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HBL     Hemolysine BL 
HCl     Acide chlorhydrique 
HTH    Helix–Turn–Helix 
GSSG  Glutathion oxydé 
IPTG  Isopropyl-ß-D-thiogalactoside 
Kb                   Kilobase 
kDa                 Kilodalton 
LB     Luria Berthani 
MOPS   3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 
Nhe     Entérotoxine non-hémolytique 
ONPG  Ortho Nitro Phényl Galactopyranoside 
ORF  Open reading frame 
PBS  Phosphate buffer saline 
PCR  Polymerase Chain Reaction, réaction de polymérisation en chaîne 
PEG  Polyéthylèneglycol 
PlcR  Phospholipase C Regulator 
PM     Poids moléculaire  
POR    Potentiel d’oxydo-réduction 
ppm   partie par million 
RPE    Résonance paramagnétique électronique  
RR    Régulateur de réponse 
SDC    Système à deux composants  
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SDS  Dodécylsulfate de sodium 
SOB  Super optimal broth 
SOC   Super optimal broth with Catabolite repression 
TEMED  Tetramethylethylenediamine 
TBE   Tris Borate EDTA 
TIA     Toxi-infections alimentaires 
TIAC    Toxi-infections alimentaires communes 
TPR   TetratricoPeptide Repeat 
Tris   Tris(hydroxyméthyl)aminométhane 
URA   Uracile 
X-Gal   5-bromo-4-chloro-3-indol-(�  ou � )-D-galactoside 
YPDA    Extrait de levure, peptone, dextrose et adénine 
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e groupe Bacillus cereus sensu lato comprend plusieurs espèces de bactéries très 

répandues dans l’environnement. Bien que ces espèces soient très proches d’un 

point de vue phylogénétique, elles ont adopté des modes de vie qui divergent 

considérablement. Certaines vivent et se développent librement dans l’environnement, tandis 

que d’autres sont capables de coloniser différents tissus ou organes animaux et provoquer des 

maladies. C’est le cas de l’espèce B. cereus, qui depuis une dizaine d'années, a radicalement 

changé de statut et a détrôné B. anthracis en devenant le chef de file du groupe B. cereus. 

C’est un contaminant fréquent des plats cuisinés pasteurisés et représente un problème 

récurrent dans les équipements utilisés en industrie alimentaire. Sa survie le long de la ligne 

de fabrication s’explique par son aptitude à produire des spores, résistantes aux températures 

élevées, mais aussi par sa capacité à adhérer aux matériaux utilisés. La régularité de sa 

participation à des toxi-infections alimentaires (TIA) le place au quatrième ou cinquième rang 

des agents responsables de maladies alimentaires, en France et dans de nombreux autres pays. 

B. cereus est aussi devenu un véritable "danger bactériologique" au sens de l' HACCP 

(Hazard Analysis Critical Control Point), à prendre en compte dans différentes filières 

alimentaires.  

 Les TIA dont B. cereus est responsable, se décline sous deux formes: une forme 

émétique (vomissements) due à l’ingestion d’une toxine (cereulide) préformée dans les 

aliments et une forme diarrhéique due à l'ingestion de cellules ou de spores bactériennes 

produisant des entérotoxines dans l'intestin grêle. Ce dernier est caractérisé par un 

environnement anaérobie et fortement réducteur auquel la cellule bactérienne doit s’adapter. 

La capacité de B. cereus à se développer et à produire des entérotoxines dans l’intestin 

pourrait être sous le contrôle du système à deux composants ResDE et du régulateur Fnr  

(Fumarate Nitrate Reductase), tous deux étant des régulateurs du métabolisme anaérobie de B. 

cereus. Des études récentes ont montré que ces deux systèmes de régulation des entérotoxines 

agissaient, en partie, indépendamment du régulateur pléiotrope connu, PlcR (Phospholipase C 

Regulator).  

La virulence bactérienne est un phénomène multifactoriel et de nombreux facteurs, 

dits de virulence, sont nécessaires à son expression. L’étude moléculaire de la relation 

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

L 
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génétique est une étape primordiale pour une meilleure compréhension des pathogènes. Les 

propriétés d'un organisme ne sont pas la simple somme des informations codées par ses gènes 

mais elles résultent des interactions régulatrices compliquées et non-linéaires entre ses 

composants. Ces interactions régulatrices sont exercées à tous les niveaux de l'expression 

génique, de la transcription des gènes jusqu'au contrôle de la dégradation des protéines. Les 

techniques génomiques permettent aujourd'hui d'identifier les gènes et protéines impliqués 

dans un processus donné, mais il manque encore des méthodes pour prédire leur 

comportement collectif.  
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1. Bacillus et genres apparentés 

Les Bacillus forment un genre de bactéries à Gram positif, appartenant à la famille des 

bacillacées (Bacillaceae), l’ordre des bacillales (Bacillales), la classe des bacilles (Bacilli), le 

phyllum des firmicutes (Firmicutes).  

De forme bacilles, elles sont anaérobies facultatives, et tirent leur énergie par respiration ou 

fermentation. Ces bactéries sont capables de produire des endospores leur permettant de 

résister à des conditions environnementales défavorables. 
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Le genre Bacillus est particulièrement hétérogène et ceci est reflété par la grande 

variété de niches écologiques que les nombreuses espèces occupent et par l’extrême diversité 

de leur statut taxonomique. Les Bacillus sont hétérotrophes, saprophytes et ubiquitaires. Ils 

sont fréquemment retrouvés dans le sol où certaines espèces ont un rôle dans le cycle du 

carbone et de l'azote.  

Il en existe un grand nombre d'espèces avec des propriétés physiologiques et des habitats très 

variés (terre, poussière, etc...). Certaines espèces sont trouvées dans l'eau douce, d'autres dans 

l'eau de mer. Il existe des espèces thermophiles, acidophiles, psychrophiles, alcalinophiles. 

Les espèces saprophytes sont responsables de multiples dégradations de produits alimentaires 

(sûrissement et caillage du lait, etc...). Certaines d'entre elles ont des rôles utiles comme la 

production d'antibiotiques (tyrothricine, polymyxines, bacitracine...). Les plus connus sont : 

Bacillus anthracis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus 

thuringiensis et Bacillus cereus. 

INRA 
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Le genre Bacillus a été créé en 1872 par Ferdinand Cohn qui décrit B. subtilis comme 

espèce type. Quinze années plus tard (1887), Frankland et Frankland isolent une nouvelle 

espèce, B. cereus à partir de l’air d’une étable au Royaume-Uni (Frankland & Frankland, 

1887). La bactérie isolée est la souche type de B. cereus : ATCC 14579. En 1955, Steinar 

Hauge est le premier à prouver l’implication de B. cereus dans des toxi-infections 

alimentaires (Hauge, 1955). C’est en 1975 que la souche diarrhéique F4430/73 de B. cereus a 

été isolée à partir d’une soupe de pois (Spira & Goepfert, 1975). 

 

2. Le groupe B. cereus 

Le groupe B. cereus sensu lato, inclut les espèces, B. anthracis, B. thuringiensis, B. 

mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis et B. cereus sensu stricto. Les trois 

espèces B. anthracis, B. thuringiensis et B. cereus sont si proches du point de vue génétique 

qu’elles peuvent être considérées comme des variants d’une seule espèce. L’analyse des 

séquences génomiques révèle une homologie de 94% entre B. anthracis Ames et B. cereus 

ATCC 10987 et une homologie de 91% est retrouvée entre les deux souches B. cereus ATCC 

10987 et B. cereus ATCC 14579 (Schoeni & Wong, 2005).  

Toutes ces espèces ont pour habitat principal le milieu extérieur et ont une grande importance 

sur un plan hygiénique et écologique :  

- B. anthracis est l'agent du charbon bactérien (ou en anglais, anthrax), maladie 

potentiellement mortelle chez l’homme et l’animal (Mock & Fouet, 2001). 

Les souches de B. anthracis synthétisent habituellement des exotoxines codées par des gènes 

présents sur le plasmide pXO1 et une capsule codée par des gènes présents sur le plasmide 

pXO2. 

Le charbon reste, indépendamment du danger potentiel qu’il représente dans le cadre du 

bioterrorisme et malgré des mesures de prophylaxie sanitaire mises en oeuvre depuis une 

centaine d’années dans notre pays, une maladie d’actualité. Ces mesures, qui ont permis 

jusqu’à maintenant de reléguer dans le passé les phénomènes épidémiques majeurs, 

n’empêchent pas la survenue régulière de quelques foyers animaux chaque année. Les 

derniers cas de charbon humain signalés en France remontent à 1997 (3 cas signalés dans les 

Pyrénées- Atlantiques, lors d’un épisode de fièvre charbonneuse bovine). 

- Des souches de B. mycoides sont associées aux racines des conifères et elles 

stimuleraient la croissance de ces plantes. L'aspect rhizoïde des colonies différencie B. cereus 

et B. mycoides. 
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- B. thuringiensis élabore un cristal parasporal contenant des toxines pathogènes pour 

les insectes (delta-endotoxines). La synthèse du cristal parasporal est gouvernée par les gènes 

cry portés par un plasmide. B. thuringiensis a une importance économique considérable car 

certaines souches de cette espèce sont utilisées dans la lutte biologique contre les insectes 

(Whalon & Wingerd, 2003). On l’appelle un biopesticide et elle représente à ce titre 90 % du 

marché mondial des biopesticides. A la fin de la phase de croissance, la bactérie éclate et 

libère la spore et le cristal. Lorsque l’insecte ingère le cristal, celui-ci est dissous par ses sucs 

digestifs et devient toxique. 
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- B. weihenstephanensis est constitué de souches psychrotolérantes autrefois 

considérées comme des souches de B. cereus. Même si aucune infection ou toxi-infection n'a 

été formellement attribuée à B. weihenstephanensis, il est probable que le pouvoir pathogène 

de cette espèce soit comparable à celui de B. cereus.  

- B. cereus sensu lato est responsable d'infections et surtout de toxi-infections 

alimentaires décrites chez l'homme et les animaux. 

Il existe donc des caractères phénotypiques permettant de distinguer ces espèces. Mais les 

gènes responsables de ces caractères majeurs sont portés par des plasmides qui sont 

échangeables au sein du groupe (Van der Auwera et al., 2007).  

 
1 cm 

 
Institut Pasteur 
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La perte des plasmides pXO1 et pXO2 ou la perte du plasmide portant les gènes cry 

donne naissance à une souche de B. anthracis ou à une souche de B. thuringiensis qu'il est très 

difficile de distinguer d'une souche de B. cereus. Inversement, l'acquisition par conjugaison 

des gènes cry par une souche de B. cereus transforme cette dernière en une souche impossible 

à différencier de B. thuringiensis. Ceci explique l’implication de B. thuringiensis dans des 

gastro-enterites typiquement causées par B. cereus (Jackson et al., 1995) ou encore la capacité 

d’une souche de B. cereus à provoquer des symptômes très proches de ceux de l’anthrax 

(Hoffmaster et al., 2004). 

 

3. Cycle de vie de B. anthracis, B. cereus et B. thurengiensis 

 Il existe pour les bactéries du groupe B. cereus sensu lato, une circulation entre les 

trois réservoirs : réservoir animal, humain et hydrotellurique. Le réservoir hydrotellurique est 

le plus important et servirait de source aux deux autres. En 2003, Jensen et al soulignent le 

manque de données concernant l’écologie des membres de groupe B. cereus au sein de leur 

environnement. Les auteurs proposent un modèle dans lequel les membres du groupe B. 

cereus ont deux cycles de vie : un cycle où les bactéries vivent en relation symbiotique avec 

leurs hôtes invertébrés, et un autre, peu fréquent, dans lequel les bactéries peuvent se 

multiplier rapidement chez un autre insecte, hôte infecté, ou un mammifère.  

En effet les spores de B. anthracis peuvent être transportées dans le tractus digestif 

d’insectes se nourrissant de charognes contaminées et disséminées via les fèces. De plus, une 

transmission de la maladie du charbon à des animaux sains par piqûres de moustiques ou de 

mouches nourries de sang d’animaux contaminés a aussi été observée (Turell & Knudson, 

1987).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                               Etude bibliographique. 

            7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�
�
;��#���)���<�
�
����������	���	�#.��*�����	������
� 
�#�
��	�������
�����	#����#
��

�'�����#� ��	�5�
�-��FR����� ������' ��(33%H'�
�

Chez B. cereus, il n’existe pas de cycle pathogénique spécifique. Il a été retrouvé dans 

le tube digestif d’insectes, sous une forme symbionte et filamenteuse appelée "arthromitus". 

Pour Margulis et al (1998), il s’agirait d’un état particulier de B. cereus. Arthromitus 

correspondrait à une des "phases" du cycle de B. cereus dans l’environnement, chez l’homme 

et chez l’animal. Avec cette phase intestinale, on peut concevoir que B. cereus pourrait être 

tour à tour pathogène pour l’homme (et parfois pour l’animal), saprophyte dans le milieu 

extérieur, et symbionte chez l’animal. Il mériterait donc bien la qualification d’ubiquiste. 
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4. Le génome de Bacillus cereus 

4.1 Caractères généraux du génome 

 Les membres du groupe B. cereus, et particulièrement B. anthracis, B. cereus et B. 

thuringiensis, ont un fort intérêt économique et médical. Pour ces raisons, ce groupe contient 

le plus grand nombre de génomes d'espèces apparentées séquencés. A ce jour 25 génomes du 

groupe B. cereus sont séquencés et disponibles. On en retrouve 12 pour B. cereus sensu 

stricto, 10 pour B. anthracis, 2 pour B. thuringiensis et 1 pour B. weihenstephanensis. Cela 

offre une opportunité unique pour les comparaisons et analyses de séquences. Les cartes 

génomiques montrent que la taille du génome des souches de B. cereus varie entre 2.4 et 5.5 

Mb.  
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4.2 Génomique des plasmides du groupe cereus  

Les bactéries du groupe B. cereus sensu lato auraient émergé d'un ancêtre commun, à 

la suite d'une série de réarrangements génétiques effectués entre autres par des éléments 

mobiles d'ADN, tels que des transposons, des séquences d'insertion et des bactériophages. Ces 

réarrangements se seraient additionnés de divers mécanismes de transfert horizontaux de 

gènes, tels que la conjugaison, la transduction ou la transformation. Ces mécanismes auraient 

conduit à l'acquisition des gènes de virulence. 

 Ainsi, chez B. cereus, B. anthracis et B. thuringiensis, tous les gènes responsables de 

la virulence et de la spécificité de l'hôte, sont présents sur des éléments extrachromosomiques.  

 B. anthracis doit ses propriétés pathogènes à deux très grands plasmides, pX01 de 182 

kbs, codant les toxines de l'anthrax, et pX02 de 96 kbs, codant la capsule (Van der Auwera et 

al., 2007). 

 De même, les gènes cry du cristal toxique de B. thuringiensis sont situés sur de grands 

plasmides (plus de 50 kbs) actifs contre différentes espèces d'insectes (Aronson, 2002). 

Organisme Taille en 
paires de base 

Pourcentage de 
séquences codantes 

G + C % Nombre 
d'ORF 

B. cereus ATCC 14579 5 427 083 81.60 % 35.29 % 5 255 
B. anthracis A2012 5 370 060 80.23 % 35.10 % 5 662 

B. thuringiensis israelensis 
ATCC-35646 

5 880 839 79.06 % 35.04 % 6 451 

B. cereus NVH 391-98 4 087 024 79% 35% 4165 
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 Quant à B. cereus sensu stricto, sa pathogénicité est due à la production de facteurs 

chromosomiques de virulence, tels que des phospholipases et des entérotoxines. Cependant, 

les gènes responsables de la production du céreulide (ou toxine émétique) sont codés par un 

grand plasmide de virulence, appelé pCERE01, de 200 kbs (Hoton et al., 2005). 

Un certain nombre de plasmides de B. cereus et de bactéries apparentées sont présentés dans 

le tableau 2. 

 
Nom du plasmide Micro-organisme Taille en paire de bases G + C % 

pBc10987 Bacillus cereus 
(ATCC10987) 

208 369 33 

pBclin15 Bacillus cereus 
(ATCC14579) 

15 100 38 

pBCX01 Bacillus cereus (G9241) 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 77 122 33 
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5 Pathologies 

Très largement répandu dans la nature, B. cereus se comporte comme un pathogène 

opportuniste responsable d’infections systémiques et locales et cette espèce est également 

responsable de toxi-infections alimentaires. Le schéma suivant illustre les différents types 

d’infections dans lesquelles B. cereus peut-être impliqué. 
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INFECTIONS A BACILLUS CEREUS

Infections gastro-intestinales

Syndrome diarrhéique

Syndrome émétique

Infections locales:

Blessures, infections post-opératoires, 
abcès, brûlures, infections oculaires, 

ostéomyélites, arthrites

Infections non gastro-
intestinales

Infections systémiques:

Septicémie, endocardites, 
infections du système 

respiratoire et du système 
nerveux central  
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5.1 Atteintes non gastro-intestinales 

 Des infections non gastro-intestinales causées par B. cereus ont été rapportées avec 

une fréquence en augmentation, peut-être en raison d’une conscience croissante du potentiel 

pathogène de ce micro-organisme. B. cereus a été identifié comme agent de cas graves de 

septicémies, d’endocardites, de pneumonies, d’infections cutanées, d’infections 

orthopédiques, de méningites et d’infections de blessures traumatiques, en majorité chez des 

individus immunodéprimés.  

5.2 Atteintes gastro-intestinales 

5.2.1 Définition d’une toxi infection alimentaire 

 Individuelles ou collectives, les toxi-infections alimentaires (TIA) résultent de la 

transmission d'infections à l'homme par les aliments. L'attaque microbienne peut être liée aux 

propriétés invasives du micro-organisme et/ou aux produits toxiques qu'il est capable 

d'élaborer au cours de sa croissance. Un foyer de toxi-infection alimentaire collective (TIAC) 

est défini par l'apparition d'au moins 2 cas d'une symptomatologie, en général digestive, dont 

on peut rapporter la cause à une même origine alimentaire. Les TIAC sont fréquentes, leur 

incidence est en augmentation dans les pays industrialisés, malgré un approvisionnement en 

eau saine, de bonnes règles d'hygiène et l'application de technologies comme la 

pasteurisation. En France la déclaration des TIAC à l'autorité sanitaire (DDASS) est 

obligatoire. Les principaux agents pathogènes responsables des TIA-TIAC sont d'origine 
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bactérienne (Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus, certaines souches d'Escherichia 

coli, Clostridium botulinum, B. cereus), virale (rotavirus), autre (cyclospora, dinoflagellés, 

phytoplancton, parasitaire).  

 

5.2.2 Toxi infections alimentaires à B. cereus  

5.2.2.1 Caractéristiques 

Les toxi-infections alimentaires collectives à B. cereus sont plus fréquemment 

rapportées qu’il y a 20 ans en France. Elles représentent 5847 cas et 290 foyers confirmés ou 

suspectés (soit 7% des cas et 5% des foyers déclarés) de 1996 à 2005 (Buyser.M.L, 2008). 

Deux TIAC à B. cereus survenues en France ont fait l’objet d’une description détaillée. L’une 

d’entre elles est responsable de trois décès en 1998 (Lund et al., 2000). 

 La présence de spores de B. cereus pose de sérieux problèmes dans les industries agro-

alimentaires (notamment les industries laitières) car non seulement, elles sont résistantes à la 

chaleur mais elles ont la capacité d’adhérer fortement à de nombreuses surfaces y compris 

l’acier inoxydable. Cette adhésion est liée à l'hydrophobicité de la surface des spores et à la 

présence de filaments (Tauveron et al., 2006). De ce fait, les spores sont très difficiles à 

éliminer des tuyaux, des canalisations, des réservoirs (Andersson et al., 1995). De plus les 

cellules végétatives peuvent former des biofilms difficiles à détacher et pouvant constituer 

une niche pour la formation de spores qui se libèrent dans la chaîne de transformation des 

aliments (Wijman et al., 2007). La résistance conférée par la spore permet donc à B. cereus de 

survivre dans l’aliment malgré les traitements thermiques appliqués et de traverser le tractus 

gastro-intestinal (Drobniewski, 1993; Granum & Lund, 1997; McKillip, 2000). 

B. cereus est responsable de toxi infections alimentaires se présentant sous deux 

formes : une forme émétique, déterminant de fortes nausées et des vomissements, et une 

forme diarrhéique, provoquant des crampes abdominales et une diarrhée profuse.  
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Dans les deux cas, il s'agit d'une infection opportuniste bénigne à résolution spontanée, 

le plus souvent dans les 24 heures. Cependant, si l'intoxication survient chez un sujet 

immunodéprimé, il peut y avoir dissémination bactérienne (Granum, 1994). 

Dans la forme émétique, la pathogénie fait intervenir l’ingestion d’une toxine préformée 

dans les aliments. Il s’agit d’un petit peptide cyclique appelé le céréulide. Celui-ci est 

thermostable (il résiste plus de 30 minutes à 121 °C), résistant à la protéolyse (insensibilité à 

la trypsine et à la pepsine) et stable à des pH compris entre 2 et 11. Compte tenu de sa 

résistance, la toxine émétique n'est détruite ni par la cuisson ni par les enzymes digestives.  

La forme diarrhéique ou gastro-entéritique est la plus fréquente en Europe et en Amérique 

du Nord. Elle ne semble pas résulter de l'ingestion de toxines préformées car les toxines en 

cause (notamment les toxines Hbl, Nhe et CytK) sont fragiles et sensibles aux protéases du 

tube digestif. Les toxines responsables des formes gastro-entéritiques sont donc produites 

dans le tube digestif par les cellules végétatives après ingestion de cellules viables ou de 

spores (Clavel et al., 2004). Les souches diarrhéiques de B. cereus agissent donc par un 

mécanisme de véritable "toxi-infection" ou plus exactement, de "processus infectieux et 

toxique". La toxi-infection intestinale due à B. cereus suit un processus classiquement observé 

chez d’autres bactéries entériques avec plusieurs phases successives : 

- Une mobilité flagellaire, orientée par le chimiotactisme, et qui permet à la bactérie de 

se rapprocher des cellules intestinales. 

- Une adhésion aux cellules intestinales 

- La production de toxines. 
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Le transit des cellules végétatives dans l’estomac dure au minimum 4h à 6h dans l’intestin 

grêle (Granum et al., 1995).  

Le tableau suivant reprend les principales caractéristiques des deux formes de toxi-infections 

alimentaires collectives liées à B. cereus. 

 

Caractéristiques Syndrome diarrhéique Syndrome émétique 

Toxines produites Entérotoxines Hbl, Nhe et CytK Céreulide (peptide cyclique) 

Lieu de production Intestin grêle de l’hôte Préformées dans l’aliment 

Dose infectieuse 105-108 cfu (totale) 105-108 cellules/g 

cereulide : 8-10µg/kg (modèle 

animal) 

Temps d’incubation 8-16h 0.5-6h 

Durée de l’infection 12-24h 6-24h 

Symptômes Crampes abdominales, diarrhées 

profuses 

Nausées, vomissements et malaises 

Aliments impliqués Produits carnés, soupes, légumes, 

sauces, lait et produits laitiers 

Riz cuisiné ou frit, pâtes et 

nouilles. 
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5.2.2.2 Adaptation de Bacillus cereus au tractus digestif 

5.2.2.2.1 pH et pression en oxygène 

Un des premiers facteurs de destruction dans l’estomac est l’acidité. Le pH gastrique 

dépend de variables physiologiques incluant l’ingestion de nourriture. Dans des conditions de 

jeûne, le pH moyen dans l’estomac est autour de 2 et s’étend de 1.5 à 5.5. L’ingestion d’un 

repas caractéristique occidental produit une élévation immédiate du pH jusqu’à environ 6 

(Waterman & Small, 1998). L’adaptation de B. cereus à l’acidité gastrique a été bien 

caractérisée et elle dépend de la forme cellulaire de B. cereus lorsqu’il est ingéré (cellules 

végétatives ou spores), de l’aliment et du niveau d’acidité de l’estomac (Clavel et al., 2004). 

Dans cette étude, la survie des cellules de B. cereus était plus élevée dans un milieu stomacal 

contenant du lait, présumant ainsi un effet protecteur des lipides, des protéines ou des 

particules de l’aliment sur l’inactivation par des pH faibles. Les cellules végétatives étaient, 
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bien entendu, moins résistantes que les spores au contact du milieu gastrique. La dose 

infectieuse serait donc plus faible pour des spores que pour des cellules végétatives. Toutefois 

on peut penser que les spores, une fois arrivées dans l’intestin grêle, devront entamer un cycle 

de germination et de multiplication, ce qui représente un retard par rapport à l’action des 

cellules végétatives. Une étude complémentaire a montré que les bactéries développaient une 

réponse de tolérance à l’acidité afin de s’adapter au stress acide (Jobin et al., 2002). 

Un autre facteur définissant l’environnent intestinal est la pression en oxygène. Dans l’intestin 

grêle, les microorganismes sont exposés à un environnement anaérobie (la pO2 est de 5-40 

mmHg (Guyton, 1977)). Plusieurs études ont montré que les pathogènes entériques pouvaient 

s’adapter à une faible concentration en oxygène et exprimer leurs facteurs de virulence dans 

ces conditions. C’est le cas pour Salmonella typhi (Leclerc et al., 1998), Staphylococcus 

aureus (Yarwood et al., 2001), Escherichia coli (Landini & Zehnder, 2002) et Vibrio 

cholerae (Krishnan et al., 2004). Chez B. anthracis, l’anaérobiose induit l’expression de 

facteurs hémolytiques (Klichko et al., 2003). Une étude réalisée chez B. cereus F4430/73 a 

montré que l’anaérobiose conduisait à l’augmentation de la production de l’entérotoxine HBL 

(Duport et al., 2004).  

 

5.2.2.2.2 Potentiel d’oxydoréduction 

Un troisième facteur s’ajoutant à l’anaérobiose est le potentiel d’oxydoréduction 

(POR). C’est un paramètre intrinsèque à tout milieu biologique. Il peut intervenir à différents 

niveaux sur la cellule microbienne et principalement sur l’expression des gènes, modifiant 

ainsi potentiellement son aptitude à la croissance et à la production de molécules. La flore 

intestinale est en partie responsable de la variation du potentiel d’oxydoréduction. En effet, 

elle constitue un écosystème complexe d’environ 1014 bactéries, composée d’espèces aéro-

anaérobies facultatives et anaérobies strictes (Magalhaes et al., 2007). Elle est constituée 

essentiellement des phylums suivants : Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, 

Bacteriodes, Verrucomicrobacteria, Clostriduim et Fusobacteria (Eckburg et al., 2005). La 

diversité de la distribution de ces bactéries le long du tube digestif est sous le contrôle de 

plusieurs paramètres, tel que l’acidité gastrique, le transit intestinal, les facteurs biotiques ou 

la prise d’antibiotiques. Ainsi, en fonction de la composition de la flore intestinale, la valeur 

du POR est variable. Dans l’intestin grêle, la flore intestinale est constituée essentiellement 

des genres Lactobacillus, Streptococcus et Entrococcus, la valeur du POR= -150 mV 

(Moriarty-Craige & Jones, 2004). Des travaux menés au laboratoire sur la réponse de B. 
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cereus au bas POR ont montré que celle-ci s’accompagnait de réajustements du catabolisme 

du glucose et d’une activation de la synthèse des entérotoxines Hbl et Nhe (Zigha et al., 

2006a). 

La croissance et la production d’entérotoxines dans l’intestin grêle de l’homme 

pourraient refléter la capacité adaptative de B. cereus à un environnement anaérobie et 

réducteur. 

 

5.2.3 Stress oxydant et régulation des gènes 

Lorsqu’une molécule comporte un atome pouvant s’entourer d’un nombre variable 

d’électrons (par exemple C, S, P et les métaux Fe, Zn…), elle est dite sous forme oxydée ou 

réduite si ce nombre est respectivement bas ou élevé. Ainsi, une molécule est dite “oxydante” 

si elle a le pouvoir de gagner un électron. Les deux états (réduit et oxydé) d’une même 

molécule forment un “couple rédox” dont le “potentiel rédox” (noté E°) augmente avec le 

pouvoir oxydant de l’espèce oxydée du couple. Un oxydant ne peut oxyder que des molécules 

réduites qui ont un E° inférieur au sien. En pratique, les conditions rédox régnant dans la 

cellule sont évaluées par le rapport des concentrations des formes oxydée et réduite d’un 

couple rédox prépondérant comme celui du glutathion. Le couple glutathion réduit/glutathion 

oxydé (noté GSH/GSSG) agit comme un tampon rédox. Ainsi, ce que l’on nommera par la 

suite le “potentiel rédox” régnant dans la cellule va déterminer les proportions relatives des 

espèces oxydée ou réduite de chaque couple rédox, celles-ci dépendant du E° de ces derniers. 

Par exemple, selon le potentiel rédox intracellulaire, certains facteurs de transcription seront 

sous forme oxydée ou réduite. 

De par sa configuration électronique, l’oxygène est avide d’électron (il revêt un caractère 

oxydant). La réduction incomplète de l’oxygène conduit à des espèces qui ont encore un 

caractère oxydant et qui sont de surcroît très réactives : H2O2 (peroxyde d’hydrogène), OH• 

(radical hydroxyle) et, dans une moindre mesure, O2
•– (radical anion superoxyde). Ces 

espèces, appelées “dérivés réactifs de l’oxygène” (DRO), pourront oxyder des 

macromolécules (ADN, lipides et protéines) (Vaughan., 1997). Le métabolisme normal de la 

cellule produit sans cesse des dérivés réactifs de l’oxygène.  

On parle de “stress oxydant” lorsque l’homéostasie rédox est perturbée, soit par une 

surproduction de DRO, soit par une défaillance des systèmes antioxydants.  
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On sait qu’une protéine peut être sensible à l’oxydation au niveau de certains résidus, 

en particulier les résidus soufrés et principalement les cystéines. Des travaux ont montré que 

le potentiel rédox intracellulaire pouvait moduler l’activité in vivo de certains facteurs de 

transcription. Chez E. coli, la régulation en réponse à un stress oxydant de la transcription est 

maintenant bien comprise. Elle passe par deux facteurs de transcription, - SoxR 

(particulièrement sensible à O2•–), et OxyR (particulièrement sensible à H2O2) qui ne sont 

opérationnels que sous leur forme oxydée (Farr & Kogoma, 1991).  

La plupart des facteurs de transcription comporte dans leur séquence protéique des 

cystéines (sensibles aux variations rédox par leur groupe thiol) fonctionnellement très 

importantes. En effet, elles peuvent se situer dans le domaine de liaison à l’ADN du facteur de 

transcription et assurer la reconnaissance d’un site donné par des interactions électrostatiques 

avec les bases de l’ADN. Elles peuvent aussi donner naissance à des ponts disulfures inter ou 

intramoléculaires essentiels pour la conformation tridimensionnelle de la protéine. Enfin, des 

cystéines participent à la coordination de cations métalliques (principalement Zn2 +). C’est le 

cas des protéines dites “à doigt de zinc” dont la conformation assurée par la coordination du 

cation peut permettre une interaction avec le grand sillon de l’ADN. 

L’oxydation d’une cystéine peut donc modifier le comportement d’un facteur de 

transcription. La formation anormale d’un pont disulfure va perturber la fonction de la 

protéine en conduisant à une mauvaise conformation (éventuellement en empêchant une 

dimérisation passant par un pont disulfure). Elle peut aussi empêcher ou se substituer à la 

formation normale d’un autre pont à partir de la même cystéine, ce qui peut aussi perturber la 

conformation globale. Ainsi, la dimérisation d’un facteur de transcription (phénomène très 

fréquent) ou sa faculté de lier l’ADN peuvent être modifiées. La figure 8 schématise la 

formation d’un pont disulfure par oxydation des fonctions thiol de deux cystéines dans une 

séquence peptidique. La formation d'un pont disulfure à partir de deux cystéines s'accomplit 

spontanément en condition oxydante, en particulier en présence de dioxygène. La réduction 

d'un pont disulfure est aussi facile à faire avec des réducteurs “doux”, tel que le 2-

mercaptoéthanol ou le dithiothreitol (DTT). 
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Ainsi, un stress oxydant peut influencer le comportement de protéines possédant des 

cystéines critiques et ainsi affecter la signalisation cellulaire et la régulation des gènes. 

 

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

biologie dont ceux utilisés dans cette étude (en gras). 
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6 Pouvoir pathogène de B. cereus 

6.1 La toxine émétique 

La toxine responsable du syndrome émétique ou céreulide est un dodecadepsipeptide 

(polypeptide qui renferme des liaisons esters et peptidiques) cyclique [(D-O-Leu-D-Ala-L-O-

Val-L-Val)3] (Agata et al., 1994). Il est très difficile de purifier cette toxine et pour cette 

raison encore, peu de choses sont connues à son sujet. Elle présente un faible caractère 

antigénique (Kramer, 1989) et est très résistante à la chaleur (120°C pendant 90 min), au pH 

Composés Potentiel standard 
Oxygène  +820 mV 
Diamide  ? 

Peroxyde d’hydrogène +1800 mV 
Radical hydroxyl +2800 mV 

Composés Potentiel standard 
Hydrogène  -420 mV 

� -mercaptoéhanol ? 
Dithiothréitol  -330 mV 

Chlohydrate de cystéine -270 mV 
5-déazaflavine - 650 mV 
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(2-11) ainsi qu’à des traitements à la trypsine ou à la pepsine. Le céreulide est produit dans 

l’aliment et il s’agit d’une véritable intoxination. Sa synthèse ne résulte pas de l'expression 

d'un gène mais de l'assemblage enzymatique de sous-unités par une peptide synthétase codée 

par les gènes ces portés par un plasmide (Ehling-Schulz et al., 2006). De structure semblable 

à la valinomycine produite par Streptomyces griseus, le céreulide agit en provoquant la 

formation d'un canal ionophore au travers de la membrane des mitochondries, ce qui bloque la 

phosphorylation oxydative (Mikkola et al., 1999). Le céreulide stimule le nerf vague ou 

pneumogastrique, il provoque des lésions réversibles du foie et il est toxique pour les cellules 

NK (Natural Killer, cellules tueuses naturelles) (Shinagawa et al., 1996).  

