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Résumé

Les métaux sont omniprésents sur la planete et sont devenus nécessaires a tous les
organismes vivants au cours de 1’évolution. Cependant, la quantité de métal présent dans
les cellules doit étre tres finement régulée car une quantité trop importante de métaux peut
générer une toxicité. Pour assurer cette homéostasie, les cellules doivent étre capables de
réguler 'import et 'eflux des métaux par I’expression dynamique de protéines spécifiques
impliquées dans ces flux ioniques.

Chez la bactérie modele Fscherichia coli, la toxicité du nickel et du cobalt est neutra-
lisée par I’action de la pompe RenA, protéine membranaire capable d’exporter les ions Ni?*
et Co?*t hors de la cellule. La production de RenA est controlée par le métallorégulateur
RcenR capable de détecter ces ions en cas d’exces et d’induire, en réponse a ce signal,
Iexpression du gene rcnA.

Récemment, notre équipe a identifié un nouveau gene que nous avons rebaptisé renB
(précédemment yohN). Ce gene fait partie de I'opéron renAB et est, comme rcnA, im-
pliqué dans I’homéostasie des ions Ni?* et Co?*. A I'inverse de rcnA, une souche mutante
délétée de renB est plus résistante au nickel et au cobalt et cela est directement corrélée
a une plus faible accumulation de métal dans les cellules. Le gene renB code pour une
petite protéine monomérique de 10 kDa localisée dans le périplasme et ne possédant pas
d’homologues décrits & 1’heure actuelle. Aucune fixation des ions Ni?* et Co?T n’a été
mise en évidence pour la protéine RenB. Elle peut en revanche interagir avec les ions Cu™
et Cu?* aussi bien in vitro que in vivo et un lien avec les systémes de résistance au cuivre
de E. coli a été mis en évidence. Or, le cuivre confere des propriétés d’oxydo-réduction
particulieres aux protéines qui pourraient étre directement liées a la fonction de RenB.

Des investigations complémentaires sont nécessaires pour préciser la fonction exacte
de RenB, mais ce travail a mis en évidence le premier membre d’une nouvelle famille de

protéines accessoires associées aux pompes d’efflux des ions métalliques.

Mots-Clés

microbiologie - biochimie - métaux - homéostasie - résistance - FEscherichia coli - nickel -

cobalt - cuivre - pompes a efflux - systeme Rcn
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Summary

Metals are ubiquitous on Earth and have become necessary for living organisms like
bacteria. However, there is a subtle balance between the life required amount and toxicity
resulting from an overload of metal ions. The intracellular level of these ions must be
tightly regulated. A strategy often used by cells is to regulate uptake and efflux of metal
ions by expressing specific proteins involved in this traffic.

In the bacterium Escherichia coli, nickel and cobalt toxicity is counterbalanced by
action of the RenA efflux pump that permits excess Ni?T and Co?* ions to be excluded
out of cells. Its expression is under the control of the nickel and cobalt inducible RenR
metalloregulator that represses renA transcription in absence of metals.

Recently, we identified a new gene that we called renB (formerly yohN) involved in
this system. This gene is a part of the renAB operon and as rcnA, is involved in nickel
and cobalt homeostasis. But, unlike renA, a mutant strain lacking renB is more resistant
to nickel and cobalt. This phenotype is associated to a lower accumulation of these ions in
the cells. renB gene encodes a small monomeric protein of 10 kDa which is found in the
periplasmic fraction. Until now, databases do not contain any described homologs. RenB
displayed any Ni?* or Co?* binding capacity. On the other hand, RenB can bind both
Cut and Cu?* ions in vitro. It is equally true in vivo and a link with copper homeostasis
was found based on the copper resistance systems of E. coli. This is of particular interest
because copper confers particular redox properties to proteins which could be directly
related to the biological function of the RenB protein.

Further studies are required to precise the role of RenB but this work provides the
identification and characterization of the first member of a new family of accessory proteins

tied to metal ions eflux pumps.

Keywords

microbiology - biochemistry - metals - homeostasis - resistance - Escherichia coli - nickel

- cobalt - copper - efflux pumps - Ren system
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Tableau 1 — Tableau périodique des éléments

13 14 15 16 17

Légende:
métaus
métalloides
non-métauy

Les symboles des éléments sont indiqués ainsi que leur numéro atomique Les métaux de transition sont figurés
dans le cadre rouge. La ligne noire en escalier sépare les éléments considérés comme conducteurs a gauche des
isolants a droite. x correspond aux lanthanides et *x aux actinides.



Chapitre 1

Caractéristiques physico-chimiques d'un métal

1.1 Qu'est ce qu'un métal?

Le terme métal désigne, avec les métalloides et les non-métaux, I'un des trois groupes
présents dans le tableau périodique des éléments [Tableau . Tous les membres de ce
groupe ont la particularité de pouvoir perdre des électrons et ainsi former des ions po-
sitifs ou cations. Le sous-groupe des métaux de transition regroupe tous les éléments
présents dans le bloc d du tableau périodique qui s’étend de la colonne 3 a la colonne 12 a
I’exception des lanthanides et actinides. Ces atomes ont tous leur orbitale électronique s
saturée et different par leur orbitale d incomplete. Cette lacune électronique permet de les
considérer comme des acides de Lewis qui peuvent former des complexes avec des ligands
non métalliques se comportant alors comme des bases de Lewis. Ces dernieres peuvent

partager leur paire d’électrons libres pour établir la liaison avec I'ion métallique [T}, 2].

1.2 Coordination des métaux dans les biomolécules

La formation de complexes entre les métaux et les atomes constituants des macro-
molécules biologiques permet d’obtenir des molécules ayant des propriétés catalytiques
uniques ce qui les rend indispensables au métabolisme cellulaire. La formation d’inter-
actions entre métal et ligand dépend des propriétés intrinseques de ces atomes. Ainsi, le
rapport charge/rayon atomique également appelé polarisation ou mollesse selon le prin-
cipe HSABEI [3] est essentiel et plus un atome métallique sera polarisé, plus l'interaction
avec un ligand potentiel sera forte. Or, la polarisation d’un élément augmente globale-
ment de gauche a droite dans le tableau périodique. Selon ce concept, les métaux peuvent
étre classés en fonction de leur capacité d’interaction avec les ligands. Une classification

simplifiée a été établie [4], la série de Irving-Williams :

Ca?t < Mg?t < Mn?* < Fe?t < Co?t < Ni2t < Cu?t > Zn?t

Les cations divalents sont classés du moins au plus affins.

1. Hard and Soft Acids and Bases, au sens de Lewis du terme
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Tableau 2 — Correspondance entre certains métaux et leurs ligands préférentiels

Cations métalliques Ligands fréquents

Ca?t, Nat, Mg?t, K+, Fe3t, | H,O, NH;, ROH, RNH,, PO,*, SO,%, OH ",
Mn?+ RCOO~

Mn?+, Zn?*t, Fe?t, Co?t, | Pyridine, Imidazole, NOy~, SO3%*

Ni2+, Cu2t

Cd?t, Cut, Agt CN ™, RS, RSH

Tableau adapté de [5), [6, [7].

Tableau 3 — Potentiels d’oxydo-réduction de différents ions métalliques

oxydant | potentiel EY (V) | réducteur || oxydant | potentiel E° (V) | réducteur
Nat 2,71 Na Ni2+ - 0,25 Ni
Ca?t - 2,686 Ca H+ 0,0000 H,
Mg2+ - 2,372 Mg Cu2+ + 0,159 Cu*
Mn2+ - 1,185 Mn Cu?t+ + 0,340 Cu
Zn’** - 0,7618 7Zn Cut + 0,520 Cu
Fe?+ - 0,44 Fe Fe3+ + 0,77 Fe?+
Cd2+ 20,40 Cd Ag* + 0,7996 Ag
Co?* - 0,28 Co Au?t + 1,5 Au

Les potentiels d’oxydo-réduction sont indiqués pour une température de 25°C a pression atmosphérique pour

des solutions aqueuses de substance pure a 1 mol.L! [g].
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Toutefois, cette série ne peut a elle seule expliquer toutes les interactions recensées
a ce jour puisque tous les ligands devraient préférentiellement interagir avec 1’élément
le plus polarisé, ici le cuivre, ce qui n’est pas le cas n vivo. Dans les cellules, les li-
gands sont essentiellement les atomes d’azote (N), d’oxygene (O) et de soufre (S). Or,
ces éléments different par leur polarisation. Ainsi, S est un ligand tres polarisé alors que
O l’est beaucoup moins, N étant situé a un niveau intermédiaire. Les métaux les plus
polarisés comme le cuivre, auront tendance a interagir préférentiellement avec des ligands
soufrés, les métaux ayant une polarisation intermédiaire avec des ligands azotés et les
métaux les moins polarisés avec les composés oxygénés [Tableau .

Cette tendance ne constitue toutefois pas une regle absolue. Ainsi, un métal tres po-
larisé aura une affinité meilleure qu'un autre métal faiblement polarisé pour tous les sites
d’interactions potentiels [9]. Les ions métalliques sont coordonnés par un nombre variable
de ligands allant de deux a SiXE| en fonction de leurs propriétés électroniques. Par cette
interaction, les métaux modifient les propriétés physico-chimiques de leur environnement
directﬂ [10]. La sphere de coordinationﬁ de la molécule module en contrepartie les pro-

priétés de réactivité du métal.

1.3 Potentiels d'oxydo-réduction

Les métaux, de par leurs propriétés intrinseques, forment des couples dont les po-
tentiels d’oxydo-réduction varient beaucoup d’une espeéce a I'autre [Tableau . Le terme
fréquemment employé est la noblesse d’'un métal, plus le potentiel sera élevé et plus le
métal sera noble. Le potentiel d’oxydo-réduction est une propriété intrinseque fondamen-
tale dictant la réactivité de chaque métal et joue un role tres important dans les réactions
biochimiques de la cellule. Ainsi, les ions cuivre et fer peuvent étre sous forme réduite
(Cut/Fe?T) ou oxydée (Cu?t/Fe3t) selon les conditions physiologiques de la cellule. Or,
cette modification de la charge peut avoir des répercussions sur la coordination atomique

et donc sur la nature des sites d’interaction.

2. quatre et six étant les configurations privilégiées
3. acidité ou basicité, nucléophilie ou électrophilie et caractere oxydant ou réducteur
4. atomes impliqués dans les liaisons avec 1’ion métallique






Chapitre 2

Les métaux, oligoéléments essentiels a la vie

cellulaire

2.1 Vue générale

2.1.1 Métaux et évolution

La Vie sur Terre est apparue il y a presque 4 milliards d’années et, depuis, s’est
développée continuellement jusqu’a atteindre la biodiversité que nous connaissons aujour-
d’hui. Tout au long de ce processus d’évolution, les organismes vivants ont su tirer de leur
environnement tous les éléments issus de I’hydrosphere, la lithosphere et I’atmosphere afin
d’assurer leur survie, leur développement et leur prolifération. Or, les conditions environ-
nementales ont varié au cours de 'histoire géologique modulant la solubilité et donc la
biodisponibilité de certaines molécules et notamment des ions métalliques. C’est pour-
quoi certains de ces ions, créés au sein du noyau terrestre des 1’origine de la planete, ont
été sélectionnés durant I’évolution pour prendre part aux processus clés de la vie et sont
devenus essentiels pour assurer certaines fonctions [11].

Ainsi, il est généralement admis que I’atmosphere de la Terre primitive était fortement
réductrice de par la présence de quantités importantes de gaz atmosphériques tels que le
dihydrogene (Hs), le méthane (CHy) ou encore le sulfure d’hydrogene (HyS). De plus,
il a été montré que les océans primitifs étaient riches en sulfures métalliques et sous
ces conditions, le cuivre (Cu), le zinc (Zn) et le cadmium (Cd) sont peu solubles et
donc peu biodisponibles alors que le fer (Fe) sous forme ferreuse Fe(II), le manganeése
(Mn), le cobalt (Co) et le nickel (Ni) le sont beaucoup plus [12]. Les cellules ont donc
intégré préférentiellement ces derniers dans leur métabolisme et les enzymes les utilisant
aujourd’hui peuvent étre considérées comme des reliques de cette époque.

Les premiers organismes photosynthétiques apparus il y a un peu plus de 2 milliards
d’années ont profondément modifié les conditions environnementales et notamment la so-
lubilité des ions métalliques [I4]. L’arrivée du dioxygene (O) d’abord dissous dans les
océans puis progressivement relaché dans ’atmosphere peut a ce titre étre considérée
comme une catastrophe écologique responsable d’une pollution majeure et irréversible de

la planete [15]. Les organismes ayant survécu a ce changement drastique de I’environne-
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Tableau 4 — Géométrie de coordination des cations divalents du cobalt, nickel,
cuivre et zinc

Nombre de Géométrie de Nombre de cas recensés
ligands coordination Co?* | Ni*t | Cu?t | Zn?t
> 7 total 12 7 8 3
6 total 210 | 415 | 366 | 108
dont octahédrique 131 | 272 | 214 64
5 total 18 19 499 69
dont trigonal-bipyramidale 0 0 237 18
dont pyramidale carrée 0 0 19 8
4 total 71 430 | 523 | 110
dont tétrahédrique 15 2 0 43
dont planaire carrée 26 346 | 383 22
3 total 1 1 4 2
2 total 0 1 0 0

Les données sont extraites de [13].

/C\ /I\’I — O /zzn\

J

Figure 1 — Géométrie de coordination privilégiée des cations divalents du cobalt,
nickel, cuivre et zinc au sein des protéines

Les triangles pleins symbolisent les liaisons en premier plan tandis que les pointillés marquent les liaisons en
arriere plan. D'apres [13].
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ment se sont adaptés en développant un métabolisme oxydatif ce qui a créé un besoin
pour des métaux avec de nouvelles caractéristiques d’oxydo-réduction.

Les exemples du cuivre et du fer illustrent bien ce phénomene. Dans le monde primitif
anaérobie, le cuivre était principalement sous forme de sulfures de Cu(I) insolubles dans
I'eau a pH neutre et uniquement localisés dans les eaux acides des failles océaniques.
L’oxydation du Cu(I) insoluble en Cu(II) soluble suite a I’apparition du dioxygene a permis
I'utilisation biologique de ce métal et de ses propriétés d’oxydo-réduction particulieres.
Le cuivre Cu(II) est donc un bioélément moderne. Inversement, le fer était initialement
présent sous forme soluble Fe(II). L'oxydation en Fe(III) insoluble a contraint les étres
vivants a développer tout un arsenal de molécules fixant ce métal, les sidérophores, pour
acquérir le fer essentiel a leur métabolisme [16] [I7]. La faible solubilité du fer Fe(III) et
la présence de cuivre Cu(Il) dans les océans actuels poussent d’ailleurs les organismes
océaniques a abandonner progressivement 1'utilisation du premier pour le second [I§].

Ce rapport tres fin entre métaux et organismes vivants peut aussi étre plus indirect.
Ainsi, certains auteurs suggerent que 'apparition de dioxygene dans ’atmosphere aurait
été grandement facilitée par une baisse d’origine volcanique de la teneur en nickel des
eaux océaniques il y a 2,7 milliards d’années [19, 20]. Cette baisse aurait entrainé une
carence pour les organismes méthanogenes possédant des métalloenzymes a nickel essen-
tielles a leur survie aboutissant a une diminution de la production de méthane. Or, ce
gaz peut réagir avec et donc consommer le dioxygene provoquant une baisse de la te-
neur atmosphérique [21]. La diminution de production du nickel volcanique et donc de
méthane aurait alors accéléré I'apparition du dioxygene dans I'atmosphere et toutes les
conséquences imputables a cet événement.

L’histoire évolutive du vivant est donc toujours restée tres profondément liée a celle
de 'environnement dans lequel les organismes se développent. Ainsi, la vie a gagné gra-
duellement en degré de complexité aussi bien au niveau macroscopique, passant des étres
unicellulaires primitifs aux eucaryotes supérieurs, qu’au niveau microscopique avec des
cellules renfermant toujours plus de protéines aux fonctions métaboliques toujours plus

nombreuses.

2.1.2 Sélection des ions métalliques dans les protéines

Le modelage du génome au cours de ’évolution a conduit a 'apparition de diverses
familles de protéines capables d’interagir avec différents ions métalliques. Pour ces ma-
cromolécules, la séquence primaire et les structures secondaires vont dicter la conforma-
tion repliée et vont influencer la sélection du métal. Chacun des ions métalliques adop-
tera alors une géométrie de coordination particuliere [Tableau [4] et Figure [1]. Ainsi, une
poche d’interaction d’une protéine donnée sera plus adaptée a tel ou tel métal correspon-
dant au niveau de plus faible énergie thermodynamique[ﬂ. Toutefois, dans une cellule, les
protéines sont dynamiques et les contraintes stériques ne sont pas constantes. De plus,

elles se trouvent dans un environnement complexe tres éloigné d’une solution idéale qui ne

1. meilleure stabilité du complexe
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Tableau 5 — Teneurs en métal théorique et réelle d’une bactérie

métal rayon nombre concentration | concentration
(pm) | d’oxydation dans l'eau dans
(n.o) de mer FEscherichia
coli

Fer Fe(II)/Fe(ILL) 180 1M
Zinc 74 Zn(II) 153 nM 270 pM
Nickel 72 Ni(II) 92 nM 5 uM
Cuivre 69 | Cu(I)/Cu(II) 47,2 nM 18 uM
Manganese | 80 Mn(II) 36,4 nM 1,7 uM
Cobalt 74 Co(II) 4,58 nM 0,5 uM
Molybdene | 62 Mo(VI) 104 nM 8 uM

Les bioéléments majeurs sont sur fond vert, les éléments traces sur fond jaune, les éléments essentiellement
toxiques sur fond orange et les éléments uniquement toxiques sur fond rouge [22] 23] [24]. Il est important de
bien se représenter la quantité d'atomes métalliques présents dans les bactéries. Par exemple, pour E. coli, le
volume communément admis est de 2.10Y7 m3 soit 2.10% litres (7 x (1,3 um)? x 4 pm) [25]. Or, 1 mol =
6,022.10%% atomes et donc 1 nM représente 3 atomes par bactérie.

10
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contiendrait qu’une seule sorte de macromolécule et une seule sorte de métal. Les protéines
entrent ainsi en contact avec différents cations de charge identique et tres proches en taille.
Dans ce contexte, il semble que I'exclusion des ions inadaptés soit un défi plus grand que
la fixation de l'ion adapté. Cette derniere peut en outre étre biaisée en particulier chez
les polypeptides en cours d’élongation [I0]. Pour illustrer ce concept, une étude s’est
intéressée a substituer I'ion cuivre du site actif de ’enzyme oxydase spécifique des amines
de Escherichia coli (ECAQO) par les ions nickel, cobalt ou zinc [26]. Dans ce cas précis,
tous les ions testés se fixent mais seul le cuivre permet 'activité de I'enzyme grace a son
potentiel d’oxydo-réduction élevé. Le phénomene est comparable pour la protéine CsoR
de Bacillus subtilis qui se fixe a I’ADN sous forme apo et qui, sous forme liée a un ion
Cut, perd son affinité et se décroche. La substitution du cuivre par du zinc ou du nickel,
fixés avec une affinité légerement moins bonne, n’entraine pas la dissociation du complexe
ADN-protéine probablement car le changement de conformation induit par ces métaux
n’est pas suffisant [27].

La seule affinité des ions métalliques telle qu’elle est prédite par la série de Irving-
Williams ne permet donc pas d’expliquer toutes les interactions ayant lieu dans les cel-
lules. D’autres phénomenes biologiques dont les principaux sont la concentration locale de
chaque ion, la spéciation, I'intervention de protéines chaperons ou encore les phénomenes
de compétition entre les ions métalliques interviennent dans ces processus de reconnais-

sance et fixation.

2.1.3 Inventaire des métaux dans une bactérie

Les différents métaux du tableau périodique [Tableau (1] possedent leurs propres ca-
ractéristiques physico—chimiquesﬂ qui en font des entités distinctes d’intérét inégal pour
les cellules. La spéciation des métaux dans les cellules est extrémement mal connue mais
il est communément admis que les métaux sont sous forme ionisée, essentiellement M
ou M?* et que ces cations forment des complexes avec les molécules organiques rendant
nulle ou presque la quantité d’ions libres. Quatre classes de métaux se distinguent selon
leur toxicité [Tableau [5].

1. Les bioéléments majeurs Cette catégorie est constituée par les éléments des deux
premieres colonnes du tableau périodique que sont le sodium, le magnésium, le potassium
et le calcium. Ces métaux sont en quantité tres importante dans les cellules (>10-3 M) et

sont absolument nécessaires a la vie cellulaire car ils participent au métabolisme de baseE].

2. Les éléments traces Cette catégorie regroupe de nombreux métaux de la premiere
ligne des métaux de transition ainsi que le molybdene. Les quantités intracellulaires sont

moindres que pour les bioéléments majeurs mais restent non négligeables (compris entre

2. solubilité, potentiel d’oxydo-réduction, géométrie de coordination, etc...
3. expression du génome et activité d’enzymes fondamentales

11



2. Les métaux, oligoéléments essentiels a la vie cellulaire

Tableau 6 — Proportion de métalloprotéines présentes dans les différentes classes

d’enzymes
classe famille % de métalloenzymes
EC 1 | oxydoréductases 44
EC 2 transférases 40
EC 3 hydrolases 39
EC 4 lyases 36
EC 5 isomérases 36
EC 6 ligases 59

Les enzymes sont classées selon la norme internationale E.C. [28] et les données, tirées de [29], montrent la
proportion de métalloenzymes a l'intérieur de chacune des six catégories.

