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-3 .



Liste des abréviations

EcNikR Q2E :
EDTA :
EGTA :
EMSA :
eq:
ESI-TOF :
EXAFS:
FBA :

Fl:
FPLC:
FT:

HA:

H/D :
HEPES :
HpFUR :
HpNiKR :
HpNikR M1 :
H. pylori :
ICBIC :
ICT :
IPTG :
ITC:

JBIC :
Kd:
LMCT :
MOPS :
MtZUR :

ANt9-HpNikR :

NTA:
N-ter :
PaFUR :
PAR:
pb:

NikR d’Escherichia coli mutant GIn2 = Glu2
Acide éthylénediaminetétraacétique

Acide éthylene glycol tétraacétique
Electrophoretic Mobility Shift Assay

équivalent

ElectroSpray Ionization-Time Of Flight
Extended X-Ray Absorption Fine Structure

Filter Binding Assay (Technique de liaison sur filtre)

Fluorescéine

Fast Protein Liquid Chromatography
Facteur de Transcription
Haute Affinité (site HA)

échange Hydrogéne/Deutérium

Acide (2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethanesulfonic

Ferric Uptake Regulator d’Helicobacter pylori
NikR d’Helicobacter pylori

NikR d’Helicobacter pylori _mutant HO9A-H101A-C107S

Helicobacter pylori

International Conference on Biological Inorganic Chemistry

Inhibiteur de la chymotrypsine et de la trypsine

Isopropyl-B-D-Thio-Galactopyranoside

Isothermal Titration Calorimetry ou Calorimétrie Isotherme a

Titration

Journal of Biological Inorganic Chemistry
Constante de dissociation

Ligand-Metal Charge Transfert

Acide 3-(N-morpholino) propane sulfonique

Zinc Uptake Regulator de Mycobacterium tuberculosis

NikR d’ Helicobacter pylori dépourvue de son extension N-ter

Acide nitrilotriacétique

N-terminal

Ferric Uptake Regulator de Pseudomonas aeruginosa

4-(2-pyridylazo) résorcinol

Paire de bases

-4 -



Liste des abréviations

PhNikR :

PM :
PMSF :
PVDF :

RDA :
RDM :

RF:

RMN :

RPE :

RX:

SDS :
SDS-PAGE :
TCA :

TPP :

TSP :
Transporteur ABC :
UP élément :
UV-Vis:

VS

WT:
XANES :
XAS :

NikR de Pyrococcus horikoshii

point Isoélectrique

Poids moléculaire

Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride

Polyvinylidene fluoride (membrane)

anisotropie

Répression Directe de la transcription par la protéine Apo
Répression Directe de la transcription en présence du cofacteur
Métallique

Rapport frontal

Résonance Magnétique Nucléaire

Résonance Paramagnétique Electronique

Rayon X

Sodium DodécylSulfate

Sodium DodécylSulfate - Protein Analysis Gel Electrophoresis
Acide trichloroacétique

TétraPhénylPhosphonium ~ cofacteur de BmrR

Transcription Start Point

Tranporteur ATP-Binding Cassette

Upstream Promoteur element ou élément en amont du promoteur
Ultra Violet - Visible

versus

Wild-type (sauvage)

X-ray Absorption Near Edge Structure
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La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

Deux classes d’ions métalliques sont distinguables dans le vivant. La premiére classe
comprend des métaux « toxiques » tels que le mercure et le plomb. Ces métaux doivent étre
¢liminés de 1’organisme via des processus de détoxication ou transformés en matiére moins
nocive pour le vivant. La mise en place de tels processus nécessite la présence de protéines
capables de détecter a basse concentration (10" a 10"*M) ces métaux.

La seconde classe comprend des métaux de transition « essentiels » tels que le fer, le zinc, le
cuivre et le nickel. Ils participent indirectement a de nombreux processus physiologiques en
agissant soit en tant que cofacteur d’enzymes soit en facilitant le bon repliement des
protéines. Ces métaux sont certes essentiels, toutefois leurs concentrations intracellulaires ne
doivent pas dépasser un certain seuil au dela duquel ils seront toxiques pour 1’organisme. Les
bactéries régulent finement ces variations de concentration en contrélant 1’importation,
I’exportation et le stockage des métaux. Le contrdle de ces fonctions passe par une régulation
de I’expression génique particulieérement au niveau transcriptionnel par des protéines dites

métallorégulatrices.

Cette introduction bibliographique sera constituée de plusieurs parties.

Dans un premier temps, je redéfinirai les fondements de la transcription (I.1 p- 30 -)
chez les procaryotes avant de présenter les différentes familles de métallorégulateurs
présentes chez les bactéries (1.2 p- 36 -). Une présentation des caractéristiques de ceux-ci sera
faite en insistant entre autre sur les modes d’actions de ces régulateurs. Il est a noter que la
lecture de cette partie n’est pas indispensable a la compréhension des résultats.

Dans un second temps, je présenterai les deux métallorégulateurs sur lesquels mes
travaux se sont principalement portés: NikR d’Escherichia coli (1.3 p- 68 -) et NikR
d’Helicobacter pylori (1.4 p- 88 -). Une présentation des données de la littérature actualisée
sera faite. De nombreuses données ont été publiées en paralléle de mes travaux de theése (cf.
année des références bibliographiques). Ceci m’a d’ailleurs conduit & réorienter a plusieurs

reprises mon travail.
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I.1. La transcription chez les procaryotes

I.1.1.  Généralités

Les bactéries produisent des milliers de protéines différentes qui sont indispensables pour les
fonctions cellulaires ou pour 1’adaptation a des changements environnementaux. Toutes ces
protéines ne sont pas nécessaires en méme temps ou dans les mémes proportions. La
régulation de I’expression des génes est de ce fait nécessaire pour permettre a la bactérie de
faire face « rapidement » a des changements mais aussi pour limiter la synthése inutile de
protéines. Les mécanismes de régulation mis en place affectent les deux étapes requises pour
la synthése d’une protéine : la transcription et la traduction. Seule la transcription sera

abordée par la suite.

[.1.2. La transcription en quelques mots

La transcription d’un geéne s’effectue en trois temps: I’initiation, 1’¢longation et la
terminaison.

L’initiation de la transcription comprend de nombreuses étapes (Figure 1.1) (Wosten, 1998).
La premicre, consiste en la liaison d’une enzyme, I’ARN polymérase couplée a un facteur o,
sur une séquence d’ADN spécifique reconnue comme étant un promoteur. Cette
reconnaissance est permise par le facteur . La liaison du complexe actif au promoteur résulte
dans la formation d’un complexe dit fermé qui est ensuite converti en complexe ouvert avec
un dépliement de ’ADN a proximité du +1 de transcription. Une transcription abortive est
alors initiée (formation de petits ARN de 2 a 12 pb), le complexe ternaire formé reste au
niveau de la région promotrice. L’initiation de la transcription est limitée par la difficulté a
former des complexes ouverts. Le facteur ¢ se dissocie ensuite de I’enzyme, cette dernicre
perd alors son affinité et sa spécificité pour le promoteur. La transcription débute alors, c’est
I’étape d’¢longation caractérisée par la synthése de I’ARN messager. L’¢longation de I’ARN
se fait dans le sens 5° — 3. La transcription de I’ARN se poursuit jusqu’a la rencontre d’un
motif de terminaison par I’enzyme. Cette derniére se dissocie alors de I’ADN et I’ARNm est

libéré.
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ARN polymérase Facteur o

@ Complexe actif

Complexe fermeé

Complexe ouvert

Complexe ternaire

Elongation
Relargage
du facteur
5

Figure I.1 Représentation schématique des différentes étapes de I’initiation de la transcription avec I’ARN
polymérase associée a son facteur 6. L’enzyme activée (complexe actif) se lie au promoteur pour former un
complexe fermé. Des changements conformationnels de ce dernier ont lieu permettant I’ouverture dans la région
-10 du promoteur. Dans cet état I’enzyme commence la transcription en formant des ARN abortifs, un complexe
ternaire est formé. Ensuite le facteur o se dissocie et I’enzyme débute 1’élongation de I’ARNm (Wosten, 1998).

I.1.3.  Larégulation de la transcription

La transcription constitue un niveau de contrdle essentiel dans la régulation de 1’expression
génique. Les mécanismes mis en jeu font intervenir dans un premier temps I’ARN polymérase
et le facteur sigma qui sont les partenaires de la transcription ainsi que des partenaires
extérieurs : « des régulateurs de la transcription » qui peuvent réprimer ou alors activer cette

derniére.

[.1.3.1. Régulation par I’ARN polymérase et les facteurs sigma
L’initiation de la transcription est dépendante de I’ARN polymérase (ARNpol) et du facteur
sigma.
Il n’existe qu'une ARNpol chez les procaryotes contrairement aux eucaryotes. Cette enzyme
comprend différentes sous-unités : 2 unités o, 1 unité B, 1 unité B’ et 1 unité ® qui servirait de

chaperonne pour 1’unité 8’ (Figure 1.2) (Browning & Busby, 2004).
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!

UP element Extension
-10

Figure 1.2 Machinerie de transcription chez les procaryotes avec I’ARN polymérase associée au facteur o
positionnée sur les régions -35 et -10 du promoteur d’un geéne. La fléche indique le début et le sens de la
transcription. Le facteur o permet, avec ses régions 4 et 2, la reconnaissance des régions -35 et -10 du promoteur.
La région 3 est impliquée dans la reconnaissance d’extension de la région -10. Le domaine N-ter de la sous unité
o (o) interagit avec le corps de I’enzyme constitué des unités 3 et f°. Le domaine C-ter de la sous-unité a (o.c)
interagit ici avec une région en amont du promoteur (UP element) plus précisément en amont du motif -35
(séquence riche en A/T). La contribution des différents éléments (-10 ;-35 ; extension -10 ; et UP element) du
promoteur fluctue d’un promoteur a I’autre (Browning & Busby, 2004).

Cet ensemble constitue le ceeur de I’enzyme c'est-a-dire la machinerie qui permet la synthése
de ’ARN a partir de ’ADN. Cependant cet ensemble ne peut initier la transcription de géne
seul. Cette enzyme présente une haute affinité pour ’ADN mais aucune spécificité. Sa
spécificité provient de sa liaison avec une sous-unité supplémentaire appelé facteur . Leur
association induit des changements conformationnels qui tend a diminuer Dl’affinité du
« complexe actif » pour ’ADN. Les facteurs ¢ s’associent de fagon réversible au coeur de
I’enzyme pour former le « complexe actif » capable d’initier une transcription spécifique. Ces
facteurs permettent a 1’enzyme de reconnaitre spécifiquement des régions d’ADN, les
promoteurs des geénes et de s’y lier. Les facteurs ¢ reconnaissent deux séquences conservées
dans la région promotrice : un motif en -10 (boite de Pribnow) et un motif en -35 par rapport
au site d’initiation de la transcription. L’espacement entre ces deux motifs est important pour
le bon positionnement de 1’enzyme et I’initiation de la transcription.

Plusieurs facteurs ¢ sont synthétisés par les bactéries (Tableau I-1). Ils sont capables de
reconnaitre spécifiquement des motifs et donc de permettre la distinction entre différentes
classes de promoteurs.

Ces différents facteurs ¢ permettent a la bactérie de maintenir une expression basale de génes
ainsi que de réguler ’expression de certains autres génes en réponse a un stimulus
environnemental particulier. Par exemple le facteur o'’ permet la transcription des génes du
systéme de transport Fec chez E.coli aprés une activation indirecte conduite par le citrate de

fer (Gruber & Gross, 2003).
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Nom du Stimulus // Systéme transcrit .
Facteur ¢ | ; Motifs consensus reconnus
géne Régulon
o’ rpoD ~1000 genes // Fonctions basales TT-C?ZC A —17pb-T A”}IA? AT
& rpoS ~190 géne§ // Entrée en phase s.tationnaire / COUrbUre ——mer CTATACT
réponse a un stress (force ionique / pH)
o rpoH ~40 génes // Choc thermique CCCTTGAA —14pb-CCCGATnT
o 1poE Protéines dénaturées a la membrane externe ATTGAACTT —16pb-TCTGAT
o rpoF ~40 geénes // Chemotaxie // Synthése de flagelle | TAAAGTX — 11pb-GCCGATAA
Appauvrissement en fer et présence de complexe
o’ fecl ferric-citrate // Transcription de 1’opéron AAGGAAAAT — 17pb-TCCTTT
fecABCDE
54 . . . , -24 -12
c rpoN ~15 génes // Métabolisme de 1’azote CTGGnA —6pb-TTGCA

Tableau I-1 Les différents facteurs ¢ présents chez E.coli. Les génes transcrits et les motifs reconnus par ces
facteurs sont présentés (Gruber & Gross, 2003; Ishihama, 2000; Wosten, 1998).

Chez les bactéries, au moins 14 classes de facteurs ¢ ont été identifiées, et sont assimilées soit
a la famille des facteurs '°, soit a la famille des facteurs 6>*. Cette seconde famille utilise des
mécanismes particuliers pour assurer la formation du complexe ouvert (besoin d’un activateur
et d’ATP) a la différence de la famille des facteurs o

Chez E.coli, au moins 6 facteurs de la famille 6”° (6" 6° 6°* 6** 6** 6'%) ont été identifiés ainsi
qu’un facteur ot (Gruber & Gross, 2003; Ishihama, 2000; Sadhale et al., 2007; Wosten,
1998), alors que chez H. pylori, seuls trois facteurs sigma ont été identifiés jusqu’a présent :
" (RpoD), ot (RpoN) et o (FliA) (Scarlato ez al., 2001). La différence de composition en

facteur o chez les micro-organismes suggére que ceux-ci utilisent des mécanismes différents

pour répondre a un stress.