 

6.2 Les entérotoxines 

6.2.1 L’hémolysine BL 

L'entérotoxine la mieux caractérisée est l’hémolysine BL (Hbl: H pour hémolysine, B 

pour binding component et L pour lytic component). Cette entérotoxine est constituée d'une 

partie responsable de l'attachement (B, d'un poids moléculaire 38 kDa) et de deux composés 

lytiques, L1 (poids moléculaire 38.5 kDa) et L2 (43.2 kDa) (Beecher & Macmillan, 1991). La 

synthèse de Hbl est sous la dépendance d'un opéron composé de quatre gènes : hblC (codant 

le composant L2), hblD (codant le composant L1), hblA (codant pour B) et hblB dont la 

fonction est inconnue. Cette toxine est hémolytique, dermonécrotique, elle augmente la 

perméabilité des capillaires et elle provoque une accumulation de liquide lorsqu'elle est 

administrée dans une anse intestinale ligaturée de lapin (Beecher et al., 1995). La 

stœchiométrie des trois composants de l’entérotoxine Hbl n’a pas encore été déterminée mais 

il semblerait que l’activité hémolytique maximale soit obtenue quand les concentrations 

molaires des composants L1 et L2 sont inférieures à celle du composant B (Beecher & Wong, 

1994). La figure ci-dessous illustre l’organisation génétique de l’opéron hbl ainsi que le 

devenir post-traductionnel des composants codés par cet opéron. 
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6.2.2 L’enterotoxine non-hémolytique  

La toxine Nhe (Non-Haemolytic Enterotoxin) est elle aussi tripartite. Elle est 

constituée d'un composant NheA (codé par nheA) similaire au composant L2 de la toxine Hbl 

et d'un composant NheB (codé par nheB) similaire au composant L1. L'opéron nhe porte 

également le gène nheC qui pourrait coder pour une protéine similaire au composant B de la 

toxine Hbl (Granum et al., 1999; Moravek et al., 2004). La toxine Nhe est aussi cytotoxique 

que la toxine Hbl, mais elle est non hémolytique. L’activité cytotoxique maximale est 

observée sur des cellules Vero lorsque le ratio molaire entre NheA, NheB et NheC est de 

10 :10 :1 (Lindback et al., 2004). 
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6.2.3 La cytotoxine K 

La cytotoxine K, codée par le gène cytK, a été isolée en 1998 d'une souche de B. 

cereus ayant provoqué une toxi-infection alimentaire (3 décès) dans une maison de retraite 

française (Lund et al., 2000). Cette toxine de 34 kDa appartient à la famille des "bêta-barrel 

pore-forming toxins". Elle est dermonécrotique et fortement hémolytique vis-à-vis des 

hématies de bovins et de lapins. Elle est également toxique pour les cellules de l'épithélium 

intestinal et pour les cellules Vero. 

 

6.2.4 L’enterotoxine T et l’enterotoxine FM 

La toxine BceT, codée par le gène bceT, a un poids moléculaire de 41 kDa (Agata et 

al., 1995). Elle est cytotoxique pour les cellules Vero, augmente la perméabilité capillaire, 

provoque une accumulation de liquide lorsqu'elle est administrée dans une anse intestinale 

ligaturée de souris, mais n'est pas hémolytique. Cette toxine est dépourvue de séquence signal 

et elle n'est libérée qu'après une lyse des cellules bactériennes.  

La toxine FM caractérisée par Shinagawa et al est une toxine constituée d'une seule 

sous-unité d'un poids moléculaire de 45 kDa. Cette toxine semble identique à la toxine EntFM 

nheA nheB nheC amp

41 kDa 40 kDa 36 kDa 45 kDa

nheA nheB nheC amp

41 kDa 40 kDa 36 kDa 45 kDa

Peptide signal 26 aa    30 aa    30 aaPeptide signal 26 aa    30 aa    30 aa

�	
���	�����������	
��������

Sécrétion 
SEC dépendante

&���#����#���*���

! &���T�����
�����	#����
��.��
 3? 3? �

 

? 



                                               Etude bibliographique. 

            21 

décrite par Asano et al chez la souche FM1. Elle est inactivée par la trypsine, la pepsine, les 

pH acides et elle est thermolabile. Son pouvoir entérotoxique n'a cependant pas été démontré.  

6.3 Autres facteurs de virulence 

B. cereus peut produire une variété d’autres facteurs de virulence regroupant des 

phospholipases spécifiques aux phosphatidylcholine et phosphatidylinositol, des 

sphingomyelinases, des collagénases, des protéines hémolytiques (céréolysine O, hémolysine 

II…) ou encore des protéases comme la métalloprotéase InhA1 qui confère à la bactéries la 

capacité d’échapper aux macrophages (Beecher et al., 2000; Gohar et al., 2002; Pomerantsev 

et al., 2003; Ramarao & Lereclus, 2005). 
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1. Le regulon PlcR 

1.1. PlcR : un activateur transcriptionnel pléiotrope 

PlcR (Phospholipase c Regulator) est le régulateur majeur de la virulence chez B. 

cereus (Lereclus et al., 1996). Il intègre un système de quorum sensing permettant à B. cereus 

de réguler l’expression des gènes de virulence en fonction de la densité de la population 

bactérienne. PlcR permet l’activation de l’expression d’un régulon comprenant plusieurs 

facteurs de virulence et incluant Hbl, Nhe, CytK, des phospholipases et protéases (Agaisse et 

al., 1999; Gohar et al., 2002; Gohar et al., 2008; Lereclus et al., 1996). L'analyse de la 

séquence du génome de B. cereus et du protéome extracellulaire indiquent que plus de 50 

gènes sont potentiellement régulés par PlcR. Chaque région promotrice des gènes régulés par 

le régulon PlcR possède une courte séquence fortement conservée, appelée boîte PlcR, qui 

constitue la cible reconnue par la protéine PlcR. Il s’agit d’un motif palindromique 

(TATGnAnnnnTnCATA) situé en amont des gènes cibles (Agaisse et al., 1999; Gohar et al., 

2008; Slamti & Lereclus, 2002). L’analyse du génome de B. cereus ATCC 14579 a montré 

que la boîte PlcR est située en amont de 26 gènes et de 24 opérons putatifs. La fonction 

assignée à ces gènes a été déterminée expérimentalement ou par prédiction de séquence.  

Les séquences présentées dans la figure 11, sont les régions promotrices de gènes 

régulés par PlcR. On retrouve pour exemple, les gènes codant pour les entérotoxines Hbl et 

Nhe. Sur ces séquences, la boîte PlcR est particulièrement mise en évidence. 
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PlcR  ATATATATGCATTATTTCATATCAAAAATTGTCGAATTCACATTATTGTAGTGGTATGAC 
 
Hbl  ACATTTTATGCAATTATACATAACTAAATAAAGGTAA[N321]AAAAATTTAAGTTTTAATGAACAACATA 
 
Nhe ATATGCTATGCATAATTGCATATGAGTTTAAAAATTA[N150]TAAACAGCTGTGTTTAAATGACCTTACAG 

�
CytK  CTCATTATGCAATTATGCATAACCATCCATTCCGTTTTATTTTCATGTTACGATATAAATGTAAT 
 
PapR AGTGGATATGCATAATTGCATACAATGTGAATAAATTTTCATGQTATATTAAAAGTAAAAAATGT 
                   
          TATGNANNNNTNCATA                       -10        +1 

                          Boîte PlcR 
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En 2003, Ivanova et al ont dressé une liste exhaustive des membres potentiels du 

régulon PlcR. Ceux-ci se répartissent en 10 classes de protéines de fonction connue et une 

classe de protéine de fonction inconnue. Il est intéressant de noter qu’en plus des familles de 

protéines comme les toxines, les phospholipases, les protéases et les protéines de 

chimiotactisme, le régulon PlcR est potentiellement composé de transporteurs, de protéines 

impliquées dans le métabolisme et de régulateurs liés à la sporulation (Ivanova et al., 2003).  

 

1.2 Mécanisme d’action de PlcR 

L'activation du gène plcR est sous la dépendance d'un peptide appelé PapR (Peptide 

activating PlcR). Le peptide PapR est codé par le gène papR, lui même régulé par PlcR, sous 

la forme d'un précurseur de 48 acides aminés possédant la séquence signal caractéristique des 

peptides excrétés. Dans le milieu extracellulaire, PapR se présente sous la forme d'un peptide 

de 24 acides aminés qui subit des phénomènes de maturation pour donner naissance à des 

hexapeptides. Ces pentapeptides s'assemblent sous la forme de pentamères et sont réimportés 

dans la cellule grâce à un système de perméation d'oligopeptides (Opp). Dans la cellule, le 

peptide s'unit à la protéine PlcR et permet à cette dernière de se fixer sur la boîte PlcR située 

en amont du gène plcR. Cette fixation active la transcription de plcR et conduit à la synthèse 

de la protéine PlcR qui, à son tour, va permettre l'expression d'autres gènes. Il existe une 

spécificité d'interaction PlcR-PapR. En effet, quatre types d'hexapeptides (ADLPFEF, 
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SDMPFEF, NEVPFEF et SDLPFEH) existent chez les bactéries composant le groupe B. 

cereus. Il est ainsi possible de diviser cette vaste famille bactérienne en quatre groupes fondés 

sur la spécificité des couples PlcR-PapR (Slamti & Lereclus, 2002). 

L'expression de plcR qui a eu lieu en début de phase stationnaire, est autorégulée, et 

est contrôlée négativement par le gène du déclenchement de la sporulation, spo0A. Lorsque 

les conditions environnantes deviennent défavorables (par exemple un épuisement du milieu), 

il se produit une phosphorylation de la protéine Spo0A (Spo pour sporulation) qui devient 

capable de se fixer sur des séquences d'ADN (boîtes 0A) situées de part et d'autre de la boîte 

PlcR. Cet événement bloque la transcription du gène plcR et donc la transcription des gènes 

régulés par la protéine PlcR et il engage la bactérie vers un processus de sporulation.  
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Ce modèle suppose que de faibles quantités de protéines PlcR et de peptides PapR 

soient synthétisées pendant les premières phases de la croissance bactérienne et que de faibles 

quantités de pentapeptides soient présentes dans le milieu extracellulaire. En fin de croissance 

exponentielle, les quantités de pentapeptides extracellulaires sont importantes et ils sont 

 



                                               Etude bibliographique. 

            24 

réimportés dans les cellules, ce qui va déclencher l'expression du régulon PlcR et l'activation 

des gènes qu'il contrôle.  

 

1.3. Bases moléculaires du système PlcR-PapR 

PlcR est composé d’un domaine N-terminal de liaison à l’ADN (domaine HTH) et 

d’un domaine C-terminal de régulation. Ce dernier est lui même composé de cinq motifs TPR 

(Tetratricopeptide Repeat) (Bouillaut et al., 2008; Declerck et al., 2007). Les motifs TPR 

correspondent à des structures conservées impliquées dans les interactions protéine-protéine 

ou protéine-peptide. 

Une récente analyse crystallographique a permis de déterminer les bases moléculaires du 

système PlcR-PapR (figure 13 A). Leur étude structurale par rayons X montre comment le 

peptide-signal extracellulaire PapR se fixe sur le régulateur de transcription PlcR, et suggère 

comment cette interaction engendre la transcription de gènes de virulence. La liaison du 

peptide PapR avec PlcR entraîne un rapprochement et donc une fermeture des domaines TPR. 

L’ouverture et la fermeture de ces domaines TPR confèrerait un mouvement de levier aux 

domaines HTH via leur linker. En l’absence de PapR, les domaines TRP sont donc dits 

"ouverts" et les domaines N-terminaux des linkers sont joints. Cette configuration rapproche 

les domaines HTH et les stabilise dans une position inactive. PlcR ne peut pas lier l’ADN. En 

présence de PapR le levier est inversé et PlcR est capable de lier l’ADN (figure 13 B). 
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1.4. Importance et rôles du régulon PlcR au sein du groupe B. cereus 

Le système PlcR-PapR est un système de "quorum sensing" qui contrôle la virulence 

des bactéries du groupe B. cereus. Les bactéries ayant développé ces systèmes de régulation 

génétiques, peuvent ainsi communiquer entre elles et voire, la population bactérienne adopter 

un comportement d’organisme multicellulaire. Ces systèmes de communication sont utilisés 

pour coordonner, au sein d’une population bactérienne, des fonctions essentielles pour 

l’adaptation aux conditions environnementales, comme la virulence, le transfert de gènes, la 

production d’antibiotiques ou la sporulation. Les bactéries peuvent, par exemple, se multiplier 

docilement dans l’intestin humain jusqu’à ce que leurs systèmes de communication leur 

indiquent qu’elles sont suffisamment nombreuses pour faire face au système immunitaire 

humain et c’est à ce moment que chaque individu de toute la communauté bactérienne 

commence à produire un ensemble de facteurs de virulence (toxines, hémolysines…). 

Le gène plcR a été trouvé chez les différentes espèces bactériennes appartenant au 

groupe B. cereus. Chez B. anthracis, le gène plcR est tronqué et son produit n'est pas 

fonctionnel. Une étude du régulon PlcR révèle que les gènes régulés par PlcR sont présents 

chez B. anthracis et peuvent être réactivés par l'introduction du gène plcR de B. thuringiensis 

(Mignot et al., 2001). La délétion du gène plcR chez ces bactéries conduit à une diminution 

du pouvoir pathogène chez l'insecte et la souris, mais aussi dans certains cas, des 

endophtalmites (Callegan et al., 2003). 

Comme l'écrivent Slamti et al, "D'un point de vue finaliste, la sélection d'un tel 

système de régulation permettrait donc aux bactéries du groupe B. cereus de s'engager dans 

un processus infectieux, si les conditions environnementales sont favorables et seulement si le 

nombre de bactéries présentes est "jugé" suffisant pour que l'action engagée ait une chance de 

succès" (Slamti et al., 2003). En d'autres termes, B. cereus se comporte comme certaines 

espèces animales qui chassent en meute et n'attaquent que lorsque le gibier n'a aucune chance 

de résister compte tenu du nombre des agresseurs. 

La majorité des gènes régulés par PlcR, code pour des protéines sécrétées ou localisées 

dans la membrane cellulaire, c’est à dire à l’interface entre la bactérie et son environnement 

incluant les hôtes eucaryotiques. Les protéases, les phospholipases, les enterotoxines et les 

hémolysines sont retrouvées à cette interface. Ces enzymes sont impliquées dans la 

dégradation des tissus de l’hôte. Les phopholipases et les sphingomyelinases induisent 

l’hémolyse et la métalloprotéase InhA2 est impliquée dans la protection de la cellule 

bactérienne contre les défenses immunitaires de l’hôte. Les protéines impliquées dans la 

synthèse du peptidoglycane sont aussi impliquées dans la protection de la cellule. De plus, 
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trois peptides antibactériens et quatre transporteurs de drogues s’avèrent être contrôlés par 

PlcR et protègent ainsi la cellule de la compétition avec d’autres bactéries. 

Ces fonctions fonctionnent en synergie de manière à apporter nutriments et protection 

à la bactérie dans un environnement hostile (Gohar et al., 2008). Ces différentes fonctions 

attribuées à l’organisation du régulon PlcR sont répertoriées figure 14.  
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En plus de ces fonctions de protection, Gohar et al ont montré en 2008 que quatre 

senseurs appartenaient au régulon PlcR. Un d’entre eux (YufL) appartient à un système à 

deux composants et les autres sont des protéines possédant une activité chimiotactique (McpA 

et TlpA) et un régulateur produisant un messager secondaire.  

 

Ainsi le système de quorum sensing PlcR/PapR permet l’intégration de nombreux 

signaux et l’adaptation continuelle de la cellule à son environnement 
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1.5. Les facteurs de virulence échappant au contrôle de PlcR  

 
 Si PlcR régule la transcription de nombreux gènes codant pour des facteurs de 

virulence chez B. cereus et B. thuringiensis, certains se voient régulé via d'autres systèmes. 

C'est la cas du céreulide, la toxine émétique et de la métalloprotéase InhA1, un facteur de 

virulence impliqué dans le contournement du système immunitaire de l'hôte (Ramarao & 

Lereclus, 2005). 

Une étude menée en 2009 à permis de mettre en évidence le rôle des facteurs de transcription 

PlcR, Spo0A et AbrB sur la production du céreulide et la transcription du gène ces codant 

pour la peptide synthétase responsable de son assemblage. Les résultats ont montré que le 

céreulide n'est pas sous le contrôle du régulateur PlcR mais appartient au régulon Spo0A-

AbrB (lucking). Dans ce système de régulation, Spo0A est un répresseur du facteur AbrB qui 

est lui-même capable d'agir directement et négativement sur la transcription du gène ces via sa 

fixation sur sa région promotrice. En affectant négativement la transcription de ces, AbrB agit 

comme un répresseur de la production du céreulide. 

L'autre facteur de virulence dont la régulation est indépendante de PlcR est InhA1. Il a été 

montré que chez B. thuringiensis, son expression est indirectement régulée par AbrB qui 

régule SinR capable à son tour de réguler l'expression de  InhA1 (Grandvalet et al., 2001). 

 

 

2. Le système à deux composants ResDE  

Il a été montré que le pouvoir pathogène de B. cereus était dépendant des facteurs 

environnementaux tels que le pH, la température, la concentration en glucose ou la tension en 

oxygène. Des travaux récents ont montré que la production des toxines Hbl et Nhe était 

dépendante du métabolisme et que leur production était plus importante lorsque B. cereus 

était cultivé en anaérobiose (Duport et al., 2004). Cette augmentation de la production des 

entérotoxines est d’autant plus marquée que le potentiel d’oxydoréduction est faible (Zigha et 

al., 2006a). Ces données sont en accord avec les conditions rencontrées dans le milieu 

intestin, caractérisé par environnement anaérobie et fortement réducteur (-150 mV). Il 

semblerait que ce soit dans ce milieu que B. cereus produise les toxines responsables du 

syndrome diarrhéique. Des régulateurs intervenant dans la réponse à ces deux facteurs 

(anaérobiose et POR) ont été identifiés. Il s’agit du système à deux composants ResDE et de 

la protéine Fnr (Fumarate Nitrate Reductase) (Duport et al., 2006; Zigha et al., 2007). 
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2.1 Les systèmes de régulation à deux composants: généralités 

2.1.1 Mécanisme général d’un système à deux composants  

L’adaptation à l’environnement est essentielle pour la survie de tout organisme. Pour 

s’adapter rapidement aux milieux extrêmement variés et aux fluctuations environnementales, 

les procaryotes ont adopté des systèmes élaborés, capables de détecter et de réagir aux 

molécules vitales ou toxiques à leur développement. Outre les facteurs de stress tels que la 

température, le pH, la concentration de nutriments, la cellule doit s’adapter aux variations de 

gaz diatomiques. Très souvent, différents facteurs de stress agissent sur une bactérie 

simultanément et affectent des processus cellulaires, nécessitant l’interaction de systèmes 

variés de réponse et de régulation. Ces composants de régulation incluent souvent des 

systèmes de régulation à deux composants (two-component regulatory systems ou TCS), 

responsables de la régulation de l’expression de nombreux gènes. 

Historiquement, le terme "système à deux composants" a été utilisé la première fois 

pour décrire une nouvelle classe de systèmes régulateurs chez les procaryotes (Nixon et al., 

1986; Parkinson & Kofoid, 1992; Stock et al., 1989). A ce jour, plusieurs centaines de 

systèmes à deux composants ont été décrits chez la plupart des organismes vivants. Chez les 

Archaea et les eubactéries (Alex & Simon, 1994; Bourret et al., 1989; Loomis et al., 1997) 

chez des organismes eucaryotes où ils constituent 1% des protéines codées (West & Stock, 

2001), comme dans la plante Arabidopsis thaliana où ils jouent un rôle dans la régulation de 

l’utilisation de l’éthylène (Chang & Shockey, 1999) et la levure Saccharomyces cerevisiae où 

ils interviennent dans l’osmorégulation (Ota & Varshavsky, 1993). Ces exemples donnent à 

penser qu’un mode de transmission de certains signaux similaires à celui des bactéries 

pourrait être aussi présent chez certains organismes eucaryotes. Les systèmes à deux 

composants représentent la forme majoritaire des voies de signalisation cellulaire chez les 

bactéries et plus de 60 de ces systèmes ont été répertoriés uniquement chez Escherichia coli 

(Mizuno & Tanaka, 1997; West & Stock, 2001). Ils sont présents chez des bactéries Gram-

négatives et Gram-positives dans des fonctions aussi différentes que le chimiotactisme 

(Bischoff & Ordal, 1991), la compétence (Weinrauch et al., 1990), l’osmorégulation 

(EnvZ/OmpR) (Parkinson & Kofoid, 1992; Stock et al., 1989) et la sporulation (Burbulys et 

al., 1991), et contrôlent en plus la régulation de l’expression de toxines et de protéines 

impliquées dans la pathogénicité (virulence, résistance aux antibiotiques).  
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2.1.2 Transduction du signal 

Un système de transduction du signal fonctionne comme une voie d’information 

intracellulaire qui relie un stimulus extérieur à une réponse adaptative. En dépit de la grande 

diversité du nombre de stimuli et de réponses, un petit nombre de stratégies moléculaires est 

mis en oeuvre pour la signalisation. La phosphorylation transitoire est une des stratégies 

fondamentales. Beaucoup de processus de transduction de signal procaryotes impliquent des 

protéines kinases qui s’autophosphorylent et phosphorylent des résidus spécifiques d’autres 

protéines : sérine, thréonine, tyrosine, et de ce fait régulent leur activité.  

Les TCS sont structurés autour de deux protéines conservées: une histidine kinase 

(HK) et un régulateur de réponse (RR). Les stimuli de l’environnement sont détectés par le 

domaine senseur de l’HK et provoquent l’autophosphorylation ATP-dépendante d’un résidu 

histidine (H) dans l’histidine kinase. Le régulateur de réponse permet ensuite le transfert d’un 

groupe phosphate à partir de l’histidine phosphorylée vers son propre résidu aspartate. La 

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

spécifique.  

 

 

;��#���  0��� ���
��� �
�
���� 	5#�� �*��-���7�	�#.� ���
 ������'� ��� 
����
����� 	#� �������
��	#��� �5�#��
���
���*������� 	�� �5�����	���� A������ F8:H� �#�� #�� �
��	#� �����	���� F8H'� ���
���#
������ 
���
����� ���� ���#���� �����4
�
� �����#�� �
��	#���
�������F�H�	#��
�#����#�� 	��
�

�����F<<H������	�4�������
��
��
�
��	����������7 ��5!�I'������������
�����	5#�����������	��
�-���� ������� ����� ������ ��	�4�
�� ��� �

����� �#� ���� #�#�� 
��W#� 
��� ��� �*��-��� 7� 	�#.�
���
������'��5�
�-��F8����V�O��#�������(33 H'�

�
Comme la plupart des protéines de transduction du signal, les systèmes à deux 

composants sont modulables au niveau de leur architecture. Des arrangements différentiels de 

domaines conservés au sein d’une protéine ou l’intégration différente de protéines dans une 
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voie de signalisation, permettent une adaptabilité du schéma basique des systèmes. Dans la 

majorité des cas, l’histidine kinase est dite bifonctionnelle et peut, en plus de la 

phosphorylation, catalyser la déphosphorylation du régulateur de réponse. Ainsi, pour ce type 

d’histidine kinase, le stimilus peut réguler l’activité kinase et phosphatase. Cette double 

activité est connue sous le nom de "phospho-relais".  

Il existe une variante plus complexe que le système décrit ci-dessus. Dans quelques cas, 

il a été montré que le système de phosphorylation était à composants multiples et commençait 

souvent avec une histidine-kinase hybride comprenant un domaine RR additionnel en C-

terminal. Il y a dans ce cas un transfert de phosphate supplémentaire et le schéma implique la 

présence d’une protéine HPt (histidine phosphotransférase) intermédiaire (Laub & Goulian, 

2007). Afin d’illustrer le mécanisme de phospho-relais de ces deux types de systèmes à deux 

composants bactériens, j’ai choisi de présenter deux systèmes représentatifs et bien décrits : le 

système EnvZ/OmpR et le système ArcAB d’E. coli. 

2.1.3 Description de deux systèmes à deux composants modèles 

2.1.3.1 Le système à deux composants EnvZ/OmpR 

Le système à deux composants EnvZ/OmpR d’E. coli, impliqué dans la réponse à 

l’osmolarité, est représentatif du schéma basique retrouvé dans la plupart des systèmes à deux 

composants et notamment dans le système ResDE sur lequel porte une partie de ce travail de 

thèse. OmpR est un des membres d’une large famille de régulateurs de réponse portant le 

même nom. Chez E. coli, il existe au moins 15 protéines pour lesquelles la séquence en acides 

aminés montre de fortes similarités avec la séquence de OmpR. Parmi ces protéines on trouve, 

PhoB, PhoP, KdpE, ArcA et CreB. De plus, des membres de cette famille ont été retrouvés 

dans d’autres espèces bactériennes ainsi que chez quelques eucaryotes. Ceci suggère que les 

membres de la famille de régulateurs de réponse OmpR, sont parmi les régulateurs de 

transcription les plus répandus. 

La partie C-terminale de l’HK EnvZ comporte deux domaines (figure 16). Le premier 

contient le résidu histidine, site de l’autophosphorylation. Le deuxième domaine renferme une 

région conservée N G1 F G2 formant une poche capable de capturer une molécule d’ATP qui 

est utilisée pour la phosphorylation du résidu histidine. Le groupement phosphate est ensuite 

transféré sur un résidu aspartate conservé du domaine régulateur (région N-terminale) de la 

protéine régulatrice de réponse OmpR. La région C-terminale de OmpR (domaine effecteur) 

est un domaine de liaison à l’ADN et permet à la protéine de modifier l’expression de gènes 

cibles (ex : porines). En réponse au stimulus, EnvZ transmet le signal à son partenaire OmpR 
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en le phosphorylant. Cette phosphorylation augmente la constante d’affinité de OmpR à 

l’ADN. OmpR phosphorylé (OmpR-P) va ainsi pouvoir moduler l’expression de gènes cibles. 
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2.1.3.1.1 Les histidine-kinases : structure et fonction 

 Une récente étude génomique a permis d’identifier environ 350 membres de la famille 

des histidine-kinases. La plupart représente des protéines membranaires et homodimériques. 

Elles contiennent un domaine senseur N-terminal périplasmique couplé à un domaine kinase 

C-terminal cytoplasmique. Les domaines senseurs ont des séquences variables reflétant bien 

la diversité des signaux environnementaux qu’ils doivent percevoir. A l’inverse, le domaine 

kinase est plus conservé et peut être caractérisé par un ensemble de motifs très conservés au 

niveau de la séquence primaire. Il s’agit des motifs H, N, G1, F et G2 (Figure 17).  
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Toutes les histidine-kinases présentent cette signature. Sur la base de l’organisation de leur 

domaine, ces HK ont été groupées en deux classes majeures. EnvZ appartient à la classe I. 

Dans celle-ci, la région contenant le motif H (résidu histidine, site de l’autophosphorylation) 

est directement liée à la région contenant les 4 autres motifs. Cette dernière région est aussi 

appelée domaine CA pour "Catalytic and ATP-binding". Dans la classe II représentée par 

CheA, la région contenant le motif H est plus distante du domaine CA (Dutta et al., 1999).  

Chez EnvZ, la région contenant l’histidine kinase (H), consiste en deux domaines 

fonctionnels complémentaires : un domaine de 67 résidus que l’on appelle aussi le domaine 

DHp pour "Dimerization and Histidine phosphotransfert" et un domaine de 161 résidus qui 

correspond au domaine CA (figure 18). Le domaine DHp est donc le site de dimérisation de 

EnvZ ainsi que le site où a lieu la réaction de trans phosphorylation dépendante de l’ATP. 
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Membrane cytoplasmique 
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2.1.3.1.2 Les régulateurs de réponse: structure et fonction 

 Plus de 400 RRs différents ont été identifiés jusqu’à présent. Les RRs sont en général 

situés à la fin des chaînes de phosphotransfert. Ces protéines possèdent en général deux 

domaines dont un domaine receveur N-terminal conservé d’environ 125 acides aminés et un 

domaine effecteur C-terminal variable en raison de la variabilité des promoteurs régulés.  

Le domaine linker du régulateur OmpR est sensible à la protéolyse et ceci est altéré par la 

phosphorylation et la liaison à l’ADN. Ce linker semble avoir un rôle important dans la 

communication entre les deux domaines du régulateur. Chez OmpR il présente une longueur 

de 15 acides aminés et est plus long que celui de PhoB qui présente une longueur de 9 acides 

aminés seulement (Kenney, 2002).  

La structure du domaine C-terminal du régulateur OmpR est à présent bien connue. Comme le 

montre la figure 19, le motif de liaison à l’ADN, appelé wHTH (winged Helix Turn Helix), 

est formé de plusieurs feuillets �  anti-parallèles et de trois hélices � . Le domaine N-terminal 

est composé de cinq brins �  parallèles entourés de cinq hélices �  et comporte le site de 

phosphorylation de la protéine (aspartate 55 pour OmpR). Grâce au domaine HTH, OmpR 

possède la capacité de se fixer de manière spécifique à l’ADN. OmpR initie la transcription en 

établissant un contact direct avec la sous-unité �  de l’ARN polymérase. Des expériences de 

mutations ont permis de montrer que la boucle qui relie les hélices 2 et 3 du domaine C-

terminal de OmpR assurait l’interaction avec la sous-unité �  de l’ARN polymérase (Pratt & 

Silhavy, 1995). 
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Résidus hydrophobes conservés et formant le domaine 
hydrophobe du domaine receveur 
Autres résidus hydrophobes conservés  
Résidus hydrophobes conservés impliqués dans les 
interactions interdomaines 
Résidus hydrophobes conservés et formant le domaine 
hydrophobe des hélices �  
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2.1.3.2 Le système à deux composants ArcAB 

 Le système à deux composants ArcAB d’E. coli est un exemple plus complexe de ce 

type de signalisation. Il assure une réponse aux variations de la teneur en oxygène. Avant 

d’être transféré sur le résidu aspartate du RR ArcA, le groupement phosphate subit un 

transfert en cascade au sein de la protéine HK ArcB entre un premier résidu histidine, site de 

l’autophosphorylation, un résidu aspartate, et un deuxième résidu situé dans un domaine 

appelé HPt pour "Histidine-containing Phosphotransferase". 
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2.1.4 Les systèmes à deux composants et la virulence 

Les systèmes à deux composants représentent les seuls éléments communs impliqués 

dans la régulation d’un large spectre de systèmes de virulence. Ceci implique la possibilité 

qu’un inhibiteur commun à ces systèmes puisse être utilisé pour atténuer voire éliminer la 

virulence chez une grande variété de pathogènes. Les systèmes à deux composants sont 

ubiquitaires chez les bactéries. Les protéines les constituant présentent des séquences 

communes particulièrement les acides aminés localisés au niveau du site actif. Le tableau 

suivant énumère la majorité des systèmes à deux composants impliqués dans la régulation de 

la virulence.  

 

 

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 
 virS/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 gènes de résistance 

à l’acidité 
Enterococcus faecalis vanR/vanS résistance à la vancomycine 
Bacillus anthracis brrA/brrB (ou ResDE) virulence 
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Des homologues du système ResDE, impliqués dans la régulation de gènes de 

virulence, ont été identifiés chez des pathogènes tels que Listeria monocytogenes et 

Staphylococcus aureus.  

Dans le système SrrAB de S. aureus, SrrA est le régulateur de réponse et présente 81% 

d’homologie avec ResD et SrrB est le senseur membranaire et présente 60% d’homologie 

avec ResE de B. subtilis. Le système SrrAB régule le métabolisme respiratoire et la 

production de facteurs de virulence en absence d’oxygène (Yarwood et al., 2001). 

Le régulateur ResD de L. est nécessaire pour la répression de l’expression des gènes 

de virulence en présence d’une source de carbone facilement fermentée (Larsen et al., 2006). 

Des analyses de séquences ont permis d’identifier un système homologue de ResDE chez B. 

anthracis. Il s’agit du système BrrAB (Vetter & Schlievert, 2007) encore appelé ResDE 

(Wilson et al., 2008) dont le rôle dans la régulation de la virulence reste encore incertain. En 

effet dans une étude menée en 2007, Vetter et Schievert montraient que le système BrrAB de 

B. anthracis faisait le lien entre le métabolisme et la virulence chez ce pathogène. Chez le 

mutant �  brrA, les gènes codant pour les trois toxines lef, pag et cya étaient largement sous 

exprimés et la souche ne pouvait ni sporuler ni croître en anaérobiose. Lors d’une étude 

publiée en 2008, Wilson et al montraient, cette fois, que la délétion des gènes ResD et ResE 

n’affectait pas l’expression du gène pagA (Anthrax Protective Antigen) codant pour un 

antigène de la toxine de l’anthrax ni celle du gène codant pour le régulateur de virulence atxA. 

Les auteurs suggèrent que la mutation du système ResDE s’accompagne d’un phénotype 

complexe résultant de la dé-régulation du métabolisme respiratoire. C’est cette perturbation 

qui affecterait indirectement la virulence de B. anthracis. 

 

2.1.5 Le système à deux composants ResDE 

2.1.5.1 Le système à deux composants ResDE de B. subtilis 

 
B. subtilis a longtemps été considéré comme une bactérie aérobie stricte. Cette bactérie 

est en fait capable de croître en l'absence d'oxygène en utilisant le nitrate et le pyruvate 

comme accepteur alternatif d'électrons. La nitrate réductase dissimilatrice (NarGHI) constitue 

l'étape terminale de la chaîne respiratoire anaérobie. Elle associe la réduction du nitrate à la 

génération d'une force proton-motrice nécessaire aux activités vitales de la bactérie en 

conditions d'anaérobiose. Le nitrite issu de la respiration nitrate est excrété grâce à la protéine 

NarK.  
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L’expression des gènes impliqués dans la respiration aérobie et anaérobie est sous le 

contrôle du système ResDE. L’étude initiale de ce système montrait qu’il régulait la 

transcription de l’opéron resABCDE auquel il appartient et codant aussi pour des protéines 

similaires à celles impliquées dans la biogenèse du cytochrome c (ResABC) (Sun et al., 

1996). C’est aussi le cas du gène ctaA responsable de la conversion de l’hème O en hème A, 

du gène ctaB responsable de la conversion de l’hème B en hème A et de l’opéron petCBD 

(cytochrome bf). Mais ResDE contrôle aussi les gènes impliqués dans la respiration nitrate, 

tel : 

- Le locus nar de B. subtilis contenant les gènes narK-fnr (extrusion du nitrite, 

régulateur Fnr), nirC (protéine de transport du nitrite) et narGHJI (nitrate reductase).  

- Le locus nas contenant nasBC et nas DEF (nitrite reductase). 

- Le gène hmp codant pour une flavohémoglobine (Nakano & Zuber, 1998). 
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Le senseur ResE possède deux domaines transmembranaires ainsi qu’un domaine 

extracytoplasmique relativement large. Entre le second domaine transmembranaire et le 

domaine kinase, on trouve un domaine "linker" HAMP (Histidine kinase, Adenyl cyclase, 

Methyl-accepting chemotaxis protein, Phosphatase) et un domaine PAS.  
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L’acronyme PAS (Nambu et al., 1991) a été utilisé à l’origine pour décrire un domaine 

de 270 acides aminés entourant deux régions répétées (PAS A et PAS B) de 50 résidus 

chacune, identifiée dans trois protéines différentes : La protéine PER "Period circadian 

protein" chez la drosophile (Crews et al., 1988), ARNT "Aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator protein" chez les vertébrés (Hoffman et al., 1991) et la protéine SIM "Single 

minded protein" chez la drosophile. Ces trois protéines sont impliquées respectivement dans 

la régulation du rythme circadien, l’activation de la réponse xénobiotique et la détermination 

du devenir des cellules.  

