

Une étude menée en 2009 a permis de mettre eméeidie réle des facteurs de transcription
PIcR, SpoOA et AbrB sur la production du céreulada transcription du genees codant
pour la peptide synthétase responsable de son hlsggmLes résultats ont montré que le
céreulide n'est pas sous le contréle du réguld®eR mais appartient au régulon SpoOA-
AbrB (lucking). Dans ce systeme de régulation, $peét un répresseur du facteur AbrB qui
est lui-méme capable d'agir directement et negative sur la transcription du géeoesvia sa
fixation sur sa région promotrice. En affectantatégment la transcription dms AbrB agit
comme un répresseur de la production du céreulide.

L'autre facteur de virulence dont la régulation iagependante de PICR est InhAl. Il a été
montré que cheB. thuringiensis,son expression est indirectement régulée par AlrB

réguleSinRcapable a son tour de réguler I'expressionnté\l (Grandvalegt al, 2001).

2. Le systéeme a deux composants ResDE

Il a été montré que le pouvoir pathogéneBdecereusétait dépendant des facteurs
environnementaux tels que le pH, la températuregtecentration en glucose ou la tension en
oxygene. Des travaux récents ont montré que laugptomh des toxines Hbl et Nhe était
dépendante du métabolisme et que leur productiaib @us importante lorsquB. cereus
était cultivé en anaérobiogPuport et al, 2004). Cette augmentation de la production des
entérotoxines est d’autant plus marquée que lenpietel’oxydoréduction est faible (Zighet
al., 2006a). Ces données sont en accord avec lestiomsdrencontrées dans le milieu
intestin, caractérisé par environnement anaérobidomement réducteur (-150 mV). |l
semblerait que ce soit dans ce milieu duecereusproduise les toxines responsables du
syndrome diarrhéique. Des régulateurs intervenamis da réponse a ces deux facteurs
(anaérobiose et POR) ont été identifiés. Il s’'dgitsysteme a deux composants ResDE et de

la protéine Fnr (Fumarate Nitrate Reductase) (Dugtaal, 2006; Zigheet al, 2007).
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2.1 Les systemes de régulation a deux composants: géalées

2.1.1 Mécanisme général d'un systéeme a deux composants

L’'adaptation a I'environnement est essentielle dawsurvie de tout organisme. Pour
s’adapter rapidement aux milieux extrémement vaetésux fluctuations environnementales,
les procaryotes ont adopté des systemes élabaapaples de détecter et de réagir aux
molécules vitales ou toxiques a leur développenm@atre les facteurs de stress tels que la
température, le pH, la concentration de nutrimdatsgellule doit s’adapter aux variations de
gaz diatomiques. Tres souvent, différents factedes stress agissent sur une bactérie
simultanément et affectent des processus cellslaimécessitant I'interaction de systemes
varies de réponse et de régulation. Ces composintgggulation incluent souvent des
systémes de régulation a deux composants (two-coemparegulatory systems ou TCS),
responsables de la régulation de I'expression degneux genes.

Historiquement, le terme "systeme a deux composan&té utilisé la premiere fois
pour décrire une nouvelle classe de systemes téguachez les procaryotes (Nixenhal,
1986; Parkinson & Kofoid, 1992; Stoodt al, 1989). A ce jour, plusieurs centaines de
systémes a deux composants ont été décrits chudart des organismes vivants. Chez les
Archaea et les eubactéries (Alex & Simon, 1994; rBxiet al, 1989; Loomiset al, 1997)
chez des organismes eucaryotes ou ils constitiéntlds protéines codées (West & Stock,
2001), comme dans la plareabidopsis thalianau ils jouent un réle dans la régulation de
I'utilisation de I'éthyléne (Chang & Shockey, 199%)la levureéSaccharomyces cerevisiaa
ils interviennent dans I'osmorégulation (Ota & Mfaagsky, 1993). Ces exemples donnent a
penser gu'un mode de transmission de certains sxgisanilaires a celui des bactéries
pourrait étre aussi présent chez certains orgasisew®aryotes. Les systémes a deux
composants représentent la forme majoritaire déssvde signalisation cellulaire chez les
bactéries et plus de 60 de ces systémes ont é&éad@s uniquement chdzscherichia coli
(Mizuno & Tanaka, 1997; West & Stock, 2001). lisnsprésents chez des bactéries Gram-
négatives et Gram-positives dans des fonctionsi aliférentes que le chimiotactisme
(Bischoff & Ordal, 1991), la compétence (Weinraueh al, 1990), I'osmorégulation
(EnvZ/OmpR) (Parkinson & Kofoid, 1992; Stoek al, 1989) et la sporulation (Burbulyt
al., 1991), et contrélent en plus la régulation dexpiession de toxines et de protéines

impliquées dans la pathogénicité (virulence, raaist aux antibiotiques).

28



Etude bibliographique.

2.1.2 Transduction du signal

Un systeme de transduction du signal fonctionne nsenune voie d’information
intracellulaire qui relie un stimulus extérieur @euréponse adaptative. En dépit de la grande
diversité du nombre de stimuli et de réponses, aiit pombre de stratégies moléculaires est
mis en oeuvre pour la signalisation. La phosphtipfatransitoire est une des stratégies
fondamentales. Beaucoup de processus de transdugisignal procaryotes impliquent des
protéines kinases qui s'autophosphorylent et phargfdnt des résidus spécifiques d’autres
protéines : sérine, thréonine, tyrosine, et daatad¢gulent leur activité.

Les TCS sont structurés autour de deux protéinesereees: une histidine kinase
(HK) et un régulateur de réponse (RR). Les stirdeli’environnement sont détectés par le
domaine senseur de I'HK et provoquent I'autophosghtion ATP-dépendante d’un résidu
histidine (H) dans I'histidine kinase. Le régulatele réponse permet ensuite le transfert d’'un
groupe phosphate a partir de I'histidine phospléaywers son propre résidu aspartate. La

phosphorylation du domaine de RR active alors unaioe effecteur qui induit une réponse

spécifique.
Stimulus
l Domaine de Domaine kinase Domaine de
Domaine senseur  dimérisation ATP-dépendant régulation  Domaine effecteur

w

- SoE} .

On©

T™M1  TM2
ATP @
ADP

C# 0 5# * - 7 #. ' #
# 5# * 5 A F8H # #  # F8H'
# # 4 # # FH# # #
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Comme la plupart des protéines de transduction ignak les systémes a deux
composants sont modulables au niveau de leur acthie. Des arrangements différentiels de

domaines conservés au sein d’'une protéine ou diiatéon différente de protéines dans une
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voie de signalisation, permettent une adaptahilitéschéma basique des systemes. Dans la
majorité des cas, I'histidine kinase est dite bitionmnelle et peut, en plus de la
phosphorylation, catalyser la déphosphorylatiométulateur de réponse. Ainsi, pour ce type
d’histidine kinase, le stimilus peut réguler l'att® kinase et phosphatase. Cette double
activité est connue sous le nom de "phospho-relais”

Il existe une variante plus complexe que le systdéuit ci-dessus. Dans quelques cas,
il a été montré que le systeme de phosphorylatiaih & composants multiples et commencait
souvent avec une histidine-kinase hybride comprtenandomaine RR additionnel en C-
terminal. Il y a dans ce cas un transfert de phatgpbupplémentaire et le schéma implique la
présence d’'une protéine HPt (histidine phosphotéaase) intermédiaire (Laub & Goulian,
2007). Afin d'illustrer le mécanisme de phosph@i®lde ces deux types de systemes a deux
composants bactériens, j'ai choisi de présentex dgstemes représentatifs et bien décrits : le

systéeme EnvZ/OmpR et le systéeme ArcAE deoli.

2.1.3 Description de deux systemes a deux composantslesode

2.1.3.1 Le systéme a deux composants EnvZ/OmpR

Le systeme a deux composants EnvZ/OmpR. @oli, impliqué dans la réponse a
I'osmolarité, est représentatif du schéma basigtreuvé dans la plupart des systemes a deux
composants et notamment dans le systtme ResDEquél Iporte une partie de ce travail de
thése. OmpR est un des membres d'une large faddlleégulateurs de réponse portant le
méme nom. Chek. colj, il existe au moins 15 protéines pour lesquekeséiquence en acides
aminés montre de fortes similarités avec la sequudadOmpR. Parmi ces protéines on trouve,
PhoB, PhoP, KdpE, ArcA et CreB. De plus, des membee cette famille ont été retrouves
dans d’autres espéces bactériennes ainsi que cleéqugs eucaryotes. Ceci suggéere que les
membres de la famille de régulateurs de réponse RQrspnt parmi les régulateurs de
transcription les plus répandus.

La partie C-terminale de I'HK EnvZ comporte dewxndones (figure 16). Le premier
contient le résidu histidine, site de I'autophosptaiion. Le deuxiéme domaine renferme une
région conservée N G1 F G2 formant une poche capibtapturer une molécule d’ATP qui
est utilisée pour la phosphorylation du résiduidiisé. Le groupement phosphate est ensuite
transféré sur un résidu aspartate conservé du demégulateur (région N-terminale) de la
protéine régulatrice de réponse OmpR. La régiorr@inale de OmpR (domaine effecteur)
est un domaine de liaison a 'ADN et permet a latgine de modifier I'expression de genes

cibles (ex : porines). En réponse au stimulus, Einadsmet le signal a son partenaire OmpR
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en le phosphorylant. Cette phosphorylation augméamteonstante d’affinité de OmpR a
I’ADN. OmpR phosphorylé (OmpR-P) va ainsi pouvoiocdler I'expression de genes cibles.

B+ < # #r- SR T
#. "S?@ < 5 # # 7 A
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- 4 8: 6
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2.1.3.1.1 Les histidine-kinases : structure et fonction

Une récente étude génomique a permis d’identfmiron 350 membres de la famille
des histidine-kinases. La plupart représente de®ipes membranaires et homodimériques.
Elles contiennent un domaine senseur N-terminadplaémique couplé a un domaine kinase
C-terminal cytoplasmique. Les domaines senseursiemtséquences variables reflétant bien
la diversité des signaux environnementaux qu’ilvelat percevoir. A l'inverse, le domaine
kinase est plus conserveé et peut étre caractéaisarpensemble de motifs trées conservés au
niveau de la séquence primaire. |l s'agit des mafif N, G1, F et G2 (Figure 17).
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Toutes les histidine-kinases présentent cette signaSur la base de 'organisation de leur
domaine, ces HK ont été groupées en deux classesimes. EnvZ appartient a la classe |.
Dans celle-ci, la région contenant le motif H (déshistidine, site de I'autophosphorylation)
est directement liée a la région contenant lestlesumotifs. Cette derniére région est aussi
appelée domaine CA pour "Catalytic and ATP-bindingans la classe Il représentée par
CheA, la région contenant le motif H est plus ditgadu domaine CA (Duttat al, 1999).

Chez EnvZ, la région contenant I'histidine kinadd),( consiste en deux domaines
fonctionnels complémentaires : un domaine de 6idugsque I'on appelle aussi le domaine
DHp pour "Dimerization and Histidine phosphotranfet un domaine de 161 résidus qui
correspond au domaine CA (figure 18). Le domaing@i§t donc le site de dimérisation de

EnvZ ainsi que le site ou a lieu la réactiortrd@s phosphorylation dépendante de I'ATP.

<+<—— Membrane cytoplasmique

## 44 F# ' 222H'
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2.1.3.1.2 Les régulateurs de réponse: structure et fonction

Plus de 400 RRs différents ont été identifies jussgrésent. Les RRs sont en général
situés a la fin des chaines de phosphotransfed. gt@éines possédent en général deux
domaines dont un domaine receveur N-terminal cogsglenviron 125 acides aminés et un
domaine effecteur C-terminal variable en raisohadeariabilité des promoteurs régulés.

Le domaine linker du régulateur OmpR est sensiblie @rotéolyse et ceci est altéré par la
phosphorylation et la liaison & 'ADN. Ce linkernsiele avoir un réle important dans la
communication entre les deux domaines du régulathez OmpR il présente une longueur
de 15 acides aminés et est plus long que celuhd® ui présente une longueur de 9 acides
aminés seulement (Kenney, 2002).

La structure du domaine C-terminal du régulateup@rast a présent bien connue. Comme le
montre la figure 19, le motif de liaison & '’ADNppelé wHTH (winged Helix Turn Helix),
est formé de plusieurs feuilletsanti-paralléles et de trois hélicesLe domaine N-terminal
est composé de cinq brins paralléles entourés de cing héliceset comporte le site de
phosphorylation de la protéine (aspartate 55 paupR). Grace au domaine HTH, OmpR
possede la capacité de se fixer de maniere spgeiid ADN. OmpR initie la transcription en
établissant un contact direct avec la sous-unit® I’ARN polymérase. Des expériences de
mutations ont permis de montrer que la boucle glie les hélices 2 et 3 du domaine C-
terminal de OmpR assurait I'interaction avec lassonité de I’ARN polymérase (Pratt &
Silhavy, 1995).
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Domaine
receveur

Domaine
effecteur

Résidus hydrophobes conservés et formant le domaine
hydrophobe du domaine receveur
Autres résidus hydrophobes conservés

mmmmm Résidus hydrophobes conservés impliqués dans les
interactions interdomaines

mmmmm Résidus hydrophobes conservés et formant le domaine
hydrophobe des hélices
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2.1.3.2 Le systéeme a deux composants ArcAB

Le systeme a deux composants ArcAE.dcoli est un exemple plus complexe de ce
type de signalisation. Il assure une réponse auatians de la teneur en oxygéne. Avant
d’étre transféré sur le résidu aspartate du RR AideAgroupement phosphate subit un
transfert en cascade au sein de la protéine HK A&rBe un premier résidu histidine, site de
I'autophosphorylation, un résidu aspartate, et eaxééme résidu situé dans un domaine

appelé HPt pour "Histidine-containing Phosphotrarese".
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2.1.4 Les systémes a deux composants et la virulence

Les systemes a deux composants représentent leséEments communs impliqués

dans la régulation d'un large spectre de systémegirdlence. Ceci implique la possibilité

gu’un inhibiteur commun a ces systemes puisse l&ilisé pour atténuer voire éliminer la

virulence chez une grande variété de pathogénes.siistemes a deux composants sont

ubiquitaires chez les bactéries. Les protéines classtituant présentent des séquences

communes particulierement les acides aminés |l@ésala niveau du site actif. Le tableau

suivant énumeére la majorité des systémes a deupasants impliqués dans la régulation de

la virulence.

ance

microorganisme SDC senseur/régulateur Régulation
Staphylococcus aureus srrA/srrB régulateur global de la virulence
saeS/saeR exoprotéines
arlS/arlR exoprotéines
agrA/agrC exoprotéines
Salmonella sp phoQ/phoR virulence
pmrB/pmrA virulence
envZ/ompR virulence
Listeria monocytogenes resD/resE virulence
ViIrS/VIrR atténuation de la virulence
lisK/lisR atténuation de la virulence
Pseudomonas aeruginosa prpA/prpB virulence, mobilité cellulaire et
quorum sensing
algR/agrD capsule
pilS/pilR Formation des pili et fimbriae
Clostridium perfringens VirS/VirR toxines
Escherichia coli envZ/ompR virulence
CpxR/cpxA capsule
rcsB/rcsC capsule
Vibrio cholerae arcA/arcB virulence
toxS/toxR toxines, pili, hémolysines
Klebsiella pneumonae ntrA/ntrC uréase
Helicobacter pylori flgS/flgR flagelles
arsS/arsR uréase et autres génes de résist|
a l'acidité
Enterococcus faecalis vanR/vanS résistance a la vancomycine
Bacillus anthracis brrA/brrB (ou ResDE) virulence

6 #0 *- 7 #
8 22H
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35



Etude bibliographique.

Des homologues du systeme ResDE, impliqués dan®dalation de genes de
virulence, ont été identifiés chez des pathogéemds ¢ue Listeria monocytogenest
Staphylococcus aureus.

Dans le systeme SrrAB & aureusSrrA est le régulateur de réponse et présente 81%
d’homologie avec ResD et SrrB est le senseur mambr et présente 60% d’homologie
avec ReskE deB. subtilis Le systeme SrrAB régule le métabolisme respiratat la
production de facteurs de virulence en absenceydéne (Yarwoockt al, 2001).

Le régulateur ResD de. est nécessaire pour la répression de I'expressegdnes
de virulence en présence d’'une source de carboilenfeent fermentée (Larset al, 2006).

Des analyses de séquences ont permis d'identifie@yatéme homologue de ResDE cBez
anthracis Il s’agit du systeme BrrAB (Vetter & Schlievei2007) encore appelé ResDE
(Wilson et al, 2008) dont le role dans la régulation de la einge reste encore incertain. En
effet dans une étude menée en 2007, Vetter et\&rhimontraient que le systeme BrrAB de
B. anthracisfaisait le lien entre le métabolisme et la vir@erchez ce pathogéne. Chez le
mutant brrA, les géenes codant pour les trois toxitefspag et cya étaient largement sous
exprimés et la souche ne pouvait ni sporuler nitteroen anaérobiose. Lors d’'une étude
publiée en 2008, Wilsoat al montraient, cette fois, que la délétion des g&esDet ReskE
n'affectait pas I'expression du gemmgA (Anthrax Protective Antigen) codant pour un
antigeéne de la toxine de I'anthrax ni celle du géogant pour le régulateur de viruleratgA
Les auteurs suggérent que la mutation du systens®lRe&’accompagne d’'un phénotype
complexe résultant de la dé-régulation du métalmaisespiratoire. C’'est cette perturbation

qui affecterait indirectement la virulence Beanthracis

2.1.5 Le systeme a deux composants ResDE

2.1.5.1 Le systéme a deux composants ResDB.dribtilis

B. subtilisa longtemps été considéré comme une bactérieia&inicte. Cette bactérie
est en fait capable de croitre en I'absence d'ameygi utilisant le nitrate et le pyruvate
comme accepteur alternatif d'électrons. La nitrétlictase dissimilatrice (NarGHI) constitue
I'étape terminale de la chaine respiratoire ana&rélle associe la réduction du nitrate a la
génération d'une force proton-motrice nécessaire auiivités vitales de la bactérie en
conditions d'anaérobiose. Le nitrite issu de lpiration nitrate est excrété grace a la protéine
NarK.
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L’expression des génes impliqués dans la respiraérobie et anaérobie est sous le
contrble du systeme ResDE. L’étude initiale de gstesne montrait qu’il régulait la
transcription de I'opéromesABCDEauquel il appartient et codant aussi pour desepres
similaires a celles impliguées dans la biogeneseydachrome ¢ (ResABC) (Suet al,
1996). C’est aussi le cas du gartaA responsable de la conversion de 'heme O en héme A
du génectaB responsable de la conversion de 'heme B en héne¢ de I'opéronpetCBD
(cytochromebf). Mais ResDE contrble aussi les genes impliqués dia respiration nitrate,
tel :

- Le locus nar de B. subtilis contenant les génesarK-fnr (extrusion du nitrite,
régulateur Fnr)nirC (protéine de transport du nitrite)rearGHJI (nitrate reductase).
- Le locusnascontenanhasBCetnas DEF(nitrite reductase).

- Le genehmpcodant pour une flavohémoglobine (Nakano & Zuthegs).

Membrane cellulaire

# (O # B " #
FIA V># 22H'

Le senseur ResEposseéde deux domaines transmembranaires ainsin gdamaine

extracytoplasmique relativement large. Entre leosdcdomaine transmembranaire et le
domaine kinase, on trouve un domaine "linker" HANHAstidine kinase, Adenyl cyclase,

Methyl-accepting chemotaxis protein, Phosphatase) elomaine PAS.
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L’acronyme PAS (Nambet al, 1991) a été utilisé a I'origine pour décrire wnthine
de 270 acides aminés entourant deux régions répéRES A et PAS B) de 50 résidus
chacune, identifiee dans trois protéines différenteLa protéine PERPeriod circadian
protein" chez la drosophile (Creves al, 1988), ARNT Aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator protein” chez les vertébrés (Hoffneral, 1991) et la protéin&IM "Single
minded protein” chez la drosophile. Ces trois pn&® sont impliqguées respectivement dans
la régulation du rythme circadien, I'activation lderéponse xénobiotique et la détermination
du devenir des cellules.

Pour un grand nombre d’histidine kinases, les doesextracytoplasmiques et PAS
sont impliqués dans la perception du signal tagdesle domaine HAMP est impliqué dans la
transmission de ce signal entre les deux domaintissgpare. Dans cette configuration, le
signal peut étre percu aussi bien depuis I'extéramila cellule que depuis le cytoplasme.
L’étude des domaines extracytoplasmiques de queliséidines kinases a permis de révéler
une grande variété de stimuli percus. Parmi eukrane une phéromone extracellulaii (
subtilis: ComP), I'ion métallique Mg (E. coli etS. enterica PhoQ) ou encore le citratk.(
pneumoniae CitA). Le domaine PAS, trés important aussi deansrocessus d’acquisition du
signal, est connu pour percevoir divers stimuli omeria lumiére, 'oxygene ou encore |'état
redox intracellulaire. Les ligands interagissaneace domaine sont tout aussi divers et
incluent la flavine adenine dinucléotide (FAD), dihe, les clusters [2Fe-2S] et le 4-
hydroxycinnamoyl.

Le domaine PAS est requis pour I'activité de Res&se probablement impliqué dans
la perception du signal associé a une limitatioroeygene (Barualet al, 2004). Le signal
percu par ReskE reste inconnu. De nombreux parasnététaboliques comme le ratio

NADH/NAD *ont été testés mais ces travaux n’ont pas appemnémbnse claire.
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Le régulateur de réponse Red3t cytoplasmique et est actif lorsqu’il est phusylé.
Cependant, des travaux ont montré que la protéeeDRmutée au niveau de son site de
phosphorylation, pouvait tout de méme activer Engcription (Genget al, 2004). Des
travaux ont montré que la fixation de ResD surégian promotrice du geneydA dont il
régule I'expression, n’était pas dépendante dehlasphorylation. Ainsi, au niveau d’une
région promotrice contenant plusieurs sites detibwapour ResD, la phosphorylation pourra
étre nécessaire ou non a linteraction protéine/ADHN plus, il est envisagé que ResD puisse
étre phosphorylé par une histidine kinase autreRpsE (Puri-Tanejat al, 2007). Le rble de

la phosphorylation de ResD reste a ce jour tresraeersé. Des études ont montré que ResD
était un monomeére quelque soit son état de phoglaltion et qu’il pouvait se fixer a certains

promoteurs sous sa dépendance sous cette formemadgae (Gengt al, 2007).

2.1.5.2 Les systémes a deux composants éghezereus sensu lato

La présence d'un certain nombre de systemes tégmaa deux composants (en
moyenne 40) suggere qu’ils forment une famille intguate de régulateurs chBz cereusUn
ensemble complet d’histidine kinase (HK) et de fégurs de réponse (RR) a pu étre
récupéré de huit génomes de bactéries du gr@ipeereus sensu latoB. cereus sensu
stricto, B. anthraciset B. thuringiensis Environ 40 paires de genelk-RR ont été détectées
chez chaque membre du groupe. En outre, chaque re@woitient beaucoup de genes de HK
et de RR non codés par des "paires” et donc "an#ieDes fonctions biologiques putatives,
y compris la participation dans des interactionyiddence et les relations héte-microbe, ont
été proposées pour le groupecereusen comparant les HK et les RR a cewBdsubtiliset
d’autres micro-organismes (de Besiral, 2006).

B. anthracissemble étre dépourvu de HK et de RR spécifiquesasere contenir
beaucoup de génes tronqués et donc potentiellemanfionctionnels. La spécialisation Be
anthracis comme pathogéne pourrait avoir réduit la gammestdauli environnementaux
auxquels il est exposé. Ceci a pu avoir eu powltaida suppression de quelques génes de
HK et de RR et vice-versa.

B. cereusATCC14579 possede de nombreux systemes de régulatiatifs: 55 HK,
48 RR, 39 systemes HK-RR, des systémes orphelihgiklet 7 RR) et 2 systemes hybrides
(HK-RR). B. cereugposséde en moyenne 10 systemes HK-RR de pluB.quebtilis(tableau
6). L'importance quantitative de ces systemes dgilafion pourrait expliquer, en partie,
'extréme adaptabilité dd3. cereusa différents milieux et laisserait présager sandea

capacité d’adaptation aux changements environnement
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espece HK RR Paireg fusions | ‘Orphelins’
HK-RR | HK-RR HK RR

B. cereusATCC 14579 55 48 _39 2 14 7
B. cereusATCC10987 54 49 40 2 12 7
B. cereusZK 57 52 43 2 12 7
B. thuringiensis konkukian 58 52 44 1 13 7
B. anthracisAmes (0581), 52 51 41 1 10 9
Sterne
B. anthracisA2012 50 50 38 1 11 11
B. subitilis168 35 35 29 0 6 6

6 #+ *- # # 4 B 4 4 F
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2.1.5.3 Le systeme a deux composants ResDB.desereus

Le systeme a deux composants ResDEBde&ereusest homologue a celui d8.
subtilis Une analyse du génome Be cereusATCC 14579, a montré que, comme cliiez
subtilis, les génesesDE de B. cereus composaient une unité transcriptionnelle incldars
un opéron plus large (figure 22).

0 Les trois genes en amorgsA resB et resC codent pour des protéines
homologues aux protéines de biogenése du cytochcome

o resE code pour une protéine de 591 acides aminés aveanasse molaire
théorique de 66.4 kDa et partage 79% d’identité&c daekinase ResE dB. subtilis Comme
ses homologues, la protéine ResE Rlecereusprésente toutes les caractéristiques de la
famille des protéine kinases.

o resD code pour une protéine de 238 acides aminés sene une masse
théorique de 27.4 kDa. Cette protéine partage 5%derdité avec le régulateur de réponse
ResD deB. subtilis La protéine ResD dB. cereusappartient, au méme titre que celleRle
subtilis a la sous famille de régulateurs de réponse ORtd8 (Kenney, 2002).

Le systéeme ResDE est trés largement conservé dayieupeB. cereusce qui révele
son importance physiologique. L'implication du ®yse ResDE dans [|'adaptation
métaboliqgue a bas POR et dans la toxinogenese ai8g en évidence chez la souche
diarrhéiqueB. cereud=4430/73 (Duporet al, 2006).
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Les figures 23, A et B représentent respectivememgianisation génétique desDE

et 'organisation structurale des protéines ResRestE.

A
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3. La protéine a centre Fer-Soufre, Fnr

3.1 Les protéines de la famille CRP/Fnr : Généralités

Plus de 250 facteurs de transcription controlediession des genes de I'organisme
modeleE. coli. Certains sont opérons spécifiques alors que @&awont connus pour étre des
régulateurs globaux contrélant I'expression d’'uangk nombre de promoteurs en réponse a
des signaux environnementaux spécifiques (Browatrag, 2004).

E. coli, bactérie anaérobie facultative, dispose de nonslee stratégies pour s'adapter aux
variations des concentrations en glucose et ename/ge son environnement.

Les protéines CRP (CAMP Receptor Protein) et Fom@&rate Nitrate Reductased’
coli, sont toutes deux des activateurs transcriptienglelbaux. Ils régulent un grand nombre
de promoteurs en réponse a l'absence de glucose GieE et d’oxygéne pour Fnr. Les

séquences primaires des deux protéines sont prethes homologies de structure suggeéerent
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une évolution des deux protéines depuis une origomemune (Kolbet al, 1993; Spiro &
Guest, 1990).

Les deux facteurs, CRP et Fnr, activent la trapson en établissant un contact direct
avec 'ARN polymérase au niveau de régions cibles gromoteurs dont I'expression est
régulée. lls agissent sous forme dimérique au oivdan site spécifique de 22 pb dont la
position peut varier d’'un promoteur & un autredirir ainsi ses caractéristiques (Spétoal,
1990; Winget al, 1995). Leur découverte successive, la caracténsat la mise en évidence
de similarités structurales des deux régulateutsdonné naissance a la grande famille des
régulateurs CRP/Fnr (Shaast al, 1983).