1.1.3.2. La régulation par des facteurs supplémentaires

La transcription des génes dépend certes de I’ARN polymérase et des facteurs o (reflet de
I’état de la bactérie : stress, phase stationnaire...) mais également de facteurs qui vont la
moduler.

Parmi ces facteurs, on dénote la présence de protéines qui modulent I’activité¢ des facteurs o
indépendamment de leur synthése (transcription/traduction) en interagissant spécifiquement
avec certains facteurs ¢ (Ishihama, 2000; Wosten, 1998). Ces protéines sont des facteurs anti-
sigma. De nombreux facteurs anti-sigma séquestrent leur facteur o cible afin que ce dernier ne
puisse se lier a ’ARN polymérase. Ils agissent comme des inhibiteurs de D’activité. Ils
permettent a la bactérie de répondre de fagon appropriée aux stimuli de I’environnement. La

liaison au facteur ¢ a lieu jusqu’a ce qu’il soit requis pour une transcription donnée de genes.
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Il existe d’autres facteurs de modulation de la transcription qui vont €également permettre a la
bactérie de répondre aux stimuli via des mécanismes différents. Ce sont ces facteurs qui vont
plus particuliérement nous intéresser dans ce travail. Ils peuvent agir soit comme répresseur
soit comme activateur de la transcription (Browning & Busby, 2004; Ishihama, 2000; Wosten,

1998). Seuls les mécanismes simples de régulation sont présentés.

La répression de la transcription peut étre expliquée par trois mécanismes (Figure 1.3) :

e Le premier modele implique une géne stérique au cours de laquelle une liaison du facteur
de transcription sur une séquence opératrice qui chevauche les motifs -35 et/ou -10 du
promoteur a lieu.

e Le second modele implique une torsion de ’ADN due a [Dinteraction entre deux
répresseurs.

e Le troisitme modéle implique une modulation de I’activité d’un facteur de transcription
activateur sur un promoteur donné.

Ces régulateurs dits de répression empéchent totalement ou partiellement un bon

positionnement de 1’enzyme ou modifient la courbure de 1I’ADN, ce qui réprime la

transcription.

L’activation de la transcription, quant a elle, nécessite 1’association de la protéine activatrice

au complexe enzymatique. Cette protéine est requise soit pour le recrutement initial de

I’enzyme, soit pour faciliter la conversion du complexe fermé en complexe ouvert, soit pour

I’accessibilité au promoteur (espacement entre les motifs). Deux modeles ont été proposés

pour expliquer les mécanismes d’activation «simple» de ces protéines (Figure 1.3)

(Browning & Busby, 2004; Rhodius & Busby, 1998) :

e Soit un contact direct est réalis¢ avec le complexe enzymatique : interaction avec le
domaine C terminal de la sous unité o (Classe I) et/ou interaction avec la région 4 du
facteur o (Classe II).

e Soit aucun contact n’est établi entre les deux partenaires, la protéine modifie la
conformation du promoteur. Un alignement des régions -10/-35 peut avoir lieu, ce qui
facilite le positionnement de I’enzyme et I’initiation de la transcription.

Généralement ces activateurs lient I’ADN sur des régions en amont du promoteur (régions -30

-90 par rapport au site initial de transcription). Le motif -35 de ces promoteurs présente

souvent peu d’homologie avec le motif -35 consensus du facteur sigma requis (Wosten,

1998).

-34 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

Activation

Géne stérique

Torsion de 'ADN

[7-73/5/'{1
(> 8
bA

-10

Modulation d’un activateur

gﬁWV///A

-36 -10

Figure 1.3 Quelques mécanismes de régulation de la transcription par des facteurs de transcription (FT).
Activation soit par contact direct du FT avec le domaine o de ’ARN polymérase ou avec le domaine 4 du
facteur o (dans certains cas des contacts directs peuvent étre établis entre an-FT et o4) soit en absence de
contact entre ’enzyme et le FT, celui-ci induit des changements dans ’orientation des régions -35 et -10 du
promoteur. Répression soit par liaison directe du FT sur le promoteur (géne stérique), soit par formation de
boucle, soit par une modulation de ’activité du FT activateur par un FT répresseur (Browning & Busby, 2004).

Un méme facteur de transcription peut agir soit comme un répresseur soit comme un
activateur selon le promoteur impliqué et le positionnement des séquences reconnues et liées
(Ishihama, 2000).

L’activité propre des facteurs de transcription est modulée soit par des ligands (métal), soit
par des modifications covalentes (phosphorylation), soit par d’autres facteurs de transcription,

soit par séquestration via des protéines dites de régulation.
Parmi les facteurs de transcriptions présents chez les bactéries se trouvent les

métallorégulateurs dont la fonction est de réguler I’expression de génes en réponse a un métal.

Les caractéristiques de ces derniers vont étre présentées maintenant.
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I.2. Les métallorégulateurs chez les procaryotes

L’homéostasie des métaux chez les procaryotes est réalisée par des protéines
métallorégulatrices qui agissent au niveau transcriptionnel. Les geénes régulés codent
principalement pour des protéines responsables de la détoxication des métaux, le stockage,
I’importation et I’exportation de ceux-ci.

Cinq familles de métallorégulateurs ont été clairement identifiées a ce jour a partir des
analyses de séquences et sont listées dans le Tableau I-2. Une sixiéme famille de
métallorégulateurs a derniérement été¢ suggérée. RcnR, son unique membre, sera bri¢vement
présenté dans le cadre de ’homéostasie du nickel chez E. coli (Iwig et al., 2006). Chaque

famille est nommée en fonction du nom du premier membre caractérisé.

Ion métallique
Famille Régulateurs Fonctions Renvoi
reconnu
MerR Hg(I) Résistance au Hg(Il)
MerR . 12.1
CueR Cu(l), Ag(I), Au(l) Résistance au Cu(I)
SmtB Zn(II) Homéostasie du Zn(II)
SmtB/ArsR ) 122
ArsR As(III), Sb(III) Résistance au As(I11)
DtxR Fe(II) Homéostasie du Fe(II)
DtxR 123
MntR Mn(II) Homéostasie du Mn(II)
FUR Fe(1D) Homéostasie du Fe(II)
PerR Fe(II), Mn(II) Lutte contre le stress
FUR 124
oxydant
Zur Zn(II) Homéostasie du Zn(II)
NikR NikR Ni(II) Homéostasie du Ni(II) 1.2.5
RenR (?) RenR Ni(ID) Homéostasie du Ni(II) 1.3.5

Tableau I-2 Les différentes familles de métallorégulateurs chez les bactéries

Ces régulateurs répondent a différents ions métalliques et les modifications induites par la
liaison ou non du cofacteur sur les régulateurs influencent leurs fonctions. Les caractéristiques
structurales, les mécanismes d’activation et les modes de régulation de ces différentes classes
de régulateurs en lien avec I’homéostasie des métaux vont étre présentés.

Différents travaux ont ¢té utilisés afin de faire cette présentation générale des
métallorégulateurs (Brown et al., 2003; Busenlehner et al., 2003; Dosanjh & Michel, 2006;
Lee & Helmann, 2007; Pecqueur, 2005; Pennella & Giedroc, 2005).
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[.2.1.  La famille des régulateurs MerR

1.2.1.1. Géneéralites

La famille MerR est composée de régulateurs transcriptionnels homodimériques. Ces derniers
lient ’ADN et peuvent selon les conditions environnementales activer ou réprimer la
transcription de genes.

Les membres de cette famille répondent a différents stimuli environnementaux comme le

stress oxydant, les antibiotiques/drogues ou encore les métaux (Brown ef al., 2003; Pennella

& Giedroc, 2005).

Régulateur Stimulus Protéine dont I’expression est régulée Références
(Amabile-Cuevas &
Demple, 1991; Fuentes et
SoxR Stress oxydant SoxS )
al., 2001; Hidalgo et al.,
1998)
Composé lipophile - Rhodamine (Ahmed et al., 1995;
BmrR 6G - TétraPhenylPhosphonium Bmr (assure le transport de drogues) Heldwein & Brennan,
(TPP) 2001)
Protéines de I’opéron mer responsable (Ansari et al., 1995;
MerR Hg2+ ] o
de la résistance au Hg Summers, 1992)

Tableau I-3 Membres de la famille MerR (tous stimuli confondus)

La sous-famille répondant au stress métallique peut étre divisée en sous-groupe en fonction

du métal activateur (Brown et al., 2003; Checa et al., 2007; Hobman, 2007).

Régulateur transcriptionnel Métal activateur
MerR Hg™"
CueR / SctR Cu’
ZntR / PmtR Zn”
CadR cd
CoaR (CorR) Co™
PbrR Pb™
GolS Au’

Tableau I-4 Les régulateurs transcriptionnels de la famille MerR qui répondent au stimulus « ions métalliques »

Certains métallorégulateurs, tels que MerR, PbrR ou encore GolS, sont uniquement activables
par un type d’ion métallique : le mercure, le plomb et I’or respectivement. D’autres répondent
a des classes d’ions métalliques in vivo (Hobman et al., 2005), c’est le cas de ZntR qui est
activable par le zinc, le cadmium ainsi que le plomb (Binet & Poole, 2000) ou encore CueR
qui est activable par le cuivre, ’argent et I’or (Outten et al., 2000; Stoyanov et al., 2001;

Stoyanov & Brown, 2003). La sélectivité métallique des membres de la famille MerR dépend
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des métaux liés (degré d’oxydation +1/+2), de la coordination du site et de la nature des

ligands (au minimum 2 cystéines conservées) (Hobman et al., 2005; Pennella & Giedroc,

2005).

1.2.1.2. Caractéristiques structurales des membres de la famille MerR

Bien que MerR soit le premier membre de cette famille a avoir été étudié, sa structure n’a pas

encore ¢té résolue, contrairement a celle de BmrR (Heldwein & Brennan, 2001; Newberry &

Brennan, 2004) et celle de MtaN (Godsey et al., 2001; Newberry & Brennan, 2004 ) (une

forme mutée du régulateur Mta). Ces deux premicres études ont permis de définir les

fondements structuraux des membres de la famille MerR ainsi que de donner un apergu du

mécanisme de liaison a I’ADN. En 2003, les structures de CueR (Changela ef al., 2003) et de

ZntR ont été résolues.

Ces protéines qui sont des homodimeéres comprennent trois domaines (Figure 1.4) :

e Un domaine de liaison a I’ADN avec un motif hélice-coude-hélice ailé situé¢ a I’extrémité
N-ter de chaque monomere. Ce domaine est bien conservé entre les différents membres de
la famille MerR (Brown et al., 2003; Heldwein & Brennan, 2001).
Les hélices al et a2 interagissent avec I’ADN au niveau de deux grands sillons et
constituent le motif hélice-coude-hélice. Les brins B2 et B3 forment le premier motif dit
«ailé ». Les hélices a3 et a4 constituent un second motif ailé apparent.

e Un domaine de jonction constitué de deux hélices antiparalléles entrelacées (coiled-coil)
permettant la dimérisation des deux monomeres. Il joint le domaine de liaison a I’ADN et
le domaine d’activation

e Un domaine d’activation permettant la liaison de métal ou d’autres cofacteurs

Hélice de dimérisation

Domaine de liaison
du métal

Domaine
de liaison a ’ADN

Figure 1.4 Structure tridimensionnelle de Cu(I)-CueR de résolution 2.2 A (Changela et al., 2003). CueR est un
dimére, une des unités monomériques le constituant est grisée. La structure comprend trois domaines : le
domaine de liaison a I’ADN (en bleu) avec le motif hélice-coude-hélice ailé, le domaine de jonction (en jaune)
permettant la dimérisation, le domaine d’activation (en violet). Ce domaine chez CueR lie le Cu(I) (sphére en
cyan) avec les cystéines 112 et 120.

-38 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

1.2.1.3. Mécanisme d’action général

Les membres de la famille MerR régulent la transcription de génes dont les promoteurs, qui
sont facteur o'’ dépendant, ont un espacement particulier entre les régions -10 et -35 (Tableau
1-5). Généralement les promoteurs dépendant du facteur o’° ont un espacement de 17 + 1 pb
entre les régions -10 et -35. Les promoteurs concernés par une régulation via les MerR-like
ont entre les deux motifs un espacement de 19-20 pb.

La différence d’orientation des deux régions, dont I’espacement varie de 17 et 19 pb, est une

translation de 6.8 A ainsi qu’une rotation de 72° autour de ’axe de 1’hélice (Brown et al.,
2003).