Pour un grand nombre d’histidine kinases, les domaines extracytoplasmiques et PAS 

sont impliqués dans la perception du signal tandis que le domaine HAMP est impliqué dans la 

transmission de ce signal entre les deux domaines qu’il sépare. Dans cette configuration, le 

signal peut être perçu aussi bien depuis l’extérieur de la cellule que depuis le cytoplasme. 

L’étude des domaines extracytoplasmiques de quelques histidines kinases a permis de révéler 

une grande variété de stimuli perçus. Parmi eux on trouve une phéromone extracellulaire (B. 

subtilis : ComP), l’ion métallique Mg2+ (E. coli et S. enterica : PhoQ) ou encore le citrate (K. 

pneumoniae : CitA). Le domaine PAS, très important aussi dans le processus d’acquisition du 

signal, est connu pour percevoir divers stimuli comme la lumière, l’oxygène ou encore l’état 

redox intracellulaire. Les ligands interagissant avec ce domaine sont tout aussi divers et 

incluent la flavine adenine dinucléotide (FAD), l’hème, les clusters [2Fe-2S] et le 4-

hydroxycinnamoyl. 

Le domaine PAS est requis pour l’activité de ResE et est probablement impliqué dans 

la perception du signal associé à une limitation en oxygène (Baruah et al., 2004). Le signal 

perçu par ResE reste inconnu. De nombreux paramètres métaboliques comme le ratio 

NADH/NAD+ont été testés mais ces travaux n’ont pas apporté de réponse claire.  
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Le régulateur de réponse ResD est cytoplasmique et est actif lorsqu’il est phosphorylé. 

Cependant, des travaux ont montré que la protéine ResD, mutée au niveau de son site de 

phosphorylation, pouvait tout de même activer la transcription (Geng et al., 2004). Des 

travaux ont montré que la fixation de ResD sur la région promotrice du gène cydA dont il 

régule l’expression, n’était pas dépendante de la phosphorylation. Ainsi, au niveau d’une 

région promotrice contenant plusieurs sites de fixation pour ResD, la phosphorylation pourra 

être nécessaire ou non à l’interaction protéine/ADN. De plus, il est envisagé que ResD puisse 

être phosphorylé par une histidine kinase autre que ResE (Puri-Taneja et al., 2007). Le rôle de 

la phosphorylation de ResD reste à ce jour très controversé. Des études ont montré que ResD 

était un monomère quelque soit son état de phosphorylation et qu’il pouvait se fixer à certains 

promoteurs sous sa dépendance sous cette forme monomèrique (Geng et al., 2007). 

 

2.1.5.2 Les systèmes à deux composants chez B. cereus sensu lato 

 La présence d’un certain nombre de systèmes régulateurs à deux composants (en 

moyenne 40) suggère qu’ils forment une famille importante de régulateurs chez B. cereus. Un 

ensemble complet d’histidine kinase (HK) et de régulateurs de réponse (RR) a pu être 

récupéré de huit génomes de bactéries du groupe B. cereus sensu lato : B. cereus sensu 

stricto, B. anthracis et B. thuringiensis. Environ 40 paires de gènes HK-RR ont été détectées 

chez chaque membre du groupe. En outre, chaque membre contient beaucoup de gènes de HK 

et de RR non codés par des "paires" et donc "orphelins". Des fonctions biologiques putatives, 

y compris la participation dans des interactions de virulence et les relations hôte-microbe, ont 

été proposées pour le groupe B. cereus en comparant les HK et les RR à ceux de B. subtilis et 

d’autres micro-organismes (de Been et al., 2006). 

B. anthracis semble être dépourvu de HK et de RR spécifiques et s’avère contenir 

beaucoup de gènes tronqués et donc potentiellement non fonctionnels. La spécialisation de B. 

anthracis comme pathogène pourrait avoir réduit la gamme de stimuli environnementaux 

auxquels il est exposé. Ceci a pu avoir eu pour résultat la suppression de quelques gènes de 

HK et de RR et vice-versa.  

B. cereus ATCC14579 possède de nombreux systèmes de régulation putatifs: 55 HK, 

48 RR, 39 systèmes HK-RR, des systèmes orphelins (14 HK et 7 RR) et 2 systèmes hybrides 

(HK-RR). B. cereus possède en moyenne 10 systèmes HK-RR de plus que B. subtilis (tableau 

6). L’importance quantitative de ces systèmes de régulation pourrait expliquer, en partie, 

l’extrême adaptabilité de B. cereus à différents milieux et laisserait présager sa grande 

capacité d’adaptation aux changements environnementaux.  
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espèce HK RR Paires 
HK-RR 

fusions 
HK-RR 

‘Orphelins’ 
    HK       RR 

B. cereus ATCC 14579 55 48 39 2 14 7 
B. cereus ATCC10987 54 49 40 2 12 7 
B. cereus ZK 57 52 43 2 12 7 
B. thuringiensis konkukian 58 52 44 1 13 7 
B. anthracis Ames (0581), 
Sterne 

52 51 41 1 10 9 

B. anthracis A2012 50 50 38 1 11 11 
B. subtilis 168 35 35 29 0 6 6 

�
6�����#�+���*��-����	���
�#�������
#����4�����B�	�4 4
������ �������� F	������ ������' ��
(33+H'�

 

 

2.1.5.3 Le système à deux composants ResDE de B. cereus 

Le système à deux composants ResDE de B. cereus est homologue à celui de B. 

subtilis. Une analyse du génome de B. cereus ATCC 14579, a montré que, comme chez B. 

subtilis, les gènes resDE de B. cereus, composaient une unité transcriptionnelle incluse dans 

un opéron plus large (figure 22).  

o Les trois gènes en amont, resA, resB et resC codent pour des protéines 

homologues aux protéines de biogenèse du cytochrome c. 

o resE code pour une protéine de 591 acides aminés avec une masse molaire 

théorique de 66.4 kDa et partage 79% d’identité avec la kinase ResE de B. subtilis. Comme 

ses homologues, la protéine ResE de B. cereus présente toutes les caractéristiques de la 

famille des protéine kinases. 

o resD code pour une protéine de 238 acides aminés et présente une masse 

théorique de 27.4 kDa. Cette protéine partage 55% d’identité avec le régulateur de réponse 

ResD de B. subtilis. La protéine ResD de B. cereus appartient, au même titre que celle de B. 

subtilis, à la sous famille de régulateurs de réponse OmpR/PhoB (Kenney, 2002).  

Le système ResDE est très largement conservé dans le groupe B. cereus, ce qui révèle 

son importance physiologique. L’implication du système ResDE dans l’adaptation 

métabolique à bas POR et dans la toxinogenèse a été mise en évidence chez la souche 

diarrhéique B. cereus F4430/73 (Duport et al., 2006).  
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Les figures 23, A et B représentent respectivement, l’organisation génétique de resDE 

et l’organisation structurale des protéines ResD et ResE. 
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3. La protéine à centre Fer-Soufre, Fnr 

3.1 Les protéines de la famille CRP/Fnr : Généralités 

Plus de 250 facteurs de transcription contrôlent l’expression des gènes de l’organisme 

modèle E. coli. Certains sont opérons spécifiques alors que d’autres sont connus pour être des 

régulateurs globaux contrôlant l’expression d’un grand nombre de promoteurs en réponse à 

des signaux environnementaux spécifiques (Browning et al., 2004). 

E. coli, bactérie anaérobie facultative, dispose de nombreuses stratégies pour s'adapter aux 

variations des concentrations en glucose et en oxygène de son environnement. 

Les protéines CRP (cAMP Receptor Protein) et Fnr (Fumarate Nitrate Reductase) d’E. 

coli, sont toutes deux des activateurs transcriptionnels globaux. Ils régulent un grand nombre 

de promoteurs en réponse à l’absence de glucose pour CRP et d’oxygène pour Fnr. Les 

séquences primaires des deux protéines sont proches et les homologies de structure suggèrent 

B 

 

A 
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une évolution des deux protéines depuis une origine commune (Kolb et al., 1993; Spiro & 

Guest, 1990). 

Les deux facteurs, CRP et Fnr, activent la transcription en établissant un contact direct 

avec l’ARN polymérase au niveau de régions cibles des promoteurs dont l’expression est 

régulée. Ils agissent sous forme dimérique au niveau d’un site spécifique de 22 pb dont la 

position peut varier d’un promoteur à un autre et définir ainsi ses caractéristiques (Spiro et al., 

1990; Wing et al., 1995). Leur découverte successive, la caractérisation et la mise en évidence 

de similarités structurales des deux régulateurs ont donné naissance à la grande famille des 

régulateurs CRP/Fnr (Shaw et al., 1983). 

 

3.2 La protéine réceptrice de l’AMP cyclique d’E. Coli : CRP 

La protéine CRP encore appelée CAP (Catabolite activator protein) active la 

transcription de plus d’une centaine de promoteurs. Lorsque la concentration en glucose 

diminue dans le milieu, un signal de carence alimentaire est déclenché sous la forme d’une 

augmentation du taux d’AMPc. L’AMPc forme un complexe avec CRP et se lie à l’ADN en 

amont du site de fixation de l’ARN polymérase. Le complexe CRP-AMPc agit comme un 

inducteur en augmentant l’affinité de l’ARN polymérase pour le promoteur de l’opéron. Cette 

régulation positive peut permettre d'augmenter d’un facteur 50 la transcription de l'opéron 

lactose. On comprend alors qu'en présence de glucose, il n'y a pas de complexe CRP-AMPc 

disponible : le niveau de transcription de l'opéron lactose est donc très faible. En présence 

d’AMP cyclique, la protéine CRP se fixe sur des sites spécifiques de promoteurs cibles 

permettant ainsi la fixation de l’ARN polymérase (ARNP) et l’initiation de la transcription 

(Busby & Ebright, 1999). La protéine CRP est le premier régulateur de la transcription dont la 

structure tridimensionnelle a été déterminée. Il a été le sujet de nombreuses études et est 

devenu, pour ces raisons, un système modèle pour l’étude structurale et fonctionnelle des 

facteurs de transcription. 

Par opposition à d’autres facteurs de transcription, le fonctionnement de la protéine 

CRP est relativement simple. Elle ne nécessite la présence que de trois macromolécules : 

CRP, l’ARN polymérase et la séquence d’ADN cible.  
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3.3 Interaction de la protéine CRP avec l’AMPc 

CRP est un facteur dimérique de 45 kDa constitué de deux sous-unités identiques de 

209 acides aminés (Cossart & Gicquel-Sanzey, 1982). Le domaine N-terminal (résidus 1 à 

139) est impliqué dans la dimérisation de CRP ainsi que dans son interaction avec l’AMPc. 

Le domaine C-terminal (résidus 140 à 209) est responsable de l’interaction avec l’ADN via un 

motif hélice tour hélice (Brennan & Matthews, 1989). (Figure 24, A). 
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Chaque monomère peut lier une molécule d’AMPc entraînant un changement de 

conformation d’une apo-forme inactive vers un complexe CRP/AMPc actif (Figure 24, B). 

Une étude a montré l’existence de trois conformations de CRP différentes. Selon la 

concentration en AMPc : la forme apo-CRP, le complexe CRP/(AMPc)1 ou encore le 

complexe CRP/(AMPc)2. L’apo-forme de CRP se fixe à l’ADN avec une faible affinité et 

sans spécificité de séquence. La forme CRP/(AMPc)1 présente une forte affinité pour 

l’ADN et est très spécifique tandis que le complexe CRP/(AMPc)2 semble moins actif 

(Harman., 2001). CRP interagit avec une séquence symétrique de 22 pb dont le motif 

consensus est : 5’-AAATGTGAN6TCACATTT-3’ (Ebright et al., 1989).  

En examinant un monomère et son demi-site de fixation à l’ADN, plusieurs points 

de contact entre la protéine et l’ADN peuvent être identifiés. En effet, il se crée des liaisons 

hydrogène entre les résidus Arg180, Glu181, et Arg185 et l’ADN (motif RER sur la figure 25). 

 

 

 

 A 

AMPc 

CRP 

    

 

B 

 



                                               Etude bibliographique. 

            44 

 

 

 

 

 

 

;��#���(0������������������������
���
����&<1�����5 !�I'���������������
�������#�����
�����������

����������#�����4��������#������������ ��������������	�$#�����������	�������
��
�������������������������5!�I�F����4�<"<H'�

�
 

Les promoteurs dont l’expression est dépendante du facteur CRP, peuvent être 

désignés selon trois classes (Busby & Ebright, 1999).  

La régulation des promoteurs CRP-dépendants de classe I, nécessite une seule 

molécule CRP et présente un site unique de fixation pour CRP localisé en amont du site de 

fixation de l’ARN polymérase. Le site CRP peut être situé à différentes distances du point 

d’initiation de la transcription, en position –92.5, -82.5, -71.5 ou –61.5. L’activation de la 

transcription implique une interaction protéine-protéine entre CRP et le domaine C-terminal 

de la sous-unité a de l’ARN polymérase. Le promoteur lac est le promoteur de classe I le 

mieux caractérisé.  

La régulation des promoteurs CRP-dépendants de classe II, nécessite aussi une seule 

molécule CRP pour leur activation et ont un site de fixation unique localisé en position –41.5 

et chevauchant le site de reconnaissance de l’ARN polymérase. L’activation de la 

transcription implique cette fois deux types d’interactions protéine-protéine : une interaction 

entre CRP et le domaine C-terminal de la sous-unité a de l’ARN polymérase et une 

interaction entre CRP et le domaine N-terminal de la sous-unité a de l’ARN polymérase. Le 

promoteur galP1 est le promoteur de classe II le plus connu. 

La régulation des promoteurs CRP-dépendants de classe III est plus complexe et 

nécessite deux ou plusieurs molécules CRP ou encore d’autres molécules activatrices 

spécifiques. Le promoteur araBAD est le plus connu.  

3.4 Les protéines à centre Fer-Soufre  

3.4.1 Les centres [Fe-S] 

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

liaisons covalentes. Dans les métalloprotéines, ils sont la plupart du temps associés à la chaîne 
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polypeptidique par des liaisons entre les atomes de fer et les groupements thiols de résidus 

cystéine de la protéine.  

Il en existe trois types majeurs, les centres [2Fe-2S], [3Fe-4S] et [4Fe-4S] (Figure 26).  
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  -  Les centres [2Fe-2S] sont composés le plus souvent de deux atomes de fer reliés à 

deux atomes de soufre inorganique et à deux atomes de soufre de résidus cystéines de la 

métalloprotéine selon une géométrie tétraédrique. Dans de rares cas, tels les centres [2Fe-2S] 

de type Rieske retrouvés dans les dioxygénases microbiennes, ils peuvent être liés à la chaîne 

polypeptidique par l’intermédiaire de 2 résidus cystéine et de 2 résidus histidine. La séquence 

consensus retrouvée dans les métalloprotéines liant les centres [2Fe-2S], est de type 

(CX4CX2CXnC) chez les plantes et (CX5CX2CXnC) chez les vertébrés. On retrouve ce type de 

"clusters" dans de nombreuses déshydratases, ainsi que dans le régulateur SoxR (Kiley & 

Beinert, 2003). 

 - Les centres [4Fe-4S] sont les plus représentés dans les métalloprotéines. Ils se 

présentent dans une structure cubique, dans laquelle, quatre atomes de soufre et quatre atomes 

de fer sont liés à quatre cystéines. Néanmoins, il est possible de retrouver d’autres ligands que 

le soufre de la cystéine, c’est notamment le cas pour l’aconitase des organismes eucaryotes, 

pour laquelle, la coordination s’effectue via un atome d’oxygène (Emptage et al., 1983). Cette 

variabilité de ligands tend à expliquer pourquoi aucune séquence consensus n’a été décrite 

pour les ligands de ces centres. 

- Les centres [3Fe-4S] possèdent une structure semblable à celle des [4Fe-4S], mais 

l’absence d’un atome de fer, ne permet une coordination qu’avec trois cystéines de la 

protéine. Généralement, ce type de centre est transitoire et résulte d’une attaque oxydative 

d’un centre [4Fe-4S] conduisant le plus souvent à l’inactivation de la protéine, c’est 
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notamment le cas de la dihydroxy-acide deshydratase (DHAD) (Gardner & Fridovich, 1991) 

et de la protéine Fnr d’E. coli. Dans d’autres cas toutefois, tel la nitrate réductase d’E. coli, les 

centres [3Fe-4S] possèdent une réelle fonctionnalité (Johnson et al., 1985). 

 

3.4.2 Rôles des centres Fer-Soufre dans la régulation génique 

 Dans un premier temps, les centres [Fe-S] ont été caractérisés dans les protéines de 

type "ferrédoxine" (Mortenson et al., 1962) comme ayant un rôle dans le transfert d’électrons 

lors des mécanismes d’oxydoréduction. Il faudra attendre la découverte de l’aconitase 

(Ruzicka & Beinert, 1978), protéine sans fonction redox mais possédant un centre [Fe-S], 

pour mettre en lumière les fonctions diverses associées à la présence de ces centres 

métalliques. La diversité chimique de ces groupements reflète, en fait, très bien la variabilité 

des fonctions associées aux protéines [Fe-S]. Dans le tableau ci-dessous sont répertoriés les 

principaux rôles attribués aux centres Fe-S ainsi que leur nature et les protéines qui les 

contiennent. 

 

Fonction Exemples Nature du centre 

Transfert d’électroncs Ferredoxines; enzymes redox [2Fe-2S]; [3Fe-4S]; [4Fe-4S] 

Transfert couplé electron/proton  Nitrogenase [8Fe-7S] 

Ligation d’un cofacteur/activation (de)Hydratases [4Fe-4S] 

  Radical SAM enzymes [4Fe-4S] 

  Acetyl-CoA synthase Ni-Ni-[4Fe-4S], [Ni-4Fe-5S] 

  Sulfite reductase [4Fe-4S]-siroheme 

Stockage du fer Ferredoxines [4Fe-4S] 

Structure Endonuclease III [4Fe-4S] 

Régulation de l’expression de gènes SoxR [2Fe-2S] 

  Fnr [4Fe-4S]/[3Fe-4S]/[2Fe-2S] 

  IRP [4Fe-4S] 

  IscR [2Fe-2S] 

Régulation de l’activité enzymatique Glutamine PRPP amidotransferase [4Fe-4S] 

  Ferrochelatase [2Fe-2S] 

Réduction ponts disulfures  Ferredoxin:thioredoxin reductase [4Fe-4S] 

  Hétérodisulfide reductase [4Fe-4S] 

Donneur de soufre Biotin synthase [2Fe-2S] 

�
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En fonction de l’état d’oxydation des atomes de fer qui les composent : réduit, 

(ferreux, Fe2+) ou oxydé (ferrique, Fe3+), des résidus qui les lient à la protéine, de leur 

accessibilité aux solvants, on trouvera des potentiels redox et des processus réactionnels 

différents pour des centres de même type. Ainsi, grâce aux fonctions de transfert 

d’électrons, les centres [Fe-S] sont des constituants essentiels de protéines des chaînes 

respiratoires ou photosynthétiques. Ils sont des composants à part entière de sites actifs de 

protéines, à fonction redox ou non redox. Enfin, en contribuant à la structure des protéines, 

ils peuvent être la cible de régulation vis-à-vis de stimuli divers, conduisant ainsi à contrôler 

des activités enzymatiques ou à moduler l’expression de certains gènes. Les centres [Fe-S] 

sont des éléments clés dans les fonctions de régulation des trois facteurs de transcription : 

IscR, SoxR et Fnr. Une notion émergente est que ces centres pourraient déclencher une 

réponse cellulaire spécifique en réponse à un oxydant tel que l’oxygène (O2), des espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) ou encore le monoxyde d'azote (NO). Si le NO est avant tout 

un polluant, c'est aussi le premier gaz connu qui agit comme messager biologique. Sa petite 

taille va lui permettre d'entrer dans la cellule et d'en sortir aisément. A la périphérie de la 

molécule de NO, gravite un électron qui n'est pas apparié et qui fait de cette molécule un 

radical libre susceptible de pouvoir interagir avec d'autres molécules.  

o Le facteur de transcription SoxR joue un rôle de senseur dans le cadre du stress 

oxydant (stress superoxyde) et nitrosant (stress NO). Son centre [2Fe-2S] passe de l’état 

d’oxydation +1 à +2 (dans le cas du stress superoxyde), ou bien se retrouve nitrosylé (dans le 

cas du stress NO) (Kiley & Beinert, 2003). Dans ces conditions, la protéine est capable de 

stimuler (par 100) l’expression du facteur de transcription SoxS qui peut alors activer 

l’expression de plusieurs enzymes impliquées dans la réponse au stress oxydant (telles que la 

SuperOxyde Dismutase). 

o IscR est le répresseur de l’opéron isc impliqué dans la biosynthèse des centres [Fe-S] 

(Kiley and Beinert, 2003). Il est sensible à l’état des clusters [Fe-S] dans la cellule. En effet, 

lorsque le pool de centres [Fe-S] dans la cellule est suffisant et que toutes les protéines [Fe-S] 

sont actives, IscR est sous forme holo, contenant un centre [2Fe-2S]. Sous cette forme, IscR 

se lie à l’ADN et bloque sa propre transcription ainsi que celle de l’opéron isc. Dans le cas 

inverse (conditions de carence en centres [Fe-S]), IscR est sous forme apo et déréprime sa 

transcription et celle de l’opéron isc.  

o Fnr est un des régulateurs pléiotropes de l’anaérobiose. 

 



                                               Etude bibliographique. 

            48 

3.4.3 Mécanismes moléculaires d’assemblage des centres Fer-Soufre 

3.4.3.1 Introduction 

 

Il est admis que les centres [Fe-S] peuvent être assemblés de manière efficace in vitro 

dans de nombreuses apo-protéines par reconstitution chimique, à partir de Fe2+ et d’ions 

sulfures S2-, dans des conditions anaérobies (figure 27).  
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Compte tenu de la toxicité des ions Fe2+ et S2-, la synthèse des centres [Fe-S], in vivo, 

ne se produit pas spontanément et requiert des transporteurs et des protéines spécialisées dans 

l’assemblage et le transfert du centre dans la chaîne polypeptidique des apo-protéines. In vivo, 

la biosynthèse des centres [Fe-S] fait appel à une machinerie complexe. C’est lors de l’étude 

de la Nitrogenase de la bactérie fixatrice d’azote Azotobacter vinelandii, que les protéines 

impliquées dans la biosynthèse des centres [Fe-S] ont été mises en évidence pour la première 

fois (Jacobson et al., 1989). 

La cellule contient en fait un nombre très limité de "machineries" de biosynthèse pour 

l’ensemble des différents centres [Fe-S]. On en trouve essentiellement quatre chez les 

bactéries. Il s’agit des machineries NIF, ISC, SUF et CSD.  

 

3.4.3.2 Les différentes machineries chez les procaryotes 

  

La machinerie NIF 

Elle est constituée de plusieurs protéines dont les gènes sont organisés en opéron 

(opéron nif pour Nitrogen Fixation) (Figure 28), et codant pour des protéines requises 

spécifiquement pour l’assemblage du centre [Fe-S] de la nitrogénase d’Azotobacter vinelandii 

(Jacobson et al., 1989; Zheng et al., 1993). Au sein de ce système, on retrouve quatre 

Apo-protéine Holo-protéine

[Fe-S]

Fe2+

Na2S

DTT

Apo-protéine Holo-protéine

[Fe-S]

Fe2+
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protéines NifS, NifU, CysE1 et IscANif. L’analyse biochimique de la protéine NifS a montré 

que celle-ci peut former un homodimère et qu’elle possède une activité cystéine désulfurase. 

NifU est également une protéine homodimérique capable de former un complexe tétramérique 

transitoire avec NifS (Yuvaniyama, 2000). Un modèle a donc été proposé dans lequel NifS 

fournirait le soufre à NifU, qui lui-même servirait pour l’acquisition du fer et/ou pour 

l’assemblage conduisant à un centre [Fe-S]. Ce rôle de construction du centre métallique sur 

NifU lui a donné le nom de protéine d’échafaudage ou "scaffold". Comme l’inactivation de 

NifS et NifU n’entraînent qu’une diminution de l’activité de la nitrogenase, l’existence 

d’autres protéines aux rôles similaires a été envisagée. 

Deux autres gènes du locus nif pourraient être impliqués dans l’assemblage des centres [Fe-

S], cysE1 et iscANif. CysE1 est une protéine qui intervient dans la synthèse de la cysteine, le 

substrat de NifS (Jacobson et al., 1989). IscANif est capable d’assembler in vitro des centres 

[Fe-S] et jouerait un rôle voisin de celui de NifU (Krebs et al., 2001). 
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La machinerie ISC 

L’opéron isc (pour Iron Sulfur Cluster) est constitué de 8 gènes iscRSUA-hscBA-fdx-

yfhJ (figure 29). La suppression totale du système ISC (et en particulier la suppression de 

iscS) chez E. coli conduit à un ralentissement de la croissance des cellules en milieu riche 

mais aussi une forte diminution de l’activité des enzymes [Fe-S] (Schwartz et al., 2000; 

Takahashi & Tokumoto, 2002; Tokumoto & Takahashi, 2001). Cette observation a mis en 

évidence le rôle prédominant du système ISC pour la maturation des protéines [Fe-S] chez E. 

coli, qui ne contient pas le système NIF. Cependant, l’existence d’une activité résiduelle 

laissait supposer qu’un système alternatif puisse intervenir dans la biosynthèse des centres 

[Fe-S] et ainsi prendre le relais du système ISC. Le système SUF a ainsi été mis en évidence 

(Takahashi & Tokumoto, 2002).  

IscS est une cysteine désulfurase très proche de NifS au plan structural et fonctionnel. Le 

soufre qu’elle génère à partir de la cystéine est transféré à la protéine IscU qui sert de matrice 
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à l’assemblage des centres [Fe-S]. La protéine IscU est un homodimère qui s’associe à IscS 

pour former un hétérotetramère. Le rôle de la proteine IscA reste encore mal connu. Les 

protéines codées par les gènes hscB et hscA sont des chaperons moléculaires, capables de 

s’associer au complexe apoIscU/apoIscA afin de stabiliser une conformation favorisant 

l’assemblage des centres Fe-S. Une ferredoxine à centre [2Fe-2S] codée par le gène fdx, 

pourrait fournir les équivalents réduits nécessaires aux différents stades de la biosynthèse des 

centres [Fe-S]. La protéine Orf3 contenant un grand nombre d’acides aspartiques et 

glutamiques fournirait le fer nécessaire à la formation des centres [Fe-S] (Takahashi & 

Nakamura, 1999). La protéine IscR, contient un centre [2Fe-2S], et a pour fonction la 

régulation de l’expression des gènes iscSUA.  
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La machinerie SUF 

L’opéron suf (pour SulFUr) est constitué de 6 gènes (sufABCDSE) (Figure 30). Il a 

d’abord été identifié chez E. coli. Les premières expériences semblaient montrer que la 

contribution des protéines codées par l’opéron suf dans la biosynthèse des centres [Fe-S] était 

mineure puisque leur absence avait peu d’effet sur l’activité des enzymes [Fe-S] dans des 

conditions de croissance en laboratoire. En fait, le rôle du système SUF prend de l’importance 

dans des conditions de stress oxydant et de carence en fer (Nachin et al., 2003; Outten et al., 

2004).  

Le gène sufS code une cystéine désulfurase. La proteine SufE est un homodimère qui 

ressemble à NifS mais qui n’a pas d’activité désulfurase (Loiseau et al., 2003). Cependant, il 

a été montré que SufE peut s’associer à SufS pour former un complexe actif dans lequel le 

soufre est transféré du site actif de la protéine SufS à celui de SufE. Aucune fonction n’est 

connue pour les gènes sufBD. La proteine SufC quant à elle, appartient à la classe des 

transporteurs ABC et permettrait d’importer et/ou d’exporter des substrats. SufB, SufC et 

SufD forment un complexe qui améliore l’activité désulfurase du complexe SufS/SufE 

(Outten et al., 2003). SufA, tout comme IscA avec laquelle elle partage 40 % d’identité de 

séquence, permettrait la formation transitoire d’un centre Fe-S et son transfert vers 

l’apoprotéine cible. 
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Ainsi, ISC est "LA" machinerie générale d’assemblage des centres [Fe-S] et 

fonctionne dans des conditions normales de croissance. La machinerie SUF remplit un rôle 

similaire à celui du système ISC, mais intervient dans des conditions particulières (de stress 

oxydant et de carence en fer). 
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La machinerie CSD 

Très récemment, un autre système, nommé CSD (pour Cystéine Sulfinate 

Desulfinase), a été découvert chez E. coli (Loiseau et al., 2005). Ce système est extrêmement 

simple comparé aux systèmes ISC et SUF puisqu’il ne se compose que de deux protéines, 

CsdA et CsdE. Il est possible qu’il fonctionne grâce à la contribution d’autres protéines 

appartenant aux systèmes ISC et/ou SUF ou de nature encore inconnue. Il a été mis en 

évidence comme donneur de soufre spécifique dans la maturation du centre [4Fe-4S] de la 

quinolinate synthase (nommée NadA), une enzyme impliquée dans la biosynthèse du NAD 

(Ollagnier-de Choudens et al., 2005). 

 

3.4.3.3 Les donneurs de soufre : cystéines desulfurases 

Chaque système possède des protéines responsables de la mobilisation du soufre. La 

première à avoir été identifiée est la protéine NifS. Cette enzyme est capable de convertir la 

L-cystéine en L-alanine et soufre (libéré sous forme de sulfure en présence de DTT) (Zheng et 

al., 1994). Le soufre est stocké sous la forme d’un persulfure au niveau d’une cystéine 

conservée ayant un caractère nucléophile fort et qui est essentielle à l’activité. NifS appartient 

à une classe de protéines définies comme ayant une activité cystéine désulfurase, dont font 

partie également IscS, SufS et CsdA. Les protéines SufE et CsdE forment un complexe avec 

les protéines SufS et CsdA respectivement, et permettent d’augmenter l’activité cystéine 

désulfurase de ces dernières d’un facteur 50 et 2 respectivement (Loiseau et al., 2003; Loiseau 

et al., 2005). 
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3.4.3.4 Les protéines d’assemblage 

Les machineries NIF, ISC et SUF possèdent toutes trois des protéines d’assemblage 

dites protéines "scaffold". Il s’agit de NifU, IscU, IscA et SufA, capables d’assembler 

transitoirement des centres [Fe-S] avant de les transférer à des protéines cibles. 

 

3.4.3.5 Les autres protéines 

En plus des cystéines désulfurases et des protéines "scaffold", d’autres composés sont 

requis pour la formation des centres [Fe-S]. Parmi eux on retrouve : 

- les protéines HscA, HscB, présentes dans le système ISC sont des chaperons 

moléculaires.  

- La ferrédoxine, codée par le gène fdx de l’opéron isc, possède un centre [2Fe-2S] 

stable, du même type que celui coordonné par le domaine central de NifU et pourrait jouer un 

rôle rédox dans la biosynthèse des centres [Fe-S].  

- le gène yfhJ code pour une petite protéine de 66 acides aminés dont la fonction n’a 

pas encore été clairement démontrée. Des études récentes ont révélé que la protéine YfhJ est 

capable de lier du fer (Pastore et al., 2006).  

- Les protéines SufB, SufC et SufD présentes dans le système SUF, forment un 

complexe ayant une activité ATPase portée par SufC (Nachin et al., 2003). Son rôle dans le 

processus de biosynthèse des centres [Fe-S] reste inconnu. 

 

3.4.3.6 Le donneur de fer 

Chez E. coli, il a été montré clairement que la protéine CyaY pouvait jouer le rôle de 

donneur de fer (Layer et al., 2006) mais il existe probablement d’autres protéines ayant la 

même fonction physiologique et qui pourraient prendre le relais de CyaY. 

La figure ci-dessous résume l’ensemble des connaissances acquises pour les différents 

systèmes bactériens. Elle schématise le fonctionnement général du processus de maturation 

des protéines à centre [Fe-S].  



                                               Etude bibliographique. 

            53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

;��#���% ������
����
�
����	���������*���-���	����� ������C;���D�	5�
�-��F;���������
V�@���������	��&��#	�����(33,H'�

 

3.4.4 Distribution des systèmes de maturation des protéines [Fe-S] chez les organismes 

procaryotes 

Chez les bactéries, il existe comme décrit précédemment, plusieurs systèmes de 

maturation des protéines [Fe-S] capables de jouer des fonctions similaires. Chez certaines 

espèces, plusieurs systèmes coexistent. Ainsi, les cellules d’E. coli disposent des deux 

machineries principales ISC et SUF. Certaines espèces bactériennes ne possèdent qu’une 

seule machinerie sur les deux. Ceci peut être expliqué par une activité redondante des deux 

systèmes ISC et SUF qui opèrent séparément au sein de voies parallèles. Il est aussi à noter 

que iscU n’est pas retrouvé uniquement au niveau de l’opéron isc mais aussi au niveau de 

l’opéron suf. Ainsi chez B. subtilis, on retrouve le gène iscU et le système SUF avec les gènes 

sufCBDSU (Takahashi & Tokumoto, 2002). Chez B. cereus, il semble que l’on retrouve la 

même chose avec la présence de iscU et du système SUF et en particulier les gènes sufCDSB. 

L’organisation en opéron est bien conservée au sein du groupe cereus et on la retrouve aussi 

chez d’autres organismes à Gram positif tel que L. monocytogenes. 

 

 

 

 

Assemblage 
des clusters

Donneurs 
de fer

Donneurs 
de soufre

Composants 
additionnels

SufBCD

Protéine cible

Apo

Holo

HscA, HscB

Assemblage 
des clusters

Donneurs 
de fer

Donneurs 
de soufre

Composants 
additionnels

SufBCD

Protéine cible

Apo

Holo

Assemblage 
des clusters

Donneurs 
de fer

Donneurs 
de fer

Donneurs 
de soufre
Donneurs 
de soufre

Composants 
additionnels

SufBCD

Composants 
additionnels
Composants 
additionnels

SufBCD

Protéine cible

Apo

Holo

HscA, HscB  



                                               Etude bibliographique. 

            54 

Domaine senseur 
Domaine de liaison à l’ADN  

Fnr d’E.coli 

Fnr de B. subtilis 

Crp d’E.coli 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

;��#��� %(��� <�
�
���������� 	�� ��� ����������� 	�� ���� ��-��� 	��� �������� C;���D�
�����#�
�����B� �'�����#� �!6&&� )092'�

�
 

3.5 La protéine Fnr des organismes modèles 

3.5.1 La protéine Fnr d’E. coli 

3.5.1.1 Structure et fonction 
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Fnr d’E. coli est une protéine composée de 250 acides aminés (30 kDa). Le gène 

codant pour Fnr (fnr) a été initialement découvert par John Guest en 1970 lors d’un travail 

portant sur la caractérisation d’un mutant déficient pour la réduction du nitrate et du fumarate. 