3.2 La protéine réceptrice de 'AMP cyclique dE. Coli: CRP

La protéine CRP encore appelée CAP (Catabolitevatoti protein) active la
transcription de plus d’'une centaine de promotelumssque la concentration en glucose
diminue dans le milieu, un signal de carence altaie: est déclenché sous la forme d’'une
augmentation du taux d’AMPc. L’AMPc forme un comyieavec CRP et se lie a ’'ADN en
amont du site de fixation de 'ARN polymérase. lamplexe CRP-AMPc agit comme un
inducteur en augmentant I'affinité de ’ARN polyraée pour le promoteur de I'opéron. Cette
régulation positive peut permettre d'augmenter dacteur 50 la transcription de l'opéron
lactose. On comprend alors qu'en présence de guidosy a pas de complexe CRP-AMPc
disponible : le niveau de transcription de l'opélactose est donc tres faible. En présence
d’AMP cyclique, la protéine CRP se fixe sur deesispécifiques de promoteurs cibles
permettant ainsi la fixation de 'ARN polyméraseRNP) et linitiation de la transcription
(Busby & Ebright, 1999). La protéine CRP est lenmiex régulateur de la transcription dont la
structure tridimensionnelle a été déterminée. été& le sujet de nombreuses études et est
devenu, pour ces raisons, un systeme modéle pdwdé structurale et fonctionnelle des
facteurs de transcription.

Par opposition a d’autres facteurs de transcriptierfonctionnement de la protéine
CRP est relativement simple. Elle ne nécessiterésgmce que de trois macromolécules :
CRP, 'ARN polymérase et la séquence d’ADN cible.
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3.3 Interaction de la protéine CRP avec 'AMPc

CRP est un facteur dimérique de 45 kDa constitufeldx sous-unités identiques de
209 acides aminés (Cossart & Gicquel-Sanzey, 198)Yomaine N-terminal (résidus 1 a
139) est impliqué dans la dimérisation de CRP ajns dans son interaction avec 'AMPc.
Le domaine C-terminal (résidus 140 a 209) est resqigle de l'interaction avec I’ADN via un
motif hélice tour hélice (Brennan & Matthews, 198%igure 24, A).

A B
AMPc
— CRP
P # () &<1'! # # &<1' -
750

Chaque monomere peut lier une molécule d’AMPc émra un changement de
conformation d’une apo-forme inactive vers un ca@®pl CRP/AMPc actif (Figure 24, B).
Une étude a montré l'existence de trois conformatidle CRP différentes. Selon la
concentration en AMPc : la forme apo-CRP, le coxpl€RP/(AMPc) ou encore le
complexe CRP/(AMPg) L'apo-forme de CRP se fixe a ’'ADN avec une failalffinité et
sans spécificité de séquence. La forme CRP/(AMPogsente une forte affinité pour
'ADN et est trés spécifique tandis que le compléx@P/(AMPc) semble moins actif
(Harman., 2001). CRP interagit avec une séquenoeétsigjue de 22 pb dont le motif
consensus est : 5'-AAATGTAORTCACATTT-3’ (Ebrightet al, 1989).

En examinant un monomere et son demi-site de fimaii 'ADN, plusieurs points

de contact entre la protéine et 'ADN peuvent éemntifiés. En effet, il se crée des liaisons
hydrogéne entre les résidus Al GIu'®, et Arg'®® et TADN (motif RER sur la figure 25).
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Les promoteurs dont I'expression est dépendantefadteur CRP, peuvent étre
désignés selon trois classes (Busby & Ebright, 1999

La régulation des promoteurs CRP-dépendants deselds nécessite une seule
molécule CRP et présente un site unique de fixgimur CRP localisé en amont du site de
fixation de 'ARN polymérase. Le site CRP peut &rmé a différentes distances du point
d’initiation de la transcription, en position —9282.5, -71.5 ou —61.5. L’activation de la
transcription implique une interaction protéine{pioe entre CRP et le domaine C-terminal
de la sous-unité de 'ARN polymérase. Le promotelac est le promoteur de classe | le
mieux caracterise.

La régulation des promoteurs CRP-dépendants deseldisnécessite aussi une seule
molécule CRP pour leur activation et ont un sitdixiion unique localisé en position —41.5
et chevauchant le site de reconnaissance de I'ARINNgrase. L’activation de la
transcription implique cette fois deux types d’natgions protéine-protéine : une interaction
entre CRP et le domaine C-terminal de la sous-uaitde I'ARN polymérase et une
interaction entre CRP et le domaine N-terminaladedus-unit@ de I'’ARN polymérase. Le
promoteurgalP1 est le promoteur de classe Il le plus connu.

La régulation des promoteurs CRP-dépendants deseldd est plus complexe et
nécessite deux ou plusieurs molécules CRP ou end@ugtres molécules activatrices

spécifiques. Le promotearaBAD est le plus connu.
3.4 Les protéines a centre Fer-Soufre

3.4.1 Les centres [Fe-S]

Les centres [Fe-S] sont constitués d’atomes detfele soufre liés entre eux par des

liaisons covalentes. Dans les métalloprotéinesoitd la plupart du temps associés a la chaine
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polypeptidique par des liaisons entre les atomefedet les groupements thiols de résidus
cystéine de la protéine.

Il en existe trois types majeurs, les centres [26g-[3Fe-4S] et [4Fe-4S] (Figure 26).

; #O(+ # * E# ;o H4

- Les centres [2Fe-2S$ont composés le plus souvent de deux atomes delitss a
deux atomes de soufre inorganique et a deux at@mesoufre de résidus cystéines de la
métalloprotéine selon une géométrie tétraédriquamse rares cas, tels les centres [2Fe-2S]
de type Rieske retrouvés dans les dioxygénasesinnemes, ils peuvent étre liés a la chaine
polypeptidique par lI'intermédiaire de 2 résidustéie et de 2 résidus histidine. La séquence
consensus retrouvée dans les métalloprotéines lemtcentres [2Fe-2S], est de type
(CX4CX2CXAC) chez les plantes et (G&X.CX,C) chez les vertébrés. On retrouve ce type de
“clusters" dans de nombreuses déshydratases, cqaiasdans le régulateur SoxR (Kiley &
Beinert, 2003).

- Les centres [4Fe-4Skont les plus représentés dans les métalloprotélisese
présentent dans une structure cubique, dans laggektre atomes de soufre et quatre atomes
de fer sont liés a quatre cystéines. Néanmoimstipossible de retrouver d’autres ligands que
le soufre de la cystéine, c’est notamment le cas paconitase des organismes eucaryotes,
pour laquelle, la coordination s’effectue via uaraé d’oxygene (Emptagst al, 1983). Cette
variabilité de ligands tend a expliquer pourquotume séquence consensus n'a été décrite
pour les ligands de ces centres.

- Les centres [3Fe-4Spossédent une structure semblable a celle des48Feanais
'absence d’'un atome de fer, ne permet une codidmagu’avec trois cystéines de la
protéine. Généralement, ce type de centre estitvamaset résulte d’une attaque oxydative

d’'un centre [4Fe-4S] conduisant le plus souventiadtivation de la protéine, c’est
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notamment le cas de la dihydroxy-acide deshydrdas&D) (Gardner & Fridovich, 1991)
et de la protéine Fnri. coli. Dans d’autres cas toutefois, tel la nitrate réakec ¢E. coli, les

centres [3Fe-4S] possédent une réelle fonctiogn@ahnsoret al, 1985).

3.4.2 Roles des centres Fer-Soufre dans la régulatioigggén

Dans un premier temps, les centres [Fe-S] onta&tactérisés dans les protéines de
type "ferrédoxine" (Mortensoat al, 1962) comme ayant un role dans le transfert cigdas
lors des mécanismes d’oxydoréduction. Il faudreraite la découverte de I'aconitase
(Ruzicka & Beinert, 1978), protéine sans fonctiedax mais possédant un centre [Fe-S],
pour mettre en lumiere les fonctions diverses adseca la présence de ces centres
métalliques. La diversité chimique de ces groupamefléte, en fait, tres bien la variabilité
des fonctions associées aux protéines [Fe-S]. Ratableau ci-dessous sont répertoriés les
principaux réles attribués aux centres Fe-S ain& [pur nature et les protéines qui les

contiennent.

IFonction | Exemples | Nature du centre |
[Transfert d’électroncs | Ferredoxines; enzymes redox|[2Fe-2S]; [3Fe-4S]; [4Fe-45]
[Transfert couplé electron/proton |  Nitrogenase | [2B%- |
|Ligation d’un cofacteur/activation || (de)Hydratases | 4Fg-4S] |
| |Radical SAM enzymes | [4Fe-4S] |
| | Acetyl-CoA synthase | Ni-Ni-[4Fe-4S], [Ni-4Fe-58S]
| || Sulfite reductase | [4Fe-4S]-siroheme |
|Stockage du fer | Ferredoxines | [4Fe-4S] |
Structure | Endonuclease I | [4Fe-4S] |
[Régulation de I'expression de gen&exR || [2Fe-2S] |
| |Fnr [4Fe-4S)/[3Fe-4S]/[2Fe-2S]
| [IRP [[4Fe-4s] |
| |IscR || [2Fe-2S] |
[Régulation de I'activité enzymatigi@lutamine PRPP amidotransfergd&e-4S] |
| || Ferrochelatase | [2Fe-29] |
IRéduction ponts disulfures | Ferredoxin:thioredaeiductase|| [4Fe-4S] |
| |\ Hétérodisulfide reductase | [4Fe-4S] |
[Donneur de soufre | Biotin synthase | [2Fe-23] |
6 #9,; $H# $# C; D5 - FR " (330H
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En fonction de l'état d’oxydation des atomes de der les composent : réduit,
(ferreux, F&" ou oxydé (ferrique, P&, des résidus qui les lient & la protéine, de leur
accessibilité aux solvants, on trouvera des paksntiedox et des processus réactionnels
différents pour des centres de méme type. Ainsacggraux fonctions de transfert
d’électrons, les centres [Fe-S] sont des constisuassentiels de protéines des chaines
respiratoires ou photosynthétiques. lls sont desposants a part entiére de sites actifs de
protéines, a fonction redox ou non redox. Enfincentribuant a la structure des protéines,
ils peuvent étre la cible de régulation vis-a-vesstimuli divers, conduisant ainsi a contréler
des activités enzymatiques ou a moduler I'expresdm certains genes. Les centres [Fe-S]
sont des éléments clés dans les fonctions de témuides trois facteurs de transcription :
IscR, SoxR et Fnr. Une notion émergente est quecerBes pourraient déclencher une
réponse cellulaire spécifique en réponse a un oxyih que I'oxygéne (), des especes
réactives de I'oxygene (ROS) ou encore le monoxydeote (NO). Si le NO est avant tout
un polluant, c'est aussi le premier gaz connu gilicamme messager biologique. Sa petite
taille va lui permettre d'entrer dans la celluleden sortir aisément. A la périphérie de la
molécule de NO, gravite un électron qui n'est pgsaaé et qui fait de cette molécule un
radical libre susceptible de pouvoir interagir adi&ttres molécules.

0 Le facteur de transcription SoxR joue un rOle desear dans le cadre du stress
oxydant (stress superoxyde) et nitrosant (stres3. I$On centre [2Fe-2S] passe de I'état
d’oxydation +1 a +2 (dans le cas du stress sup€er)xyu bien se retrouve nitrosylé (dans le
cas du stress NO) (Kiley & Beinert, 2003). Dans cesditions, la protéine est capable de
stimuler (par 100) I'expression du facteur de tecaipgion SoxS qui peut alors activer
I'expression de plusieurs enzymes impliqguées damégonse au stress oxydant (telles que la
SuperOxyde Dismutase).

0 IscR est le répresseur de I'opétisnimpliqué dans la biosynthése des centres [Fe-S]
(Kiley and Beinert, 2003). Il est sensible & I'édas clusters [Fe-S] dans la cellule. En effet,
lorsque le pool de centres [Fe-S] dans la cellsteseffisant et que toutes les protéines [Fe-S]
sont actives, IscR est sous forme holo, contenargentre [2Fe-2S]. Sous cette forme, IscR
se lie a 'ADN et bloque sa propre transcriptionsaique celle de I'opéroisc. Dans le cas
inverse (conditions de carence en centres [FelSJR est sous forme apo et déréprime sa
transcription et celle de I'opérasc.

o Fnrest un des régulateurs pléiotropes de I'an&&seb
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3.4.3 Mécanismes moléculaires d’assemblage des centreSotére

3.4.3.1 Introduction

Il est admis que les centres [Fe-S] peuvent égenaklés de maniére efficaicevitro
dans de nombreuses apo-protéines par reconstitakionique, & partir de E€et d'ions

sulfures %, dans des conditions anaérobies (figure 27).

Apo-protéine Holo-protéine
[Fe-S]
Fe2*
Na,S
DTT
L # (9 " 7 # $# 54

[Fe-S]

Compte tenu de la toxicité des ionsFet S- la synthése des centres [Fe-i8]vivo,
ne se produit pas spontanément et requiert despiveteurs et des protéines spécialisées dans
I'assemblage et le transfert du centre dans lanehadlypeptidique des apo-protéinksyivo,
la biosynthese des centres [Fe-S] fait appel anumehinerie complexe. C’est lors de I'étude
de la Nitrogenase de la bactérie fixatrice d’azdtetobacter vinelandiique les protéines
impliquées dans la biosynthese des centres [FetS3té mises en évidence pour la premiéere
fois (Jacobsoet al, 1989).

La cellule contient en fait un nombre tres limi& "dnachineries” de biosynthése pour
'ensemble des différents centres [Fe-S]. On emvigoessentiellement quatre chez les
bactéries. Il s’agit des machinerii-, ISC, SUF et CSD

3.4.3.2 Les différentes machineries chez les procaryotes

La machinerie NIF

Elle est constituée de plusieurs protéines dontgkases sont organisés en opéron
(opéron nif pour Nitrogen Fixation) (Figure 28), et codant palegs protéines requises
spécifiguement pour I'assemblage du centre [FeeShditrogénasd’ Azotobacter vinelandii

(Jacobsonet al, 1989; Zhenget al, 1993). Au sein de ce systeme, on retrouve quatre
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protéinesNifS, NifU, CysE1 et IscA". L'analyse biochimique de la protéine NifS a méntr
gue celle-ci peut former un homodimére et qu’etbegede une activité cystéine désulfurase.
NifU est également une protéine homodimérique dapadd former un complexe tétramérique
transitoire avec NifS (Yuvaniyama, 2000). Un modaldonc été proposé dans lequel NifS
fournirait le soufre a NifU, qui lui-méme servirgiour I'acquisition du fer et/ou pour
'assemblage conduisant a un centre [Fe-S]. Ced®&leonstruction du centre métallique sur
NifU lui a donné le nom de protéine d’échafaudagée'scaffold”. Comme l'inactivation de
NifS et NifU n’entrainent qu'une diminution de |@dgté de la nitrogenase, I'existence
d’autres protéines aux roles similaires a été agés.

Deux autres genes du locng pourraient étre impliqués dans I'assemblage deseaxiFe-
S], cysEletiscA'". CysE1 est une protéine qui intervient dans lah&yse de la cysteine, le
substrat de NifS (Jacobset al, 1989). IscA" est capable d'assemblier vitro des centres

[Fe-S] et jouerait un rdle voisin de celui de NifKrebset al, 2001).

C;, D B B ! FR " (330H'

La machinerie ISC

L'opéronisc (pour Iron Sulfur Cluster) est constitué de 8 géeseRSUA-hscBA-fdx-
yfhJ (figure 29). La suppression totale du systeme I8Cef( particulier la suppression de
isc chezE. coli conduit a un ralentissement de la croissance dedeseen milieu riche
mais aussi une forte diminution de l'activité demyenes [Fe-S] (Schwartet al, 2000;
Takahashi & Tokumoto, 2002; Tokumoto & Takahasl@iQD). Cette observation a mis en
évidence le réle prédominant du systeme ISC poordturation des protéines [Fe-S] cliez
coli, qui ne contient pas le systeme NIF. Cependaetjstence d’'une activité résiduelle
laissait supposer qu’un systeme alternatif puigservenir dans la biosynthése des centres
[Fe-S] et ainsi prendre le relais du systeme ISECsysteme SUF a ainsi été mis en évidence
(Takahashi & Tokumoto, 2002).
IscS est une cysteine désulfurase tres proche & a@li plan structural et fonctionnel. Le

soufre qu’elle génére a partir de la cystéinerasistéré a la protéine IscU qui sert de matrice
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a 'assemblage des centres [Fe-S]. La protéine kstlun homodimére qui s’associe a IscS
pour former un hétérotetramére. Le rble de la pmetéscA reste encore mal connu. Les
protéines codées par les gemssB et hscAsont des chaperons moléculaires, capables de
s’associer au complexe apolscU/apolscA afin deilsab une conformation favorisant
'assemblage des centres Fe-S. Une ferredoxinentiecf2Fe-2S] codée par le géfux,
pourrait fournir les équivalents réduits nécessaiex différents stades de la biosynthése des
centres [Fe-S]. La protéine Orf3 contenant un gramanbre d’acides aspartiqgues et
glutamiques fournirait le fer nécessaire a la faromdes centres [Fe-S] (Takahashi &
Nakamura, 1999). La protéine IscR, contient un reefi2Fe-2S], et a pour fonction la
régulation de I'expression des gemsSUA

i # 2@ * - C;, DB
FEA VIA# 222H

La machinerie SUF

L’opéron suf (pour SulFUr) est constitué de 6 genssfABCDSI (Figure 30). Il a
d’abord été identifié cheE. coli. Les premieres expériences semblaient montrerlgue
contribution des protéines codées par I'op&uidans la biosynthése des centres [Fe-S] était
mineure puisque leur absence avait peu d'effetl’aativité des enzymes [Fe-S] dans des
conditions de croissance en laboratoire. En faitfle du systéme SUF prend de I'importance
dans des conditions de stress oxydant et de caesnfer (Nachiret al, 2003; Outteret al,
2004).
Le génesufS code une cystéine deésulfurase. La proteine SufEueshomodimére qui
ressemble a NifS mais qui n’a pas d’activité désale (Loiseaet al, 2003). Cependant, il
a été montré que SufE peut s’associer a SufS mpomef un complexe actif dans lequel le
soufre est transféré du site actif de la protéinESS celui de SufE. Aucune fonction n’est
connue pour les genesufBD La proteine SufC quant a elle, appartient a kEss# des
transporteurs ABC et permettrait d’'importer et/Gaxgorter des substrats. SufB, SufC et
SufD forment un complexe qui améliore l'activité sdurase du complexe SufS/SufE
(Outtenet al, 2003). SufA, tout comme IscA avec laquelle eldgtpge 40 % d’identité de
séquence, permettrait la formation transitoire dcentre Fe-S et son transfert vers

I'apoprotéine cible.
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Ainsi, ISC est "LA" machinerie générale d'assemblades centres [Fe-S] et
fonctionne dans des conditions normales de craigsdrma machinerie SUF remplit un role
similaire a celui du systeme ISC, mais intervieahsldes conditions particulieres (de stress

oxydant et de carence en fer).

P #H %3 @ #4 * - C; D B
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La machinerie CSD
Tres récemment, un autre systeme, nommé C@Dur Cystéine Sulfinate

Desulfinase), a été découvert ctiezcoli (Loiseauet al, 2005). Ce systéme est extrémement
simple comparé aux systéemes ISC et SUF puisqu’sen€ompose que de deux protéines,
CsdA et CsdE. Il est possible gu'il fonctionne grée la contribution d’autres protéines
appartenant aux systemes ISC et/ou SUF ou de nahgere inconnue. Il a été mis en
évidence comme donneur de soufre spécifigue dansataration du centre [4Fe-4S] de la
quinolinate synthase (hnommée NadA), une enzymeigugé dans la biosynthése du NAD
(Ollagnier-de Chouderet al, 2005).

3.4.3.3 Les donneurs de soufre : cystéines desulfurases

Chaque systeme posseéde des protéines responsalesndbilisation du soufre. La
premiere a avoir été identifiée est la protéineSNiCette enzyme est capable de convertir la
L-cystéine en L-alanine et soufre (libéré sous foda sulfure en présence de DTT) (Zhehg
al., 1994). Le soufre est stocké sous la forme d'ursydeire au niveau d’une cystéine
conservée ayant un caractéere nucléophile fortieegjiessentielle a I'activité. NifS appartient
a une classe de protéines définies comme ayanacthaté cystéine désulfurase, dont font
partie également IscS, SufS et CsdA. Les protétgE et CsdE forment un complexe avec
les protéines SufS et CsdA respectivement, et pgernmied’augmenter I'activité cystéine
désulfurase de ces derniéres d’'un facteur 50 esf@ctivement (Loiseaet al, 2003; Loiseau
et al, 2005).
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3.4.3.4 Les protéines d’assemblage

Les machineries NIF, ISC et SUF possédent toutes ttes protéines d’assemblage
dites protéines "scaffold". Il s’agit de NifU, IscUscA et SufA, capables d’assembler

transitoirement des centres [Fe-S] avant de |lesfigaer a des protéines cibles.

3.4.3.5 Les autres protéines

En plus des cystéines désulfurases et des prot&pafold”, d’autres composés sont
requis pour la formation des centres [Fe-S]. Pa&umion retrouve :

- les protéines HscA, HscB, présentes dans le mgsteSC sont des chaperons
moléculaires.

- La ferrédoxine, codée par le gefux de I'opéronisc, posseéde un centre [2Fe-2S]
stable, du méme type que celui coordonné par leadwmrcentral de NifU et pourrait jouer un
réle rédox dans la biosynthése des centres [Fe-S].

- le géneyfhJ code pour une petite protéine de 66 acides amioésld fonction n'a
pas encore été clairement démontrée. Des étudestesoont révélé que la protéine YfhJ est
capable de lier du fer (Pastaal, 2006).

- Les protéines SufB, SufC et SufD présentes dansystéeme SUF, forment un
complexe ayant une activité ATPase portée par $NHZhinet al, 2003). Son rble dans le

processus de biosynthese des centres [Fe-S] nesteniu.

3.4.3.6 Le donneur de fer

ChezE. coli, il a été montré clairement que la protéine Cyavvait jouer le rble de
donneur de fer (Layeet al, 2006) mais il existe probablement d’'autres pr@giayant la
méme fonction physiologique et qui pourraient prend relais de Cyay.

La figure ci-dessous résume l'ensemble des corarass acquises pour les différents
systémes bactériens. Elle schématise le fonctioaneggenéral du processus de maturation

des protéines a centre [Fe-S].
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Donneurs
de soufre Apo

des clusters

Donneurs
de fer

Assemblage

Composants

additionnels Holo
SufBCD
HscA, HscB
T H# % * - C, D5 -F;

V@ & # (33H

3.4.4 Distribution des systemes de maturation des preséjre-S] chez les organismes

procaryotes

Chez les bactéries, il existe comme décrit précéaemn plusieurs systémes de
maturation des protéines [Fe-S] capables de joaerfdnctions similaires. Chez certaines
especes, plusieurs systemes coexistent. Ainsicdédisles dE. coli disposent des deux
machineries principales ISC et SUF. Certaines espbactériennes ne possédent qu’une
seule machinerie sur les deux. Ceci peut étre gx@lpar une activité redondante des deux
systemes ISC et SUF qui opérent séparément awlseinies paralléles. Il est aussi a noter
queiscU n'est pas retrouvé uniqguement au niveau de I'opé&o mais aussi au niveau de
I'opéronsuf Ainsi chezB. subtilis on retrouve le géniscU et le systeme SUF avec les génes
sufCBDSU(Takahashi & Tokumoto, 2002). Ch&:z cereusil semble que I'on retrouve la
méme chose avec la présencesdd) et du systeme SUF et en particulier les g&suéSDSB
L’organisation en opéron est bien conservée audeigroupecereuset on la retrouve aussi

chez d’autres organismes a Gram positif tellqumonocytogenes.
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3.5 La protéine Fnr des organismes modeles

3.5.1 La protéine Fnr . coli

3.5.1.1 Structure et fonction

Domaine senseur ) o .,
Domainede liaison a’ADN

Fnr ¢ E.coli

Fnr deB. subitilis

Crp dE.coli
P # %% @ # # ;5
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Fnr dE. coli est une protéine composée de 250 acides aminékO&D Le gene
codant pour Fnrf(ir) a été initialement découvert par John Guest &t 16rs d’un travall
portant sur la caractérisation d’un mutant déficgour la réduction du nitrate et du fumarate.
Comme CRP, le régulateur FnrufRarate and Nrate Reductase) est composé de deux

domaines, I'un impliqué dans la fixation a 'ADN kdutre dans des fonctions senseurs. Le
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domaine C-terminal de liaison a 'ADN (motif hélibaur-hélice) reconnait des séquences
spécifiqgues au niveau des promoteurs controléFmarLa séquence consensus de fixation de
Fnr sur TADN est un palindrome symétrique (TTGAT XTCAA) similaire a celui retrouvé
pour la protéine CRP (Grea al, 1996a). Le domaine senseur N-terminal est compedss
résidus cystéine dont 4 (&sCys3 Cy<® et Cys?) sont essentiels & la constitution du
centre fer-soufre (Kiley & Beinert, 1998).

Domaine de liaiso
a ’ADN

Domaine
senseur

CH %) ## 5# - . 5 F& A
(33.H'

Fnr est l'un des principaux régulateurs des nombrgénes impliqués dans
I'expression des systemes respiratoires aérobiematrobies &. coli (Sawers & Bock,
1988; Spiro & Guest, 1990). Ainsi, Fnr active I'egpsion de genes codant pour les systemes
respiratoires DMSO réductase, fumarate réductat@tenréductase et nitrite réductase. Il
régule également positivement I'expression de dfislggnases spécifiques en anaérobiose,
telles que la glycérol-3-phosphate déshydrogénada formiate déshydrogénase. Fnr est par
ailleurs un répresseur de I'expression des gengantqour les systemes impliqués dans la
respiration aérobie comme les cytochromes oxyddsest bd ou encore la NADH
déshydrogénase (Bauetral, 1999).

Le mécanisme d'action du régulateur Fnr est origiaail entraine la réorganisation
du centre fer-soufre [4Fe-4S] fixé a la protéinesdp'elle détecte I'oxygéne. En effet, en
anaeérobiose, c'est-a-dire lorsque le régulateuesinactif, ce dernier présente un centre [4Fe-
ASF* et forme des homodiméres capables de se fixeABNI'et d'interagir avec I'ARN
polymérase (Lamberg & Kiley, 2000; Lazazzestaal, 1993; Moore & Kiley, 2001). Au
cours de la transition entre I'anaérobiose etdlziése, le centre [4Fe-4S] est déstabilisé et

converti en un centre intermédiaire [3Fe-4S] puisua centre [2Fe-2S]. L'homodimere est
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alors dissocié et perd son affinité pour 'ADN (€kat al, 2004). Ce mécanisme s'inverse

lorsque la bactérie repasse en condition anaérobie.

# %0 # ;. S# $# 47 #
$# 4 4 # 5*-'"5 - F \%
! (330H

Cracket al ont élucidé le mécanisme d’oxydation du centreef4Bf* de la protéine
Fnr (Cracket al, 2004). Leur travail montre que la conversion tister est un processus se
décomposant en deux étapes. Dans une premiére &apentre [4Fe-48] est rapidement
oxydé en un centre [3Fe-4Shstable avec émission d’un ion ferreux. Dans seeonde
étape, le centre intermédiaire [3Fe-48%t converti plus lentement en un centre [2F&:2S]
avec émission d’'un ion ferrique et deux ions selfuroxygéne ayant oxydé Fnr est réduit

produisant ainsi du superoxyde et du peroxyde dgyehe.