Promoter Metal Regulator Sequence® Spacer
(bp)
TnS04Tn2d mer Hg MerR 19
Bacillus mer Hg MerR 1t H 20
Staphylococcus mer  Hg MerR : STGTACTATGGTACAGGG H 20
E coli zntd Zn ZntR A GGAGTCGACTCCAGAG 20
E. coli copA Cu CueR ’ 19
E coli cuet) Cu CueR 19
Synechocystis coaT  Co CoaR 20
Ralstonia phrd Pb PbrR 1%
Pseudomonas cadd — Cd CadR 19200
E. coli soxS SoxR CGC CTCARGTTAACTTGAGGAA' 19
& fividans tipA TipAL GGC CACGTCACGTGAGGLG 19
Bacillus bmr BmrR C CTCCCCTAGGAGGAGGTC! 1%

Tableau I-5 Régions promotrices liées par les protéines MerR-like. Les régions-35 et -10 sont soulignées, les
motifs symétriques sont en gras, le début de transcription lorsqu’il est connu est précisé par / (Brown et al.,
2003)

La résolution a 3 et 2.7 A des structures des complexes BmrR-TPP-ADN (TPP ~ cofacteur)
(Figure 1.5) et MntA-ADN respectivement a permis d’expliciter le mécanisme de liaison et
d’activation des membres de la famille MerR a ’ADN (Heldwein & Brennan, 2001;
Newberry & Brennan, 2004).

dimérisation

Domaine de %

| q U .4 Domalne de
- “Arr liaison de
She A 5 o “drogue”
-- 34

Domaine de | X

Figure 1.5 Structure tridimensionnelle du complexe BrmR-TPP-ADN de résolution 3 A (Heldwein & Brennan,
2001). Le domaine de liaison a I’ADN est en bleu, le domaine de jonction est en jaune et le domaine d’activation
est en violet.
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Un mécanisme d’action général des métallorégulateurs de la famille MerR a été proposé
(Figure 1.6).

En absence d’activateur, le régulateur est li¢ a ’ADN sur une dyade symétrique entre les
régions -10 et -35 (Tableau I-5). La courbure de ’ADN ¢étant augmentée, les deux motifs du
promoteur ne sont plus en phase. Le complexe de transcription (ARN polymérase et facteur
sigma) ne peut s’y fixer correctement et donc initier la transcription des génes.

L’activation par le cofacteur entraine une rotation des domaines de liaison a I’ADN autour
d’un axe formé par le domaine de jonction (coiled-coil). Cette rotation entraine une torsion de
I’ADN qui permet de mettre en phase les régions -35 et -10 du promoteur. L’ARN

polymérase peut se fixer correctement sur son promoteur et donc initier la transcription.

-3|5 | . {f%_\%

Répression Activation
de la transcription dela transcription

Figure 1.6 Mécanisme d’action des métallorégulateurs de la famille MerR. En absence de métal, le
métallorégulateur empéche la transcription des génes. En présence de métal, le métallorégulateur favorise la
transcription des geénes par distorsion de I’ADN. Schéma inspiré du mécanisme d’action de MerR sur son
promoteur propos¢ dans : (Brown et al., 2003; Hobman, 2007).

[.2.1.4. MerR et la résistance au Hg(1l)

1.2.1.4.1. MerR, sa fonction

Le geéne codant pour MerR a été identifi¢ au début des années 80 au niveau de deux
transposons, le Tn501 de Pseudomonas aeruginosa (Stanisich et al., 1977) et le Tn21 du
plasmide R100 de Shigella flexneri (Barrineau et al., 1984).

MerR régule la transcription de I’opéron mer (Figure 1.7) qui code, au minimum, pour quatre
protéines MerT, MerP, MerA et MerD. Elle controle également sa propre expression
transcriptionnelle, le géne est transcrit de facon divergente a I’opéron mer (Brown et al.,
2003).

MerT est un transporteur de la membrane interne (3 segments transmembranaires). Selon
I’opéron considéré, le transporteur MerC (4 segments transmembranaires) ou MerF (2

segments transmembranaires) peut également étre exprimé (Silver & Phung le, 2005).
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MerP est une protéine périplasmique. MerA est une réductase cytoplasmique a Hg(Il). Elle
réduit le Hg(II) en Hg(0) qui est volatile et donc moins toxique pour le micro-organisme qui
I’évacue.
MerD est un co-régulateur de 1I’opéron mer impliqué dans la modulation de I’activité de MerR
par décrochage de cette derniére de ’ADN en absence de mercure (Champier et al., 2004).
Ces différentes protéines conferent une résistance au Hg(II) a la bactérie.

+1 transcription merTPAD

-35 N P -10 ,—[::» merT

5- CATATCGOTTEACTC CGTACATGAGTACGGAAGTARGEGTIACGC TATCCAATTTCAATTCGARAGGACARAGCGCATG -3°
GTATAGCGAACTGAGGCATGTACTCATGC CTTCATTCCAATECGATAGETTAAAGT TAAGCTTICC TGTTCGCETAC

merR CJ—I -10 -35

+1 transcription merR

Figure 1.7 Organisation de la région intergénique : merR — merTPAD du tranposon Tn501 (Brown et al., 2003;
Hobman et al., 2005). Les boites -10 et -35 des deux promoteurs sont encadrées. Les +1 de transcription
(Transcription Start Point ou TSP) sont indiqués avec les fléches ouvertes. Le motif palindromique lié par MerR
est précisé avec les fléches pleines.

MerR reconnait un motif original (Tableau I-5 et Figure 1.7) pour se lier a I’ADN. Elle

présente une forte affinité pour I’ADN en absence de métal (Kd ~ 140 pM (O'Halloran et al.,
1989) ; Kd ~ 2 nM (Champier et al., 2004)), cette affinité tend a décroitre en présence de
mercure (Kd ~ 420 pM (O'Halloran et al., 1989) ; Kd ~ 17 nM (Champier et al., 2004)). De
plus, MerR présente une affinité trés élevée pour le mercure (Kd app : 107 M en présence de
10 M de thiols exogénes (Shewchuk ez al., 1989b)).

En dépit du fait que MerR posséde deux sites potentiels de métallation au Hg”", in vitro et en
absence d’ADN, seule la métallation d’un site a pu étre observée (Shewchuk et al., 1989a;
Shewchuk et al, 1989b; Zeng et al., 1998). Cette liaison induit des changements
conformationnels de la protéine qui rendraient le second site de métallation inaccessible. Le
mercure est coordiné par trois cystéines : C82 (monomere 1), C117° et C126° (monomere 2),

une géométrie de type trigonal est observée.

1.2.1.4.2. La résistance au Hg*"

Les bactéries, ayant [’opéron mer, peuvent faire face a des stress Hg(Il) associés a leur
environnement. Cinq étapes sont observées (Figure 1.8). En absence de mercure, I’ARN
polymérase se lie sur le promoteur pmerR et assure la transcription du géne merR (Figure
L8A). La protéine MerR, qui en résulte, se lie a I’ADN et recouvre en partie le promoteur
pmerT. Le positionnement du régulateur d’une part accentue la courbure de ’ADN et d’autre
part permet le « recrutement » de I’ARN polymérase (Figure 1.8B). MerR interagit avec les

sous-unités o, et o de ’ARN polymérase (Kulkarni & Summers, 1999). Elle réprime la
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transcription de I’opéron mer et de son gene. En présence de Hg(Il), MerR le lie ce qui
provoque des changements conformationnels de cette dernieére et permet une distorsion de
I’ADN ainsi qu’un réalignement du promoteur pmer (Figure 1.8C). L’ARN polymérase se
repositionne avant d’initier la transcription de 1’opéron. Les protéines MerT, P, A et D sont
synthétisées.

Une cascade est ensuite mise en jeu (Hobman et al., 2005; Silver & Phung le, 2005) afin de
piéger le mercure pour le réduire en Hg(0) volatile (Figure 1.8D). Une fois le stress
mercurique maitris€, la synthése de 1’opéron mer doit étre régulée. Cette régulation semble
étre réalisée par MerD, elle s’associe a MerR-Hg(Il) pour former un complexe ternaire
« MerD-MerR-pmerT » (Champier et al., 2004). Ce complexe déstabilise 1’interaction entre
MerR et pmerT pour permettre la synthése de nouvelle protéine MerR apo.

Le mécanisme d’action de MerR est en accord avec les structures qui ont été résolues pour
BmrR, Cu-CueR et ZntR.

A: Absence de Hg?* B : Absence de Hg?*

erR

merTPAD
;
Ganscripﬁon ++ Transcription - -

ARN polymérase
MerR sur pmerR

C : Présence de Hg? D : Présence de Hg?*_Régulation

ARM polymerase
surpmerT

Transcription ++
e —

—{Eem o mertPAD |

Transcription - -

Transcription ++
¢ e

o merTPAD

L T

E : Aprés élimination
du Hg?* -
M
Transcription ++ \
ARN polymerase
sur pmerR
MerR

(ko |
o

Figure 1.8 Représentation schématique (inspiré de Hobman et a/. (2005)) de la régulation du stress « mercure »
chez E.coli ayant I’opéron mer du transposon Tn501.
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[.2.2.  La famille des régulateurs SmtB/ArsR

1.2.2.1. Géneéralites

La famille SmtB/ArsR, qui doit son nom a SmtB de Synechococcus PCC 7942 (Morby et al.,
1993) et a ArsR de E.coli (Wu & Rosen, 1991; Wu & Rosen, 1993), est constituée de

régulateurs transcriptionnels homodimériques qui répondent uniquement au stress métallique.

Ces régulateurs, qualifiés de répresseurs, lient ’ADN en absence de métal. La liaison d’un

métal entraine des changements conformationnels du régulateur induisant une dissociation des

complexes ADN/Protéine. La transcription est de ce fait déréprimée. Les membres de cette

famille de régulateurs ont des affinités pour les métaux allant de 10° 4 10"> M™' (Busenlehner

et al.,2003).

Les caractéristiques de différents membres de cette famille sont décrites dans le Tableau 1-6.

Protéine régulée Site de
Répresseur | Métal activateur Sites métalliques Références
(fonction) Régulation
(Erbe et al., 1995; Kar et
SmtA )
Zn(II) ; Co(1D) ; o al., 1997; VanZile et al.,
SmtB (Métallothionéine de classe a3N, as oS
Cd(II) ) 2002a; VanZile et al.,

2002b)

CzrB (Transporteur de
CzrA Zn(II) ; Co(Il) ) o as as
cations par diffusion)

(Eicken et al., 2003)

NmtR Ni(II) ; Co(1) NmtA (ATPase) as5C a5C (Cavet et al., 2002)
(Busenlehner et al.,

CddI) ; Pb(II) ; CadA (ATPase de type 2002a; Busenlehner et
CadC a3N, as a3N

Bi(Il) ; Zn(IT) Plb) al., 2002b; Endo &

Silver, 1995)
ArsA (ATPase)
(Wu & Rosen, 1991; Wu

ArsR As(IIT) ; Sb(II) ArsB (Transporteur) a3 a3

ArsC (arsenate réductase)

& Rosen, 1993)

Zn(1I) ; Pb(I) ;
AztR AztA (CPx-ATPase) a3N a3N
Cd(I1)

(Liu et al., 2005)

o Site original
CmtR Cd(II) ; Pb(1D) CmtA (ATPase de type P1) Site original ]
3 cystéines

(Cavet et al., 2003;
Wang et al., 2005)

Tableau I-6 Caractéristiques de plusieurs membres de la famille SmtB/ArsR
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1.2.2.2. Sites métalliques
Deux types de sites métalliques (exception faite de ceux de CmtR qui sont atypiques (Cavet et
al., 2003; Wang et al., 2005)) ont été identifiés dans la famille des régulateurs SmtB/ArsR :
un site nommé a3N et un site nommé a5 (Busenlehner et al., 2003; Pennella & Giedroc,
2005).
Le site a3N implique des résidus cystéines situés dans le domaine N-terminal et dans le motif
ELCVCD de I’hélice a3. La sphere de coordination de ce site comprend 3 a 4 résidus. Le site
a5, quant a lui, est composé de résidus histidines et de carboxylates de 1’hélice a.5.
Il existe deux variantes de ces sites : ArsR présente un site a3 (aucun ligand issu du domaine
Nter) et NmtR présente un site aSC (certains ligands impliqués dans la coordination
proviennent de I’extrémité C-ter).
Les sites a5/a5C lient préférentiellement des ions métalliques divalents comme le Zn(II), le
Ni(II) et le Co(II) alors que les sites a3N/a3 lient plutoét des métaux lourds de type Pb(II) ou
encore Bi(Il) (exception faite de celui de AztR qui lie aussi du Zn(II)).
Certains régulateurs n’ont qu'une classe de sites : soit a3N/a3 (AztR/ArsR), soit a5/a5C
(CzrA/NmtR), d’autres ont les deux sites a3N/a5 (SmtB / ZiaR / CadC de S.aureus) (Tableau
1-6) mais n’en utilisent qu’un pour la régulation.
Les ligands présumés des sites métalliques de SmtB, CzrA et CadC sont connus. Ils ont été

identifiés lors de la résolution des structures cristallographiques des régulateurs.

1.2.2.3. Caractéristiques structurales des membres de la famille SmtB/ArsR

Les structures de 3 membres de la famille SmtB/ArsR ont été résolues depuis 1998 : SmtB

(Cook et al., 1998; Eicken et al., 2003), CzrA (Eicken et al., 2003) et CadC (Ye et al., 2005).

[.2.2.3.1. Les structures des protéines dites Apo

La résolution de la structure cristallographique de apo-SmtB de Synechococcus PCC 7942
(Cook et al, 1998; Eicken et al, 2003) a montré qu’il s’agissait d’une protéine
homodimérique avec un axe de symétrie. Chaque monomere de SmtB posséde 5 hélices o et
de 2 brins B avec un repliement de type ol a2 a3 a4 (noté aR) B1 B2 a5 (Figure 1.9A).
L’interface de dimérisation est constituée des hélices al N-terminale et a5 C-terminale de
chaque sous unité.