Comme CRP, le régulateur Fnr (Fumarate and Nitrate Reductase) est composé de deux 

domaines, l’un impliqué dans la fixation à l’ADN et l’autre dans des fonctions senseurs. Le 
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domaine C-terminal de liaison à l’ADN (motif hélice-tour-hélice) reconnaît des séquences 

spécifiques au niveau des promoteurs contrôlés par Fnr. La séquence consensus de fixation de 

Fnr sur l’ADN est un palindrome symétrique (TTGAT X4 ATCAA) similaire à celui retrouvé 

pour la protéine CRP (Green et al., 1996a). Le domaine senseur N-terminal est composé de 5 

résidus cystéine dont 4 (Cys20, Cys23, Cys29 et Cys122) sont essentiels à la constitution du 

centre fer-soufre (Kiley & Beinert, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

�
;��#���%)������#��#���
�
	�������	5#�������-���	��� ��
���
����;���	5 "'������ F&���A �

�����' ��(33,H'�
 

Fnr est l’un des principaux régulateurs des nombreux gènes impliqués dans 

l’expression des systèmes respiratoires aérobies et anaérobies d’E. coli (Sawers & Bock, 

1988; Spiro & Guest, 1990). Ainsi, Fnr active l’expression de gènes codant pour les systèmes 

respiratoires DMSO réductase, fumarate réductase, nitrate réductase et nitrite réductase. Il 

régule également positivement l’expression de déshydrogénases spécifiques en anaérobiose, 

telles que la glycérol-3-phosphate déshydrogénase ou la formiate déshydrogénase. Fnr est par 

ailleurs un répresseur de l’expression des gènes codant pour les systèmes impliqués dans la 

respiration aérobie comme les cytochromes oxydases bo et bd ou encore la NADH 

déshydrogénase (Bauer et al., 1999). 

Le mécanisme d'action du régulateur Fnr est original car il entraîne la réorganisation 

du centre fer-soufre [4Fe-4S] fixé à la protéine lorsqu'elle détecte l'oxygène. En effet, en 

anaérobiose, c'est-à-dire lorsque le régulateur Fnr est actif, ce dernier présente un centre [4Fe-

4S]2+ et forme des homodimères capables de se fixer à l'ADN et d'interagir avec l'ARN 

polymérase (Lamberg & Kiley, 2000; Lazazzera et al., 1993; Moore & Kiley, 2001). Au 

cours de la transition entre l'anaérobiose et l'aérobiose, le centre [4Fe-4S] est déstabilisé et 

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

lorsque la bactérie repasse en condition anaérobie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

;��#���%0��� ���
��� ���#������� ��� 
������� 	�� ;��� 	5# �� 
���� �����
��$#�� ������4�7�#��

���� 	��
��$#�� ����4� ��� 4�������� 	�� ��� 
�
������ �#� ���� 	5�.*�-��'� �5�
�-�� F���	��� V�
/������(330H'�
�
�

Crack et al ont élucidé le mécanisme d’oxydation du centre [4Fe-4S]2+ de la protéine 

Fnr (Crack et al., 2004). Leur travail montre que la conversion du cluster est un processus se 

décomposant en deux étapes. Dans une première étape, le centre [4Fe-4S]2+ est rapidement 

oxydé en un centre [3Fe-4S]+ instable avec émission d’un ion ferreux. Dans une seconde 

étape, le centre intermédiaire [3Fe-4S]+ est converti plus lentement en un centre [2Fe-2S]2+ 

avec émission d’un ion ferrique et deux ions sulfure. L’oxygène ayant oxydé Fnr est réduit 

produisant ainsi du superoxyde et du peroxyde d’hydrogène.  
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Des études récentes ont montré que la protéine Fnr pourrait réguler plus d’une 

centaine d’opérons, probablement environ 115, parmi lesquels la grande majorité serait 
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activée (les 2/3) dans des conditions anaérobies, les autres étant réprimés. Il est à noter 

également que parmi ces nombreux gènes régulés par Fnr un certain nombre l’est également 

par les systèmes à deux composants NarX/NarL et/ou NarQ/NarP donc par la présence de 

nitrate ou de nitrite dans le milieu (Constantinidou et al., 2006; Overton et al., 2006). Bien 

que ce soit très faiblement, la protéine Fnr active également la transcription de la protéine 

ArcA, le régulateur du système à deux composants ArcB/ArcA (Compan & Touati, 1994). 

Cette activation de la transcription de ArcA par Fnr pourrait jouer un rôle important dans la 

coordination de l’expression des gènes associée aux métabolismes aérobie ou anaérobie lors 

des changements environnementaux. 

Chez E. coli, Fnr est synthétisée de manière constitutive. En anaérobiose, la 

transcription du gène fnr est sous l’autocontrôle négatif de son produit qui se fixe au niveau 

de deux sites centrés à –103.5 pb et –0.5 bp (Green et al., 1996b). En anaérobiose, le niveau 

de protéine Fnr est le même qu’en condition anaérobie. Cependant le contrôle de la quantité 

de protéine Fnr est très importante dans la mesure ou sa surexpression conduirait dans des 

cellules aérobies à l’expression inappropriée de gènes activés par Fnr. Une étude a montré que 

cette régulation était réalisée par voie de protéolyse et que la protéine Fnr monomérique 

(dépourvue du centre Fe-S) était la cible de la protéase CplXP. Lorsque Fnr n’est pas active 

en tant que facteur de transcription, elle est donc reconnue par CplXP grâce à un motif puis 

dégradée. Cette étude a aussi montré que de l’apoFnr initialement présente dans la cellule, 

pouvait être convertie en holoprotéine (Fnr-[4Fe-4S]) en anaérobiose (Mettert & Kiley, 2005).  

 

3.5.1.2 Biogenèse du centre Fer-Soufre de la protéine Fnr d’E.coli 

Dans le chapitre 3, sont décrites les différentes machineries de biogenèse des centres 

[Fe-S]. Comme toute protéine possédant ce type de centre, la protéine Fnr mobilise elle aussi 

des systèmes de ce genre. Dans une étude récente, (Mettert et al., 2008) ont étudié 

l’implication des deux systèmes principaux d’assemblage du centre [Fe-S] (Isc et Suf) de la 

protéine Fnr d’E. coli.  

Pour cela, l’expression de promoteurs dépendants de Fnr dans des souches délétées des 

systèmes Isc ou Suf a été mesurée. Les résultats montrent qu’en anaérobiose l’activité de la 

protéine Fnr est réduite de 60% en absence du système Isc. Inversement, en absence du 

système Suf, la protéine Fnr conserve une activité normale et la surexpression du système Suf 

restaure complètement l’activité de Fnr chez les souches dépourvues du système Isc. Des 

expériences de "pulse chasse" utilisant de la méthionine marquée radioactivement, ont montré 
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que le système Isc était le système majeur requis pour la conversion de l’apoFnr inactive vers 

la protéine Fnr active ([4Fe-4S]-Fnr). 

Ces résultats ont mené à un modèle de biogenèse du cluster [Fe-S] de la protéine Fnr 

d’E.coli en présence et en absence d’oxygène (figure 34). Quelque soit la condition, l’apo-Fnr 

monomèrique, acquière son cluster dans un premier temps via le système Isc. En anaérobiose, 

le système Suf permet l’assemblage d’environ 40% du cluster sur la protéine Fnr lorsque le 

système Isc est manquant. Bien que l’expression des deux systèmes soit augmentée en 

aérobie, le système Suf ne semble pas permettre la biogenèse des clusters sur Fnr lorsque le 

système Isc est absent. De plus, le besoin d’assemblage via Isc est plus important en condition 

aérobie. Ceci peut-être dû au fait que le turnover des centres [Fe-S] est plus important en 

aérobie et que le niveau de substrats d’apoprotéine est bien plus élevé. 
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3.5.2 La protéine Fnr de B. subtilis 

Chez B. subtilis, fnr est le second gène de l’opéron narK-fnr. Le produit du gène fnr 

est une protéine composée de 238 acides aminés (27.2 kDa) présentant 19.6% d’homologie 

avec la Fnr d’E. coli et 23% avec la protéine Crp. La protéine Fnr de B. subtilis, bien que 

proche de celle d’E. coli, présente plusieurs différences aussi bien en terme de structure que 

d’activité. 

Comme présenté sur la figure 35, l’organisation structurale est un peu différente. Le 

domaine senseur de Fnr de B. subtilis est situé en C-terminal et est constitué de 4 cystéines. Il 

a été montré récemment que trois cystéines de l’extrémité C-terminal (C227, C230 et C235) 

étaient indispensables à la formation du centre [4Fe-4S]2+ (Reents et al., 2006a). 
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D’un point de vue fonctionnel, contrairement à la protéine Fnr d’E. coli, elle est 

capable de former des dimères stables en aérobiose et en anaérobiose indépendamment de 

l’état du centre [Fe-S]. En revanche, la présence du centre [Fe-S] reste indispensable à la 

fixation sur l’ADN. 
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Les différences de localisation du centre [4Fe-4S]2+ et l’organisation oligomérique de 

la protéine indiquent des différences dans le mode d’action de chacune des protéines. 

Fnr est un régulateur transcriptionnel des gènes d'anaérobiose qui reconnaît une 

séquence consensus TGTGA X6 TCACA centrée en position -41,5. A la différence du gène 

fnr d'E. coli, fnr de B. subtilis est fortement induit en anaérobiose. L'induction spécifique de 

fnr requière la présence du système ResDE. Un palindrome de 18 pb situé en amont du gène 

fnr est nécessaire à son induction et pourrait être le site de fixation d'un activateur.  

Quatre groupes distincts de gènes régulés par Fnr ont été caractérisés (figure 36). Le groupe 

de gènes 1 (narKfnr, narGHJI et arfM) est généralement induit en anaérobiose par Fnr. Les 

séquences promotrices de ces gènes contiennent des boîtes spécifiques de fixation de Fnr, 

localisé à - 41,5/- 40,5 en amont du site d’initiation de la transcription, qui suggèrent que 

l’induction se fait par interaction directe avec la protéine Fnr. Le groupe de gènes 2 (alsSD, 

ldh lctP, ywcJ et cydABCD) est réprimé par Fnr en présence de nitrate dans le milieu et 

impliquerait probablement le régulateur redox YdiH. Le groupe de gènes 3 (yKuNOP, 
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dhbABCEF, ydbN, hmp, nasDE) est induit par Fnr en présence de nitrate. Ces gènes ne 

possèdent pas de sites de fixation potentiels de Fnr et leur induction nécessite la présence de 

nitrate et nitrite produits via la nitrate réductase. Le groupe 4 est constitué de l’opéron 

acoABCL qui ne posséde pas de boîte de fixation de Fnr et dont l’induction requiert la nitrate 

réductase.  
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3.6 La protéine Fnr de B. cereus 

Le gène fnr de B. cereus présente une organisation génétique différente de celle de son 

homologue B. subtilis. Il est en aval et en orientation inverse par rapport à l’opéron narGHIJ 

codant pour les sous-unités de la nitrate réductase (Figure 37). Il est transcrit sous forme 

monocistronique et code pour une protéine de 230 acides aminés (28 kDa) ayant 80% 

d’homologie avec Fnr de B. subtilis (Figure 38).  
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Comme tous les membres de la famille Crp/Fnr, la protéine Fnr de B. cereus contient 

une région N-terminale constituée d’un domaine Crp capable de lier un nucléotide et une 

région C-terminale constituée d’un motif hélice tour hélice (HTH). Les deux protéines 

présentent une conservation des domaines C-terminaux de liaison à l’ADN et du domaine 

riche en cystéines (Cys-X3-Cys-X2-Cys-X4-Cys). 

�
Tout comme Fnr de B. subtilis, l’expression de Fnr de B. cereus est induite en 

anaérobiose et est d’autant plus importante que le potentiel d’oxydo-réduction est bas (Zigha 

et al., 2007). La caractérisation du rôle de ce régulateur chez la souche diarrhéique B. cereus 

F4430/73 a montré qu’il avait un rôle clé dans le métabolisme fermentaire et dans la 

régulation de la toxinogenèse.  

 

 

 

�
�

10        20        30        40        50        60

MNFLSVRPSDSDLISSDLYELLESISTKRKMEKHTYLFREGMDAEELYLIQSGLIEIGKL

.       ..:  .:.:: ::: :.  : ...: ...:.:::.: :::.:.:: ..:.::

V-------ANSMTLSQDLKELLASVEYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQISKL

70        80        90       100       110       120

TSDGKDLTLRICQKHDIVGELTLFTEEPRYMLSAKVLEDGEVLVINKNKLEKELIQNGAL

..::..::::::. .::.:::::::.. .:.:..: ::: :: ::... :::::.:. ::

SADGQELTLRICSAYDIIGELTLFTDNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKPAL

130       140       150       160       170       180

TFEFMKWMSTHLRKIQSKIRDLLLHGKKGALYSTLIRLSNSYGVERSDGILINIVLTNQD

.::::::.: :::..:.:.:::.::::::::::::::..::::. . .::::.. ::::.

VFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLHGKKGALYSTLIRMTNSYGILKENGILIDLPLTNQE

190       200       210       220       230        

LAKFCAAARESVNRMLGDLRKKGVISIDESGKIILHKRDYLRCEIE CENCPLEI CNID

::.:::..::::::::..:.:.:.::: ..::: .:  ..:.::: ::.:   .:.::

LANFCATSRESVNRMLNELKKQGTISI-HKGKITIHDLQFLKCEIA CEDCSASVCSID
180       190       200        210       220       230

10        20        30        40        50        60

MNFLSVRPSDSDLISSDLYELLESISTKRKMEKHTYLFREGMDAEELYLIQSGLIEIGKL

.       ..:  .:.:: ::: :.  : ...: ...:.:::.: :::.:.:: ..:.::

V-------ANSMTLSQDLKELLASVEYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQISKL

70        80        90       100       110       120

TSDGKDLTLRICQKHDIVGELTLFTEEPRYMLSAKVLEDGEVLVINKNKLEKELIQNGAL

..::..::::::. .::.:::::::.. .:.:..: ::: :: ::... :::::.:. ::

SADGQELTLRICSAYDIIGELTLFTDNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKPAL

130       140       150       160       170       180

TFEFMKWMSTHLRKIQSKIRDLLLHGKKGALYSTLIRLSNSYGVERSDGILINIVLTNQD

.::::::.: :::..:.:.:::.::::::::::::::..::::. . .::::.. ::::.

VFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLHGKKGALYSTLIRMTNSYGILKENGILIDLPLTNQE

190       200       210       220       230        

LAKFCAAARESVNRMLGDLRKKGVISIDESGKIILHKRDYLRCEIE CENCPLEI CNID

::.:::..::::::::..:.:.:.::: ..::: .:  ..:.::: ::.:   .:.::

LANFCATSRESVNRMLNELKKQGTISI-HKGKITIHDLQFLKCEIA CEDCSASVCSID
180       190       200        210       220       230
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Les systèmes à deux composants de type ResDE et la protéine Fnr sont connus pour 

être des senseurs redox impliqués dans la régulation du métabolisme carboné chez B. subtilis 

(Cruz Ramos et al., 1995; Nakano et al., 1996; Sun et al., 1996) et dans la régulation de la 

virulence de pathogènes tels que Staphylococcus aureus (Yarwood et al., 2001) et Listeria 

monocytogenes (Lampidis et al., 1994).  

Les données apportées par la bibliographie et la caractérisation au laboratoire de 

mutants pour ces deux systèmes, nous ont amené à considérer les régulateurs Fnr et ResDE 

comme des éléments majeurs dans la régulation du pouvoir pathogène de B. cereus (Duport et 

al., 2006; Zigha et al., 2007) . 

Les deux premiers objectifs de cette thèse étaient de caractériser les mécanismes 

d’action des deux régulateurs Fnr et ResDE (action directe et/ou indirecte ?). Après une étude 

individuelle des régulateurs, le troisième objectif était de mettre en évidence leur interaction 

deux à deux ainsi qu’avec le régulateur pléiotrope PlcR connu pour sa contribution globale 

dans la virulence (Gohar et al., 2008). 

En s’intéressant aux deux régulateurs Fnr et ResDE du pathogène B. cereus, cette 

étude permet de mieux comprendre un mécanisme qui s’inscrit dans un réseau de régulation 

très complexe. 
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1 Souches et plasmides 

1.1 Souches bactériennes 

1.1.1 Souche de Bacillus cereus 

La souche de Bacillus cereus utilisée dans cette étude est la souche F4430/73. Elle a 

été isolée d’une soupe de pois (Spira et Goepfert, 1975) et a été à l’origine de TIA. Elle 

appartient au même groupe génétique que la souche type de B. cereus ATCC14579 (Hill et 

al., 2004). Les mutants � resE (ResD+, ResE-), � resD (ResD-, ResE-) et � fnr (Fnr-) ont été 

obtenus au laboratoire par inactivation insertionnelle (Duport et al., 2006; Zigha et al., 2007). 

 

1.1.2 Souches d’Escherichia coli 

Les souches d’E. coli utilisées dans cette étude pour les expériences de clonage et 

d’expression sont répertoriées dans le tableau ci-dessous. 
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La souche BL21CodonPlus (DE3)-RIL est utilisée comme souche d’expression. La 

délétion de endA qui code pour une endonucléase, évite la dégradation de l’ADN plasmidique 

par cette dernière. Dans ces cellules, la présence d’un plasmide codant pour des ARNs de 

transfert capables de traduire les codons rares chez E. coli (AUA, AGG, AGA, CUA), codent 

pour les acides aminés isoleucine (AUA), arginine (AGG et AGA) et leucine (CUA). 

 

Souche Collection Utilisation Génotype 

 
TOP 10 

 
Invitrogen 

 
clonage 

 
F- mcrA � (mrr-hsdRMS-mcrBC) � 80 lacZ� M15 
� lacX74 deoR recA1 araD139 � (ara-leu) 7697 

galIU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

BL21 
CodonPlus(DE3)-

RIL  

 
stratagene 

 
expression 

 
 [F– ompT hsdS(rB– mB–) dcm+ Tetr gal l 
(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Camr] 
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1.2 Les souches de S. cerevisiae  

 - La souche AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4� , gal80� , LYS2 : 

: GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3 : : MEL1UAS-MEL1 

TATA-lacZ) est celle utilisée pour la technique de double hybride.  

- La souche W303 1-b (MATa ade2 his3 leu2 trpl ura3) a permis de réaliser les clonages par 

recombinaison homologue. 

 

1.3 Les vecteurs plasmidiques utilisés 

1.3.1 Le vecteur de clonage pCR-4-TOPO 

Les séquences sont amplifiées avec une Taq polymérase catalysant l'addition d'une 

adénine sur l'extrémité 3'-OH de l'ADN. L’ajout d’un A en 3’ permet par la suite l’insertion 

de la séquence d’ADN linéaire directement dans un plasmide avec un T en 3’ (TA cloning). 

Le vecteur pCR®-4-TOPO® (Invitrogen) possède à ses extrémités des topoisomérases 

permettant une ligature d’un insert en 5 min à température ambiante. En outre, il possède une 

résistance à l’ampicilline et à la kanamycine et le gène létal ccdB (control of cell death) qui 

est exprimé lorsque le plasmide n’a pas incorporé d’insert. 
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1.3.2 Les vecteurs d’expression pET100/101 et pET 52b (+) 

Les vecteurs pET100/101 (Invitrogen) et pET 52b (+) (Stratagene) utilisés pour la 

purification des protéines étudiées appartiennent à la famille des vecteurs d'expression pET. 

L’avantage du système pET est que l’expression de la protéine est induite et contrôlée par 

l’ajout d’isopropyl-� -thiogalactopyranoside (IPTG) à la culture bactérienne. En effet, les 

gènes sous le contrôle du promoteur T7lac sont exprimés suite à la transcription de la T7 

polymérase bactérienne par l’induction à l’IPTG. Lors de l’utilisation de ce système, il est 

important d’effectuer le clonage dans une souche exempte de T7 polymérase. La protéine ne 

sera donc pas exprimée de façon basale, ce qui limitera l’instabilité du plasmide d’expression 

et la toxicité (s’il y a lieu) pouvant être engendrée par l’expression protéique. 

Dans ce système, les produits PCR à bouts cohésifs obtenus par ajout de quatre bases 

CACC à l’amorce sens, sont clonés d’une façon directionnelle dans le vecteur possédant un 

bout surplombant GTGG. Le clonage est médié par l’ADN Topoisomérase 1 dont le rôle est 

de couper et religuer l’ADN. Les vecteurs utilisés sont linéarisés et liés de manière covalente 

à la topoisomérase. L’enzyme reconnaît un site spécifique de 5 nucléotides (5’-CCCTT) 

auquel elle se lie de façon covalente puis qu’elle clive. Cette enzyme est utilisée in vitro pour 

jouer successivement les rôles des enzymes de restriction et de la ligase (Figure 41). 
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Selon le choix des couples d’amorces et le choix du plasmide (pET100 ou pET101), 

les amplicons générés par PCR grâce au système "High template" (Roche), correspondent à 
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l’expression d’une protéine native ou portant une étiquette polyhistidine pouvant être ajoutée 

en N-terminal ou en C-terminal. Après traduction, cette étiquette peut être détectée en 

Western-Blot grâce à un anticorps spécifique (Anti-His-Peroxydase, Roche) ou bien être 

utilisée pour la purification de la protéine sur colonne d’affinité pour les ions cobalt 

(TALON™ Metal Affinity Resin, Clontech). La figure 42 présente le système d’expression 

pET100/101 utilisé. 
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La figure 43 présente le vecteur d’expression pET52b (+) utilisé. Dans ce vecteur, les 

gènes étudiés sont clonés par restriction enzymatique selon les enzymes présentes dans le site 

de clonage. Avec ce système, plusieurs protéines recombinantes peuvent être obtenues : 

- Obtention d’une protéine Strep taguée en N-terminal (WSHPQFEK) avec possibilité 

d’éliminer le tag via la protéase HRV 3C. Après traduction, cette étiquette peut être détectée 

en Western-Blot grâce à un anticorps spécifique (Anti-Streptavidin, Novagen) ou bien être 

utilisée pour la purification de la protéine sur colonne d’affinité pour la streptavidine (Gravity 

flow Strep-Tactin Superflow column (5 ml), IBA).  

- Obtention d’une protéine His taguée en C-terminal (10 His) avec possibilité 

d’éliminer le tag via la thrombine. Après traduction, cette étiquette sera détectée grâce aux 

anticorps Anti-His-Peroxydase (Roche) et pourra être utilisée pour la purification de la 

protéine. 
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- Obtention d’une protéine Strep taguée en N-terminal (WSHPQFEK) et His taguée en 

C-terminal (10 His).  
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1.3.3 Les vecteurs "double hybride" 

Les vecteurs utilisés en double hybride, pGADT7 et pGBKT7 sont des plasmides 

"navettes" c'est-à-dire capables de se répliquer aussi bien chez E. coli que chez S. cerevisiae et 

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

 

Les vecteurs pGBKT7 et pGADT7 (figure 44) permettent un fort niveau d’expression des 

protéines et facilitent l’identification des interactions protéiques. Les appâts sont exprimés en 

protéines fusionnées au domaine de liaison à l’ADN de GAL4 et les proies sont exprimées en 

protéines fusionnées au domaine d’activation de la transcription de GAL4. Ces vecteurs 

contiennent aussi des marqueurs de sélection (Ampicilline et Kanamycine) permettant la 

sélection dans les bactéries transformées.  

�
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Les vecteurs témoins  

Les vecteurs pGBKT7-53 et pGADT7-T codent pour des protéines fusion 

DLA /murine p53 et DA/antigène T du SV40. La protéines p53 et l’antigène T du SV40 sont 

connus pour interagir dans la levure lors d’essais de double hybride (Li & Fields, 1993). Une 

levure co-transformée avec ces plasmides constitue un témoin d’interaction positive. 

Le vecteur pGBKT7-Lam code pour une protéine fusion DLA /lamine C et constitue un bon 

contrôle négatif dans la mesure ou la lamine C ne forme jamais de complexe protéique. 

 

2 Milieux de culture 

Les souches de B. cereus et E. coli sont cultivées dans le milieu de Luria-Bertani ou LB 

(10 g.l-1 tryptone, 5 g.l-1 extrait de levure, 5 g.l-1 NaCl, pH 7,0) en liquide ou en solide (ajout 

de 15g d’agar dans le milieu). Afin de sélectionner les bactéries transformées par un plasmide, 

le ou les antibiotiques appropriés sont utilisés. De l’ampicilline (100 µg/ml) ou de la 

kanamycine (50 µg/ml) ont été rajoutés quand cela était nécessaire. 

 

Les levures ont été cultivées soit en milieu riche YPDA, soit en milieu minimum SD. 

Le milieu YPDA contient : 20 g/L de pastone (AES, Bruz, France), 10 g/L d’extrait de levure 

(AES, Bruz, Franc), 20 g/L de glucose (PROLABO) et 2 g/L d’Adenine (SIGMA-ALDRICH 

CHEMIE GmbH™, Steinheim, Allemagne). 
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Le milieu minimum SD contient 6,7 g/L de "Yeast Nitrogen Base without AA" (SIGMA-

ALDRICH CHEMIE GmbH™, Steinheim, Allemagne), 20 g/L de glucose. Selon les besoins, 

il est supplémenté soit avec 0,64g/L de "DO supplement –Leu –Trp" (Clontech Laboratories 

Inc, Terra Bella Ave, USA) soit 0,6 g/L de "DO supplement –Leu –His –Ade –Trp" 

(Clonetech Laboratories Inc, Terra Bella Ave, USA), soit 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 exportée de la cellule de levure. Elle 

est codée par le gène rapporteur mel1 présent chez la souche de levure AH109. Dans le 

système de double hybride, lorsqu’il y a interaction entre deux protéines, la réponse Gal-4 est 

induite. Cette réponse amène la transcription du gène rapporteur mel1. L’activation de mel1 

peut être vérifiée par l’addition d’un substrat chromogène, le � -X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-

indolyl a-D-galactopyranoside) dans le milieu. L’hydrolyse de ce substrat par l’� -

galactosidase se traduit par une coloration bleue.� Les cellules de levure AH109 co-

transformées sont repiquées sur milieu minimum contenant � -X-Gal (40 mg/L).�

Tous les milieux peuvent être obtenus sous forme solide en 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 l’ADN génomique de B. cereus est réalisée suivant la méthode de 

Guinebretière et Nguyen-The (2003) (Guinebretière and Nguyen-The, 2003). 10 ml d’une 

culture jeune (16 heures) de B. cereus sont centrifugés (9500 g, 5 min) et les culots bactériens 

sont repris dans 500 µl de tampon TES (0,2 M NaCl, 0,2 M Tris pH 8,8, 0,02 M EDTA) et 50 

µl de SDS à 20% et incubé 60 min à 55°C. Après ajout de la RNase (10 mg/ml) et incubation 

de la réaction 30 min à 65°C, l’ADN est purifié par extraction phénol/ chloroforme et 

précipité avec de l’alcool absolu (2 volumes) et de l’acétate de sodium 3M pH 4,8 (0,1 

volume) à -20°C, pendant 1 heure. Les culots sont repris dans 50µl d’eau ultra pure. L’ADN 

est dosé par spectrophotomètrie à 260 nm et stocké à -20°C.  
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3.1.2 Extraction des plasmides bactériens 

L’extraction de plasmides s’effectue avec le kit "Wizard R Plus SV Minipreps DNA 

Purification System" (Promega). Il permet l’extraction de plasmides utilisés pour les réactions 

de séquençage d’ADN ou de clonage.  

3.1.3 Extraction des plasmides de levure  

Les cellules sont récoltées par centrifugation (10 min à 5000 tour/min) après 48 h de 

culture à 30°C. Le culot cellulaire est repris dans 1 ml d'un tampon de "cassage" (Triton X100 

2%, SDS 1%, NaCl 100mM, Tris HCl 10mM pH 8, EDTA 1mM) auxquels sont ajoutés 200µl 

de phénol-chloroforme (v/v) et l’équivalent de 200 µl de billes de Zirconium. Les cellules 

sont lysées par broyage mécanique à l’aide du broyeur Fastprep (MP Biomedicals) (puissance 

6,5 pendant 45 secondes). Le broyat est ensuite centrifugé et l’ADN contenu dans la phase 

supérieure est précipité avec 2,5 volume d'éthanol et 1/10 volume d'acétate 3M pH 4,8. Après 

20 min d’incubation à –20°C, l’ADN précipité est récupéré par centrifugation (15-20 min 

à 4°C à 10000 t/min) et est ensuite solubilisé avec 50 µl d’eau. La quantification de l’ADN est 

réalisée via la mesure de son absorption à 260 nm. 

 

3.1.4 Amplification des acides nucléiques 

Les réactions de PCR ont été effectuées à l’aide de la polymérase "Expand™ High 

Fidelity PCR System (Roche)". L’amplification avec cette enzyme nécessite 20 ng d’ADN 

génomique, 10 µM des amorces sens et anti-sens, 50 µM de chaque dNTP et 3.5 U/ µl 

d’enzyme. Le tampon utilisé est celui fourni par le fabricant. 

 

Les séquences des amorces utilisées dans cette étude sont présentées dans le tableau 9. 
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FpGBKT7/Fnr GGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATATG 

GCCATGGAGGCCGCGGTGGCAAACAGTATGACATTATC 

RpGBKT7/Fnr  
CAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGTC 

GACGGATCCCCGGGCTAATCAATGCTACAAACAG 

FpGADT7/Fnr 
GTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTCATATGGCC 

ATGGAGGCCAGTGCGGTGGCAAACAGTATGACATTATC 

RpGADT7/Fnr 
CATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATCGATG 

CCCACCCGGGTGGCTAATCAATGCTACAAACAG 

fnr 

 

FpGBKT7/ResD 
GGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATAT 

GGCCATGGAGGCCGCGATGGAAAATGAATCAAGAAT 

RpGBKT7/ResD 
CAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGT 

CGACGGATCCCCGGGTCAGTCGTTCACAACCTCAA 

FpGADT7/ResD 
GTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTCATATGGCC 

ATGGAGGCCAGTGCGATGGAAAATGAATCAAGAAT 

RpGADT7/ResD 
CATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATCGAT 

GCCCACCCGGGTGGTCAGTCGTTCACAACCTCAA 

resD 

 

FpGBKT7/ResE 
GGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATA 

TGGCCATGGAGGCCGCGATTACAGCACCGCTTCG 

RpGBKT7/ResE 
CAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGG 

TCGACGGATCCCCGGGCTAAATTATACGATTCGG 

FpGADT7/ResE 
GTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTCATATGGC 

CATGGAGGCCAGTGCGATTACAGCACCGCTTCG 

RpGADT7/ResE 
CATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATC 

GATGCCCACCCGGGTGGCTAAATTATACGATTCGG 

resE 

 

FpGBKT7/PlcR 
GGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGCATAT 

GGCCATGGAGGCCGCGATGCACGCAGAAAAATTAG 

RpGBKT7/PlcR 
CAAGGGGTTATGCTAGTTATGCGGCCGCTGCAGGT 

CGACGGATCCCCGGGTTATCTACTGATTTTATTTAC 

FpGADT7/PlcR 
GTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTCATATGGCC 

ATGGAGGCCAGTGCGATGCACGCAGAAAAATTAG 

RpGADT7/PlcR 
CATCTGCAGCTCGAGCTCGATGGATCCCGTATCGATG 

CCCACCCGGGTGGTTATCTACTGATTTTATTTAC 

plcR 

 

Amorces Séquence de l’amorce Gène amplifié 

FnrpET101F CACCGTGGCAAACAGTATGACATTATCT 

FnrpET101R ATCAATGCTACAAACAGAAGC 
fnr::his 

FnrpET52F CCCGGGATGACATTATCTCAAGATTTAAAAGAA 

FnrpET52R GAGCTCCTAATCAATGCTACAAACAGAAGCA 
strep::fnr 

ResDpET101F CACCATGGAAAATGAATCAAGAATTTTAATTGTAG 

ResDpET101R GTCGTTCACAACCTCAAATTTGTAACCTAC 
resD::his 

ResEpET100F CACCATGACAGCACCGCTTCGTAAAATGCGTGAG 

ResEpET100R CTAAATTATACGATTCGGTAAATATACAG 
his::resE 

Fnr2pET101F CACCATGACATTATCTCAAG 

Fnr2pET101R CTAATCAATGCTACAAACAGAAGC 
fnr  

PlcRpET101F CCCGGGATGCACGCAGAAAAATTAGGA 

PlcRpET101R GAGCTCTCTGCTGATCTTATTTACGAGCG 
Strep::plcR::his 
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Fhbl1 GGTAAGCAAGTGGGTGAAGC 

Rhbl1 AATCGCAAATGCAGAGCACAA 

hbl1 

Fhbl2 TTACTTAATTCATATAACTT 

Rhbl2 TACGCATTAAAAATTTAAT 

hbl2 

Fnhe TGTTATTACGACAGTTCCAT 

Rnhe CTGTAACCAATAACCCTGTG 

nhe 

Ffnr CGAACACTTCAGCAGGCATA 

Rfnr AATGTCATACTGTTTGCCAC 

fnr 

FresDE TGGGATCCCAAAAGAGGTTTG 

RresDE CGATCCTCATCATCTACAAT 

resDE 

FplcR TATGTTTGTGCAAGGCGAAC 

RplcR CCTAATTTTTCTGCGTGCAT 

plcR 
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Le programme utilisé est le suivant: 

�  Dénaturation initiale (94°C, 1 min) 

�  35 cycles: Dénaturation (94°C, 1 min) 

      Hybridation (température adaptée aux amorces, 1 min) 

      Élongation (68°C, 1 min pour 1000 pb) 

�  Elongation finale (68°C, 7 min) 

 

Les produits de la réaction PCR sont vérifiés sur un gel d’agarose 1% et purifiés à 

l’aide du Kit de purification "High Pure PCR Product" (Roche). 

 

3.1.5 Electrophorèse d’ADN 

Les fragments d’acides nucléiques sont séparés par électrophorèse horizontale en gel 

d’agarose dans un tampon TAE (Tris 40 mM, acide acétique 0,1%, EDTA 2 mM, pH 8,5). La 

concentration d’agarose est dépendante de la taille des fragments à séparer, elle peut varier de 

1 à 2 %. Dans la majorité des cas, nous utilisons des gels d’agarose à 1 % en tampon TAE, 

avec 1 µg/ml de bromure d’éthidium (BET). Les échantillons d’ADN sont, au préalable, 

additionnés de 1/5 (v/v) d’une solution de charge (bleu de bromophénol 0,25 %, xylène 

cyanol 0,25 %, glycérol 30 %) afin de visualiser la migration et d’augmenter la densité des 

échantillons. Après une migration entre 50 et 100 V, selon la taille des échantillons, l’ADN 

est visualisé par fluorescence au BET sous ultraviolets.  
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3.1.6 La technique de RACE PCR 

Il s’agit d’un procédé permettant l'amplification d'une séquence d'acide nucléique à 

partir d'un ARN messager (ARNm). Elle permet de déterminer le site +1 de transcription d’un 

gène. Cette analyse a été réalisée à l’aide du kit 3’/5’ RACE (Rapid Amplification of cDNA 

Ends) (Roche Molecular Biochemicals). Les réactions sont réalisées selon les 

recommandations du fournisseur à l’aide d’amorces spécifiques. 