<1"

CH %+ # # #
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Des études récentes ont montré que la protéinepbBuarrait réguler plus d’une

centaine d’opérons, probablement environ 115, pdesguels la grande majorité serait
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activée (les 2/3) dans des conditions anaérobéssaltres étant réprimés. Il est a noter
également que parmi ces nombreux géenes régulésnpam certain nombre I'est également
par les systemes a deux composants NarX/NarL &ar@/NarP donc par la présence de
nitrate ou de nitrite dans le milieu (Constantinidzi al, 2006; Overtoret al, 2006). Bien
que ce soit trés faiblement, la protéine Fnr acégalement la transcription de la protéine
ArcA, le régulateur du systéeme a deux composant8/ArcA (Compan & Touati, 1994).
Cette activation de la transcription de ArcA par pourrait jouer un réle important dans la
coordination de I'expression des génes associearatabolismes aérobie ou anaérobie lors
des changements environnementaux.

Chez E. coli, Fnr est synthétisée de maniére constitutive. Baémbiose, la
transcription du géenér est sous 'autocontrdle négatif de son produitsgufixe au niveau
de deux sites centrés a —103.5 pb et —0.5 bp (Gateahy 1996b). En anaérobiose, le niveau
de protéine Fnr est le méme qu’en condition anaérdaxependant le contréle de la quantité
de protéine Fnr est trés importante dans la meswirsa surexpression conduirait dans des
cellules aérobies a I'expression inappropriée adegactives par Fnr. Une étude a montré que
cette régulation était réalisée par voie de prgtlet que la protéine Fnr monomeérique
(dépourvue du centre Fe-S) était la cible de laéase CplIXP. Lorsque Fnr n’est pas active
en tant que facteur de transcription, elle est deeonnue par CplXP grace a un motif puis
dégradée. Cette étude a aussi montré que de l'apoiialement présente dans la cellule,

pouvait étre convertie en holoprotéine (Fnr-[4F¢}48 anaérobiose (Mettert & Kiley, 2005).

3.5.1.2 Biogenése du centre Fer-Soufre de la protéine Facdli

Dans le chapitre 3, sont décrites les différentasiimeries de biogenese des centres
[Fe-S]. Comme toute protéine possédant ce typeediee; la protéine Fnr mobilise elle aussi
des systémes de ce genre. Dans une étude réctfater{ et al, 2008) ont étudie
I'implication des deux systémes principaux d’asskgd du centre [Fe-S] (Isc et Suf) de la
protéine Fnr c&. coli.

Pour cela, I'expression de promoteurs dépendant&miedans des souches délétées des
systemes Isc ou Suf a été mesurée. Les résultatsenbqu’en anaérobiose I'activité de la

protéine Fnr est réduite de 60% en absence dunsgstéc. Inversement, en absence du
systeme Suf, la protéine Fnr conserve une activiténale et la surexpression du systéme Suf
restaure complétement I'activité de Fnr chez lascBes dépourvues du systéme Isc. Des

expériences de "pulse chasse" utilisant de |la iméithe marquée radioactivement, ont montré
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gue le systéme Isc était le systéme majeur requis lp conversion de I'apoFnr inactive vers
la protéine Fnr active ([4Fe-4S]-Fnr).

Ces résultats ont mené a un modéle de biogeneskister [Fe-S] de la protéine Fnr
d’ E.colien présence et en absence d’oxygene (figure 348lgQei soit la condition, 'apo-Fnr
monomerique, acquiére son cluster dans un preemaps via le systéme Isc. En anaérobiose,
le systeme Suf permet I'assemblage d’environ 40%ldster sur la protéine Fnr lorsque le
systéeme Isc est manquant. Bien que l'expressiondgesx systemes soit augmentée en
aérobie, le systeme Suf ne semble pas permethi®denese des clusters sur Fnr lorsque le
systéme Isc est absent. De plus, le besoin d’adagmbia Isc est plus important en condition
aérobie. Ceci peut-étre da au fait que le turnales centres [Fe-S] est plus important en

aérobie et que le niveau de substrats d’apoproe&&nbkien plus éleve.
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3.5.2 La protéine Fnr d8. subtilis

ChezB. subtilis fnr est le second géne de I'opénoarK-fnr. Le produit du genénr
est une protéine composée de 238 acides aminés KRa) présentant 19.6% d’homologie
avec la Fnr c&. coli et 23% avec la protéine Crp. La protéine FnBdesubtilis bien que
proche de celle &. coli, présente plusieurs différences aussi bien enetelenstructure que
d’activité.

Comme présenté sur la figure 35, 'organisationcstirale est un peu différente. Le
domaine senseur de Fnr Besubtilisest situé en C-terminal et est constitué de 4éayss. Il
a été montré récemment que trois cystéines dadexte C-terminal (C227, C230 et C235)

étaient indispensables a la formation du centre &} (Reentset al, 20064a).
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D’un point de vue fonctionnel, contrairement a I@tgine Fnr dE. coli, elle est
capable de former des dimeres stables en aérobtose anaérobiose indépendamment de
I'état du centre [Fe-S]. En revanche, la présenceeahtre [Fe-S] reste indispensable a la
fixation sur ’ADN.

Protéine Fnr d®. subtilis Protéine Fnr dE. coli

Dimere monomere

Formation du
centre [4Fe-4S}

Liaison a 'ADN

m
(A

N
Activation de la
transcription
D # %0 5 ;5 " H 5 -
F< " (83+ X< " (33+H

Les différences de localisation du centre [4Fe*48f I'organisation oligomérique de
la protéine indiquent des différences dans le nabaetion de chacune des protéines.

Fnr est un régulateur transcriptionnel des genasadrobiose qui reconnait une
séquence consensus TGTGA KCACA centrée en position -41,5. A la difféerenae géne
fnr d'E. coli, fnr de B. subtilisest fortement induit en anaérobiose. L'inductipécffique de
fnr requiere la présence du systeme ResDE. Un palireld®sml8 pb situé en amont du gene
fnr est nécessaire a son induction et pourrait ésadale fixation d'un activateur.

Quatre groupes distincts de génes régulés par iinété caractérisés (figure 36). Le groupe
de génes ln@rKfnr, narGHJI et arfM) est généralement induit en anaérobiose par Faw. L
séquences promotrices de ces genes contiennerioites spécifiques de fixation de Fnr,
localisé a - 41,5/- 40,5 en amont du site d'inibiatde la transcription, qui suggérent que
I'induction se fait par interaction directe avecpiatéine Fnr. Le groupe de genesalk$D
Idh IctP, ywcJ et cydABCD est réprimé par Fnr en présence de nitrate damgilleu et
impliquerait probablement le régulateur redox Ydike groupe de genes JKUuNOR
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dhbABCEF ydbN hmp nasDB est induit par Fnr en présence de nitrate. Cemgyde
posseédent pas de sites de fixation potentiels deetHieur induction nécessite la présence de
nitrate et nitrite produitssia la nitrate réductase. Le groupe 4 est constitud’'ageron

acoABCLqui ne posséde pas de boite de fixation de Fdort 'induction requiert la nitrate

réductase.
Protéine d’extrusion
du Nitrite Fermentation
Transport du nitrite
anaérobie Nitrate reductase
Acétoine
déhydrogénase
flavohemoglobine
Nitrite reductase
;#H %+ - # $# # 7

F< © (33+H

3.6 La protéine Fnr de B. cereus

Le géenefnr deB. cereugprésente une organisation génétique différentmetle de son
homologueB. subtilis Il est en aval et en orientation inverse par oaipga I'opéronnarGHIJ
codant pour les sous-unités de la nitrate rédudfesgire 37). Il est transcrit sous forme
monocistronique et code pour une protéine de 23@eacaminés (28 kDa) ayant 80%
d’homologie avec Fnr dB. subtilis(Figure 38).

narG narHnarJ narl narK nasFhasEnasD
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f
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Comme tous les membres de la famille Crp/Fnr, tagime Fnr déB. cereuscontient
une région N-terminale constituée d’un domaine Capable de lier un nucléotide et une
région C-terminale constituée d'un motif hélice rtcuélice (HTH). Les deux protéines
présentent une conservation des domaines C-termidauiaison a 'ADN et du domaine

riche en cystéines (Cyss>Cys-Xo-Cys-X;-Cys).

Tout comme Fnr déB. subtilis 'expression deFnr de B. cereusest induite en
anaérobiose et est d’autant plus importante gypetentiel d’'oxydo-réduction est bas (Zigha
et al, 2007). La caractérisation du role de ce régutatbez la souche diarrhéigie cereus
F4430/73 a montré qu’il avait un role clé dans létabolisme fermentaire et dans la

régulation de la toxinogenese.
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Les systémes a deux composants de type ResDEpatt&ine Fnr sont connus pour
étre des senseurs redox impliqués dans la réguldtionétabolisme carboné chgzsubtilis
(Cruz Ramost al, 1995; Nakancet al, 1996; Suret al, 1996) et dans la régulation de la
virulence de pathogenes tels gom@phylococcus aurey¥arwood et al, 2001) etListeria
monocytogened.ampidiset al, 1994).

Les données apportées par la bibliographie et tact&isation au laboratoire de
mutants pour ces deux systémes, nous ont amenésalérer les régulateurs Fnr et ResDE
comme des éléments majeurs dans la régulation ukopgathogéne dB. cereugDuportet
al., 2006; Zigheet al, 2007) .

Les deux premiers objectifs de cette these étalentaractériser les mécanismes
d’action des deux régulateurs Fnr et ResDE (adtitette et/ou indirecte ?). Aprés une étude
individuelle des régulateurs, le troisieme objeétdit de mettre en évidence leur interaction
deux a deux ainsi qu’avec le régulateur pléiotrBpER connu pour sa contribution globale
dans la virulence (Gohat al, 2008).

En s’intéressant aux deux régulateurs Fnr et RedDpathogend. cereus cette
étude permet de mieux comprendre un mécanismeigscrst dans un réseau de régulation

tres complexe.
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1 %
1 Souches et plasmides

1.1 Souches bactériennes

1.1.1 Souche d®acillus cereus

La souche d8acillus cereuaitilisée dans cette étude est la souche F443&/k8a
été isolée d'une soupe de pois (Spira et Goepféits) et a été a l'origine de TIA. Elle
appartient au méme groupe génétique que la soypleedeB. cereusATCC14579 (Hill et
al., 2004). Les mutantsresE (ResD, ResE), resD (ResD, ResE) et fnr (Fnr) ont été
obtenus au laboratoire par inactivation insertidien®uportet al, 2006; Zigheet al, 2007).

1.1.2 Souches d&Escherichia coli
Les souchesl’E. coli utilisées dans cette étude pour les expériencedoage et

d’expression sont répertoriées dans le tableaessalis.

Souche Collection Utilisation Génotype

TOP 10 Invitrogen | clonage | F mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80 lacZ M15
lacX74 deoR recAl araD139ara-leu) 7697
gallU galK rpsL (Stf) endAl nupG

BL21
CodonPlus(DE3)- | stratagene expressiont [F—ompT hsd@s— me—) dcm+Tef gal |
RIL (DE3) endAHte [argU ileY leuWCani]
6 #, # 5 #

La souche BL21CodonPlus (DE3)-RIL est utilisée camsouche d’expression. La
délétion deendAqui code pour une endonucléase, évite la dégoaddé I’ADN plasmidique
par cette derniére. Dans ces cellules, la présdhte plasmide codant pour des ARNs de
transfert capables de traduire les codons rareskheoli (AUA, AGG, AGA, CUA), codent
pour les acides aminés isoleucine (AUA), arginlh€G et AGA) et leucine (CUA).
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1.2 Les souches d&. cerevisiae

- La souche AH109\ATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-208l4 , gal80 ,LYS2:

: GALL1UAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, BRA MEL1UAS-MEL1
TATA-lac est celle utilisée pour la technique de doubleriae.

- La souche W303 1-tMATa ade2 his3 leu2 thpura3) a permis de réaliser les clonages par

recombinaison homologue.

1.3 Les vecteurs plasmidiques utilisés

1.3.1 Le vecteur de clonage pGRTOPO

Les séquences sont amplifiées avec une Taq polgméraalysant l'addition d'une
adénine sur l'extrémité 3'-OH de I'ADN. L’ajout d'@ en 3’ permet par la suite I'insertion
de la séquence d’ADN linéaire directement danslasnpide avec un T en 3’ (TA cloning).

Le vecteur pCR-4-TOPT (Invitrogen) posséde & ses extrémités des top@isasas
permettant une ligature d’'un insert en 5 min a t&@ajure ambiante. En outre, il possede une
résistance a I'ampicilline et a la kanamycine efjéme létaccdB (control of cell death) qui

est exprimé lorsque le plasmide n’a pas incorpanseit.

D #)3 # &< ) 6@1@ F H
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1.3.2 Les vecteurs d’expression pET100/101 et pET 52b (+)

Les vecteurs pET100/101 (Invitrogen) et pET 52b (@{ratagene) utilisés pour la
purification des protéines étudiées appartienndatfamille des vecteurs d'expression pET.
L'avantage du systeme pET est que I'expressiornaderdtéine est induite et contrblée par
'ajout d’isopropyl- -thiogalactopyranoside (IPTG) a la culture bactéree En effet, les
genes sous le contréle du promoteur T7lac sontireggrsuite a la transcription de la T7
polymérase bactérienne par I'induction a I'lPTGrd.ae l'utilisation de ce systeme, il est
important d’effectuer le clonage dans une souclengte de T7 polymérase. La protéine ne
sera donc pas exprimée de fagon basale, ce qaetarliinstabilité du plasmide d’expression
et la toxicité (s’il y a lieu) pouvant étre engedelipar I'expression protéique.

Dans ce systeme, les produits PCR a bouts colads#nus par ajout de quatre bases
CACC a I'amorce sens, sont clonés d’'une fagon timegelle dans le vecteur possédant un
bout surplombant GTGG. Le clonage est médié padNATopoisomérase 1 dont le rble est
de couper et religuer 'ADN. Les vecteurs utilis@&mt linéarisés et liés de maniere covalente
a la topoisomérase. L'enzyme reconnait un siteifsgpgée de 5 nucléotides (5-CCCTT)
auquel elle se lie de fagon covalente puis qu@liee. Cette enzyme est utiliséevitro pour
jouer successivement les roles des enzymes detiesteet de la ligase (Figure 41).

y# ) 5 # # O5# #

Selon le choix des couples d’amorces et le choiyldamide (pET100 ou pET101),

les amplicons générés par PCR grace au systemé ‘teligplate” (Roche), correspondent a
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'expression d’'une protéine native ou portant utiguétte polyhistidine pouvant étre ajoutée
en N-terminal ou en C-terminal. Aprés traductioefte étiquette peut étre détectée en
Western-Blot grace a un anticorps spécifique (Ahis-Peroxydase, Roche) ou bien étre
utilisée pour la purification de la protéine surlocme d’affinité pour les ions cobalt
(TALON™ Metal Affinity Resin, Clontech). La figuré2 présente le systeme d’expression
pET100/101 utilisé.

C# ) # "6733?3 6@1@F A& H

La figure 43 présente le vecteur d’expression pBTE2 utilisé. Dans ce vecteur, les
genes étudiés sont clonés par restriction enzyomseglon les enzymes présentes dans le site
de clonage. Avec ce systéme, plusieurs protéirmsmeinantes peuvent étre obtenues :

- Obtention d'une protéine Strep taguée en N-teamifiVSHPQFBEKavec possibilité
d’éliminer le tag via la protéase HRV 3C. Apreditretion, cette étiquette peut étre détectée
en Western-Blot grace a un anticorps spécifiqueti{8treptavidin, Novagen) ou bien étre
utilisée pour la purification de la protéine sutazme d’affinité pour la streptavidine (Gravity
flow StrepTactin Superflow column (5 ml), IBA).

- Obtention d’'une protéine His taguée en C-termi(idl His) avec possibilité
d’éliminer le tag via la thrombine. Aprés traducticette étiquette sera détectée grace aux
anticorps Anti-His-Peroxydase (Roche) et pourra éttilisée pour la purification de la
protéine.
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- Obtention d’'une protéine Strep taguée en N-teamiWVSHPQFBkKet His taguée en
C-terminal (LO His).

CH# )% # 5. "60( FGH'

1.3.3 Les vecteurs "double hybride"
Les vecteurs utilisés en double hybride, pGADT7p&BKT7 sont des plasmides
"navettes" c'est-a-dire capables de se répliquesi dien chek. colique ches. cerevisiaet

portent les marqueurs de sélection Trp et Leu adisgeenent (Clontech).

Les vecteurs pGBKT7 et pGADT{#igure 44) permettent un fort niveau d’expressaes

protéines et facilitent I'identification des intetens protéiques. Les appats sont exprimés en
protéines fusionnées au domaine de liaison a 'AIBNGAL4 et les proies sont exprimées en
protéines fusionnées au domaine d’activation dérdascription de GAL4. Ces vecteurs
contiennent aussi des marqueurs de sélection (Alim@cet Kanamycine) permettant la

sélection dans les bactéries transformées.
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Les vecteurs témoins
Les vecteurs pGBKT7-53 et pGADT7-T codent pour de®téines fusion
DLA /murine p53 et DA/antigéne T du SV40. La prags p53 et 'antigene T du SV40 sont

connus pour interagir dans la levure lors d’esdaislouble hybride (Li & Fields, 1993). Une
levure co-transformée avec ces plasmides constittémoin d’interaction positive.
Le vecteur pGBKT7-Lam code pour une protéine fusha /lamine C et constitue un bon

contrble négatif dans la mesure ou la lamine Gomaé jamais de complexe protéique.

2 Milieux de culture

Les souches dB. cereusetE. colisont cultivées dans le milieu de Luria-BertaniLdu
(10 g.I* tryptone, 5 gt extrait de levure, 5 g'INaCl, pH 7,0) en liquide ou en solide (ajout
de 15g d’agar dans le milieu). Afin de sélectionieerbactéries transformées par un plasmide,
le ou les antibiotiques appropriés sont utiliség [ampicilline (100 pg/ml) ou de la

kanamycine (50 pg/ml) ont été rajoutés quand delid écessaire.

Les levures ont été cultivées soit en milieu ridfRDA, soit en milieu minimum SD.
Le milieu YPDA contient : 20 g/L de pastone (AESuB France), 10 g/L d’extrait de levure
(AES, Bruz, Franc), 20 g/L de glucose (PROLABO2ea/L d’Adenine (SIGMA-ALDRICH
CHEMIE GmbH™, Steinheim, Allemagne).
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Le milieu minimum SD contient 6,7 g/L de "Yeast gen Base without AA" (SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GmbH™, Steinheim, Allemagne), 20 gde glucose. Selon les besoins,
il est supplémenté soit avec 0,64g/L de "DO supplem-Leu —Trp" (Clontech Laboratories
Inc, Terra Bella Ave, USA) soit 0,6 g/L de "DO slgpent —Leu —His —Ade —Trp"
(Clonetech Laboratories Inc, Terra Bella Ave, US#9it en ajoutant 0,1 g/L de leucine ou
0,02 g/l de tryptophane et 40 mg/L de X-gal.

L’ -galactosidase est une enzyme naturellement expdeda cellule de levure. Elle
est codée par le gene rapportewell présent chez la souche de levure AH109. Dans le
systeme de double hybride, lorsqu’il y a interattmtre deux protéines, la réponse Gal-4 est
induite. Cette réponse ameéne la transcription dwe gapporteumell. L'activation demell
peut étre vérifiée par I'addition d’'un substratanogene, le -X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-
indolyl a-D-galactopyranoside) dans le milieu. L’hydrolyse de substrat par F
galactosidase se traduit par une coloration bldies cellules de levure AH109 co-
transformées sont repiquées sur milieu minimumesaanrit -X-Gal (40 mg/L).

Tous les milieux peuvent étre obtenus sous fornielesen ajoutant 15 g/L d’agar
(AES, Bruz, France).

3 Techniques de biologie moléculaire

3.1 Techniques générales

3.1.1 Extraction d’ADN génomique

L'extraction de 'ADN génomique d8. cereusest réalisée suivant la méthode de
Guinebretiere et Nguyen-The (2003) (Guinebretiard Alguyen-The, 2003). 10 ml d’'une
culture jeune (16 heures) 8e cereussont centrifugés (9500 g, 5 min) et les culotddraens
sont repris dans 500 ul de tampon TES (0,2 M Na@IM Tris pH 8,8, 0,02 M EDTA) et 50
pl de SDS a 20% et incubé 60 min a 55°C. Aprestajeda RNase (10 mg/ml) et incubation
de la réaction 30 min a 65°C, 'ADN est purifié paxtraction phénol/ chloroforme et
précipité avec de l'alcool absolu (2 volumes) etldeétate de sodium 3M pH 4,8 (0,1
volume) a -20°C, pendant 1 heure. Les culots sgmis dans 50ul d’eau ultra pure. L’ADN

est dosé par spectrophotometrie a 260 nm et stoek@°C.
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3.1.2 Extraction des plasmides bactériens
L’extraction de plasmides s’effectue avec le kitiZédrd RPlus SV Minipreps DNA
Purification System" (Promega). Il permet I'extiantde plasmides utilisés pour les réactions

de séquencage d’ADN ou de clonage.

3.1.3 Extraction des plasmides de levure

Les cellules sont récoltées par centrifugationrfi® a 5000 tour/min) apres 48 h de
culture a 30°C. Le culot cellulaire est repris damal d'un tampon de "cassage" (Triton X100
2%, SDS 1%, NaCl 100mM, Tris HCI 10mM pH 8, EDTA nauxquels sont ajoutés 200ul
de phénol-chloroforme (v/v) et I'équivalent de 20Dde billes de Zirconium. Les cellules
sont lysées par broyage mécanique a l'aide du brdyastprep (MP Biomedicals) (puissance
6,5 pendant 45 secondes). Le broyat est ensuiteifuge et 'ADN contenu dans la phase
supérieure est précipité avec 2,5 volume d'éthendi10 volume d'acétate 3M pH 4,8. Aprés
20 min d'incubation & —20°C, I'ADN précipité estcupéré par centrifugation (15-20 min
a 4°C a 10000 t/min) et est ensuite solubilisé &@&kpl d’eau. La quantification de I'ADN est

réalisée via la mesure de son absorption a 260 nm.

3.1.4 Amplification des acides nucléiques

Les réactions de PCR ont été effectuées a l'aida gmlymérase "Expantd High
Fidelity PCR System (Roche)". L’'amplification aveette enzyme nécessite 20 ng d’ADN
génomique, 10 uM des amorces sens et anti-sengMb@e chague ANTP et 3.5 U/ pl

d’enzyme. Le tampon utilisé est celui fourni pafdbricant.

Les séquences des amorces utilisées dans ceteesétnidprésentées dans le tableau 9.
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Amorces Séquence de I'amorce Géne amplifié
FnrpET101F CACGTGGCAAACAGTATGACATTATCT fnr::his
FnrpET101R ATCAATGCTACAAACAGAAGC
FnrpET52F CCCGGAEIGACATTATCTCAAGATTTAAAAGAA strep::fnr
FnrpET52R GAGCTCTAATCAATGCTACAAACAGAAGCA
ResDpET101F CACATGGAAAATGAATCAAGAATTTTAATTGTAG resD::his
ResDpET101R | GTCGTTCACAACCTCAAATTTGTAACCTAC
ResEpET100F | CACATGACAGCACCGCTTCGTAAAATGCGTGAG  his:resE
ResEpET100R | CTAAATTATACGATTCGGTAAATATACAG
FNr2pET101F | CACGTGACATTATCTCAAG fir
Fnr2pET101R CTAATCAATGCTACAAACAGAAGC
PIcCRpET101F | CCCGGEBTGCACGCAGAAAAATTAGGA Strep::plcR::his
PICRPET101R | GAGCTTCTGCTGATCTTATTTACGAGCG
FpGBKT7/Fnr GGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATG fnr

GCCATGGAGGGCGTGGCAAACAGTATGACATTATC
CAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTC
RpGBKT7/Fnr GACGGATCCCCGIIAATCAATGCTACAAACAG
GTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTCATATGGCC
FpGADT7/Fnr ATGGAGGCCAGTGTGGCAAACAGTATGACATTATC
CATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATCGATG
RpGADT7/Fnr CCCACCCGGGTGGCTAATCAATGCTACAAACAG
GGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATAT resD
FPGBKT7/ResD | GGCCATGGAGGBROATGGAAAATGAATCAAGAAT
CAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGT
RpGBKT7/ResD | CGACGGATCCCOEGAGTCGTTCACAACCTCAA
GTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTCATATGGCC
FPGADT7/ResD | ATGGAGGCCAGTATGGAAAATGAATCAAGAAT
CATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATCGAT
RpGADT7/ResD | GCCCACCCGGGTGGTCAGTCGTTCACAACCTCAA
GGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATA resE
FPGBKT7/ResE | TGGCCATGGAGGRUATTACAGCACCGCTTCG
CAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGG
RPGBKT7/ResE | TCGACGGATCCCOBITAAATTATACGATTCGG
GTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTCATATGGC
FPGADT7/ResE | CATGGAGGCCAGT@TTACAGCACCGCTTCG
CATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATC
RpGADT7/ResE | GATGCCCACCCGGGTGGCTAAATTATACGATTCGG
GGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATAT plcR
FPGBKT7/PICR | GGCCATGGAGGBETATGCACGCAGAAAAATTAG
CAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGT
RPGBKT7/PICR | CGACGGATCCCCGGGTTATCTACTGATTTTATTTAC
GTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTCATATGGCC
FPGADT7/PICR | ATGGAGGCCAGT@ATGCACGCAGAAAAATTAG
CATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATCGATG
RPGADT7/PICR | CCCACCCGGGTGGTTATCTACTGATTTTATTTAC
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Fhbl1 GGTAAGCAAGTGGGTGAAGC hbll
RhbI1 AATCGCAAATGCAGAGCACAA
Fhbl2 TTACTTAATTCATATAACTT hbl2
RhbI2 TACGCATTAAAAATTTAAT
Fnhe TGTTATTACGACAGTTCCAT nhe
Rnhe CTGTAACCAATAACCCTGTG
Ffnr CGAACACTTCAGCAGGCATA fnr
Rfnr AATGTCATACTGTTTGCCAC
FresDE TGGGATCCCAAAAGAGGTTTG (eSDE
RresDE CGATCCTCATCATCTACAAT
FplcR TATGTTTGTGCAAGGCGAAC plcR
RplcR CCTAATTTTTCTGCGTGCAT
6 #2 $# # 1&<'

Le programme utilisé est le suivant:
Dénaturation initiale (94°C, 1 min)
35 cycles: Dénaturation (94°C, 1 min)
Hybridation (température adaptée aux amotcesn)
Elongation (68°C, 1 min pour 1000 pb)
Elongation finale (68°C, 7 min)

Les produits de la réaction PCR sont vérifies surgal d’agarose 1% et purifiés a
I'aide du Kit de purification "High Pure PCR Produ@Roche).

3.1.5 Electrophorése d’ADN

Les fragments d’acides nucléiques sont séparéslpatrophorése horizontale en gel
d’agarose dans un tampon TAE (Tris 40 mM, acidéique 0,1%, EDTA 2 mM, pH 8,5). La
concentration d'agarose est dépendante de la tifidragments a séparer, elle peut varier de
1 a 2 %. Dans la majorité des cas, nous utilis@ssgels d’agarose a 1 % en tampon TAE,
avec 1 pg/ml de bromure déthidium (BET). Les édilans d’ADN sont, au préalable,
additionnés de 1/5 (v/v) d’'une solution de chargkey de bromophénol 0,25 %, xylene
cyanol 0,25 %, glycérol 30 %) afin de visualisemigration et d’augmenter la densité des
échantillons. Aprés une migration entre 50 et 10&&lon la taille des échantillons, TADN

est visualisé par fluorescence au BET sous ultleiso
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3.1.6 Latechnique de RACE PCR

Il s’agit d’'un procédé permettant I'amplificatiofude séquence d'acide nucléique a
partir d'un ARN messager (ARNm). Elle permet deed@iner le site +1 de transcription d’un
gene. Cette analyse a éteé réalisée a I'aide dBi/kit RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends) (Roche Molecular Biochemicals). Les réactioeent reéalisées selon les

recommandations du fournisseur a I'aide d’amorpésifiques.