Le domaine de liaison a I’ADN de type hélice coude hélice ailé est formé par a3 a4 1 B2 ou

a4 servirait d’hélice de reconnaissance a I’ADN.
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Motif ailé avec
les brins B

Figure 1.9 Structures tridimensionnelles de (A) apo-SmtB de résolution 1.7 A (Eicken et al., 2003) et de (B)
”apo” CadC de résolution 1.9 A (Ye et al., 2005). Domaine de liaison a I’ADN (Bleu) / Interface de dimérisation
(Jaune) / Pour CadC : le zinc des sites a5 est en rouge.

En 2003, I’obtention par diffraction des rayons X de la structure de apo-CzrA de résolution
2.0 A (Eicken et al., 2003) a confirmé les données cristallographiques de SmtB et de RMN de
apo-CzrA (Busenlehner et al., 2003). Une différence est notable entre les deux structures apo

de SmtB et de CzrA. Cette derniére est plus compacte.

En 2005, la structure cristallographique de « Apo » CadC de résolution 1.9 A a été obtenue
(Ye et al., 2005). Bien que cette derniere soit qualifiée d’apo, elle possede du Zn(Il) dans ses
sites a5 qui ne sont pas les sites régulateurs. Des différences au niveau de la structure
secondaire existent entre SmtB et CadC. Cette derniére a 6 hélices a et 3 brins [ organisés
avec un repliement de type ol a2 a3 Bl a4 oS5 (noté aR) B2 B3 a6 (Figure 1.9C)

L’interface de dimérisation est constituée des hélices a2, a3 et a6 C-terminale de chaque
sous unité. L’hélice ol semble contribuer a la dimérisation en interagissant avec les hélices
a3’ et a4’ du monomere adjacent favorisant la création d’un site a3N inter sous-unités.

Le domaine de liaison a I’ADN de type hélice coude hélice ailé est formé par a4 a5 ou as

servirait d’hélice de reconnaissance a I’ADN.
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1.2.2.3.2. Les structures des protéines métallées

Les structures des formes métallées de SmtB (dépourvue de son site a3N (VanZile et al.,
2002b)) et de CzrA contenant 2 Zn(II) ont été résolues par cristallographie aux rayons X
(Eicken et al., 2003). La liaison des deux métaux induit des changements structuraux au
niveau quaternaire. Ces changements sont particulierement marqués pour StmB métallée avec
des mouvements de rotation/translation d’une sous unité par rapport a l’autre. Il a, par
ailleurs, ét¢ montré pour SmtB, que suite a la métallation, un réseau de liaisons hydrogenes
¢était mis en place. Ce réseau permet de mettre en relation des résidus coordinant le métal du
site a5 et de I’hélice de reconnaissance a I’ADN. Les changements imposé€s par ces liaisons
tendent a changer la position relative des hélices de reconnaissance de I’ADN, ce qui pourrait
expliquer la dissociation du complexe ADN/Protéine (Eicken et al., 2003; Pennella &
Giedroc, 2005).

[.2.2.4. Mécanisme d’action général
Les membres de la famille SmtB/ArsR régulent la transcription de génes en liant un motif

palindromique imparfait (motif 12-2-12 invers¢) (Tableau I-7). Tous les membres poss¢dent

un seul motif au niveau du promoteur régulé excepté SmtB qui en possede deux.

Régulateur | Opéron Motif 12-2-12

SmtB Smt A1 AACACATGAACA GT TATTCAGATATT

Smt A2 CATACCTGAATC AA GATTCAGATGTT
ZiaR Zia A AATATCTGAGCA TA TCTTCAGGTGTT
CzrA Czr AB AATATATGAACA AA TATTCATATGAA
NmtR Nmt A AATAAATGAACA TA TGATCATATATT
AztR Azt RA TACAATTGAATA GT TGTTCAATTGTT
BxmR Bxa 1 ATAATATGAACA TC TATTCATACTAT

Bxm RA AACATCTGAATA TA TGTTCAGATGTA
CadC CadCA TACACTCAAATA AA TATTTGAATGAA
ArsR Ars RBCA ATTAATCATATG CG CTTTTGGTTATG

Tableau I-7 Comparaison du motif palindromique imparfait (12-2-12 inversé) lié par les membres de la famille
SmtB/ArsR (Busenlehner ef al., 2003; Liu et al., 2004; Liu ef al., 2005)

Généralement ce motif (sauf pour SmtB) se situe en aval du motif -10 du promoteur régulé

(Busenlehner et al., 2003).

Aucune structure cristallographique d’un complexe ADN/Protéine n’a jusqu’a présent été
résolue, le mode de fixation des régulateurs de la famille SmtB/ArsR a I’ADN n’est pas

connu. Les études de liaison a I’ADN ont montré, que selon le régulateur impliqué, un a
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quatre dimeres peuvent se fixer sur ’ADN. Cette liaison est fonction de la longueur de la
séquence et de la force ionique appliquée pendant les mesures.

Un mécanisme d’action des métallorégulateurs de la famille SmtB/ArsR peut étre proposé
(Figure 1.10). En absence de métal, le régulateur est 1i¢ a I’ADN sur son palindrome imparfait
(Tableau I-7). Le complexe de transcription (ARN polymérase et facteur sigma) ne peut pas
initier la transcription des geénes.

La liaison du métal par le régulateur, dans ses deux sites, induit des changements
conformationnels de ce dernier. Ces changements affecteraient la position relative des hélices
de reconnaissance de I’ADN. Le régulateur métallé se dissocie de I’ADN, I’ARN polymérase

peut se fixer correctement sur son promoteur et donc initier la transcription.

Métal
- P |
Repression Dérepression .
de la transcription de la transcription -

Figure 1.10 Mécanisme d’action des métallorégulateurs de la famille SmtB/ArsR. En absence de métal, le
métallorégulateur empéche la transcription des génes. En présence de métal, la transcription est déreprimée en
raison de la dissociation de complexe holo-protéine de I’ ADN.

1.2.3.  La famille des régulateurs DtxR

1.2.3.1. Geneéralites

Cette famille de régulateur qui doit son nom au premier membre identifi¢ chez
Corynebacterium diphtheriae DtxR (Diphtheria Toxin Regulator) est constituée de
régulateurs transcriptionnels homodimériques qui répondent au stress métallique. Cette
famille est largement présente chez des micro-organismes Gram + tels Streptomyces,
Corynebacterium, et Mycobacterium ayant un pourcentage en guanine et cytosine ¢levé. Ces
régulateurs, qualifiés de répresseurs, lient ’ADN en présence de leur cofacteur métallique.
Cette liaison entraine des changements conformationnels du régulateur qui activent
I’homodimere et lui permettent de se lier a ’ADN sur une séquence palindromique. La

transcription est de ce fait réprimée.

Quelques caractéristiques des membres de cette famille sont rapportées dans le Tableau I-8.
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Métal
Génes
Régulateur Bactérie Fonction controlée activateur Réferences
régulés
in vivo
Tox, Synthése de la toxine
Corynebacterium . . . - (Pohl et al., 1999a;
DtxR irpl a s, diphtérique, Importation du fer, Fe )
diphtheriae Schmitt, 1997)
hmuO Réponse au stress-oxydant
Importation du fer, Réponse au
Mycobacterium stress-oxydant, Synthése e (Pohl et al., 1999b;
IdeR JfbxA o Fe )
tuberculosis d’enzyme impliquée dans le Schmitt et al., 1995)
synthése d’exochelin
Transport du Mn”" par un
mntABCD, transporteur de type ABC - (Que & Helmann,
MntR Bacillus subtilis Mn )
mntH et par un transporteur de la 2000; Schmitt, 2002)
famille NRAMP
Treponema Transport du Mn?/Zn?" (?) par (Hazlett et al., 2003;
TroR troABCD Mn*"/Zn**
pallidum un transporteur de type ABC Posey et al., 1999)

Tableau I-8 Caractéristiques de quelques membres de la famille DtxR

La famille DtxR peut étre divisée en deux sous-familles, celle des IdeRs (Iron Dependent
Regulator) a laquelle sont rattachées DtxR et IdeR et celle des MntRs (Manganese Transport
Regulator) a laquelle est rattachée MntR. Elles ont deux sites métalliques par monomere. Ces
sites sont soit indépendants (DtxR et IdeR (Pohl et al., 1999a; Pohl et al., 1999b)) soit de type
binucléaire (MntR (Glasfeld et al., 2003)). L’affinité de ces régulateurs (DtxR, MntR...) pour
le métal varie de 10* a 10”7 M (D'Aquino et al., 2005; Golynskiy et al., 2006; Sen et al.,
20006) selon le site impliqué.

[.2.3.2. Caractéristiques structurales des membres de la famille DtxR

[.2.3.2.1. Aspect structural

Actuellement plus d’une trentaine de structures des membres de la famille DtxR (DtxR (Pohl
et al., 1998; Pohl et al., 1999a; Schiering et al., 1995)/IdeR (Pohl et al., 1999b; Wisedchaisri
et al., 2004; Wisedchaisri et al., 2007)/MntR (DeWitt et al., 2007; Glasfeld et al., 2003)
associées) sont connues. Leurs résolutions ont permis de définir les fondements structuraux de
cette famille, les sites métalliques et d’avancer des mécanismes d’activation pour la liaison a

I’ADN de ces régulateurs.
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Les membres de la sous-famille IdeRs présentent 3 domaines (Figure I.11A et B) :

e Un domaine de liaison a ’ADN avec un motif hélice-coude-hélice ailé qui implique les
hélices a2 et a3 ainsi que les brins B1 et f2 (motif ailé).

e Un domaine de dimérisation constitu¢ de deux hélices a5 et a6. Ce domaine est li¢ au
domaine de liaison a I’ADN par I’hélice a4.

e Un domaine de type SH3 avec un repliement particulier qui intervient dans la régulation

de la dimérisation, la coordination du métal. Ce domaine peut également se lier a une

région riche en proline (résidus 125-139) (Wang et al., 1999; Wylie et al., 2005).

Domaine de
type SH3

Domaine de
dimérisation

Domaine de
liaison a4 I’ADN

Figure I.11 Structures tridimensionnelles de Apo-DtxR de résolution 3.0 A et de Co-DtxR de résolution 3.2 A.
(A) Visualisation de la structure d’une unité monomérique d’apo-DtxR dimérique (Pohl ef al., 1998), (B) apo-
dtxR (Schiering et al., 1995) et (C) Co-DtxR (Pohl et al., 1999a). Domaine de liaison a I’ADN (Bleu) / Motif
ailé (vert) / Linker (rouge) / Interface de dimérisation (Jaune) / Domaine de type SH3 (orange). Ce domaine n’est
pas précisé en B et C pour la clarté de la figure.

Des domaines similaires ont été décrits pour MntR (Figure 1.12) excepté le domaine de type
SH3 (Glasfeld et al., 2003). Le domaine de dimérisation de MntR implique une hélice a

supplémentaire o7 qui tend a stabiliser 1’état « dimérique » de apo-MntR en solution

(Glasfeld et al., 2003).
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A Domaine de dimérisation B

¥ o3
Domaine de liaison a FADN

Figure 1.12 Structures tridimensionnelles de (A) apo-MntR de résolution 2.8 A (DeWitt et al., 2007) et (B) Mn-
MntR de résolution 2.4 A (Kliegman et al., 2006). Domaine de liaison 2 ’ADN (Bleu) / Motif ailé (vert) / Linker
(rouge) / Interface de dimérisation (Jaune) / Manganése (sphére cyan).

1.2.3.2.2. Site de métallation et structure

Les résolutions des structures par rayons X ainsi que les études par mutagénese dirigée ont

permis de caractériser les différents sites de métallation de ces métallorégulateurs.

Les sites dits « indépendants » (Figure I.11C) ont été caractérisés chez DtxR et chez IdeR
(Pohl et al., 1999a; Pohl et al., 1999b). IIs sont qualifiés de site 1 ou auxiliaire et de site 2
ou primaire (D'Aquino ef al., 2005). Les constantes de dissociation de ces sites chez DtxR
pour le Ni(II) sont de 2.107"M et 6.3.10*M respectivement. Elles ont été déterminées par
des titrations calorimétriques (ITC). Ces valeurs fluctuent selon les auteurs et la technique
utilisée mais restent toujours du méme ordre de grandeur.

Le métal présent dans le site 1 de DtxR est coordiné par 5 ligands avec une géométrie de
type « bipyramide trigonal ». Les résidus H79, E83 de I’hélice a4, H98 de I’hélice a5,
E170 et Q173 du domaine de type SH3 sont impliqués dans la coordination du métal
(Co®") (Pohl et al., 1999a). Le métal présent dans le site 2 est coordiné par 5 ligands chez
DtxR : les résidus C102 (via le soufre et le carbonyle), E105, H106 de I’hélice a5 et M10
de I’hélice al (Pohl et al., 1999a).

Ces deux sites sont a une distance de 9 A. Ils sont mis en connexion via une liaison
impliquant H79 et E105 (Pohl ef al., 1999b).