3.1.7 Ligation 

3.1.7.1 Dans le vecteur pCR-4-TOPO 

 
Le produit PCR purifié (4 µl) est ajouté à 1 µl de plasmide et 1 µl de solution de sels. 

Le mélange réactionnel est incubé 5 min à température ambiante puis placé dans la glace 

avant transformation dans les cellules d’E. coli compétentes. La transformation s’effectue 

dans des bactéries compétentes d’E. coli souche TOPO10 (Invitrogen).  

 

3.1.7.2 Dans le vecteur pET100/101 

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

purifié, 1 µl de vecteur pET100 ou 101 et 1 µl d’une solution de sels. Le mélange réactionnel 

est incubé 10 min à température ambiante et la transformation bactérienne est réalisée 

immédiatement. 

 

3.1.7.3 Dans le vecteur pET52b (+) 

D’un point de vue pratique, la réaction de clonage est réalisée dans un volume 

réactionnel contenant : 5 µl de vecteur pET52b (+) double digéré, le produit PCR purifié dans 

un rapport insert/vecteur de 5, 1 µl de T4 DNA ligase et 1 µl de tampon de ligase. Le mélange 

réactionnel est incubé 5 heures à température ambiante et la transformation bactérienne est 

réalisée immédiatement. 

 

3.1.8 Transformation chimique des cellules d’E. coli compétentes  

 Les bactéries compétentes (100 µl) sont incubées dans la glace avec 3 µl du produit de 

ligation pendant 30 min. Les bactéries sont transformées grâce à une incubation de 30 sec à 

42°C puis refroidies immédiatement dans la glace pendant 2 min. Les cellules sont ensuite 

incubées 1h30 à 37°C sous agitation (200 t/min) dans 250 µl de milieu SOC (1,5 ml de SOB 
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(Super Optimal Broth), 15 µl Mg2+ 2M, 15 µl glucose 2 M). Les bactéries sont ensuite étalées 

sur du milieu LB contenant l’antibiotique adapté et incubées pendant 16 h à 37°C.  

3.1.9 Transformation dans la levure 

3.1.9.1 Préparation des cellules compétentes 

  Pour la transformation, 2 ou 3 jeunes colonies de levure (AH109 ou W303), conservées à 

30°C, sont prélevées et mises en culture dans 30 ml de YPDA. Après une nuit d’incubation à 

30°C et sous agitation (200 t/min), la totalité de la préculture est utilisée afin d’inoculer 200 ml 

de milieu YPDA. La croissance est suivie pendant 3h à 30°C sous une agitation de 200 t/min. 

Les cellules sont ensuite centrifugées 3 min à 5000 t/min et le culot est repris dans 2 ml d’eau 

stérile. Après deux lavages avec 2 ml d’eau stérile, les cellules sont lavées avec 2 ml de tampon 

lithium (100 mM acétate de lithium, 10 mM Tris-HCl pH 7,5 et 1 mM EDTA) puis reprises 

dans 150 µl de ce même tampon.  

 

3.1.9.2 Transformation  

Une fois les cellules rendues compétentes, 50 µl de ces cellules sont mélangés avec 1 à 

2µg d’ADN transformant purifié et 50 µg d’ADN de sperme de saumon soniqué et dénaturé. 

On ajoute 350 µl de tampon PEG (40% de PEG 4000, 100 mM d’acétate de lithium, 10 mM 

Tris-Hcl pH 7,5 et 1 mM EDTA). Les cellules sont incubées 30 min à 30°C puis placées à 

42°C pendant 20 min (choc thermique). Un lavage avec 2ml de NaCl 0,4% est effectué avant 

d’étaler 100 µl de la transformation sur le milieu sélectif approprié que l’on incube à 30°C 

pendant 48 à 72h. Les cellules transformées sont ensuite mises en culture dans 30 ml de milieu 

sélectif (SD-Leu/SD-Trp) sous agitation pendant 48h à 30°C.  

 

3.2 Technique de retard sur gel (EMSA) 

3.2.1 Principe 

La technique du gel retard est basée sur le retard de migration dans un gel natif de 

polyacrylamide de duplex d'oligonucléotides en présence de protéines (ou de complexes 

protéiques) ayant la propriété de reconnaître spécifiquement la séquence d'intérêt. La variation 

de migration des duplex (ou sondes) complexés aux protéines par rapport aux duplex libres 

est suivie grâce au marquage radioactif au 32P des sondes nucléotidiques (Figure 45). La 

spécificité de reconnaissance des sondes marquées peut être testée par l'ajout en excès du 

même duplex non radioactif qui entrent en compétition avec la forme radioactive. 



                                                                                                                    Matériel et méthodes. 

            75 

 

 

 

 

 

 

 

 

;��#���)0������
�����
�
�������4�	#�
�����
��	����� ������$#��	�������	��#�����'�
�

 

3.2.2 Marquage radioactif des régions promotrices 

3.2.2.1 Marquage des oligonucléotides 

Les oligonucléotides sens sont marqués radioactivement à l’aide de � 32P-[ATP]. La 

phosphorylation en 5’ est réalisée à l’aide de la T4-polynucléotide kinase (Promega). La 

réaction se fait dans un volume total de 10 µl en présence de 10 pmol d’oligonucléotides (0.5 

µl), de tampon 10X de la T4 kinase (1 µl), de 10 pmol de � 32P-[ATP] (activité spécifique 5000 

Ci/mmol) (Amersham Biosciences) et 4 unités de T4 polynucléotide kinase (1 µl). La réaction 

est incubée à 37°C pendant 30 min, puis chauffée à 65°C afin d’inactiver l’enzyme.  

 

3.2.2.2 Marquage des fragments d’ADN 

Les fragments d’ADN marqués sont produits par une réaction de polymérisation en 

chaîne (PCR) en utilisant une des deux amorces marquée au 32P. Le mélange réactionnel est 

composé de l’ADN matrice (20 ng), de l’ oligonucléotide sens radioactif, de l’oligonucléotide 

non-sens froid, de désoxyribonucléotides (0,2 mM de chaque dNTP), du tampon de la 

polymérase et de la polymérase (High Template, Roche) (1 µl). Les fragments PCR sont 

purifiés par le kit "High Pure PCR Product Purification Kit, Roche". Le dosage de la 

radioactivité se fait par le compteur à scintillation (Tri-Carb, Packard). 

 

2.2.3 Interaction ADN/protéines 

La réaction de complexation ADN/protéine se fait dans un volume final de 10 µl dans 

du tampon binding (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, Glycérol 10%, 

DTT 4 mM et MgCl2 4 mM) en présence de la protéine d’intérêt à la concentration désirée, et 

de poly dIdC (1 µg). La sonde testée (1 000 cpm de fragment d’ADN marqué) est ajoutée et la 

ADN nu 

Complexe 
ADN/protéine 
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réaction est incubée à 37°C. Après 30 min d’incubation, la réaction est arrêtée par ajout de 

solution stop (glycérol 20%, tampon binding 1X, 0,25% de bleu de bromophénol et 0,25% de 

xylène cyanol). Cette dernière permet de faciliter le dépôt des échantillons et de suivre la 

vitesse de migration en visualisant la progression des deux marqueurs colorés (Sambrook & 

Gething, 1989).  

 

3.2.4 Migration des complexes ADN-Protéines 

Nous avons utilisé des gels de polyacrylamide de 18 cm x 2 cm x 0,8 mm à 4 ou 6% 

d’acrylamide suivant la taille du fragment considéré (acrylamide/ bisacrylamide, 29:1, sous 

forme liquide, Biorad). Le tampon d’électrophorèse est du TBE 0,5X à pH 8. Avant dépôt des 

échantillons, nous réalisons un pré-run du gel à 140 V pendant une heure. Pour éviter une 

dénaturation des protéines durant la migration, nous avons eu recours à un système de doubles 

cuves d’électrophorèse à réfrigération centrale par un cryostat réglé à 4°C. Dans ces 

conditions, la migration a lieu à voltage constant (150 V). Après migration, les gels sont 

séchés sur papier Wathman et exposés en cassette de phosphoImager. Les cassettes sont 

numérisées à l’aide d’un scanner (Storm, Molecular dynamics) et le traitement des images est 

réalisé à l’aide du programme "phospho Imager".  

 

3.3 Le système du double-hybride chez la levure 

3.3.1 Principe 

Le système du double-hybride chez la levure S. cerevisiae permet d’identifier une 

interaction protéine-protéine (X-Y) in vivo par reconstitution d’un activateur chimérique de la 

transcription. La protéine GAL4 n’est fonctionnelle que dans la mesure ou son domaine de 

liaison à l’ADN (DLA) et son domaine d’activation (DA) sont associés (Chien et al., 1991; 

Fields & Song, 1989). Le système utilisé dans cette étude est le Matchmaker™ GAL4 Two-

Hybrid System 3 commercialisé par Clontech. Ce kit propose une souche de levure optimisée 

afin de réduire les faux positifs ainsi que les deux vecteurs permettant le clonage des gènes 

appâts et des gènes proies. 

 

Dans la levure AH109 (Clontech), conçue spécialement pour être utilisée dans le 

système de double hybride, la reconstitution fonctionnelle du facteur de transcription GAL4 

mène à la transactivation de gènes rapporteurs placés en aval du promoteur (Figure 46). 
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Expérimentalement, les levures AH109 sont transformées simultanément par deux 

plasmides : l’un code pour la protéine recombinante X fusionnée au DLA de GAL4 (DLA-X) 

et portant le gène de sélection trp1 (tryptophane), tandis que l’autre code pour la protéine Y 

fusionnée au DA (DA-Y) et portant le gène de sélection leu2 (leucine). Les protéines de 

fusion exprimées possèdent un signal de localisation nucléaire permettant leur translocation 

au noyau, où se trouvent les gènes rapporteurs. La première étape consiste à sélectionner les 

levures transformées par les deux plasmides en les étalant sur un milieu minimum sélectif. La 

deuxième étape consiste à déceler une éventuelle interaction entre les deux protéines d’intérêt. 

L’interaction des protéines X et Y permettra la reconstitution du transactivateur GAL4 et la 

transcription des gènes rapporteurs ade2, his3 et lacZ/mel1, permettant respectivement la 

synthèse d’adénine, d’histidine et de la �  ou � -galactosidase. L’importance de l’interaction 

entre les deux protéines peut être estimée par la croissance des colonies sur des milieux 

déficients en adénine ou en histidine, ou par l’intensité de la coloration bleue sur les milieux 

contenant le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl � -D-galactoside (X-Gal). 

La transcription de ces gènes rapporteurs permet la sélection des levures lorsque nous 

utilisons un milieu sélectif. Le gène rapporteur ade2 permet d’appliquer une forte sélection 

nutritionnelle en éliminant l’adenine du milieu. L’utilisation optionnelle d’une sélection via le 

gène rapporteur his3 réduit l’incidence de faux positifs et permet de contrôler la stringence du 

milieu sélectif. En plus de ces systèmes, il est possible d’exploiter les gènes rapporteurs mel1 

ou lacZ codant respectivement pour l’� -galactosidase et la � -galactosidase. Comme l’� -

galactosidase est une enzyme sécrétée, des tests sur milieu solide X-� -Gal peuvent être 

réalisés directement pour un screening bleu/blanc. 

 

 

 

�!� /-��� ��

����#�

!�

��
�	�������O�!B

��%
������
����
����

��%
���������
�����&�����#

�	
���	������

�!� /-��� ��

����#�

!�

��
�	�������O�!B

��%
������
����
����

��%
���������
�����&�����#

�	
���	������  



                                                                                                                    Matériel et méthodes. 

            78 

 

 

 

 

 

�
�
�
�
;��#���)9��/-������

����#���	����������#���!8 32'�
�

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

;��#���),�������*��-����������A��'�
�

 

3.3.2 Construction des vecteurs d’expression appât et proie 

Chez la levure, il est possible d’utiliser la recombinaison homologue pour cloner in 

vivo un insert dans un vecteur linéarisé à condition que les extrémités de l’insert portent une 

séquence identique à une séquence d’au moins 40 nucléotides du vecteur. Cette méthode, 

appelée la méthode du "gap repair" a été largement utilisée pour cloner pratiquement tous les 

ORFs de Saccharomyces cerevisiae.  

 

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

x = fnr, resD, resEou plcr y = fnr, resD, resEou plcr

BD-x AD-y Levure hôte 
(AH109)

BD-x AD-yBD-xBD-x AD-yAD-y Levure hôte 
(AH109)

Etape 1: Sélection sur milieu Trp-/Leu-

Etape 2: Essai des gènes rapporteurs sur milieu: 
Trp-/Leu-/His-/Ade-/X-a-Gal

Etape 3: Test liquide X-ß-Gal

Tester l’interaction entre deux protéines connues
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Dans cette technique de clonage, le vecteur de double hybride pGBKT7 a été linéarisé 

par l’enzyme de restriction EcoR1 et les inserts ont été amplifiés à l’aide d’amorces portant 50 

nucléotides du vecteur. Les extrémités des inserts se trouvent ainsi allongées d’une séquence 

homologue au vecteur de manière à permettre la recombinaison dans la levure. 

 

4 Techniques de biochimie 

4.1 Techniques générales 

4.1.1 Dosage des protéines  

4.1.1.1 Dosage des protéines selon la méthode de Biuret (insensible aux thiols) 

Cette méthode a été développée par Gornall et al en 1949 (Gornall et al., 1949) et 

repose sur la formation d'un complexe pourpre entre le biuret (NH2-CO-NH-CO-NH2) et deux 

liens peptidiques consécutifs en présence de cuivre en milieu alcalin. Le complexe de 

coordination résultant absorbe fortement dans le bleu. 

Dans cette méthode, le réactif 1 (1,8g CuSO4 5 H2O + 3,35 g Na2 EDTA, H2O qsp 350 

ml) est mélangé au réactif 2 (NaOH 20%) dans la proportion 7:2. A 700 µl de ce mélange 

réactionnel sont ajoutés 70 µl de sept concentrations de Sérum Albumine Bovine (BSA) ainsi 

que l’échantillon protéique dont la concentration est à déterminer. Les réactions sont incubées 

5 mn à 65°C et la DO545nm est mesurée après 30 min à l’aide d’un spectrophotomètre. 

 

4.1.1.2 Dosage selon la méthode du BCA 

L'acide bicinchonique (BCA) réagit avec les complexes de Cu2+ et de protéines de 

façon très similaire à la réaction du biuret. Les protéines réduisent le cuivre II en cuivre I 

proportionnellement à leurs concentrations. Le BCA forme un complexe de couleur pourpre 

avec les ions Cu (I) dont le maximum d’absorbance se situe à une longueur d’onde de 562 

nm. C'est une méthode sensible et rapide qui résiste aux détergents comme le Triton ou le 

SDS. 

Le dosage des protéines a été réalisé selon la méthode fournie avec le kit "MicroBC 

Assay Protein quantification" (Interchim). En premier lieu, 150 µl du mélange réactionnel 

(solution A + solution B + solution C (25/25/1)) a été ajouté à 150 � l de onze concentrations 

de BSA ainsi qu’à 1 à 10 µl d’échantillon protéique (selon la concentration estimée). Ces 

mélanges ont été réalisés en micro-plaque puis incubés à 37°C pendant 60 minutes. La DO à 

562 nm a été mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre. La concentration moyenne de chaque 

échantillon a été déterminée à partir de la courbe standard de BSA.  
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4.1.2 Production des anticorps polyclonaux  

Les anticorps dirigés contre les protéines Fnr et ResD ont été produits à l’animalerie 

du CEA/Valrhô de Marcoule (Bagnols-sur-Cèze) sous la direction de Mme Valérie Tanchou.  

Brièvement, les anticorps ont été obtenus après 4 injections en sous cutané de 500 µl de 

protéines (1 mg/ml) émulsionnées avec de l’adjuvant. Des prélèvements intermédiaires de 

sérum ont été réalisés afin de suivre la spécificité des anticorps au cours de l’immunisation. 

Le cinquième mois la saignée finale des lapins est réalisée et la totalité du sérum est récupérée 

(environ 30 ml par animal) afin d’être aliquotée et conservée à -80°C. 

 

4.1.3 Purification par épuisement des anticorps 

Les préparations d’anticorps polyclonaux contiennent souvent des anticorps qui 

peuvent être réactifs de façon non spécifique avec les protéines de l’organisme étudié. Ces 

anticorps contaminants augmentent le bruit de fond des analyses par Western Blot affectant 

leur sensibilité. Pour éliminer ce problème, il est possible d’adsorber les anticorps avec un 

lysat d’E. coli. Dans ce protocole, le lysat bactérien est dans un premier temps lié à une 

membrane de nitrocellulose. La solution d’anticorps polyclonaux 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)-RIL est inoculée dans 10 ml de 

milieu LB et incubée durant une nuit sous une agitation de 200 t/min à 37°C. Le lendemain 90 

ml de milieu LB sont inoculés avec les 10 ml de pré-culture et incubés sous une agitation 200 

t/min 3 h à 37°C. Les cellules sont centrifugées à 3000 g pendant 15 min à 4°C et remises en 

suspension dans 10 ml de tampon de lyse (50 mM sodium phosphate, 300 mM NaCl, pH7). 

Du lysozyme est ajouté à une concentration finale de 0.75 mg/ml et la préparation est incubée 

30 min à température ambiante avant d’être refroidie dans la glace. La lyse est réalisée par 

sonication (6 cycles de 10 secondes) en gardant les cellules dans la glace. Le lysat cellulaire 

est obtenu par centrifugation à 12000 g, 20 min à 4°C. 

 

4.1.3.2 Saturation de la membrane 

Une membrane de nitrocellulose est incubée 30 min sous agitation avec le lysat 

bactérien d’E. coli dilué au 1/5ème dans du PBS 1X. Après être séchée sur du papier Wathman 

celle-ci est lavée 3 fois par incubation de 5 min dans du PBS 1X. La membrane est ensuite 
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incubée dans une solution de saturation (Régilait 5%) pendant 1h sous agitation à température 

ambiante. 

 

4.1.3.3 Epuisement des anticorps non spécifiques 

La membrane est lavée 3 fois avec du tampon PBS 1X. La solution d’anticorps 

polyclonaux (sérum brut) est diluée 200 fois dans du tampon PBS 1X et la membrane y est 

immergée sous agitation pendant une nuit à 4°C. La solution d’anticorps est ensuite stockée à 

-20°C et sera utilisée par la suite au 1/2000ème. 

 

4.1.4 Extraction des protéines intracellulaires de B. cereus 

L’extraction est réalisée sur 50 ml de culture que l’on veut étudier. Les cellules sont 

décongelées et centrifugées à 6000 t/min pendant 10 min à 4°C. Le culot cellulaire est repris 

dans 5 ml d’eau MilliQ puis centrifugé à nouveau à 6000 t/min pendant 10 min à 4°C. Le 

culot obtenu est repris dans 1 ml de tampon d’extraction (urée 8M, DTT 20 mM, Chaps 4%) 

et la suspension est répartie dans des microtubes contenant 0.3 g de billes de zirconium 

(Biospec Products, Inc). Les cellules sont broyées en utilisant l’appareil FastPrep (FP120, 

Bio101, Thermo electron corporation). Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation 

à 3500g pendant 1 min à 4°C. Le surnageant est récupéré et les billes sont lavées 2 fois avec 

500µl d’eau MilliQ (centrifugation à 3500 g pendant 1 min à 4°C entre chaque lavage). Le 

tout est filtré une première fois à 0.45 µm puis une deuxième fois à 0.22 µm (Millipore). Les 

extraits protéiques sont alors dosés à l’aide du kit "MicroBC Assay Protein quantification" 

(Interchim) comme décrit précédemment. 

 

4.1.5 Electrophorèse de protéines 

Généralement, 5 à 20 µg de protéines sont mélangés volume à volume avec du tampon 

de charge (2% SDS, 20% glycérol, 5% � -mercaptoéthanol, 0,015% de bleu de bromophénol 

dans du Tris HCl 62,5 mM, pH 6,8) (Laemmli, 1970) et dénaturés 4 min à 95°C. Les 

électrophorèses dénaturantes (SDS-PAGE) sont réalisées dans un système Mini Protean II 

(Biorad). Le gel de migration se compose de la superposition d’un gel de séparation (12% 

d’acrylamide, 1% SDS, 1% persulfate d’ammonium, 0,04% TEMED dans du Tris HCl 0,375 

M pH 8,8) comme partie inférieure et d’un gel de concentration (5% d’acrylamide, 0,1% 

SDS, 0,1% persulfate d’ammonium, 0,04% TEMED dans Tris HCl 0,125 M pH 6,8) comme 

partie supérieure. Après dépôt des échantillons, la migration s’effectue à 100 volts dans un 

tampon d’électrophorèse (3 g.l-1 Tris base, 14,25 g.l-1 glycine, 1 g.l-1 SDS) jusqu’à disparition 
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du front de migration. Le gel est ensuite lavé dans de l’eau ultra pure (3 à 5 min), coloré 

pendant 10 min dans du bleu de Coomassie et enfin rincé dans la solution de décoloration 

(éthanol/ acétate, V/V) pendant 30 min.  

Les électrophorèses non dénaturantes (Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis ou 

BN-PAGE) sont réalisées dans le même système Mini Protean II selon le protocole décrit par 

Wittig et al (Wittig et al., 2006). Dans cette méthode le bleu de Coomassie G-250 est ajouté 

aux échantillons afin de charger négativement les protéines. 

 

4.1.6 Détection des protéines par immunomarquage 

En vue de réaliser un Western Blot, les protéines sont transférées du gel 

d’électrophorèse sur une membrane de nitrocellulose 0,45 µm (Amersham Bioscience) à 

l’aide du système Mini Protean II (Biorad). Le transfert s’effectue dans du tampon de transfert 

froid (6,05 g.l-1 Tris base, 28,8 g.l-1 glycine, 15 ml.l-1 méthanol pH 8,6), à 100 volts pendant 1 

heure. La membrane est ensuite colorée pendant 20 min au rouge Ponceau afin de vérifier 

l’efficacité du transfert. Elle est ensuite rincée à l’eau ultra pure et séchée.  

La membrane à hybrider est incubée 5 min dans du PBS 1X (2,5 g.l-1 NaCl, 1,07 g.l-1 

Na2HPO4, 0,39 g.l-1 NaH2PO4, pH 7,2) puis saturée 60 min sous agitation à température 

ambiante ou une nuit à 4°C dans la solution de blocage (PBS 1X, 10% Régilait). La 

membrane est lavée 2 fois 5 min dans du PBST (PBS 1X, Tween 20 0,1%) puis incubée 

pendant 1h30 sous agitation avec l’anticorps adapté. 

Pour les protéines portant une étiquette Histidine ou Streptavidine, la membrane est incubée 

pendant 1 heure avec les anticorps IgG de souris anti-His (Roche) ou anti-Strep (Novagen) 

couplés à la peroxydase. L’anti-His est utilisé au 1/500ème et l’anti-Strep au 1/2000ème dans du 

tampon anticorps (PBS 1X, Régilait 2%). La membrane est ensuite rincée 2 fois 5 min dans 

du PBST et 30 min dans du PBS. Le kit de révélation ECL (Immobilon Western, Millipore) 

est utilisé. La détection s’effectue en incubant la membrane dans la solution de détection 

(mélange 1:1 des deux réactifs, 0,125 ml/cm2 de membrane, pendant 1min). Un film 

photographique est immédiatement exposé contre la membrane pendant 1 à 2 min puis 

développé en chambre noire.  

Pour une détection des protéines chez B. cereus à l’aide des anticorps polyclonaux, la 

membrane est incubée pendant 1h30 sous agitation avec les anticorps de lapins anti-Fnr ou 

anti-ResD (CEA, Marcoule) épuisés et dilués au 1/2000ème dans du PBS. La membrane est 

ensuite lavée 2 fois 5 min dans du PBST puis incubée pendant 1h sous agitation avec les 

anticorps secondaires de lapins dilués au 1/2000ème (Sigma). La membrane est alors rincée 2 
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fois 5 min dans du PBST et 30 min dans du PBS et la révélation est réalisée comme indiqué 

précédemment. 

 

4.1.7 Oxydation par le diamide  

Le diamide est un agent d’oxydation des thiols. Sa formule chimique est présentée sur 

la figure 49.  

Un pont disulfure (lien S-S) est un lien covalent fort qui, par oxydation, réunit les fonctions 

thiol de deux cystéines dans une séquence peptidique. 
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Le pont disulfure est un élément des structures primaire, tertiaire (après le repliement de la 

protéine) ou quaternaire (lors d'association de sous-unités protéiques) de la protéine. La 

formation d'un pont disulfure à partir de deux cystéines s'accomplit spontanément en 

condition oxydante, en particulier en présence de dioxygène. 

 

En pratique, l’oxydation d’une protéine par le diamide consiste à incuber cette protéine 

(2 µg) avec 1 et 10 mM de diamide puis à analyser le produit 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 purifiée (6 µM) est incubée dans un tampon de phosphorylation (Tris-HCl 50 

mM, pH 7.5 ; NaCl 50 mM ; EDTA 1 mM ; glycérol 10% ; DTT 4 mM ; MgCl2 4 mM ; [� -
32P]-ATP 5 µCi (Amersham Biosciences). La réaction d’autophosphorylation de l’ HK est 

réalisée à 37°C pendant 15 min. La phosphorylation du RR (9.6 µM) par l’HK est effectuée à 

la même température. La réaction est arrêtée par ajout d’un tampon SDS. Les produits 
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résultants sont analysés par SDS-PAGE 12% et les protéines marquées sont détectées à l’aide 

d’un PhosphoImager (Storm, Molecular dynamics). 

4.1.8.2 Phosphorylation par l’acétyl phosphate  

L’autophosphorylation du RR à été réalisé selon le protocole décrit par Miller et al 

(Miller A, A et al., 2001) en présente d’acétyl phosphate de lithium (C2H5KLiO5P, Sigma). 

0.1 à 2.5 µg de protéine sont incubés 90 min à 37°C dans du tampon de phosphorylation 

préparé extemporanément contenant NaH2PO4 20 mM, pH 8 ; MgCl2 10 mM ; DTT 1mM et 

C2H5KLiO5P 32 mM. 

 

4.1.9 Détection de la phosphorylation à l’aide du kit Pro Q Diamond 

Le kit "Pro-Q® Diamond Phosphoprotein Gel Stain" (Molecular Probes) permet de 

détecter une protéine phosphorylée après migration de celle-ci sur un gel SDS-PAGE. Le kit 

contient un marqueur de taille constitué de deux protéines phosphorylées et de quatre 

protéines non phosphorylées (PeppermintSitck Phosphoprotein Molecular Weiht Standards). 

Le gel est incubé dans la solution de fixation (méthanol 50%, acide acétique 10%) deux fois 

30 min à température ambiante et sous agitation. Après trois lavages de 10 min dans l’eau, le 

gel est incubé 90 min dans la solution de coloration. Il est ensuite incubé dans la solution de 

décoloration (acétonitrile 20 %, acétate de sodium pH 4, 50 mM) trois fois 30 min puis lavé 

dans l’eau deux fois 5 min. La protéine phosphorylée est alors révélée à l’aide d’une table à 

UV.  

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

L’activation de lacZ peut être vérifiée par l’addition d’un substrat chromogène, 

l’ONPG ou Ortho Nitro Phényl Galactopyranoside, dans le milieu. L’hydrolyse de ce substrat 

par la � -galactosidase codée par le gène lacZ se traduit par une coloration jaune.� Comme 

l’enzyme � -galactosidase n’est pas exportée de la cellule de levure, il est nécessaire de lyser 

les cellules. 

Une colonie de levure est inoculée dans 5 ml de milieu liquide SD sélectif dépourvu de 

leucine et tryptophane et incubée une nuit à 30°C sous une agitation de 250 t/min. Le 

lendemain, la pré-culture est vortexée pendant 1 min puis 2 ml sont transférés dans 8 ml de 

milieu YPD. La culture est incubée à 30°C sous une agitation de 250 t/min jusqu’à ce que la 

DO600 atteigne 0.6. Les cellules contenues dans 2 ml de la culture sont centrifugées à 10000 g 
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pendant 30 secondes et le culot est mis en suspension dans 1 ml de tampon Z (33 mM 

Na2HPO4, 7H2O; 67mM NaH2PO4, H2O; 0,1mM MnCl2). Le mélange est vortexé puis à 

nouveau centrifugé. Le culot est repris dans 300 µl de Tampon Z + � -mercaptoéthanol (270 µl 

pour 100 ml de tampon Z) puis transféré dans un tube contenant 0.3 g de billes de zirconium. 

Le cassage est réalisé au cours de 6 cycles de 30 secondes (fastprep). Après centrifugation, le 

lysat obtenu est conservé dans la glace. 

Le dosage de la � -Gal s’effectue de la façon suivante : 

 100 µl de lysat sont ajoutés dans une cuve contenant 1 ml de tampon Z + ONPG 

(4mg/ml dans le tampon Z (à dissoudre 1 h avant à 30°C)). Le tout est incubé à 30°C et la DO 

est lue entre 12h et 24h. 

 

4.2 Purification des protéines recombinantes 

4.2.1 Contrôle de l’expression des protéines recombinantes 

 Il est nécessaire de sélectionner une construction plasmidique permettant bien 

l’expression de la protéine considérée dans les cellules BL21 codon plus (DE3)-Ril 

(Stratagene). 

Afin de sélectionner un clone exprimant la protéine d’intérêt, un protocole "rapide" 

d’expression est réalisé. 100 ml de milieu LB + Amp sont inoculés avec 1 ml de préculture 

des différents clones de Bl21 obtenus puis incubés à 37°C sous une agitation de 200 t/min 

jusqu’à obtention d’une DO600 de 1. L’induction est réalisée par ajout de 0.2 mM d’IPTG pour 

le pET100/101 et 0.4 mM pour le pET52b (+). L’incubation est poursuivie 16h à 20°C. Le 

lendemain les cellules sont centrifugées à 10 000g, 20 min à 4°C et le culot obtenu est repris 

dans 2 ml de Tampon (phosphate de sodium 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7.0). Les cellules 

sont lysées par sonication puis centrifugées à nouveau afin de récupérer l’extrait protéique 

intracellulaire. Une analyse de cet extrait est réalisée par Western Blot. 

 

4.2.2 Préparation des culots bactériens 

Une colonie recombinante est inoculée dans du milieu LB contenant de l’ampicilline à 

100 µg. ml-1 et incubée à 37°C sous agitation (200 t/min) pendant 16 h. Cette pré-culture est 

utilisée pour inoculer le volume désiré de LB + Amp 100µg/ml (+ 50 µM fer ammonium 

sulfate pour Fnr) au 1:100. Pour les purifications de ResD, ResE et Fnr étiquetées en 

polyhistidine, le volume est de 1 l et pour Fnr étiquetée en Strep ou native, le volume de 
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culture est de 11.5 l (fermenteur : agitation de 450 t/min avec aération à 180 L/h). 

L’incubation est réalisée à 37°C sous agitation (200 t/min) jusqu’à ce que la DO600 atteigne 1. 

L’expression des protéines est ensuite induite par ajout de 0,2 mM d’IPTG pour le système 

pET100/101 et de 0,4 mM d’IPTG pour le système pET52b (+). L’induction est poursuivie 

pendant 16 h à 20°C pour Fnr et à 37°C pour les autres protéines.  

Après culture, les cellules sont centrifugées à 5000 g pendant 10 min à 4°C. Les culots 

bactériens sont conservés à -80°C jusqu’à utilisation.  

En anaérobie : Après ajout de l’inducteur, l’aération est arrêtée et un barbotage sous 

argon-CO2 (90-10) est poursuivi pendant 16 h. Les cellules sont centrifugées à 3500 t/min 

pendant 15 mn à 4°C dans des pots sous N2. Le culot est lavé en tampon Tris-HCl 50 mM pH 

8, dans la boite à gants. 

 

4.2.3 Purification des protéines étiquetées en polyhistidine par chromatographie d’affinité 

 
Ces purifications sont réalisées par Chromatographie d’Affinité avec des ions 

Métalliques Immobilisés (IMAC). Il s’agit ici du Cobalt qui privilégie la pureté grâce à son 

affinité extrême pour les "Tags" histidines. La protéine est fixée via son tag sur la résine et 

éluée par compétition par ajout d’imidazole. 

La figure 50 rappelle le principe de cette chromatographie sur colonne d’affinité.  
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Les cellules sont décongelées puis mises en suspension dans 20 ml de tampon natif 

d’équilibration/lavage (phosphate de sodium 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7.0) pour ResD, Fnr 

et PlcR. Pour la purification de ResE, en raison de sa localisation membranaire et ce malgré la 

délétion de sa région d’ancrage à la membrane, les cellules sont mises en suspension dans 20 
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ml de tampon dénaturant (phosphate de sodium 50 mM, guanidine-HCl 6 M, NaCl 300 mM, 

pH 7.0). Du lysosyme est ajouté à la concentration de 0,75 mg/ml et la préparation est incubée 

30 min à température ambiante sous faible agitation. Les cellules sont ensuite lysées par 

sonication à raison de 6 cycles de 10 secondes à amplitude maximale. Cette étape est réalisée 

en maintenant les cellules dans la glace. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation 

à 12 000 g durant 20 min à 4°C. Le surnageant résultant constitue l’extrait à purifier.  

Dans le cas particulier de PlcR, le surnageant est éliminé et le culot obtenu est lavé 2 fois avec 

20 ml de tampon de lavage (phosphate de sodium 50 mM, NaCl 150 mM, triton X-100 1%, 

pH 7.0) (centrifugation 10 min à 12000 g pour chaque lavage). Chaque 0.1 gramme de culot 

contenant les corps d’inclusion est dissout dans 1 ml de tampon de dissolution (phosphate de 

sodium 50 mM, Urée 8 M, pH 7.0). Après 10 min de centrifugation à 12000 g, le surnageant 

est récupéré. Il constitue le lysat cellulaire à purifier. 

Le surnageant est transféré dans un tube falcon de 15 ml puis centrifugé à 12 000 g durant 10 

min à 4°C. Le surnageant (lysat protéique) est incubé 1h sous agitation modérée et à 

température ambiante avec 2 ml de résine chargée au Cobalt (Clontech) pré-équilibrée en 

tampon d’équilibration/lavage. Après équilibration de la résine, le surnageant est éliminé et la 

résine est lavée deux fois avec 10 ml de tampon équilibration/lavage. La résine est ensuite 

transférée sur une colonne fermée et laissée jusqu’à sédimentation et compactage de celle-ci 

dans la colonne. Après ouverture de la colonne le tampon est drainé par gravité et la colonne 

est lavée avec 5 ml de tampon d’équilibration/lavage. La protéine étiquetée en polyhistidine 

est ensuite éluée par ajout de 5 ml de tampon d’élution (phosphate de sodium 50 mM, NaCl 

300 mM, imidazole 150 mM, pH 7.0). Le produit d’élution est récolté en 5 fractions (5 fois 1 

ml) qui seront analysées par SDS-PAGE. Les fractions contenant les plus fortes 

concentrations de protéines et présentant la plus grande pureté sont immédiatement dessalées 

(élimination de l’imidazole) et concentrées par ultrafiltration (membrane de 30K, Amicon). 