3.1.7 Ligation
3.1.7.1 Dans le vecteur pGR-TOPO

Le produit PCR purifié (4 ul) est ajouté a 1 plplasmide et 1 pl de solution de sels.
Le mélange réactionnel est incubé 5 min a tempé&ambiante puis placé dans la glace
avant transformation dans les cellule&.dtoli compétentes. La transformation s’effectue

dans des bactéries compétentds dolisouche TOPO10 (Invitrogen).

3.1.7.2 Dans le vecteur pET100/101

La réaction est réalisée dans un volume total deécdontenant : 5 ng de produit PCR

purifié, 1 ul de vecteur pET100 ou 101 et 1 pul @wolution de sels. Le mélange réactionnel
est incubé 10 min a température ambiante et lasfoemation bactérienne est réalisée

immédiatement.

3.1.7.3 Dans le vecteur pET52b (+)
D'un point de vue pratique, la réaction de clonagt réalisée dans un volume

réactionnel contenant : 5 pl de vecteur pET52kd6tble digéré, le produit PCR purifié dans
un rapport insert/vecteur de 5, 1 pl de T4 DNAdgat 1 ul de tampon de ligase. Le mélange
réactionnel est incubé 5 heures a température ateb& la transformation bactérienne est

réalisée immédiatement.

3.1.8 Transformation chimique des celluleg€dtolicompétentes

Les bactéries compétentes (100 pl) sont incub&es k& glace avec 3 pl du produit de
ligation pendant 30 min. Les bactéries sont transées grace a une incubation de 30 sec a
42°C puis refroidies immédiatement dans la glacedpet 2 min. Les cellules sont ensuite
incubées 1h30 a 37°C sous agitation (200 t/miny @&&® pl de milieu SOC (1,5 ml de SOB
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(Super Optimal Broth), 15 ul M§2M, 15 pl glucose 2 M). Les bactéries sont ensétiéées

sur du milieu LB contenant I'antibiotique adaptéretubées pendant 16 h a 37°C.

3.1.9 Transformation dans la levure

3.1.9.1 Préparation des cellules compétentes

Pour la transformation, 2 ou 3 jeunes coloniesedare (AH109 ou W303), conservées a
30°C, sont prélevées et mises en culture dans 3fenPDA. Aprés une nuit d’incubation a
30°C et sous agitation (200 t/min), la totalitéla@réeculture est utilisée afin d’'inoculer 200 mi
de milieu YPDA. La croissance est suivie pendand 30°C sous une agitation de 200 t/min.
Les cellules sont ensuite centrifugées 3 min a 300 et le culot est repris dans 2 ml d’eau
stérile. Apres deux lavages avec 2 ml d’eau stdatecellules sont lavées avec 2 ml de tampon
lithium (100 mM acétate de lithium, 10 mM Tris-HEGH 7,5 et 1 mM EDTA) puis reprises

dans 150 pl de ce méme tampon.

3.1.9.2 Transformation

Une fois les cellules rendues compétentes, 50 gkdeellules sont mélangés avec 1 a
2ug d’ADN transformant purifié et 50 ug d’ADN deesme de saumon soniqué et dénaturé.
On ajoute 350 ul de tampon PEG (40% de PEG 400D,nM d’'acétate de lithium, 10 mM
Tris-Hcl pH 7,5 et 1 mM EDTA). Les cellules sontimées 30 min a 30°C puis placées a
42°C pendant 20 min (choc thermique). Un lavages &rel de NaCl 0,4% est effectué avant
d’étaler 100 pl de la transformation sur le miligdlectif approprié que I'on incube a 30°C
pendant 48 & 72h. Les cellules transformées sautitermises en culture dans 30 ml de milieu
sélectif (SD-Leu/SD-Trp) sous agitation pendant 4&0°C.

3.2 Technique de retard sur gel (EMSA)

3.2.1 Principe

La technique du gel retard est basée sur le retarchigration dans un gel natif de
polyacrylamide de duplex d'oligonucléotides en @nés de protéines (ou de complexes
protéigues) ayant la propriété de reconnaitre iggement la séquence d'intérét. La variation
de migration des duplex (ou sondes) complexés aotéipes par rapport aux duplex libres
est suivie grace au marquage radioactif®@® des sondes nucléotidiques (Figure 45). La
spécificité de reconnaissance des sondes marqeteLpe testée par I'ajout en exces du

méme duplex non radioactif qui entrent en compdtitivec la forme radioactive.
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Complexe
ADN/protéine

ADN nu

; # )0 4 # $# #

3.2.2 Marquage radioactif des régions promotrices

3.2.2.1 Marquage des oligonucléotides

Les oligonucléotides sens sont marqués radioacémera I'aide de3?P-[ATP]. La
phosphorylation en 5’ est réalisée a l'aide de #apdlynucléotide kinase (Promega). La
réaction se fait dans un volume total de 10 plr&sgnce de 10 pmol d’oligonucléotides (0.5
ul), de tampon 10X de la T4 kinase (1 pl), de 1®pde *P-[ATP] (activité spécifique 5000
Ci/mmol) (Amersham Biosciences) et 4 unités de aWmucléotide kinase (1 pl). La réaction

est incubée a 37°C pendant 30 min, puis chauf#@ afin d’inactiver I'enzyme.

3.2.2.2 Marquage des fragments d’ADN

Les fragments d’ADN marqués sont produits par weection de polymérisation en
chaine (PCR) en utilisant une des deux amorcesugargu’’P. Le mélange réactionnel est
composé de ’ADN matrice (20 ng), de I’ oligonudiéle sens radioactif, de I'oligonucléotide
non-sens froid, de désoxyribonucléotides (0,2 mMctaque dNTP), du tampon de la
polymérase et de la polymérase (High Template, Bo¢h pl). Les fragments PCR sont
purifiés par le kit "High Pure PCR Product Purifioa Kit, Roche". Le dosage de la
radioactivité se fait par le compteur a scintitbat(Tri-Carb, Packard).

2.2.3 Interaction ADN/protéines

La réaction de complexation ADN/protéine se famnglan volume final de 10 pl dans
du tampon binding (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 5MMmEDTA 1 mM, Glycérol 10%,
DTT 4 mM et MgC} 4 mM) en présence de la protéine d’'intérét a feceatration désirée, et
de poly dIdC (1 pg). La sonde testée (1 000 cprinatgnent d’ADN marqué) est ajoutée et la
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réaction est incubée a 37°C. Aprés 30 min d’indobatia réaction est arrétée par ajout de
solution stop (glycérol 20%, tampon binding 1X,3%2de bleu de bromophénol et 0,25% de
xylene cyanol). Cette derniere permet de facililedép6t des échantillons et de suivre la
vitesse de migration en visualisant la progressies deux marqueurs colorés (Sambrook &
Gething, 1989).

3.2.4 Migration des complexes ADN-Protéines

Nous avons utilisé des gels de polyacrylamide dem& 2 cm x 0,8 mm a 4 ou 6%
d’acrylamide suivant la taille du fragment consééacrylamide/ bisacrylamide, 29:1, sous
forme liquide, Biorad). Le tampon d’électrophorésé du TBE 0,5X a pH 8. Avant dép6ét des
échantillons, nous réalisons un pré-run du gel @ \I4endant une heure. Pour éviter une
dénaturation des protéines durant la migrationsramons eu recours a un systeme de doubles
cuves d’électrophorese a réfrigération centrale yarcryostat réglé a 4°C. Dans ces
conditions, la migration a lieu a voltage consté&0 V). Apres migration, les gels sont
séchés sur papier Wathman et exposés en cassefibodpholmager. Les cassettes sont
numerisées a l'aide d’un scanner (Storm, Molecdjaramics) et le traitement des images est

réalisé a I'aide du programme "phospho Imager".

3.3 Le systéme du double-hybride chez la levure

3.3.1 Principe

Le systeme du double-hybride chez la levBrecerevisiagpermet d’identifier une
interaction protéine-protéine (X-Yh vivo par reconstitution d’un activateur chimérique ae |
transcription. La protéine GAL4 n’est fonctionnetjee dans la mesure ou son domaine de
liaison a 'ADN (DLA) et son domaine d’activatio®f) sont associés (Chiegt al, 1991;
Fields & Song, 1989). Le systeme utilisé dans o&tiiele est le Matchmaker™ GAL4 Two-
Hybrid System 3 commercialisé par Clontech. Cefdpose une souche de levure optimisée
afin de réduire les faux positifs ainsi que lesxdeeacteurs permettant le clonage des génes

appats et des génes proies.

Dans la levure AH109 (Clontech), congcue spécialenpeur étre utilisée dans le
systeme de double hybride, la reconstitution famstelle du facteur de transcription GAL4

mene a la transactivation de genes rapporteurgépkat aval du promoteur (Figure 46).
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Expérimentalement, les levures AH109 sont transéasnsimultanément par deux
plasmides : I'un code pour la protéine recombinaffasionnée au DLA de GAL4 (DLA-X)
et portant le gene de sélectitspl (tryptophane), tandis que l'autre code pour atgne Y
fusionnée au DA (DA-Y) et portant le gene de sébecteu2 (leucine). Les protéines de
fusion exprimées possedent un signal de localisaticcléaire permettant leur translocation
au noyau, ou se trouvent les génes rapporteurprdraiére étape consiste a sélectionner les
levures transformeées par les deux plasmides egtdéent sur un milieu minimum sélectif. La
deuxieme étape consiste a déceler une éventutdtadation entre les deux protéines d’intérét.
L’interaction des protéines X et Y permettra laomstitution du transactivateur GAL4 et la
transcription des genes rapporteade?, his3 et lacZ/mell, permettant respectivement la
synthese d’adénine, d’histidine et de laou -galactosidase. L'importance de linteraction
entre les deux protéines peut étre estimée paroigsance des colonies sur des milieux
déficients en adénine ou en histidine, ou pardiisité de la coloration bleue sur les milieux
contenant le 5-bromo-4-chloro-3-indolylD-galactoside (X-Gal).

La transcription de ces genes rapporteurs pernslétion des levures lorsque nous
utilisons un milieu sélectif. Le gene rapporteae?2 permet d’appliquer une forte sélection
nutritionnelle en éliminant I'adenine du milieu.utilisation optionnelle d’'une sélection via le
géne rapporteunis3 réduit I'incidence de faux positifs et permetadatrdler la stringence du
milieu sélectif. En plus de ces systemes, il essiibe d’exploiter les génes rapportenrsil
ou lacZ codant respectivement pour {jalactosidase et la-galactosidase. Comme ¥
galactosidase est une enzyme sécrétée, des testailmu solide X--Gal peuvent étre

réalisés directement pour un screening bleu/blanc.
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Tester 'interaction entre deux protéines connues

Gal4 BD-géne x (TRP1) Gal4 AD-géne y (LEU2)

x =fnr, resD, resbouplcr  y =fnr, resD, resBou plcr
Levure hbte
(AH109)

Etape 1: Sélection sur milieu Trp-/Leu-

Etape 2: Essai des genes rapporteurs sur milieu:

Trp-/Leu-/His-/Ade-/Xa-Gal

Etape 3: Test liquide X-R-Gal

yH# ),

3.3.2 Construction des vecteurs d’expression appat &t pro

Chez la levure, il est possible d'utiliser la redmmaison homologue pour clonar

ORFs deSaccharomyces cerevisiae

vivo un insert dans un vecteur linéarisé a conditionlgaeextrémités de I'insert portent une
séquence identique a une séquence d'au moins 46otides du vecteur. Cette méthode,
appelée la méthode du "gap repair" a été largemtdis€e pour cloner pratiguement tous les
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Dans cette technique de clonage, le vecteur deleltybride pGBKT7 a été linéarisé
par 'enzyme de restrictioBcoRL et les inserts ont été amplifiés a I'aide d’amesrportant 50
nucléotides du vecteur. Les extrémités des insertsouvent ainsi allongées d’'une séquence

homologue au vecteur de maniére a permettre lameicaison dans la levure.

4  Techniques de biochimie

4.1 Techniques générales

4.1.1 Dosage des protéines
4.1.1.1 Dosage des protéingslon la méthode de Biuret (insensible aux thiols)
Cette méthode a été développée par Goetadl en 1949 (Gornalkt al, 1949) et

repose sur la formation d'un complexe pourpre datbguret (NH-CO-NH-CO-NH) et deux
liens peptidiques consécutifs en présence de clewemilieu alcalin. Le complexe de
coordination résultant absorbe fortement dansda.bl

Dans cette méthode, le réactif 1 (1,89 CuS®L0 + 3,35 g NaEDTA, H,O qsp 350
ml) est mélangé au réactif 2 (NaOH 20%) dans lggton 7:2. A 700 pl de ce mélange
réactionnel sont ajoutés 70 pl de sept concentmitie Sérum Albumine Bovine (BSA) ainsi
gue I'échantillon protéigue dont la concentratish & déterminer. Les réactions sont incubées

5 mn a 65°C et la D&snmest mesurée aprés 30 min a I'aide d’'un spectrophétre.

4.1.1.2 Dosage selon la méthode du BCA

L'acide bicinchonique (BCA) réagit avec les compkexie Ct' et de protéines de
facon tres similaire a la réaction du biuret. Lestg@ines réduisent le cuivre Il en cuivre |
proportionnellement a leurs concentrations. Le Biédne un complexe de couleur pourpre
avec les ions Cu (I) dont le maximum d’absorbaresigie & une longueur d’'onde de 562
nm. C'est une méthode sensible et rapide qui eéaist détergents comme le Triton ou le
SDS.

Le dosage des protéines a été réalisé selon leodeflournie avec le kit "MicroBC
Assay Protein quantification" (Interchim). En premiieu, 150 ul du mélange réactionnel
(solution A + solution B + solution C (25/25/1)¢&é ajouté a 150l de onze concentrations
de BSA ainsi qu'a 1 a 10 pl d’échantillon protéigigelon la concentration estimée). Ces
meélanges ont été réalisés en micro-plaque puibéxa 37°C pendant 60 minutes. La DO a
562 nm a été mesurée a l'aide d’'un spectrophot@me#sr concentration moyenne de chaque
échantillon a été déterminée a partir de la costhedard de BSA.

79



Matériel et méthodes.

4.1.2 Production des anticorps polyclonaux

Les anticorps dirigés contre les protéines Fnred[Ront été produits a I'animalerie
du CEA/Valrh6 de Marcoule (Bagnols-sur-Céze) saudilection de Mme Valérie Tanchou.
Brievement, les anticorps ont été obtenus apréasjettions en sous cutané de 500 ul de
protéines (1 mg/ml) émulsionnées avec de l'adjuvBes prélévements intermédiaires de
sérum ont été réalisés afin de suivre la spédfidds anticorps au cours de I'immunisation.
Le cinquieme mois la saignée finale des lapinsésdisée et la totalité du sérum est récupérée

(environ 30 ml par animal) afin d’étre aliquotéecenservée a -80°C.

4.1.3 Purification par épuisement des anticorps

Les préparations d’'anticorps polyclonaux contiemnsouvent des anticorps qui
peuvent étre réactifs de facon non spécifique d®@rotéines de I'organisme étudié. Ces
anticorps contaminants augmentent le bruit de el analyses par Western Blot affectant
leur sensibilité. Pour éliminer ce probleme, il pessible d’adsorber les anticorps avec un
lysat dE. coli. Dans ce protocole, le lysat bactérien est dangpramier temps lié a une
membrane de nitrocellulose. La solution d’anticqopsy/clonaux est alors incubée avec cette

membrane afin d’adsorber les anticorps contaminants

4.1.3.1 Préparation du lysat bactérien
Une colonie de la souche BL21 CodonPlus (DE3)-R$t iroculée dans 10 ml de

milieu LB et incubée durant une nuit sous une &gitade 200 t/min a 37°C. Le lendemain 90

ml de milieu LB sont inoculés avec les 10 ml de-quiiure et incubés sous une agitation 200
t/min 3 h a 37°C. Les cellules sont centrifugé&9@0 g pendant 15 min a 4°C et remises en
suspension dans 10 ml de tampon de ($§emM sodium phosphate, 300 mM NacCl, pH7).
Du lysozyme est ajouté a une concentration final®.@5 mg/ml et la préparation est incubée
30 min a température ambiante avant d’étre refeoil#ins la glace. La lyse est réalisée par
sonication (6 cycles de 10 secondes) en gardamklades dans la glace. Le lysat cellulaire

est obtenu par centrifugation a 12000 g, 20 mifG 4

4.1.3.2 Saturation de la membrane

Une membrane de nitrocellulose est incubée 30 roirs |gitation avec le lysat
bactérien cE. colidilué au 1/8™ dans du PBS 1X. Aprés étre séchée sur du papithriéa

celle-ci est lavée 3 fois par incubation de 5 mamgidu PBS 1X. La membrane est ensuite
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incubée dans une solution de saturation (Régifai pendant 1h sous agitation a température

ambiante.

4.1.3.3 Epuisement des anticorps non spécifiques

La membrane est lavée 3 fois avec du tampon PBSLaXsolution d’anticorps
polyclonaux (sérum brut) est diluée 200 fois dandaimpon PBS 1X et la membrane y est
immergée sous agitation pendant une nuit a 4°Goluation d’anticorps est ensuite stockée a

-20°C et sera utilisée par la suite au 1/2060

4.1.4 Extraction des protéines intracellulairesBlecereus

L’extraction est réalisée sur 50 ml de culture Hae veut étudier. Les cellules sont
décongelées et centrifugées a 6000 t/min pendanid@ 4°C. Le culot cellulaire est repris
dans 5 ml d’eau MilliQ puis centrifugé a nouvea60®0 t/min pendant 10 min a 4°C. Le
culot obtenu est repris dans 1 ml de tampon d’etitia (urée 8M, DTT 20 mM, Chaps 4%)
et la suspension est répartie dans des microtubetr@ant 0.3 g de billes de zirconium
(Biospec Products, Inc). Les cellules sont broyéesautilisant I'appareil FastPrep (FP120,
Bio101, Thermo electron corporation). Les débributares sont éliminés par centrifugation
a 3500g pendant 1 min a 4°C. Le surnageant espéé€et les billes sont lavées 2 fois avec
500ul d’eau MilliQ (centrifugation a 3500 g penddntin a 4°C entre chaque lavage). Le
tout est filtré une premiere fois a 0.45 um puis deuxieme fois a 0.22 um (Millipore). Les
extraits protéiques sont alors dosés a l'aide duMicroBC Assay Protein quantification”

(Interchim) comme décrit précédemment.

4.1.5 Electrophorése de protéines

Généralement, 5 a 20 pg de protéines sont mélanngigse a volume avec du tampon
de charge (2% SDS, 20% glycérol, 5nercaptoéthanol, 0,015% de bleu de bromophénol
dans du Tris HCI 62,5 mM, pH 6,8) (Laemmli, 197@)d&naturés 4 min a 95°C. Les
électrophoréses dénaturantes (SDS-PAGE) sont ééalidans un systeme Mini Protean Il
(Biorad). Le gel de migration se compose de la jgsgtion d’'un gel de séparation (12%
d’acrylamide, 1% SDS, 1% persulfate d’ammonium4@0TEMED dans du Tris HCI 0,375
M pH 8,8) comme partie inférieure et d'un gel denaentration (5% d’acrylamide, 0,1%
SDS, 0,1% persulfate d’'ammonium, 0,04% TEMED dans HCI 0,125 M pH 6,8) comme
partie supérieure. Apres dépobt des échantillongyigaation s’effectue a 100 volts dans un

tampon d'électrophorése (3 ¢ Tris base, 14,25 dlglycine, 1 gt SDS) jusqu’a disparition
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du front de migration. Le gel est ensuite lavé dded’eau ultra pure (3 a 5 min), coloré
pendant 10 min dans du bleu de Coomassie et einfié dans la solution de décoloration
(éthanol/ acétate, V/V) pendant 30 min.

Les électrophoréses non dénaturantes (Blue Natgaéylamide Gel Electrophoresis ou
BN-PAGE) sont réalisées dans le méme systeme MateBn Il selon le protocole décrit par
Wittig et al (Wittig et al, 2006). Dans cette méthode le bleu de Coomas&B0Gst ajouté
aux échantillons afin de charger négativement leémes.

4.1.6 Détection des protéines par immunomarquage

En vue de réaliser un Western Blot, les protéinest stransférées du gel
d’électrophorése sur une membrane de nitrocellubd® pm (Amersham Bioscience) a
I'aide du systeme Mini Protean Il (Biorad). Le tsfart s’effectue dans du tampon de transfert
froid (6,05 g.I* Tris base, 28,8 g'lglycine, 15 ml.F méthanol pH 8,6), & 100 volts pendant 1
heure. La membrane est ensuite colorée pendanti”?@umrouge Ponceau afin de vérifier
I'efficacité du transfert. Elle est ensuite rinéékeau ultra pure et séchée.

La membrane & hybrider est incubée 5 min dans d& PB(2,5 g NaCl, 1,07 gif
NaHPOs, 0,39 g.' NaH,PO,, pH 7,2) puis saturée 60 min sous agitation & éatpre
ambiante ou une nuit a 4°C dans la solution dedgec(PBS 1X, 10% Régilait). La
membrane est lavée 2 fois 5 min dans du PBST (PBSTtveen 20 0,1%) puis incubée
pendant 1h30 sous agitation avec I'anticorps adapté
Pour les protéines portant une étiquette HistidineStreptavidine, la membrane est incubée
pendant 1 heure avec les anticorps IgG de soutidHa (Roche) ou anti-Strep (Novagen)
couplés a la peroxydase. L'anti-His est utiliséL&0G™ et I'anti-Strep au 1/2068°dans du
tampon anticorps (PBS 1X, Régilait 2%). La membrasieensuite rincée 2 fois 5 min dans
du PBST et 30 min dans du PBS. Le kit de révélai@h (Immobilon Western, Millipore)
est utilisé. La détection s’effectue en incubantrlambrane dans la solution de détection
(mélange 1:1 des deux réactifs, 0,125 mflcde membrane, pendant 1min). Un film
photographique est immédiatement exposé contre dmbrane pendant 1 a 2 min puis
développé en chambre noire.

Pour une détection des protéines cliezcereusa l'aide des anticorps polyclonaux, la
membrane est incubée pendant 1h30 sous agitatemnlag anticorps de lapins anti-Fnr ou
anti-ResD (CEA, Marcoule) épuisés et dilués au Q0P dans du PBS. La membrane est
ensuite lavée 2 fois 5 min dans du PBST puis iney@ndant 1h sous agitation avec les

anticorps secondaires de lapins dilués au 1/26@8igma). La membrane est alors rincée 2
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fois 5 min dans du PBST et 30 min dans du PBS siJélation est réalisée comme indiqué

précédemment.

4.1.7 Oxydation par le diamide

Le diamide est un agent d’'oxydation des thiolsfdBaule chimique est présentée sur
la figure 49.
Un pont disulfure (lien S-S) est un lien covalemt fqui, par oxydation, réunit les fonctions

thiol de deux cystéines dans une séquence pepaidiqu

CH, @)

NN e,

el G
O CHa

T H )2 # $H##

Le pont disulfure est un élément des structuresgire, tertiaire (apres le repliement de la
protéine) ou quaternaire (lors d'association des-smités protéiques) de la protéine. La
formation d'un pont disulfure a partir de deux éysts s'accomplit spontanément en

condition oxydante, en particulier en présenceideygene.

En pratique, I'oxydation d’une protéine par le didenconsiste a incuber cette protéine
(2 pg) avec 1 et 10 mM de diamide puis a analys@rdduit de réaction par gel SDS-PAGE

12% en condition non réductrice.

4.1.8 Phosphorylation d’'un régulateur de réponse (RR)
4.1.8.1 Trans-phosphorylation par une histidine kinase (HK)

L’HK purifiee (6 uM) est incubée dans un tamponpt®sphorylation (Tris-HCI 50
mM, pH 7.5 ; NaCl 50 mM ; EDTA 1 mM ; glycérol 109DTT 4 mM ; MgCI2 4 mM ; [-
32P]-ATP 5 pCi (Amersham Biosciences). La réactioautbphosphorylation de I' HK est
réalisée a 37°C pendant 15 min. La phosphorylatioRR (9.6 uM) par I'HK est effectuée a

la méme température. La réaction est arrétée mart @&'un tampon SDS. Les produits
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résultants sont analysés par SDS-PAGE 12% et t#dipes marquées sont détectées a l'aide

d’'un Phospholmager (Storm, Molecular dynamics).

4.1.8.2 Phosphorylation par 'acétyl phosphate

L’autophosphorylation du RR a été réalisé selopri@ocole décrit par Milleet al
(Miller A, A et al, 2001) en présente d’acétyl phosphate de lit{i0shlsKLIO sP, Sigma).
0.1 a 2.5 pg de protéine sont incubés 90 min a 3¥&& du tampon de phosphorylation
préparé extemporanément contenant §® 20 mM, pH 8 ; MgCi 10 mM ; DTT 1mM et
C,HsKLIOsP 32 mM.

4.1.9 Deétection de la phosphorylation a l'aide du kit Br®iamond

Le kit "Pro-Q® Diamond Phosphoprotein Gel Stain"of®tular Probes) permet de
détecter une protéine phosphorylée apres migraléocelle-ci sur un gel SDS-PAGE. Le kit
contient un marqueur de taille constitué de deustémes phosphorylées et de quatre
protéines non phosphorylées (PeppermintSitck Plogspltein Molecular Weiht Standards).
Le gel est incubé dans la solution de fixation fraébl 50%, acide acétique 10%) deux fois
30 min a température ambiante et sous agitationeApois lavages de 10 min dans l'eau, le
gel est incubé 90 min dans la solution de colonatibest ensuite incubé dans la solution de
décoloration (acétonitrile 20 %, acétate de sodut4, 50 mM) trois fois 30 min puis lavé
dans I'eau deux fois 5 min. La protéine phosphargét alors révélée a I'aide d’'une table a
UV.

4.1.10 Dosage de l'activité-galactosidase en milieu liquide chez la levure

L’activation de lacZ peut étre veérifiée par I'addition d’'un substrdiramogéne,
'ONPG ou Ortho Nitro Phényl Galactopyranoside, slinmilieu. L’hydrolyse de ce substrat
par la -galactosidase codée par le géa€Z se traduit par une coloration jaur@omme
'enzyme -galactosidase n’est pas exportée de la celluledee, il est nécessaire de lyser
les cellules.

Une colonie de levure est inoculée dans 5 ml deewmiliquide SD sélectif dépourvu de
leucine et tryptophane et incubée une nuit a 3080@s une agitation de 250 t/min. Le
lendemain, la pré-culture est vortexée pendantrl puis 2 ml sont transférés dans 8 ml de
milieu YPD. La culture est incubée a 30°C sous agitation de 250 t/min jusqu’a ce que la

DOgp atteigne 0.6. Les cellules contenues dans 2 rfd delture sont centrifugées a 10000 g
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pendant 30 secondes et le culot est mis en sugpedsins 1 ml de tampon Z (33 mM
NaHPO,, 7H,0; 67mM NaHPQ,, H,O; 0,1mM MnC}). Le mélange est vortexé puis a
nouveau centrifugé. Le culot est repris dans 30feiTampon Z +-mercaptoéthanol (270 pl
pour 100 ml de tampon Z) puis transféré dans ua tumtenant 0.3 g de billes de zirconium.
Le cassage est réalisé au cours de 6 cycles dec8des (fastprep). Apres centrifugation, le
lysat obtenu est conservé dans la glace.
Le dosage de la-Gal s’effectue de la fagon suivante :

100 pl de lysat sont ajoutés dans une cuve comtehanl de tampon Z + ONPG
(4mg/ml dans le tampon Z (a dissoudre 1 h avaf&)3. Le tout est incubé a 30°C et la DO
est lue entre 12h et 24h.