Un troisieme site a récemment été décrit chez IdeR, impliquant deux résidus histidines du
domaine de type SH3 ainsi qu’une molécule de solvant (Wisedchaisri et al., 2004). Son

importance au niveau « biologique » n’est pas encore établie.
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e Le site binucléaire a Mn(Il) (Figure 1.12B) a, quant a lui, ét¢ décrit chez MntR (Glasfeld
et al., 2003).
Les deux Mn(II) sont pontés par deux glutamates E102 et E11 et une molécule de solvant.
Les autres ligands sont H77 (H79 chez DtxR) et E99 (C102 chez DtxR) et une molécule
d’eau formant alors un octaédre distordu pour le premier Mn(Il) lié. Le second Mn(Il); a
également une géométrie octaédrique, il est coordiné par D8 (M10 chez DtxR), H103,
deux molécules d’eau et les deux glutamates E102 et E11. Les deux Mn(II) sont séparés
par 3.3 ou 4.4 A (Glasfeld et al., 2003; Kliegman et al., 2006; Sen et al., 2006) selon les

études considérées.

1.2.3.2.3. Mécanisme d’activation des membres de cette famille

Le mécanisme d’activation des membres de cette famille (Figure 1.13) ne peut étre le méme
en raison de différences présentes tant au niveau structural, qu’au niveau des sites
métalliques.

e Pour les IdeRs :

Apo-DtxR et apo-IdeR, en solution et a basse concentration, sont des monomeres. Dans cet
état, il a été montré que le domaine de type SH3 de DtxR se lie a une séquence d’acide-
aminés de la région « 125-139 » qui assure la liaison entre les domaines N et C-ter (Wang et
al., 1999). Les protéines se trouvent sous deux formes a 1’équilibre : une forme ouverte et une
forme fermée. En présence de métal dans les sites métalliques de DtxR et de IdeR, 1’équilibre
monomeére-dimere tend a étre déplacé vers la formation de dimeére (Kd ~ uM a 33 nM
(Spiering et al., 2003)). La liaison du métal dans le site 1 tend a déplacer le domaine de type
SH3 dont certains ligands sont impliqués dans la sphére de coordination.

L’utilisation de mutants DtxR soit du site 1, soit du site 2 a permis de mettre en évidence que
le site 2 ou site primaire est essentiel pour I’activité de liaison a I’ADN du régulateur (Ding et
al., 1996; Spiering et al., 2003). La métallation des sites 1 et 2 chez DtxR serait nécessaire a
la dimérisation du régulateur (D'Aquino et al., 2005) ce qui n’est pas le cas pour IdeR.
L’utilisation de mutant du site 2 chez IdeR a permis d’établir que le site 1 est important pour
la stabilisation et la dimérisation de ce régulateur et que le site 2 est impliqué dans la liaison a
I’ADN (Chou et al., 2004). Un processus ou la métallation des régulateurs serait séquentielle
doit avoir lieu pour en assurer I’activation. L’incorporation du métal dans le site 1 favorise la
dimérisation (chez IdeR), ce changement permet alors la liaison du métal dans le second site.
La liaison des cofacteurs est coopérative et dépendante de la dimérisation (Semavina et al.,

2006).
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Figure 1.13 Mod¢les d’activation pour IdeR (Chou ef al., 2004; Wisedchaisri et al., 2004; Wisedchaisri et al.,
2007), DtxR (D'Aquino et al., 2005; Love et al., 2004) et MntR (DeWitt ef al., 2007) en plusieurs étapes. Ces
mécanismes ont été proposés aprés recoupement de différentes données obtenues par cristallographie,
mutagenese dirigée, DLS, ultracentrifugation analytique, quench de fluorescence du tryptophane, ITC...

e Pour MntR :

L’activation de MntR ne peut pas suivre en totalité le processus des IdeRs. En effet, Apo-
MntR est un dimére stable en solution (Glasfeld et al., 2003; Lieser et al., 2003) qui ne
présente pas de domaine de type SH3. En absence de métal, les deux domaines déja structurés
présentent une certaine flexibilité I’un par rapport a I’autre. La liaison du premier métal dans
le site A tend a contraindre en partie le domaine de liaison a I’ADN ; ceci facilite la liaison du
second métal. Le domaine de liaison est alors totalement contraint. MntR est en mesure de se

lier a ’ADN (DeWitt et al., 2007; Golynskiy et al., 2005; Lieser et al., 2003).

1.2.3.3. Mécanisme d’action général

Les membres de la famille DtxR régulent la transcription de génes en réponse a un métal soit
le fer, soit le manganése in vivo. Ces régulateurs se lient a un motif palindromique souvent
imparfait (motif 9-1-9 inversé) (Guedon & Helmann, 2003; Lee & Holmes, 2000; Schmitt,
2002). Les motifs reconnus par les IdeRs présentent plus de similitudes entres eux que ceux
reconnus par MntR chez différents micro-organismes (Guedon & Helmann, 2003). Ce motif

dans le cas de DtxR de C. diphtheriae peut étre soit en aval du promoteur et chevaucher
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partiellement la région -10 (cas du pfox), soit se situer entre les deux régions -10 et -35 du
promoteur (cas du phmuO) soit chevaucher la région -35 du promoteur (cas de /RPI) (Lee &
Holmes, 2000).

5’- TTAGGTTAG-C-CTAACCTAA -3’

Figure 1.14 Séquence consensus reconnue par DtxR chez Corynebacterium diphtheriae (Lee & Holmes, 2000)

La résolution de structures par rayons X des complexes « Metal divalent-Protéine-ADN »

(Figure 1.15) a permis de proposer un mécanisme d’action des membres de cette famille

(Figure 1.16).

Figure I.15 Structure du complexe Co-DtxR-ADN (Pohl et al., 1999a). Le complexe présente une
stoechiométrie de 2 Homodimeres:1 ADN. Domaine de liaison & I’ADN (Bleu) / Motif ailé (vert) / Linker
(rouge) / Interface de dimérisation (Jaune) / Domaine de type SH3 (orange) / Co(II) (sphére cyan).

En absence de métal, les apo-protéines ne se lient pas a I’ADN. L’incorporation du métal dans
les 2 sites de métallation entraine un rapprochement des hélices a3 et a3’ impliquées dans
I’interaction avec I’ADN (déplacement du domaine N-ter par rapport au domaine de
dimérisation). Présentant un meilleur alignement, elles peuvent alors interagir avec les grands
sillons de I’ADN.

Deux homodiméres (Pohl et al., 1999a; Pohl et al., 1999b; White et al., 1998) se fixent sur la
séquence palindromique sans présenter aucune interaction entre eux (Figure 1.15 et Figure

L16).

Ce positionnement perturbe la liaison du complexe de transcription, cette derniére se voit

réprimée.
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Ex

Activation
de la transcription

Repression
dela transcription

Figure 1.16 Mécanisme d’action simplifi¢ des métallorégulateurs de la famille DtxR. En absence de métal, la
transcription des génes a lieu. En présence de métal, la transcription est reprimée par un positionnement du
métallalorégulateur sur sa séquence opératrice.

Des études d’interactions IdeR/ADN suivies par anisotropie de fluorescence ont indiqué que
la liaison a I’ADN est coopérative (Chou et al., 2004). Le travail des auteurs ne permet pas de
définir Dorigine de la coopérativité. En effet, celle-ci peut provenir de la fixation d’un
monomere sur I’ADN qui faciliterait la fixation d’un deuxiéme monomere par des interactions
protéines/ADN et protéines/protéines. Une seconde hypothése serait que la coopérativité
observée provienne de la fixation d’un dimere sur I’ADN qui faciliterait la fixation d’un
second dimere. En effet, bien qu’il n’existe pas de contact entre les diméres sur I’ADN, la
structure de I’ADN est déformée par rapport a la structure canonique d’un ADN B (Pohl et
al., 1999a; Pohl et al., 1999b; Wisedchaisri et al., 2004). On peut donc supposer que la
fixation d’un dimeére entraine une distorsion de I’ADN facilitant la fixation du deuxieéme

dimere.

De nombreuses propriétés des membres de la famille de DtxR sont également des

caractéristiques des membres de la famille de FUR.

1.2.4. La famille des régulateurs FUR

Les informations contenues dans cette partie ont été recueillies dans plusieurs revues (Lee &

Helmann, 2007) et theses (Pecqueur, 2005).

1.2.4.1. Geneéralites

Cette famille qui doit son nom au premier membre identifi¢é chez Escherichia coli FUR
(Ferric uptake regulator) (Bagg & Neilands, 1987; Hantke, 1981) est constituée de régulateurs
homodimériques qui répondent a divers stimuli (métal, ’acidité, le stress oxydant). Les
régulateurs de cette famille ont dans un premier temps été qualifiés de répresseur de la
transcription qui apres liaison de leur cofacteur métallique se lient sur une séquence opératrice

(mode d’action principal : RDM pour Répression Directe par la protéine Métallée).
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Cependant ce n’est pas I’unique mode d’action de ces régulateurs. Quatre autres modes, qui
seront présentés par la suite (p- 62 -), ont été proposés selon le régulateur considéré et le
micro-organisme dans lequel il intervient.

Quelques caractéristiques des membres de cette famille sont rapportées dans le Tableau I-9 :

Métal structural Mode de
Régulateur Organisme Fonction(s) Références
/régulateur régulation
(Ernst et al., 2005a;
RDM-AIM

E. coli Zn**/Fe* Ernst et al., 2005b;

Homéostasie du
. ) Lavrrar ef al., 2002;
F . 2 ” Fer (importation RDM
ur P. aeruginosa Zn” (?)/Fe Masse & Gottesman,

/ utilisation /
2002; Masse &
stockage) RDM-ADM-

H. pylori 2/Fe*t Arguin, 2005; Pohl et
ADA-RDA
al.,2003)
. Importation du
Zur E. coli Zn""/Zn ) RDM (Outten et al., 2001)
Zinc
o Importation du (Diaz-Mireles et al.,
Mur R. leguminosarum -/Mn~" (Fe™) RDM
Manganeése 2004)
- Importation du
Nur S. coelicolor ?/Ni RDM (Ahn et al., 2006)
Nickel
(Lee & Helmann,
PerR B. subtilis Zn*'/Fe** (Mn®") | Stress oxydant | RDM-ADM 2006a; Lee &
Helmann, 2006b)
(Hamza et al., 1998;
Importation du Rudolph et al., 2006a;
Irr B. japonicum -/Fe-Héme Fer et le stress ADA-RDA | Rudolph ef al., 2006b;
oxydant Yang et al., 2006a;

Yang et al., 2006b)

Tableau I-9 Caractéristiques des certains membres de la famille FUR. Les modes de régulation sont définis par :
1" lettre R ou A pour Répression ou Activation _2"* lettre D ou I pour Direct ou Indirect 3™ lettre M ou A
pour présence du cofacteur métallique ou non.

Des sous-familles peuvent étre proposées pour faciliter la description de cette famille. La
premiere sous-famille concerne les FURs qui sont impliqués dans I’homéostasie du fer. La
seconde sous-famille « FUR-like » comprend des régulateurs impliqués dans I’homéostasie de
métaux autres que le fer (zinc, nickel, manganése). La troisiéme sous-famille inclue PerR

(senseur du stress oxydant) et Irr qui est un senseur de 1’héme.

Les caractéristiques des membres de cette famille de métallorégulateurs vont étre détaillées
(structure / sites métalliques / mode d’action) avant de présenter quelques propriétés de FUR
d’Helicobacter pylori dans le chapitre V. La caractérisation de cette protéine a été initiée au

cours de mes travaux de these.
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1.2.4.2. Caractéristiques structurales des membres de la famille FUR

Actuellement la structure « compléte » d’un membre de chaque sous-famille a été résolue :

e FUR de P. aeruginosa de résolution 1.8 A (Pohl et al., 2003) notée PaFUR

e FurB renommée Zur de M. tuberculosis de résolution 2.7 A (Lucarelli et al., 2007; Maciag
et al., 2007) notée MtZur

e PerR de B. subtilis de résolution 1.75 A (Traore et al., 2006) notée BsPerR

La structure cristallographique du domaine N-ter de FUR d’E.coli de résolution 1.8 A

(Pecqueur et al., 2006) notée EcFUR | g, a également été résolue.

La résolution de la structure de PaFUR métallée a permis de confirmer les fondements
structuraux de la famille FUR. Ces régulateurs sont des homodimeéres qui comprennent deux
domaines (Figure 1.17):

e Un domaine de liaison a I’ADN du coté N-terminal

e Un domaine de dimérisation du coté C-terminal

Chez PaFUR (Figure 1.17A), le domaine de liaison a I’ADN comprend quatre hélices a et
deux brins  formant un feuillet B antiparall¢le. Le motif de ce domaine permettant la liaison
a I’ADN est, comme pour DtxR, un motif hélice coude hélice ailé. L’hélice a4 sert d’hélice
de reconnaissance. Le domaine de liaison a ’ADN de PaFUR est similaire a celui de DtxR,
cependant il comprend une hélice a supplémentaire en N-ter « al ». Cette hélice, présente
¢galement chez BsPerR, est a I’inverse absente du domaine de liaison a I’ADN de MtZur.
Cette dernic¢re posseéde toutefois une premiére hélice trés longue. L hélice de reconnaissance
de I’ADN de MtZur est o.3.

Le domaine de dimérisation de PaFUR est constitué de trois brins 3 dont 5 et d’une longue
hélice o (a5) issus de chaque sous-unit¢é monomérique. Une hélice o supplémentaire est
présente chez BsPerR a I’extrémité C-ter « a6 ».