La concentration en protéine est déterminée par dosage selon la méthode du BCA. 

 

4.2.4 Purification de la protéine Fnr étiquetées en Streptavidine et native 

 
La purification de la protéine Fnr a été réalisée selon deux protocoles. Dans un premier 

protocole nous avons entrepris une purification en anaérobie de manière à récupérer la 

protéine sous sa forme holo, c’est-à-dire avec son centre [Fe-S]. Dans un second protocole, 

nous avons réalisé la purification de la protéine en présence d’oxygène. Les étapes principales 

de ces deux protocoles sont proches et la différence réside dans la protection de la protéine 
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contre l’oxygène. En effet, en condition anaérobie, les cellules sont obtenues sous flux 

d’argon-CO2 (90-10), toutes les manipulations ont lieu dans une boîte à gants (O2<2 ppm) et 

les tampons sont dégazés 24h avant utilisation. Dans le protocole décrit ci-dessous, les 

suppléments liés à la condition d’anaérobie sont mentionnés en italique pour chaque étape. 

 

4.2.4.1 Lyse non dénaturante des cellules 

Le culot cellulaire est mis en suspension dans 120 ml de tampon A + 5 mM EDTA (25 

mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM DTT). Le lysozyme est ajouté à une concentration finale de 0.5 

mg/ml et le mélange est incubé 20 min à température ambiante.  

Les cellules maintenues dans la glace, sont lysées par sonication, 3 min à une amplitude 80 

avec des cycles de 5 secondes interrompus par 5 secondes d’arrêt. 

L’extrait brut est placé dans des tubes d’ultracentrifugation Sorvall 45 Ti ou équivalent puis 

centrifugé à 43 000 t/min pendant 1 h. Le surnageant est transféré en erlen de 200 ml. 

 

4.2.4.2 Chromatographie échangeuse d’ions DEAE 

Les échangeurs d'ions sont des macromolécules insolubles portant des groupements 

ionisables qui ont la propriété d'échanger de façon réversible certains de leurs ions, au contact 

d'autres ions provenant d'une solution. Les résines anioniques échangent réversiblement des 

anions et sont chargées positivement. Le principe de cette chromatographie est schématisé 

figure 51. 
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Fnr ne se fixe pas sur ce type de résine. On va donc s’en servir pour éliminer un maximum de 

contaminants et récupérer Fnr dans les fractions non retenues. Une élution n’est donc pas 

nécessaire à ce niveau. 
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D’un point de vue pratique, le surnageant est déposé sur la colonne (DE 52 Wathman, 

30-40 ml) qui est ensuite lavée par environ 100 ml de tampon A. Les fractions non retenues et 

la fraction de lavage sont assemblées. La solution obtenue est traitée avec de la benzonase à 

250 U/µl (1/10 000, v/v) en présence de MgCl2 1 mM pendant 20 min à température ambiante 

et le pH est ajusté à 7 avec du phosphate de potassium 1 M. Cette solution protéique sera 

ensuite analysée par chromatographie sur hydroxylapatite comme décrit ci-dessous. 

 

4.2.4.3 Chromatographie sur hydroxylapatite HA ultrogel 

Il s’agit d’une chromatographie de partage. Le�phosphate de calcium cristallisé retient les 

protéines de deux façons: 

- son calcium interagit avec les groupements acides des protéines 

- son phosphate interagit avec les groupements amines 

L’élution est réalisée dans un gradient de phosphate pour entrer en compétition avec 

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

 

 

 

 

 

 

 

;��#���0(���1�����
��	����������������
�����#���*	� �.*�
������
�

�
D’un point de vue pratique, la colonne (HA ultrogel, 30 ml, Pall corporation) est 

équilibrée en tampon D (50 mM KH2PO4 [pH7], 1 mM DTT) puis la fraction non retenue sur 

DEAE est déposée. La colonne est lavée avec environ 50 ml de tampon D et l’élution est 

réalisée par gradient de phosphate avec du tampon D et E (200 mM KH2PO4 [pH7], 1 mM 

DTT) en fractions de 2 ml. Les fractions obtenues sont analysées par SDS-PAGE et celles 

contenant la protéine Fnr sont réunies en une même fraction. Cette dernière est concentrée sur 

une membrane amicon 30K jusqu’à obtention d’un volume de 2ml. Cette fraction protéique 

sera ensuite analysée par chromatographie de gel filtration comme décrit ci-dessous. 

3Ca3(PO4)2 · Ca(OH)23Ca3(PO4)2 · Ca(OH)2  
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4.2.4.4 Chromatographie de gel filtration sur Superdex SD200  

Cette technique permet la séparation des molécules en fonction de leur taille et de leur 

forme (Chromatographie d’exclusion). On utilise pour cela des granules de gel poreux. Les 

grosses molécules (dont le diamètre est supérieur à celui des pores) sont exclues et sont donc 

éluées les premières, au niveau du volume mort. Les petites et moyennes molécules sont 

éluées plus tardivement, car pénétrant dans le gel, leur migration est freinée. Les solutés sont 

donc élués dans l'ordre inverse des masses moléculaires. Il existe une relation linéaire entre le 

volume d'élution et le logarithme de la masse moléculaire.  

D’un point de vue pratique, la colonne (Superdex SD200, 1,6x50 cm, Amersham 

Bioscience) est équilibrée par 1,5 volume (180 ml) de tampon F (50 mM KH2PO4 [pH7], 150 

mM NaCl, 1 mM DTT) pendant une nuit à 0,2 ml/min (12 ml/h) sur appareil FPLC Kontron. 

La protéine purifiée (500µl) est déposée sur la colonne puis éluée à 0,4 ml/min (2 

min/fraction). L’absorbance est suivie à 280 nm. Les fractions obtenues sont analysées par 

SDS-PAGE et celles contenant la protéine Fnr pure sont réunies en une même fraction puis 

concentrée sur une membrane amicon 30K jusqu’à obtention d’un volume de 2ml. La fraction 

obtenue est immédiatement conservée dans l’azote liquide. 
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En anaérobie: Tous les tampons sont dégazés au moins 24h à l’avance en boîte à gants sous 

argon et les colonnes sont équilibrées dans la boite à gants au moins 24 h à l’avance. 

 

4.3 Analyse biochimique des centres [Fe-S] 

4.3.1 Reconstitution biologique de Fnr en présence de CsdA 

CsdA appartient à la machinerie d'assemblage des centres [Fe-S] appelée CSD. Cette 

protéine possède une activité dite cystéine désulfurase et est capable de fournir du soufre à 

partir d’un acide-aminé, la L-cystéine. 

L’intégralité de la reconstitution est réalisée en anaérobie dans une boîte à gants (2 

ppm O2, 18 °C). Les solutions utilisées sont rentrées la veille sous la forme de poudre et sont 

préparées au dernier moment dans du tampon F (tampon d’élution de la protéine). 

A 2 mg/ml de protéine Apo-Fnr, sont ajoutés 20 mM de tampon Tris-HCl 25 mM pH 

8 puis 4 mM de DTT. Le tout est incubé 30 min à température ambiante. 1mM de Fer 

(Fe(NH4)2(SO4)2) et de L cystéine sont ajoutés et la réaction est déclenchée par ajout de la 
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protéine CsdA d’E. coli (1µM). La reconstitution est suivie sur une période de 2 heures grâce 

à la réalisation d’un spectre entre 250 et 750 nm toutes les 15 min. La protéine est ensuite 

filtrée sur une colonne Sephadex G25 de 10 ml équilibrée en tampon F puis concentrée sur 

nanosep 30K. Un spectre de la protéine concentrée est réalisé. 200 µl de protéine oxydée sont 

transférés dans un tube RPE et congelés immédiatement dans l’azote liquide. 

 

4.3.2 Reduction de la protéine Fnr 

La réduction du centre [Fe-S] de la protéine Fnr reconstituée est effectuée dans une cuve 

en quartz de 400 µl par ajout de 10 mM de glycine neutralisée et de 10 µM de 5-

déazariboflavine. La photo-réduction est initiée par irradiation de la solution pendant 1 à 3 

min à l'aide d'un projecteur de diapositives disposé à 15 cm de l'échantillon. Après 

illumination, la 5-déazariboflavine gagne un état excité qui peut arracher un électron à la 

glycine et le transmettre au centre [Fe-S] (Figure 53). Une fois la réaction terminée, le 

mélange réactionnel est maintenu dans le noir à l'aide d'une feuille d'aluminium afin de 

stopper le flux d'électrons. 200 µl de protéine réduite sont transférés dans un tube RPE et 

congelés immédiatement dans l’azote liquide avant d’être analysés.  
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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 réalisées à l’aide d’un réactif susceptible 

de générer des liaisons covalentes entre protéines présentant une affinité ionique. Ce réactif 

est le 1-éthyl-3(3-diméthyl-aminopropylcarbodiimide) (EDC). L’EDC est un carbodiimide qui 

forme des liaisons covalentes entre des groupements carboxyliques et les amines primaires 

portées par les chaînes latérales d’acides aminés. La réaction ne peut avoir lieu que lorsque les 

groupements fonctionnels amines et carboxyliques sont à proximité immédiate l’un de l’autre, 

c’est-à-dire lorsqu’ils sont en interaction électrostatique. Une liaison covalente entre deux 

protéines ne peut donc être observée que lorsque celles-ci sont associées par des interactions 

de ce type (Poulos & Kraut, 1980). L’EDC active sélectivement les groupes carboxyliques des 

acides glutamiques et aspartiques et forme un intermédiaire o-acylurée qui peut alors réagir 

avec la fonction amine primaire d’un résidu lysine ou avec l’extrémité amino-terminale de la 

protéine (figure 54). Une liaison de type peptidique est formée entre les deux protéines. 

L’intermédiaire o-acylurée est sujet à l’hydrolyse, ce qui peut limiter le rendement de la 

réaction de pontage chimique. Le N-hydroxysulfoccinimide (sulfo-NHS) est employé en 

complément de l’EDC pour favoriser le pontage. Ce réactif génère un intermédiaire plus 

résistant à l’hydrolyse et permet de travailler à pH neutre et de favoriser la cinétique de 

couplage (Staros et al., 1986). 
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3.1.8.2 La réaction de pontage  

Les protéines purifiées dont on veut étudier l’interaction (5 µM) sont incubées en 

tampon MOPS 10 mM, pH 7.5 contenant 12.5 mM d’EDC et 5 mM de sulfo-NHS dans un 

volume total de 20 µl. La réaction est incubée à température ambiante durant 30 mn puis 

analysée sur gel SDS-PAGE 12% couplé à une détection via les anticorps anti-His. 

�

4.4.2 Far Western Blot 

Le Far Western Blot (ou Far Overlay) vise à détecter des interactions entre deux 

protéines X et Y. Cette technique dérive d’un Western Blot classique dans lequel on 

discrimine plusieurs étapes. Dans notre cas, la protéine X purifiée est déposée sur membrane : 

la protéine X est alors fixée à la membrane qui sera incubée dans une solution contenant la 

protéine Y préalablement marquée à la biotine. La révélation est réalisée par une méthode 

immunoenzymatique de type streptavidine-biotine-peroxydase 

 

4.4.2.1 Marquage des protéines à la biotine 

  Le marquage des protéines à la biotine est réalisé à l’aide du kit "Biotin Labelling Kit-

NH2, Dojindo Laboratories". 

�
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4.4.2.2 Dot Far Western Blot 

Les protéines purifiées sont transférées sur deux membranes de nitrocellulose (Amersham 

Bioscience) par la technique du "Dot Blot". L’une des membranes est colorée avec une 

solution de rouge ponceau (Sigma) afin de contrôler les quantités de protéines déposées et 

l’autre membrane est soumise au Far-Western Blot à l’aide du kit "Profound Far-Western 

Biotinylated-Protein : Protein Interaction, Pierce". Brièvement, la membrane est saturée 

pendant 1 heure à température ambiante dans un tampon de dilution puis rinçée dans un 

tampon phosphate contenant 0.05% de Tween 20 (PBS-T). Cette dernière est ensuite incubée 

1 heure dans la solution contenant la protéine marquée à la biotine à la concentration de 1 
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µg/ml. Après lavage dans le PBS-T, la membrane est incubée avec une solution de 

Streptavidine-Horseradish Peroxidase à la concentration de 0.1 mg/ml. La protéine marquée 

est alors visualisée par chimioluminescence. Une interaction entre la protéine fixée sur la 

membrane et la protéine marquée à la biotine peut ainsi être détectée. 
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1 Introduction à l’étude 

 

La majorité des infections associées à B. cereus sont d’origine alimentaire et celles-ci 

sont classées en deux syndromes. Le syndrome diarrhéique (le plus commun) résulte de la 

production d’un ensemble de toxines protéiques (Hbl et Nhe) dans l’intestin grêle de l’hôte. 

La caractérisation d’un mutant � fnr a montré que la protéine Fnr était essentielle pour la 

production de ces entérotoxines aussi bien en aérobiose qu’en anaérobiose (Zigha et al., 

2007). En effet quelle que soit la condition étudiée, la mutation du gène codant pour le 

régulateur Fnr conduit à la répression de l’expression des entérotoxines.  

La protéine Fnr de B. cereus contient un domaine Crp (cAMP Receptor Protein) en N-

terminal et un domaine de fixation à l’ADN de type hélice-tour-hélice. Ce dernier est suivi 

d’un domaine senseur constitué de 4 cystéines susceptibles de fixer un centre [Fe-S] en C-

terminal. D’un point de vue structural, les protéines Fnr de B. subtilis et B. cereus présentent 

80% d’homologie, suggérant un mécanisme de fonctionnement comparable avec un centre 

[Fe-S] qui pourrait moduler l’activité de Fnr chez B. cereus. Pourtant, chez ce dernier, les 

résultats obtenus au laboratoire ont montré que contrairement à son orthologue, la protéine 

Fnr de B. cereus pourrait être active en présence d’oxygène. Les données bibliographiques 

rapportent que la protéine Fnr de B. subtilis forme un dimère stable indépendamment de la 

tension en oxygène et de la présence du centre [Fe-S]. Chez cet organisme, la présence du 

centre métallique intact est indispensable pour que la protéine puisse lier l’ADN de façon 

spécifique et ainsi induire la transcription des gènes cibles (Reents et al., 2006a).  

Une étude bioinformatique des séquences promotrices des opérons hbl, nhe, resDE et 

des gènes fnr et plcR a été réalisée afin de rechercher des séquences potentielles de fixation 

pour Fnr. En combinant les données connues sur le motif de fixation de la protéine Crp d’E. 

coli (Busby & Ebright, 1999) et le logiciel "Virtual footprint Prodoric" (Munch et al., 2005) 

nous avons mis en évidence la présence de boîtes Crp/Fnr en amont de ces séquences 

régulatrices. Ces boîtes pourraient être des sites de fixation pour la protéine Fnr de B. cereus.  

Compte tenu de ces données, nous avons orienté notre travail selon deux hypothèses:  
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- Le régulateur Fnr à t-il une action directe sur la régulation de la toxinogenèse 

comme le laisse supposer la présence de boîtes Crp/Fnr? 

 

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

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

 

Pour répondre à ces questions, nous avons surexprimé la protéine Fnr dans une souche 

d’E. coli dans la mesure où elle est capable de synthétiser un centre [4Fe-4S]. Ceci a par 

ailleurs été confirmé dans le cas de la protéine Fnr de B. subtilis (Reents et al., 2006a). La 

purification de la protéine recombinante sous sa forme Apo et Holo a été réalisée de manière à 

tester son activité. 

 

2 Stratégie envisagée 

2.1 Surexpression de la protéine Fnr 

L’expression de la protéine Fnr a été optimisée par l’utilisation des cellules d’E. coli 

Bl21 codonplus (DE3)-RIL (Stratagene) limitant l’accumulation des codons rares qui 

ralentissent le ribosome. 

2.2 Purification de la protéine Fnr 

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

protéine sous cette forme car cela permet d’effectuer une purification rapide de la protéine par 

chromatographie d’affinité et d’en obtenir une quantité suffisante pour produire des anticorps. 

Ces derniers sont indispensables pour la détection de protéines in vivo ainsi que pour le suivi 

de la purification de la forme native. Notre choix s’est orienté vers deux Tags différents 

(histidine et streptavidine) placés en C ou N-terminal de la protéine. Cette démarche permet 

d’anticiper un effet négatif éventuel du Tag dû à sa nature ou son positionnement au niveau de 

la séquence protéique.  

Le "Strep-tag" est un peptide artificiel qui se lie dans le site de liaison de la streptavidine pour 

la biotine. La purification, basée sur l’affinité streptavidine-biotine, est réalisée sur une résine 

couplée à la strep-tactin. Le "His-tag" correspond à l'ajout de plusieurs résidus Histidine 

permettant de purifier la protéine sur une colonne chargée au cobalt (affinité cobalt- 

histidine). La résine utilisée pour la purification de protéines Strep-taggées présente 
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l’avantage d’être compatible avec une large gamme de détergents, chélateurs et réducteurs (en 

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

 

Au cas où ces Tags perturberaient la structure et l’activité de la protéine, nous avons 

envisagé la production d’une protéine Fnr sous sa forme native (dépourvue de Tag).  

Dans un premier temps, le gène codant pour la protéine Fnr a été cloné dans les 

systèmes pET101 (Invitrogen) et pET52b (+) (Novagen). Les constructions ont été réalisées 

de manière à obtenir trois protéines Fnr recombinantes différentes : Une protéine His-taggée 

en C-terminal (FnrHis), une protéine Step-taggée en N-terminal (StrepFnr) et une protéine Fnr 

non taggée. La purification de la protéine FnrHis a été réalisée de manière classique par 

chromatographie d’affinité sur résine chargée au cobalt (Clontech). La purification de la 

protéine StrepFnr a été réalisée selon deux protocoles. Dans un premier protocole, nous avons 

entrepris une purification en anaérobie de manière à récupérer la protéine sous sa forme holo, 

c’est-à-dire avec son centre [Fe-S]. Dans un second protocole, nous avons réalisé la 

purification de la protéine en présence d’oxygène. Les étapes principales de ces deux 

protocoles sont proches et la différence réside dans la protection de la protéine de l’oxygène. 

En effet en condition anaérobie, les cellules sont obtenues sous flux d’argon-CO2.  

Dans un second temps, afin de mieux caractériser la protéine Fnr et son cluster [Fe-S], 

une purification de la protéine sous sa forme native (dépourvue de tag) a été entreprise. Pour 

cela, le gène codant pour la protéine Fnr a été cloné dans le pET101 de manière à ne pas 

exprimer de Tag. Dans cette stratégie, le codon Stop présent sur la séquence de la protéine Fnr 

est conservé afin de ne pas exprimer la queue His qui est en C-terminal dans ce vecteur. La 

protéine Fnr a été purifiée selon le protocole établi pour la protéine StrepFnr.  

2.3 Caractérisation biochimique et fonctionnelle 

L’analyse structurale des protéines Fnr a commencé par une vérification de la présence 

du centre [Fe-S] par spectrophotométrie. En effet, les protéines contenant un centre [Fe-S] 

présentent un maximum d’absorbance caractéristique à 420 nm (Khoroshilova et al., 1995). 

Pour approfondir cette analyse structurale, nous avons entrepris la caractérisation de la 

structure quaternaire de ces protéines. Ceci a été réalisé par gel filtration couplée à la 

diffusion dynamique de lumière (DLS). Il s’agit ici d’examiner l’état oligomérique des 

protéines.  

Afin de déterminer si Fnr est capable de se fixer directement aux boîtes potentielles 

identifiées dans les régions promotrices des opérons étudiés, des expériences de retard sur gel 
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ont été effectuées. Les régions promotrices des opérons resDE, fnr, nhe et de plcR ont été 

amplifiées à cet effet. La région promotrice de l’opéron hbl a été divisée en deux fragments, 

hbl1 (636 pb) situé entre –582 et +54 pb du site d’initiation de la transcription et hbl2 (620 

pb).  

 

3 Résultats et discussion 

3.1 Caractérisation moléculaire et fonctionnelle des protéines recombinantes FnrHis et 

StrepFnr : Article 1 

 
 
 

Fnr a été exprimée et purifiée sous la forme de deux protéines recombinantes, l’une 

possédant une étiquette histidine en C-terminal (FnrHis) et l’autre une étiquette Streptavidine 

en N-terminal (StrepFnr). Des expériences de retard sur gel ont été effectuées pour tester la 

capacité de ces deux protéines recombinantes à se fixer sur les régions promotrices des gènes 

de structure (hbl, nhe) et de régulation des entérotoxines (fnr, resDE et plcR). 

Les résultats ont montré que les deux protéines recombinantes étaient produites sous 

forme d’apoprotéines en aérobiose. FnrHis est majoritairement monomérique en solution alors 

que StrepFnr est majoritairement dimérique. FnrHis est capable de se fixer aux régions 

promotrices étudiées sous sa forme oxydée. StrepFnr n’est capable de se fixer sur l’ADN que 

sous sa forme réduite (après addition de DTT). Sous sa forme réduite, StrepFnr est 

majoritairement monomérique. En conclusion, apoFnr n’est capable de se fixer sur l’ADN 

que sous sa forme monomérique et son état d’oligomérisation dépend du POR.  

 
La régulation en aérobie de l’expression des entérotoxines est réalisée par l’apoFnr et 

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

 
                                           aA                            b1               b2         b3 

ZP_00392397             ------MIAVANSMTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 54 
YP_018775               -------------MTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 47 
NP_844530               -------------MTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 47 
YP_028247               ---------VANSMTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGNFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 51 
YP_036287               ---------VANSMTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 51 
YP_083528               ---------VANSMTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 51 
DQ681074                ---------VANSMTLSQDLKELLASVEYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYI IHSGKVQIS 51  
NP_831888               ---------VANSMTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 51 
YP_894717               MLIRRKVIAVANSMTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 60 
ZP_00743775             MLIRRKVITVANSMTLSQDLKELLASV EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 60 
ZP_00237618             -------------MKLSQDLKELLASV EYKMQIKKGSFIFQEGMEATELYIIHSGKVQIS 47 
ZP_01185318             ---------VANSTALSKDLKELLSSV EYKMQINNGSFIFQEGTEATEIYIIHSGKVQIS 51 
ZP_01180023             ---------VTNRTALSNDLKELLASV EYKMNVSKGSYIFQEGIEAKELYIIRSGKVQIS 51 
                                       **:******:** ****::.:*.:***** **.*:***:******* 
 
                        b4           b5             b6                          b7      b8             aB 

ZP_00392397             KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 114 
YP_018775               KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 107 
NP_844530               KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 107 
YP_028247               KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111 
YP_036287               KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111 
YP_083528               KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111 
DQ681074                KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFTDNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111 
NP_831888               KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 111 
YP_894717               KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKELLQKP 120 
ZP_00743775             KLSADGQELTLRICSAYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKRETLEKALLQKP 120 
ZP_00237618             KLSADGQELTLRICSEYDIIGELTLFT DNAKYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKALLQKP 107 
ZP_01185318             KLSADGQELTLRICSQNDIIGELTLFT EDARYLLNSKCLEDVEVGVIKREALEKALLQKP 111 
ZP_01180023             KISADGQELTLRICSKDDIIGELTLFA DHAKYLLNAKCLEEVEIGVIKRDALEKALLQKP 111 
                        *:*************  *********: :.*:****:****:**:*****::*** ***** 
 
                                   aC                                       aD                       b8     

ZP_00392397             ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 174 

YP_018775               ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 167 
NP_844530               ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 167 
YP_028247               ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 171 
YP_036287               ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 171 
YP_083528               ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 171 
DQ681074                ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLHGKKGALYSTLIRMTNSYGILKENGILIDLPLTN 171 
NP_831888               ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGILKENGILIDLPLTN 171 
YP_894717               ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 180 
ZP_00743775             ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 180 
ZP_0237618              ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 167 
ZP_01185318             ALVFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGVLKENGILIDLPLTN 171 
ZP_01180023             ALAFEFMKWISEHLRRMQTKFRDLVLH GKKGALYSTLIRMTNSYGILKENGILIDLPLTN 171 
                        **.************************ ******************:************** 
 
                         aE                 aF                   b9      b10             aG             b11 

ZP_00392397             QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 233 
YP_018775               QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 226 
NP_844530               QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 226 
YP_028247               QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230 
YP_036287               QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230 
YP_083528               QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230 
DQ681074                QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTISIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230  
NP_831888               QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 230 
YP_894717               QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 239 
ZP_00743775             QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSID 239 
ZP_0237618              QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGTI SVHKGKITIHDLQFLKREIACEDCSASVCSID 226 
ZP_01185318             QELANFCATSRESVNRMLNDLKKKGTI SIHKGKITIHDLQFLKCEIACEDCSASVCSIE 230 
ZP_01180023             QELANFCATSRESVNRMLNELKKQGIL SIQKGKITIHNLQFLKCEISCEDCPSSICSIE 230 
                        *******************:***:* : *::*******:***** **:****.:*:***: 
 

Figure S1. Alignment of Fnr polypeptide sequences from 13 species of the B. 
cereus group The amino acid sequence of B. cereus F4430/73 (DQ681074) Fnr is in bold 
type. The aligned proteins are: Fnr from B. anthracis A2012 (ZP_00392397), B. anthracis 
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Ames Ancestor (YP_018775), B. anthracis Ames (NP_844530), B. anthracis Sterne 
(YP_028247),B. thuringiensis 97-27 (YP_036287), B. cereus E33L (YP_083528), B. cereus 
ATCC14579 (NP_831888), B. thuringiensis Al Hakam (YP_894717), B. thuringiensis ATCC 
35646 (ZP_00743775), B. cereus G9241 (ZP_00237618), B. weihenstephanensis KBAB4 
(ZP_01185318) and B. cereus NVH 391-98 (ZP_01180023). Predicted secondary structure 
elements of Fnr are indicated above the alignments (a-helices A to G, and b-strands 1-11). 
Conserved cysteine residues and the potential DNA contact sites (REX3R) in the DNA 
recognition helices (aF) are indicated by a grey background. The alignment was produced by 
ClustalW. Secondary structure prediction was done using PredictProtein 
(http://www.predictprotein.org). 

 
Figure S2. SDS-PAGE analysis of overproduced and purified B. cereus Fnr. Samples of 
the purification fractions were analyzed by electrophoresis on an SDS-12% polyacrylamide 
gel followed by Coomassie Brillant Blue staining. The position and mass (kDa) of molecular 
weight markers (lanes 1) are given on the left. Panel A: Purification of FnrHis. Lane 1, 
standard proteins. Lane 2, soluble whole cell extract from E. coli. Lane 3: purified protein 
after Co2+ IMAC. Lane 4: gel filtration chromatography (G25) pool. Lane 5, purified protein 
after Superdex 200 size exclusion chromatography. Panel B: Purification of StrepFnr. Lane 1, 
standard proteins. Lane 2, soluble whole cell extract. Lane 3, DE52 flow-through. Lane 4, 
hydroxyapatite pool. Lane 5, purified protein after Superdex 200 size exclusion 
chromatography. 
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3.2 Caractérisation moléculaire et fonctionnelle de la protéine Fnr native 

Les purifications des protéines recombinantes FnrHis et StrepFnr en anaérobiose n’ont pas 

permis d’obtenir de protéine présentant un centre [Fe-S] : seule la forme Apo a été obtenue. 

Pour éliminer un effet dû au tag positionné sur la protéine, nous avons entrepris de purifier la 

protéine Fnr sous sa forme native. Celle-ci a été purifiée dans les mêmes conditions que la 

protéine StrepFnr (Article 1). 

3.2.1 Surexpression de la protéine Fnr  

Nous avons entrepris la surexpression et la purification de la protéine Fnr dépourvue 

de Tag. La séquence codante de Fnr a été clonée dans le vecteur pET101 et la construction 

obtenue introduite dans la souche d’expression d’E. coli BL21 codon plus (DE3)-RIL.  

Au vu de la construction génétique réalisée, la protéine 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 surexpression était optimale à 16°C pendant 

16h dans le milieu classique LB. Après induction, les cellules sont lysées par sonication et 

l’extrait protéique brut obtenu est analysé afin de vérifier l’expression de fnr. En analysant 

simultanément par électrophorèse un extrait protéique brut de cellules induites et de cellules 

non induites, on retrouve une protéine d’environ 26 kDa (figure 57 A, pistes 2 et 3) présente 

uniquement dans les cellules induites. Une analyse Western-Blot avec détection à l’aide de 

l’antisérum Fnr dilué au 1/2000e a permis de confirmer que cette protéine correspondait bien à 

Fnr.  
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3.2.2 Purification de la protéine Fnr en anaérobiose 

 

Une fois l’expression contrôlée, Fnr a été purifiée en 3 étapes, comprenant 

successivement, une chromatographie échangeuse d’anion (DEAE cellulose), une 

chromatographie sur hydroxylapatite (HA) et une chromatographie d’exclusion. Le suivi de la 

purification a été réalisé via une analyse électrophorétique en gel SDS-PAGE (Figure 58). 
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A: Analyse SDS-PAGE des extraits protéiques 
bruts d’E.coli Bl21 plus.

1. Marqueur de poids moléculaire non 
coloré (Fermentas)

2, 3. Extraits protéiques bruts de cellules 
induites.

4. Extraits protéiques bruts de cellules induites.

B: Western Blot anti Fnr.

1. Extrait protéique brut de cellules induites.

2. Marqueur de poids moléculaire précoloré
(Fermentas).
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Lors de son passage sur DEAE, contrairement à ce qui est attendu, Fnr n’est pas 

retenue. Mais cette première étape nous permet d’éliminer un grand nombre de protéines qui, 

elles, restent fixées sur la résine. Compte tenu de son statut de facteur transcriptionnel et donc 

de son affinité pour l’ADN, nous avons opté pour une deuxième étape de purification sur 

colonne d’hydroxylapatite. La colonne HA a permis d’obtenir une fraction protéique 

relativement propre. Celle-ci a été concentrée sur membrane YM30 avant analyse. L’éluat de 

la colonne de gel filtration Superdex SD200 a montré deux pics d’absorption à une DO de 280 

nm. Le pic d’élution correspondant à 168 min est situé dans la zone théorique attendue pour 

une protéine d’environ 50 kDa. Son analyse en gel SDS-PAGE montre une seule bande à 

environ 25 kDa, ce qui suggère que Fnr pourrait être dimérique en solution. Le second pic a 

été identifié comme étant un contaminant absorbant à 426 nm (Figure 59).  
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Channel 1: 280 nm  
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En conclusion, la protéine est pure à la fin de la troisième étape et la quantité de Fnr 

purifiée est de 5-6 mg par litre de culture de E. coli avec la souche BL21 codonplus (DE3)-

RIL.  

 

�
Malgré un respect rigoureux des conditions d’anaérobie et l’utilisation d’agents 

réducteurs, les solutions concentrées de protéines ne présentaient pas la couleur brune typique 

des protéines [Fe-S] lors de la purification. Comme l’illustre la figure 60, le spectre UV-

visible montre un seul pic à 280 nm qui correspond à l’absorption des résidus aromatiques de 

la chaîne polypeptidique. L’absence d’autres bandes d’absorption, notamment entre 300 nm et 

500 nm, montre que la protéine Fnr est obtenue principalement sous forme Apo après 

purification, c’est-à-dire sans cofacteur métallique. 

. 

 

 

 

Channel 2: 426 nm 
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Nous pouvons donc en conclure que bien que dépourvue de Tag, la protéine Fnr est purifiée 

sous sa forme Apo, c’est à dire sans centre métallique. La protéine Fnr de B. cereus semble 

donc être beaucoup plus sensible à l’oxygène que celle de B. subtilis (Reents et al., 2006a).  

 

3.2.3 Reconstitution du centre fer-soufre de la protéine Fnr  

Comme décrit dans le paragraphe précédent, nous n’avons pas réussi à isoler la 

protéine Fnr sous sa forme holo. Nous avons donc décidé de réaliser une reconstituion du 

centre [Fe-S] sur la protéine purifiée. Plusieurs protocoles de reconstitution chimique du 

centre [Fe-S] ont été entrepris. Dans ces essais, nous avons réalisé des reconstitutions après 

réduction (par le DTT ou le 2-ME) ainsi que des reconstitutions après dénaturation 

(guanidine-HCl 6M) puis renaturation. Aucune de ces tentatives n’a permis l’incorporation 

d’un centre [Fe-S] au sein de la protéine Fnr. Nous avons donc opté pour une reconstitution 

enzymatique en présence de la protéine CsdA d’E. coli. Comme décrit dans le chapitre 

"Matériel et Méthodes, 4.3.1", la protéine CsdA appartient au système CSD et possède une 

activité dite cystéine désulfurase. Elle est décrite comme la meilleure cystéine désulfurase 

donatrice de soufre chez E. coli (Mihara et al., 2000). On retrouve un homologue structural de 

cette protéine chez B. cereus. 

 
Après reconstitution, le spectre UV-visible de la protéine Fnr (figure 61) comporte des 

bandes d’absorption à 420 nm. Elles se trouvent dans la région des bandes de transfert de 

charge S� Fe (III), qui sont caractéristiques de la présence d’un centre [Fe-S]. Chez E. coli, il 
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a été montré que la reconstitution anaérobie de Fnr générait une protéine dont le spectre est 

distinct de celui de l’apoprotéine et typique des ferredoxines bactériennes. On constate que 

l’incorporation du centre métallique dans la protéine commence à T + 90 minutes, moment où 

l’on observe un maximum d’absorbance à 420 nm (courbe en noir). D’après ces résultats, la 

protéine Fnr de B. cereus est capable d’incorporer un centre [Fe-S]. 
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Après reconstitution, la protéine Fnr est filtrée sur une colonne de chromatographie 

Sephadex G25 afin d’éliminer l’excès de fer et de soufre. Un spectre UV-Visible est alors 

réalisé (Figure 62). Celui-ci présente bien un maximum d’absorption à 420 nm indiquant la 

présence du centre métallique. A ce niveau de l’expérience, la solution protéique présente une 

couleur brune typique des protéines portant un centre [Fe-S]. 
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3.2.4 Réduction de la protéine Fnr 

Pour mettre en évidence les caractéristiques du centre métallique de Fnr, nous avons 

employé la 5-déazariboflavine (Em = -650 mV) (Massey & Hemmerich, 1978) afin de réduire 

le centre métallique de la protéine. La réduction du centre [Fe-S] de la protéine Fnr s’effectue 

en boîte à gants sous atmosphère contrôlée (moins de 2 ppm d’O2) et à 18°C. La réaction est 

suivie par spectroscopie d'absorption UV-visible.  