4.2 Purification des protéines recombinantes

4.2.1 Contréle de I'expression des protéines recombigante

Il est nécessaire de sélectionner une construgiiasmidique permettant bien
'expression de la protéine considérée dans lestulesl BL21 codon plus (DE3)-RIl
(Stratagene).

Afin de sélectionner un clone exprimant la protéidéntérét, un protocole "rapide"
d’expression est réalisé. 100 ml de milieu LB + Asgmt inoculés avec 1 ml de préculture
des différents clones de BI21 obtenus puis inc@éb83°C sous une agitation de 200 t/min
jusqu’a obtention d'une Dggde 1. L'induction est réalisée par ajout de 0.2 diN¥TG pour

le pET100/101 et 0.4 mM pour le pET52b (+). L'inatibn est poursuivie 16h a 20°C. Le
lendemain les cellules sont centrifugées a 10 0ROgnin a 4°C et le culot obtenu est repris
dans 2 ml de Tampon (phosphate de sodium 50 mMJ] R&C mM, pH 7.0). Les cellules
sont lysées par sonication puis centrifugées a eswnafin de récupérer I'extrait protéique
intracellulaire. Une analyse de cet extrait esigéa par Western Blot.

4.2.2 Préparation des culots bactériens

Une colonie recombinante est inoculée dans du milE contenant de 'ampicilline a
100 pg. mt et incubée & 37°C sous agitation (200 t/min) pendé h. Cette pré-culture est
utilisée pour inoculer le volume désiré de LB + Arb@Oug/ml (+ 50 uM fer ammonium
sulfate pour Fnr) au 1:100. Pour les purificatiatess ResD, ResE et Fnr étiquetées en
polyhistidine, le volume est de 1 | et pour Fnigéétée en Strep ou native, le volume de
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culture est de 11.5 | (fermenteur : agitation deD 4Bnin avec aération a 180 L/h).
L’incubation est réalisée a 37°C sous agitatior(&hin) jusqu’a ce que la Dg) atteigne 1.
L’expression des protéines est ensuite induiteapaut de 0,2 mM d’'IPTG pour le systeme
pPET100/101 et de 0,4 mM d’IPTG pour le systeme @BIB+). L'induction est poursuivie
pendant 16 h a 20°C pour Fnr et a 37°C pour legesiprotéines.
Aprés culture, les cellules sont centrifugées a0560pendant 10 min a 4°C. Les culots
bactériens sont conservés a -80°C jusqu’a utitirati

En anaérobie : Apres ajout de l'inducteur, I'aéiati est arrétée et un barbotage sous
argon-CQ (90-10) est poursuivi pendant 16 h. Les cellulast £entrifugées a 3500 t/min
pendant 15 mn a 4°C dans des pots soud &l culot est lavé en tampon Tris-HCI 50 mM pH
8, dans la boite a gants.

4.2.3 Purification des protéines étiquetées en polyhigtighar chromatographie d’affinité

Ces purifications sont réalisées par ChromatogeaptiAffinité avec des ions
Métalliques Immobilisés (IMAC). Il s’agit ici du @alt qui privilégie la pureté grace a son
affinité extréme pour les "Tags" histidines. Latpioe est fixée via son tag sur la résine et
éluée par compétition par ajout d'imidazole.

La figure 50 rappelle le principe de cette chrorgedphie sur colonne d’affinite.

# 03 1 51&

Les cellules sont décongelées puis mises en suspetians 20 ml de tampon natif
d’équilibration/lavage (phosphate de sodium 50 mdCl 300 mM, pH 7.0) pour ResD, Fnr
et PIcR. Pour la purification de ResE, en raisosalocalisation membranaire et ce malgré la

délétion de sa région d’ancrage a la membranediiges sont mises en suspension dans 20

86



Matériel et méthodes.

ml de tampon dénaturant (phosphate de sodium 50 gnihidine-HCI 6 M, NaCl 300 mM,
pH 7.0). Du lysosyme est ajouté a la concentrad®,75 mg/ml et la préparation est incubée
30 min a température ambiante sous faible agitati@s cellules sont ensuite lysées par
sonication a raison de 6 cycles de 10 secondegétate maximale. Cette étape est réalisée
en maintenant les cellules dans la glace. Les slébfiulaires sont éliminés par centrifugation
a 12 000 g durant 20 min a 4°C. Le surnageantteddudonstitue I'extrait a purifier.

Dans le cas particulier de PIcR, le surnagearglasiné et le culot obtenu est lavé 2 fois avec
20 ml de tampon de lavage (phosphate de sodiumMONACl 150 mM, triton X-100 1%,
pH 7.0) (centrifugation 10 min a 12000 g pour cleatpvage). Chaque 0.1 gramme de culot
contenant les corps d’inclusion est dissout danmd de tampon de dissolution (phosphate de
sodium 50 mM, Urée 8 M, pH 7.0). Apres 10 min detdiigation a 12000 g, le surnageant
est réecupéré. Il constitue le lysat cellulaire &ffar.

Le surnageant est transféré dans un tube falcd® ael puis centrifugé a 12 000 g durant 10
min a 4°C. Le surnageant (lysat protéique) esthécdh sous agitation modérée et a
température ambiante avec 2 ml de résine chargédeohalt (Clontech) pré-équilibrée en
tampon d’équilibration/lavage. Aprés équilibratida la résine, le surnageant est éliminé et la
résine est lavée deux fois avec 10 ml de tampoilig@tion/lavage. La résine est ensuite
transférée sur une colonne fermée et laissée jaspdimentation et compactage de celle-ci
dans la colonne. Apres ouverture de la colonnargbn est drainé par gravité et la colonne
est lavée avec 5 ml de tampon d’équilibration/l&vdga protéine étiquetée en polyhistidine
est ensuite éluée par ajout de 5 ml de tampontdélfphosphate de sodium 50 mM, NaCl
300 mM, imidazole 150 mM, pH 7.0). Le produit d'tdun est récolté en 5 fractions (5 fois 1
ml) qui seront analysées par SDS-PAGE. Les frastimontenant les plus fortes
concentrations de protéines et présentant la plusdg pureté sont immédiatement dessalées
(élimination de l'imidazole) et concentrées parrafiitration (membrane de 30K, Amicon).

La concentration en protéine est déterminée paagioselon la méthode du BCA.

4.2.4 Purification de la protéine Fnr étiquetées en $anggine et native

La purification de la protéine Fnr a été réalisémrs deux protocoledDans un premier

protocole nous avons entrepris une purificationag@aérobie de maniere a récupérer la
protéine sous sa forme holo, c'est-a-dire aveccare [Fe-S]. Dans un second protocole,
nous avons réalisé la purification de la protéin@esence d’'oxygene. Les étapes principales

de ces deux protocoles sont proches et la différeéside dans la protection de la protéine
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contre l'oxygene. En effet, en condition anaérobés, cellules sont obtenues sous flux
d’argon-CQ (90-10), toutes les manipulations ont lieu dans boite a gants (@2 ppm) et
les tampons sont dégazés 24h avant utilisation.s Danprotocole décrit ci-dessous, les

suppléments liés a la condition d’anaérobie sonitimenés en italique pour chaque étape.

4.2.4.1 Lyse non dénaturante des cellules

Le culot cellulaire est mis en suspension dansmiP@e tampon A + 5 mM EDTA (25
mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM DTT). Le lysozyme est aié a une concentration finale de 0.5
mg/ml et le mélange est incubé 20 min a températuna@ante.
Les cellules maintenues dans la glace, sont lysaesonication, 3 min a une amplitude 80
avec des cycles de 5 secondes interrompus paobdesd’arrét.
L’extrait brut est placé dans des tubes d'ultradtmation Sorvall 45 Ti ou équivalent puis

centrifugé a 43 000 t/min pendant 1 h. Le surnaigestriransféré en erlen de 200 ml.

4.2.4.2 Chromatographie échangeuse d’ions DEAE

Les échangeurs d'ions sont des macromoléculesubriesl portant des groupements
ionisables qui ont la propriété d'échanger de fagwersible certains de leurs ions, au contact
d'autres ions provenant d'une solution. Les résamésniques échangent réversiblement des
anions et sont chargées positivement. Le princpeeatte chromatographie est schématisé

figure 51.

Fnr ne se fixe pas sur ce type de résine. On va glen servir pour éliminer un maximum de
contaminants et récupérer Fnr dans les fractiomsratenues. Une élution n’est donc pas

nécessaire a ce niveau.
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D’un point de vue pratique, le surnageant est d&gas la colonne (DE 52 Wathman,
30-40 ml) qui est ensuite lavée par environ 10@edampon A. Les fractions non retenues et
la fraction de lavage sont assemblées. La solutiianue est traitée avec de la benzonase a
250 U/ul (1/10 000, v/v) en présence de MgCmM pendant 20 min a température ambiante
et le pH est ajusté a 7 avec du phosphate de potadsM. Cette solution protéique sera

ensuite analysée par chromatographie sur hydroagtagomme décrit ci-dessous.

4.2.4.3 Chromatographie sur hydroxylapatite HA ultrogel

Il s’agit d’'une chromatographie de partage. pleosphate de calcium cristallisé retient les
protéines de deux facons:
- son calcium interagit avec les groupements aaddssprotéines
- son phosphate interagit avec les groupementsesmin
L’élution est réalisée dans un gradient de phosppatir entrer en compétition avec

ces interactions. Le principe de cette chromatdgeapst schématisé sur la figure 52.

o

3Ca,(PO,), - Ca(OH),

C#0( 1 # * *

D’un point de vue pratique, la colonne (HA ultraqg8D ml, Pall corporation) est
équilibrée en tampon D (50 mM KRGO, [pH7], 1 mM DTT) puis la fraction non retenue sur
DEAE est déposée. La colonne est lavée avec en®i@om| de tampon D et I'élution est
réalisée par gradient de phosphate avec du tampenBE>(200 mM KHPO, [pH7], 1 mM
DTT) en fractions de 2 ml. Les fractions obtenuest analysées par SDS-PAGE et celles
contenant la protéine Fnr sont réunies en une nfi&oion. Cette derniere est concentrée sur
une membrane amicon 30K jusqu’a obtention d'un maule 2ml. Cette fraction protéique

sera ensuite analysée par chromatographie ddtgatidin comme décrit ci-dessous.
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4.2.4.4 Chromatographie de gel filtration sur Superdex SD20

Cette technique permet la séparation des moléemldésnction de leur taille et de leur
forme (Chromatographie d’exclusion). On utilise poela des granules de gel poreux. Les
grosses molécules (dont le diametre est supérieatuades pores) sont exclues et sont donc
éluées les premieres, au niveau du volume mort.petisées et moyennes molécules sont
éluées plus tardivement, car pénétrant dans ldegelmigration est freinée. Les solutés sont
donc élués dans l'ordre inverse des masses mahésulk existe une relation linéaire entre le
volume d'élution et le logarithme de la masse mo&e.

D’un point de vue pratique, la colonne (SuperdexX2@D 1,6x50 cm, Amersham
Bioscience) est equilibrée par 1,5 volume (180delYampon F (50 mM KHPO, [pH7], 150
mM NaCl, 1 mM DTT) pendant une nuit a 0,2 ml/mir2 ¢hl/h) sur appareil FPLC Kontron.
La protéine purifiée (500ul) est déposée sur leommd puis éluée a 0,4 ml/min (2
min/fraction). L’absorbance est suivie a 280 nms [fiections obtenues sont analysées par
SDS-PAGE et celles contenant la protéine Fnr pargé geunies en une méme fraction puis
concentrée sur une membrane amicon 30K jusqu’atbited’'un volume de 2ml. La fraction

obtenue est immédiatement conservée dans 'azptield.

66 E#
En anaérobieTous les tampons sont dégazés au moins 24h a €avam boite a gants sous

argon et les colonnes sont équilibrées dans laebdigants au moins 24 h a I'avance.

4.3 Analyse biochimique des centres [Fe-S]

4.3.1 Reconstitution biologique de Fnr en présence déCsd

CsdA appartient a la machinerie d'assemblage ddsesgFe-ShppeléeCSD. Cette
protéine possede une activité dite cystéine démdéuet est capable de fournir du soufre a
partir d’'un acide-aminé, la L-cystéine.

L’intégralité de la reconstitution est réalisée araérobie dans une boite a gants (2
ppm Q, 18 °C). Les solutions utilisées sont rentréegeifle sous la forme de poudre et sont
préparées au dernier moment dans du tampon F (tadi@lution de la protéine).

A 2 mg/ml de protéine Apo-Fnr, sont ajoutés 20 mdtampon Tris-HCI 25 mM pH
8 puis 4 mM de DTT. Le tout est incubé 30 min apémture ambiante. 1mM de Fer

(Fe(NH4)(S04)) et de L cystéine sont ajoutés et la réactiordéstenchée par ajout de la
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protéine CsdA . coli (1uM). La reconstitution est suivie sur une péeial 2 heures grace

a la réalisation d’'un spectre entre 250 et 750 oates les 15 min. La protéine est ensuite
filtrée sur une colonne Sephadex G25 de 10 ml ibgéd en tampon F puis concentrée sur
nanosep 30K. Un spectre de la protéine concensteeaisé. 200 ul de protéine oxydée sont

transférés dans un tube RPE et congelés immédiataetaes 'azote liquide.

4.3.2 Reduction de la protéine Fnr

La réduction du centre [Fe-8¢ la protéine Fneconstituée est effectuée dans une cuve
en quartz de 400 ul par ajout de 10 mM de glycieaitnalisée et de 10 uM de 5-
déazariboflavine. La photo-réduction est initiée jpeadiation de la solution pendant 1 a 3
min a l'aide d'un projecteur de diapositives digp@ 15 cm de I'échantillon. Apres
illumination, la 5-déazariboflavine gagne un étati® qui peut arracher un électron a la
glycine et le transmettre au centre [Fe-S] (Figh®. Une fois la réaction terminée, le
mélange réactionnel est maintenu dans le noiridel'd'une feuille d'aluminium afin de
stopper le flux d'électrons. 200 pl de protéineur@dsont transférés dans un tube RPE et

congelés immédiatement dans I'azote liquide avattedanalysés.

5-déazariboflavine 4 Fnr g,
5-déazariboflavine , FNr g
Glycine
H# 0% < # ; 0 B 4
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4.4 Mise en évidence d’interactions protéiques

4.4.1 Pontage covalent ou cross-linking
4.4.1.1 Principe

Les expériences de pontage chimique ont été réal&daide d'un réactif susceptible
de générer des liaisons covalentes entre prot@iresentant une affinité ionique. Ce réactif
est le 1-éthyl-3(3-diméthyl-aminopropylcarbodiimid&DC). L'EDC est un carbodiimide qui
forme des liaisons covalentes entre des groupenvamib®xyliques et les amines primaires
portées par les chaines latérales d’acides aniliaggaction ne peut avoir lieu que lorsque les
groupements fonctionnels amines et carboxyliquas &@roximité immédiate I'un de I'autre,
c’est-a-dire lorsqu’ils sont en interaction élestadique. Une liaison covalente entre deux
protéines ne peut donc étre observée que lorsdi@s-ce sont associées par des interactions
de ce type (Poulos & Kraut, 1980). L'EDC activeesfivement les groupes carboxyliques des
acides glutamiques et aspartiques et forme unnidégiaireo-acylurée qui peut alors réagir
avec la fonction amine primaire d’'un résidu lysmeavec I'extrémité amino-terminale de la
protéine (figure 54). Une liaison de type peptidigest formée entre les deux protéines.
L’intermédiaire o-acylurée est sujet a I'hydrolyse, ce qui peut timile rendement de la
réaction de pontage chimique. Le N-hydroxysulfocaide (sulfo-NHS) est employé en
complément de 'EDC pour favoriser le pontage. €actif génére un intermédiaire plus
résistant a I'hydrolyse et permet de travailler H peutre et de favoriser la cinétique de

couplage (Starost al, 1986).

# 0) 1 $# # 5"&
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3.1.8.2 La réaction de pontage

Les protéines purifiées dont on veut étudier lliatdion (5 uM) sont incubées en
tampon MOPS 10 mM, pH 7.5 contenant 12.5 mM d’ERG enM de sulfo-NHS dans un
volume total de 20 ul. La réaction est incubéemptrature ambiante durant 30 mn puis

analysée sur gel SDS-PAGE 12% couplé a une déateagtides anticorps anti-His.

4.4.2 Far Western Blot

Le Far Western Blot (ou Far Overlay) vise a détedes interactions entre deux
protéines X et Y. Cette technique dérive d'un WestBlot classique dans lequel on
discrimine plusieurs étapes. Dans notre cas, l&ime X purifiée est déposée sur membrane :
la protéine X est alors fixée a la membrane qua secubée dans une solution contenant la
protéine Y préalablement marquée a la biotine. é&lation est réalisée par une méthode

immunoenzymatique de type streptavidine-biotinespgdase

4.4.2.1 Marquage des protéines a la biotine

77

Le marquage des protéines a la biotine est éallaide du kit "Biotin Labelling Kit-

NH2, Dojindo Laboratories".

;# 00 1 # S$# 5# 7

4.4.2.2 Dot Far Western Blot

Les protéines purifiées sont transférées sur deeslmanes de nitrocellulose (Amersham

Bioscience) par la technique du "Dot Blot". L'unesdmembranes est colorée avec une
solution de rouge ponceau (Sigma) afin de contri@erquantités de protéines déposées et
'autre membrane est soumise au Far-Western Blidide du kit "Profound Far-Western
Biotinylated-Protein : Protein Interaction, PiercdBrievement, la membrane est saturée
pendant 1 heure a température ambiante dans uromadg dilution puis ringée dans un
tampon phosphate contenant 0.05% de Tween 20 (FBSette derniére est ensuite incubée

1 heure dans la solution contenant la protéine n&ad la biotine a la concentration de 1
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pg/ml. Apres lavage dans le PBS-T, la membrane iregibée avec une solution de
Streptavidine-Horseradish Peroxidase a la cond@mirde 0.1 mg/ml. La protéine marquée
est alors visualisée par chimioluminescence. Umeraction entre la protéine fixée sur la

membrane et la protéine marquée a la biotine pesit @re détectée.

s Wey
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2 G/"% $ '

1 Introduction a I'étude

La majorité des infections associéeB.acereussont d’origine alimentaire et celles-ci
sont classées en deux syndromes. Le syndrome é@gueh (le plus commun) résulte de la
production d’'un ensemble de toxines protéiques @tilhe) dans I'intestin gréle de I'hote.

La caractérisation d’un mutantfnr a montré que la protéine Fnr était essentieller pau
production de ces entérotoxines aussi bien en ES®lu’'en anaérobiose (Zigha al,
2007). En effet quelle que soit la condition étediéa mutation du géne codant pour le
régulateur Fnr conduit a la répression de I'expoesgdes entérotoxines.

La protéine Fnr d&. cereuscontient un domaine Crp (CAMP Receptor ProteinNen
terminal et un domaine de fixation a 'ADN de typélice-tour-hélice. Ce dernier est suivi
d’'un domaine senseur constitué de 4 cystéines glilgies de fixer un centre [Fe-S] en C-
terminal. D’un point de vue structural, les pro&sr-nr deB. subtilis et B. cereusgprésentent
80% d’homologie, suggérant un mécanisme de fonedorent comparable avec un centre
[Fe-S] qui pourrait moduler I'activité de Fnr chBz cereus Pourtant, chez ce dernier, les
résultats obtenus au laboratoire ont montré qué&raioement a son orthologue, la protéine
Fnr deB. cereuspourrait étre active en présence d’oxygene. Lemées bibliographiques
rapportent que la protéine Fnr Be subtilisforme un dimére stable indépendamment de la
tension en oxygene et de la présence du centr§][Féhez cet organisme, la présence du
centre meétallique intact est indispensable pour lgugrotéine puisse lier TADN de fagon
spécifique et ainsi induire la transcription desagcibles (Reentt al, 2006a).

Une étude bioinformatique des séquences promotriespéronbl, nhe resDE et
des genesnr et pIcR a été realisée afin de rechercher des séquentestiplies de fixation
pour Fnr. En combinant les données connues supté de fixation de la protéine Crp &
coli (Busby & Ebright, 1999) et le logiciel "Virtual faarint Prodoric” (Munchet al, 2005)
nous avons mis en évidence la présence de boi@$nCren amont de ces séquences
régulatrices. Ces boites pourraient étre des d@dxation pour la protéine Fnr @ cereus

Compte tenu de ces données, nous avons orientétretail selon deux hypothéses:
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- Le régulateur Fnr a t-il une action directe sur larégulation de la toxinogenése

comme le laisse supposer la présence de boites Erp/?

- Si oui, quel est son mécanisme d’action? Sous quefbrme la protéine est-elle active

et quelle est 'importance du centre [Fe-S] ?

Pour répondre a ces guestions, nous avons surexfaiprotéine Fnr dans une souche
d’E. coli dans la mesure ou elle est capable de synthétrseentre [4Fe-4S]. Ceci a par
ailleurs été confirmé dans le cas de la protéinederB. subtilis(Reentset al, 2006a). La
purification de la protéine recombinante sous sa&Apo et Holo a été réalisée de maniére a

tester son activité.

2 Stratégie envisagée

2.1 Surexpression de la protéine Fnr

L’expression de la protéine Fnr a été optimiséel'pétisation des cellules ¢. coli
BI21 codonplus (DE3)-RIL (Stratagene) limitant Kaenulation des codons rares qui

ralentissent le ribosome.

2.2 Purification de la protéine Fnr

La purification de_formes taggées été réalisée. Nous avons choisi de produire la

protéine sous cette forme car cela permet d’efegaine purification rapide de la protéine par
chromatographie d’affinité et d’en obtenir une ditérsuffisante pour produire des anticorps.
Ces derniers sont indispensables pour la détedgqgorotéinesn vivo ainsi que pour le suivi
de la purification de la forme native. Notre chaest orienté vers deux Tags différents
(histidine et streptavidine) placés en C ou N-teahie la protéine. Cette démarche permet
d’anticiper un effet négatif éventuel du Tag d@anature ou son positionnement au niveau de
la séquence protéique.

Le "Strep-tag" est un peptide artificiel qui sed@ns le site de liaison de la streptavidine pour
la biotine. La purification, basée sur I'affinitéreptavidine-biotine, est réalisée sur une réesine
couplée a la strep-tactin. Le "His-tag" corresp@ndlajout de plusieurs résidus Histidine
permettant de purifier la protéine sur une colommargée au cobalt (affinité cobalt-

histidine). La résine utilisée pour la purificatioshe protéines Strep-taggées présente
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'avantage d'étre compatible avec une large gamenéétiergents, chélateurs et réducteurs (en

particulier le DTT). C’est un point important pdarpurification de la protéine Fnr.

Au cas ou ces Tags perturberaient la structuraeivité de la protéine, nous avons
envisagé la production d’'une protéine Fnr sou®sad nativgdépourvue de Tag).

Dans un premier temps, le géene codant pour la ippténr a été cloné dans les
systemes pET101 (Invitrogen) et pET52b (+) (Novagkas constructions ont été réalisées
de maniére a obtenir trois protéines Fnr recomlesadifférentes : Une protéine His-taggée
en C-terminal (Fn#s), une protéine Step-taggée en N-termiggfenr) et une protéine Fnr
non taggée. La purification de la protéine Jfna été réalisée de maniére classique par
chromatographie d’affinité sur résine chargée abalto(Clontech). La purification de la

protéinesyedNr a été réalisée selon deux protocol@sns un premier protocole, nous avons

entrepris une purification en anaérobie de maraenecupérer la protéine sous sa forme holo,
c'est-a-dire avec son centre [Fe-S]. Dans un segmmdocole, nous avons réalisé la
purification de la protéine en présence d'oxygebes étapes principales de ces deux
protocoles sont proches et la différence réside demprotection de la protéine de I'oxygene.
En effet en condition anaérobie, les cellules stenues sous flux d’argon-GO
Dans un second temps, afin de mieux caractérigaotéine Fnr et son cluster [Fe-S],

une purification de la protéine sous sa forme matdépourvue de tag) a été entreprise. Pour
cela, le géne codant pour la protéine Fnr a étéécltans le pET101 de maniere a ne pas
exprimer de Tag. Dans cette stratégie, le codop ftésent sur la séquence de la protéine Fnr
est conservé afin de ne pas exprimer la queue Hisgf en C-terminal dans ce vecteur. La

proteine Fnr a été purifiée selon le protocole léfadur la protéingyefnr.

2.3 Caractérisation biochimique et fonctionnelle

L’analyse structurale des protéines Fnr a commpacéne vérification de la présence
du centre [Fe-S] par spectrophotométrie. En efést,protéines contenant un centre [Fe-S]
présentent un maximum d’absorbance caractérisagd20 nm (Khoroshilovat al, 1995).
Pour approfondir cette analyse structurale, nousngwentrepris la caractérisation de la
structure quaternaire de ces protéines. Ceci aréstisé par gel filtration couplée a la
diffusion dynamique de lumiere (DLS). Il s’agit idfexaminer I'état oligomérique des
protéines.

Afin de déterminer si Fnr est capable de se fixerctement aux boites potentielles

identifiées dans les régions promotrices des opéétudiés, des expériences de retard sur gel
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ont été effectuées. Les régions promotrices desonpéesDE, fnr, nhe et deplcR ont été
amplifiées a cet effet. La région promotrice dgpéomonhbl a été divisée en deux fragments,
hbl1 (636 pb) situé entre —582 et +54 pb du site ddtian de la transcription étbl2 (620

pb).

3 Résultats et discussion

3.1 Caractérisation moléculaire et fonctionnelle des mtéines recombinantes Fnys et

sepF NI - Article 1

Fnr a été exprimée et purifiée sous la forme de geatéines recombinantes, l'une
possédant une étiquette histidine en C-terminaly(rret I'autre une étiquette Streptavidine
en N-terminal e nr). Des expériences de retard sur gel ont e&ctefées pour tester la
capacité de ces deux protéines recombinantesiresestir les régions promotrices des genes
de structurehbl, nhe et de régulation des entérotoxinés (resDEetpIcR).

Les résultats ont montré que les deux protéinesmbimantes étaient produites sous
forme d’apoprotéines en aérobiose. fg@st majoritairement monomeérique en solution alors
que swefNr est majoritairement dimérique. Fgrest capable de se fixer aux régions
promotrices étudiées sous sa forme oxydggfnr n'est capable de se fixer sur 'ADN que
sous sa forme réduite (aprés addition de DTT). Ssasforme reduitesyefnr est
majoritairement monomérique. En conclusion, apakast capable de se fixer sur 'ADN

gue sous sa forme monomeérique et son état d’oligeati®n dépend du POR.