Méme si les repliements de MtZur et de BsPerR sont fortement similaires a celui de PaFUR,
les réarrangements spatiaux des deux domaines différent nettement (Figure I.17B et C) ce qui
suggere que le mécanisme d’activation de ces régulateurs doit différer (mouvements différents
des domaines de liaison a I’ADN par rapport au domaine de dimérisation au niveau de la

région charniére).
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Site structural

BsPerR

Figure 1.17 Structures tridimensionnelles de (A) Zn;Zn,PaFUR de résolution 1.8 A (Pohl et al., 2003), (B)
Zn,Zn,ZnsMtZur de résolution 2.7 A (Lucarelli et al., 2007) et (C) Zn;BsPerR de résolution 1.75 A (Traore et
al., 2006). Domaine de liaison a8 I’ADN (Bleu) / Domaine de dimérisation (Jaune) / Zinc (sphére cyan).

Une étude portant sur la caractérisation structurale de FUR d’E.coli par RMN et par
diffraction des rayons X a également été réalisée (Pecqueur et al., 2006). Cette derniére étude
a montré que les structures secondaires de Zn;Zn,PaFUR (forme activée) et de Zn;EcFUR
(« Apo » EcFUR) sont identiques mis a part pour I’hélice a.1. En effet, cette derniére n’est pas
structurée chez Zn;EcFUR bien qu’elle soit prédite au regard de la séquence chez E.coli et
observée sur le monomeére oxydé de EcFUR. La résolution a 1.8 A de la structure du domaine
N-ter de EcFUR, a permis d’observer cette hélice et de constater que les domaines de liaison a
I’ADN de PaFUR et EcFUR ¢étaient superposables. Il a été proposé que la structuration de

cette hélice dans le domaine N-ter soit provoquée par la liaison du métal.
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1.2.4.3. Les sites métalliques

Les différents ligands des sites métalliques de EcFUR, PaFUR, MtZUR et de BsPerR sont
précisés sur un alignement de séquence (Figure I1.18).

ECFUR ————- MTDNNTALKKAGLKVTLPRLKILEVLQEPDNHHVSAEDLYKRLIDMGEEIGLATV 55
PaFUR ————- MVEN-SELREAGLEVTLPRVEKILQMLDSAEQRHMSAEDVY KALMEAGEDVGLATV 54
MtZUR -—-———-——————- MSARGVRSTRQRAAISTLLETLDD-FRSAQELHDELRRRGENIGLTTV 47

BsPerR. MAAHELKEALETLKETGVRITPQRHAILEYLVNSMA-HPTADDIYKALEGKFPNMSVATV 59

ECFUR YRVLNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLICLDCGEVIEFSDDSIEARQREIA 115
PaFUR YRVLTQFEARAGLVVRHNFDGGHAVFELADSGHHDHMVCVDTGEVIEFMDAEIEKRQKEIV 114
MtZUR YRTLQSMASSGLVDTLHTDTGESVYRRCSEHHHHHLVCRSCGSTIEVGDHEVEAWAREVA 107
BsPerR YNNLEVFRESGLVKELTYGDASSRFDFVTS-DHYHAICENCGKIVDFHYPGLDEVEQLAA 118

EcFUR AKHGIRLTNHSLYLYGHCREGDCREDEHRHEGK 148

PaFUR RERGFELVDHNLVLY-—————-— VRKKK-———— 134
MtEZUR TEHGFSDVSHTIEIFG----—- TCSDCRS—-—— 130
BsPerR HVTGFKVSHHRLEIYG—-——-— VCQECSKKENH- 145

Figure 1.18 Les différents ligands des sites métalliques de plusieurs membres de la famille FUR. En rouge :
ligand du site structural ; en bleu : ligand du site de régulation ; en noir souligné : ligand potentiel mais non
observé du site de régulation ; en vert : ligand du site 3 de MtZUR.

1.2.4.3.1. Les sites de FUR d’Escherichia coli

Lors de la caractérisation de FUR d’Escherichia coli, il a ét¢ montré que cette derniére avait 2
sites métalliques par monomere et que ces sites n’avaient pas la méme affinité pour le métal.
Ces sites métalliques ont été caractérisés au travers d’études spectroscopiques (XAS, UV-Vis)
(Adrait et al., 1999; Gonzalez de Peredo et al., 1999; Jacquamet et al., 1998).

Le métal du site de régulation chez ECFUR est coordiné par 6 ligands dont au moins 3 azotes
provenant de résidu histidine, 1 oxygene provenant soit d’un résidu aspartate soit d’un résidu
glutamate et 2 autres atomes (N/O). Il présente une géométrie octaédrique. Parmi les douze
histidines de EcFUR, les histidines 32, 86, 87, 89 et 124 sont trés conservées ; mais seules les
histidines 32 et 89 sont indispensables a I’activit¢ de ECFUR (Braun et al., 1990; Coy et al.,
1994). Ces deux histidines ont donc été proposées comme ligands.

Le zinc du site structural est coordiné par 2 soufres provenant des résidus cystéine 92 et
cystéine 95 (motif CX,C) et par 2 autres atomes pouvant étre soit 1 azote et 1 oxygeéne soit 2
azotes (Gonzalez de Peredo et al., 1999; Jacquamet et al., 1998). Ce site présente une
géométrie tétraédrique qui tend a étre distordue lorsque le site de régulation est métallé. Ce
site structural est important pour la stabilisation du dimére (Pecqueur et al., 2006). 1l a par
ailleurs été montré que les cystéines 92 et 95 étaient indispensables pour ’activité de ECFUR
(Coy et al., 1994) contrairement aux cystéines 132 et 137 (motif CX4C). Les cystéines du
motif CX,C semblent importantes pour la structure des protéines FURs (Lee & Helmann,
2007). Toutefois toutes les protéines FUR ne présentent pas ce genre de motif, c’est le cas de

FUR de P. aeruginosa.
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1.2.4.3.2. Les sites de FUR de Pseudomonas aeruginosa

Pour FUR de P. aeruginosa, deux sites ont été identifiés lors de la résolution de la structure
(Pohl et al., 2003).

Le site 1 est situé¢ dans le domaine de dimérisation, le zinc est coordiné par 6 ligands (H86,
D88 bidentate, E107, H124 et une molécule d’eau) (Figure I.17A). Il présente une géométrie
octaédrique distordue.

Le site 2 implique des ligands du domaine de dimérisation et du domaine de liaison a I’ADN
(H32, E80, H89 et E100). Il présente une géométrie tétraé¢drique.

I1 a été proposé par Polh et al. suite a des expériences d’EXAFS faites au seuil du fer que les
sites 1 et 2 soient les sites de régulation et structural respectivement.

Cependant il a été montré par mutagenese dirigée que des substitutions de résidus amino-
acides du site 1 ne perturbaient pas les fonctions de PaFUR, contrairement a celles faites dans
le site 2 (Lewin et al., 2002). Le site 1 ne peut étre le site de régulation. Le site 2 pourrait
correspondre au site de régulation (Lewin et al., 2002). D’autres données portant sur la

caractérisation des sites des protéines FUR et FUR-like tendent a renforcer cette proposition.

1.2.4.3.3. Les sites de ZUR de Mycobacterium tuberculosis

Pour Zur de Mycobacterium tuberculosis, la résolution de la structure a permis de décrire 3
sites métalliques capables de lier du zinc (Lucarelli et al., 2007).

Le site 1 se situe dans la région charniére entre le domaine de liaison a I’ADN et le domaine
de dimérisation (Figure 1.17B). Ce site présente une géométrie tétraédrique, les ligands de la
sphére de coordination sont les résidus Asp 62, Cys 76, His 81 et His 83. Le métal présent
dans ce site est échangeable avec du cobalt. Ce site est proposé comme site de régulation.

Le site 2 se situe dans le domaine de dimérisation. Ce site présente également une géométrie
tétraédrique, les ligands du zinc sont les 4 soufres des cystéines 86-89 et 126-129. Ces
cystéines présentent un motif particulier : CX,C-n-CX,C. Ce site est proposé¢ comme site
structural.

Le troisicme site est également présent dans le domaine de dimérisation. Il implique de
nouveau 4 ligands pour coordiner le zinc (3 histidines 80-82-118 et 1 glutamate 101).
Curieusement, les ligands de ce site appartiennent au site 1 de PaFUR (initialement proposé
comme site de régulation).

Jusqu’a présent aucune fonction n’a été attribuée a ce site, il pourrait s’agir d’un second site
structural, d’un second site de régulation ou alors d’un artefact expérimental. Cependant, si

I’on considére son homologue chez E.coli, deux sites métalliques ont seulement été identifiés
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par des mesures spectroscopiques (Outten et al., 2001). Leurs caractéristiques sont proches de
celles des sites 1 et 2 retrouvés chez MtZUR. Le site 3, de ce fait, ne semble pas

indispensable.

1.2.4.3.4. Les sites de PerR de Bacillus subtilis

Pour PerR de Bacillus subtilis, 2 sites métalliques ont été proposés (Lee & Helmann, 2006a;
Lee & Helmann, 2006b; Traore et al., 2006).

Le site structural a zinc comprend les 4 cystéines des 2 motifs CX,C (C96, C99, C136 et
C139). 1l se situe dans le domaine de dimérisation (Figure 1.17C).

D’apres un modele appliqué a la structure de BsPerR apo (rotation de 160° du domaine C-ter
par rapport au domaine N-ter), il semblerait qu’il puisse exister, moyennant cette rotation, un
site de régulation potentiel a fer ou @ manganese qui soit pentacoordonné. Il se situerait dans
la région charni¢re entre le domaine de liaison a ’ADN et le domaine de dimérisation. Le
métal pourrait étre coordiné par les résidus His 37, Asp 85, His 91, His 93 et Asp 104. Ces
ligands correspondraient aux ligands du site 2 de PaFUR. In vivo, ces résidus semblent
essentiels pour la fonction de répresseur de BsPerR ; il reste & démontrer que ces résidus sont

les ligands du fer in vitro.

1.2.4.4. Meécanismes d’activation des régulateurs

La simple comparaison des structures tridimensionnelles des régulateurs suggere que ces
différents membres doivent présenter des mécanismes d’activation propres afin d’assurer leur
fonction. Deux mécanismes d’activation ont été proposés d’une part pour PerR de B. subtilis
et d’autre part pour FUR d’E.coli (recoupement de données biochimiques et structurales entre

EcFUR et PaFUR) (Figure 1.19).
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Figure 1.19 Schéma des mécanismes d’activation hypothétiques de BsPerR et de EcFUR

1.2.4.4.1. Mécanisme d’activation de BsPerR

PerR, qui « détecte » le peroxyde d’hydrogene, présente deux niveaux d’activation (Lee &
Helmann, 2006a; Lee & Helmann, 2006b; Lee & Helmann, 2007; Traore et al., 2006). Le
premier niveau d’activation doit lui permettre d’assurer sa fonction de répresseur de la
transcription de geénes. Il consiste en la métallation du site de régulation a fer ou a mangangése.
En considérant la structure RX allongée de apo-PerR, cette derniére ne peut lier le métal dans
son site de régulation simplement. Cette incorporation semble nécessiter une rotation de 160°
du domaine de dimérisation par rapport au domaine de liaison a I’ADN. Cette rotation
permettrait alors le repositionnement des ligands de la sphére de coordination du site de
régulation (Traore et al., 2006). Le dimere de PerR activé serait capable de lier I’ADN (Figure
L19).

Le second niveau d’activation doit permettre a PerR d’assurer sa fonction de « detecteur » du
peroxyde d’hydrogeéne. En présence d’H,O,, PerR subirait une oxydation des histidines 37
et/ou 91 du site de régulation via un mécanisme d’oxydation catalysé par le métal (Lee &
Helmann, 2006a). Cette oxydation entrainerait la formation de 2-oxo-histidine et induirait une
diminution de I’affinité de la protéine pour son métal de régulation. Cette oxydation l¢verait

la répression de PerR par dissociation du complexe Protéine/ADN (Figure 1.19).
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1.2.4.4.2. Mécanisme d’activation de ECFUR

EcFur contrairement a PerR ne présenterait qu’un niveau intégré d’activation lui permettant
d’assurer sa fonction de régulateur de la transcription (Figure 1.19). Le métal présent dans son
site structural, permet de stabiliser sa structure quaternaire a 1’état de dimere (Pecqueur ef al.,
2006) et non pas de ’activer. L’activation est permise par la liaison du métal (Zn*', Fe*",
Mn®"...) dans le site de régulation. Cette incorporation entraine des changements de la
conformation de la protéine avec une exposition plus importante de 1’hélice a4 au solvant.