La réduction induit une diminution de l’absorption à 420 nm (-0.02). Dès 1 minute 

l’absorption attribuée au cluster n’est plus visible (Figure 63). 
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La réaction est très rapide. Compte tenu du potentiel d’oxydoréduction très bas de la 

5-déazariboflavine, on peut en déduire que celui du centre [Fe-S] de Fnr est bien inférieur. Le 

résultat obtenu suggère que le centre [Fe-S] de la protéine Fnr de B. cereus est labile en 

présence d’un réducteur. En effet la réduction s’accompagne d’une diminution de la bande de 

transfert de charge du centre [Fe-S] à 420 nm. Le changement observé au niveau du spectre 

d’absorption correspond à un changement de couleur de la solution protéique qui devient plus 

claire. On conclut soit à un changement conformationnel du centre [Fe-S], soit à une 

dégradation de celui-ci. 

L’apparition des pics correspondant à des absorbances de 350 et 400 nm est liée à la 

déazaflavine. 
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1. Introduction à l’étude 

 

L’implication des systèmes à deux composants dans la production de facteurs de 

virulence en réponse aux changements des conditions d’oxygénation et redox du milieu a été 

démontrée chez certains pathogènes bactériens. Parmi eux on retrouve Staphylococcus aureus 

(Yarwood et al., 2001), Streptococcus pneumonaie (Echenique et al., 2000; Echenique & 

Trombe, 2001), Bordetella pertussis (Bock & Gross, 2002) et Vibrio cholerae (Sengupta et 

al., 2003). 

Le système à deux composants ResDE de B. cereus présente 85% d’identité avec celui 

de B. subtilis. Ce sont des analogues fonctionnels. La protéine ResE est le senseur kinase 

membranaire, et la protéine ResD est le régulateur de réponse cytoplasmique. Classé dans la 

sous-famille de régulateurs de réponse OmpR/PhoB, ResD est composé de deux domaines 

typiques. Un domaine receveur N-terminal, site de la phosphorylation et pouvant être 

impliqué, entre autres, dans des interactions protéine-protéine et un domaine effecteur C-

terminal contenant un motif hélice-tour-hélice responsable de l’interaction avec l’ADN. Bien 

que de structure très proches et semblant être activés par phosphorylation, les membres de la 

sous-famille OmpR/PhoB mettent en jeu des mécanismes de régulation différents. 

Une étude a déterminé l’effet du système à deux composants ResDE sur la production 

des entérotoxines chez B. cereus. Dans celle-ci les niveaux d’expression de hbl et nhe ont été 

quantifiés chez des mutants � resDE et � resE en comparaison avec la souche sauvage (Duport 

et al., 2006). Les résultats ont montré que la production des entérotoxines était abolie en 

absence de ResE, aussi bien en aérobiose qu’en anaérobiose. En revanche, l’inactivation des 

deux gènes resD et resE, n’a pas d’effet sur la production des entérotoxines. Il semble donc 

que ResE soit indispensable pour la synthèse de Hbl et Nhe et qu’un autre facteur puisse 

intervenir pour compenser l’absence de ResD. Cet autre facteur pourrait être la protéine Fnr 

dans la mesure où nous avons déjà identifié son rôle dans la toxinogenèse (Résultats, chapitre 

1).  
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Une étude bioinformatique des séquences promotrices des opérons hbl, nhe, resDE, 

plcR et du gène fnr, a été réalisée afin de rechercher la présence de séquences potentielles de 

fixation pour ResD. En combinant les données connues sur le motif de fixation de la protéine 

ResD de B. subtilis (Hartig et al., 2004; Nakano et al., 2000; Zhang & Hulett, 2000) et le 

logiciel "Virtual footprint Prodoric" (Munch et al., 2005) nous avons mis en évidence la 

présence de boîtes de fixation potentielles pour ResD en amont de ces séquences régulatrices. 

L’identification de ces sites de fixation laisse supposer un effet direct de ResD sur son 

expression, celle des régulateurs pléiotropes fnr et plcR ainsi que celle des entérotoxines.  

 

Compte tenu de ces données, nous avons cherché à répondre aux questions suivantes:  

 

- Le régulateur de réponse ResD a t-il effectivement une action directe sur la 

régulation de la toxinogenèse? 

- Si oui, sous quelle forme agit-il (phosphorylée ou non)?  

- ResD et Fnr entrent-ils en interaction pour réguler la toxinogenèse? 

 

Afin de mieux comprendre le mécanisme de régulation mis en jeu et répondre à ces 

questions, les protéines ResD et ResE ont été surexprimées chez E. 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 ResE dans les vecteurs pET100/101 (Invitrogen) a 

été optimisée par l’utilisation des cellules d’E. coli Bl21 codonplus (DE3)-RIL (Stratagene). 

2.2 Purification des protéines ResD et ResE 

La purification de formes taggées en polyhistidine a été réalisée. Nous avons choisi de 

produire les protéines sous cette forme car cela permet d’effectuer une purification rapide par 

chromatographie d’affinité et d’en obtenir une quantité suffisante pour produire des anticorps. 

Ces derniers peuvent être utiles pour la détection de protéines in vivo ainsi que pour les 

purifier sous leur forme native. Notre choix s’est orienté vers un Tag histidine placé en C-

terminal pour ResD et en N-terminal de la protéine ResE. En effet, des études réalisées sur le 

système à deux composants ResDE de B. subtilis et présentant une purification des protéines 
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ResD et ResE, ont montré que placés ainsi, les tags n’interféraient pas dans l’activité des 

protéines (Zhang & Hulett, 2000). De plus ce choix respecte la position des domaines 

effecteurs des protéines en faisant en sorte de ne pas placer les tags à leur niveau. En effet 

pour ResE, le domaine kinase étant situé en C-terminal de la protéine, le tag doit être placé en 

N-terminal. Pour la protéine ResD, le domaine N-terminal possèdant le site de 

phosphorylation, il est plus judicieux de placer le tag en C-terminal. 

Le gène codant pour le régulateur ResD a été cloné dans le vecteur pET101 

(Invitrogen). La construction a été réalisée de manière à obtenir une protéines ResD 

recombinante portant un Tag histidine en C-terminal (ResDHis). Le gène codant pour le 

senseur ResE a été cloné dans le vecteur pET100 (Invitrogen) de manière à obtenir une 

protéine ResE recombinante portant une étiquette histidine en N-terminal (HisResE). La 

production de cette protéine était nécessaire dans notre étude afin de réaliser la 

phosphorylation de ResD. La partie transmembranaire (1 à 198 acides aminés) du senseur 

ResE a été tronquée afin de faciliter la purification de la protéine. En effet, l'expression 

hétérologue de protéines membranaires échoue souvent car ces protéines, au cours de leur 

synthèse, doivent être insérées dans la membrane de la cellule hôte. Cela exige la plupart du 

temps une purification en condition dénaturante rendant difficile l'étude structurale et 

fonctionnelle des protéines purifiées. Nous savons que la délétion de la partie N-terminale de 

la protéine ResE n’affecte pas ses propriétés catalytique (Zhang & Hulett, 2000). 

 

2.3 Caractérisation biochimique et fonctionnelle du système ResDE 

 
Une analyse fonctionnelle, in vitro, de la protéine ResE a été réalisée pour tester son 

activité d’autophosphorylation et de phosphorylation de la protéine ResD.  

L’analyse structurale des protéines a été réalisée par gel filtration couplée à la 

diffusion dynamique de lumière (DLS). Il s’agit ici d’examiner l’état oligomérique des 

protéines.  

Afin de déterminer si ResD est capable de se fixer directement aux boîtes potentielles 

identifiées dans les régions promotrices des opérons étudiés, des expériences de retard sur gel 

ont été effectuées. Les régions promotrices des opérons resDE, fnr et nhe et de plcR ont été 

amplifiées à cet effet. La région promotrice de l’opéron hbl a été divisée en deux fragments 

comme pour l’étude de l’activité de Fnr (Résultats, chapitre 1). Ces expériences ont été 

menées avec les formes phosphorylées et non phosphorylées de ResD de manière à établir 
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l’effet de la phosphorylation sur l’activité de ResD. Comme Fnr est aussi capable de se fixer 

aux régions promotrices étudiées, nous avons cherché à montrer si ce dernier pouvait lier 

l’ADN simultanément à ResD.  

Des expériences de pontage covalent ont été réalisées afin de tester l’influence de la 

présence d’ADN sur l’état de phosphorylation et d’oligomérisation de ResD. 

 
 
3 Résultats et discussion 

3.1 Caractérisation moléculaire et fonctionnelle du système à deux composants 

ResDE : Article 2 

 
 

Les résultats portant sur une analyse fonctionnelle de la protéine ResE ont montré 

qu’elle présentait, in vitro, une activité d’autophosphorylation et était aussi capable de 

phosphoryler la protéine ResD. L’analyse du régulateur de réponse ResD a montré qu’il était, 

en solution, majoritairement sous la forme d’un monomère et ce quel que soit son état de 

phosphorylation. 

Les expériences de retard sur gel ont montré que le régulateur ResD était capable de se 

fixer aux régions promotrices des gènes resDE, fnr, plcR, hbl et nhe indépendamment de son 

état de phosphorylation. La fixation de ResD sur plcR, hbl et nhe est observée pour une 

concentration inférieure à celle nécessaire pour une fixation de ResD sur resDE et fnr. Cela 

suggère que ResD présente une meilleure affinité pour les régions promotrices des 

entérotoxines et du régulateur pléiotrope PlcR. Parallèlement à ces résultats, les expériences 

ont permis de conclure que ResD phosphorylé avait une meilleure affinité pour les régions 

promotrices de resDE et fnr tandis que ResD non phosphorylé se comportait de la même 

manière que ResD phosphorylé sur les régions promotrices de plcR, hbl et nhe. La 

phosphorylation de ResD n’est donc pas indispensable pour sa fixation sur l’ADN mais 

semble augmenter son affinité pour certaines régions promotrices de gènes dont il a le 

contrôle.  

Les expériences de pontage covalent ont montré que ni l’état de phosphorylation ni la 

présence d’ADN, n’influençaient l’état d’oligomérisation de ResD qui se présente, en 

solution, majoritairement sous la forme d’un monomère. 

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

cherché à montrer si ce dernier pouvait lier l’ADN simultanément à ResD. Les résultats de 
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coopérativité ont montré que ces deux régulateurs étaient non seulement capables de lier 

l’ADN de manière coopérative mais pouvaient aussi interagir ensemble indépendamment de 

la présence de leur ADN cible.  

 

 

 

Le système à deux composants ResDE est directement impliqué dans la virulence 

de B. cereus. Il module l’expression des gènes codant pour les entérotoxines et s’intègre 

dans un mécanisme de régulation impliquant le régulateur Fnr. 
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Figure S1: ResD and ResE purification and phosphorylation activities. Panel A: SDS-
PAGE analysis of purified ResD. Lane 1: Unstained protein ladder (Fermentas). Lane 2: 1 µg 
of purified ResD. The gel was stained with Coomassie blue. Panel B: SDS-PAGE analysis of 
purified ResE. Lane 1: Pre-stained standard proteins (Bio-Rad). Lane 2: 1 µg of purified 
ResED(1-197). The gel was stained with Coomassie blue. Panel C: Blue native-PAGE 
analysis of purified ResE. Panel D :Autophosphorylation of ResE and phosphotransfer 
between ResE and ResD. ResD (10 µM) and/or ResE (6 µM) were incubated with 5 µCi of 
[� -32P]-ATP at 37°C. Reaction products were resolved by 12% SDS-PAGE. Lane 1: ResE 
incubated with [� -32P]-ATP. Lane 2: ResD incubated with [� -32P]-ATP. Lane 3: ResD 
incubated with ResE and [� -32P]-ATP 
.
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C 
 
Match to: ResD     Mascot Score: 661  
 
Nominal mass (M r ): 30794 ; Calculated pI 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 MENESRILIV DDEDRIR RLL KMYLEREQYT IEEADNGDTA LEMALQNDYD  
    51  LILLDLMMPG KDGIEVCKGV REKKATPIIM LTAK GEEVNR VQGFEVGTDD  
   101  YIVKPFSPRE VVLRVKAVLR RAVPTTFFTQ DTTTKDVTVF PHLTIDNDAH  
   151  RVTADGNEVN LTPKEYELLL FLAKAPDKVF DREQLLKEVW QYEFFGDLRT  
   201  VDTHVKRLRE KLSKKSPDAA KMIVTVWGVG YKFEVVNDKG NSKLEGKPIP  
   251  NPLLGLDSTR TGHHHHHH 

End    Observed  z   Mr(expt)  Mr(calc)     ppm    Miss Sequence        Modifica tion    Ions score  
15      544.285  2  1086.555  1086.556        -0     0  R.ILIVDDEDR.I    ( Ions score 41
15      544.285  2  1086.556  1086.556         0     0  R.ILIVDDEDR.I    ( Ions score 47
15      544.285  2  1086.556  1086.556         0     0  R.ILIVDDEDR.I    ( Ions score 46
15      544.285  2  1086.556  1086.556         0     0  R.ILIVDDEDR.I    ( Ions score 31
17      452.921  3  1355.740  1355.741        -1     1  R.ILIVDDEDRIR.R    ( Ions score 20
17      452.921  3  1355.740  1355.741        -0     1  R.ILIVDDEDRIR.R    ( Ions score 21
17      678.878  2  1355.741  1355.741        -0     1  R.ILIVDDEDRIR.R    ( Ions score 33
17      678.878  2  1355.741  1355.741         0     1  R.ILIVDDEDRIR.R    ( Ions score 36
84      593.864  2  1185.713  1185.715        -2     1  K.KATPIIMLTAK.G    ( Ions score 30
84      593.864  2  1185.713  1185.715        -2     1  K.KATPIIMLTAK.G    ( Ions score 19
84      601.862  2  1201.710  12 01.710        -1     1  K.KATPIIMLTAK.G  Oxidation(M) ( Ions score 31
84      601.862  2  1201.710  1201.710        -0     1  K.KATPIIMLTAK.G  Oxidation(M) ( Ions score 22
84      529.818  2  1057.620  1057.621        -0     0  K.ATPIIMLTAK.G    ( Ions score 45
84      537.815  2  1073.615  1073.615        -1     0  K.ATPIIMLTAK.G   Oxidation(M) ( Ions score 40
84      537.815  2  1073.615  1073.615        -0     0  K.ATPIIMLTAK.G   Oxidation(M) ( Ions score 52
109     718.700  3  2153.078  2153.079        -0     0  R.VQGFEVGTDDYIVKPFSPR.E   ( Ions score 11
109     718.700  3  2153.079  2153.079        -0     0  R.VQGFEVGTDDYIVKPFSPR.E   ( Ions score 13
135     571.966  3  1712.876  1712.873         1     1  R.RAVPTTFFTQDTTTK.D   ( Ions score 11
135     779.393  2  1556.772  1556.772        -0     0  R.AVPTTFFTQDTTTK.D    ( Ions score 76
135     779.393  2  1556.772  1556.772        -0     0  R.AVPTTFFTQDTTTK.D    ( Ions score 69
151     617.311  3  1848.911  1848.912        -0     0  K.DVTVFPHLTI DNDAHR.V   ( Ions score 15
151     617.311  3  1848.912  1848.912         0     0  K.DVTVFPHLTIDNDAHR.V   ( Ions score 20
164     679.351  2  1356.688  1356.689        -0     0  R.VTADGNEVNLTPK.E    ( Ions score 73
164     679.351  2  1356.688  1356.689        -0     0  R.VTADGNEVNLTPK.E    ( Ions score 64
164     679.352  2  1356.689  1356.689         0     0  R.VTADGNEVNLTPK.E    ( Ions score 53
164     679.352  2  1356.689  1356.689         0     0  R.VTADGNEVNLTPK.E    ( Ions score 53
187     574.327  2  1146.639  1146.640        -0     1  K.VFDREQLLK.E    ( Ions score 23
187     574.327  2  1146.639  1146.640        -0     1  K.VFDREQLLK.E    ( Ions score 14  
 
Figure S2. Phosphorylation analysis with acetyl phosphate. Panel A. ResD incubated in 
the absence (-AcP) or presence (+AcP) were separed according to their charge/mass relation 
by 2D gel electrophoresis. The experimental pI of ResD (–AcP) was significantly more acidic 
(~1 pH unit) than expected by computation (us.expasy.org/tools/pi_tool.htm), suggesting that 
charges could be masked. ResD treated with AcP focused at more basic pI (+ 0.2 pH unit) 
than untreated ResD. Panel B. To determine whether the apparent shift in pI of ResD after 
incubation with AcP is due to specific phosphorylation, ResD was incubated in the absence 
(lanes 1 and 3) or presence (lanes 2 and 4) of acetyl phosphate, analyzed by 1D gel 
electrophoresis and stained with Coomassie brilliant blue (lanes 1 and 2) or with Pro-Q 
diamond (lane 3 and 4). Panel C. Mass spectrometry identification of ResD (spot +AcP from 
Panel A) after in-gel trypsin proteolysis, and LTQ-orbitrap MS/MS analysis. A sequence 
coverage of 35% is obtained with the MASCOT identification of nine different peptides: [7-
15],[7-17],[73-84],[74-84],[91-109],[121-135],[136-151],[152-164], and [179-187]. 
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-

pfnr 
………………………………..CGAACACTTCAGCAGGCATACAGTATGTACACCTAAAATTACAACGATCAATAACTGAAATACGTAAATCTTGAAGTGGC
CGCTTTAAAGAATCTTTTATGTTCTTGTGCATCTCTATCCCTTCTTTTCTGCTGCAATCCTTAGTAAGCTTTCATTTTTTTATTTGCCTTTATT
ATAAAAAAGAAGCTACATATTCAATGTGACTTTTCTCACATCACTTTCCCCATTCAAAAACTTTTCACAAATCCGTTCGTATTTTGTTCACATC
TTCAGGCCATACTCTTTACGGTCATTGAAATTTTACATTATTTTTAAAATAGCTCTTGCATTTTCATCATATTTACACTCAAAATAGGAAATGT
ATTGCTTATAAGAAGAAAGGTGATTGCTGTG 
 
presDE 
TGGGATCCAAAAGAGGTTTGGGCACTTATCACTTGGCTCTTTTATGCGGCAGTATTACATTTACGCCTATCAAAAGGATGGCATGGAGAGAAGT
CAGCTTGGCTTGCAGTAATTGGTTTTGCAATCATTATGTTTAACTTTATTGTAGTAAACTTAATTATTGCCGGTTTACATTCATATGCATAGAG
AAATAAAATAGGGGAGTGCATGTCACTTTCCTATTTTATTTTTGTCAACTTTTCTTCTTTTTTGAGAAAAACATGACAAAGTAGCGGTTGATTT
TGTAAAATGATGTCGAGGACATTATATGCTGTTCAAAAAAAATACATAGTTTTGGAAAAAAATTGAACAAAATTTATTATTCTTGTGAAGCATG
ATATGGGAAGTGAAACATTTAGAAGATTGCTTAAATAAACGAGAATAGCGCAACATAATAGTTAAAGAAGGGTAGGTGTGAACCGCTGAGGTGA
GAGTGCGCAGCGGGTAGAGATG 
 
pplcR 
………………………..TATGTTTGTGCAAGGCGAACTTCGGTTTGATTTTCTTTGGTTTCTTTATTTGTAGGTTGGAAATCTACATTTTTTTCAGTAGT
GACTTGTTCTTGTTGAGCTTTCGCCCCATTTACCTCACCTTTTAAATACTTTTTAGCAATATTTTCTTTCGTATCATTTTGAGGTTGTGTTAAT
TTCCCGATTGTTAAACCAGGCTGAGCAATTTCAACTTTGACTGCACTTTTGTCTAATTCTTGAGCATGAATAGCTTCTGTTGATAAAGGGCAAA
GAAGACCGAATGTAACGAAAGCACTAGCAAGTTTTCTATAATTCATCTATAACACTCCTAATCTATTATTGTATGTGAGATGAATTGTATGAAA
AATTTGCCGAATTTTATATATATTATGCATTATTTCATATCAAAAATTGTCGAATTCACATTATTGTAGTGGTATGACAACTCAAAAAATTAGA
TTGTTCTAATGGGATGGTGAGTAAGTATG 
 
phbl 
………………………………………..GCTTGTTATCCGCTGTCTTCAATGTAAAGACTTAGACATGGGTATAAGTATCCCAAAAAATGAAAATACACTAACCA
TTATTTTGTTAAAGAAAACAAAAAGACAGAAGGCTGCAAAGTGTTCCAAGGAAGCTTTGCAGCTTTTTTGTAATTTAAAACCTATGTTTATAAC
GATGATACGATGATACGTTTATAGACTAATATCTTCATACTGAATATTTGTTAATAATGATATTAGGATGTTTTGTGAAAAAATCAACAATATA
ACATATATTACTAAATATATCTACATTTTATGCAATTATACATAACTAAATAAAGGTAAAAAAGTATAAAAAGACCTATTATATTATTCTATAA
GTATTTTTCCTAAAATAAAATTTCTCGGTTGAGCTAAAATAGTTATTTTTAACCGTATACACATTAATTTGTAATCATTACAATTACAGAAATG
AAATTTACGGATAACTATATTTGTATAATTTTTTTCGGTTCATATTTTTATTTAACAGTAAATTATCGATCGTAATCGACAAAATTTTTCTATT
TACGCATTAAAAATTTAATGTTTTAATGAACAACATAACTGGTATGACCAGACAGAAAGGATAAGGTTACGCTAATAGGAATTATAGTGAAGTT
GTAAGTAACATTATGTTGAAAATATTTTTCGAATAGTCTATTTATTTACAAGAGGTCAAGAATCAAGTTTGTAATAAACGTGTTCTAAGTTTCT
GCATAATGCATAACAAAAGTGAAGTTATTCCGCAATAAAAGTATAAGCGATGTACAGTATAATTTTACCTTTTTTAGTCTAGTAAGGAGTTTGC
TGATAAAACTAAGAGTAATATTATTAAATTTAAATTAAACAATGTTATGGCAAGATTAACTGTAAGCATTGGTTTATTGATTCTCGCGGTTCTG
TAAGTTAAACCGCAATTCTAGGGAAGAATTACACATTTACTATTCATAGGGTGCTTGATTCAAATATAGTTAATAAATTTTTGTTATTTATATT
TGAAAAAATAGAGTATCGAAGTGAGAGGTAAGTAAAATCCTTACATTCTATTAGAAGTAAAAAATAACGATATTATCCTATCTGAAAGATTTCT
CCTTCTTAATCAGTTTACAAAGAGAGAGGTCATACAAGTTATATGAATTAAGTTATAAAAACAATGGTAAAGGAGTGTACGGAATG 
 
pnhe  
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..TGTTATTACGACAGTTCCATATCATTTGAAAA
AATAAGAAAATTTTTGAAGGATAGCTTCGTGAAAATGAAGCTATCCTTTTTGTGTATATGCTATGCATAATTGCATATGAGTTTAAAAATTATA
TCAATATAATTTTATCGGTTATTTGCAAGTAGTGTTgTTCTGTTGTGATATGTAGATATTTCAATCAATAAAGTGAATCGGATTATATTTTGAA
ATAAGGACATGAAAGCTTTAAAATAAAGGGAATGAAAATACTTCTTTACGTTATATAAACAGCTGTGTTTAAATGACCTTACAGTACAAAACAT
ATATGAAAACAAAACGAAATTTCATATTTACGCATGTTGTTTAGTTTGAAATGAATAATATTTTTACGTAATATATTCACTATGTGAATGTGGG
AATTTCTATAAAATAGAAAATTTATACAGTATTATTCATACTAAACACATATGAAAAATAATAAAATGTTTTGTGACGATAAGTAAGTACTGTA
GCAATACGAGAGAGGTGTTCATACATGGATCACGGTGAGAACGTTCTCTATTTAATCATCTCAAATTATGGGCAAGAAAATAGAATAATAAAAT
GCGATAGTAATAGTTGCTAATACATAGGAGGAGTTAAAGTG 
 
Figure S3: Location of putative consensus ResD boxes in the enterotoxin gene regulatory 
regions presDE, pfnr, pplcR, phbl and pnhe. One full line contains 75 bases. The 
transcriptional start sites (+1) are designated in bold and are underlined. The predicted 
initiation codons are indicated in bold. The putative consensus ResD boxes are highlighted in 
yellow. One consensus sequence (11 of 11 matches) is present in both fnr (in the noncoding 
strand at position –135 to position –118 with respect to transcriptional start site) and in plcR 
(9 of 11 matches in the coding strand at positions –81 to –64), which likely accommodate two 
ResD dimers. Two consensus sequences are present in both resDE (9 of 11 matches in the 
noncoding strand at both positions –50 to –33 and +35 to +52) and nhe (8 of 11 matches in 
the coding strand at positions –231 to –214 and 7 of 11 matches in the noncoding strand at 
positions + 78 to +95). Three consensus sequences are present in hbl (9 of 11 matches in the 
noncoding strand at positions –340 to –325, in the coding strand at positions +74 to +91, and 
in the noncoding strand at positions +531 to +548). 
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Figure S4 : Examples of gel mobility shift assays proving the specifity of ResD binding. 
Panel A: Labelled DNA (1000 cpm) corresponding to negative control (ssu promoter region) 
was incubated with increasing concentration of ResD. Lanes 1 to 13 contain 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 
3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 and 14 µM ResD, respectively. Panel B: Labelled DNA (1000 cpm) 
corresponding to resDE was incubated without protein (lane 1), with increasing concentration 
of ResD phosphorylated by ResE and ATP (0.5, 1, 2, 3, 4 and 6 µM in lanes 2 to 7, 
respectively) and with only ResE (1 µM, lane 8). Panel C : Labelled DNA (1000 cpm) 
corresponding to resDE was incubated without protein (lane 1) and with 6 µM of ResD plus 
increasing concentration of unlabelled DNA fragment (lanes 3 to 11). Lanes 3 to 13 contained 
1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 and 50-fold excess of homologous unlabelled DNA, respectively. 
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3.2 Expériences complémentaires  

3.2.1 Mise en évidence de l’état de phosphorylation de ResD in vitro 

Dans les expériences autres que les gels retard, les réactions de phosphorylation de 

ResD ont été réalisées non pas par ResE mais par l’acétyl phosphate. Nous avons donc vérifié 

que cette phosphorylation était efficace.  

Pour contrôler l’état de phosphorylation de ResD par l’acétyl phosphate, nous avons 

utilisé un colorant commercial capable de révéler uniquement les protéines phosphorylées 

(Pro-Q® Diamond (Molecular Probes), ou ProQD). Après que le gel de polyacrylamide ait été 

coloré et lavé suivant la méthode, il a été soumis à une révélation par les UV. En parallèle un 

gel coloré au bleu de Coomassie est réalisé (Figure 64). Sur le gel coloré au bleu de 

Coomassie, on détecte deux bandes correspondant à la protéine ResD et ResD phosphorylée. 

Sur le gel coloré au ProQD on observe une seule bande correspondant à la protéine ResD 

phosphorylée. On constate que le niveau de coloration des phosphopeptides du marqueur de 

poids moléculaire (ovalbumine et � -caséine) est équivalent à celui de la protéine ResD 

phosphorylée. On en conclut que la protéine ResD est efficacement phosphorylée par l’acétyl 

phosphate. 
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3.2.2 Effet de l’ADN sur l’état d’oligomérisation de ResD  

Nous avons montré que l’état de phosphorylation de la protéine ResD n’influençait pas 

son état d’oligomérisation. Mais qu’en est-il de la présence d’ADN? 

La structuration des protéines régulatrices peut se produire ou être stabilisée par l'interaction 

avec l’ADN. Partant de ce principe, nous avons étudié l’incidence de la présence d’ADN sur 

l’oligomérisation de la protéine ResD. Pour cela nous avons réalisé une expérience de pontage 

covalent de la protéine ResD avec ou sans ADN (ici région promotrice resDE) dans le milieu 

réactionnel. Pour chaque réaction, un contrôle sans agent pontant est effectué. L’analyse du 

résultat après séparation des complexes protéiques par électrophorèse dénaturante est 

présentée figure 65. On constate (pistes 3 et 4) que la présence d’acides nucléiques ne semble 

pas influencer l’oligomérisation de la protéine ResD. En effet dans les deux cas (avec ou sans 

ADN), on retrouve le même profil avec une bande protéique correspondant au monomère de 

ResD (env. 30 kDa) et deux bandes supérieures correspondant au dimère et au trimère de 

ResD (env. 60 et 85 kDa respectivement). L’état d’oligomérisation de ResD n’est donc pas, 

dans ces conditions, dépendant d’une interaction avec l’ADN. On en conclut que ni la 

phosphorylation, ni la fixation sur l’ADN, ne modifient l’équilibre entre les formes 

monomérique et dimérique. 
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1 Introduction à l’étude 

 

Il est aujourd’hui admis que chaque protéine n’est pas une molécule isolée au sein de la 

cellule. Une protéine peut s’associer de façon temporaire ou permanente à d’autres en formant 

des unités fonctionnelles plurivalentes. La dotation d’une cellule en protéine ou protéome, 

apparaît comme un énorme réseau ou certaines protéines occupent des nœuds, et ont 

probablement une importance critique.  

Nous avons montré dans cette étude, que les régulateurs Fnr et ResD, se fixaient sur les 

régions promotrices des gènes et opérons fnr, resDE, plcR et des gènes codant pour les 

entérotoxines Hbl et Nhe. La protéine Fnr et le système à deux composants ResDE sont donc 

des régulateurs de la transcription des entérotoxines chez B. cereus. Ces deux régulateurs 

viennent s’ajouter au régulateur pléiotrope PlcR déjà bien étudié. En effet, Lereclus et al ont 

montré que PlcR était un activateur de la transcription de hbl et nhe (Agaisse et al., 1999; 

Gohar et al., 2002; Gohar et al., 2008; Lereclus et al., 1996; Lereclus et al., 2000). 

Des études ont montré que l’absence de synthèse d’un des régulateurs conduisait à 

l’inactivation de l’expression des entérotoxines (Duport et al., 2006; Slamti et al., 2004; Zigha 

et al., 2006b). Ces résultats laissent penser que ResD, Fnr et PlcR n’agiraient pas de façon 

indépendante et qu’ils pourraient réguler la transcription des gènes hbl et nhe via la formation 

d’un complexe tetrapartite. 

Une étude bioinformatique des séquences promotrices des opérons hbl et nhe, a été 

réalisée afin d’établir la localisation des séquences potentielles de fixation pour ResD et Fnr 

par rapport à la boîte de régulation PlcR (Agaisse et al., 1999). La figure 66 présente 

l’emplacement de ces différentes boîtes de régulation. Sur la région promotrice de hbl, on 

constate que les boîtes potentielles Fnr et ResD se chevauchent et sont très proches de la boîte 

PlcR (35 nucléotides). Sur la région promotrice de nhe, les trois boîtes sont chevauchantes. 
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Ces données renforcent l’hypothèse d’une interaction entre les régulateurs dans la 

régulation de la toxinogenèse chez B. cereus. 

Dans ce chapitre nous avons donc entrepris de répondre aux questions suivantes : 

 

·  Le régulateur PlcR interagit-il avec ResD et Fnr? 

·  ResD, Fnr et PlcR sont-ils des éléments d’un complexe supra-moléculaire 

régulant l’expression des entérotoxines? 

���� �
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..TGTT
ATTACGACAGTTCCATATCATTTGAAAAAATAAGAAAATTTTTGAAGGATAGCTTCGTGAAAATGA
AGCTATCCTTTTTGTGTATATGCTATGCATAATTGCATATGAGTTTAAAAATTATATCAATATAAT
TTTATCGGTTATTTGCAAGTAGTGTTgTTCTGTTGTGATATGTAGATATTTCAATCAATAAAGTGA
ATCGGATTATATTTTGAAATAAGGACATGAAAGCTTTAAAATAAAGGGAATGAAAATACTTCTTTA
CGTTATATAAACAGCTGTGTTTAAATGACCTTACAGTACAAAACATATATGAAAACAAAACGAAAT
TTCATATTTACGCATGTTGTTTAGTTTGAAATGAATAATATTTTTACGTAATATATTCACTATGTG
AATGTGGGAATTTCTATAAAATAGAAAATTTATACAGTATTATTCATACTAAACACATATGAAAAA
TAATAAAATGTTTTGTGACGATAAGTAAGTACTGTAGCAATACGAGAGAGGTGTTCATACATGGAT
CACGGTGAGAACGTTCTCTATTTAATCATCTCAAATTATGGGCAAGAAAATAGAATAATAAAATGC
GATAGTAATAGTTGCTAATACATAGGAGGAGTTAAAGTG�

�����

���������������������������������������������������������������� GCTTGTTATCCGCTGTCTTCAATGTAAAGACTTAGACATGG
GTATAAGTATCCCAAAAAATGAAAATACACTAACCATTATTTTGTTAAAGAAAACAAAAAGACAGA
AGGCTGCAAAGTGTTCCAAGGAAGCTTTGCAGCTTTTTTGTAATTTAAAACCTATGTTTATAACGA
TGATACGATGATACGTTTATAGACTAATATCTTCATACTGAATATTTGTTAATAATGATATTAGGA
TGTTTTGTGAAAAAATCAACAATATAACATATATTACTAAATATATCTACATTTTATGCAATTATA
CATAACTAAATAAAGGTAAAAAAGTATAAAAAGACCTATTATATTATTCTATAAGTATTTTTCCTA
AAATAAAATTTCTCGGTTGAGCTAAAATAGTTATTTTTAACCGTATACACATTAATTTGTAATCAT
TACAATTACAGAAATGAAATTTACGGATAACTATATTTGTATAATTTTTTTCGGTTCATATTTTTA
TTTAACAGTAAATTATCGATCGTAATCGACAAAATTTTTCTATTTACGCATTAAAAATTTAATGTT
TTAATGAACAACATAACTGGTATGACCAGACAGAAAGGATAAGGTTACGCTAATAGGAATTATAGT
GAAGTTGTAAGTAACATTATGTTGAAAATATTTTTCGAATAGTCTATTTATTTACAAGAGGTCAAG
AATCAAGTTTGTAATAAACGTGTTCTAAGTTTCTGCATAATGCATAACAAAAGTGAAGTTATTCCG
CAATAAAAGTATAAGCGATGTACAGTATAATTTTACCTTTTTTAGTCTAGTAAGGAGTTTGCTGAT
AAAACTAAGAGTAATATTATTAAATTTAAATTAAACAATGTTATGGCAAGATTAACTGTAAGCATT
GGTTTATTGATTCTCGCGGTTCTGTAAGTTAAACCGCAATTCTAGGGAAGAATTACACATTTACTA
TTCATAGGGTGCTTGATTCAAATATAGTTAATAAATTTTTGTTATTTATATTTGAAAAAATAGAGT
ATCGAAGTGAGAGGTAAGTAAAATCCTTACATTCTATTAGAAGTAAAAAATAACGATATTATCCTA
TCTGAAAGATTTCTCCTTCTTAATCAGTTTACAAAGAGAGAGGTCATACAAGTTATATGAATTAAG
TTATAAAAACAATGGTAAAGGAGTGTACGGAATG�
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Afin de répondre à ces questions, la protéine PlcR a été surexprimée chez E. coli puis 

purifiée. Des expériences de pontage covalent ont été réalisées et le système du double 

hybride chez la levure a été utilisé afin d’étudier les interactions entre les régulateurs. 