Tableau 7 — Proportion de chaque métal dans les métalloenzymes

métal % de représentation
Mg 37
7n 21
Fe 18
Mn 14
Ca 5
Co, Cu 3
Ni, K, Na <2

Les données sont adaptées de [30].

Métabolisme bactérien

[Carence|[ biocompatibilité |

surcharge |

A

v

Quantité de métal intracellulaire

Figure 2 — Notion de quantité biocompatible de métal

Le métabolisme bactérien, reflet de la viabilité cellulaire, est représenté en fonction de la concentration intra-
cellulaire d’un ion métallique donné. Les valeurs de biocompatibilité et de toxicité sont propres a chaque métal
et dépendent également de |'espece bactérienne étudiée. Pour les métaux toxiques, les états de carence et de

biocompatibilité sont inexistants.

12
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103 et 10 M). Les éléments traces sont impliqués dans de nombreux processus cellu-

lairesf

3. Les éléments toxiques Dans cette catégorie se trouvent des métaux dont tres peu de
fonctions biologiques sont décrites. Par exemple, pour le cadmium, seulement une enzyme
a été décrite a I'heure actuelle pour une algue unicellulaire marine [31] et aucune utilisa-
tion par les bactéries. De ce fait, ces éléments peuvent étre considérés comme présentant

essentiellement une toxicité pour les bactéries.

4. Les éléments abiotiques Ces éléments n’ont strictement aucune fonction biologique
caractérisée actuellement et peuvent étre considérés comme des éléments minéraux to-
talement exclus des processus métaboliques. Les cellules doivent donc uniquement s’en
préserver. Les métaux de cette catégorie sont de loin les plus importants en nombre et
sont majoritairement retrouvés dans les deuxieme et troisieme lignes des métaux de tran-

sition du tableau périodique ainsi que dans le groupe des métalloides.

2.1.4 Inventaire des métaux dans les enzymes

Il est fréquemment énoncé qu’environ un tiers des enzymes possedent un métal en
cofacteur et sont donc des métallo-protéines. En réalité, une approche systématique por-
tant sur 1371 enzymes a permis de montrer que 41 % de ces enzymes contiennent un
ion métallique et dans 87 % des cas, celui-ci est retrouvé dans le centre catalytique [29].
La méme étude détaille la proportion de métallo-enzymes dans chacune des six familles
d’enzymes répertoriées [Tableau @]

Parmi les métaux retrouvés dans les enzymes, le magnésium est de loin le plus fréquent
suivi par le zinc, le fer et le manganese. Les autres, dont le nickel, le cobalt et le cuivre,
sont beaucoup plus rares [Tableau . Certains métaux sont par ailleurs spécifiques de
catégories d’enzymes comme par exemple le cuivre et le fer retrouvés dans 90 % des cas
dans les oxydo-réductases. A 'opposé, le zinc est le seul métal retrouvé dans les six classes

d’enzymes.

2.1.5 Notion de quantité de métal biocompatible

La quantité intracellulaire de chaque métal se doit d’étre tres finement régulée. En
effet, dans un état de carence en un métal essentiel, certaines enzymes nécessaires au
métabolisme bactérien ne peuvent pas fonctionner ce qui compromet la survie des cel-
lules. A l'inverse, un exces de métal, méme si celui-ci est nécessaire, peut générer une
toxicité par interaction avec des cibles aspécifiques. Les bactéries doivent donc constam-
ment maintenir une quantité intracellulaire de chaque métal compatible avec leur survie

et leur développement [Figure [2].

4. fourniture d’énergie, réactions d’oxydo-réduction, stabilisation de structures
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2.2 Importance du nickel dans le métabolisme bactérien

2.2.1 Import des ions nickel dans les cellules

Le nickel figure parmi les éléments-traces [Tableau [5]. Comme tous les autres cations
métalliques nécessaires & la vie cellulaire, les ions Ni*t présents dans le milieu extérieur
doivent tout d’abord franchir la membrane externe. Cette étape est pour I'heure tres peu
caractérisée. Des porines de la membrane externe sont probablement impliquées dans ce
transport [32]. Chez E. coli, les porines majoritaires sont OmpC, OmpF et PhoE. OmpF
est la protéine la plus abondante de la membrane externe [33]. Or, il a été montré que les
protéines OmpC et OmpF transportaient plus les cations que les anions [34] ce qui permet
de supposer un role dans 'approvisionnement du périplasme en cations métalliques. Plus
récemment, le systeme de fourniture d’énergie TonB/ExbB/ExbD, déja décrit pour son
role dans le transport de sidérophores [35], a été montré comme intervenant dans I'import
de nickel [36]. Dans cette étude réalisée sur Helicobacter pylori, il est montré que le nickel
franchit la membrane externe grace au récepteur FrpB4 appartenant a la famille des
OMP (Outer Membrane Protein) et que ce transfert requiert I'intervention du complexe
TonB/ExbB/ExbD. Des homologues de ce récepteur FrpB4, absent chez E. coli, ont été
retrouvés chez d’autres bactéries et pourraient constituer une voie d’entrée importante
des ions Ni?* dans le périplasme.

L’import dans le cytoplasme peut par la suite s’effectuer de maniere spécifique grace
a des transporteurs a haute affinité. Ces transporteurs se répartissent en deux groupes
principaux. Le premier de ces groupes se compose des systemes ABCE] représenté chez E.
coli par le systéme nikABCDE et des transporteurs ECF[l Ces deux types de systémes
appartiennent au méme groupe et ont la particularité d’etre multiprotéiques. Ils different
uniquement par le composant soluble dans le périplasme, absent pour les ECF. L’autre
groupe se compose des transporteurs secondaires qui a la différence des membres du
premier groupe sont des perméases a un seul composant. Les membres les plus significatifs
de ce groupe sont les transporteurs NiCoTlZ] et les familles UreH et HupE/UreJ [37].

Chez E. coli, les ions Ni?T sont importés par le systeme NikABCDE. Mais en conditions
d’exces d’ions métalliques, il a été montré que le nickel pouvait emprunter le transporteur
aspécifique CorA dédié a l'import de magnésium [38]. Une troisitme voie d’entrée est
suspectée probablement par un autre transporteur du magnésium comme la protéine
MgtA.

2.2.2 Le systeme nikABCDE d'E. coli

Ce systeme a été découvert puis caractérisé au laboratoire lors d’études sur des mutants
ayant perdu toute activité hydrogénase [39, 40, [4T]. Tl est composé de cing genes organisés

en un méme opéron nikABCDE. Cet opéron est réprimé par le produit du gene nikR, un

5. ATP-Binding Cassette
6. Energy Coupling Factor
7. Transporteurs a Nickel et Cobalt
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métallorégulateur qui sera détaillé plus loin. Les protéines NikA-E possedent de fortes
si-milarités avec les systemes de transport d’oligopeptides retrouvés chez de nombreuses
bactéries. La protéine NikA, d’une taille de 56 kDa est localisée dans le périplasme et est
présente sous forme monomérique [42]. Cette protéine est pour I’heure la seule protéine
périplasmique caractérisée chez F. coli comme ayant de 'affinité pour le nickel qu’elle
fixe & raison d’un atome par molécule avec un K, de l'ordre de 107 M [42]. Une étude
structurale avait révélé que le nickel était coordonné par cing a sept atomes d’oxygene
ou d’azote et un atome de soufre [43]. Mais depuis, la structure tridimensionnelle de la
protéine NikA a été résolue [44]. Bien que cette étude ait apporté beaucoup d’informations
sur le repliement de la protéine, la structure exacte du site de fixation du nickel restait
mal comprise. L’ion Ni?* était supposé étre lié indirectement & la protéine probablement
par I'intermédiaire de molécules d’eau [44]. D’autres résultats portant sur des cristaux de
la protéine NikA ont permis de mieux comprendre cette interaction NikA-Ni?t. En effet,
la structure tridimensionnelle de cristaux de NikA a été déterminée avec comme ligand
du fer ferrique Fe(III) a la place du nickel. Dans ces cristaux, la distribution électronique
observée ne correspond pas a 'interaction directe de I’atome métallique avec les ligands de
la protéine NikA mais 'ion Fe(III) semble chélaté par TEDTA, composé utilisé au cours
du processus de purification de NikA. Ceci suggere qu’'un métallophore proche de 'EDTA
d’un point de vue structural est impliqué dans la fixation de I'ion Ni?* in vivo [45]. Cette
petite molécule appelée nickélophore par analogie aux sidérophores pourrait étre le BTCE]
[46]. Toutefois, 'existence de ce composé intermédiaire n’a pour I’heure pas été montrée
in vivo. Par ailleurs, un second site de fixation du nickel de plus faible affinité (K4 ~ 107
M) existe dans NikA mais celui-ci ne semble pas avoir de signification biologique [47].

En ce qui concerne les autres protéines du systeme, NikB et NikC constituées par des
hélices a et fortement hydrophobes, elles formeraient le canal membranaire permettant
le passage du nickel a travers la membrane cytoplasmique. Quant aux protéines NikD et
NikE, elles possedent les motifs de Walker A et B, signatures caractéristiques de protéines
participant au couplage énergétique par hydrolyse de 'ATP [48].

Le systeme Nik a été mis en évidence et caractérisé chez E. coli mais a depuis été
retrouvé chez d’autres bactéries comme Brucella suis [49] ou encore Yersinia pseudo-
tuberculosis [50]. Ce systeme est nécessaire a la fonction de certaines métalloenzymes,

notamment les uréases impliquées dans la virulence de ces organismes.

2.2.3 Les transporteurs ECF

Il existe d’autres transporteurs apparentés au systeme NikABCDE et chargés d’im-
porter le nickel dans le cytoplasme bactérien. Ces transporteurs appartiennent a la famille
des transporteurs ECF. Ils sont beaucoup plus répandus dans le monde bactérien que le
systeme NikABCDE tel qu’il est présent chez E. coli mais ils ne sont pas uniquement
dédiés aux métaux [51]. Les transporteurs ECF sont dépourvus de composant soluble

extracytoplasmique chargé de capter le substrat. Ils sont composés d’une protéine trans-

8. Butane-1,2,4-TriCarboxylate
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membranaire et d’une ou deux protéines cytoplasmiques possédant une activité ATPase.
Ces composants sont comparables aux éléments présents dans tous les systemes ABC. En
revanche, I'originalité des transporteurs ECF résident dans ’autre composant du systeme
qui est spécifique au substrat [52]. Celui-ci n’est pas soluble dans le périplasme et peut
étre constitué d’une ou deux protéines membranaires chargées de reconnaitre et de lier le
composé transporté. Du fait de leur récente mise en évidence, le mécanisme d’action précis
des transporteurs ECF n’est pas encore élucidé a ’heure actuelle. Le systeme UreMQO

de Streptococcus salivarius est un exemple de transporteur ECF dédié a I'import de nickel
[53].

2.2.4 Les transporteurs secondaires du nickel

En plus de ces complexes de plusieurs protéines tirant leur énergie de I'hydrolyse de
I’ATP, il existe des perméases composées d’une seule protéine fonctionnant comme des
transporteurs secondaires et tirant donc parti du gradient électrochimique. La famille des
NiCoT regroupe les perméases de haute affinité spécifiques du nickel et/ou du cobalt et
largement distribuées dans les bactéries [54]. Le premier représentant de cette famille
identifié fut le géene hoxN de Ralstonia metallidurans [55]. Celui-ci code pour une protéine
composée de huit hélices o transmembranaires uniquement dédié a 'import de nickel [56].
La source d’énergie du systeme n’est pas clairement définie et la faible accumulation de
nickel suggere qu’il s’agit d’'un mécanisme d’uniport. Quelques résidus caractéristiques de
cette famille ont été identifiés et notamment le motif HX,DH localisé dans I’hélice II. Une
mutation du résidu aspartate ou histidine (HX,;DH) entraine une perte de lactivité de
transport tandis qu'une mutation de I'autre résidu histidine (HX;DH) diminue drastique-
ment 'affinité du systéme pour les ions nickel [57]. D’autres résidus, principalement des
aspartates et des histidines, ont été montrés comme étant requis pour le transport. De
nombreux homologues a la protéine HoxN ont été caractérisés depuis chez les bactéries
comme NhIF chez Rhodococcus rhodochrous [58], NixA chez H. pylori [59] ou encore NicT
chez Mycobacterium tuberculosis [60]. De maniere intéressante, la protéine NhIF est ca-
pable de transporter les ions Ni?* et Co?t avec une affinité comparable. Cette différence
entre HoxN et NhIF trouve son origine dans des résidus de I'hélice II qui influencent la
sélectivité et le transport des ions métalliques [61].

Une autre famille de perméases dont le représentant principal est UreH est connue
pour transporter le nickel [37]. Les membres de cette famille sont treés proches des NiCoT
mais ne possedent pas exactement les mémes motifs caractéristiques bien qu’ils soient tres
proches et sont prédites pour ne posséder que six segments transmembranaires.

Enfin, une troisieme famille de perméases a nickel existe, la famille HupE/UreJ. Un
nouveau membre de cette famille a encore été récemment identifié. Il s’agit de la protéine
codé par le gene hupE chez Rhizobium leqguminosarum [62]. Cette protéine comporte six
hélices transmembranaires. Des résidus importants pour la fonction de transport ont été
mis en évidence et notamment un motif HX5;DH localisé dans I'hélice I ainsi qu'un autre
motif FHGX[AV]HGXE situé quant a lui dans 1'hélice IV et propre a cette famille.
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Figure 3 — Structure du site actif des hydrogénases [NiFe]

Exemple d'un site actif d'une hydrogénase de Desulfovibrio gigas. L'atome de nickel est représenté en bleu,
celui de fer en vert et les atomes de soufre des cystéines en jaune. Les ligands diatomiques CN et CO sont
quant a eux représentés avec C = noir, N = bleu et O = rouge. Les acides aminés intervenant dans la liaison
des métaux et leur position dans la séquence sont indiqués [63].

Périplasme

Accepteur
d’électrons

Cytoplasme

CO, + H*
Figure 4 — Les trois hydrogénases majeures de E. col:

Les trois hydrogénases Hydl, Hyd2 et Hyd3 de E. coli sont représentées de gauche a droite. La grande sous-
unité contenant le site actif est en rouge tandis que la petite sous-unité qui permet le transfert d'électrons est
en bleu. Les autres protéines constitutives des hydrogénases sont figurées également [64].
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2.2.5 Les hydrogénases

Ces enzymes sont capables d’hydrolyser le plus petit substrat connu en biologie, le
dihydrogene, et jouent un role primordial dans le métabolisme énergétique en catalysant

I'oxydo-réduction du dihydrogene selon la réaction suivante :
H, <= 2H"+2¢

Trois familles d’hydrogénases phylogénétiquement différentes ont été définies selon que
leur site actif contienne deux atomes de fer, [FeFe|, un atome de fer et un atome de nickel
[NiFe] ou un seul atome de fer [Fe]P| [65, 6], 67]. Les ions métalliques jouent le réle de cofac-
teur catalytique grace a leurs propriétés d’oxydo-réduction particulieres. Les hydrogénases
[NiFe] sont les plus largement répandues et dérivent tres probablement d’un ancétre com-
mun ayant évolué dans l’atmosphere primitive de la Terre riche en dihydrogene et ou
le nickel était largement biodisponible. La caractérisation structurale d’'une hydrogénase
[NiFe] de Desulfovibrio gigas a montré que I’atome de nickel était coordonné par quatre
résidus cystéines alors que l'atome de fer était en interaction avec deux de ces mémes
résidus mais également avec des ligands diatomiques [68] identifiés plus tard comme étant
un CO et deux CN [69] [Figure [3].

L’activité hydrogénase de E. coli est connue depuis tres longtemps [70] mais il a été
montré ensuite que cette activité était due a trois enzymes immunologiquement différentes
[71]. Celles-ci, dénommées hydrogénases 1, 2 et 3, appartiennent toutes a la famille des
[NiFe] [Figure [4].

L’hydrogénase 1 (Hyd1) est la plus abondante chez E. coli. Elle est synthétisée ex-
clusivement en anaérobiose en présence de formiate [73]. L’hydrogénase 2 (Hyd2) est elle
aussi synthétisée en conditions anaérobies et assure la quasi-totalité de la dissociation du
dihydrogene [73], [74]. Ces deux enzymes ont leur site actif orienté vers le périplasme [75] et
permettent de dissocier le dihydrogene en protons ce qui libere des électrons qui pourront
étre utilisés par des accepteurs de la membrane. Elles possedent une structure modulaire
comparable, sous forme d’hétérodimeres avec une grande sous-unité o (HyaB ou HybC) de
~ 60 kDa qui renferme le site actif contenant les métaux et une petite sous-unité 5 (HyaA
ou HybO) de ~ 40 kDa contenant des centres fer-soufre [Fe-S| qui assurent le transit des
électrons vers les accepteurs terminaux. Les similarités de séquence sont trés marquées
entre les sous-unités de ces deux hydrogénases [64]. Malgré ces points communs, les topo-
logies membranaires de Hydl et Hyd2 sont différentes de par la présence de sous-unités
supplémentaires. HyaC permet la localisation de Hyd1 dans la membrane interne. Quant a
HybA et HybB, elles n’ont aucun role dans I’ancrage a la membrane mais sont nécessaires
a la fonction de Hyd2. Elles sont supposées jouer un role dans le transfert des électrons
[76]. Ainsi, Hydl peut étre considérée comme une protéine intégralement membranaire
tandis que Hyd2 est une protéine ancrée a la membrane interne [75], [77]. La raison biolo-
gique de cette différence de topologie n’est toujours pas clarifiée. De plus, la régulation de

I’expression des deux hydrogénases est distincte. Il est clair que les deux enzymes ne sont

9. la dénomination Hmd (pour Hs-forming methylentetrahydromethanopterin dehydrogenase) peut
également étre rencontrée
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pre-HycE HycE

Etape 1 }\ Etape 4 | Nickel
-CO?

GTP GDP+P,

Figure 5 — Biosynthese de la grande sous-unité HycE de ’hydrogénase 3 de E.
colr

Lors de I'étape 1, le groupement Fe(CN)2CO est transféré a la protéine HypC grice a l'intervention du
complexe chaperon HypDEF. Puis, HypC transfere ce groupement au précurseur de la grande sous-unité pre-
HycE. Ensuite, le complexe HypAB-SIlyD transfere I'atome de nickel a ce méme précurseur. Finalement, la
protéase spécifique Hycl clive le peptide C-terminal ce qui aboutit a une forme maturée fonctionnelle de HycE.

Figure adaptée de [64] [72].
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pas synthétisées en aérobiose [78] mais induites en anaérobiose [79]. Toutefois, ’expression
de 'hydrogénase 1 est induite en phase stationnaire et en conditions acides [80, 81] alors
que celle de Hyd2 est plus importante en phase exponentielle de croissance [79).

Chez E. coli, il existe une troisieme hydrogénase tres différente des deux premieres.
L’hydrogénase 3 (Hyd3) fait partie d’'un complexe multienzymatique formiate hydrogene-
lyase composé, en plus de cette enzyme, d’une formiate déshydrogénase catalysant la
dissociation du formiate en dioxyde de carbone et hydrogene [82] ainsi que de six po-
lypeptides codés par l'opéron hyc permettant le transfert d’électrons vers les accepteurs
finaux, les protons [83]. Hyd3 est un membre de la sous-classe des [NiFe] hydrogénases
qui partagent une grande similarité de séquence avec des sous-unités de la NADH : qui-
none oxydo—réductasem impliquant un possible role dans la production d’énergie [84]. A
la différence de Hyd1 et Hyd2, son site actif est tourné vers le cytoplasme.

De plus, il existe chez FE. coli un opéron hyf codant une probable quatrieme hy-
drogénase [85]. Cet opéron hyf code pour tous les homologues des polypeptides Hyc
(Hyd3) ainsi que pour des composants partageant une forte similarité avec des éléments
du complexe 1. Toutefois, les essais portant sur la caractérisation de cette quatrieme hy-
drogénase n’ont pas été concluants et les conditions d’expression in vivo ne sont pas
connues actuellement [86].