La régulation en aérobie de I'expression des entéaxines est réalisée par I'apoFnr et

son interaction avec ’ADN dépend de son état d’aiomeérisation.
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Supplementary data

ana

------ MIAVANSMTLSQDLKELLASV
_____________ MTLSQDLKELLASV
............. MTLSQDLKELLASYV
--------- VANSMTLSQDLKELLASV
--------- VANSMTLSQDLKELLASV
--------- VANSMTLSQDLKELLASV

by b bs

EYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 54
EYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 47
EYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 47
EYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 51
EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 51
EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 51

--------- VANSMTLSQDLKELLASVEYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYI IHSGKVQIS 51

--------- VANSMTLSQDLKELLASV
MLIRRKVIAVANSMTLSQDLKELLASV
MLIRRKVITVANSMTLSQDLKELLASV
------- MKLSQDLKELLASV
---VANSTALSKDLKELLSSV
--------- VTNRTALSNDLKELLASV

Fokkokdokkok e kok

b4 bs be

KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT
KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT
KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT
KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT
KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT
KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT

EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 51
EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 60
EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 60
EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 47
EYKMQINNGSFIFQEGTEATEIYIIHSGKVQIS 51
EYKMNVSKGSYIFQEGIEAKELYIIRSGKVQIS 51

b7 bg ap

DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 114
DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 107
DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 107
DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111
DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111
DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111

KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFTDNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREKELLQKP 111

KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT

KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT
KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT
KLSADGQELTLRICSEYDIIGELTLFT
KLSADGQELTLRICSQNDIGELTLFT
KISADGQELTLRICSKDDIIGELTLFA

ac

ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH

ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH
ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH
ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH
ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH
ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH

DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111
DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 120
DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKRETLEKALLQKP 120
DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKALLQKP 107
EDARYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKALLQKP 111
DHAKYLLNAKCLEEVEIGVIKRDALEKALLQKP 111

o okekkkkekkkkekkekkkkkeokkk kkkkk

ap b8
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 174

GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 167
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 167
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 171
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 171
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 171

ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLHGKKGALYSTLIRMTNSYGILKEN®LTN 171

ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH

ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH
ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH
ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH
ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH
ALAFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH

**

ag ar

QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI
QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI
QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI
QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI
QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI
QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI

GKKGALYSTLIRMTNSYGILKENGILIDLPLTN 171
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 180
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 180
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 167
GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 171
GKKGALYSTLIRMTNSYGILKENGILIDLPLTN 171

h b10 ac bll

SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 233
SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 226
SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 226
SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230
SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230
SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230

QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTISIHKGKITIHDLQFLKCEIACEBSVCSID 230

QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI

QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI
QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI
QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI
QELANFCATSRESVNRMLNDLKKKGTI
QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGIL

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkokkk-k -

SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230
SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 239
SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 239
SVHKGKITIHDLQFLKREIACEDCSASVCSID 226
SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSIE 230
SIQKGKITIHNLQFLKCEISCEDCPSSICSIE 230

Ko ekokkkkkok e kkkkk kokekkkk kekkke

Figure S1. Alignment of Fnr polypeptide sequencesdm 13 species of theB.
cereusgroup The amino acid sequence Bf cereusF4430/73 (DQ681074) Fnr is in bold
type. The aligned proteins are: Fnr frdn anthracisA2012 (ZP_003923978. anthracis
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Ames Ancestor (YP_018775)B. anthracis Ames (NP_844530)B. anthracis Sterne
(YP_028247RB. thuringiensis97-27 (YP_036287)B. cereusE33L (YP_083528)B. cereus
ATCC14579 (NP_831888RB. thuringiensisAl Hakam (YP_894717B. thuringiensisATCC
35646 (ZP_007437758. cereusG9241 (ZP_00237618B. weihenstephanensiksBAB4
(ZP_01185318) and. cereusNVH 391-98 (ZP_01180023). Predicted secondaryctira
elements of Fnr are indicated above the alignm@selices A to G, andb-strands 1-11).
Conserved cysteine residues and the potential DNAtact sites (REX3R) in the DNA
recognition helicesa) are indicated by a grey background. The alignmead produced by
ClustalwW.  Secondary structure prediction was donesingu PredictProtein
(http://www.predictprotein.org).

1 2 3 4 5
kDa

25 <— StrepF nr

20

15

Figure S2. SDS-PAGE analysis of overproduced and ptied B. cereusFnr. Samples of
the purification fractions were analyzed by elegharesis on an SDS-12% polyacrylamide
gel followed by Coomassie Brillant Blue stainindheTposition and mass (kDa) of molecular
weight markers (lanes 1) are given on the left.ePax Purification of Fngs Lane 1,
standard proteind.ane 2, soluble whole cell extract frobh coli. Lane 3: purified protein
after CG* IMAC. Lane 4: gel filtration chromatography (G259ol. Lane 5, purified protein
after Superdex 200 size exclusion chromatographgePB: Purification ofyefnr. Lane 1,
standard proteins. Lane 2, soluble whole cell extrhane 3, DE52 flow-through. Lane 4,
hydroxyapatite pool. Lane 5, purified protein aft&uperdex 200 size exclusion
chromatography.
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3.2 Caractérisation moléculaire et fonctionnelle de Igrotéine Fnr native

Les purifications des protéines recombinafies;s et syef~Nr €n anaéerobiose n’ont pas
permis d’obtenir de protéine présentant un cerieeg] : seule la forme Apo a été obtenue.
Pour éliminer un effet d0 au tag positionné syriatéine, nous avons entrepris de purifier la
protéine Fnr sous sa forme native. Celle-ci a ét#fipe dans les mémes conditions que la

protéinesyednr (Article 1).

3.2.1 Surexpression de la protéine Fnr

Nous avons entrepris la surexpression et la patio de la protéine Fnr dépourvue
de Tag. La séquence codanteFuhe a été clonée dans le vecteur pET101 et la cortgtnuc
obtenue introduite dans la souche d’expressi&n cbliBL21 codon plus (DE3)-RIL.

Au vu de la construction génétique réalisée, lagme Fnr exprimée a en théorie, une taille

de 26.64 kDa et un pHi et 6.54 respectivement.

Différents essais nous ont montré que la surexipregtait optimale a 16°C pendant
16h dans le milieu classique LB. Apres inductiayg tellules sont lysées par sonication et
I'extrait protéique brut obtenu est analysé afinvéeifier 'expression dénr. En analysant
simultanément par électrophorese un extrait pro&togrut de cellules induites et de cellules
non induites, on retrouve une protéine d’envirorkP@ (figure 57 A, pistes 2 et 3) présente
uniguement dans les cellules induites. Une analysstern-Blot avec détection a l'aide de
lantisérum Fnr dilué au 1/200@ permis de confirmer que cette protéine corredgivibien a

Fnr.
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A B
kDa 1 2 3 4
200
150
180 kDa
85 1 2
3 1
95
50 75
40 55
43
30 34
25 <) 26
20
17
15

A: Analyse SDS-PAGE des extraits protéiqued3: Western Blot anti Fnr.

bruts dE.coliBI21 plus. 1. Extrait protéique brut de cellules induites.
1. Marqueur de poids moléculaire non

coloré (Fermentas) 2. Ma(@gr%gr%gsgc')lds moléculaire précoloré
2, 3. Extraits protéiques bruts de cellules
induites.

4. Extraits protéiques bruts de cellu non induites

;#0910 5, .

3.2.2 Purification de la protéine Fnr en anaérobiose

Une fois l'expression controlée, Fnr a été purifiée 3 étapes, comprenant

successivement, une chromatographie échangeuseiord’a(DEAE cellulose), une
chromatographie sur hydroxylapatite (HA) et uneoamatographie d’exclusion. Le suivi de la

purification a été réalisé via une analyse élettoo@tique en gel SDS-PAGE (Figure 58).
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1 2 3 4 5 6
kDa

1. Marqueur de taille Fermentas (3ul)
2. Surnageant de lyse dilué au 1/20 (6ul) 50—
3. Non retenu de DE52 dilué au 1/20 (6pl) 40—
4. Pool HA concentré sur membra

YM30 (2ul) 30—
5. Pool HA concentré dilué au 1/10 (2ul) 25—
6. Pool de Gel filtration concentré
c# 0, 1 ¥ 1 # 4

Lors de son passage sur DEAE, contrairement a teegjuattendu, Fnr n’est pas
retenue. Mais cette premiere étape nous permeimi@r un grand nombre de protéines qui,
elles, restent fixées sur la résine. Compte tensodestatut de facteur transcriptionnel et donc
de son affinité pour 'ADN, nous avons opté poue uweuxiéme étape de purification sur
colonne d’hydroxylapatite. La colonne HA a permi®bdenir une fraction protéique
relativement propre. Celle-ci a été concentréensembrane YM30 avant analyse. L’éluat de
la colonne de gel filtration Superdex SD200 a nm@d&ux pics d’absorption a une DO de 280
nm. Le pic d’élution correspondant a 168 min estésdans la zone théorique attendue pour
une protéine d’environ 50 kDa. Son analyse en @$-8AGE montre une seule bande a
environ 25 kDa, ce qui suggere que Fnr pourra@ dimérique en solution. Le second pic a

éte identifié comme étant un contaminant absorad&@#6 nm (Figure 59).
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Channel 1: 280 nm

Channel 2: 426 nm

D # 02 5 # 4 # Sx
# # . (33 ' 3) 2

En conclusion, la protéine est pure a la fin dedsieme étape et la quantité de Fnr
purifiée est de 5-6 mg par litre de cultureElecoli avec la souche BL21 codonplus (DE3)-
RIL.

Malgré un respect rigoureux des conditions d’anaiércet I'utilisation d’agents
réducteurs, les solutions concentrées de prot@mgsésentaient pas la couleur brune typique
des protéines [Fe-S] lors de la purification. Comifiistre la figure 60, le spectre UV-
visible montre un seul pic a 280 nm qui correspafi@bsorption des résidus aromatiques de
la chaine polypeptidique. L’absence d’autres bantlssorption, notamment entre 300 nm et
500 nm, montre que la protéine Fnr est obtenuecipatement sous forme Apo apres

purification, c’est-a-dire sans cofacteur métakiqu
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T H# +3 5 (XO) ;

Nous pouvons donc en conclure que bien que dépeuwdgurag, la protéine Fnr est purifiée
sous sa forme Apo, c’est a dire sans centre nalliLa protéine Fnr dB. cereussemble

donc étre beaucoup plus sensible a 'oxygéne qiledeB. subtilis(Reents et al., 2006a).

3.2.3 Reconstitution du centre fer-soufre de la proté&ine

bY

Comme décrit dans le paragraphe précédent, now®mnsapas réussi a isoler la
protéine Fnr sous sa forme holo. Nous avons doo@ééle réaliser une reconstituion du
centre [Fe-S] sur la protéine purifiee. Plusieurstqroles de reconstitution chimique du
centre [Fe-S] ont été entrepris. Dans ces essaiss avons réalisé des reconstitutions aprés
réduction (par le DTT ou le 2-ME) ainsi que desoratitutions apres dénaturation
(guanidine-HCI 6M) puis renaturation. Aucune de tm#atives n'a permis l'incorporation
d’'un centre [Fe-S] au sein de la protéine Fnr. Nawsns donc opté pour une reconstitution
enzymatique en présence de la protéine CsdA dbl. Comme décrit dans le chapitre
"Matériel et Méthodes, 4.3.1", la protéine CsdA atipnt au systeme CSD et possede une
activité dite cystéine désulfurase. Elle est déccibmme la meilleure cystéine désulfurase
donatrice de soufre ch& coli (Miharaet al, 2000). On retrouve un homologue structural de

cette protéine che. cereus

Apres reconstitution, le spectre UV-visible de tatpine Fnr (figure 61) comporte des
bandes d’absorption a 420 nm. Elles se trouvens dmmégion des bandes de transfert de

charge S Fe (lll), qui sont caractéristiques de la présatina centre [Fe-S]. Che&. coli il
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a été montré que la reconstitution anaérobie degEnérait une protéine dont le spectre est
distinct de celui de I'apoprotéine et typique desddoxines bactériennes. On constate que
l'incorporation du centre métallique dans la preéécommence a T + 90 minutes, moment ou
'on observe un maximum d’absorbance a 420 nm {@oe@n noir). D’aprés ces résultats, la

protéine Fnr d8. cereusest capable d’incorporer un centre [Fe-S].

Reconstitution de FNR
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Aprés reconstitution, la protéine Fnr est filtréeg sne colonne de chromatographie
Sephadex G25 afin d’éliminer I'exces de fer et dafie. Un spectre UV-Visible est alors
réalisé (Figure 62). Celui-ci présente bien un mmaxn d’absorption a 420 nm indiquant la
présence du centre métallique. A ce niveau de €agpce, la solution protéique présente une

couleur brune typique des protéines portant urred¢hre-S].
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P H#H 5 (0NO) ; #'

3.2.4 Réduction de la protéine Fnr

Pour mettre en évidence les caractéristiques durecamétallique de Fnr, nous avons
employé la 5-déazariboflavine (Em = -650 mV) (Mas&eHemmerich, 1978) afin de réduire
le centre métallique de la protéine. La réductiarcdntre [Fe-Sde la protéine Fnr s’effectue
en boite a gants sous atmosphere contrélée (mei@spgpm d’Q) et a 18°C. La réaction est
suivie par spectroscopie d'absorption UV-visible.

La réduction induit une diminution de I'absorpti@an420 nm (-0.02). Dés 1 minute
I'absorption attribuée au cluster n’est plus visifffrigure 63).
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Réduction FNR par 5-deazaflavine
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La réaction est trés rapide. Compte tenu du paedtbxydoréduction tres bas de la
5-déazariboflavine, on peut en déduire que celuiahire [Fe-S] de Fnr est bien inférieur. Le
résultat obtenu suggere que le centre [Fe-S] derdeééine Fnr deB. cereusest labile en
présence d’un réducteur. En effet la réductioncgagpagne d’'une diminution de la bande de
transfert de charge du centre [Fea$420 nm. Le changement observé au niveau du spectr
d’absorption correspond a un changement de codkela solution protéique qui devient plus
claire. On conclut soit a un changement conformatd du centre [Fe-S], soit a une
dégradation de celui-ci.

L’apparition des pics correspondant a des absodzamne 350 et 400 nm est liée a la

déazaflavine.
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2 "% % & ' % (

1. Introduction a I'’étude

L'implication des systémes a deux composants danpréduction de facteurs de
virulence en réponse aux changements des conddiorggénation et redox du milieu a été
démontrée chez certains pathogénes bactériensi @axron retrouvétaphylococcus aureus
(Yarwood et al, 2001), Streptococcus pneumonafEcheniqueet al, 2000; Echenique &
Trombe, 2001)Bordetella pertussigBock & Gross, 2002) e¥ibrio cholerae(Senguptaet
al., 2003).

Le systeme a deux composants ResDB.deereugprésente 85% d’identité avec celui
de B. subtilis.Ce sont des analogues fonctionnels. La protéireERsst le senseur kinase
membranaire, et la protéine ResD est le régulatetéponse cytoplasmique. Classé dans la
sous-famille de régulateurs de réponse OmpR/Ph@BDRest composé de deux domaines
typiques. Un domaine receveur N-terminal, site dephosphorylation et pouvant étre
impliqué, entre autres, dans des interactions pr{grotéine et un domaine effecteur C-
terminal contenant un motif hélice-tour-hélice i@sgable de l'interaction avec 'ADN. Bien
gue de structure tres proches et semblant étreéagbar phosphorylation, les membres de la
sous-famille OmpR/PhoB mettent en jeu des mécamsisteeégulation différents.

Une étude a déterminé I'effet du systéme a deuxposants ResDE sur la production
des entérotoxines ch&: cereusDans celle-ci les niveaux d’expressionhiié et nheont été
quantifiés chez des mutantsesDEet resEen comparaison avec la souche sauvage (Duport
et al, 2006). Les résultats ont montré que la productlea entérotoxines était abolie en
absence de ResE, aussi bien en aérobiose qu’erohins®. En revanche, l'inactivation des
deux génesesD etresk n'a pas d’effet sur la production des entéroteginl semble donc
gue ResE soit indispensable pour la synthése deetiblhe et qu’un autre facteur puisse
intervenir pour compenser I'absence de ResD. Ceé¢ dacteur pourrait étre la protéine Fnr
dans la mesure ou nous avons déja identifié sendd@hs la toxinogenese (Résultats, chapitre
1).
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Une étude bioinformatique des séquences promotdessopéron$bl, nhe resDE,
plcR et du géndnr, a été réalisée afin de rechercher la présencéglences potentielles de
fixation pour ResD. En combinant les données comsue le motif de fixation de la protéine
ResD deB. subtilis(Hartig et al, 2004; Nakancet al, 2000; Zhang & Hulett, 200t le
logiciel "Virtual footprint Prodoric” (Munchet al, 2005) nous avons mis en évidence la
présence de boites de fixation potentielles powDREn amont de ces séquences régulatrices.
L’identification de ces sites de fixation laissepgaser un effet direct de ResD sur son

expression, celle des régulateurs pléiotrdpestplcR ainsi que celle des entérotoxines.

Compte tenu de ces données, nous avons cherchéradré aux questions suivantes:

- Le regulateur de réponse ResD a t-il effectivementne action directe sur la
régulation de la toxinogenéese?
- Sioui, sous quelle forme agit-il (phosphorylée onon)?

- ResD et Fnr entrent-ils en interaction pour régulera toxinogenese?

Afin de mieux comprendre le mécanisme de régulatis en jeu et répondre a ces
questions, les protéines ResD et ResE ont étémimedes chek. coli puis purifiées afin de

tester leur activité.

2 Stratégie envisagée

2.1 Surexpression des protéines ResD et ResE

L’expression des protéines ResD et ReskE dans @sws pET100/101 (Invitrogen) a
été optimisée par l'utilisation des celluleg€dtoli Bl21 codonplus (DE3)-RIL (Stratagene).

2.2 Purification des protéines ResD et ResE

La purification de formes taggées en polyhistidinété réalisée. Nous avons choisi de
produire les protéines sous cette forme car cataeted’ effectuer une purification rapide par
chromatographie d’affinité et d’en obtenir une diitérsuffisante pour produire des anticorps.
Ces derniers peuvent étre utiles pour la déteai®mrotéinesn vivo ainsi que pour les
purifier sous leur forme native. Notre choix s’esienté vers un Tag histidine placé en C-
terminal pour ResD et en N-terminal de la protdResE. En effet, des études réalisées sur le

systeme a deux composants ResDBdsubtiliset présentant une purification des protéines
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ResD et ResE, ont montré que placés ainsi, lesrtagerféraient pas dans l'activité des
protéines (Zhang & Hulett, 2000). De plus ce chogspecte la position des domaines
effecteurs des protéines en faisant en sorte deaselacer les tags a leur niveau. En effet
pour ResE, le domaine kinase étant situé en C-tairdie la protéine, le tag doit étre placé en
N-terminal. Pour la protéine ResD, le domaine Mnieal possédant le site de
phosphorylation, il est plus judicieux de placetdg en C-terminal.

Le géne codant pour le régulateur ResD a été chiamds le vecteur pET101
(Invitrogen). La construction a été réalisée de igrana obtenir une protéines ResD
recombinante portant un Tag histidine en C-termifiRésDys). Le géne codant pour le
senseur ReskE a été cloné dans le vecteur pET10@rglyen) de maniere a obtenir une
protéine ReskE recombinante portant une étiquettédhie en N-terminal {ResE). La
production de cette protéine était nécessaire daose eétude afin de réaliser la
phosphorylation de ResD. La partie transmembrandira 198 acides aminés) du senseur
ReskE a été tronquée afin de faciliter la purifmatide la protéine. En effet, I'expression
hétérologue de protéines membranaires échoue souaertes protéines, au cours de leur
synthese, doivent étre insérées dans la membrateeaddiule hote. Cela exige la plupart du
temps une purification en condition dénaturantedaen difficile I'étude structurale et
fonctionnelle des protéines purifiées. Nous sawpresla délétion de la partie N-terminale de
la protéine ResE n’affecte pas ses propriétésytafaé (Zhang & Hulett, 2000).

2.3 Caractérisation biochimique et fonctionnelle du syi'eme ResDE

Une analyse fonctionnell@ vitro, de la protéine Resk a été réalisée pour tester so
activité d’autophosphorylation et de phosphorylaiie la protéine ResD.

L’analyse structurale des protéines a été réalae gel filtration couplée a la
diffusion dynamique de lumiere (DLS). Il s’agit id’examiner I'état oligomérique des
protéines.

Afin de déterminer si ResD est capable de se fitkectement aux boites potentielles
identifiées dans les régions promotrices des opéétudiés, des expériences de retard sur gel
ont été effectuées. Les régions promotrices desmnpéesDE fnr et nheet deplcR ont été
amplifiées a cet effet. La région promotrice dgoémnhbl a été divisée en deux fragments
comme pour I'étude de l'activité de Fnr (Résultatbapitre 1). Ces expériences ont été

menées avec les formes phosphorylées et non phytid® de ResD de maniére a établir
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I'effet de la phosphorylation sur I'activité de ResComme Fnr est aussi capable de se fixer
aux régions promotrices étudiées, nous avons céexchontrer si ce dernier pouvait lier
’ADN simultanément & ResD.

Des expériences de pontage covalent ont été réslefin de tester I'influence de la

présence d’ADN sur I'état de phosphorylation etigmmérisation de ResD.

3 Résultats et discussion

3.1 Caractérisation moléculaire et fonctionnelle du syeme a deux composants
ResDE : Article 2

Les résultats portant sur une analyse fonctionradida protéine ResE ont montré
gu’elle présentaitin vitro, une activité¢ d’autophosphorylation et était ausapable de
phosphoryler la protéine ResD. L’analyse du réguiate réponse ResD a montré qu’il était,
en solution, majoritairement sous la forme d’'un progre et ce quel que soit son état de
phosphorylation.

Les expériences de retard sur gel ont montré quégldateur ResD était capable de se
fixer aux régions promotrices des genesDE, fnr, pIcR, hbl et nheindépendamment de son
état de phosphorylation. La fixation de ResD ploR, hblet nhe est observée pour une
concentration inférieure a celle nécessaire poerfivation de ResD suesDE et fnr. Cela
suggere que ResD présente une meilleure affinitér ges régions promotrices des
entérotoxines et du régulateur pléiotrope PIcRallement a ces résultats, les expériences
ont permis de conclure que ResD phosphorylé avetroeilleure affinité pour les régions
promotrices deesDE et fnr tandis que ResD non phosphorylé se comportait daéme
maniere que ResD phosphorylé sur les régions pratest de plcR, hbl et nhe La
phosphorylation de ResD n’est donc pas indispeaspblr sa fixation sur 'ADN mais
semble augmenter son affinité pour certaines régimromotrices de génes dont il a le
controle.

Les expériences de pontage covalent ont montrénigiietat de phosphorylation ni la
présence d’ADN, n’influencaient I'état d’oligoméaiston de ResD qui se présente, en
solution, majoritairement sous la forme d’un monoene

Comme Fnr est aussi capable de se fixer aux régimmsotrices étudiées, nous avons

cherché a montrer si ce dernier pouvait lier 'ABMultanément & ResD. Les résultats de
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coopérativité ont montré que ces deux régulatetaerd non seulement capables de lier
'ADN de maniére coopérative mais pouvaient austragir ensemble indépendamment de
la présence de leur ADN cible.

Le systeme a deux composants ResDE est directemanpliqgué dans la virulence
de B. cereus Il module I'expression des genes codant pour lentérotoxines et s’integre

dans un mécanisme de régulation impliquant le régateur Fnr.
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Figure S1: ResD and ResE purification and phosphoftgtion activities. Panel A: SDS-
PAGE analysi®f purified ResD. Lane 1: Unstained protein ladd@errmentas). Lane 2: 1 ug
of purified ResD. The gel was stained with Coonmabsiie.Panel B: SDS-PAGE analysief
purified ReskE. Lane 1. Pre-stained standard pret@dio-Rad). Lane 2: 1 ug of purified
ResHX(1-197). The gel was stained with Coomassie bRanel C Blue native-PAGE
analysis of purified ResEPanel D :Autophosphorylation of ResE and phosphotransfer
between ReskE and ResD. ResD (10 uM) and/or RegMjbwere incubated with 5 puCi of

[ -**P]-ATP at 37°C. Reaction products were resolvedlpy% SDS-PAGELane 1: ResE
incubated with [-**P]-ATP. Lane 2: ResD incubated with-¥P]-ATP. Lane 3: ResD
incubated with ResE and-f°P]-ATP
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C

Match to: ResD Mascot Score: 661

Nominal mass (M ,): 30794 ; Calculated pl value: 5.77

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M),Phospho (D),P hospho (ST),Phospho (Y)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 35%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MENESRLIV DDEDRIR RLL KMYLEREQYT IEEADNGDTA LEMALQNDYD
51 LILLDLMMPG KDGIEVCKGV REKKATPIIM LTAK GEEVNRVQGFEVGTDD
101 YIVKPFSPRE VVLRVKAVLR RAVPTTFFTQ DTTTKDVTVF PHLTIDNDAH
151 RVTADGNEVN LTPHEYELLL FLAKAPDKVF DREQLLKEVW QYEFFGDLRT
201 VDTHVKRLRE KLSKKSPDAA KMIVTVWGVG YKFEVVNDKG NSKKE®
251 NPLLGLDSTR TGHHHHHH

=nd Observed z Mrexpt) Mr(calc) ppm Miss Sequence Modifica tion lonsscore

L5  544.285 2 1086.555 1086.556 -0 0 RILIVDDEDRI ( lons score 4l
L5 544.285 2 1086.556 1086.556 0 0 RILIVDDEDRI ( lons score 47
L5  544.285 2 1086.556 1086.556 0 0 RILIVDDEDRI ( lons score 46
L5 544.285 2 1086.556 1086.556 0 0 RILIVDDEDRI ( lons score 31
L7  452.921 3 1355.740 1355.741 -1 1 RILIVDDEDRIR.R ( lons score 20
L7 452.921 3 1355.740 1355.741 -0 1 RILIVDDEDRIR.R ( lons score 21
L7  678.878 2 1355.741 1355.741 -0 1 RILIVDDEDRIR.R ( lons score 33
L7 678.878 2 1355.741 1355.741 0 1 RILIVDDEDRIR.R ( lons score 36
34 593.864 2 1185.713 1185.715 -2 1 KKATPIIMLTAK.G ( lons score 30
34 593.864 2 1185.713 1185.715 -2 1 KKATPIIMLTAK.G ( lons score 19
34 601.862 2 1201.710 12 01.710 -1 1 KKATPIMLTAK.G Oxidation(M) ( lons score 31
34 601.862 2 1201.710 1201.710 -0 1 KKATPIIMLTAK.G Oxidation(M) ( lons score 22
34 529.818 2 1057.620 1057.621 -0 0 KATPIMLTAK.G ( lons score 45
34 537.815 2 1073.615 1073.615 1 0 KATPIMLTAK.G Oxidation(M) ( lons score 40
34 537.815 2 1073.615 1073.615 0 0 KATPIMLTAK.G Oxidation(M) ( lons score 52
L09 718.700 3 2153.078 2153.079 0 0 RVQGFEVGTDDYIVKPFSPR.E ( lons score11
L09 718.700 3 2153.079 2153.079 -0 0 RVQGFEVGTDDYIVKPFSPR.E ( lons score 13
L35 571.966 3 1712.876 1712.873 1 1 RRAVPTTFFTQDTTTK.D ( lons score 11
L35 779.393 2 1556.772 1556.772 -0 0 RAVPTTFFTQDTTTK.D ( lons score 76
L35 779.393 2 1556.772 1556.772 -0 0 RAVPTTFFTQDTTTKD ( lons score 69
151 617.311 3 1848.911 1848.912 -0 0 KDVTVFPHLTI DNDAHR.V ( lons score 15
151 617.311 3 1848.912 1848.912 0 0 K.DVTVFPHLTIDNDAHR.V ( lons score 20
64 679.351 2 1356.688 1356.689 -0 0 RVTADGNEVNLTPKE ( lons score 73
64 679.351 2 1356.688 1356.689 -0 0 RVTADGNEVNLTPKE ( lons score 64
64 679.352 2 1356.689 1356.689 0 0 RVTADGNEVNLTPK.E ( lons score 53
64 679.352 2 1356.689 1356.689 0 0 RVTADGNEVNLTPK.E ( lons score 53
L87 574.327 2 1146.639 1146.640 -0 1 KVFDREQLLKE ( lons score 23
187 574.327 2 1146.639 1146.640 -0 1 KVFDREQLLKE ( lons score 14