Une meilleure exposition des domaines de liaison a I’ADN aurait lieu (Coy & Neilands, 1991;
Gonzalez de Peredo et al., 2001). Cet aspect a ét¢ confirmé par des études de cross-link a
I’EDC et au DMA (D'Autreaux et al., 2007). Le groupement -NH; de I’extrémité N-terminale
interagit via des interactions ioniques avec un ou plusieurs résidus acides du domaine C-
terminal et est aussi a proximité des lysines 76 et 97 de la région centrale chez Zn;EcFUR
(dimére inactif). Ces interactions impliquent une proximité spatiale. Ces derniéres n’ont plus
lieu lors de la métallation du site de régulation (M;Zn;EcFUR = dimére activé), preuve d’un
¢loignement de 1’extrémité N-ter et du domaine C-ter. Par ailleurs il a ét¢ montré au
laboratoire lors d’études structurales que I’extrémité N-terminale était plus ou moins
structurée en fonction de 1’état d’activation de la protéine (Pecqueur et al., 2006; Pohl et al.,
2003). Zn;Zn,PaFUR qui correspond a la forme active de FUR présente une hélice al a
I’extrémité N-terminale, contrairement a Zn;EcFUR, forme inactive de la protéine, qui ne
présente pas cette hélice. Il a donc été proposé que la métallation du site de régulation
entrainerait des changements conformationnels locaux avec entre autre une structuration de

I’hélice al et un repositionnement de I’hélice a4 pour permettre la liaison a I’ADN.
1.2.4.5. Modes de régulation

1.2.4.5.1. Généralités

Initialement les membres de cette famille de métallorégulateurs étaient qualifiés de
répresseurs de la transcription par liaison d’une séquence opératrice de 19 pb. Cependant, il a
ét¢é montré que ces régulateurs controlaient 1’expression des geénes par quatre autres
mécanismes de répression ou d’activation, directs ou indirects dépendants ou non d’une

métallation de FUR (Figure 1.20).
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Figure 1.20 Les différents modes de régulations des protéines FUR (Lee & Helmann, 2007)

e Répression Directe de la transcription en présence du cofacteur Métallique (RDM)

e Activation Directe de la transcription en présence du cofacteur Métallique (ADM)
(Alamuri et al., 2006)

e Activation Indirecte de la transcription en présence du cofacteur Métallique (AIM) (via
I’inhibition d’un partenaire intermédiaire) (Masse & Gottesman, 2002)

e Activation Directe de la transcription par la protéine Apo (ADA) (Delany et al., 2003)

e Répression Directe de la transcription par la protéine Apo (RDA) (Ernst et al., 2005b)

Seules les régulations réalisées par quelques membres de la sous-famille FURs seront

présentées.

1.2.45.2. La régulation par FUR d’E.coli

FUR d’E. coli qui est le premier représentant de cette famille de protéine métallorégulatrice a
avoir été étudié, contrdle ’expression de plus de 100 genes (Hantke, 2001). Soixante de ces
genes codent pour des protéines permettant 1’acquisition du fer (la machinerie de synthése et
de transport des sidérophores ...). D’autres geénes codent pour des protéines impliquées dans
le métabolisme (aconitase A) ou encore dans la réponse au stress-oxydant (SodB). EcFUR,
qui est assimilable a un facteur de virulence, est un régulateur global. Elle controle
I’expression de ces genes soit par répression (Figure 1.20A) soit par activation (Figure 1.20C)
en liant une séquence palindromique imparfaite (Figure 1.21A).

A 5" - GATAATGAT w ATCATTATC -3’

5’ - GGGGATAATGATAATCATTATCGGG -37
B 3’ CCCCTATTACTATTAGTAATAGCCC -3,

Figure 1.21 A) Séquence consensus de la FUR box ou w correspond a A/T (Escolar ef al., 1998). B) Mode de
liaison de FUR a I’ADN, reconnaissance d’un motif 6-1-6 (Lavrrar & Mclntosh, 2003)
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Plusieurs mode¢les ont été proposés pour la liaison de FUR a ’ADN (Baichoo & Helmann,
2002; Baichoo et al., 2002; Escolar et al., 1999; Lavrrar & Mclntosh, 2003; Lee & Helmann,
2007). L’un d’eux, présenté par Baichoo et al., proposait que FUR reconnaisse 15 pb
organisées en un motif 7-1-7 chez B. subtilis. Dans ce mode¢le, deux dimeres de FUR peuvent
se lier sur chaque FUR box et ce sur des faces opposées de la double hélice d’ADN (Baichoo
& Helmann, 2002). Ce mod¢le expliquerait I’enroulement de FUR sur I’ADN observé par De
Lorenzo et al. en 1988 (de Lorenzo et al., 1988). Un modele similaire a été proposé chez
E.coli par Lavrarr et al. Toutefois le motif reconnu serait de type 6-1-6 (soit 13pb) répété
deux fois de fagon inversée et constituant le motif de 19pb li¢ par EcFUR (Figure 1.21B)
(Lavrrar et al., 2002; Lavrrar & Mclntosh, 2003).

Ce modéle est compatible avec les données de positionnement de FUR sur ’ADN obtenues
suite a2 une ¢étude des pontages covalents du complexe EcFUR-ADN analysés par
spectrométrie de masse (Tiss et al., 2005). La proximité de la tyrosine 55 se trouvant dans
I’hélice de reconnaissance avec le doublet de thymine de la boite FUR contenue dans les
promoteurs régulés par FUR a ét¢ démontrée. Cette proximité doit étre importante pour la
liaison ADN/protéine de toutes les Fur-like dont Zur et PerR de Bacillus subtilis puisque que

la tyrosine et le doublet de thymine sont conservés.

Les régulations par EcCFUR dépendent essentiellement de la concentration en fer dans la
bactérie. Lorsque ce dernier est limitant pour sa survie, elle va produire et libérer des
molécules trés affines pour le chélater, les sidérophores (entérobactine..). Ces molécules sont
capables de solubiliser le fer a partir de complexes insolubles (hydroxyde ferrique) et d’entrer
en compétition avec des protéines de transport du fer chez 1’hote comme la transferrine. En
parallele, E.coli exprime a sa membrane des récepteurs (FepA...) de sidérophores pour
récupérer le complexe métallé ainsi que des systémes de transport (FepB/FepDGC) pour
transférer le complexe dans le cytoplasme. Ces transporteurs sont couplés a une machinerie
energétique ExbB/ExbD/TonB. En présence de fer, ECFUR est activée pour former Fe-
EcFUR et peut alors réprimer la transcription des geénes impliqués entre autre dans cette

machinerie d’acquisition du fer (Figure 1.22).
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Figure 1.22 Mécanisme d’action de FUR d’E.coli dans des conditions de carence en fer (partie supérieure du
schéma) ou de forte concentration en fer (partie inférieure du schéma) : Controle de I’homéostasie du fer par des
régulations négatives et positives. ® : ARN polymérase

Autant le mode de régulation de EcFUR par répression directe en présence de métal semble
évident, autant le mode de régulation par activation en présence de métal suscite encore de
nombreuses interrogations. EcCFUR active-t-elle directement ou indirectement ces génes
comme celui de la superoxyde dismutase a fer SodB et de la bactérioferritine ? En 2002, il a
été montré que cette régulation positive par EcFUR était indirecte. Cette régulation
dépendante de FUR est assurée via la répression de petits ARN régulateurs anti-sens (notés
ARNs) (Masse & Gottesman, 2002). Ces ARNs agissent au niveau post-transcriptionnel en
réprimant la traduction des geénes cibles. Globalement, la répression par ECFUR de ces ARNs
« répresseurs » conduit a un phénotype d’activation. Chez E.coli, RyhB, un ARNs de 90
nucléotides, est réprimé par ECFUR en présence de fer (Masse & Arguin, 2005). Des motifs
FUR box chevauchant le promoteur de ryhb ont été décrits (Vassinova & Kozyrev, 2000). Les
expressions de la superoxyde dismutase a fer SodB et de la bactérrioferritne sont dépendantes
de ce mécanisme de régulation (Figure 1.22). RyhB contréle au minimum 1’expression de 18

opérons soit environ 56 genes. Un contréle fin du métabolisme du fer est fait chez E.coli
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grace a EcFUR ainsi que RyhB (Masse & Arguin, 2005; Masse et al., 2007). Les modes de
régulation « RDM » et « AIM » sont donc utilisés par ECFUR.

1.2.4.5.3. Les autres modes de régulation

Les protéines FUR autres que EcFUR peuvent activer la transcription de génes via un
mécanisme direct (Figure 1.20B). FUR de Neisseria meningitidis, en plus de réprimer
I’expression de geénes comme thp2, peut activer 1’expression de certains génes comme norB,
panl (Delany et al., 2004). FUR métallée se lie en amont des promoteurs de ces génes et peut,
au moins pour norB, activer la transcription. Une activation directe de 1’expression du géne
nifS, via la liaison de FUR métallée d’Helicobacter pylori, a également été proposée (Alamuri
et al., 2006). FUR métallée se lie a deux régions en amont du promoteur de nifS (-155 -190 et
-210_-240).

Ce mode de régulation n’est pas unique pour FUR d’Helicobacter pylori (HpFUR). En effet
cette derniere peut également réprimer la transcription des geénes en présence de métal, ainsi
qu’activer et réprimer la transcription d’autres génes en absence de métal (Delany et al., 2001;
Delany et al., 2003; Ernst et al., 2005a; Ernst et al., 2005b; Lee et al., 2004). Les
caractéristiques structurales qui différencient les sites liés par HpFUR en absence ou en
présence de métal n’ont pas été ¢lucidées. Toutefois cette capacité que présente HpFUR, a lier
des sites distincts en présence ou en absence de métal, semble influencer sa fonction de
protéine autorégulatrice (Delany et al., 2002; Delany et al., 2003). Les modes de régulation
d’HpFUR seront présentés plus en détail ultérieurement dans le chapitre V qui lui est

consacreé.

[.2.5. La famille des régulateurs NikR

Cette famille qui doit son nom au premier membre identifié chez Escherichia coli NikR (De
Pina et al., 1999) est constituée de régulateurs tétramériques qui répondent a la concentration
intracellulaire en nickel. Actuellement seuls trois membres de cette famille ont été étudiés au
niveau biochimique et/ou au niveau structural et au niveau « mécanistique »: NikR
d’Escherichia coli (bactérie du tractus digestif généralement commensale) et NikR
d’Helicobacter pylori (bactérie pathogéne pour I’Homme) (Dosanjh & Michel, 2006) et NikR
de Pyrococcus horikoshii (Chivers & Tahirov, 2005). Comme il n’existe pas de
caractérisation biochimique de PhNikR, nous n’en parlerons que pour des comparaisons avec

Ec et HpNikR.
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Chez E.coli et H.pylori, le nickel est essentiel pour le bon fonctionnement d’enzymes comme
I’hydrogénase a NiFe et I’uréase qui sont des facteurs de virulence.

Toutefois sa concentration doit étre controlée sous peine de toxicité cellulaire. Ce controle
dépend de NikR.

Les protéines de cette famille sont constituées de deux domaines : un domaine de liaison a
I’ADN avec un motif ruban-hélice-hélice et un domaine de tétramérisation (dimérisation de
deux dimeéres) au niveau duquel se situe le site métallique dit de « haute affinité ». Seule NikR
métallée se lie a ’ADN. Cette liaison entraine soit la répression de la transcription des génes
soit ’activation (Abraham et al., 2006; Chivers & Sauer, 1999; Chivers & Sauer, 2000;
Chivers & Sauer, 2002; Contreras et al., 2003; De Pina et al., 1999; Schreiter et al., 2003; van
Vliet et al., 2002).

Les propriétés connues jusqu’a présent des protéines NikR d’Escherichia coli et
d’Helicobacter pylori vont étre détaillées puiqu’elles sont essentielles a la compréhension de
ce travail. Il est clair que de nombreuses caractéristiques, qui vont étre présentées, ont été

décrites alors que ce travail de thése était en cours.

-67 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

I.3. NikR chez Escherichia coli

Le geéne nikR (anciennement nommé yhhG) de E. coli a été localisé et isolé en 1999 (De Pina
et al., 1999) a la suite d’une étude portant sur 1’expression de 1’opéron nik en présence de
nickel. Cet opéron de 5 geénes code pour une protéine périplasmique ainsi qu’un transporteur
de type ABC du nickel. A haute concentration de nickel I’expression de ce systeme de
transport est réprimée par NikR, présente a une concentration d’environ 200 nM chez E. coli
(Chivers & Sauer, 2002). Dans la méme période, il a été montré que NikR appartenait a une
famille de facteurs transcriptionnels de type Arc ayant un motif Ruban-Hélice-Hélice pour lier
I’ADN (Chivers & Sauer, 1999). Les caractéristiques de EcNikR, régulateur transcriptionnel,

vont étre présentées.

I.3.1. Laséquence protéique de EcNikR

Le géne nikR de E. coli code pour une protéine de 15094 Da contenant 133 acides aminés.
Cette protéine présente de nombreux résidus pouvant étre de potentiels ligands des métaux

tels que les histidines qui sont au nombre de 12.
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Figure 1.23 Séquence protéique de NikR de E.coli. En gras sont indiquées les histidines, les cystéines sont
soulignées. Les étoiles précisent les ligands du site de haute affinité. La structure secondaire de la chaine D
d’EcNikR apo décrite lors de la résolution de la structure cristallographique par rayon X (Schreiter et al., 2003).

L’alignement de 8 séquences de protéines NikR montre que certains acides aminés sont tres
conservés parmi les especes dont les quatre ligands du site métallique dit de haute affinité

chez EcNikR (His 76°, His 87, His 89, Cys 95).
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Figure 1.24 Alignement d’une sélection de séquences des protéines NikR de différents micro-organismes. Les
acides aminés en bleu sont parfaitement conservés, en jaune sont conservés au moins a 60% et en vert a plus de
25 %. Les étoiles précisent les ligands du site de haute affinité de EcNikR.