Les hydrogénases sont codées par de nombreux genes organisés en plusieurs opérons.
En plus des geénes de structure codant pour les petites sous-unités (hyaA, hybO et hycG)
et les grandes sous-unités (hyaB, hybC et hycE) respectivement des hydrogénases 1, 2 et
3, il existe tout un ensemble de genes accessoires codant pour des protéines de maturation
nécessaires a l'activité de ces enzymes [88], 89]. Parmi eux, les plus importants sont les
genes hyp. Deux d’entre eux, hypA et hypC, sont spécifiques pour la maturation de Hyd3
tandis que les quatres autres hypB, hypD, hypE et hypF sont requis pour la maturation
des trois hydrogénases. Les homologues des genes hypA et hypC, respectivement hybF et
hybG sont eux spécifiques de la maturation de Hyd1 et Hyd2 [90, 91]. Les protéines codées
par les genes hypC /hybG, hypD, hypE et hypF permettent la création du demi-site actif
contenant l’atome de fer lié aux composés diatomiques [92]. Brievement, HypE et HypF
forment un complexe relativement stable (K4 &~ 107 M) qui utilise 'ATP pour créer le
groupement HypE-CN [93] 94], 95]. Le complexe HypE-HypF peut ensuite transférer le
ligand -CN a un complexe HypC-HypD [96] [Figure |5 étape 1]. L’origine du ligand -CO
n’est quant a elle pas tres claire. Le transfert du groupement Fe(CN),CO a la grande sous-
unité HycE est alors réalisé grace a la protéine HypC [Figure |5| étapes 2 et 3] qui reste
en complexe avec cette sous-unité pour permettre I'insertion du nickel [97, [98]. Celle-ci a
ensuite lieu grace aux métalloenzymes HypA /HybF et HypB qui sont capables de fixer le
nickel [99] [Figure [5| étape 4]. HybF fixe du nickel avec un K4 ~ 10 M grace notamment
a un résidu histidine conservé [100]. L’autre composant, la GTPase HypB peut lier un
ion nickel sur un site de haute affinité comportant le motif CXXCGC (K, ~ 1012 M)
et un autre de faible affinité (K, ~ 106 M) [101]. Le role exact de chacun de ces sites

n’est pas encore bien compris. Il est supposé que HypB agisse sous forme de dimere pour

10. correspondant au complexe I de la chaine respiratoire
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Figure 6 — Structure de 'uréase de K. aerogenes

A. Uréase active constituée d'un trimeére des 3 sous-unités UreA, UreB et UreC, chaque monomeére étant
représenté en violet, rouge ou blanc. B. Détail d'un monomeére avec UreA en jaune (sous-unité ), UreB en
orange (sous-unité 3) et UreC en rouge (sous-unité o). Les extrémités de chaque sous-unité sont figurées et
les ions Ni?* sont représentés comme une sphere verte [87].

Figure 7 — Structure du site actif de 'uréase de K. aerogenes

Les spheres de coordination des différents ligands sont représentées par des pointillés. Les résidus importants
pour I'interaction avec les atomes de nickel sont signalés. Wat-1 = molécule d’eau [87].
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délivrer I'ion Ni%* & I’hydrogénase, dimere dont la formation serait induite par I’hydrolyse
du GTP [102, 103]. En plus de HypA et HypB, le transfert de 'ion Ni** implique un
autre élément, SlyD. La protéine SlyD agit comme un chaperon qui se fixe a HypB et
améliore U'efficacité du transfert de 'atome de nickel vers le site actif [I04]. SlyD possede
un domaine C-terminal particulierement riche en résidus connus pour chélater les métaux
avec quinze histidines, six cystéines et sept aspartates ou glutamates. De plus, une souche
déficiente en SlyD accumule moins de nickel [105]. Suite a l'insertion de 'atome de nickel
dans la grande sous-unité préalablement repliée grace notamment a I’action des protéines
chaperons GroES/GroEL [106], un clivage endoprotéolytique de la partie C-terminale
peut avoir lieu [Figure [5| étape 5]. Celui-ci est réalisé par les protéases spécifiques HyaD,
HybD et Hycl respectivement pour Hyd1, Hyd2 et Hyd3 [107, 108, 109]. Enfin, la grande
sous-unité ainsi maturée, s’associe avec la petite sous-unité pour former un hétérodimere
qui, dans le cas de Hyd1 et Hyd2, est exporté vers le périplasme [77] sous forme repliée

via la machinerie de translocation membranaire Tat [110].

2.2.6 Les uréases

Ces enzymes sont capables d’hydrolyser 1'urée en dioxyde de carbone et ammoniaque

selon la réaction suivante :
(NH,),CO + H,0 = CO, + 2 NH,

Pour 'anecdote, I'uréase fut la premiere enzyme a étre isolée sous forme de cristal a partir
de graines du haricot Canavalia ensilformis. Ces cristaux obtenus en 1926 ont ainsi joué
un role décisif dans la démonstration de la nature protéique des enzymes [112]. De plus,
cette méme enzyme a été identifiée presque 50 ans plus tard comme étant la premiere
enzyme contenant du nickel et a ainsi permis d’attribuer le premier role biologique a cet
élément [113].

Bien que les souches dérivées de E. coli K12 massivement utilisées dans les labora-
toires n’en possedent pas, les uréases a nickel sont largement retrouvées dans les souches
entérohémorragiques comme la souche O157 : H7 [114] et sont de ce fait d’un intérét tout
particulier. Dans ces souches, les uréases permettent d’augmenter localement le pH pour
assurer la survie des bactéries dans des conditions d’acidité prononcée comme dans 1’esto-
mac humain [115]. Le systeme le mieux caractérisé est celui de Klebsiella aerogenes mais
son fonctionnement peut étre extrapolé a celui présent chez E. coli. Le locus correspon-
dant aux genes de I'uréase est composé par sept genes ure DABCEFG qui codent d'une
part pour l’enzyme UreABC proprement dite [I16] et pour quatre protéines accessoires
requises pour lactivité biologique [I17]. L'uréase est un trimere de trimeres des protéines
UreA, UreB et UreC [87] [Figure [6]. Elle contient trois sites actifs au total, chaque mo-
nomere ayant le sien. Ces sites possédent chacun deux atomes de nickel [Figure [7]. L'un
de ces atomes interagit avec trois ligands, deux azotes provenant de résidus histidine
et un oxygene d’'un résidu carbamyl-lysine [87]. La géométrie peut étre décrite comme

pseudotétrahédrique avec un quatrieme ligand faiblement coordonné, ici une molécule
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Glx | Glx Il
CHs S j\KCHa OH
GSH + "j\( > CHy — > @S H 'o,ci}'\cna + GSH

0 HO

Glutathion Méthylglyoxal Méthylglyoxal-glutathion S-D-Lactoylglutathion D-Lactate Glutathion

Figure 8 — Voie de dégradation du méthylglyoxal

Le méthylglyoxal, composé toxique, est transformé en lactate selon une voie métabolique impliquant deux
enzymes. La premiére réaction est non enzymatique et consiste en la synthese d'un hémithioacétal, le
méthylglyoxal-glutathion. Puis, la glyoxalase | catalyse la conversion de ce composé en thioester, le S-D-
lactoylglutathion. Celui-ci est ensuite hydrolysé en D-lactate et glutathion par la glyoxalase IlI. Les deux
glyoxalases sont des métalloenzymes mais seule la glyoxalase | contient du nickel [I11].
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d’eau. L’autre atome de nickel interagit avec cinqg ligands, deux azotes de résidus histi-
dines et trois oxygenes provenant d’'un aspartate, de la molécule d’eau et du méme résidu
carbamyl-lysine que le premier atome de nickel. La géométrie peut ici étre considérée
comme trigonal-bipyramidale [87].

Au niveau de la maturation de I’enzyme, le mécanisme n’est que partiellement élucidé a
I’heure actuelle. Bien que les quatre protéines UreD, UreE, UreF et UreG soient requises
pour la maturation de I'uréase, une tres faible activité uréase vingt fois inférieure a la
normale peut toutefois étre détectée en absence de ces protéines accessoires chez B. subtilis
[T18]. 11 est proposé que UreD agirait en tant que chaperon pour stabiliser 'uréase afin
d’incorporer le nickel plus aisément [119]. La formation de ce complexe UreD-UreABC
serait la premiere étape du processus permettant la formation ultérieure de complexes
avec UreF et UreG [120]. UreF serait capable de moduler l'activation de l'uréase en
empéchant la liaison des atomes de nickel aux protéines inactives non carbamylées [121].
Les protéines UreD et UreF ont donc essentiellement un role de chaperon permettant
a l'apouréase UreABC d’étre correctement conformée pour étre chargée par le nickel.
Quant a UreG, elle possede 25 % de similarité avec la GTPase HypB intervenant dans
la maturation des hydrogénases [voir mais contrairement a celle-ci, elle ne semble
pas fixer directement de molécules de GTP ou d’ATP in vitro [122]. Toutefois, son site de
reconnaissance des nucléotides est requis pour son activité in vivo ce qui laisse supposer
une telle interaction dans ces conditions [123]. Mais la question de la contribution de la
fixation et I’hydrolyse du GTP par UreG a la biosynthese des uréases reste ouverte. Enfin,
UreE est une protéine qui fixe directement les ions Ni?*. Les propriétés de métallation
de UreE ont fait I'objet de beaucoup d’études mais aucun modele définitif n’a émergé
actuellement. La protéine UreE de B. pasteurii peut fixer deux ions Ni?* par dimeére avec
un K4 de l'ordre de 10> M. Le site d’interaction de I'ion Ni?* n’est pas exactement décrit
mais il met en jeu au moins trois résidus histidines dont un est strictement conservé [124].
Chez K. aerogenes, UreE fixe les ions Ni*t & raison de six atomes par dimere avec un
K, également de l'ordre de 10 M [125]. Cette protéine a la particularité de posséder
un domaine C-terminal particulierement riche en résidus histidines (10 résidus sur 15).
Ceux-ci seraient impliqués dans la chélation des ions Ni?* [126]. Ils constituent toutefois
une spécificité de K. aerogenes et la stoechiométrie la plus fréquente est celle de deux ions
Ni?* par dimere [127]. A l'inverse des trois autres protéines accessoires, UreE n’est pas

strictement nécessaire a 'activité uréase in vivo.

2.2.7 La glyoxalase |

Cette enzyme intervient dans la voie de dégradation des a-cétoaldéhydes [Figure [g].
Le plus important de ces composés est le méthylglyoxal qui est surtout généré par la
dégradation des trioses phosphate [128]. Il a été montré que le méthylglyoxal pouvait en-
gendrer une certaine cytotoxicité de par la formation de liaisons covalentes avec ’ADN
[129] mais également avec les résidus lysine et arginine des protéines [130]. La glyoxa-

lase I (GIxI) présente chez des eucaryotes tels Homo sapiens ou Saccharomyces cerevi-

27



2. Les métaux, oligoéléments essentiels a la vie cellulaire

H. sapiens

Figure 9 — Les enzymes GIxI de H. sapiens et E. coli

Structure tridimensionnelle de cristaux de la glyoxalase | de H. sapiens et E. coli [128]
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siae et chez certaines bactéries comme Pseudomonas putida est activée par la fixation
d’un ion Zn?* par monomere [I31) 132]. A linverse, l'activité de l'enzyme de E. coli
est préférentiellement stimulée par la fixation d’un ion Ni?* par monomere [I11]. Malgré
cette différence, les deux types d’enzymes partagent la méme structure dimérique et sont
proches du point de vue de la séquence et de la conservation du site actif. Ainsi, les
protéines GIxI de E. coli et H. sapiens partagent 36 % d’identité et trois résidus inter-
agissant avec 'ion métallique sur quatre [I33]. Chez H. sapiens, le zinc est coordonné par
les résidus GIn33, Glu99, His126 et Glul72 et deux molécules d’eau dans une géométrie
octahédrique alors que chez E. coli, ce sont les résidus HisH, Glub6, His74, Glul22 et deux
molécules d’eau qui coordonnent le nickel dans une géométrie octahédrique [Figure[9]. La
raison de cette sélection d’un métal différent pour les deux enzymes n’est toujours pas

clarifiée & ’heure actuelle.

2.2.8 Les autres enzymes a nickel

Les trois familles d’enzymes précédentes sont les seules protéines a nickel identifiées
chez E. coli a ce jour et sont largement distribuées dans le régne bactérien. Mais, il existe
d’autres familles de protéines utilisant le nickel comme cofacteur qui ne sont pas retrouvées
chez E. coli.

Tout d’abord, la superoxyde dismutase, enzyme chargée de transformer 1’anion super-
oxyde (O, ) extrémement toxique en dioxygene et peroxyde d’hydrogene. De nombreuses
dismutases de cet anion sont connues pour fixer du cuivre, du zinc, du fer ou encore du
manganese. Mais, I'une de ces enzymes, retrouvée notamment dans les bactéries du genre
Streptomyces et codée par le gene sodN, a la particularité de contenir du nickel [139]. La
structure tridimensionnelle de cette protéine a depuis été résolue et il a été montré que le
nickel est sous forme Ni(III) et coordonné par une histidine et deux cystéines [140].

La déshydrogénase spécifique du monoxyde de carbone catalysant ’oxydation réversible
de monoxyde en dioxyde de carbone a également été montrée comme étant une protéine
a mnickel chez Rhodospirillum rubrum [141]. L’atome de nickel est, dans ce cas, coor-
donné par une cystéine et trois atomes de soufre d’'un méme centre fer-soufre [142]. De
maniere intéressante, dans cet organisme, une autre protéine, CooC, proche en séquence
des protéines HypB et UreG et deux autres, CooJ et CooT, fixant le nickel sont impliquées
dans la maturation de cette enzyme méme si le processus n’est pas encore caractérisé
[143, [144].

Une autre enzyme originale est également connue pour fixer le nickel. Il s’agit de
lacétylCoA synthase / décarbonylase. Cette enzyme peut en effet, chez les bactéries
acétogenes, réduire le CO, en CO au niveau d'un site actif pour former du coenzyme A a
un autre site alors que chez les bactéries méthanogenes, elle assure la réaction inverse en
décomposant le coenzyme A et oxydant le CO en CO,. Les deux sites actifs contiennent
du nickel et ressemblent a ceux des déshydrogénases spécifiques du monoxyde de carbone
[145]. Le nickel y est présent sous forme Ni(I) coordonné par un noyau tétrapyrrole dans le

méthyl-coenzyme M. Celui-ci, associé a une réductase, permet la production de méthane
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Figure 10 — Structure et import de la cobalamine

A. Structure de la vitamine B12. L'ion Co?* est entouré en rouge. Il est principalement coordonné par quatre
atomes d’'azote de cycle pyrrole au sein d'un noyau corrine [134]. B. Import de la cobalamine par le systeme
Btu chez E. coli. La porine BtuB permet le franchissement de la membrane externe par la vitamine B12 qui est
prise en charge par BtuF dans le périplasme. BtuF peut ensuite interagir avec BtuC pour permettre I'import
dans le cytoplasme, I'énergie étant fournie par I'ATPase BtuD. L'ion cobalt est figuré par un point magenta

[135, [136, (137, [138].
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chez les archées méthanogenes [146].

Enfin, une dioxygénase catalysant la dégradation d'un sous-produit du métabolisme
de la méthionine, 'aci-réductone, est décrite comme possédant un atome de nickel dans
son site actif chez Klebsiella pneumoniae [147]. Des expériences portant sur ce site ont
montré que le nickel était coordonné par trois histidines et trois autres ligands azotes ou
oxygenes non identifiés [148].

Toutes ces protéines constituent autant d’exemples de sites actifs différents liant du
nickel. La majorité d’entre eux met en jeu quatre ou six ligands ce qui confirme les données

du tableau [l

2.3 Importance du cobalt dans le métabolisme bactérien

Le métabolisme du cobalt dans la cellule de E. coli repose sur son role au coeur de
la vitamine B12 (cobalamine) [Figure [10| A.] qui nécessite la coordination d’un ion Co?*

pour fonctionner.

2.3.1 Import des ions cobalt dans les cellules

Des transporteurs spécifiques du cobalt ont été recensés chez de nombreuses bactéries.
Ceux-ci appartiennent surtout aux familles des NiCoT ou des transporteurs ECF [voir
. Ainsi, le transporteur ECF cbiMNOQ est tres largement répandu [52]. Le trans-
porteur du magnésium CorA est également capable de transporter le cobaltE [151].

Chez E. coli, aucun systéme d’import du cobalt sous forme Co?t n’a encore été ca-
ractérisé. Cependant, en plus du transporteur aspécifique CorA, cette bactérie possede
le transporteur du zinc ZupT qui est capable de prendre en charge les ions Co?* lorsque
ceux-ci sont en exces [152]. Il est toutefois peu probable que, en conditions physiologiques,
ces transporteurs puissent transporter les ions Co?* étant donnée leur faible affinité pour
ces ions et les quantités tres faibles de cobalt biodisponible dans les milieux naturels
[Tableau [5].

En revanche, FE. coli est capable d’importer la vitamine B12 qu’elle ne peut pas
synthétiser de novo [Figure 10| B.]. Le cobalt n’ayant pour I'heure aucune autre fonc-
tion clairement établie, ce transport peut avoir une grande importance. Une porine de la
membrane externe, BtuB est capable de fixer la cobalamine avec une forte affinité (K, ~
102 M), le transport étant couplé au gradient de protons par 'intermédiaire du complexe
TonB-ExbB-ExbD [135]. Le franchissement de la membrane interne est effectué grace a
un systeme ABC tres proche du systeme Nik. Celui-ci est codé par I'opéron btuCED ou
BtuC est le composant transmembranaire et BtuD est la sous-unité possédant 1'activité
ATPase [136]. Le composant périplasmique n’est pas codé par btuFE dont la fonction est
inconnue mais par le gene isolé btuF. La protéine BtuF possede une affinité comparable

a celle de BtuB pour la cobalamine et une structure proche de celle de NikA mais plus

11. le nom CorA vient d’ailleurs de 1a (Cobalt-résistance) car les bactéries présentent un phénotype de
résistance au cobalt accru lorsque ce transporteur est muté
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Figure 11 — Les différents sites de fixation du cuivre dans les protéines

A. Les pourcentages de chacun des sites de fixation du cuivre dans les protéines répertoriées dans les bases de
données comme protéines a cuivre sont indiqués [149]. B. Structure minimale d'un site | de liaison du cuivre
aux protéines. L'atome Cu est représenté en bleu, les atomes d'azote des histidines en vert et |'atome de soufre
de la cystéine en jaune [150].
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ouverte du fait de la taille plus importante de son substrat [137, [138].

2.3.2 Role des ions cobalt dans les cellules

E. coli possede de nombreuses enzymes contenant la vitamine B12 comme cofacteur.
Parmi les plus importantes figurent la méthionine synthase ou encore la méthylmalonyle-
CoA mutase [I53]. En revanche, 'existence d’enzymes possédant un ion Co** coordonné
directement par des résidus d’acides aminés n’est pas formellement démontrée. En effet,
certaines enzymes ont été annotées comme des protéines a cobalt sur la base d’études in
vitro comme la méthionine aminopeptidase [154]. Pour cette enzyme, une étude in vivo
ultérieure a permis de démontrer que le fer était en fait un cofacteur plus probable [155].
D’autres exemples existent mettant en doute un role physiologique du cobalt autre que
celui joué dans la cobalamine chez E. coli. En revanche, il existe quelques enzymes dont
le site actif contient un site actif a cobalt chez d’autres bactéries méme si la encore, la

nature du métal en conditions physiologiques est discutée.

2.4 Importance du cuivre dans le métabolisme bactérien

Les protéines fixant du cuivre représentent moins de 1 % de toutes les protéines connues
et la majorité de celles-ci fixent les ions cuivreux (Cu'). Seuls les membres de la famille
des oxydoréductases possedent un atome de cuivre alternant entre les formes ion cuivreux
et ion cuivrique (Cu?*). De méme, aucune protéine fixant un ion uniquement stable a
I'état cuivrique n’a été identifiée & ce jour [I57]. Les ions cuivreux sont trés mous selon le
principe HSAB déja évoqué et réagissent donc préférentiellement avec les ligands soufrés
comme les résidus cystéine et méthionine [Tableau . Par ailleurs, le cytoplasme des
bactéries a gram-négatif est plutot réducteur de par la présence de glutathion en quantité
importante (de 'ordre de 10 M). Le cuivre aura donc plutot tendance & étre sous forme
d’ions cuivreux complexés par les groupements thiols du glutathion et des cystéines. A
I'inverse, le périplasme est plus oxydant et les résidus méthionines seront donc plus utilisés,
les cystéines ayant tendance a former des ponts disulfure dans un tel environnement
[158, 159]. Un site d’interactions protéine - cuivre est cependant fréquemment composé
des trois ligands donneurs (S, O et N). Le nombre de ces ligands varie pour le cuivre
entre deux et six, trois étant le plus commun [149]. Les ligands les plus fréquents sont les
cystéines et les histidines (65 %) puis les méthionines (15 %), les glutamates (7 %) et les
aspartates (6 %) [157]. De nombreux sites de liaison du cuivre ont été décrits [Figure[I1]A.].
Parmi eux, les sites I, IT et III sont fréquemment retrouvés dans des protéines impliquées
dans des processus d’oxydo-réduction. Ils different par leurs propriétés spectroscopiques
résultant d'une géométrie de coordination différente [160, [I61]. Le site le mieux caractérisé
a I’heure actuelle est le site I. Celui-ci est toujours composé de deux ligands histidines et un
ligand cystéine interagissant avec 'ion cuivre. La géométrie particuliere de ce site conduit
a une distance tres courte entre ’atome de soufre donneur du résidu cystéine et I'atome

de cuivre [Figure (11| B.]. Il en résulte une interaction tres forte entre ces deux atomes qui

33



2. Les métaux, oligoéléments essentiels a la vie cellulaire

Figure 12 — Structure du site CuB des oxydases héme-cuivre
L'exemple présenté ici est le site CuB du cytochrome bos de E. coli. Le noyau hémique est représenté en vert

tandis que les résidus histidines sont en bleu et le résidu tyrosine en jaune. L'atome de cuivre apparait en cyan
et I'atome de fer en orange [156].
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se traduit par une bande d’absorption a une longueur d’onde de ~ 600 nm et une intense
coloration bleue. Ainsi, les protéines possédant un site I ont été dénommeées protéines a
cuivre bleues [162]. Dans la moitié des sites I recensés, un résidu méthionine intervient
comme quatrieme ligand [163]. Les sites IT et III sont beaucoup moins connus, le site 11
ne possédant qu'un seul atome de cuivre alors que le site I1I est un site binucléaire [150].
Le site CuA est quant a lui retrouvé dans certaines oxydo-réductases. Il s’agit d’un site
binucléaire présentant une forte symétrie de coordination. En plus d’une liaison Cu-Cu,
deux résidus cystéines sont liés a chacun des deux atomes métalliques. Une méthionine et
un quatrieme ligandH completent la sphere de coordination [164]. Quant au site CuB, il
est lui-aussi binucléaire et est composé d’un cofacteur heme et d'un atome de cuivre. Ce

dernier est coordonné par trois résidus histidines [Figure [12].