Figure S2. Phosphorylation analysis with acetyl phgphate. Panel A.ResD incubated in
the absence (-AcP) or presence (+AcP) were sea@atding to their charge/mass relation
by 2D gel electrophoresis. The experimental pl e§R (—AcP) was significantly more acidic
(~1 pH unit) than expected by computation (us.eyjsag/tools/pi_tool.htm), suggesting that
charges could be masked. ResD treated with AcPs&mtat more basic pl (+ 0.2 pH unit)
than untreated Res[Panel B.To determine whether the apparent shift in pl of[Rafter
incubation with AcP is due to specific phosphonglat ResD was incubated in the absence
(lanes 1 and 3) or presence (lanes 2 and 4) ofylapbbsphate, analyzed by 1D gel
electrophoresis and stained with Coomassie brilllzdloe (lanes 1 and 2) or with Pro-Q
diamond (lane 3 and 4anel C Mass spectrometry identification of ResD (spotPArom
Panel A) after in-gel trypsin proteolysis, and LBgitrap MS/MS analysis. A sequence
coverage of 35% is obtained with the MASCOT idecdiion of nine different peptides: [7-
15],[7-17],[73-84],[74-84],[91-109],[121-135],[13651],[152-164], and [179-187].
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...................................... CGAACACTTCAGCAGGCATACAGTATAGTRABLATBARCAATAACTGAAATACGTAAATCTTGAAGTGGC
CGCTTTAAAGAATCTTTTATGTTCTTGTGCATCTCTATCCCTTCTTCTGBAATCCTTAGTAAGCTTTCATTTTTTTATTTGCCTTTATT
ATAAAAAAGAAGCTACATATTCAATGTGACTTTTCTCACATCACTTACKIXAAAACTTTTCACAAATCCGTTCGTATTTTGTTCACATC
TTCAGGCCATACTCTTTACGGTCATTGAAATTTTACATTATTTTTAGEATN TGCATTTTCATCATATTTACACTCAAAATAGGBRAAT
ATTGCTTATAAGAAGAAAGGTGATTGTS

presDE
TGGGATCCAAAAGAGGTTTGGGCACTTATCACTTGGCTCTTTTATGDXAGBBATTTACGCCTATCAAAAGGATGGCATGGAGAGAAGT
CAGCTTGGCTTGCAGTAATTGGTTTTGCAATCATTATGTTTAACTTTIRITAAACTTAATTATTGCCGGTTTACATTCATATGCATAGAG
AAATAAAATAGGGGAGTGCATGTCACTTTCCTATTTTATTTTTGTCRAONICTTTTTTGAGAAAAACATGACAAAGTAGCGGTTGATTT
TGTAAAATGATGTCGBECATTATATGCTGTTCAAAAAAAATACATAGTTTTGGAAAAAAATTEAATTATTATTCTTGTGAAGCATG
ATATGGGAAGTGAAACATTTAGAAGATTGCTTAAATAAACGAGAARACETATAGTTAAAGAAGGGTAGGTGTGAACCGCTGAGGTGA
GAGTGCGCAGCGGGTAGAR

............................. TATGTTTGTGCAAGGCGAACTTCGGTTTGATITICITNAG TGTAGGTTGGAAATCTACATTTTTTTCAGTAGT
GACTTGTTCTTGTTGAGCTTTCGCCCCATTTACCTCACCTTTTAAATABGICAATATTTTCTTTCGTATCATTTTGAGGTTGTGTTAAT
TTCCCGATTGTTAAACCAGGCTGAGCAATTTCAACTTTGACTGCATITAAGICTTGAGCATGAATAGCTTCTGTTGATAAAGGGCAAA
GAAGACCGAATGTAACGAAAGCACTAGCAAGTTTTCTATAATTCAACABTACTAATCTATTATTGTATGTGAGATGAATTGTATGAAA
AATTTGCCGAATTTTATATATATTATGCATTATTTCATATCAAAAATEGBATTCACATTATTGTAGTGEGACAACTCAAAAAATTAGA
TTGTTCTAATGGGATGGTGAGTAAGT

............................................... GCTTGTTATCCGCTGTCTTCAABGAUMBEALTAPAAGTATCCCAAAAAATGAAAATACACTAACCA
TTATTTTGTTAAAGAAAACAAAAAGACAGAAGGCTGCAAAGTGTTEBEBAEGIGCAGCTTTTTTGTAATTTAAAACCTATGTTTATAAC
GATGATACGATGATACGTTTATAGACTAATATCTTCATACTGAATAWATNATGATATTAGGATGTTTTGTGAAAAAATCAACAATATA
ACATATATTACTAAATATATCTACATTTTATGCAATTATACATAACTAWAGGTAAAAAAGTATAAAAAGACCTATTATATTATTCTATAA
GTATTTTTCCTAAAATAAAATTTCTCGGTTGAGCTAAAATAGTTATACCIATATACACATTAATTTGTAATCATTACAATTACAGAAATG
AAATTTACGGATAACTATATTTGTATAATTTTTTTCGGTTCATATTTITAACAGTAAATTATCGATCGTAATCGACAAAATTTTTCTATT
TACGCATTAAAAATTTAATGTTTTAATGAACAMKCTGGTATGACCAGACAGAAAGGATAAGGTTACGCTAATAGGAAGRATNG
GTAAGTAACATTATGTTGAAAATATTTTTCGAATAGTCTATTTATT IVEABTCAAGAATCAAGTTTGTAATAAACGTGTTCTAAGTTTCT
GCATAATGCATAACAAAAGTGAAGTTATTCCGCAATAAAAGTATABSGBCAGTATAATTTTACCTTTTTTAGTCTAGTAAGGAGTTTGC
TGATAAAACTAAGAGTAATATTATTAAATTTAAATTAAACAATGTTAREZT TAACTGTAAGCATTGGTTTATTGATTCTCGCGGTTCTG
TAAGTTAAACCGCAATTCTAGGGAAGAATTACACATTTACTATTCATRGUGGATTCAAATATAGTTAATAAATTTTTGTTATTTATATT
TGAAAAAATAGAGTATCGAAGTGAGAGGTAAGTAAAATCCTTACATAGAAGTAAAAAATAACGATATTATCCTATCTGAAAGATTTCT
CCTTCTTAATCAGTTTACAAAGAGAGAGGTCATACAAGTTATATGERATRAAAAAACAATGGTABGAETGTACGGHN G

pnhe

e e e et e et e e et e e rnneee s ne e nnnees e e s e LG LLAL TACGACAGTTCCATATCATTTGAAAA
AATAAGAAAATTTTTGAAGGATAGCTTCGTGAAAATGAAGCTATCGTGTATATGCTATGCATAATTGCATATGAGTTTAAAAATTATA
TCAATATAATTTTATCGGTTATTTGCAAGTAGTGTTYTTCTGTTGTGARGATATTTCAATCAATAAAGTGAATCGGATTATATTTTGAA
ATAAGGACATGAAAGCTTTAAAATAAAGGGAATGAAAATACTTCTTAMABTGAAACAGCTGTGTTTAAATGACRTAGTACAAAACAT
ATATGAAAACAAAACGAAATTTCATATTTACGCATGTTGTTTAGTTTGAARAATATTTTTACGTAATATATTCACTATGTGAATGTGGG
AATTTCTATAAAATAGAAAATTTATACAGTATTATTCATACTAAACAGHIMAAATAATAAAATGTTTTGTGACGATAAGTAAGTACTGTA
GCAATACGAGAGAGGTGTTCATACATGGATCACGGTGAGAACGTIONATIRATCTCAAATTATGGGCAAGAAAATAGAATAATAAAAT
GCGATAGTAATAGTTGCTAATACATAGGAGGAGETEAA

Figure S3 Location of putative consensus ResD boxes in theterotoxin gene regulatory
regions presDE pfnr, pplcR phbl and pnhe One full line contains 75 bases. The
transcriptional start sites (+1) are designatedoatd and are underlined. The predicted
initiation codons are indicated in bold. The pwatconsensus ResD boxes are highlighted in
yellow. One consensus sequence (11 of 11 matchgsesent in botinr (in the noncoding
strand at position —135 to position —118 with respe transcriptional start site) and picR

(9 of 11 matches in the coding strand at positie8isto —64), which likely accommodate two
ResD dimers. Two consensus sequences are presbathinesDE (9 of 11 matches in the
noncoding strand at both positions —50 to —33 aBfel to6 +52) andhhe (8 of 11 matches in
the coding strand at positions —231 to —214 and Zlomatches in the noncoding strand at
positions + 78 to +95). Three consensus sequemegz@sent irhbl (9 of 11 matches in the
noncoding strand at positions —340 to —325, inctbaing strand at positions +74 to +91, and
in the noncoding strand at positions +531 to +548).
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RHEats : Implication du réqulateur ResD dans larogienese.

A 12345678 910111213

12 3456 7 8

C 1234567891011

Figure S4: Examples of gel mobility shift assays proving thepgcifity of ResD binding
Panel A Labelled DNA (1000 cpm) corresponding to negatieatrol Esupromoter region)
was incubated with increasing concentration of Rdsihes 1 to 13 contain 0, 0.5, 1, 1.5, 2,
3,4,5, 6, 8, 10, 12 and 14 uM ResD, respectiviegnel B Labelled DNA (1000 cpm)
corresponding toesDEwas incubated without protein (lane 1), with irag®g concentration
of ResD phosphorylated by Rest and ATP (0.5, 13,24 and 6 pM in lanes 2 to 7,
respectively) and with only Resg (1 uM, lane Banel C: Labelled DNA (1000 cpm)
corresponding teesDEwas incubated without protein (lane 1) and withM af ResDplus
increasing concentration of unlabelled DNA fragmigaies 3 to 11). Lanes 3 to 13 contained
1,2, 3,4,6, 8, 10 and 50-fold excess of homalsganlabelled DNA, respectively.
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RHEats : Implication du réqulateur ResD dans larogienese.

3.2 Expériences complémentaires

3.2.1 Mise en évidence de I'état de phosphorylation delRe vitro

Dans les expériences autres que les gels retardgéetions de phosphorylation de
ResD ont été réalisées non pas par ResE maisagétyll phosphate. Nous avons donc Vérifié
gue cette phosphorylation était efficace.

Pour controler I'état de phosphorylation de ResD lja@étyl phosphate, nous avons
utilisé un colorant commercial capable de révéleiquement les protéines phosphorylées
(Pro-Q® Diamond (Molecular Probes), ou ProQD). Apgée le gel de polyacrylamide ait été
coloré et lavé suivant la méthode, il a été sowmise révélation par les UV. En paralléle un
gel coloré au bleu de Coomassie est realisé (Figd)e Sur le gel coloré au bleu de
Coomassie, on détecte deux bandes correspondargratéine ResD et ResD phosphorylée.
Sur le gel coloré au ProQD on observe une seuldebanrrespondant a la protéine ResD
phosphorylée. On constate que le niveau de coborates phosphopeptides du marqueur de
poids moléculaire (ovalbumine etcaséine) est équivalent a celui de la protéineDRes
phosphorylée. On en conclut que la protéine Resefésacement phosphorylée par I'acétyl

phosphate.

A : Bleu de Coomassie B : ProQD
1 2 3

45
50__
20—
30—

25—
20—

23.6 —

1: Marqueur de poids moléculaire Fermentas 1: Marqueur de poids moléculaire
2: ResD (1.5uQ)
3: ResD-P (1.5u9)

2: ResD (1.5uQ)
3: ResD-P (1.5u9)

;#+)< < *
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RHEats : Implication du réqulateur ResD dans larogienese.

3.2.2 Effet de I'ADN sur I'état d’oligomérisation de ResD

Nous avons montré que I'état de phosphorylatiolageotéine ResD n’influencait pas
son état d’oligomérisation. Mais qu’en est-il dptésence d’ADN?
La structuration des protéines régulatrices peuirsduire ou étre stabilisée par l'interaction
avec I'’ADN. Partant de ce principe, nous avons iétlithcidence de la présence d’ADN sur
I'oligomérisation de la protéine ResD. Pour celasavons réalisé une expérience de pontage
covalent de la protéine ResD avec ou sans ADNémion promotriceesDE) dans le milieu
réactionnel. Pour chaque réaction, un contréle sgest pontant est effectué. L’'analyse du
résultat aprés séparation des complexes protéigaesélectrophorése dénaturante est
présentée figure 65. On constate (pistes 3 etd)ajprésence d’acides nucléiques ne semble
pas influencer I'oligomérisation de la protéine BeEn effet dans les deux cas (avec ou sans
ADN), on retrouve le méme profil avec une banddéque correspondant au monomere de
ResD (env. 30 kDa) et deux bandes supérieuresspameant au dimére et au trimére de
ResD (env. 60 et 85 kDa respectivement). L’étatigbonérisation de ResD n’est donc pas,
dans ces conditions, dépendant d’'une interacticet & ADN. On en conclut que ni la
phosphorylation, ni la fixation sur 'ADN, ne mouwht I'équilibre entre les formes

monomeérique et dimérique.

1 2 3 4 5
— 95
— 172 1:ResD
2 : ResD en présence d’ADN
3 : ResD en présence d’agents pontants
4 : ResD en présence d’ADN et d’agents pontants
5 : Marqueur de poids moléculaire
— 34
— 26
- + - + DNA
- - + + NHS/EDC
# +0 < < s5rr
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2 P/ ( )$ (

1 Introduction a I'étude

Il est aujourd’hui admis que chaque protéine nfEs une molécule isolée au sein de la
cellule. Une protéine peut s’associer de facon teaipe ou permanente a d’autres en formant
des unités fonctionnelles plurivalentes. La dotatibune cellule en protéine ou protéome,
apparait comme un énorme réseau ou certaines m@st@ccupent des nceuds, et ont
probablement une importance critique.

Nous avons montré dans cette étude, que les régwafFnr et ResD, se fixaient sur les
régions promotrices des genes et opéroms resDE plcR et des génes codant pour les
entérotoxines Hbl et Nhe. La protéine Fnr et ld&ye a deux composants ResDE sont donc
des régulateurs de la transcription des entéroésxithezB. cereus Ces deux régulateurs
viennent s’ajouter au régulateur pléiotrope Plcia ddéen étudié. En effet, Lereclas$ al ont
montré que PICR était un activateur de la transonpde hbl et nhe (Agaisseet al, 1999;
Goharet al, 2002; Gohaet al, 2008; Lereclut al, 1996; Lereclugt al, 2000).

Des études ont montré que l'absence de synthése dés régulateurs conduisait a
I'inactivation de I'expression des entérotoxinesifbrtet al, 2006; Slamtet al, 2004; Zigha
et al, 2006b). Ces résultats laissent penser que ResDetHPICR n’agiraient pas de facon
indépendante et qu’ils pourraient réguler la trepson des genebbl et nhevia la formation
d’'un complexe tetrapartite.

Une étude bioinformatique des séquences promotdessopéronsbl et nhe, a été
réalisée afin d’établir la localisation des séq@snpotentielles de fixation pour ResD et Fnr
par rapport a la boite de régulation PIcCR (Agaisseal, 1999). La figure 66 présente
'emplacement de ces différentes boites de régulatbur la région promotrice dl, on
constate que les boites potentielles Fnr et Resibeseauchent et sont trés proches de la boite

PIcR (35 nucléotides). Sur la région promotricente les trois boites sont chevauchantes.
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GCTTGTTATCCGCTGTCTTCAATGTAAAGACTTAGACATGG

GTATAAGTATCCCAAAAAATGAAAATACACTAACCATTATTTTGTTAAAS A
WCAAGGAAGCTTTGCAGCTTTTTTGTAATTGT]XAM A
TTATAGACTAATATCTTCATACTGAATATTATGAARGATATTAGGA
TGTTTTGTGAAAAAATCAACAATATAACATATATTACTAAATATATATATATGCAATTATA
CATAACTAAATAAAGGTAAAAAAGTATAAAAAGACCTATTATATTATTCTAARRGITCCTA
AAATAAAATTTCTCGGTTGAGCTAAAATAGTTATTTTTAACCGTATATUAMH TGTAATCAT
TACAATTACAGAAATGAAATTTACGGATAACTATATTTGTATAATTCIGGTTCATATTTTTA
TTTAACAGTAAATTATCGATCGTAATCGACAAAATTTTTCTATTTACBBAARATTTAATGTT
TTAATGAACAACPAACTGGTATGACCAGACAGAAAGGATAAGGTTACGCTAATAGGAATTATAG
GAAGTTGTAAGTAACATTATGTTGAAAATATTTTTCGAATAGTCTATTABAAGAGGTCAA(
AATCAAGTTTGTAATAAACGTGTTCTAAGTTTCTGCATAATGCATARGRAAAGTTATTCC(
CAATAAAAGTATAAGCGATGTACAGTATAATTTTACCTTTTTTAGTAAGGAGTTTGCTGA]
AAAACTAAGAGTAATATTATTAAATTTAAATTAAACAATGTTATGGTAAGBTGTAAGCATT]
GGTTTATTGATTCTCGCGGTTCTGTAAGTTAAACCGCAATTCTAGSGAKMCATTTACTA
TTCATAGGGTGCTTGATTCAAATATAGTTAATAAATTTTTGTTATTTAGWAAAAATAGAGT
ATCGAAGTGAGAGGTAAGTAAAATCCTTACATTCTATTAGAAGTAAASSATATTATCCTA
TCTGAAAGATTTCTCCTTCTTAATCAGTTTACAAAGAGAGAGGTCATABAATGAATTAAG
TTATAAAAACAATGGTAAAGGAGTGTACGGGA

I A P

ATTACGACAGTTCCATATCATTTGAAAARAATAAGAAAATTTTTGAAGGRITBGTGAAAATGHA
AGCTATCE TTGCATBSAGTTTAAAAATTATATCAATATAAT
TTTATCGGTTATTTGCAAGTAGTGTTGTTCTGTTGTGATATGTAGATAARTCAATAAAGTGA
ATCGGATTATATTTTGAAATAAGGACATGAAAGCTTTAAAATAAAGEHBMATACTTCTTTA
CGTTATATAAACAGCTGTGTTTAAATGAQCAGTACAAAACATATATGAAAACAAAACGAAAT
TTCATATTTACGCATGTTGTTTAGTTTGAAATGAATAATATTTTTAOBRTAATCACTATGTG
AATGTGGGAATTTCTATAAAATAGAAAATTTATACAGTATTATTCARACEREATATGAAAAA
TAATAAAATGTTTTGTGACGATAAGTAAGTACTGTAGCAATACGAGAGERAGESTACATGGAT
CACGGTGAGAACGTTCTCTATTTAATCATCTCAAATTATGGGCAAGBAARRATAAAATGA
GATAGTAATAGTTGCTAATACATAGGAGGAGTIRAA

>
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Ces données renforcent I'hypothése d’une intenactintre les régulateurs dans la
régulation de la toxinogenése chizcereus

Dans ce chapitre nous avons donc entrepris de dép@ux questions suivantes :

Le régulateur PIcR interagit-il avec ResD et Fnr?
ResD, Fnr et PIcR sont-ils des éléments d'un comple supra-moléculaire

régulant 'expression des entérotoxines?
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Résultats : Interaction entre les réqulateurs REsbDet PICR.

Afin de répondre a ces questions, la protéine RIGR surexprimée ch&z coli puis
purifiée. Des expériences de pontage covalent tintréalisées et le systeme du double
hybride chez la levure a été utilisé afin d’étudiéer interactions entre les régulateurs.

2. Stratégie envisagée

2.1 Surexpression et purification du régulateur pléiotope PIcR

L’expression de la protéine PICR dans le vecteul-pEb (+) a été optimisée par
I'utilisation des cellules @&. coli BI21 codonplus (DE3)-RIL (Stratagene). La purifioat
d’'une forme doublement taggée (Strep et His) adsbisée. Ce double tag d‘affinité permet
d‘améliorer et de raccourcir les étapes de putificaet de combiner l'utilisation de différents
anticorps pour la détection de la protéine.

Le gene codant pour la protéine PIcR a été clomésaes Smal et Sacl du pET-52b (+).
Dans cette stratégie de clonage il y a éliminaénr8’ du codon stop (TAA) afin de traduire
la queue histidine en C-terminal. On obtient uneténe Strep taguée en N-terminal
(WSHPQFBKet His taguée en C-termindlQ His). Aprés traduction, ces étiquettes peuvent
étre détectées en Western-Blot grace a des ardigp@cifiques ou étre utilisées pour la
purification de la protéine sur colonne d’affinitéa purification est réalisée sur une résine

Talon (Clontech) chargée au cobalt.

2.2 Etude des interactions protéique

2.2.1 Double hybride dans la levure

La découverte du systéme du double hybride en éegnr1989 par Stanley Fields
al, a révolutionné la maniére dont les interactior®gine-protéine pouvaient étre détectées.
En utilisant des outils d’expression plasmidiquesides cellules de levure génétiquement
modifiées, un systeme a été inventé pour prendosipte la reconstitution d’'un facteur de
transcription fonctionnel (GAL4). Lors de la liaisgphysique de la protéine X avec la
protéine Y, le Domaine de liaison & ’'ADN (DLA) dactivateur transcriptionnel est amené a
proximité immeédiate du Domaine d’activation (DA).aLreconstitution du facteur de
transcription fonctionnel active la production d'orarqueur d’auxotrophie, ce qui permet a
son tour aux cellules de levure de se développes da milieu sélectif. Ce systéme permet de

tester l'interaction entre deux protéines connues.
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L'avantage de cette technique repose sur sa gregrgbilité et le fait qu’elle permette

d’identifier une interaction protéine-protéiie vivo. Elle permet de mettre en évidence des

interactions transitoireset difficilement détectables par les méthodes iticathelles

biochimiques (coimmunoprécipitation par exempla).tést est réalisé vivo et pour détecter
l'interaction, la purification de la protéine cibiéest pas nécessaire. Les protéines issues de
cette méthode sont trés facilement caractérisghlesjue leurs domaines d'interaction sont
des lors identifiés. L'utilisation de la levure fitique la bactérie pour cette technique repose
sur la limitation des faux positifs. En effet ddesystéme "levure", la présence de protéines

homologues engendrant de fausses interactiondapectéine étudiée est peu probable.

Le systeme utilisé dans cette étude est le MatchnfalGAL4 Two-Hybrid System 3
commercialisé par Clontech. Ce kit propose unelsue levure optimisée (AH109) afin de
réduire les faux positifs (Cf Matériel et Méthodes)es deux vecteurs permettant le clonage
des génes appats (pGBKT7) et des géenes proies (fGAD

Les génes codant pour les protéines Fnr, ResD, Re&sBquée de sa partie
transmembranaire) et PICR ont été amplifiés a ¢ads amorces référencées dans le tableau
9. Ces dernieres permettent une amplification oesdrt qui portera a ses extrémités une
séquence homologue au vecteur. En paralléle, @swe de double hybride ont été linéarisés
par I'enzyme de restrictioBcoRL et les deux molécules d’ADN (insert et plasmide) été
transformées dans la souche de levure W303b. Gmuongt d’effectuer un clonage par
recombinaison homologue dans la cellule de levikpres extraction des plasmides
recombinés, ont obtient les constructions "appéttsproies” désirées :

- pPGBKT74nr, pGBKT7+esD, pGBKT7+esEet pGBKT7pIcR

- pPGADT7-fnr, pPGADT7-resD, pGADT7-resEet pGADT7-plcR

La souche de levure AH109 est transformée simuit@né par deux plasmides : I'un code
pour la protéine recombinante fusionnée au DLA éé.4et portant le géne de sélectimpl
(tryptophane), tandis que l'autre code pour ladire fusionnée au DA et portant le géne de
sélectionleu2 (leucine). Nous avons donc réalisé dix co-tramsé&tions afin de tester toutes
les interactions possibles. La premiére étape stmnsa sélectionner les levures co-
transformées en les étalant sur un milieu minimétacif.

La deuxieme étape consiste a déceler une éventimdieaction entre les deux protéines

d’intérét. L’interaction permettra la reconstitutidu transactivateur GAL4 et la transcription
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des genes rapportewade2, his3 etlacZ/mell, permettant la synthése d’adénine, d’histidine et

dela ou -galactosidase.

2.2.2 Pontage covalent

La méthode du double hybride permet de montrer dpiex protéines sont capables
d’interagir de facon binaire lorsqu’elles coexidtdans le noyau de la levure. La technique
n'est pas suffisante a elle seule pour validertdtiaction. En effet il est indispensable de
combiner plusieurs méthodes pour rendre compteedimteraction. Afin d’explorer les
interactions entre les régulateurs, nous avonsi agstisé des expériences de pontage
covalent.

Les protéines ResD, Fnr et PICR purifiées ont émubées en présence d’agents
pontants (EDC et sulfo-NHS) puis analysées sur3je5-PAGE 12%. La détection des
protéines est réalisée a I'aide des anticorpshastidine apres transfert sur membrane.

3 Reésultats et discussion

3.1 Obtention de la protéine PIcR

Nous avons entrepris la surexpression et la patiio de la protéine PICR
doublement taggée. La séquence codanf#daiea été clonée dans le vecteur pET52b (+) et la
construction obtenue a été introduite dans la saubexpression dE. coli BL21-(DE3)-Ril
codon déja décrite. La purification a été réalsdéeune résine chargée au cobalt (Clontech).

Au vue de la construction génétique réalisée, @émme PICR exprimée a une taille de
38.675 kDa et un pHi théoriqgue de 6.55. Sa séquencacides aminés est présentée ci-
dessous.
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6
MASWSHPQFEKGA/LFQ®GVHAEKLGSEIKKIRVMRGLTQKQLSDNICHQSEVSRIH
SGAVYPSMDILQGIAAKLQVPIIHFYEVLIYSDIERKKQFKDQIIMLCK@NKEIYNKYV
WNELKKEEYHPEFQQFLQWQYHVAAYILKKIDYEYCILELKKLLNQQDXBEONLYIE
NAIANIYAENSYFKKSIELFEDILKQLEVLHDNEEFEVKVRYKHAKALYW®YEESLYQ
VNKAIEISCRINSMALIGQLYYQKGECLGKLEYDGAEVEDAYKKASFEEMHAYKEA
LVNKISRELALVPRGSSA
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Apres induction, les cellules sont lysées par sdin et I'extrait protéique brut
obtenu est analysé afin de vérifier I'expression lde protéine PIcR. En analysant
simultanément par électrophorese un extrait proglgrut de cellules induites et de cellules
non induites, on retrouve une bande (résultat namtré) présente uniquement dans les
cellules induites. Une analyse Western-Blot aveedi®n a I'aide d’'un sérum anti-His utilisé
au 1/508™ a permis de vérifier que cette bande correspobiti & la protéine PIcR (Figure
68). Cette protéine présente bien une taille diemvid0 kDa. On la retrouve dans I'extrait
protéigue brut avant et apres la lyse des cellgisses 2 et 3) mais pas dans le surnageant de
lyse (piste 4). Ce résultat nous indique que lagme PICR est restée dans la fraction non
soluble et qu’elle forme probablement des corpsallision dans nos conditions d’expression.
Pour cette raison nous avons adapté notre protamlpurification en ajoutant une étape
permettant de récupérer ces corps d’inclusion. Het epres la lyse des cellules par
sonication, les corps d’'inclusion sont récupéréssde culot par centrifugation puis lavés
dans du tampon de lavage (phosphate de sodium 50Na@l 150 mM, triton X-100 1%, pH
7.0). Le culot contenant les corps d’inclusion esisuite dissout dans du tampon de
dissolution (phosphate de sodium 50 mM, Urée 8M7p#. Aprés centrifugation, on obtient
le lysat cellulaire a purifier. La suite de la figation est réalisée de facon classique comme

décrit pour les protéines ResD et Fnr.
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1: Marqueur de poids moléculaire précoloré

2: Extrait protéique brut de cellules induites (avgse)
3: Extrait protéique brut de cellules induites @twdprés
314 lyse)

4: Surnageant de lyse

H o+ 5. 1< #

A chaque étape de la purification, un échantillah eonservé de maniére a étre

analysé en SDS-PAGE. Le résultat obtenu est présignte 69.