 

2. Stratégie envisagée 

2.1 Surexpression et purification du régulateur pléiotrope PlcR 

L’expression de la protéine PlcR dans le vecteur pET-52b (+) a été optimisée par 

l’utilisation des cellules d’E. coli Bl21 codonplus (DE3)-RIL (Stratagene). La purification 

d’une forme doublement taggée (Strep et His) a été réalisée. Ce double tag d‘affinité permet 

d‘améliorer et de raccourcir les étapes de purification et de combiner l’utilisation de différents 

anticorps pour la détection de la protéine. 

Le gène codant pour la protéine PlcR a été cloné aux sites SmaI et SacI du pET-52b (+). 

Dans cette stratégie de clonage il y a élimination en 3’ du codon stop (TAA) afin de traduire 

la queue histidine en C-terminal. On obtient une protéine Strep taguée en N-terminal 

(WSHPQFEK) et His taguée en C-terminal (10 His). Après traduction, ces étiquettes peuvent 

être détectées en Western-Blot grâce à des anticorps spécifiques ou être utilisées pour la 

purification de la protéine sur colonne d’affinité. La 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 système du double hybride en levure en 1989 par Stanley Fields et 

al, a révolutionné la manière dont les interactions protéine-protéine pouvaient être détectées. 

En utilisant des outils d’expression plasmidique dans des cellules de levure génétiquement 

modifiées, un système a été inventé pour prendre en compte la reconstitution d’un facteur de 

transcription fonctionnel (GAL4). Lors de la liaison physique de la protéine X avec la 

protéine Y, le Domaine de liaison à l’ADN (DLA) de l’activateur transcriptionnel est amené à 

proximité immédiate du Domaine d’activation (DA). La reconstitution du facteur de 

transcription fonctionnel active la production d’un marqueur d’auxotrophie, ce qui permet à 

son tour aux cellules de levure de se développer dans un milieu sélectif. Ce système permet de 

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

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

interactions transitoires et difficilement détectables par les méthodes traditionnelles 

biochimiques (coimmunoprécipitation par exemple). Le test est réalisé in vivo et pour détecter 

l’interaction, la purification de la protéine cible n’est pas nécessaire. Les protéines issues de 

cette méthode sont très facilement caractérisables puisque leurs domaines d'interaction sont 

dès lors identifiés. L’utilisation de la levure plutôt que la bactérie pour cette technique repose 

sur la limitation des faux positifs. En effet dans le système "levure", la présence de protéines 

homologues engendrant de fausses interactions avec la protéine étudiée est peu probable.  

 

Le système utilisé dans cette étude est le Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System 3 

commercialisé par Clontech. Ce kit propose une souche de levure optimisée (AH109) afin de 

réduire les faux positifs (Cf Matériel et Méthodes) et les deux vecteurs permettant le clonage 

des gènes appâts (pGBKT7) et des gènes proies (pGADT7). 

Les gènes codant pour les protéines Fnr, ResD, ResE (tronquée de sa partie 

transmembranaire) et PlcR ont été amplifiés à l’aide des amorces référencées dans le tableau 

9. Ces dernières permettent une amplification de l’insert qui portera à ses extrémités une 

séquence homologue au vecteur. En parallèle, les vecteurs de double hybride ont été linéarisés 

par l’enzyme de restriction EcoR1 et les deux molécules d’ADN (insert et plasmide) ont été 

transformées dans la souche de levure W303b. Ceci permet d’effectuer un clonage par 

recombinaison homologue dans la cellule de levure. Après extraction des plasmides 

recombinés, ont obtient les constructions "appâts" et "proies" désirées :  

- pGBKT7-fnr, pGBKT7-resD, pGBKT7-resE et pGBKT7-plcR 

- pGADT7- fnr, pGADT7- resD, pGADT7- resE et pGADT7- plcR 

 

La souche de levure AH109 est transformée simultanément par deux plasmides : l’un code 

pour la protéine recombinante fusionnée au DLA de GAL4 et portant le gène de sélection trp1 

(tryptophane), tandis que l’autre code pour la protéine fusionnée au DA et portant le gène de 

sélection leu2 (leucine). Nous avons donc réalisé dix co-transformations afin de tester toutes 

les interactions possibles. La première étape consiste à sélectionner les levures co-

transformées en les étalant sur un milieu minimum sélectif.  

La deuxième étape consiste à déceler une éventuelle interaction entre les deux protéines 

d’intérêt. L’interaction permettra la reconstitution du transactivateur GAL4 et la transcription 



                                                   Résultats : Interaction entre les régulateurs ResD, Fnr et PlcR. 

            143 

des gènes rapporteurs ade2, his3 et lacZ/mel1, permettant la synthèse d’adénine, d’histidine et 

de la �  ou � -galactosidase.  

 

2.2.2 Pontage covalent 

La méthode du double hybride permet de montrer que deux protéines sont capables 

d’interagir de façon binaire lorsqu’elles coexistent dans le noyau de la levure. La technique 

n’est pas suffisante à elle seule pour valider l’interaction. En effet il est indispensable de 

combiner plusieurs méthodes pour rendre compte d’une interaction. Afin d’explorer les 

interactions entre les régulateurs, nous avons aussi réalisé des expériences de pontage 

covalent.  

Les protéines ResD, Fnr et PlcR purifiées ont été incubées en présence d’agents 

pontants (EDC et sulfo-NHS) puis analysées sur gel SDS-PAGE 12%. La détection des 

protéines est réalisée à l’aide des anticorps anti-histidine après transfert sur membrane. 

 

3 Résultats et discussion 

3.1 Obtention de la protéine PlcR 

Nous avons entrepris la surexpression et la purification de la protéine PlcR 

doublement taggée. La séquence codante de plcR a été clonée dans le vecteur pET52b (+) et la 

construction obtenue a été introduite dans la souche d’expression d’E. coli BL21-(DE3)-Ril 

codon déjà décrite. La purification a été réalisée sur une résine chargée au cobalt (Clontech). 

Au vue de la construction génétique réalisée, la protéine PlcR exprimée a une taille de 

38.675 kDa et un pHi théorique de 6.55. Sa séquence en acides aminés est présentée ci-

dessous. 
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Après induction, les cellules sont lysées par sonication et l’extrait protéique brut 

obtenu est analysé afin de vérifier l’expression de la protéine PlcR. En analysant 

simultanément par électrophorèse un extrait protéique brut de cellules induites et de cellules 

non induites, on retrouve une bande (résultat non montré) présente uniquement dans les 

cellules induites. Une analyse Western-Blot avec détection à l’aide d’un sérum anti-His utilisé 

au 1/500ème, a permis de vérifier que cette bande correspondait bien à la protéine PlcR (Figure 

68). Cette protéine présente bien une taille d’environ 40 kDa. On la retrouve dans l’extrait 

protéique brut avant et après la lyse des cellules (pistes 2 et 3) mais pas dans le surnageant de 

lyse (piste 4). Ce résultat nous indique que la protéine PlcR est restée dans la fraction non 

soluble et qu’elle forme probablement des corps d’inclusion dans nos conditions d’expression. 

Pour cette raison nous avons adapté notre protocole de purification en ajoutant une étape 

permettant de récupérer ces corps d’inclusion. En effet après la lyse des cellules par 

sonication, les corps d’inclusion sont récupérés dans le culot par centrifugation puis lavés 

dans du tampon de lavage (phosphate de sodium 50 mM, NaCl 150 mM, triton X-100 1%, pH 

7.0). Le culot contenant les corps d’inclusion est ensuite dissout dans du tampon de 

dissolution (phosphate de sodium 50 mM, Urée 8M, pH 7.0). Après centrifugation, on obtient 

le lysat cellulaire à purifier. La suite de la purification est réalisée de façon classique comme 

décrit pour les protéines ResD et Fnr. 
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A chaque étape de la purification, un échantillon est conservé de manière à être 

analysé en SDS-PAGE. Le résultat obtenu est présenté figure 69.  
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L’électrophorèse révèle la présence d’une bande dominante qui pourrait correspondre 

à PlcR. Sur le gel, la taille de la protéine surexprimée, environ 42 kDa, correspond bien à la 

taille théorique du polypeptide qui est de 38.675 kDa.  

La purification des corps d’inclusion n’a pas été une étape critique, dans la mesure où ces 

agrégats ont été facilement isolés par centrifugation après dissolution. En effet on retrouve 

bien PlcR dans le surnageant de lyse et les deux lavages des corps d’inclusion (pistes 4, 5 et 

6). Si on s’intéresse aux pistes 7 et 8 qui correspondent respectivement à la fraction déposée 

sur la résine chargée au cobalt et celle non retenue, on constate que la protéine PlcR ne se fixe 

pas sur cette dernière. En effet on la retrouve concentrée dans la fraction non retenue et non 
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pas dans les fractions d’élution. La protéine PlcR ne s’est pas fixée sur la résine chargée au 

cobalt. On travaillera donc sur la fraction non retenue sur la résine qui est relativement propre 

malgré la présence de deux bandes contaminantes qui sont largement minoritaires en 

coloration au bleu de Coomassie. Cette fraction est concentrée et désalée comme présenté 

dans l’article n°1.  

 

Afin d’obtenir de plus grande quantité de la protéine PlcR et surtout une protéine pure, 

nous envisagerons d’utiliser la souche BL21� DE3 co-transformée par les vecteurs 

d’expression pET28.16� plcR et pREP4-groESL (Amrein et al., 1995). Le plasmide 

pET28.16� plcR permet l’expression d’une protéine PlcR His-taggée en C-terminal tandis que 

le plasmide pREP4-groESL permet l’expression des chaperons moléculaires d’E. coli, GroEL 

et GroES. Ces derniers permettent de limiter la formation d’agrégats de la protéine 

recombinante dans la cellule. Dans ces condition, la purification de la protéine PlcR a déjà été 

réalisée avec succès (Slamti & Lereclus, 2002). 

 

 

3.1 Interactions entre les régulateurs : test de l’activité � -Gal 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

;��#��� 93��� &������ �����#�� 
��� ��� �*��-��� 	�#���� �* ���	�� ���B� ��� ���#��'� ����
��#����� 	�� ���#��� ���� 
�
� ��
�$#
��� �#�� ��?6�
���#� 8��� ��� 
�
������ 	�� Y�N�/��� 7�
�������	��%��������	�44
������
���������#���������% �	��#�����'��

 
 
 

Témoin + Témoin - ResD/ResD

ResD/ResE ResD/Fnr ResD/PlcR

ResE/ResE ResE/Fnr ResE/PlcR

Fnr/Fnr Fnr/PlcR PlcR/PlcR

Témoin + Témoin - ResD/ResDTémoin + Témoin - ResD/ResD

ResD/ResE ResD/Fnr ResD/PlcRResD/ResE ResD/Fnr ResD/PlcR

ResE/ResE ResE/Fnr ResE/PlcRResE/ResE ResE/Fnr ResE/PlcR

Fnr/Fnr Fnr/PlcR PlcR/PlcRFnr/Fnr Fnr/PlcR PlcR/PlcR
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Nous avons testé toutes les combinaisons d’interaction possibles entre les régulateurs 

(ResD, ResE, Fnr, PlcR). Pour chaque interaction testée, 3 clones sont "spottés" à raison de 3 

dilutions successives sur milieu minimum (SD-Trp-Leu-His + X-� -Gal). Après 72h 

d’incubation à 30°C, les clones ayant poussé sur ce milieu de sélection sont ceux produisant 

des protéines recombinantes qui interagissent.  

Pour les témoins, on constate que la présence des constructions pGBKT7-53/pGADT7-T 

(témoin positif) est indispensable à la croissance et à la coloration bleue de la souche de 

levure AHI09, indiquant qu’il a une interaction entre la protéine p53 et l’antigène T du SV40. 

En revanche les clones hébergeant les vecteurs du témoin négatif n’ont pas poussé indiquant 

que comme attendu, la laminine C ne présente pas de partenaire protéique. Nos témoins sont 

donc de bons indicateurs d’interaction. 

Ces résultats montrent que la présence des constructions pGBKT7-ResD/pGADT7-

ResD permet comme pour le témoin positif, la croissance et la coloration bleue. Par 

conséquent, cela pourrait démontrer que la protéine ResD s’associe en dimère. Aucune autre 

interaction n’est obtenue à l’aide de cette méthode dans nos conditions.  

 

3.2 Interactions entre les régulateurs : dosage de l’activité � -Gal 

 
En double hybride, le dosage de l’activité �  galactosidase peut nous donner une idée de 

la force de l’interaction entre deux protéines testées. Chaque mesure représente l’activité de 3 

clones différents et chaque mesure est réalisée trois fois (Figure 71).  

Les résultats obtenus confirment l’interaction entre deux monomères ResD obtenue lors 

du test de l’activité � -Gal en double hybride. Nous confirmons aussi l’interaction entre deux 

monomères de Fnr observée par la méthode du pontage covalent (article 1). Par comparaison 

avec le témoin positif on peut conclure à une interaction positive entre ResD et PlcR, Fnr et 

PlcR ainsi qu’une association en dimère de ResE et PlcR (interaction ResE/ResE et 

PlcR/PlcR). En revanche aucune interaction n’est observée entre ResD et ResE, ResE et Fnr, 

ni ResE et PlcR dans ces conditions. 
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 Le tableau présenté ci-dessous résume les interactions mises en évidence grâce à la 

méthode du double hybride. 
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Les résultats obtenus avec la technique du double hybride montre que les protéines 

ResD, ResE, Fnr et PlcR sont capables de s’associer en homodimères. Ces résultats sont en 

accord avec la littérature et les résultats déjà obtenus. En effet nous avons montré au cours de 

cette étude que les protéines Fnr (article 1) et ResD (article 2) étaient capables de former un 

homodimère.  
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La protéine ResE est une histidine kinase et ces protéines sont généralement membranaires et 

agissent sous leur forme homodimérique (West & Stock, 2001). Enfin, il est admis que deux 

monomères de PlcR se dimérisent via les domaines TPR (Declerck et al., 2007). L’interaction 

entre Fnr et ResD confirme les résultats obtenus en Far Western Blot (article 2).  

Les interactions les plus intéressantes et mises en évidence ici, sont celles entre le régulateur 

pléiotrope PlcR et les régulateurs redox Fnr et ResD. Elles suggèrent que ces régulateurs 

entrent dans un complexe moléculaire pour réguler la synthèse des entérotoxines chez B. 

cereus. Ce constat vient confirmer l’hypothèse ayant initiée cette étude. En effet la disposition 

des boîtes de fixation pour Fnr, ResD et PlcR sur les régions promotrices, laissait présager une 

action combinée de ces régulateurs. 

Bien qu’il présente de nombreux avantages, le système du double hybride ne peut servir à 

détecter toutes les interactions protéiques. En effet, des protéines peuvent ne pas se replier 

correctement à l'intérieur de la cellule ou peuvent aussi ne pas être transloquées vers le noyau 

(comme les protéines membranaires par exemple). On suppose que ResE, qui est une protéine 

membranaire, entrera moins facilement en interaction avec des partenaires protéiques 

éventuels. 

 
 

3.3 Réaction de pontage covalent entre les régulateurs 

La méthode du double hybride permet de montrer que deux protéines sont capables 

d’interagir de façon binaire lorsqu’elles coexistent dans le noyau de la levure. La technique 

n’est pas suffisante en soi pour valider l’interaction. Afin d’explorer les interactions entre les 

régulateurs, nous avons aussi réalisé des expériences de pontage chimique.  

Les protéines ResD, Fnr et PlcR purifiées ont été incubées en tampon 10 mM MOPS, 

pH 7.5 contenant 12.5 mM d’EDC et 5 mM de sulfo-NHS puis analysées sur gel SDS-PAGE 

12%. Un mélange témoin des trois protéines sans agent réticulant a été déposé dans le puit 

n°1. Les puits 2 à 7 contiennent les deux protéines dont on souhaite étudier l’interaction. 
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Les résultats de pontage covalent montrent que ResD s’associe en dimère. Ceci est 

visualisé par l’apparition d’une bande à environ 65 kDa (piste 4 (complexe a)). Ce complexe 

est aussi retrouvé dans tous les puits présentant une migration de la protéine ResD après 

incubation avec les agents pontants (piste 3 et 6). Cette observation est cohérente avec les 

résultats obtenus en double hybride.  

Comme montré dans l’article 1, après réaction de pontage, Fnr se présente aussi sous la forme 

d’un dimère avec apparition d’une bande à environ 50 kDa (pistes 2 et 5 (complexe b)). 

L’incubation de PlcR avec les agents pontants ne conduit pas à la formation de structure 

quaternaire.  

L’incubation de ResD et Fnr avec les réactifs de pontage conduit à l’apparition de deux 

bandes supplémentaires. Une bande à 65 kDa qui correspond au dimère de ResD déjà identifié 

et une bande à environ 120 kDa (piste 3 (complexe c)) qui correspond en taille au quadruple 

de la masse d’un monomère de ResD ou Fnr (environ 30 kDa). Il pourrait s’agir d’une 

association entre un dimère de ResD et un dimère de Fnr.  
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L’incubation de PlcR avec ResD et Fnr ne conduit pas à la formation d’oligomère dans ces 

conditions de pontages covalents (pistes 5, 6 et 7). Une interaction entre PlcR et les protéines 

ResD et Fnr ayant été mise en évidence par la technique du double hybride, on peut supposer 

que dans ce cas les conditions ne sont pas favorables pour que les protéines interagissent. 

Contrairement au double hybride, les expériences de cross-linking sont réalisées in vitro et les 

protéines étudiées présentent des extensions (tags) qui peuvent gêner leur repliement et donc 

leur activité. 

 

 

 

 

 
Par la technique du double hybride, nous avons mis en évidence que le régulateur 

pléiotrope PlcR interagissait physiquement avec les régulateurs redox Fnr et ResD. Ceci est 

en accord avec la position des boîtes de fixation de ces régulateurs au niveau des régions 

promotrices des gènes codant pour les entérotoxines Hbl et Nhe. La régulation de la 

toxinogenèse pourrait donc faire intervenir un complexe protéique tripartite intégrant Fnr, 

ResD et PlcR. 
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Les bactéries sont présentes dans la plupart des biotopes. Ces environnements sont en 

constante évolution, rendant les conditions de croissance de ces organismes plus ou moins 

favorables à leur développement. Ainsi, elles ont appris à détecter ces changements 

environnementaux et à adapter leur métabolisme en conséquence (Hoch, 2000). Les signaux 

détectés par les bactéries sont très divers et parmi eux on trouve le potentiel 

d’oxydoréduction. Chez les bactéries, la détection de ce signal environnemental fait intervenir 

des protéines dites "senseur" et il en résulte la mise en œuvre d’une réponse adaptative 

pouvant concerner le métabolisme ainsi que la virulence pour les organismes pathogènes. 

Notre modèle d’étude, B. cereus, est un pathogène alimentaire doté de grandes capacités 

métaboliques et capable de se développer dans des conditions de bas potentiel 

d’oxydoréduction. 

 

Mes travaux de recherche s’inscrivent dans l’étude de la régulation de la toxinogenèse 

de B. cereus. Ils font suite à une étude réalisée sur l’effet de l’oxygène et d’un bas potentiel 

d’oxydoréduction sur la croissance et la toxinogenèse de la souche diarrhéique F4430/73. 

Cette étude avait aboutit à la caractérisation de deux systèmes régulateurs impliqués dans le 

métabolisme mais aussi dans l’expression des entérotoxines. L’adaptation à un environnement 

réducteur tel que le milieu intestin où sont produites les entérotoxines, s’accompagne d’une 

activation de la production des toxines Hbl et Nhe. Cette activation implique au moins deux 

régulateurs rédox : la protéine à centre [Fe-S] Fnr et le système à deux composants ResDE. 

Mon travail a consisté en la caractérisation de ces deux systèmes.  
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Chez B. cereus, la production des facteurs majeurs de virulence est régulée par des 

mécanismes moléculaires complexes. Au début de cette étude, la protéine Fnr et le système à 

deux composants ResDE étaient deux nouveaux systèmes de régulation de la toxinogenèse 

identifiés chez B. cereus. Cependant leur mécanisme d’action restait totalement inconnu. Ce 

travail apporte les preuves moléculaires et biochimiques de leur implication dans la virulence 

de ce pathogène.  

Nous avons montré que la protéine Fnr régulait directement la transcription des gènes 

codant pour les entérotoxines Hbl et Nhe via sa fixation sur la région promotrice des gènes 

codant pour ces dernières. Cette étude a révélé que cette fixation de la protéine Fnr sur ses 

séquences d’ADN cibles, présentait plusieurs caractéristiques. Contrairement à son 

homologue chez B. subtilis, la protéine Fnr de B. cereus est un facteur transcriptionnel actif 

indépendamment de l’intégrité de son centre [Fe-S]. De plus, sous sa forme Apo, Fnr n’est 

capable de se fixer sur l’ADN que sous sa forme monomérique et son état d’oligomérisation 

dépend du POR. Un modèle de régulation de l’expression des entérotoxines en aérobiose 

impliquant Fnr et le POR a pu être proposé : 
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Nous avons montré que la protéine Fnr était capable d’incorporer un centre fer soufre 

en condition d’anaérobiose.  

Monomère
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Afin de finaliser l’étude sur l’implication de la protéine Fnr dans la régulation de la 

toxinogenèse, il conviendra de caractériser le domaine senseur de ce régulateur. Pour cela, 

nous avons entrepris une collaboration (Laboratoire de Biochimie, Biophysique et Systèmes 

Intégrés, CEA, Grenoble) pour déterminer, par une analyse de résonance paramagnétique 

électronique (RPE) après purification de l’apoprotéine et reconstitution de son centre [Fe-S], 

la nature et l’état d’oxydoréduction du centre [Fe-S] en anaérobiose. La RPE est une méthode 

de spectroscopie sous champ magnétique. Elle est utilisée pour observer les entités 

moléculaires contenant des électrons non appariés ou des centres contenant des métaux de 

transition tels que le fer. Une fois la nature du centre connu, nous entreprendrons des dosages 

du fer et du soufre afin d’estimer la quantité présente dans la protéine Fnr. Ces données nous 

aideront à confirmer la nature du centre [Fe-S]. Une fois ces caractéristiques structurales 

établies, nous entreprendrons des expériences de retard sur gel sur les régions promotrices 

étudiées avec la protéine sous sa forme holo réduite et oxydée. Cette étude visera à identifier 

l’état redox associé au maximum d’activité du régulateur et à estimer sa sensibilité aux 

molécules senseurs 02 (cas de l’aérobiose) et NO (cas de la respiration nitrate). On cherchera 

ensuite à déterminer les sites spécifiques de fixation de Fnr en réalisant des expériences de 

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

 

 

Les expériences menées sur le système à deux composants ResDE apportent de 

nouvelles données biochimiques permettant de mieux comprendre le mécanisme moléculaire 

responsable de la transduction du signal par ce système. Nous avons caractérisé le mécanisme 

de phosphorylation du senseur ResE et du régulateur ResD. Cette caractérisation a montré que 

ce système partage le mécanisme de base commun à tous les systèmes à deux composants. En 

effet nous avons montré que la protéine ResE présentait une activité d’autophosphorylation et 

de transphosphorylation de la protéine ResD.  

Nous avons pu montrer que le régulateur ResD se lie à la séquence promotrice de son 

propre opéron, ce qui suggère que ce système est autorégulé, à l'instar de nombre d'autres 

systèmes à deux composants. ResD est capable de se fixer aux régions promotrices des gènes 

ResDE, fnr, plcR, hbl et nhe indépendamment de son état de phosphorylation et ResD 

présente une meilleure affinité pour les régions promotrices des entérotoxines et du régulateur 

pléiotrope PlcR. ResD phosphorylé (ResD-P) présente une meilleure affinité pour les régions 

promotrices de resDE et fnr tandis que ResD non phosphorylé se comporte de la même 

manière que ResD-P sur les régions promotrices de plcR, hbl et nhe. La phosphorylation de 
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ResD n’est donc pas indispensable pour sa fixation sur l’ADN mais semble augmenter son 

affinité pour certaines régions promotrices de gènes qu’il régule. De plus l’état de 

phosphorylation de ResD n’affecte ni son état d’oligomérisation ni sa capacité de fixation sur 

l’ADN. Enfin les deux régulateurs, ResD et Fnr, sont non seulement capables de lier l’ADN 

de manière coopérative mais interagissent ensemble indépendamment de la présence de leur 

ADN cible.  

Des travaux antérieurs ont montré que ResD-P et Fnr étaient nécessaires pour 

l’activation de nhe et hbl et que Fnr ne pouvait pas induire leur activation en l’absence de 

ResD-P mais le pouvait en l’absence de ResD. En associant ces résultats à ceux obtenus au 

cours de cette étude, nous avons suggéré que ResD-P pourrait agir comme un co-activateur et 

que ResD agirait comme un anti-activateur du régulateur Fnr (voir figure ci-dessous). 
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Ces résultats devront être confirmés par l’analyse de l’interaction ResD/Fnr en 

utilisant cette fois la forme Holo (c’est à dire reconstituée) du régulateur Fnr. 

 

 

Cette étude a permis d’émettre l’hypothèse de l’implication d’un complexe triprotéique dans 

la régulation de la toxinogenèse. Les trois régulateurs : ResD, Fnr et PlcR semblent être 

capables de s’associer physiquement et on peut penser qu’ils coopèrent au sein d’un réseau 

complexe de régulation. Ces résultats seront à vérifier. 

 

L’interaction entre ResD, Fnr et PlcR et la formation de complexes supramoléculaires 

devra être étudiée de façon plus approfondie. Des expériences utilisant la technologie 

BIAcore sont envisageables. Cette technique permet d'étudier les interactions moléculaires en 

temps réel sans marquage des interactants. Le suivi en temps réel permet de déterminer les 

constantes cinétiques d'association et de dissociation, et d'en déduire la valeur de la constante 

d'affinité. La concentration en molécules fonctionnelles, la stoechiométrie, la cartographie des 

sites d'interaction ainsi que certains paramètres thermodynamiques peuvent également être 

déterminés par cette technologie. 

 

 

L’identification d’autres partenaires des régulateurs Fnr et ResD sera envisagée à 

l’aide d’une autre application du double hybride. Il s'agira d'un véritable crible génétique 

utilisant des banques de protéines de fusion réalisée à partir d'ADN génomique de B. cereus. 

Deux banques d’ADN génomique ont déjà été construites à cet effet dans le plasmide 

pGADT7. Celles-ci seront criblées en utilisant Fnr et ResD comme appâts. 

Afin d’identifier d’autres régulateurs de la virulence de B. cereus, une analyse 

comparative du protéome des mutants � resDE, � resE et � fnr pourra aussi être envisagée. Ce 

type d’approche protéomique a déjà été réalisée et plusieurs facteurs de virulence ont été 

identifiés à partir du protéome extracellulaire de B. cereus ATCC14579 (Gohar et al., 2002).  
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Cette étude apporte pour la première fois la "preuve moléculaire" de l’implication des 

régulateurs Fnr et ResDE dans un mécanisme pouvant moduler la virulence de B. cereus en 

réponse à un changement de l’état redox du milieu. Outre son rôle sur le mécanisme de 

fonctionnement de ces régulateurs, le potentiel d’oxydoréduction est un paramètre dont 

l’étude prend énormément d’importance. La croissance des micro-organismes est influencée 

par les conditions physico-chimiques de leur environnement. En effet, chaque espèce a ses 

propres conditions optimales de développement suivant la température, le pH, la pression 

osmotique ou encore le potentiel d’oxydoréduction. Ce dernier est un facteur présent dans un 

grand nombre d’environnement et son impact sur les produits de l’industrie agro-alimentaire 

lui donne un intérêt tout particulier. 

Comprendre les mécanismes moléculaires qui confèrent à une bactérie pathogène 

l’aptitude à s’adapter, coloniser et envahir un environnement, constitue un enjeu de première 

importance et peut guider la conception de nouvelles stratégies de lutte contre les agents 

pathogènes. 
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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 Agroparc, 84914 Avignon cedex 9 
Julia.Esbelin@avignon.inra.fr 

Bacillus cereus est un pathogène opportuniste à l’origine de deux types de toxi-infections 

alimentaires. L’une causée par un petit peptide toxique (céreulide) est à l’origine du syndrome 

émétique, et l’autre causée par un ensemble de toxines protéiques produites dans l’intestin grêle (HBL, 

Nhe et CytK) est à l’origine du syndrome diarrhéique. L’expansion des plats cuisinés et les traitements 

thermiques modérés, font de cet organisme un pathogène émergent pour lequel il est important de 

comprendre le mécanisme de toxinogenèse. 

Des études récentes ont mis en évidence deux nouveaux systèmes de régulation des entérotoxines qui 

agissent, en partie, indépendamment du régulateur pléiotrope connu, PlcR (Phospholipase C 

Regulator). Il s’agit du système à deux composants ResDE (1) et de la protéine Fnr (Fumarate Nitrate 

Reductase) (2), tous deux étant également des régulateurs du métabolisme fermentaire de B. cereus. 

Cette étude vise d’une part à étudier la fixation de ces régulateurs sur des séquences spécifiques de hbl 

et nhe et d’autre part l’existence d’interactions protéiques. Pour cela les régulateurs ont été exprimé 

chez E. Coli et purifié pour la mise en œuvre de techniques visant à étudier leur mécanisme d’action.  

Après analyse des séquences, in silico, des expériences de retard sur gel menées sur les régions 

promotrices des entérotoxines, montrent une action directe de ResD et Fnr au niveau transcriptionnel 

sur la production des toxines HBL et Nhe. Des expériences de Far-Western et Cross-linking montrent 

qu’il existe des interactions entre les régulateurs (Fnr/ResD, Fnr/PlcR). L’ensemble de ces résultats 

confirme l’implication de la voie de régulation impliquant le système ResDE et la protéine Fnr et ceci 

via une action directe et dépendante, en partie, de la formation de complexes protéiques. 

 

(1) Duport C, Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P. (2006) Control of enterotoxin gene expression in Bacillus cereus 

F4430/73 involves the redox-sensitive ResDE signal transduction system. J Bacteriol, 188(18):6640-51. 

(2) Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P, Duport C. (2007) The redox regulator Fnr is required for fermentative 

growth and enterotoxin synthesis in Bacillus cereus F4430/73. J Bacteriol. 189(7):2813-24. 
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 Bacillus cereus est un pathogène opportuniste à l’origine de deux types de toxi-infections 

alimentaires. Le syndrome diarrhéique (le plus commun) résulte de la production d’entérotoxines 

(HBL, Nhe et CytK) dans l’intestin grêle de l’hôte. L’expression des entérotoxines Hbl et Nhe est sous 

le contrôle transcriptionnel du régulateur de virulence PlcR et des régulateurs globaux ResDE (1) et 

Fnr (2). Fnr est une protéine de 230 acides aminés contenant un domaine Crp en N-terminal et un 

domaine de fixation à l’ADN de type HTH suivi d’un domaine senseur constitué de 4 cystéines 

(capable de fixer un centre Fe-S) en C-terminal. L’objectif du travail présenté était de déterminer si 

Fnr régulait directement la transcription des gènes codant pour les entérotoxines, autrement dit de 

déterminer si Fnr était capable de se fixer au niveau des régions promotrices des opérons hbl et nhe. 

Afin de tester cette hypothèse, Fnr a été exprimée et purifiée sous la forme de deux protéines 

recombinantes, l’une possédant une étiquette histidine en C ter (FnrHis) et l’autre une étiquette 

Streptavidine en N ter (StrepFnr). Des expériences de retard sur gel ont été effectuées pour tester la 

capacité de ces deux protéines recombinantes à se fixer sur les régions promotrices des gènes de 

structure et de régulation des entérotoxines. 

Les résultats ont montré que les deux protéines recombinantes étaient produites sous forme 

d’apoprotéines en aérobiose. FnrHis est majoritairement monomérique en solution alors que StrepFnr est 

majoritairement dimérique. FnrHis est capable de se fixer aux régions promotrices étudiées sous sa 

forme native (oxydée). StrepFnr n’est capable de se fixer sur l’ADN que sous sa forme réduite (après 

addition de DTT). Sous sa forme réduite, StrepFnr est majoritairement monomérique. En conclusion, 

apoFnr n’est capable de se fixer sur l’ADN que sous sa forme monomérique et son état 

d’oligomérisation dépend du POR. Un modèle de régulation de l’expression des entérotoxines en 

aérobiose impliquant Fnr et le POR a été proposé (3). 

 

(1) Duport C, Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P. (2006) Control of enterotoxin gene expression in Bacillus cereus 

F4430/73 involves the redox-sensitive ResDE signal transduction system. J Bacteriol, 188(18):6640-51. 

(2) Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P, Duport C. (2007) The redox regulator Fnr is required for fermentative 

growth and enterotoxin synthesis in Bacillus cereus F4430/73. J Bacteriol. 189(7):2813-24. 
(3) Esbelin J, Jouanneau Y, Armengaud J, Duport C. (2008) ApoFnr binds as a monomer to promoters regulating 

the expression of enterotoxin genes of Bacillus cereus. J Bacteriol. doi:10.1128/JB.00336-08. 
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Bacillus cereus is an opportunistic pathogen responsible of two types of food-borne 

diseases, classified as emetic and diarrhoeal syndromes. The diarrhoeal syndrome results from 

the production of enterotoxins (Hbl, Nhe and CytK) in the host small intestine, which is 

characterized by an anaerobic atmosphere and low oxidoreduction potential (ORP). The 

ability of B. cereus to produce enterotoxins and grow well under these conditions is controlled 

by both the two component system ResDE (1) and the redox regulator Fnr (Fumarate Nitrate 

Reductase) (2). Fnr, which belongs to the Crp family of transcriptional regulators is also 

essential for enterotoxin expression under oxic conditions (2). This suggests that B. cereus 

could exist in an active state under aerobiosis and thus conserve some site-specific DNA 

binding properties.  

To test this hypothesis, Fnr was overexpressed and purified both as a C-terminal His-tagged 

(FnrHis) and a N-terminal Strep-tagged (FnrStrep) fusion protein. EMSAs were then used to test 

the ability of FnrHis and FnrStrep to bind to fnr, resDE, hbl, nhe and plcR promoter regions.  

The results showed that both recombinant Fnr was produced as an apoform and was able to 

bind all the tested target sequences only under its monomeric form. Therefore, the aerobic 

regulation of enterotoxin is regulated by apoFnr both directly and indirectly (via ResDE and 

PlcR). In addition, interaction of apoFnr with its specific sequences depends of its oligomeric 

state.  

 

(1) Duport C, Zigha A, Rosenfeld E, Schmitt P. (2006) Control of enterotoxin gene expression in Bacillus cereus 
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