2.4.1 Entrée du cuivre dans les cellules

Chez les eucaryotes, le cuivre est nécessaire dans le cytoplasme pour la synthese d’en-
zymes a cuivre comme 'oxydase du cytochrome C localisée dans les mitochondries et des
systemes de transport du cuivre comme Ctrl existent donc [165]. Pour les bactéries, il n’y
a pour ’heure aucune protéine cytoplasmique caractérisée comme nécessitant la fixation
de cuivre pour fonctionner. Les cuproenzymes identifiées sont localisées dans la membrane
plasmique ou le périplasme. Il n’y a donc pas nécessairement besoin que le cuivre pénetre
dans le cytoplasme. Pour cette raison, tres peu de transporteurs permettant I'import de
cuivre sont décrits chez les bactéries. Le transporteur CtaA appartenant a la famille des
ATPases de type P permet I'entrée du cuivre dans le cytoplasme chez la cyanobactérie Sy-
nechocystis PCC 6803 [166]. De plus, un homologue de ce transporteur, I’ATPase CopA
existe chez la bactérie a gram-positif Enterococcus hirae [167]. Récemment, une autre
ATPase dénommée HmtA chez Pseudomonas aeruginosa a été identifiée comme permet-
tant également le transport du cuivre [I68]. Chez la bactérie a gram-positif B. subtilis, la
protéine membranaire Ycnd est fortement induite par le cuivre et un mutant n’exprimant
plus le gene yenJ accumule moins de cuivre. De plus, la partie N-terminale de la protéine
localisée vers le milieu extérieur possede de I'affinité pour les ions cuivreux et cuivriques.
Cette protéine est donc un bon candidat pour étre un systeme d’import du cuivre [169].

En revanche, chez FE. coli, aucun systeme n’est décrit a ce jour.

2.4.2 Le cuproprotéome

48 % des protéines a cuivre ont un role dans le transfert d’électrons et 44 % ont un
role dans I'homéostasie et le stockage du cuivre lui-méme [149]. Le cuproprotéome est
composé par ’ensemble des protéines qui nécessitent un ou plusieurs atomes de cuivre
pour assurer leur fonction mais n’inclut pas les transporteurs, les protéines de stockage
et les protéines chaperons. Une analyse génomique récente portant sur 450 organismes

bactériens a montré que la grande majorité (72 %) possédait au moins une protéine a

12. méthionine ou glutamate
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Figure 13 — Les principaux systémes d’import des éléments traces chez E. coli

Les différents transporteurs impliqués dans I'import des éléments traces sont : Fhu (ferric hydroxamate uptake)
[I70], Fep (ferric enterobactin-transporting protein) [171], Fec (ferric dicitrate transport system) [172], Efe
(elemental ferrous iron uptake) [I73], Feo, (ferrous iron-uptake system) [174], Nik (Nickel uptake) [4I], CorA
(Cobalt resistance) [I51], ZupT (zinc-uptake transporter) [I75] et Znu (zinc uptake) [176]. Les transporteurs de
type ABC sont figurés par des ovales, les cylindres symbolisant les autres transporteurs. Le substrat préférentiel
de chaque transporteur est surligné en jaune et les métaux transportés secondairement sont indiqués également.
M2+ fait référence a tous les cations métalliques dont I'étape du franchissement de la membrane externe n'est
pas connue. Figure adaptée d’apreés [30].
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cuivre [177]. La famille de cuproprotéines, de loin la plus répandue, est celle des oxydases
heme-cuivre. Celles-ci sont les enzymes terminales de la chaine respiratoire et permettent
la réduction de I'accepteur final, le dioxygene, en eau. Le site catalytique de ces enzymes
est un site CuB. En plus de ce centre heme-cuivre, ces enzymes possedent un autre noyau
hémique et parfois un site CuA[™|qui permettent le transfert d’électrons vers le site CuB et
jouent un role dans la reconnaissance du substrat [I78]. Outre cette famille d’enzymes, les
déshydrogénases spécifiques du NADH et quelques membres de la famille des dismutases
de I’anion superoxyde sont des cuproenzymes retrouvées de maniere significative dans bon
nombre de bactéries (> 20 %). La tres large majorité des protéines qui répondent a cette
définition du cuproprotéome appartiennent a la famille EC1 des oxydo-réductases et sont

majoritairement retrouvées chez les organismes aérophiles [177].

2.5 Le transport des ions métalliques chez E. coli

La bactérie E. coli est probablement I'un des organismes les mieux connus a I’heure
actuelle et de nombreux transporteurs de métaux de la catégorie éléments-traces sont
identifiés [Figure . La majorité d’entre eux est impliquée dans le transport des ions fer
dont la biodisponibilité extréemement faible nécessite I'intervention de sidérophores. Pour
le nickel et le zinc, respectivement un et deux systeémes sont connus. Pour le cobalt en
revanche, aucun transporteur spécifique de la forme ionique n’a été mise en évidence et
il est possible que le systeme Btu soit la seule source de ce métal. Toutefois, il reste de
nombreux genes de fonction inconnue chez F. coli et il n’est pas impossible que d’autres

transporteurs soient mis a jour dans le futur.

2.6 Résumé

Les ions métalliques ont des caractéristiques physico-chimiques qui
permettent aux enzymes d’assurer diverses fonctions biologiques.
Chaque métal interagit différemment avec les résidus d’acides aminés
et module ainsi la réactivité des protéines. Chez E. coli, le nickel est
surtout important pour la fonction des hydrogénases, le cobalt pour
son role dans la vitamine B12 et le cuivre, grace a ses propriétés
d’oxydo-réduction, assure le transfert d’électrons dans la chaine
respiratoire. De nombreux systemes d’import, fréquemment des
systemes ABC, permettent ’approvisionnement des cellules en ions
métalliques donnés. Ces transporteurs sont en général spécifiques

d’une seule espéce d’ion métallique.

13. ce qui n’est pas le cas pour l'oxydase du cytochrome C de E. coli par exemple
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Chapitre 3

Toxicité des ions métalliques et moyens de

défense

3.1 Toxicité engendrée par les ions métalliques

Bien que les ions métalliques soient nécessaires, la quantité intracellulaire de chaque
métal se doit d’étre tres finement régulée pour empécher une surcharge des cellules syno-

nyme de toxicité. Cette toxicité peut revétir différentes formes.

3.1.1 Les liaisons aspécifiques

Les mémes caractéristiques qui font des métaux des oligoéléments essentiels a la vie
cellulaire en font également des composés toxiques lorsque leur quantité devient trop im-
portante. Cette toxicité résulte des propriétés physico-chimiques des ions métalliques et
de leurs interactions avec les composants cellulaires. La toxicité d'un ion métallique est
influencée par de nombreux facteurs abiotiques comme le pH ou la température mais
également par la capacité du métal a entrer dans la cellule et les interactions qu’il pourra
y effectuer. En effet, les composants cellulaires comme 1’eau, les chaines latérales des
protéines ou les acides nucléiques sont des ligands potentiels des métaux. D’une maniere
générale, plus un atome sera mou, plus U'interaction avec ses ligands sera forte [7]. Ainsi,
la plupart des métaux durs sont essentiels (Mg, Ca ou Na) tandis que les métaux in-
termédiaires (Ni, Co ou Cu) sont requis a 1’état de traces et les métaux les plus mous
sont toxiques (Ag, Cd ou Hg). Ces derniers ont une plus grande affinité notamment
pour les composés soufrés et vont avoir pour effet, lorsque leur quantité sera trop im-
portante, de bloquer les groupes fonctionnels de certaines molécules. Ainsi, il va se créer
un phénomene de compétition avec les métaux essentiels plus durs et donc ayant moins
d’affinité pour ces ligands. De plus, les métaux mous, thiophiles, peuvent interagir avec les
résidus méthionines et cystéines. L’interaction avec ces derniers peut empeécher la création

de ponts disulfure et donc affecter le repliement correct des protéines [5.
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3.1.2 Métaux et stress oxydatif

Un autre aspect de la toxicité liée aux métaux est celui du stress oxydatif. En effet,
les métaux peuvent générer ce stress en fonction de leur potentiel d’oxydo-réduction. En
conditions physiologiques, les éléments principalement concernés sont le fer et le cuivre.
Ceux-ci sont capables de générer le radical hydroxyle (OH - ) a partir d’especes oxygénées
réactives telles que ’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogene normalement générées
par les bactéries aérophiles du fait de leur utilisation du dioxygene au cours de la respira-

tion. Les réactions de génération de ce composé sont décrits par les équations suivantes :

1. M+ + H,0, — M®+)+ + OH + OH- réaction de Fenton
2. MetD+ + 0, -~ — M + O,
3. H,0, + O,-~ — O, + OH- + OH - réaction de Haber-Weiss

Le radical hydroxyle est tres toxique car hautement réactif. Ainsi, il peut causer des
cassures de brins d’ADN [179]. Ce radical libre peut également dégrader les acides gras ce
qui déstabilise les membranes biologiques et conduit a la formation de molécules toxiques
[180]. Enfin, il est capable d’oxyder les acides aminés notamment les chaines latérales des
résidus arginine, cystéine, histidine, lysine et proline et ainsi conduire a la fragmentation

des protéines ou a des liaisons aspécifiques inter ou intramoléculaires [I81], [182].

3.1.3 Notion de quantité toxique d'un métal

La quantité toxique d’un métal reste cependant relativement complexe a définir car elle
ne sera considérée comme excessive et toxique que lorsque la croissance des bactéries sera
affectée. Mais ce stade ne correspond qu’a un seuil critique ou les mécanismes de défense
et de réparation sont saturés et ne permettent plus de parer au stress métallique [I83]. En
réalité, les dommages causés aux composés cellulaires par les métaux commencent bien

avant cette perte de viabilité pour des quantités de métaux beaucoup plus faibles.

3.2 Les stratégies de défense des bactéries

Les premiers microorganismes sont apparus dans les failles océaniques il y a envi-
ron 3,5 milliards d’années dans des conditions acides et de haute température favorisant
une biodisponibilité importante des ions métalliques [I85]. De ce fait, les systémes de
défense, prioritaires en terme d’évolution, sont probablement apparus indépendamment
des systemes d’acquisition. Pour lutter contre la toxicité engendrée par un exces de métal,
les bactéries peuvent en premier lieu agir sur la régulation de I'import des métaux dans le
cytoplasme via la répression de I’expression des genes codant ces transporteurs spécifiques.
Lorsque ceci n’est pas suffisant, six différents mécanismes de résistance existent [186, [187].
Les microorganismes peuvent posséder des systemes de défense s’appuyant sur un seul ou

une combinaison de ces mécanismes.
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Figure 14 — Cristal de Ni-struvite produit par Streptomyces acidiscabies E13

D’apres [184].
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3.2.1 Exclusion du métal par I'imperméabilité membranaire

Les bactéries peuvent limiter I’entrée des métaux en empéchant ces derniers de pénétrer
dans le cytoplasme. Ainsi, il a été montré par des études protéomiques portant sur E. coli
qu’un stress par les ions Cd?* provoquait une diminution de la synthese de la porine OmpF
[188]. Cette protéine étant supposée jouer un role majeur dans l'entrée des métaux dans le
périplasme, la baisse de sa production aurait un impact sur I’accumulation intracellulaire

des ions métalliques.

3.2.2 Séquestration intracellulaire des métaux par des protéines chélatrices

Ce mécanisme de défense repose sur la production de protéines chélatrices qui vont
permettre de séquestrer 'exces d’ions métalliques et ainsi protéger les composants essen-
tiels des cellules. L’exemple le mieux caractérisé est la production de métallothionéines
par les cyanobactéries du genre Synechococcus. Cette famille de protéines est retrouvée
en grand nombre chez les eucaryotes et a la particularité d’avoir une séquence primaire
tres courte et tres riche en résidus cystéinesﬂ capable de chélater les ions métalliques en
grande quantité, principalement les ions Zn?* et Cd?T et dans une moindre mesure les
ions Cu™ [I89]. La métallothionéine des Synechococcus dénommée SmtA est plus pauvre
en cystéines (9/56) et peut chélater quatre ions Zn?* [190]. Des homologues de cette
protéine existent chez d’autres organismes comme P. aeruginosa et E. coli mais avec des
caractéristiques différentesﬂ [T91]. De plus, de petites protéines riches en résidus cystéines,
apparentées a la famille des métallothionéines, ont été découvertes chez P. putida et leur
role dans la résistance aux ions Cd?* a été clairement établi [192]. Récemment, une nou-
velle métallothionéine a été caractérisée chez la mycobactérie Mycobacterium tuberculosis.
Celle-ci possede de nombreux résidus cystéines et histidines conservés chez d’autres ho-
mologues du genre Mycobacterium et protege les cellules contre la toxicité du cuivre en

fixant six ions Cu™ par monomere [193].

3.2.3 Séquestration extracellulaire des métaux

La résistance aux ions métalliques par séquestration extracellulaire est surtout répandue
chez les levures et les champignons mais quelques exemples sont également recensés chez
les bactéries. Ainsi, les couches exopolysaccharidiques de K. aerogenes, P. putida ou en-
core Arthrobacter viscosus sont capables de chélater certains métaux comme le cadmium,
les empéchant ainsi de pénétrer dans le cytoplasme et augmentant significativement la
résistance des bactéries a ces ions [194]. De fagon plus originale, une souche de Strep-
tomyces acidiscabies E13, isolée dans le sol d'une ancienne mine d’uranium allemande,
est naturellement résistante a des niveaux élevés de nickel car ces bactéries sont capables
de former des agrégats cristallins de nickel-struvite : Ni(NH,)(PO,) - 6 H,O, dans lesquels
sont séquestrés les ions Ni**+ [Figure [14].

1. 60 acides aminés en moyenne dont le tiers sont des cystéines
2. un seul ion Zn?* pour la protéine de E. coli
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3.2.4 Détoxication enzymatique

Une autre voie de résistance a certains métaux est la transformation chimique d’un ion
métallique toxique en une autre espece moins nocive, en modifiant I’état d’oxydo-réduction
par exemple. L’exemple le mieux caractérisé est celui de la résistance au mercure permise
par 'opéron mer régulé par l'activateur MerR. Ce fut le premier systeme de résistance
contre un métal découvert et il pourrait constituer le plus répandu dans tout le monde
bactérien [195]. Il repose sur une protéine périplasmique soluble chez les bactéries & gram-
négatif ou membranaire chez les bactéries a gram-positif dénommée MerP capable de lier
les ions Hg?*. Celle-ci peut ensuite transmettre ces ions au transporteur membranaire
MerT qui peut prendre en charge les ions Hg?+ grace notamment & des résidus cystéines
conservés. D’autres protéines alternatives MerC et MerF sont également connues et fonc-
tionnent sur le méme principe que MerT [196]. Une fois dans le cytoplasme, les ions
Hg?*+ sont pris en charge par une réductase spécifique MerA qui va réduire ces ions en
Hg? volatile [I197]. Une autre enzyme, la lyase MerB est également présente chez certains
organismes et permet de cliver les liaisons C-Hg retrouvés dans des composés formés na-
turellement. Des ions Hg?* sont alors libérés qui pourront étre pris en charge par MerA
[195]. Un autre exemple de modification chimique est celle de la transformation des ions
arseniate As(V) en ions arsénite As(III) par la réductase spécifique ArsC, ces derniers

étant ensuite pris en charge par des systemes d’efflux tels que ArsB [198].

3.2.5 Réduction de la sensibilité des cibles cellulaires

Certains microorganismes s’adaptent a la présence de quantités toxiques de métaux
en atténuant la sensibilité de composants cellulaires essentiels [I86]. Dans ce cas, des
mutations ponctuelles peuvent diminuer la sensibilité des cibles sans altérer la fonction
biologique. Un tel mécanisme d’adaptation a été identifié chez E. coli il y a de nombreuses
années. Ainsi, des cellules exposées ponctuellement & un stress dit aux ions Cd?* montrent
un taux important de dommages a I’ADN [199]. Cependant, apres plusieurs sous-cultures
successives dans ces mémes conditions, les bactéries acquierent une certaine résistance.
Les auteurs suggerent que les mécanismes de réparation de ’ADN seraient plus efficaces

chez les cellules adaptées, leur ADN étant donc devenu moins sensible aux ions Cd?* [200].

3.3 Transport actif du métal vers le milieu extérieur : mécanisme

d’efflux

L’efflux des cations métalliques vers 'extérieur est sans conteste la catégorie la plus
large des mécanismes de résistance contre les métaux. Les systemes d’efflux sont fréquem-
ment codés par des genes présents sur des plasmides. Il est supposé que ceci permette
une mobilisation rapide et coopérative entre les organismes d’'une méme communauté en
cas de stress ainsi qu’une réduction du nombre de genes portés par les cellules, ceux-ci

n’étant nécessaires que dans certaines conditions [202]. Les exemples de systemes d’efflux
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Figure 15 — Modele de fonctionnement du systeme RND CzcCBA de R. me-

tallidurans (2003)

La protéine RND (CzcA), ici en rouge, se présente sous forme de trimére avec un site de liaison du substrat
(métal) au niveau central (carré orange). La protéine MFP (CzcB) est en vert et la protéine OMF (CzcC) en
jaune. Les protons sont symbolisés par des points noirs et les métaux par des points bleus, violets ou gris selon
leur nature. L'action des complexes d'efflux RND est de type antiport cations/protons, la force protomotrice
provenant de la chaine respiratoire (1). Les métaux sont pris en charge et acheminés vers une cavité centrale
selon leur origine (2a et 2b). Puis, I'affinité du complexe est diminuée du fait de la protonation de ce site
par les protons périplasmiques (3). Les ions métalliques migrent alors vers un microenvironnement aménagé
par le trimere de CzcA (4) d'ou ils seront évacués par simple diffusion au travers du canal formé par CzcC
(5). Le métal est ainsi relargué dans I'environnement externe. Enfin, le site de liaison du métal est déprotoné
afin de régénérer le systéme et les protons sont importés dans le cytoplasme (6). Grice a ce complexe, un ion
métallique présent en excés et pouvant donc présenter un danger pour le métabolisme peut franchir I'enveloppe
compléte des bactéries méme celles trées complexes de celles a Gram-négatives composées d'une membrane
cytoplasmique (MC), d'un espace périplasmique (EP), d'une paroi cellulaire (PC) et d'une membrane externe

(ME) 201
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de métaux sont tres nombreux et peuvent étre classés en trois catégories distinctes selon

la source d’énergie utilisée et le nombre de protéines impliquées.

3.3.1 Les protéines de la famille RND

Les transporteurs RNDE] appartiennent a une superfamille qui regroupe sept familles
de protéines qui different du point de vue fonctionnel mais qui possedent toutes des
séquences voisines qui plaident en faveur d’un ancétre commun [204]. La quantité de
protéines RND varie beaucoup d’une espece bactérienne a ’autre. Les archées ne possedent
pas de protéine RND tandis que les cyanobactéries et les protéobactéries ont généralement
plusieurs exemplaires de cette famille [201]. Toutes les protéines RND sont impliquées
dans le transport de composés divers allant des molécules amphiphiles aux molécules tres
hydrophobes. Ce sont des antiports cations/protons dirigés par la force protomotrice. La
famille dédiée spécifiquement au transport des métaux a recu le nom de famille HME-
RND E] Bien qu’elles puissent exporter le métal seul in vitro [205], les protéines RND font
partie d’un systeme tripartite in vivo et sont associées a des protéines auxiliaires. D’une
part, des protéines périplasmiques de jonction MFPE] qui permettent 'ancrage dans la
membrane cytoplasmique ainsi que la jonction avec la membrane externe [206]. D’autre
part, les protéines membranaires OMFE] [207]. Ces dernieres sont des porines permettant
le franchissement de la membrane externe par les métaux. Ces trois protéines forment un
complexe d’efflux capable d’exporter les métaux vers 'extérieur de la bactérie.

Le premier membre de la famille RND impliqué dans la résistance aux métaux fut
la protéine CzcA de R. metallidurans pour son role dans l'efflux des ions Co?t, Zn?t et
Cd?* [20§]. Celle-ci est une protéine de 115 kDa et I’analyse informatique de la séquence
suggere la présence de douze domaines hydrophobes supposés étre des hélices a trans-
membranaires. Quelques résidus conservés ont été mis en évidence et notamment un
motif DDE[] La mutation d’un seul de ces trois acides aminés hydrophiles et chargés
négativement suffit pour entrainer un blocage du transit des protons et une perte de la
résistance aux trois métaux Co?*, Zn?* et Cd?*+ [204]. Au niveau cinétique, le transport
de Zn?* par la protéine CzcA suit une courbe sigmoide classique, c¢’est-a-dire avec une
concentration-seuil en dessous de laquelle le métal n’est pas exclu, une gamme efficace
pendant laquelle 'efHux du substrat augmente proportionnellement avec la quantité de
celui-ci et une concentration saturante lorsque la quantité de métal dépasse les limites
d’exclusion du systeme. Ces valeurs sont différentes en fonction du métal considéré. Cela
s’explique par 'importance biologique différente de ces métaux. En effet, le zinc est beau-
coup plus abondant que le cobalt et le cadmium, les bactéries possedent donc plus de
protéines a Zn?*t que de protéines & Co?T. La toxicité relative n’étant pas la méme, les

bactéries n’ont pas les mémes seuils de tolérance pour des métaux différents.