12 3 4 5 6 7 8 9 101 1: Marqueur de poids moléculaire pré-coloré
205—g ] 2: Extrait du surnageant de culture
18370: ; E* : 3: Extrait protéique brut de cellules induites apres
EC lyse
L‘ & B 4: Surnageant de lyse
42— P T | ™) 5: Lavage 1
5 : 6: Lavage 2
i 7: Extrait protéique déposé sur la résine cobalt
8: Fraction non retenue sur la résine
: 9: Lavage 1 de la résine
10: Lavage 2 de la résine
11: Elution (1-5)

31— i

#4211 % 1" (Q #4 1<
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L’électrophorese révele la présence d’'une bandergorte qui pourrait correspondre
a PIcR. Sur le gel, la taille de la protéine surarpe, environ 42 kDa, correspond bien a la
taille théorique du polypeptide qui est de 38.6D&k
La purification des corps d’inclusion n'a pas été&e étape critique, dans la mesure ou ces
agrégats ont été facilement isolés par centrifogatiprés dissolution. En effet on retrouve
bien PIcR dans le surnageant de lyse et les deagés des corps d’inclusion (pistes 4, 5 et
6). Si on s'intéresse aux pistes 7 et 8 qui comadpnt respectivement a la fraction déposée
sur la résine chargée au cobalt et celle non retesmuconstate que la protéine PICR ne se fixe

pas sur cette derniére. En effet on la retrouveeaimée dans la fraction non retenue et non
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pas dans les fractions d’élution. La protéine PheRs’est pas fixée sur la résine chargée au
cobalt. On travaillera donc sur la fraction norerete sur la résine qui est relativement propre
malgré la présence de deux bandes contaminantessamii largement minoritaires en

coloration au bleu de Coomassie. Cette fractioncestentrée et désalée comme présenté

dans l'article n°1.

Afin d’obtenir de plus grande quantité de la pna¢éPICR et surtout une protéine pure,
nous envisagerons d'utiliser la souche BLRE3 co-transformée par les vecteurs
d’expression pET28.16pIlcR et pREP4-groESL (Amreiret al, 1995). Le plasmide
pET28.16 plcR permet I'expression d’une protéine PIcR Higgige en C-terminal tandis que
le plasmide pREP4-groESL permet I'expression depetons moléculairesi! coli, GroEL
et GroES. Ces derniers permettent de limiter lamédion d’agrégats de la protéine
recombinante dans la cellule. Dans ces conditepulification de la protéine PICR a déja été

réalisée avec succes (Slamti & Lereclus, 2002).

3.1 Interactions entre les régulateurs : test de l'actiité -Gal

Témoin+ Témoin- ResD/ResD ResE/ResE ResE/Fnr ResE/PIcR
ResD/ResE  ResD/Fnr  ResD/PIcR Fnr/Fnr Fnr/PIcR  PIcR/PIcR
C#H 93 & # * - # * B #'
# # $# # 76 # 8 YN/ 7
% 44 # % #
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Nous avons testé toutes les combinaisons d’inieragiossibles entre les régulateurs
(ResD, ResE, Fnr, PIcR). Pour chaque interactisté¢e 3 clones sont "spottés” & raison de 3
dilutions successives sur milieu minimum (SD-Trptleis + X- -Gal). Aprés 72h
d’incubation a 30°C, les clones ayant poussé sumitieu de sélection sont ceux produisant
des protéines recombinantes qui interagissent.

Pour les témoins, on constate que la présence aesractions pGBKT7-53/pGADT7-T
(témoin positif) est indispensable a la croissaete la coloration bleue de la souche de
levure AHIQ9, indiquant qu’il a une interaction enta protéine p53 et I'antigéne T du SV40.
En revanche les clones hébergeant les vecteumsnahirt négatif n'ont pas poussé indiquant
gue comme attendu, la laminine C ne présente paarienaire protéique. Nos témoins sont
donc de bons indicateurs d’interaction.

Ces résultats montrent que la présence des cotstrsiQpGBKT7ResDpGADT7-
ResD permet comme pour le témoin positif, la croissamtela coloration bleue. Par
conséquent, cela pourrait démontrer que la proteesD s’associe en dimére. Aucune autre
interaction n’est obtenue a I'aide de cette méttaates nos conditions.

3.2 Interactions entre les régulateurs : dosage de l'dgité -Gal

En double hybride, le dosage de I'activit§alactosidase peut nous donner une idée de
la force de l'interaction entre deux protéinesdest Chaque mesure représente l'activité de 3
clones différents et chague mesure est réaliséeftie (Figure 71).

Les résultats obtenus confirment I'interaction emteux monomeres ResD obtenue lors
du test de I'activité -Gal en double hybride. Nous confirmons aussidiattion entre deux
monomeres de Fnr observée par la méthode du pootagéent (article 1). Par comparaison
avec le témoin positif on peut conclure a une axgon positive entre ResD et PICR, Fnr et
PIcR ainsi qu'une association en dimere de ResEPleR (interaction ResE/ReskE et
PIcR/PIcR). En revanche aucune interaction n’esenl&e entre ResD et ReskE, ResE et Fnr,
ni ResE et PIcR dans ces conditions.
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Le tableau présenté ci-dessous résume les intarachises en évidence grace a la
méthode du double hybride.

ResD ResE Fnr PIcR
ResD + - + ++
ResE ++ - -
Fnr + +
PIcR ++
6 #3 * - # #o*

Les résultats obtenus avec la technique du dowdeide montre que les protéines
ResD, ResE, Fnr et PIcR sont capables de s’assatibobmodiméres. Ces résultats sont en
accord avec la littérature et les résultats déjaraks. En effet nous avons montré au cours de

cette étude que les protéines Fnr (article 1) sDR@rticle 2) étaient capables de former un
homodimere.
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Résultats : Interaction entre les réqulateurs REsbDet PICR.

La protéine ResE est une histidine kinase et cet®ipes sont généralement membranaires et
agissent sous leur forme homodimérique (West &I5t8601). Enfin, il est admis que deux
monomeres de PICcR se dimérisent via les domain&s(Declercket al, 2007). L'interaction
entre Fnr et ResD confirme les résultats obtenusaeWestern Blot (article 2).

Les interactions les plus intéressantes et mises/ielence ici, sont celles entre le régulateur
pléiotrope PICR et les régulateurs redox Fnr etDRdslles suggérent que ces régulateurs
entrent dans un complexe moléculaire pour réguesynthése des entérotoxines clez
cereus Ce constat vient confirmer I’hypothese ayaniéeitcette étude. En effet la disposition
des boites de fixation pour Fnr, ResD et PIcCResirégions promotrices, laissait présager une
action combinée de ces régulateurs.

Bien gu'il présente de nombreux avantages, le systdu double hybride ne peut servir a
détecter toutes les interactions protéiques. Eet,effes protéines peuvent ne pas se replier
correctement a l'intérieur de la cellule ou peuargsi ne pas étre transloquées vers le noyau
(comme les protéines membranaires par exemplekuppose que ResE, qui est une protéine
membranaire, entrera moins facilement en interacttwec des partenaires protéiques

éventuels.

3.3 Reaction de pontage covalent entre les régulateurs

La méthode du double hybride permet de montrer dpiex protéines sont capables
d’interagir de facon binaire lorsqu’elles coexidtdans le noyau de la levure. La technique
n’'est pas suffisante en soi pour valider l'intei@tt Afin d’explorer les interactions entre les
régulateurs, nous avons aussi réalisé des expésaecpontage chimique.

Les protéines ResD, Fnr et PIcR purifiées ont iétébées en tampon 10 mM MOPS,
pH 7.5 contenant 12.5 mM d’EDC et 5 mM de sulfo-Nplfis analysées sur gel SDS-PAGE
12%. Un mélange témoin des trois protéines sanstagtculant a été déposé dans le puit
n°l. Les puits 2 & 7 contiennent les deux proté&itoes on souhaite étudier I'interaction.
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Les résultats de pontage covalent montrent que Ré&sf3ocie en dimere. Ceci est
visualisé par I'apparition d’'une bande a environk€& (piste 4 (complexe a)). Ce complexe
est aussi retrouvé dans tous les puits présentamtmigration de la protéine ResD aprés
incubation avec les agents pontants (piste 3 eCélte observation est cohérente avec les
résultats obtenus en double hybride.

Comme montré dans l'article 1, apres réaction deggye, Fnr se présente aussi sous la forme
d'un dimere avec apparition d’une bande a envirbnkbBa (pistes 2 et 5 (complexe b)).
L'incubation de PIcR avec les agents pontants nmeluib pas a la formation de structure
guaternaire.

L’incubation de ResD et Fnr avec les réactifs datage conduit a I'apparition de deux
bandes supplémentaires. Une bande a 65 kDa qeispannd au dimére de ResD déja identifié
et une bande a environ 120 kDa (piste 3 (complgxgui correspond en taille au quadruple
de la masse d’'un monomere de ResD ou Fnr (envi@ok[B). Il pourrait s’agir d’une

association entre un dimére de ResD et un dimeFnde
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L’incubation de PIcR avec ResD et Fnr ne condu#t @da formation d’oligomere dans ces
conditions de pontages covalents (pistes 5, 6.4811@ interaction entre PICR et les protéines
ResD et Fnr ayant été mise en évidence par laitpedclu double hybride, on peut supposer
gue dans ce cas les conditions ne sont pas faesrgigur que les protéines interagissent.
Contrairement au double hybride, les expériencesas-linking sont réalisés vitro et les

protéines étudiées présentent des extensions @lagpeuvent géner leur repliement et donc

leur activité.

Par la technique du double hybride, nous avonseanigvidence que le régulateur
pléiotrope PICR interagissait physiquement aveaédgsilateurs redox Fnr et ResD. Ceci est
en accord avec la position des boites de fixatierces régulateurs au niveau des régions
promotrices des génes codant pour les entérotoXiitldset Nhe. La régulation de la
toxinogenése pourrait donc faire intervenir un clax@ protéique tripartite intégrant Fnr,
ResD et PIcR.
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Conclusipénérale et perspectives.

Les bactéries sont présentes dans la plupart despbs. Ces environnements sont en
constante évolution, rendant les conditions dessesice de ces organismes plus ou moins
favorables a leur développement. Ainsi, elles oppria a détecter ces changements
environnementaux et a adapter leur métabolismeoegségiuence (Hoch, 2000). Les signaux
détectés par les bactéries sont tres divers et ipam on trouve le potentiel
d’oxydoréduction. Chez les bactéries, la déteatierce signal environnemental fait intervenir
des protéines dites "senseur" et il en résulte ise nen ceuvre d’'une réponse adaptative
pouvant concerner le métabolisme ainsi que la etfrcg pour les organismes pathogenes.
Notre modéle d’étudeB. cereus est un pathogene alimentaire doté de grandescitépa
métaboligues et capable de se développer dans daditions de bas potentiel

d’oxydoréduction.

Mes travaux de recherche s’inscrivent dans I'éeléa régulation de la toxinogenése
de B. cereus lIs font suite a une étude réalisée sur I'effet’dxygene et d’un bas potentiel
d’oxydoréduction sur la croissance et la toxinogende la souche diarrhéique F4430/73.
Cette étude avait aboutit & la caractérisation elex dystémes régulateurs impliqués dans le
métabolisme mais aussi dans I'expression des ¢oxénes. L'adaptation a un environnement
réducteur tel que le milieu intestin ou sont preekiles entérotoxines, s’accompagne d’'une

activation de la production des toxines Hbl et N@ette activation impligue au moins deux

régulateurs rédox : la protéine a centre [Fe-S]dfre systéme a deux composants ResDE.

Mon travail a consisté en la caractérisation dedees systemes.
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ChezB. cereus la production des facteurs majeurs de virulersteré&gulée par des
mécanismes moléculaires complexes. Au début de éttte, la protéine Fnr et le systéeme a
deux composants ResDE étaient deux nouveaux systdeneégulation de la toxinogenése
identifiés chezB. cereus Cependant leur mécanisme d’action restait totargrmconnu. Ce
travail apporte les preuves moléculaires et biodes de leur implication dans la virulence
de ce pathogéne.

Nous avons montré que la protéine Fnr régulaitctiraent la transcription des génes
codant pour les entérotoxines Hbl et Nhe via satifix sur la région promotrice des genes
codant pour ces dernieres. Cette étude a révél&efte fixation de la protéine Fnr sur ses
séquences d’ADN cibles, présentait plusieurs carstigues. Contrairement a son
homologue cheB. subtilis la protéine Fnr d8. cereusest un facteur transcriptionnel actif
indépendamment de l'intégrité de son centre [Fe®].plus, sous sa forme Apo, Fnr n'est
capable de se fixer sur ’'ADN que sous sa forme anwérique et son état d’oligomérisation
dépend du POR. Un modéle de régulation de I'exfmesdes entérotoxines en aérobiose
impliquant Fnr et le POR a pu étre proposeé :

Monomere Oxydation O
[SH] o — [S]
N L.
l [SH] Réduction |  Dimere

Forme active

il
Liaison a 'ADN E 2
1l
g 2E 2 E : activation de la transcription

H 9% * o # # 5 5 ;"

Nous avons montré que la protéine Fnr était capdibleorporer un centre fer soufre

en condition d’anaérobiose.
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Afin de finaliser I'étude sur limplication de lar@éine Fnr dans la régulation de la
toxinogenése, il conviendra de caractériser le doenaenseur de ce régulateur. Pour cela,
nous avons entrepris une collaboration (Laboratdé@eBiochimie, Biophysique et Systemes
Intégrés, CEA, Grenoble) pour déterminer, par unalyge de résonance paramagnétique
électronique (RPE) apres purification de I'apopratéet reconstitution de son centre [Fe-S],
la nature et I'état d’oxydoréduction du centre [Fjeen anaérobiose. La RPE est une méthode
de spectroscopie sous champ magnétique. Elle dsé@t pour observer les entités
moléculaires contenant des électrons non appatiédes centres contenant des métaux de
transition tels que le fer. Une fois la nature datce connu, nous entreprendrons des dosages
du fer et du soufre afin d’estimer la quantité prée dans la protéine Fnr. Ces données nous
aideront a confirmer la nature du centre [Fe-S]e Uois ces caractéristiques structurales
établies, nous entreprendrons des expériencestalel iur gel sur les régions promotrices
étudiées avec la protéine sous sa forme holo e@tibxydée. Cette étude visera a identifier
'état redox associé au maximum d’activité du régelir et & estimer sa sensibilité aux
molécules senseurs (tas de I'aérobiose) et NO (cas de la respiratitiate). On cherchera
ensuite a déterminer les sites spécifiques deidixate Fnr en réalisant des expériences de

retard sur gel sur des séquences d’ADN plus resé®des régions promotrices.

Les expériences menées sur le systeme a deux cantpoResDE apportent de
nouvelles données biochimiques permettant de miemxprendre le mécanisme moléculaire
responsable de la transduction du signal par déregs Nous avons caractérisé le mécanisme
de phosphorylation du senseur ResE et du régulResD. Cette caractérisation a montré que
ce systeme partage le mécanisme de base commus Eesosystémes a deux composants. En
effet nous avons montré que la protéine ResE piaseme activité d’autophosphorylation et
de transphosphorylation de la protéine ResD.

Nous avons pu montrer que le régulateur ResD selheséquence promotrice de son
propre opéron, ce qui suggere que ce systeme &s€gulé, a l'instar de nombre d'autres
systemes a deux composants. ResD est capablefidersaux régions promotrices des genes
ResDE fnr, plcR hbl et nhe indépendamment de son état de phosphorylationesDR
présente une meilleure affinité pour les régiomsrmtrices des entérotoxines et du régulateur
pléiotrope PIcR. ResD phosphorylé (ResD-P) préseméemeilleure affinité pour les régions
promotrices deresDE et fnr tandis que ResD non phosphorylé se comporte deélmen

maniere que ResD-P sur les régions promotriceglai, hblet nhe La phosphorylation de
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ResD n’est donc pas indispensable pour sa fixation’ADN mais semble augmenter son
affinité pour certaines régions promotrices de gemg'il régule. De plus I'état de
phosphorylation de ResD n’affecte ni son état dainérisation ni sa capacité de fixation sur
’ADN. Enfin les deux régulateurs, ResD et Fnr, tsoon seulement capables de lier ’ADN
de maniére coopérative mais interagissent enseimidépendamment de la présence de leur
ADN cible.

Des travaux antérieurs ont montré que ResD-P et &aient nécessaires pour
I'activation denheet hbl et que Fnr ne pouvait pas induire leur activagonl’absence de
ResD-P mais le pouvait en 'absence de ResD. Eociasd ces résultats a ceux obtenus au
cours de cette étude, nous avons suggéré que ResDrRiit agir comme un co-activateur et
gue ResD agirait comme un anti-activateur du réguta=nr (voir figure ci-dessous).

Co-activation

+
i “ \ @ pnhe/phbl

]
+1

ResD~P Fnr

Haut POR Faible POR

Anti-activation

I

m @ < 1 pnhe/phbl

+1

ResD Fnr

; #9) * o # # 5
# # ., <
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Ces résultats devront étre confirmés par I'analgise I'interaction ResD/Fnr en

utilisant cette fois la forme Holo (c’est a direoastituée) du régulateur Fnr.

Cette étude a permis d’émettre I'hypothese de litagion d’'un complexe triprotéique dans
la régulation de la toxinogenése. Les trois réguils: ResD, Fnr et PIcCR semblent étre
capables de s’associer physiquement et on peutepensls cooperent au sein d'un réseau

complexe de régulation. Ces résultats seront fieeri

L’interaction entre ResD, Fnr et PIcR et la forrnatde complexes supramoléculaires
devra étre étudiée de facon plus approfondie. Dgreences utilisant la technologie
BlAcore sont envisageables. Cette technique pedmaaidier les interactions moléculaires en
temps réel sans marquage des interactants. Le esuitemps réel permet de déterminer les
constantes cinétiques d'association et de disgmtjadt d'en déduire la valeur de la constante
d'affinité. La concentration en molécules fonctielhes, la stoechiométrie, la cartographie des
sites d'interaction ainsi que certains parametnesrtodynamiques peuvent également étre

déterminés par cette technologie.

L’identification d’autres partenaires des régulase&rnr et ResD sera envisagée a
'aide d’'une autre application du double hybrides'agira d'un véritable crible génétique
utilisant des banques de protéines de fusion &mbispartir d'/ADN génomique d& cereus
Deux banques d’ADN génomique ont déja été consBud cet effet dans le plasmide
pGADTY7. Celles-ci seront criblées en utilisant EnResD comme appats.

Afin d’identifier d’autres régulateurs de la viralee deB. cereus une analyse
comparative du protéome des mutantesDE, resEet fnr pourra aussi étre envisagée. Ce
type d’approche protéomique a déja été realiségusieurs facteurs de virulence ont été
identifiés a partir du protéome extracellulaireBleereusATCC14579 (Gohaet al, 2002).
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Cette étude apporte pour la premiéere fois la "peemwléculaire” de I'implication des
régulateurs Fnr et ResDE dans un mécanisme pouvaahtiler la virulence d8. cereusen
réponse a un changement de I'état redox du mil@utre son réle sur le mécanisme de
fonctionnement de ces régulateurs, le potentiekydloréduction est un parametre dont
'étude prend énormément d’importance. La croissahes micro-organismes est influencée
par les conditions physico-chimiques de leur emriement. En effet, chaque espece a ses
propres conditions optimales de développement stiilaatempérature, le pH, la pression
osmotique ou encore le potentiel d’oxydoréductioa.dernier est un facteur présent dans un
grand nombre d’environnement et son impact supteduits de I'industrie agro-alimentaire
lui donne un intérét tout particulier.

Comprendre les mécanismes moléculaires qui cortfétenne bactérie pathogene
'aptitude a s’adapter, coloniser et envahir uniemnement, constitue un enjeu de premiére
importance et peut guider la conception de nousetleatégies de lutte contre les agents

pathogenes.
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REGULATION DE LA TOXINOGENESE CHEZ BACILLUS CEREUS:
MECANISME D’ACTION

J. ESBELIN,A. ZIGHA, C. DUPORT
UMR A408 INRA/Université d’Avignon, site Agropar84914 Avignon cedex 9
Julia.Esbelin@avignon.inra.fr

Bacillus cereusest un pathogene opportuniste a l'origine de digmwes de toxi-infections
alimentaires. L'une causée par un petit peptideqtex (céreulide) est a l'origine du syndrome
émétique, et I'autre causée par un ensemble dedgexirotéiques produites dans l'intestin gréle (HBL
Nhe et CytK) est a I'origine du syndrome diarrh&@gl’expansion des plats cuisinés et les traitement
thermiques modérés, font de cet organisme un patl@gmergent pour lequel il est important de
comprendre le mécanisme de toxinogenése.

Des études récentes ont mis en évidence deux naxegatemes de régulation des entérotoxines qui
agissent, en partie, indépendamment du régulatédiotqmpe connu, PIcR (Phospholipase C
Regulator). Il s'agit du systéme a deux composResDE (1) et de la protéine Fnr (Fumarate Nitrate
Reductase) (2), tous deux étant également desatégus du métabolisme fermentaireBleereus

Cette étude vise d’'une part a étudier la fixatiercds régulateurs sur des séquences spécifiques de
et nhe et d’autre part I'existence d’interactions protédg. Pour cela les régulateurs ont été exprimé
chezE. Coliet purifié pour la mise en ceuvre de techniqueantia étudier leur mécanisme d’action.
Aprés analyse des séquencissilico, des expériences de retard sur gel menées suedgsns
promotrices des entérotoxines, montrent une acli@tte de ResD et Fnr au niveau transcriptionnel
sur la production des toxines HBL et Nhe. Des eepées de Far-Western et Cross-linking montrent
gu'il existe des interactions entre les régulatdrs/ResD, Fnr/PIcR). L'ensemble de ces résultats
confirme l'implication de la voie de régulation itiquant le systéme ResDE et la protéine Fnr et ceci

via une action directe et dépendante, en partitg flgmation de complexes protéiques.

(1) Duport C, Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P. (@DControl of enterotoxin gene expressiomicillus cereus
F4430/73 involves the redox-sensitive ResDE sitnaasduction system. J Bacteriol, 188(18):6640-51.

(2) zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P, Duport C. (2D0he redox regulator Fnr is required for ferménea
growth and enterotoxin synthesisBacillus cereus=4430/73. J Bacteriol. 189(7):2813-24.
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Régulation de la toxinogenese chéxacillus cereus: implication du régulateur Fnr

J. ESBELIN,C. DUPORT
UMR A408 INRA/Université d’Avignon, site Agropar84914 Avignon cedex 9
Julia.Esbelin@avignon.inra.fr

Bacillus cereusest un pathogéne opportuniste a l'origine de digmes de toxi-infections
alimentaires. Le syndrome diarrhéique (le plus comyrrésulte de la production d’entérotoxines
(HBL, Nhe et CytK) dans l'intestin gréle de I'hétéexpression des entérotoxines Hbl et Nhe est sous
le contréle transcriptionnel du régulateur de wnde PIcR et des régulateurs globaux ResDE (1) et
Fnr (2). Fnr est une protéine de 230 acides angoétenant un domaine Crp en N-terminal et un
domaine de fixation a 'ADN de type HTH suivi d’wtomaine senseur constitué de 4 cystéines
(capable de fixer un centre Fe-S) en C-terminabbjectif du travail présenté était de déterminer si
Fnr régulait directement la transcription des géoedant pour les entérotoxines, autrement dit de
déterminer si Fnr était capable de se fixer auanivées régions promotrices des opéitrigetnhe

Afin de tester cette hypothése, Fnr a été expriatgmurifiée sous la forme de deux protéines
recombinantes, l'une possédant une étiquette mmstién C ter (Fnf, et l'autre une étiquette
Streptavidine en N tersffnr). Des expériences de retard sur gel ont étctefes pour tester la
capacité de ces deux protéines recombinantes &esestr les régions promotrices des génes de
structure et de régulation des entérotoxines.

Les résultats ont montré que les deux protéinesmbimantes étaient produites sous forme
d’apoprotéines en aérobiose. fnest majoritairement monomeérique en solution alorsgefnr est
majoritairement dimérique. R est capable de se fixer aux régions promotricediéa sous sa
forme native (oxydée)qfnr n'est capable de se fixer sur '’ADN que soudosene réduite (apres
addition de DTT). Sous sa forme réduigg,f~nr est majoritairement monomérique. En conclusion,
apoFnr n'est capable de se fixer sur 'ADN que s@as forme monomeérique et son état
d'oligomérisation dépend du POR. Un modeéle de @i de I'expression des entérotoxines en

aérobiose impliquant Fnr et le POR a été propogé (3

(1) Duport C, Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P. (@DControl of enterotoxin gene expressiomicillus cereus
F4430/73 involves the redox-sensitive ResDE sitnaaisduction system. J Bacteriol, 188(18):6640-51.

(2) Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P, Duport C. (2p0he redox regulator Fnr is required for ferméne
growth and enterotoxin synthesisBacillus cereus-4430/73. J Bacteriol. 189(7):2813-24.

(3) Esbelin J, Jouanneau Y, Armengaud J, Dupof2@8) ApoFnr binds as a monomer to promoters egig

the expression of enterotoxin genefaftillus cereusJ Bacterioldoi:10.1128/JB.00336-08.
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FNR-dependent regulation ofBacillus cereusenterotoxin expressiorunder aerobiosis

J. ESBELIN C. DUPORT

Université d’Avignon/lUMR A408 INRA, site Agroparc
84914 Avignon cedex 9
Julia.Esbelin@avignon.inra.fr

Bacillus cereuds an opportunistic pathogen responsible of twmesyof food-borne
diseases, classified as emetic and diarrhoeal sgmel. The diarrhoeal syndrome results from
the production of enterotoxins (Hbl, Nhe and Cyil)the host small intestine, which is
characterized by an anaerobic atmosphere and lddomreduction potential (ORP). The
ability of B. cereugo produce enterotoxins and grow well under troeswlitions is controlled
by both the two component system ResDE (1) andetiex regulator Fnr (Fumarate Nitrate
Reductase) (2). Fnr, which belongs to the Crp faroil transcriptional regulators is also
essential for enterotoxin expression under oxicdd@ns (2). This suggests thBt cereus
could exist in an active state under aerobiosis thiid conserve some site-specific DNA
binding properties.

To test this hypothesis, Fnr was overexpressedparnifled both as a C-terminal His-tagged
(Fnryisy and a N-terminal Strep-tagged (k) fusion protein. EMSAwere then used to test
the ability of Fngis and Fngyepto bind tofnr, resDE, hbl, nhandplcRpromoter regions.

The results showed that both recombinant Fnr wadymed as an apoform and was able to
bind all the tested target sequences only undemd@someric form. Therefore, the aerobic
regulation of enterotoxin is regulated by apoFnthidirectly and indirectly (via ResDE and
PIcR). In addition, interaction of apoFnr with ggecific sequences depends of its oligomeric
state.

(1) Duport C, Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P. (@DControl of enterotoxin gene expressiomicillus cereus
F4430/73 involves the redox-sensitive ResDE sitnaasduction system. J Bacteriol, 188(18):6640-51.

(2) Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P, Duport C. (2p0he redox regulator Fnr is required for ferméne
growth and enterotoxin synthesisBacillus cereus-4430/73. J Bacteriol. 189(7):2813-24.
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