CVHTEDLSTE

[.3.2. Liaison du métal

Les premicres purifications de EcNikR sauvage ont révélé son aptitude a lier du nickel avec
une forte affinité. En effet la premicre étape de purification consistait en une colonne
d’affinité chargée en nickel (Ni-NTA). D’aprés Chivers et Sauer, EcCNikR ne pouvait pas se
lier directement a cette colonne car elle chélatait son métal (Chivers & Sauer, 2000; Chivers
& Sauer, 2002). La constante de dissociation des groupements NTA pour le Ni(I) est
pourtant de 3pM (Dawson et al., 1986). Ce comportement a laissé¢ suggérer que NikR
présentait un site de haute affinité pour lier le nickel. Pour remédier a ce comportement,
I’ajout d’un exces de nickel supplémentaire au tampon de charge semblait nécessaire pour
permettre sa liaison a la colonne via des sites a nickel de plus basse affinité. Cette étape,
comme nous le verrons par la suite, n’est pas nécessaire pour la purification d’EcNikR.

La protéine, purifiée en présence d’une surcharge en Ni(Il), était métallée. La chélation par
I’EDTA du nickel est permise par 1’exposition de la protéine a cet agent sur des temps longs
allant de 12 heures a plusieurs jours a température ambiante (Chivers & Sauer, 2000; Chivers

& Sauer, 2002).
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[.3.2.1. Site de haute affinité

Le site métallique dit de haute affinité de EcNikR a été caractérisé par des techniques de
spectroscopie (XAS, XANES, EXAFS, UV-Vis) (Carrington et al., 2003; Chivers & Sauer,
2000; Chivers & Sauer, 2002; Leitch ef al., 2007; Wang et al., 2004) ainsi que lors de la
résolution de la structure cristallographique du domaine de tétramérisation (Schreiter et al.,
2003).

Ce site présente une géométrie plan carré ou le nickel est coordiné par 4 ligands provenant de
deux unités monomériques (Schreiter ef al., 2003) : His 87, His 89, Cys 95 d’une premicre
sous-unité¢ et His 76’ d’une seconde sous-unité¢ adjacente. Lors de leur étude en 2003,
Carrington et al. avaient proposé que le résidu GIlu97 soit le quatriéme ligand du site a la
place de His 76. Il s’avére en fait que ce résidu est impliqué dans le réseau de liaison
hydrogéne qui stabilise le site de haute affinité et qui interagit avec His 87 (Schreiter et al.,

2003).

Cys95
1.39A\ Y I .-
His87 24 HisB9

Figure 1.25 Ligands du site de haute affinit¢ d’EcNikR ; His 87, 89 et Cys 95 proviennent d’une premicre unité
monomérique et His 76’ provient d’une seconde sous-unité adjacente.

La liaison du nickel dans ce site peut étre suivie par spectroscopie d’absorption UV-visible.
Des bandes caractéristiques sont notables sur les spectres : une bande de transfert de charge
entre le groupement thiolate de la cystéine et le nickel (bande a 302 nm) ainsi que des bandes
d-d de faibles intensités (460 et 570 nm) (Chivers & Sauer, 2000). Ce site lie jusqu’a 1
équivalent de nickel ajouté par monomére. EcNikR a donc quatre sites de haute affinité
(1/monomére). L’affinité de ce site pour le nickel (Tableau I-10) a été¢ déterminée en utilisant
un dosage indirect avec de I’EGTA. La technique employée pour cette détermination fera

I’objet d’une discussion dans les résultats exposés par la suite.
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EcNikR présente des affinités proches pour d’autres ions métalliques divalents (cobalt, cuivre,

zinc et cadmium) (Tableau I-10). Toutefois seul le nickel confeére une réelle stabilité

conformationnelle a la protéine (Dias & Zamble, 2005; Wang et al., 2004).

Technique pour le
Stoechiométrie Kd du site de haute Amax vt (nm)
Métal dosage par
de liaison affinité (M) [e (M'l.cm'l)]

compétition
Ni(I) 1 Ni/monomeére 1-7.10" 302 [3200-7200] EGTA
Cu(I) 1 Cu/monomere 1.4.10" 388 [4450] EGTA, EDDA
Co(II) 1 Co/monomére 2.107 307 [1100] Fura-2
Zn(II) 1 Zn/monomére <1.10" - PAR
Mn(II) Peu liaison ND - -

Tableau I-10 Liaison de métaux de transition par EcNikR, caractéristiques de la liaison (Constante de
dissociation Kd, la longueur maximale de la bande de transfert de charge et le coefficient d’extinction molaire,
technique employée pour le dosage par compétition (ND : non déterminé)) (Chivers & Sauer, 2002; Wang et al.,
2004).

La géométrie et la coordination des sites dits de haute affinité liant les différents ions

métalliques ont été étudiés récemment par XANES et EXAFS (Leitch ef al., 2007) :

e Pour le nickel : Le site implique bien 4 ligands et présente une géométrie plan carré

e Pour le cuivre: Le site présente également une géométrie plan carré, et le métal est
tétracoordonné avec 2 imidazoles, 1 ligand N/O et 1 ligand S.

e Pour le zinc : le site présente une géométrie tétraédrique, le métal est tétracoordonné avec
3 imidazoles et 1 ligand S.

e Pour le cobalt : la géométrie du site et sa coordination différent de celles prédites lors des
mesures faites en UV-Visible ou une bande de transfert de charge a 307 nm avait été
observée et prédisait la présence d’une cystéine dans la sphére de coordination du Co(II)
(Wang et al., 2004). Le site aurait une géométrie octaédrique et impliquerait 3 imidazoles
et 3 ligands N/O. Il n’y aurait pas de soufre. Le site a cobalt serait trés différent du site

initial a nickel ce qui est assez surprenant.

La géométrie du site a nickel en présence d’ADN a également été étudiée. Des premiers
travaux ont propos¢ qu’elle serait trés différente en présence d’ADN. La géométrie serait
octaédrique et impliquerait 6 ligands N/O, la liaison avec la cystéine serait rompue
(Carrington et al., 2003). Ces données ont été remises en question a deux reprises (Leitch et
al., 2007; Schreiter et al., 2006) et plus particuliérement lors de la résolution de la structure
cristallographique du complexe ADN-EcNikR-Ni par Schreiter et al. en 2006. Ce site a nickel
conserverait en fait ses ligands de coordination avec une géométrie plan carré ou la structure

serait Iégérement distordue.
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[.3.2.2. Sites dits de basse affinité

La présence de sites dits « de basse affinité pour le métal » a été suggérée a la suite d’études
portant sur la liaison d’EcNikR a I’ADN ou un exces de Ni(Il) en EMSA était nécessaire a la
fixation maximale de la protéine a ’ADN (Bloom & Zamble, 2004; Chivers & Sauer, 2000;
Chivers & Sauer, 2002). Le Kd de ces sites pour le nickel varieraient entre 30nM et 30uM
selon les ¢tudes considérées. L’analyse de la séquence d’EcNikR a permis de proposer des
ligands potentiels pour lier le nickel dans les sites de basse affinité. Le cluster d’histidines
H77, 78, 79 et 92’ ainsi que le cluster composé des résidus H123, 125 et C128’ ont été
proposés comme sites potentiels (Bloom & Zamble, 2004). Des études récentes ont apporté
des informations sur la nature de ces sites potentiels: 1’étude structurale du complexe
EcNikR-Ni-ADN en présence d’un exceés de Ni(Il) (Schreiter et al., 2006) et 1’étude par
spectroscopie d’absorption des rayons X (Leitch et al., 2007). Ces différents travaux seront

présentés par la suite (1.3.3.3 p- 76 -).

1.3.3.  Caractéristiques structurales

Les caractérisations biochimiques et biophysiques des domaines N-ter (résidus 1 a 47 couplés
a un tag de 6His), C-ter (résidus 48 a 133) ainsi que de la protéine native ont permis de mettre
en évidence qu’EcNikR est un tétramere ou plus exactement un dimére de dimere (Chivers &
Sauer, 1999; Chivers & Sauer, 2002). La structuration des domaines N-ter et C-ter a lieu
indépendamment. Les domaines N-ter, riches en hélice o (56%), s’homodimérisent ; la
constante de dissociation du dimére en monomére est de 9,9.10™"" M (Chivers & Sauer, 1999).
Les domaines C-ter, quant a eux, forment un homotétramére en présence ou en absence de
métal. La liaison du nickel dans les sites métalliques modifie la structure secondaire de la
protéine native ainsi que du domaine C-ter en augmentant le pourcentage d’hélice alpha
comme cela a été observé en CD (Chivers & Sauer, 2002).

Ces premicres caractéristiques structurales ont été confirmées lors de la résolution par
diffraction des rayons X des structures tridimensionnelles de la protéine EcNikR apo
(résolution : 2.3A (Schreiter et al., 2003)) (Figure 1.26) et plus récemment d’EcNikR métallée
(résolution : 2.1A (Schreiter et al., 2006)) (Figure 1.27). Ces différentes structures vont étre

présentées.
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1.3.3.1. Structure de la protéine EcNikR apo

Une sous unité monomérique de cette protéine tétramérique comprend deux domaines (Figure

L26B) :

e Le domaine N-ter impliqué dans la liaison a I’ADN. Il présente un repliement de type
Bao qui forme le domaine de liaison & I’ADN par dimérisation avec le domaine N-ter
d’une seconde sous unité adjacente.

e Le domaine C-ter impliqué dans la tétramérisation ainsi que dans la métallation. Il
présente un repliement de type Poppof caractéristique des domaines ACT . Ces
domaines sont retrouvés dans de nombreuses protéines dont certaines enzymes impliquées
dans le métabolisme des acides aminés et des purines. La liaison de petites molécules
(acides aminés, Ni(II)...) dans ce domaine y est permise, elle tend a réduire la flexibilité
structurale et semble corrélée a des mécanismes de régulation allostérique (Grant, 2006).
Ces mécanismes restent a définir.

Chaque homodimére comprend un domaine de liaison a I’ADN, ainsi qu’un cceur constitué

des domaines C-ter de chaque sous unité (Figure 1.26A). Le tétramere est maintenu par des

interactions hydrophobes ainsi que par des liaisons hydrogénes entre les brins (3 des
monomeres adjacents a I’interface de tétramérisation. En absence de métal, I’hélice a3 est
plus flexible et désordonnée, elle n’est d’ailleurs visualisée que sur une sous-unité
monomérique. EcNikR apo fait approximativement 90 A de long (distance entre chaque

domaine de liaison a I’ADN). Dans cette conformation, EcNikR apo ne peut se lier a I’ADN.

Coeur

Domaine de
liaison a I’ADN

homodimére

Figure 1.26 Structure tridimensionnelle de EcNikR apo de résolution 2.3A (Schreiter et al., 2003). A) Structure
entiére B) Une sous-unit¢ monomérique. Le domaine N-ter d’une sous unité monomérique avec le repliement
ruban-hélice-hélice est en bleu et le domaine C-ter équivalent, avec un repliement caractéristique d’un domaine
ACT, est en jaune. L’interface de tétramérisation est marquée par la fléche¥.

" ACT : Aspartate kinase-Chorismate mutase-TyrA (3 premiéres lettres de 3 enzymes ayant un tel domaine) ; Par
exemple : ’aspartate kinase lie la lysine dans son domaine ACT.
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1.3.3.2. Structure de la protéine EcNikR métallée

La résolution en 2003 de la structure du domaine de tétramérisation en présence de nickel a
permis de décrire pour la premiére fois le site a nickel chez EcNikR ainsi que de comprendre
les changements structuraux observés en dichroisme circulaire. Les changements structuraux
touchent essentiellement 1’hélice a3 ainsi que la boucle entre les brins B3 et B4. L’hélice a3
qui contient un des ligands du site de haute affinité H76, se voit ordonnée dans chaque C-ter.
Les brins 33 et f4 d’'une méme sous-unité monomérique, quant a eux, contiennent les 3 autres
ligands du site métallique adjacent. La liaison du nickel dans le site de haute affinité entraine
un mouvement au niveau de la boucle liant les deux brins afin de les rapprocher et donc
rapprocher les ligands pour former les sites (Figure 1.27C). La chaine latérale de His 89 subit
un déplacement de 2.6 A.

Ces observations ont été confirmées et complétées lors de la résolution en 2006 de la structure

complete d’EcNikR métallée (Figure 1.27A et C) (Schreiter ef al., 2006).

non structurée

Figure 1.27 Structures tridimensionnelles de EcNikR métallée et apo (Schreiter et al., 2003; Schreiter et al.,
2006). A) Structure d’EcNikR métallée de résolution 2.1 A, I’interface de tétramérisation est visualisée par la
fleche¥, les éléments de la structure secondaire ont été précisés. B) Superposition d’EcNikR apo (bleu foncé) et
d’EcNikR métallée (gris clair). C) Deux domaines ACT d’EcNikR métallée et apo, visualisation du mouvement
de la boucle entre les brins B3 et 4 lors de la métallation. L hélice a3 non résolue d’EcNikR apo est représentée
par la ligne.

La structure d’EcNikR métallée est comparable a celle d’EcNikR apo et du domaine de

tétramérisation métallé.
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Toutefois 1’orientation des domaines de liaison a I’ADN par rapport au domaine de
tétramérisation est différente (Figure 1.27B). Ce positionnement suggere que ces deux
domaines « rigides » se déplacent I’un par rapport a I’autre grace au domaine de liaison
flexible qui les lie (résidus 41-52). Cette flexibilité relative, observée en absence d’ADN, est
en accord avec les structures décrites pour NikR de Pyrococcus horikoshii (PhNikR). PhNikR
peut adopter plusieurs conformations : Ouverte ou Fermée avec un 