Resistance-Nodulation-cell Division
Heavy Metal Efflux-RND
Membrane Fusion Protein

Outer Membrane Factor
Asp402-Asp408-Glud1s

N o e
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Figure 16 — Modele de fonctionnement du systeme RND AcrAB-TolC de E.
coli (2006)

Le substrat est représenté par une molécule tricyclique. Les trois monomeres de AcrB sont représentés en bleu,
jaune ou orange et les protéines AcrA et TolC respectivement en vert clair et violet clair. Chaque monomeére
de AcrB passe par trois états : L (loose = détendu), T (tight = bloqué) et O (open = ouvert) de maniére
cyclique. Le passage de I'état O a I'état L est celui qui réclame le plus d'énergie et donc la fixation d’un proton
au niveau du site de fixation. Le passage de la forme T a la forme O s’accompagne du relarguage d'un proton
dans le cytoplasme. Les différentes formes de |'excavation représentent la faible (L), forte (T) ou I'absence (O)
d'affinité pour le substrat. Le site de fixation du substrat se trouve ici étre une poche située dans le périplasme

bactérien [203].
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L’identification des partenaires CzcB, la protéine MFP, et CzcC, la protéine OMF, a
par la suite permis d’établir un premier modele du systeme [Figure .

La région contenant le déterminant génétique czc se situe sur un mégaplasmide qui
apporte un fort avantage évolutif puisqu’il démultiplie la résistance aux métauxﬂ [201].
Cette région contient les genes pour 'OMF CzcC, la MFP CzcB et la protéine RND CzcA.
Ces trois genes forment 'opéron czcCBA. De plus, cet opéron est flanqué de nombreux
genes impliqués dans la régulation métal-dépendante de 1'expression de czcCBA dont un
systéme de régulation a deux composants senseur-régulateur [209]. Comme dans tous les
systemes de régulation de ce type, le détecteur de la membrane interne CzcS peut intégrer
le signal environnemental[’] et s’autophosphoryler sur un résidu histidine conservé grace a
I’hydrolyse d’une molécule d’ATP. Cette forme activée de CzcS pourra alors phosphoryler
a son tour le régulateur cytoplasmique CzcR permettant ainsi son interaction avec I’ADN
et donc la transcription de 'opéron czeCBA [210].

Le mécanisme d’action des systemes RND a été affiné grace a I'étude du systeme
AcrAB-TolC d’E. coli [Figure . Ce complexe transporte une large gamme de sub-
strats[[V et sa structure a ainsi été largement étudiée. La diffraction de cristaux & une
résolution de 2,90 A & trois états d’avancement différents du cycle de transport a mis &
jour un mécanisme de type péristaltique pour le fonctionnement de cette pompe. Ainsi, la
pompe est formée par un trimere de protéines AcrB dont chaque sous-partie monomérique
se situe dans une conformation différente ce qui forme une structure asymétrique. Chaque
monomere change d’état au cours de ’avancement du cycle ce qui crée la rotation fonc-
tionnelle du trimere. De plus, la poche hydrophobe qui permet la liaison du substrat a
pu étre reconstituée ainsi que le trajet de ce substrat au sein du canal aménagé par la
protéine AcrB [203]. Bien que le systéme AcrAB-TolC ne soit pour 1’heure pas connu pour
son role dans la résistance aux métaux chez E. coli, il a été montré qu'un mutant tolC' de

Legionella pneumophila avait une sensibilité accrue au nickel [211].

3.3.2 Les protéines de la famille CDF

A la différence des systemes RND, les protéines CDFE sont exclusivement dédiées au
transport des métaux et sont retrouvées dans les trois regnes du vivant, archées, bactéries
et eucaryotes [213]. Toutes les protéines CDF ne possedent pas la méme efficacité de
transport pour les ions métalliques. Cette efficacité varie en fonction du rayon atomique
de I'ion considéré ainsi que de sa période de transition. Les CDF sont sélectives de cations
de la premiere période de transition ayant un rayon de 74 pm (+/- 2 pm). Ceci inclut les
ions Fe?* (76 pm), Co?** (74 pm), Zn?* (72 pm) ou encore Ni** (74 pm) mais exclut des
ions comme Mg?* (65 pm) ou Cu?* (69 pm) trop petits ou comme Hg?* (110 pm) trop
volumineux [9, 201]. Toutefois, il existe des exceptions comme les ions Cd?* (97 pm) qui

peuvent étre pris en charge par les CDF', ceci s’expliquant par la proximité chimique des

8. x 50 pour Zn%* par exemple

9. ici la présence de métal
10. antibiotiques, détergents, colorants ou encore solvants
11. Cation Diffusion Facilitator
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Figure 17 — Structure de la protéine YiiP de E. col.

A. Vue longitudinale ou B. vue du périplasme d'un homodimére de YiiP. Chaque monomére est représenté
en jaune ou cyan. Les sphéres magenta entourées de rouge représentent les atomes de zinc liés. Les fleches
rouges indiquent la sortie des ions Zn?* des sites actifs. Pour la vue depuis le périplasme, les boucles ont été
supprimées par souci de clarté. L'ovale rouge marque les interactions hydrophobes a I'interface des hélices
membranaires du premier domaine qui permettent la dimérisation. Les losanges rouges indiquent le faisceau
d'hélices a. Les chiffres font référence aux hélices du domaine hydrophobe [212].

périplasme

cytoplasme

Forme active .; Forme inactive

Zn2+

Figure 18 — Modele de fonctionnement Zn-dépendant de la protéine YiiP de E.
coli.

Le domaine cytoplasmique est indiqué en rose et le domaine membranaire est représenté en deux couleurs : le
faisceau des hélices 1, 2, 4 et 5 statiques est en bleu tandis que les hélices 3 et 5 dynamiques sont en jaune.
Les atomes de zinc sont en magenta et la boite blanche figure les ponts salins qui stabilisent la structure [212].
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3. Toxicité des ions métalliques et moyens de défense

ions Cd?* avec les ions Zn?*. Tout comme les protéines RND, les protéines CDF utilisent
la force protomotrice. Toutefois, elles sont bien moins efficaces dans la fonction d’efflux
que les systemes RND et ne représentent donc qu’'une faible partie de la résistance aux
métaux.

La protéine CzcD de R. metallidurans est bien caractérisée a I’heure actuelle. Ini-
tialement supposée comme appartenant au systeme czcCBA, il a été montré que cette
protéine pouvait en fait médier a elle seule une résistance aux ions Co?*, Zn?t et Cd?T.
La résistance est certes bien moins efficace que pour les bactéries dotées du systeme
CzcCBA mais elle est indépendante de celui-ci [214]. Chez R. metallidurans, la protéine
CzcD agit in vivo sous forme de dimere. Chaque monomere se compose de 316 acides
aminés répartis en deux domaines. Le premier de ces domaines, hydrophobe, est constitué
de six segments transmembranaires supposés étre des hélices a et représente environ 200
acides aminés. Celui-ci contient de nombreux résidus aspartates qui ont probablement un
role dans le transfert de charges des protons nécessaires pour énergiser le systeme. Ces
aspartates sont essentiels puisque leur mutation inhibe le fonctionnement de CzcD. On re-
trouve également le motif DAXHMLTD dans I’hélice transmembranaire 2 caractéristique
de tous les CDF et qui est nécessaire a la fonction biologique. Le second domaine, hy-
drophile, composé d'une partie N-terminale et d’une longue partie C-terminale s’étend
dans le cytoplasme des bactéries. Il est particulierement riche en histidines. Celles-ci sont
impliquées dans la reconnaissance de I'ion métallique et sont nécessaires pour la fonction
optimale de la protéine ainsi que pour son enchassement correct dans la membrane. La
mutation de chacun des résidus histidines de facon individuelle ou méme la délétion d’un
seul domaine N-terminal ou C-terminal ne supprime pas 'activité de CzcD mais la di-
minue. En revanche, une protéine privée des deux domaines riches en histidines voit son
activité totalement abolie [215].

Des données structurales obtenues sur une autre protéine CDF, YiiP[% transporteur
du zinc chez E. coli ont permis de mieux comprendre le mécanisme de fonctionnement des
membres de cette famille [212]. Ainsi, le dimere de YiiP forme un Y dans la membrane
[Figure [216]. Les six hélices o transmembranaires (HTM1-6) du domaine hydro-
phobe peuvent étre groupés en deux sous-domaines : HTM1, HTM2, HTM4 et HTMb
qui forment un faisceau compact et les deux restantes HTM3 et HTM6 en dehors de ce
faisceau. Chaque monomere de YiiP possede trois sites distincts pouvant fixer le zinc,
deux mononucléaires (A et B) et un binucléaire (C). Parmi eux, le site B est spécifique
de YiiP et n’est pas conservé dans d’autres protéines CDF. Le site A est localisé dans le
domaine membranaire. Ce site est confiné entre les hélices 2 et 5 et est supposé étre tres
labile, un léger changement de conformation des hélices permettant ou non la liaison du
zinc [212]. Contrastant avec ce site A, le site C binucléaire est plus rigide en particulier a
cause des liaisons hydrogenes figeant son environnement direct.

Le mécanisme de fonctionnement de YiiP proposé est de type allostérique [Figure [1§].
Le domaine cytoplasmique peut détecter les ions Zn?t via le site C ce qui va entrainer

un changement localisé de conformation. Celui-ci va étre transmis aux hélices HTM3 et

12. anciennement dénommée FieF
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Figure 19 — Les systemes d’efflux des métaux nickel, cobalt, zinc et cuivre chez
E. cola.

Le systeme RND CusCFBA est représenté en vert, les CDF en rouge et les ATPases de type P en bleu. Le
systeme RcnA n’appartient a aucune de ces 3 catégories et est donc représenté en blanc. Le substrat préférentiel
est indiqué dans les rectangles jaunes mais ne traduit pas une spécificité absolue. Figure adaptée de [30].
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HTM6. Or, celles-ci sont en contact avec les hélices HTM2 et HTM5 qui renferment le
site A. Le changement de conformation de ce site est supposé étre tres faible, de I'ordre
de 1 1&, mais suffisant pour augmenter grandement ’affinité pour le zinc. Ainsi, le site A
va devenir actif et pourra autoriser I'efflux du zinc vers le milieu extérieur [212]. Ce type
de régulation allostérique de la protéine effectrice par son substrat permet de répondre
beaucoup plus rapidement a un stress provoqué par celui-ci car elle ne nécessite pas de
passage par les étapes d’expression génétique et d’insertion dans la membrane de nouvelles

pompes d’efflux.

3.3.3 Les ATPases de type P

Contrairement aux deux familles précédentes dont 1’énergie est fournie par la force
protomotrice, les protéines ATPases de type P appartiennent a la superfamille de trans-
porteurs nécessitant I’hydrolyse de ’ATP comme fournisseur d’énergie. Cette superfamille
se décompose en cing branches [218] en fonction des molécules transportées et est présente
dans tous les regnes de la vie [201]. L'une de ces branches contient les protéines transpor-
tant majoritairement les cations métalliques tels que les ions Nat, Ca?t ou Mg?T mais
aussi les ions Zn?t, Cd?* et Cu™. Elle tire son nom d’un résidu proline trés conservé,
suivi et/ou précédé par un résidu cystéinelr_gl [219]. Toujours en opposition avec les deux
familles précédentes, certaines ATPases permettent I'import de métaux telle CopA de
Enterococcus hirae alors que d’autres sont dédiées a l'eflux comme CopA de E. coli [220].

[’ATPase de type P la mieux caractérisée a ce jour est la protéine CadA provenant de
Staphylococcus aureus. Elle permet la résistance aux ions Cd?* mais également a d’autres
tels les cations Co?t et Zn?*. Elle se compose de huit domaines transmembranaires pro-
bablement conformés en hélices o. En plus du motif CPC présent dans la sixieme hélice
membranaire, un autre motif CXXC est conservé dans la partie N-terminale cytoplas-
mique [221]. Ce motif est d’ailleurs capable de lier les ions Cd?* mais ne semble pourtant
pas essentiel pour leur transport. Un role dans la régulation du systeme est suspecté chez
Listeria monocytogenes [222]. Au niveau du mécanisme d’action proprement dit, les ions
Cd?+ et ATP se fixent tout d’abord sur la protéine. Celle-ci est alors phosphorylée sur
un résidu aspartate tres conservé. Cette phosphorylation provoque un changement de
conformation de CadA ainsi qu’'une baisse de 'affinité pour 'ion Cd?*. Celui-ci est alors
transféré de son site de liaison initial de forte affinité vers un site de plus faible affinité qui
contient probablement le motif CPC. Enfin, I'ion Cd?T est relaché dans le milieu extracel-
lulaire. Ceci est suivi par le relarguage du phosphate inorganique de Asp415 et le retour
de CadA a sa conformation originale. Un nouveau cycle catalytique peut alors démarrer
[221].

3.3.4 Les systemes d'efflux de E. coli

Les bactéries possedent bien souvent différents systemes d’efflux des trois familles.

Ainsi, chez E. coli, six systemes d’efflux des métaux sont pour I'heure caractérisés [Figure

13. pour cette raison, ces protéines sont parfois appelées CPx-type ATPase
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Figure 20 — Structure du site actif du métallochaperon CusF de E. coli

Les résidus impliqués dans la coordination du cuivre (sphére orange) sont indiqués en vert avec les atomes de
soufre en jaune, ceux d'azote en bleu et ceux d'oxygéne en rouge [217].
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1)

Ainsi, cette bactérie possede un systeme RND dédié a la résistance aux ions Cu™ et
Agt, le systeme cusCFBA. Ce systeme est surtout important en conditions anaérobies
ou en cas de stress extréme provoqué par un tres large exces de cuivre [223]. Les compo-
sants CusA, CusB et CusC sont tout a fait comparables aux composants CzcA, CzcB et
CzcC décrits dans les paragraphes précédents. A ce titre, la délétion de la protéine CusB
entraine une perte totale de la résistance au cuivre conférée par le systeme Cus [224].
En revanche, le systeme Cus a la particularité de posséder une quatrieme protéine codée
par le gene cusF [224]. Cette derniere est une petite protéine de 10 kDa soluble dans le
périplasme qui possede de l'affinité pour les ions Cut et Ag™ (K4 ~ 10% M [225]). Le
site d’interaction de I'ion Cu™ avec la protéine a été caractérisé et constitue le premier
exemple d'un nouveau type de sites. Ici, I'ion cuivreux est coordonné par deux méthionines
et une histidine de facon relativement classique mais un quatrieme ligand tryptophane
est également important pour stabiliser ce site. Celui-ci provoque une distorsion de la
géométrie trigonale via une interaction entre les électrons du cycle aromatique et 1'ion
métallique [Figure . Le site adopte ainsi une géométrie tétrahédrique qui lui confere
des propriétés spectroscopiques atypiques avec un maximum d’absorption a 510 nm. Cela
a conduit a classer CusF comme une protéine a cuivre rose en opposition a celles a cuivre
bleue (A = 600 nm) [226, 227]. CusF peut ensuite transférer directement les ions Cut
a CusB permettant ainsi la détoxication du périplasme [228§].

En plus de ce systeme RND, E. coli possede une ATPase CopA dédiée a l'efflux
cytoplasmique du cuivre et de 'argent. Cette ATPase est d’ailleurs le systeme de résistance
au cuivre central chez cette bactérie [229]. Une autre ATPase ZntA est également présente
chez E. coli et permet la résistance aux ions Zn?*, Cd?* et Pb%*+ [230].

La famille des CDF est également représentée par les protéines YiiP prenant en charge
les ions Zn?* et Fe?™ [231] et ZitB pour les ions Zn?** uniquement [232].

Enfin, E. coli posseéde une pompe d’efflux spécifique RenA des ions Ni?t et Co?t qui
n’appartient a aucune des trois familles précitées [233]. Celle-ci appartient au systeme

Ren qui fait objet de ce travail et sera décrite ultérieurement [voir Chapitre [5].

3.4 Les systemes bactériens de résistance au nickel et au cobalt

Les ions Ni?* et Co?* sont voisins dans le tableau périodique et ont des caractéristiques
physico-chimiques proches. De ce fait, les bactéries possedent bien souvent des systemes
de résistance uniques pour ces deux ions. Les ions Co?* ont été montrés comme perturbant
I'assemblage des centres fer-soufre en entrant en compétition avec les atomes de fer [234].
Ainsi, un exces de cobalt provoque une hausse de la biosynthese des centres fer-soufre

couplée a une diminution de 'expression des protéines nécessitant ces centres [235].
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Les systemes RND CnrCBA de R. metallidurans [236] et Czn de H. pylori [237] ont
été caractérisés comme permettant la résistance aux ions Ni?* et Co?t pour CnrCBA ou
aux ions Cd?*, Zn?* et Ni?* mais pas Co?T pour CznCBA. En plus de ces systémes d’ef-
flux classiques, il en existe d’autres plus originaux appartenant a la famille des MFSE].
Ainsi, la protéine CnrT, constituée de 12 ou 14 segments transmembranaires, d’une par-
tie C-terminale riche en histidines et provenant du locus cnr de R. metallidurans, permet
la résistance aux ions Ni*t. Une autre protéine, NreB, découverte chez Achromobacter
xylosoxidans, a une structure tres proche des protéines Cnr'T avec environ 400 acides
aminés formant probablement dix ou douze hélices transmembranaires et une longue
queue poly-histidine C-terminale. Ces protéines permettent la résistance aux ions Ni?*
uniquement et la délétion de la partie C-terminale n’altére pas cette résistance [238]. Ces
deux protéines pourraient étre proches des systemes CDF d’un point de vue fonctionnel
mais n’en possédent ni les motifs caractéristiques, ni la structure en deux domaines. Elles
pourraient peut-étre constituer des filtres secondaires plus spécifiques de certains ions que
ne le sont les CDF [201]. 11 existe également un homologue de la protéine NreB chez Serra-
tia marcescens appelé NcrA. Celui-ci fait partie d'un systeme codé par 'opéron ncrABC
ou NerB pourrait avoir un role dans la régulation du systeme. De maniere intéressante,
NerC, protéine apparentée aux NiCoT, est un homologue de la protéine RenA d’efflux du
nickel et du cobalt chez F. coli. Pourtant, chez Serratia marcescens, elle permet I'import
des ions Ni?*t et Co?T et conduit lorsqu’elle est surexprimée seule & une accumulation
accrue de ces ions dans le cytoplasme bactérien et donc a une résistance diminuée. Tou-
tefois, NerC co-exprimée avec NerA permet d’augmenter la résistance aux ions Ni%t et
Co?* par rapport a la protéine NerA exprimée seule. La raison de ces phénotypes n’est
pas clarifiée mais cela démontre clairement une interconnexion entre import et efflux des
ions métalliques dans les phénomenes de résistance [239]. Récemment, un systeme d’efflux
original a été mis a jour. Il s’agit de la protéine MdrH de P. putida. Cette protéine a une
structure chimérique composée de domaines similaires a RenA, notamment les hélices
transmembranaires et d’un autre domaine soluble propre au composant CzcB des systemes
RND. De ce fait, cette protéine permet la résistance aux ions Ni?*+ et Co?* comme le fait
RenA mais également aux ions Cd?* et Zn?* comme le systeme CzcCBA [240)].

Bien que le mécanisme d’efflux soit privilégié pour assurer la résistance au nickel et
au cobalt, il ne s’agit pas de 'unique moyen de lutte contre ces métaux. Ainsi, certaines
bactéries peuvent chélater les ions Ni*t. Clest le cas de Streptomyces acidiscabies avec
les cristaux extracellulaires de Ni-struvite déja évoqués [voir . Quant a H. pylori,
cette bactérie est capable de produire une protéine intracellulaire Hpn en réponse a un
stress provoqué par les ions Ni?* [241]. Hpn est une petite protéine cytoplasmique de
60 acides aminés tres riche en résidus histidines (28/60) et comportant également des
résidus glutamates et cystéines tres conservés. Il a été montré que cette protéine était
sous forme d’icosamere in vivo avec chaque monomere capable de fixer cinq ions Ni?t.
Une souche de H. pylori ne produisant pas Hpn est plus sensible aux ions Ni*t et la

complémentation de E. coli par Hpn augmente significativement la résistance a ce métal

14. Major Facilitator Superfamily
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Figure 21 — Systémes de résistance au cuivre chez E. col:

Les deux systemes de résistance Cus et Cue sont représentés aussi bien au niveau génétique que protéique.
L'expression de I'opéron cusCFBA est activée par le régulateur cytoplasmique CusR lorsque celui-ci est phos-
phorylé par le senseur membranaire CusS en réponse au cuivre (en bleu). La protéine CusF, soluble dans le
périplasme peut chélater le cuivre pour le transférer au systeme membranaire et ainsi permettre de détoxiquer
le périplasme. Le systeme Cue est composé par les deux genes indépendants cueO et copA régulés par le
métallorégulateur CueR. Celui-ci peut, apreés fixation de cuivre, reconnaitre la région promotrice et activer la
transcription des genes cibles. L'’ATPase CopA pourra alors expulser les ions Cu* vers le périplasme ol ils
seront oxydés en Cu?* par la laccase CueO. Le systeme plasmidique Pco est également représenté mais la
régulation par PcoRS étant identique a celle exercée par CusRS, celle-ci est omise. PcoA a la méme fonction
que CueO et agit de concert avec le chaperon PcoC. En revanche, les fonctions des trois autres membres du
systéme restent mal comprises.
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[242]. Une autre protéine de H. pylori présente un fort taux de similarité avec Hpn dans
sa partie N-terminale et a donc été nommée Hpn-like. Celle-ci est également induite par le
nickel [241] et permet d’augmenter la résistance des bactéries a ce métal. In vivo, Hpn-like

est sous forme d’oligomere et chaque monomere peut fixer deux ions Ni?* [243].

3.5 Toxicité et résistance au cuivre

3.5.1 Mécanisme de la toxicité du cuivre

Le cuivre est le métal le plus affin selon la série d’Irving-Williams [4] déja évoquée
[voir [1.2]. Ce métal est donc capable d’interagir avec de nombreuses cibles cellulaires
et possede un caractere toxique tres prononcé. De ce fait, les cellules vivantes doivent
maintenir un niveau de cuivre libre extrémement bas. A titre d’exemple, dans le sérum
humain, le cuivre est majoritairement complexé par trois protéines différentes, ’albumine,
la céruloplasmine et la transcupréine. La concentration du cuivre libre est estimée & 1013
M [245]. Chez les bactéries, I’'absence de cuproprotéines cytoplasmiques ainsi que 1'affinité
extrémement forte du métallorégulateur a cuivre CueR pour ce métal (Kp ~ 1021 M)
permettent de supposer que la quantité de cuivre libre dans le cytoplasme est quasi-nulle
[246]. De ce fait, la chimie de Fenton est irréalisable et I’hypothese du cuivre générateur
de stress oxydatif ne peut pas étre validée. De plus, une étude récente montre que FE.
coli est plus résistante au stress oxydatif engendré par H,O, en présence de cuivre que
les mémes cellules privées de ce métal [247]. Le cuivre semble ici jouer un rdle protecteur
face au stress oxydatif qui se traduit notamment par une diminution de la vitesse des
dommages a ’ADN. Le mécanisme de toxicité du cuivre a été caractérisé in vivo et in
vitro. Ainsi, les ions cuivreux se fixent au niveau des centres Fer/Soufre et entrent en
compétition avec les atomes de fer. Les centres Cu/soufre résultant de cette substitution
ne sont pas fonctionnels et les protéines les contenant sont inactives. Réciproquement,
les systemes d’efflux ou de chélation du cuivre ainsi que les systemes de réparation des

centres Fer/Soufre augmentent tous la résistance des bactéries au cuivre [248)].

3.5.2 Systemes chromosomiques de résistance au cuivre chez E. coli

A cause de sa grande toxicité, I’homéostasie du cuivre est tres controlée. Ainsi, chez
E. coli, il y a trois systémes chromosomiques de résistance identifiés a ce jour [Figure 21].

En plus de ’ATPase CopA et du systeme RND CusCFBA déja cités [voir , cette
bactérie possede une enzyme CueO, oxydase périplasmique a multi-cuivre["} qui intervient
dans 'homéostasie de ce métal [249]. Cette enzyme possede différents substrats tels que
le phénol, I'entérobactine ou encore les ions ferreux et cuivreux. C’est d’ailleurs par sa
capacité a oxyder ces derniers ions Cut en Cu?t moins toxiques que CueO exerce sa
protection contre la toxicité du cuivre [250]. CueO appartient a la famille des laccases

et, a ce titre, permet de coupler I'oxydation du substrat a la réduction de molécules de

15. également appelée laccase
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site
trinucléaire (Il et lll)

Cu
régulateur

Figure 22 — Structure des sites actifs de ’oxydase a multi-cuivre CueO

Les différents atomes de cuivre constitutifs des sites |, Il et Il présents dans toutes les oxydases a multi-cuivre
sont représentés. De plus, le cuivre régulateur et I'hélice @ riche en méthionines sont figurés .
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dioxygene pour former des molécules d’eau. Cette activité est donc uniquement possible
en conditions aérobies [251].

Au niveau structural, la protéine CueO d’ E. coli comporte 516 acides aminés pour
une masse de ~ 56 kDa. Comme tous les membres de la famille des oxydases a multi-
cuivre, CueO possede quatre atomes de cuivre par monomere répartis sur les trois sites
caractéristiques I (site bleu), IT et III (site binucléaire) [Figure 22]. Dans le cas particulier
de ces enzymes, les sites II et III sont tres proches et forment un site trinucléaire [252].
CueO possede en plus de ses caractéristiques deux originalités propres. Tout d’abord, elle
possede un cinquieme atome de cuivre lié. Celui-ci, situé non loin du site I, est sous forme
d’ion cuivrique et est coordonné par deux résidus méthionines, deux résidus aspartates
et une molécule d’eau [244]. La présence de cet ion Cu?* permet de stimuler Iactivité
oxydase vis-a vis des ions cuivreux et a ainsi été nommé cuivre régulateur. De plus, CueO
possede une hélice a riche en résidus méthionines dont deux de ses résidus sont impliqués
dans la coordination du cuivre régulateur. Cette région est supposée avoir un role dans la

reconnaissance et la fixation du substrat[[% [244].

3.5.3 Régulation génétique de la résistance au cuivre chez E. coli

En ce qui concerne la régulation des systemes de résistance au cuivre chez E. coli, deux
mécanismes sont pour I’heure caractérisés. Le premier s’appuie sur CueR, un activateur
qui permet la transcription des genes copA et cueO en réponse a un stress provoqué par le
cuivre, mais également l'argent et 1'or [254] 255]. CueR est capable de détecter et de fixer
les ions cuivreux avec une extraordinaire sensibilité (Kp ~ 102! M) comme précédemment
évoqué. Cette fixation induit un changement conformationnel permettant la liaison de
CueR a ’ADN pour y activer la transcription du systeme. Les ions métalliques sont co-
ordonnés par deux cystéines conservées, Cysl12 et Cys120 selon une géométrie linéaire
relativement inhabituelle. La mutation des résidus cystéines supprime toute réponse a ces
métaux [250]. Le second mécanisme de régulation est un systéme a deux composants codés
par 'opéron cusRS qui permet de stimuler I'expression de 'opéron divergent cusCFBA
en réponse a la présence de cuivre. En se basant sur des homologies de séquence, CusS
a été désigné comme I'histidine kinase membranaire et CusR comme le régulateur cyto-
plasmique [257]. Les systemes Cue et Cus sont donc tous les deux dédiés a la résistance
au stress provoqué par le cuivre. En réalité, il a été montré que les conditions d’expres-
sion différaient entre ces deux systemes, Cue étant le systeme clé de la résistance en
conditions aérobies et Cus intervenant quant a lui en conditions anaérobies ou lors d'un
stress extréme [223]. Ce différentiel dans l'expression de ces deux systemes illustre bien
la nécessité d’une régulation tres fine de I'expression des genes régulant I’homéostasie des

métaux en fonction des conditions environnementales.

16. les ions Cu™ dans le cas de la résistance au cuivre
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Figure 23 — Le métallochaperon CopC de P. syringae

La partie N-terminale est figurée en bleu alors que la partie C-terminale est rouge. Les brins 3 sont figurés
sous forme de fleche en dégradé de couleur du bleu vers le rouge en fonction de leur position dans la séquence

primaire [253].
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3.5.4 Systemes additionnels de résistance au cuivre

En plus de ces systemes chromosomiques de résistance au cuivre, F. coli possede
un déterminant supplémentaire appelé pco localisé sur le plasmide pRJ1004 [258, 259].
Celui-ci est homologue au systeme cop de Pseudomonas syringae et est retrouvé dans
de nombreux microorganismes [260]. Il est composé d'un opéron pcoABCDRS et d'un
autre gene pcol transcrit a partir de son propre promoteur. Les protéines PcoR et PcoS
forment un systeme régulateur a deux composants activant 1’expression des deux opérons
pcoABCDRS et pcoE en réponse a la présence de cuivre [261]. PcoA est une protéine de
66 kDa tres similaire a CueO [262]. PcoB est une protéine de 33 kDa prédite comme étant
localisée dans la membrane externe et, bien que son role dans la résistance au cuivre soit
avéré, sa fonction exacte n’est pas connue. La protéine CopC de P. syringae, homologue
de PcoC, est capable de fixer les ions cuivreux et cuivriques dans deux sites différents
[Figure avec une affinité estimée comparable (10 M < K4 < 107 M pour Cu™ et
K4~ 101 M pour Cu?") [253]. En ce qui concerne le site du Cu*, les données obtenues
indiquent une coordination par deux ou trois méthionines et une histidine comparable a
celle observée pour CusF, le résidu tryptophane en moins. Pour le site du Cu?*, il semble
y avoir trois ligands N provenant de deux résidus histidines et de la partie N-terminale de
la protéine. Le dernier ligand est un atome d’oxygene provenant d’une molécule d’eau liée
par une liaison hydrogene a un résidu aspartate. CopC est la premiere protéine cristallisée
ou un ion métallique est lié au premier résidu de la partie N-terminale. Les deux sites
de haute affinité pour les ions Cu™ et Cu?* sont interdépendants. Quand les deux sites
sont occupés, la protéine CutCu?T-CopC est stable a air. En revanche, dés qu’un site
est inoccupé, cela induit un transfert intermoléculaire, du site Cut vers le site site Cu?*
ou du site Cu?* vers le site site Cut [253]. Cette capacité de fixation et de transfert
des deux formes du cuivre permet a CopC d’assumer un role de chaperon du cuivre
dans le périplasme ou les conditions sont plus oxydantes que dans le cytoplasme et ou il
existe donc un équilibre entre les ions cuivreux et cuivriques [158, [159]. CopC est supposé
pouvoir interagir avec tous les membres du systeme cop, la laccase CopA, les protéines
membranaires CopB et CopD ou encore le senseur CopS. Il a par ailleurs été montré que
la protéine PcoA permettait de catalyser 'oxydation de 'ion Cut de PcoC en Cu?* et les
deux protéines agiraient ensemble pour lutter contre la toxicité du cuivre chez E. coli [263].
I1 est supposé que cette protéine CopC serve de chaperon périplasmique. PcoD est quant a
elle une protéine de la membrane interne de 34 kDa avec huit hélices o transmembranaires
prédites mais de fonction inconnue. Enfin, PcoE est une petite protéine périplasmique de
16 kDa capable de lier le cuivre et pourrait étre un autre chaperon a cuivre [229]. PcoE
n’est pas retrouvée dans le systeme cop de P. syringae. Peu de données sont disponibles
sur cette protéine mais il a été montré qu’elle était fortement inductible par le cuivre et
qu’elle fixait ce métal méme si elle ne peut a elle seule augmenter la résistance des bactéries
contre ces ions [259]. PcoE partage 47 % de similarité de séquence avec la protéine SilE de
Salmonella typhimurium et notamment les dix résidus histidines connus chez SilE pour
fixer les ions Ag* [264].
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L’hypothese émise pour expliquer le role de ces protéines serait leur capacité a séquestrer
les ions métalliques en exces avant que ceux-ci n’entrent dans le cytoplasme et que les
autres systemes de résistance soient induits.

Chez la bactérie a gram-positif Enterococcus hirae, ’homéostasie du cuivre est controlée
par l'opéron copZYAB qui est différent de celui de P. syringae. Le gene copY code un
répresseur de I'opéron copZYAB qui peut se décrocher de ’ADN pour permettre la trans-
cription en présence de cuivre [265]. CopA et CopB sont deux ATPases. La fonction
d’efflux des ions Cut et Ag™ de CopB a été clairement mise en évidence [266] mais le
role de CopA semble plus ambigu. Bien que son activité ATPase ne fasse aucun doute, il
semblerait que CopA permette 'import de cuivre dans le cytoplasme. En effet, un mu-
tant délété du gene copA se développe tres mal dans un milieu trés pauvre en cuivre et
ce méme mutant est plus résistant a l'argent, probablement importé par ce transporteur
[267]. Mais en absence de plus amples informations, sa fonction exacte dans ’homéostasie
du cuivre reste obscure. Enfin, la protéine CopZ est un chaperon a cuivre qui permet de
transférer les ions cuivreux aux autres composants du systeme Cop [268]. A la différence
des trois autres chaperons a cuivre CusF, PcoC et PcoE précédemment détaillées chez FE.
coli, ce métallochaperon est localisé dans le cytoplasme des bactéries. La protéine CopZ
est constituée de 69 acides aminés et fixe un ion Cut avec un K, ~ 107 M [269]. Elle
appartient a la vaste famille de chaperons a cuivre Atx1 largement retrouvée chez les eu-
caryotes et qui permettent le transit des ions Cu™ dans le cytoplasme [158]. Des études ont
montré que la protéine CopZ interagissait avec ’ATPase CopA et que cette interaction
était modulée par le cuivre en étant seize fois plus forte en présence de ce métal [270].
De plus, CopZ a été montrée comme permettant le transfert de deux ions Cu™ & un mo-
nomere du métallorégulateur CopY. Ce transfert permet le changement de conformation
de CopY nécessaire a la levée d’inhibition de la transcription de 1'opéron cop [265]. De
maniere intéressante, un stress extréme causé par de fortes concentrations de cuivre (>
3 mM) induit une dégradation protéolytique de CopZ. Il est supposé que la présence de
Cut-CopZ en quantité importante soit toxique. Il a ainsi été montré que des bactéries
surexprimant la protéine CopZ étaient plus sensibles au cuivre que les bactéries sauvages.
L’hypothese avancée serait que le cuivre ainsi exposé pourrait générer du stress oxydatif

par réaction de Fenton [269].
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Famille

Membres significatifs

Métaux concernés

ArsR
MerR
CsoR
CopY
Fur
DtxR
NikR

ArsR, SmtB, CadC, CzrA, NmtR
MerR, ZntR, CueR, PbrR

CsoR, RenR

CopY

Fur, Zur, Mur, Nur, PerR

DtxR, IdeR, MntR

NikR

As3t, B3+, Zn?t, Cd2?+, Ni2t, Co?t
Hg2+, Zn2+, Cut, Pb2+

Cu™, Ni?t, Co?t
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Figure 24 — Les sept familles de métallorégulateurs

Les métaux figurés en magenta sont ceux pour lesquels un métallorégulateur est formellement identifié. La
couleur rose correspond a un métallorégulateur hypothétique (BxmR). Chaque monomére est représenté en
bleu ou rose et dans le cas de NikR en vert et violet [271], 217].
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Chapitre 4

Dynamique de régulation de |'homéostasie des

éléments-traces métalliques

Les bactéries possedent donc de nombreux systemes impliqués dans I'import et I'efflux
des ions métalliques. Néanmoins, 'efficacité du maintien de la concentration intracellu-
laire biocompatible de tel ou tel métal tient a une bonne coordination de I'expression de
ces systemes en fonction des conditions environnementales. Pour illustrer cette notion,
les systemes de transport d’'un métal doivent pouvoir étre induits lorsque les bactéries
évoluent dans un milieu limitant pour cet élément tandis que les dépenses d’énergie en-
gendrées par la mise en place d’'une machinerie d’eflux doivent étre limitées. Les bactéries
doivent également pouvoir inverser cette balance en cas de changement dans la biodis-
ponibilité de ce métal. Le controle de 'homéostasie d'un métal peut se faire a différents
niveaux. Ainsi, bien que la régulation se fasse majoritairement au niveau transcription-
nel, quelques exemples sont connus mettant en jeu la stabilité des ARNm, la traduction
ou encore l'intervention de chaperons spécifiques modulant le trafic intracellulaire des

métaux.

4.1 Les métallorégulateurs

Pour moduler la transcription de genes cibles intervenant dans la régulation de I’homéo-
stasie des métaux, les bactéries possedent de nombreux métallorégulateurs regroupés en
sept familles distinctes en fonction de leurs caractéristiques propres. Les noms de ces fa-
milles correspondent au premier membre qui fut découvert. La plupart des métallorégula-
teurs sont des co- ou dé-répresseurs a 'unique exception de la famille MerR qui regroupe
des activateurs de la transcription. Les sept familles peuvent étre classées en deux groupes
selon qu’elles régulent des genes impliqués soit dans I'import soit dans 'export ou la
séquestration des ions métalliques [Figure .

Contrastant avec les cascades de régulation complexes des eucaryotes, le mécanisme
d’action des métallorégulateurs bactériens est remarquablement simple. Bien souvent, une
seule protéine régulatrice fixe un métal et agit sur un systéeme de transport de ce méme

métal.
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4.1.1 Les dérépresseurs

Trois familles de métallorégulateurs, ArsR/SmtB, CsoR/RenR et CopY, appartiennent
a cette catégorie. Ces protéines ont toutes en commun de se lier & PADN grace a des
hélices a. En absence de métal, le régulateur est fixé a ’ADN et réprime le ou les génes de
résistance aux métaux situés en aval comme 'opéron arsRDABC' qui est réprimé par ArsR
par exemple [272]. La fixation du métal sur la protéine induit un changement de confor-
mation qui permet a celle-ci de se dissocier de ’ADN déclenchant ainsi la transcription des
genes de résistance. La protéine RenR est également un dérépresseur. Celle-ci revét une
importance particuliere dans ce travail et sa caractérisation sera donc développée plus loin
[voir Chapitre . Enfin, CopY, unique membre de la famille éponyme, a la particularité

de fonctionner avec une protéine cytoplasmique CopZ fixant les ions Cu™ [voir [3.5.4].

4.1.2 Les coactivateurs

Une seule famille de métallorégulateurs regroupe tous les activateurs de la transcrip-
tion, la famille MerR du nom de I'un des premiers métallorégulateurs identifié sur le
transposon Tn501 de P. aeruginosa [273]. Les membres de cette famille possedent une
partie N-terminale tres semblable avec un motif hélice-tour-hélice nécessaire pour l'in-
teraction avec I’ADN suivi d’une longue hélice intervenant dans la dimérisation de la
protéine. La partie effectrice C-terminale est quant a elle bien moins conservée et permet
la reconnaissance de nombreux métaux, chacun d’entre eux possédant un site de liaison
différent. A titre d’exemple, I'ion Cu™ est lié par deux résidus cystéines dans CueR d’F.
coli selon une géométrie linéaire [246] alors que 'ion Hg?* de MerR est 1ié & trois cystéines
selon une géométrie trigonale planaire [274]. Les formes libres ou liées aux métaux des
activateurs peuvent se fixer sur I’ADN avec une affinité comparable [275]. La fixation de
la protéine activatrice sur ’ADN provoque une courbure qui empéche la progression de
I’ARN polymérase bloquant ainsi la transcription des genes cibles. La liaison du métal a
cet activateur va entrainer un changement de conformation et le remodelage de ’ADN
permettant un meilleur alignement des éléments -35 et -10 et donc une efficacité de trans-
cription accrue [276]. Enfin, un aspect intéressant de MerR est sa capacité a ne fixer
qu'un seul ion Hg?t par dimere et donc de posséder une structure asymétrique ot un
résidu cystéine d’'un monomere et deux autres du second coordonnent I'ion Hg*+ [277].
Cela souleve la question intéressante de 1'allostérie de cette fixation qui pourra peut-étre

étre résolue dans le futur avec la structure de MerR.

4.1.3 Les corépresseurs

A la différence des dérépresseurs et des activateurs impliqués dans la résistance aux
ions métalliques, les corépresseurs sont des protéines permettant de réguler I'import des
métaux dans le cytoplasme. Trois familles de métallorégulateurs sont des corépresseurs,
les familles Fur, DtxR et NikR. Les co-répresseurs peuvent se fixer sur TADN lorsqu’ils

ont lié I'ion métallique correspondant.
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Figure 25 — Structure de la protéine NikR de E. col:

Les différents monomeéres de NikR sont figurés en vert, rouge, jaune et bleu. La double hélice d’ADN est
représentée en gris et les séquences nucléotidiques d'interaction en orange. Les ions Ni** qui occupent les sites
de haute affinité sont figurés en cyan et cerclés de rouge tandis que les ions des sites de faible affinité, ici des

ions K*, sont en rose et cerclés de orange [278].
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A Tlinverse, la forme libre (apo) de la protéine n’a qu'une affinité négligeable pour
PADN. Fur[] régulateur transcriptionnel de plus de 190 genes chez E. coli [279], est
le membre le plus étudié de la famille. Des homologues existent et notamment Nur de
Streptomyces coelicolor impliqué dans 'homéostasie du nickel [280]. Fur se fixe sur une
séquence consensuelle de 19 paires de bases appelée boite Fur [281]. Au niveau structural,
les protéines de la famille Fur se composent de deux domaines, la partie N-terminale étant
conformée en hélices a et permettant l'interaction avec I’ADN et la partie C-terminale
permettant la dimérisation et la reconnaissance de I'ion métallique [282] 283]. In witro,
Fur de E. coli fixe les ions Fe?*, Mn?*  Co?* et Cu?* avec une affinité comparable (Kp ~
105 M) [284]. Pourtant, Fur est spécifique des ions Fe?t in vivo et les ions Cu?* sont
supposés étre en infime quantité dans le cytoplasme comme déja évoqué [voir . Ceci
est un exemple supplémentaire du biais généré par les mesures in vitro qui doivent donc
étre prises avec beaucoup de précaution.

Concernant DtxR, les membres de cette famille sont tres proches de Fur d'un point
de vue fonctionnel et DtxR par exemple permet de réguler 'entrée du fer dans les acti-
nobactéries ou Fur n’est pas présent [285].

En ce qui concerne NikR, unique membre de la famille qui porte son nom, cette
protéine a été initialement caractérisée au laboratoire chez E. coli comme le répresseur de
I'expression de l'opéron nikABCDE permettant 'import de nickel [41], 286]. Tout comme
les autres corépresseurs, NikR possede un domaine N-terminal majoritairement conformé
en hélices a permettant la reconnaissance et la fixation de 'ADN grace a un feuillet
[ et une partie C-terminale impliquée dans l'interaction avec les ions Ni** [287]. A la
différence de la grande majorité des métallorégulateurs, NikR fonctionne comme un dimere
de dimeres avec deux fois deux domaines N-terminaux entrecroisés en périphérie d’un
noyau tétramérique composé des domaines de liaison des ions Nit [278] [Figure [25].
Ces sites de liaison sont bien caractérisés chez E. coli. Ainsi, les ions Ni?t adoptent une
symétrie planaire carrée et sont coordonnés par trois résidus histidines (His76, His87 et
His89) et une cystéine (Cys95) appartenant a deux sous-unités adjacentes [288]. Ces sites
dits de haute affinité ont été initialement décrits comme possédant un K, apparent proche
de 1012 M [289] mais une réévaluation des propriétés de fixation du nickel par d’autres
méthodes a montré que I'affinité pourrait étre en fait beaucoup plus faible, Ky ~ 107 M,
se rapprochant ainsi des conditions physiologiques [290]. Il existe également des sites de
plus faible affinité [290, 291]. Le modele proposé est celui d'une régulation allostérique
ou la fixation des ions Ni?* dans les sites de haute affinité permet un léger changement
de conformation nécessaire mais pas suffisant pour lier ’ADN. En revanche, il permet
aux sites de faible affinité, localisés a l'interface des domaines de tétramérisation et de
liaison a ’ADN, de lier un ion Ni*t ce qui permet de stabiliser le tétramere NikR dans
une conformation dite cis ou les deux dimeres de dimeres liant ’ADN sont dans la méme
direction [Figure . Sous cette forme, la protéine peut interagir avec ’ADN et bloquer
la transcription de l'opéron nikABCDE [278, 292].

1. Ferric uptake regulator

73



74
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Chez H. pylori, le mécanisme d’action de NikR est supposé étre légerement différent
de celui de E. coli. I’affinité pour le nickel des sites de haute affinité est du méme ordre
de grandeur que celle déterminée pour NikR de E. coli [293] mais la liaison a ’ADN est
permise lorsque ces seuls sites sont occupés par le nickel. Mais il existe des sites secondaires
externes qui, lorsqu’ils ont fixé le nickel?| permettent une modification de la conformation
de la protéine et notamment de résidus interagissant avec ’ADN. NikR peut ainsi réguler
d’autres promoteurs secondaires ce qui explique la plus grande variété de genes régulés

chez H. pylori que chez E. coli [294].

4.1.4 La place des métallorégulateurs dans I'homéostasie des ions métalliques

Grace a leur passage de la forme libre a la forme liée, les métallorégulateurs ont donc
un role crucial dans la régulation de ’expression des protéines qui acquierent, expulsent
ou séquestrent les ions métalliques et permettent ainsi I'ajustement des quantités intra-
cellulaires de métaux. Les affinités de ces différents senseurs/régulateurs cytoplasmiques
permettent d’estimer la quantité intracellulaire d’ions métalliques libres [22]. En effet, ces
protéines sont en échange continu avec les pools de métaux cytoplasmiques. La concentra-
tion des ions métalliques libres peut étre estimée par le K, des métallorégulateurs. Ainsi,
I’affinité des régulateurs pour les métaux augmente globalement dans le méme sens que la
série de Irving-Williams [voir ce qui implique que les métaux les plus < collants > sont
titrés aux concentrations les plus faibles. Ainsi, chez E. coli, le senseur du cuivre CueR a
un K4 estimé a 102! M et les deux senseurs & Zn?T, Zur et ZntR, ont un K, d’environ
10-1% M. Pour ces deux métaux, des concentrations aussi faibles correspondent & moins
d’un ion métallique libre par cellule bactérienne. En revanche, NikR et RcnR, senseurs a
Ni2+ et /ou Co?* ont des affinités plus faibles ce qui n’exclut pas complétement la présence

de ces métaux libres dans le cytoplasme.

4.2 Régulation post-transcriptionnelle de 'homéostasie des métaux

- le cas du fer

En plus des métallorégulateurs qui se fixent a ’ADN, un exemple de régulation post-
transcriptionnelle de I’homéostasie du fer a été décrit chez les bactéries. Celui-ci repose
sur la protéine AcnA codant une enzyme, ['aconitase chez E. coli. AcnA est un homologue
de la protéine eucaryote IRP1. Cette derniere contient un centre Fer-Soufre [4Fe-4S] et
intervient dans la production d’énergie. Lorsque la quantité de fer est limitante, 'activité
enzymatique est perdue mais la protéine gagne alors de 'affinité pour certains ARNm
et modifie leur stabilité. IRP1 peut se fixer sur la région 5 non traduite de ’ARNm de
la ferritine et ainsi bloquer la traduction de cette protéine qui permet normalement le
stockage du fer en présence de ce métal. Inversement, IRP1 peut se fixer sur la région 3’

non traduite de ’ARNm du récepteur du sidérophore transferrine, stabilisant ce dernier et

2. ou éventuellement d’autres ions métalliques comme Mn?* par exemple
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Figure 26 — Modele de détoxication du périplasme par les systemes RND
Chez E. coli, les transporteurs EmrE et MdfA en magenta expulsent les composés toxiques (acriflavine et

éthidium) du cytoplasme vers le périplasme. Ceux-ci peuvent ensuite &tre pris en charge par la protéine AcrB
du systeme RND AcrAB-TolC et expulsés vers le milieu extérieur. D'apres [295].
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augmentant ainsi la production de la protéine qui favorise I'import de fer dans les cellules
[296]. Les études portant sur les aconitases a centre fer-soufre AcnA d’E. coli [297] et CitB
de B. subtilis [298] ont pu montrer que les génes codant ces protéines a centre fer-soufre
sont induits par le fer. Or, ces protéines peuvent se fixer sur la région 3’ non traduite
de leur propre ARNm. Ceci stabilise ’ARN et favorise ainsi la production des protéines
correspondantes. Ces aconitases constituent donc un exemple d’auto-régulation par le fer.
Ces résultats suggerent que le mécanisme de régulation post-transcriptionnel identifié chez
les eucaryotes existe également chez les procaryotes.

Chez E. coli, la régulation de 'homéostasie du fer peut également passer par 'ARN
antisens rhyB. L’expression de celui-ci est réprimée par Fur lorsque les ions Fe?* sont
présents en quantité suffisante dans la cellule. En conditions limitantes, ’ARN rhyB de
90 nucléotides est exprimé et peut aller se fixer par complémentarité de séquence sur
différents ARNm codant des protéines de stockage du fer ou nécessitant les ions Fe?*
pour fonctionner [299]. Les ARN double brins ainsi formés seront dégradés par les RNases
E ou III ce qui limitera la production de telles protéines [300]. Ceci permet d’expliquer
que Fur régule de maniere indirecte certains genes qui ne possedent pas nécessairement

de boites Fur dans leur région régulatrice.

4.3 Dynamique de transport des ions métalliques

4.3.1 Les différents flux cellulaires

Tous les complexes formés par un métal donné dans un compartiment cellulaire peuvent
étre désignés comme le pool de ce métal. Ce pool est en équilibre permanent en réponse a
I’entrée et a la sortie du métal. Le pool périplasmique est central puisqu’en échange continu
avec le cytoplasme et le milieu extérieur. Les systemes permettant les échanges entre cy-
toplasme et périplasme sont bien connus et ont déja été largement évoqués. En revanche,
le passage des ions métalliques du milieu extérieur vers le périplasme et inversement sont
moins bien compris. En effet, il est communément admis que des porines de la membrane
externe sont impliquées dans le transport des cations métalliques. Celles-ci possedent
un tres large spectre d’ions pris en charge et ne possederaient donc aucune spécificité
pour un métal donné. Toutefois, une telle hypothese laisserait supposer des cycles futiles
entre export et import puisqu’un ion métallique expulsé pourrait immédiatement rentrer
dans le périplasme. Des études portant sur les protéines RND semblent montrer que 1’ef-
flux orchestré par ces systemes tripartites ne concernerait que les produits toxiques du
périplasme. En effet, les chemins d’acces au systeme RND des composés cibles ont été
identifiés dans le périplasme et non dans le cytoplasme [203, B01]. Un modele a d’ailleurs
été proposé [295] dans lequel différentes pompes de la membrane interne seraient chargées
d’extraire les composés toxiques du cytoplasme vers le périplasme ot ils pourraient ensuite
étre pris en charge par les systemes RND [Figure . Les systemes RND permettraient
ainsi d’accentuer 'efflux par rapport a 'entrée. Ces résultats ont toutefois été obtenus

pour des molécules de plusieurs centaines de Daltons et non pour des métaux.
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4.3.2 Les métallochaperons

Un autre aspect intéressant de 1’étude de ’homéostasie des métaux réside dans 1'in-
tervention de protéines auxiliaires permettant ’approvisionnement des métalloenzymes et
des métallorégulateurs. En effet, les métaux sous forme libre étant toxiques, les cellules
doivent utiliser ces métallochaperons pour le transport intracellulaire des ions métalliques.
Des exemples de telles protéines sont particulierement bien décrits pour le nickel et surtout

pour le cuivre.

4.3.3 Les chaperons a nickel

Bien que la quantité d’ions Ni?* libres dans le cytoplasme soit inconnue, il est supposé,
a l'instar du cuivre, que celle-ci soit tres faible. Ainsi, le nickel est lié a des chaperons qui
assurent son transit dans les cellules. C’est notamment le cas des protéines HypA /HybF,
HypB et SlyD qui, pour rappel, interviennent dans la maturation des hydrogénases [voir
2.2.5) et de la protéine UreE vouée & la maturation des uréases [voir [2.2.6]. L’addition
de fortes quantités de nickel dans le milieu de culture de mutants ne possédant pas ces
différentes protéines HypA/HybF, HypB et SlyD permet d’obtenir des hydrogénases ma-
turées et actives ce qui n’est pas le cas en absence de nickel [90]. Ceci indique que ces
protéines ont pour but d’optimiser le trafic intracellulaire du nickel en améliorant la
cinétique et/ou l'efficacité de l'insertion du métal dans les enzymeslﬂ mais qu’elles ne sont

pas rigoureusement nécessaires en cas d’exces d’ions Ni?t.

4.3.4 Les chaperons a cuivre

Les protéines chaperons a cuivre sont au nombre de trois identifiées a I’heure actuelle
chez E. coli et sont toutes localisées dans le périplasme. Comme déja évoqué, CusF,
protéine de 'opéron chromosomique cusCFBA est impliquée dans la résistance au cuivre
et peut fixer un ion Cu™ avec un K, de l'ordre de 10 M [225] pour le transférer a la
protéine CusB du systéme RND [228] [voir[3.3.4]. Les deux autres chaperons & cuivre de E.
coli appartiennent au systeme pco du plasmide pRJ1004 de E. coli et assurent également
le trafic périplasmique du cuivre [258].

Mise a part la protéine CopZ de Enterococcus hirae, bactérie a gram-positif, aucun
chaperon cytoplasmique a cuivre n’est donc identifié chez les bactéries a gram-négatif alors
que celles-ci sont absolument essentielles chez les eucaryotes [302]. Une notion importante
reflétée par cette observation est que la compartimentation des métaux est absolument
essentielle et le maintien de I’homéostasie des métaux dans chaque compartiment obéit a

des regles différentes.

4.3.5 Exemple de compartimentation d'un métal : le cas du cuivre

L’homéostasie du cuivre chez FE. coli fournit un excellent exemple de la notion de

compartimentation. Au moins 95 % du cuivre total est localisé dans le périplasme princi-

3. ce qui répond parfaitement a la définition d’un métallochaperon
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Figure 27 — Mécanisme d’acquisition du manganese et du cuivre par CucA et
MncA chez Synechocystis PCC 6803

Les hélices « sont figurés en rouge, les brins S en bleu et les boucles en jaune. Les atomes Mn et Cu sont
respectivement en violet et vert [303)].

C Tyry, Tyrag,
Argy,

Met,, His,qg

TYlyp <
TrP400 Serys

ap
W[°  Méthanobactine \
@ * (Cu*)

) TrPagq

45 OH ‘
o —

Figure 28 — Structure des nouveaux métallophores identifiés

A. La méthanobactine est représentée a gauche et I'ion cuivre fixé est cerclé de rouge [304]. B. Site actif de
NikA. Les résidus du site de NikA permettant la fixation de I'ion Ni?* sont figurés avec I'atome Ni en vert et

le BTC en cyan. Le nickel est coordonné par 3 atomes d'oxygéne du BTC en rouge et 1 atome d’azote d'une
histidine de NikA en bleu [72].
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palement dans la protéine CueO (65 %) et dans le site CuB de 'oxydase héme-cuivre du
cytochrome C (25 %) [246], [305]. Inversement, aucune cuproenzyme n’est identifiée dans
le cytoplasme et seuls le régulateur CueR et I’ATPase CopA impliqués dans 'eflux de ce
métal semblent fixer des ions Cu™. La tres grosse majorité du cuivre n’a donc pas besoin
de rentrer dans le cytoplasme. De plus, le glutathion est présent en quantité millimolaire
dans le cytoplasme ce qui représente environ 107 molécules. Or, la fonction thiol de ce
composé peut chélater le cuivre et ainsi tamponner completement le cytoplasme.

La cyanobactérie Synechocystis PCC 6803 fournit une autre illustration intéressante de
ce concept de compartimentation du pool de métaux [303]. Dans cet organisme, CucA et
MncA sont respectivement les principales protéines a cuivre et a manganese du périplasme.
Or, leur site de fixation du métal est tres proche d’un point de vue structural avec trois
histidines et un glutamate et d’apres la série de Irving-Williams, elles devraient donc
chélater tres majoritairement du cuivre. En effet, in vitro, les deux protéines chélatent
du cuivre. La spécificité de MncA pour le manganese in vivo s’explique en fait par son
mode de sécrétion. Celle-ci est prise en charge par le systeme Tat qui exporte vers le
périplasme les protéines déja correctement repliées. Ainsi, MncA acquiert le manganése
dans le cytoplasme la ou le cuivre est absent et ne peut entrer en compétition. Elle est
ensuite exportée vers le périplasme avec le métal chargé et son repliement empéche les
échanges entre ions métalliques dans le site actif. A I'inverse, la protéine CucA est exportée

par le systéeme Sec sous forme non repliée et le cuivre se fixe a elle dans le périplasme

[Figure [27].

4.3.6 Intervention de molécules porteuses des ions métalliques : métallophores

Dans la méme idée que les métallochaperons qui assurent le transit intracellulaire
des ions métalliques, des composés impliqués dans la reconnaissance et la fixation des
métaux dans le milieu extracellulaire pourraient potentiellement avoir une grande im-
portance pour I'import des ions métalliques dans le cytoplasme. Ainsi, les sidérophores,
composés permettant de chélater les ions ferriques tres peu solubles en milieu aqueux
sont bien connus chez les bactéries a gram négatif [10, [17]. Plus récemment, un com-
posé sécrété par la protéobactérie méthanotrophe Methylosinus trichosporium OB3b et
dénommé méthanobactine a été décrit [304] [Figure [28] A.]. Celui-ci est sécrété lorsque les
bactéries évoluent dans un milieu pauvre en cuivre et a la particularité de fixer un ion
Cu™ pour permettre son import dans les bactéries [304]. La méthanobactine constitue le
premier exemple d’une molécule analogue aux sidérophores spécialisée dans I'import du
cuivre et, a ce titre, a été désignée comme chalkophore.

Pour le nickel, les récents résultats portant sur les cristaux de la protéine NikA ont
montré l'existence d’un composé intermédiaire dont la distribution éléctronique corres-
pondrait & du BTC[f| comme possible ligand du métal [45, 46] [voir 2.2.2] Figure 28 B.].

Le métal se fixerait donc a la protéine NikA grace a ce composeé.

4. Pour rappel : Butane-1,2.4-TriCarboxylate
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Des études in vivo sont nécessaires pour étudier la synthese, le mode d’action et les
partenaires éventuels de ce composé mais il pourrait alors constituer le premier exemple
de nickélophore. Ce concept de métallophore est émergent a ’heure actuelle mais pourrait
regrouper de nombreux composés qui interviennent dans le controle de I’homéostasie des

métaux.

4.3.7 Interconnexion des homéostasies des différents métaux

Bien que les systemes dédiés au maintien de leur homéostasie soient relativement
spécifiques, les pools de chaque métal et principalement les éléments-traces [Tableau
ne peuvent étre considérés comme isolés dans les cellules et des connexions existent entre
eux. Ceci est bien visible dans les phénomenes de toxicité puisqu’il a été montré par
exemple que le cuivre et le cobalt étaient toxiques en exces du fait de leur entrée en
compétition avec les atomes de fer [234, 248]. De méme, le nickel et le cobalt, voisins dans
le tableau périodique, sont bien souvent pris en charge par les mémes systemes d’efHux.
Les éléments traces ont en effet tous un rayon atomique comparable autour de 75 pm et
sont bien souvent des cations divalents. Les différences sont relativement faibles entre ces
divers éléments ce qui explique que I'évolution ait privilégié des systemes de résistance
croisée entre eux. De plus, in vitro, les protéines purifiées interagissent bien souvent avec
de multiples ions métalliques alors qu’elles sont beaucoup plus sélectives in vivo.

Mais les connexions entre métaux peuvent également étre plus complexes comme
I'illustrent encore les cas du cuivre et du fer. En effet, F. coli sécrete des sidérophores
lorsqu’elle évolue dans des milieux pauvres en fer pour acquérir ce métal plus aisément.
Or, il a été montré que 'un de ces composés, 'entérobactine, pouvait réduire les ions
cuivriques en ions cuivreux plus toxiques [306]. Un mélange entérobactine/cuivre est a
ce titre plus toxique que le cuivre seul. L’absence de fer conduirait donc a une hausse
de la sensibilité au cuivre sans systeme de défense spécifique. Ces résultats ont été cor-
roborés par le fait qu'un mutant fur qui surproduit I’entérobactine est tres sensible au
cuivre [307]. Pour pallier a cette toxicité, la protéine CueO, impliquée dans la résistance
au cuivre par sa capacité & oxyder les ions Cu* en Cu?* [voir [3.5.2], est également capable
d’oxyder I'entérobactine. Sous cette forme, ce composé n’est plus capable de réduire les
ions cuivriques. De plus, la forme oxydée de 'entérobactine peut séquestrer le cuivre et
ainsi apporter un niveau supplémentaire de protection des cellules [307]. CueO apporte

donc un double niveau de résistance au cuivre.
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Figure 29 — Implication de yohM dans la résistance aux ions Ni?t et Co?*

Les concentrations de métaux sont indiquées pour le milieu de culture utilisé, ici du milieu minimum M63 +
glucose 0,4 %. Les résultats sont exprimés en concentration massique de bactéries de la souche MC4100 dans
le milieu apres 12 h de culture a 37 °C en conditions aérobies [233].
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Figure 30 — Implication de yohM dans I’accumulation des ions Ni%?*+ et Co?t

L'accumulation de nickel radioactif au cours du temps est suivie en filtrant a intervalles réguliers un aliquot
d'une suspension bactérienne de la souche MC4100 ayant subi I'ajout de 5 uM ®Ni (symboles pleins) ou de 5

puM 8Ni 4 50 uM CoCly (symboles vides) [233].
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Chapitre 5

Le systeme Rcn, prototype d'une nouvelle

famille de systemes d'efflux

Tous les mécanismes de résistance aux métaux ne sont bien siir pas connus a I’heure ac-
tuelle. En marge des trois grands types de systemes d’efflux spécifiques des ions métalliques
que sont les protéines RND, CDF et ATPase de type P, d’autres systéemes minoritaires
sont caractérisés. Par exemple, le systéme NreAB qui permet la résistance aux ions Ni** ou
NreB est une protéine membranaire appartenant a la catégorie des protéines MFSE] dont
aucun représentant n’était précédemment connu comme permettant 'eflux de métaux,
et ou NreA est probablement le régulateur dépendant du métal de I'expression de nreB
[238].

5.1 Découverte et caractérisation de la protéine RcnA

Pour découvrir de nouveaux systemes d’efflux, notre équipe Bactéries et Métaux a
initié une étude il y a quelques années par une approche bioinformatique visant a iden-
tifier des protéines possédant une étiquette histidine naturelle [233]. En effet, ces résidus
étant connus pour leur interaction avec les ions Ni?*, I'idée était d’interroger les bases de
données de protéines de E. coli pour détecter des protéines potentiellement impliquées
dans I’homéostasie de ce métal. Le meilleur retour de cette requéte fut la protéine YohM,
composée de 274 acides aminés pour une masse moléculaire d’approximativement 30 kDa,
qui contenait un domaine riche en résidus histidinesf| en position centrale. Une souche
mutante délétée du gene yohM fut alors construite et sa résistance a différents métaux
put étre testée. La mutation de yohM accentue significativement la sensibilité aux ions
Ni?+ et Co?* des bactéries [Figure . De plus, des expériences d’accumulation de nickel
radioactif montrerent que ce mutant accumulait presque deux fois plus de nickel que la
souche sauvage et qu'une complémentation par un plasmide en fort nombre de copies
contenant le géne yohM diminuait fortement cette accumulation [Figure 30]. Le méme
type d’expérience réalisé en compétition avec un exces de cobalt montra que la souche

sauvage accumulait plus de nickel. Cela peut s’expliquer par une saturation du systeme

1. Major Facilitator Superfamily
2. 17 résidus sur 26 sont des histidines
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thiM yohL yohM yohN yehA
(renR) (renA) (renB)

Figure 31 — Représentation schématique du locus yoh de E. coli

Les geénes sont représentés selon leur orientation transcriptionnelle. thiM code pour une protéine impliquée
dans la biosynthese de la thiamine et la fonction de la protéine codée par yehA est inconnue méme si elle est
prédite comme adhésine de type fimbriae [233].
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Figure 32 — Induction des génes rcnA et renR par les ions Ni%?t et Co?t

La gRT-PCR a été réalisée sur I'’ARN extrait de la souche NM522 d’E. coli (A. et C.) et sa dérivée ArcnR (B.
et D.) cultivée en présence ou non (barres blanches) de métaux : Ni** = 1 mM (barres grises) et Co?* = 0,1
mM (barres noires). Les amorces utilisées permettent d’amplifier sélectivement I'’ADNc provenant du transcrit
rcnA (A. et B.) ou rcnR (C. et D.). Les résultats sont présentés sous forme de rapport de fluorescence, la
référence étant la souche sauvage cultivée sans métaux.
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par les ions Co?* et cette expérience apporte donc une preuve de la prise en charge de ces
ions Co?* par RenA [Figure . Enfin, un marquage par du soufre radioactif permit de
localiser YohM dans la membrane conformément aux prédictions informatiques. Toutes
ces données ont permis d’attribuer la fonction de systeme d’efflux des ions Ni?* et Co?*
a la protéine YohM qui fut alors rebaptisée RCHAEI [233].

5.2 Etude de la régulation du gene rcnA

5.2.1 Caractéristiques de la régulation de rcnA

Le geéne renA appartient au locus yoh de E. coli contenant les trois genes yohlL, yohM
et yohN [Figure BI]. Des expériences de qRT-PCR effectuées au laboratoire ont montré
que l'expression du gene renA était induite par le nickel et le cobalt [Figure [32/ A.] [308].
Le produit du gene renR situé juste en amont de renA et orienté en sens inverse de celui-
ci, code une protéine impliquée dans la régulation de renA [309]. Chez un mutant de ce
gene, 'expression de rcnA est dérégulée et le gene s’exprime méme en absence de métal
[Figure [32/ B.] [308]. Des expériences d’empreinte a la DNase effectuées au laboratoire ont
montré que le dérépresseur RenR agit en se fixant directement a ’ADN. En absence ou
en quantité limitante de métaux, RcnR est fixé a ’ADN et empéche I'expression du gene
renA. Lorsque la concentration en ces métaux s’éleve, RenR se décroche de ’ADN et renA

et renR peuvent s’exprimer [Figure [33].

5.2.2 Régulation différentielle de rcnA et rcnR

Le niveau de régulation des deux genes recnA et renR n’est pas tout a fait identique.
Ainsi, en présence d’ions Ni*t ou Co?*t, renA s’exprime chez la souche sauvage & un fort
niveau qui est identique a celui obtenu chez un mutant privé de renR [Figure 32| A. et B.].
En revanche, chez la souche sauvage, rcnR est induit par les métaux mais a tres faible
niveau et le niveau maximal ne peut étre atteint que chez le mutant n’exprimant pas
RenR [Figure [32| C. et D.] [308]. Cela montre que d’autres facteurs que les ions Ni?*+ et
Co?* interviennent dans la régulation de renR. Une autre étude a montré que le fer avait
également un impact sur le systeme Rcn. Ainsi, une séquence ressemblant a une boite
Fur est présente dans la région intergénique entre renR et rcnA. La transcription du gene
renR augmente en présence de fer ce qui n’est pas le cas pour rcnA. En effet, la protéine
RenR surexprimée réprime d’autant plus renA. En absence de RenR, la transcription de
renA est effectivement stimulée par le fer. Ces résultats sont surprenants puisque Fur est
un répresseur et 'activation par le fer doit donc se faire de maniere indirecte. Cela est
confirmé par le fait que la transcription des genes renA et renR augmente en présence de
fer et en absence de la protéine Fur [310]. Le lien entre 'homéostasie du fer et le systeme

Ren est intéressant et doit donc encore étre clarifié.

3. Resistance to cobalt and nickel
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Figure 33 — Empreinte 4 la DNase de la région intergénique rcnR - rcnA en
présence de nickel ou cobalt

La piste P représente le témoin de digestion positif ou seul I'’ADN de la région promotrice de rcnAB est mis
en contact avec la DNase. Les pistes 0 correspondent aux échantillons ADN + protéine RcnR. Ensuite, des
quantités croissantes de métal sont ajoutées et exprimées en équivalent de protéine RcnR (Niet Co 1 a 3 et

Co 1 a 3). La région protégée de 43 paires de base est indiquée en prenant comme référence le site d'initiation
de la traduction de rcnR.
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D’autres caractéristiques relatives a la régulation du gene rcnA ont été établies au

cours de ce travail de theése et seront relatées dans le chapitre [6]

5.2.3 Mécanisme d'action de RcnR

Les genes homologues de renR jouxtent des genes codant des protéines d’efflux des
métaux (51 %), des métalloenzymes (23 %) ou encore des chaperons a cuivre (13 %) indi-
quant que sa fonction de métallorégulateur est conservée. La protéine RenR se compose
de 90 acides aminés pour une masse d’environ 10 kDa. Elle est supposée contenir trois
hélices o comme CsoR et son spectre de dichroisme circulaire montre que la protéine est
bien repliée avec ce type de structures secondaires [311]. Son état d’oligomérisation est
supposé étre tétramérique. RenR fixe les ions Ni?t et Co?t & raison de 1 ion par mo-
nomere avec un K4 estimé de l'ordre de 10 M [311]. RenR posséde de nombreux acides
aminés chargés susceptibles d’interagir avec les métaux mais en absence de données struc-
turales tres poussées, les résidus fixant les ions métalliques ne sont pas formellement iden-
tifiés. Ainsi, le site actif est supposé étre composé de six ligands. La partie N-terminale,
les résidus histidines en position 3 et 64 ainsi que le résidu cystéine Cys35 sont tres
conservés et sont de bons candidats pour un role dans la fixation des ions Ni%*+ et Co?T.
De maniere intéressante, les sites pour les deux métaux semblent similaires mais pas iden-
tiques et un ou plusieurs ligands pourraient étre différents. Ainsi, I'histidine His60 semble
impliquée dans la coordination des ions Co?* mais pas dans celle des ions Ni?* [311].
Sur 'ADN, RenR reconnait deux boites pseudopalindromiques de séquence TACT-Gg-N-
AGTA comme le révelent des expériences d’empreinte a la DNase [312]. La protéine se fixe
sur une région d’une quarantaine de paires de bases englobant ces deux boites. De plus,
il semble qu’elle interagisse par des interactions aspécifiques avec une cinquantaine de
paires de bases supplémentaires de chaque coté de cette région ce qui suggere que ’ADN
serait courbé lors de cette fixation. Il est supposé que deux tétrameres de RenR se fixent
sur I’ADN;, chacun occupant une boite TACT-Gg-N-AGTA [312]. Les sites d’initiation de
la transcription ont été déterminés au laboratoire. Ainsi, les boites TACT-Gg-N-AGTA
sont situées entre ces sites et le site d’initiation de la traduction (ATG) de chacun des
deux genes [Figure . RenR se fixe donce en aval du site d’initiation de la transcription
de chacun des genes renA et renR ce qui suggere que RenR bloque la transcription des
genes renRR et renA en empéchant la progression de ’ARN polymérase sur ’ADN. Enfin,
les boites de fixation de RenR sont retrouvées dans tous les homologues de renR mais pas
lorsque le géne renA est présent seul [308]. Cela suggere que renA pourrait étre sous le

controle d’un autre régulateur dans certains organismes dépourvus de renR.

5.3 Mise en évidence de |'opéron rcnAB

En plus des genes renR et renA le locus yoh de E. coli contient un troisieme gene
appelé yohN [Figure . Une expérience de RT-PCR réalisée au laboratoire a permis

de montrer qu’'un seul ARN messager était transcrit a partir des genes rcnA et yohN et
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Figure 34 — Structure de la région intergénique rcnR - rcnA

La séquence nucléotidique et protéique de la région intergénique rcnR-rcnA est montrée et la région protégée
par RenR est grisée. Les deux boites TACTGgNAGTA sont encadrées en pointillés avec des fleches soulignant
les séquences palindromiques. Les sites d'initiation de la transcription sont également signalés par des fleches
coudées et les sites d’initiation de la traduction sont en gras ainsi que les boites -35 et -10.
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Figure 35 — Mise en évidence de 'opéron rcnA-yohN par RT-PCR

A. La RT-PCR a été réalisée sur I'ARN extrait de la souche NM522 d'E. coli. Les amorces utilisées permettent
d'amplifier sélectivement I"ADNc provenant du transcrit rcnA seul (piste 1, = 900 pb), du transcrit yohN
seul (piste 2, = 400 pb) ou du transcrit rcnA-yohN (piste 3, ~ 1300 pb). B. La qRT-PCR a été réalisée sur
I'’ARN extrait de la souche NM522 d’E. coli ou sa dérivée ArcnR cultivée en présence ou non de métaux. Les
amorces utilisées permettent d'amplifier sélectivement I'’ADNc provenant du transcrit yohN. Les résultats sont
présentés sous forme de rapport de fluorescence, la référence étant la souche sauvage cultivée sans métaux.
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que ces deux genes formaient donc un opéron [Figure [35| A.]. De plus, une expérience de
qRT-PCR a montré que, tout comme rcnA, le gene yohN est induit par le nickel et le
cobalt d’un facteur 10. Cette forte induction n’est pas observée chez un mutant rcnR ce
qui montre que yohN est également sous la dépendance de RenR [Figure 35 B.]. Cela
suggere fortement que ce gene soit également impliqué dans I’homéostasie des ions Ni?*
et Co?* chez E. coli. yohN a donc été rebaptisé renB. Aucune étude ne porte sur ce
gene et la caractérisation de celui-ci était I’enjeu principal de ce travail de these et fera
I'objet des chapitres 7, 8 et 9 de ce manuscrit. Ainsi, le chapitre 7 porte sur 'implication
du gene renB dans ’homéostasie du nickel et du cobalt. Le chapitre 8 détaille quelques
caractéristiques biochimiques de la protéine RenB. Enfin, le chapitre 9 donne des éléments

d’information sur le lien de la protéine RenB avec ’homéostasie du cuivre.
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Pistes 1 2 3 4 5 6 7 8 910

Ccd Cu Zn

sens de migration

v

Figure 36 — Empreintes a la DNase sur la région intergénique rcnR-rcnA en
présence de métaux et de RcnR

La protéine RcnR est utilisée a une concentration allant de 20 a 200 nM (1 a 10 équivalents ADN). La piste
1 est celle du témoin négatif ol seule la région promotrice (P) est mise en contact avec la DNase. La piste 2
est celle du témoin positif avec la région promotrice et la protéine RenR sans métal ajouté (0). Pour les pistes
3-10, la nature du métal ainsi que la quantité en équivalent RcnR est indiquée. La migration s'effectue dans
le sens de la fleche et le gel est autoradiographé. Les empreintes sont visualisées par des cadres rouges.
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Chapitre 6

Régulation transcriptionnelle du systeme
RcnRAB

6.1 Etude de la spécificité d'expression de I'opéron rcnAB

6.1.1 Effet de différents métaux sur |'interaction entre RcnR et le promoteur

de rcnAB in vitro

L’impact de différents métaux sur l'interaction ADN /protéine entre RenR et Poe,a BD
a été étudié par une approche d’empreinte a la DNase. La fixation de la protéine RenR
sur la séquence de P,.,4p sauvage a été suivie lors de 'ajout de quantités croissantes de
métaux. Comme précédemment évoqué, in vitro, les ions Ni?t et Co?* peuvent empécher
I'interaction RenR/P,eap lorquiils sont apportés avec une stoechiométrie d’au moins 1
pour 1 par rapport & la protéine RenR [Figure [33]. L'effet des ions Cd?*, Cu®* et Zn?* a
été testé et les résultats sont représentés dans la figure

Les pistes 1 et 2 représentent les témoins sans métaux en absence (piste 1 = P) ou en
présence (piste 2 = 0) de RenR. Pour le témoin négatif (piste 1), 'ADN est entierement
digéré et aucune empreinte n’est visible. En revanche, pour le témoin positif (piste 2),
la protéine RenR, en se fixant a ’ADN, le protege de la digestion par la DNase et une
empreinte est bien visible correspondante a la zone de 43 paires de bases située entre -19 et
-62 par rapport au site d’initiation de la transcription de renR [Figures |33 et . La piste
3 représente 'effet obtenu pour les ions Cd?t ajoutés avec une steechiométrie de 10 pour
1. L’empreinte est visible et ces ions métalliques n’ont donc pas le pouvoir de dissocier les
complexes ADN /protéine méme en exces de 10 fois. Une autre expérience non relatée ici
avait montré qu’il en était de méme avec les ions Mn?*. Un gradient a été réalisé avec des
quantités de plus en plus importantes d’ions Cu?* et Zn?*. Pour le cuivre, une empreinte
est visible pour 1, 2 et 4 équivalents (pistes 4, 5 et 6) mais pas pour 8 équivalents (piste 7).
Pour le zinc, 'empreinte est clairement visible pour 1 équivalent (piste 8) mais disparait
completement pour 4 équivalents (piste 10), la situation intermédiaire a 2 équivalents

(piste 9) traduit une affinité de RenR pour I’ADN affectée mais pas completement abolie.

1. désigne la région promotrice de 'opéron rcnAB
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Figure 37 — Activité du gene rapporteur rcnA-uidA en fonction de la nature
des ions métalliques

A. Profil de croissance. Les cultures sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C. La
croissance bactérienne de la souche NMYO est estimée par mesure de la D.Oggoynm prise sur un aliquot a 2 et
5 h aprés inoculation. Les métaux sont ajoutés en début de culture aux concentrations suivantes : Ni?* = 0,75
mM, Co** = 0,1 mM, Cu?* = 0,5 mM, Cd?** = 0,1 mM et Zn?>* = 0,5 mM. B. Dosage de I'activité de la fusion
rcnA-uidA. Les résultats sont exprimés en nmol de PNP libéré. minl. mg? PSB. Les activités enzymatiques
sont dosées apres 2 h de croissance. La moyenne ainsi que |'écart-type d’au moins 3 manipulations distinctes
sont représentés.
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Ces résultats montrent donc clairement que des ions métalliques autres que les ions Ni?*
et Co®* ici les ions Cu?t et Zn?*, peuvent modifier I'interaction RenR /P,e,ap in vitro.
Cependant, la quantité requise pour observer l'effet est plus importante que dans le cas
des ions Ni?t et Co?* et la dissociation observée ne correspond donc peut étre pas a un

effet physiologique.

6.1.2 Effet de différents métaux sur I'induction de |'opéron rcnAB in vivo

Pour vérifier si I'effet des ions Cu?* et Zn?* observé par les expériences d’empreintes &
la DNase peut avoir un sens in vivo, 'activité du gene rcnA, situé en amont dans ’opéron
renAB, a été étudiée en présence de ces différents métaux. Pour cela, la souche NMYO
dérivant de la souche parentale NM522 a été utilisée car elle contient une fusion trans-
criptionnelle du géne renA avec le gene rapporteur uidA codant la S-glucuronidase (renA-
uwidA) [313]. L’activité de uidA est facilement quantifiable par dosage enzymatique et
reflete 'activité de P,.,4p en réponse aux différentes conditions. Les métaux utilisés I’ont
été dans des concentrations variables qui ont toutes en commun d’étre sub-inhibitrices,
c’est a dire qu’elles ne perturbent pas significativement la croissance des bactéries. La
méme densité optique D.Ogoonm €st en effet atteinte apres 2 et 5 h de croissance dans les
différentes conditions [Figure 37| A.]. Le dosage de l'activité de P,.,ap a été effectué 2 h
apres l'inoculation lorsque les bactéries se trouvent en début de phase exponentielle de
croissance pour une raison qui sera expliquée plus loin. Les résultats sont présentés sur la
Figure[37 B. Les ions Ni?* et Co?*t induisent presque dix fois I’expression du gene rappor-
teur. Par contre, aucun effet significatif n’est obtenu pour les ions Cu?*, Cd?*+ et Zn?t.
Les résultats présentés ici sont ceux obtenus dans du milieu riche LB mais les résultats
obtenus en milieu minimum sont tout a fait comparables au niveau de la spécificité de
I'induction.

Bien que les ions Cu?t et Zn?T aient un effet in vitro sur la dissociation de RenR
du promoteur P,.,45, il semble qu’ils soient incapables d’induire ’expression de rcnAB
dans le contexte cellulaire. La quantité d’ions Cu?* et Zn?* libres dans la cellule nécessaire
pour observer I'induction doit vraisemblablement étre trop importante et entrainer un effet
toxique prononcé. Dans ce cas, la croissance des cellules est inhibée avant que 'opéron

renAB ne soit induit.

6.2 Importance de la quantité d'ions métalliques pour |'expression

de I'opéron rcnAB

Afin d’approfondir le role des ions Ni?T et Co?T sur l'expression de P,.,ap, leffet de
différentes quantités de métal a été testé. Cela a pu étre réalisé grace a deux constructions.
En plus de la souche NMYO portant la fusion renA-uidA sur le chromosome bactérien, le
plasmide p157 contenant la fusion renA-gfp a été utilisé. Grace a ce plasmide, I’expression
du gene peut étre suivie directement par spectrofluorescence sans passer par un dosage

enzymatique. De plus, cette construction peut étre introduite dans différentes souches afin
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Figure 38 — Expression du géne rcnA en fonction de la quantité de Co?* et de
Ni2+

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C avec des concentrations croissantes
d'ions Co?* et Ni?*. Les résultats sont exprimés en nmol PNP libéré. mint. mg! PSB (A. et C.) ou en rapport
flurorescence / D.Ogoonm (B. et D.). Les activités enzymatiques sont dosées aprés 2 h de croissance. La
fluorescence est mesurée a As1g nm apres excitation a Agoo nm puis rapportée a la D.Oggonm. La fluorescence
est mesurée aprés 4 h de croissance. La moyenne ainsi que |'écart-type d’au moins 3 manipulations distinctes
sont représentés. Le trait plein représente le profil d'expression de la fusion rcnA-géne rapporteur tandis que
les pointillés montrent le pourcentage de croissance bactérienne par rapport a la condition sans métal ajouté.

Tableau 8 — Expression de la construction rcnA-uidA en fonction du temps de
croissance

Temps de croissance (en h) 2 5
D.Og00nm ~ 0,5 > 3
Activité S-glucuronidase + Ni?* || 181 (+/- 8) 52
Activité S-glucuronidase + Co?* || 165 (+/- 8) | 66 (+/- 6)

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C avec des concentrations d'ions
Ni2+ et Co?* de respectivement 0,75 mM et 0,1 mM. Les métaux sont ajoutés a tg. Les résultats sont exprimés
en nmol PNP libéré. minl. mg! PSB. Le temps 2 h apres inoculation correspond a la phase exponentielle
de croissance des bactéries et aprés 5 h, les bactéries entrent en phase stationnaire. La moyenne ainsi que
I'écart-type d'au moins 3 manipulations distinctes sont représentés.
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d’évaluer I'importance du contexte génétique sur I'expression de 'opéron renAB alors que
la fusion chromosomique modifie par définition le locus renA B. Les résultats pour la souche
NMYO cultivée en milieu LB avec des concentrations croissantes en cobalt ou nickel sont
représentés sur les figures [38] A. et C. tandis que ceux pour la construction plasmidique
contenant la fusion rcnA-gfp sont donnés dans les figures B. et D. Pour le cobalt,
I’expression du gene rapporteur peut etre représenté par une courbe exponentielle qui
tend vers un maximum. Ainsi, une augmentation relativement linéaire est observée entre
0 et 25 uM puis 'expression se stabilise au-dela de cette concentration pour atteindre
un plateau. En ce qui concerne le nickel, la réponse peut étre modélisée par une courbe
polynomiale de second degré entre 0 et 1 mM. Le coefficient de détermination R? est
supérieur a 0,99 pour les deux métaux. Les deux constructions donnent des résultats

comparables et peuvent donc étre indifféremment utilisées pour I'étude de 'activité de

PranB-

6.3 Régulation de I'expression de |'opéron rcnAB au cours de la

croissance

6.3.1 Importance de la phase de croissance bactérienne

Pour poursuivre la caractérisation de P,.,45, la régulation temporelle de 1’expression
du systeme Rcn a été étudiée. En effet, en fonction de leur phase de croissance, les bactéries
expriment différentiellement leur génome. Ainsi, pour étudier I'expression du systeme
Ren, des dosages d’activité de la fusion renA-uidA en phase exponentielle ou en phase
stationnaire de croissance ont été réalisés. Les résultats sont synthétisés dans le Tableau [§]
Pour le nickel, 'activité de P,.,4p est plus de 3 fois plus forte en phase exponentielle qu’en
phase stationnaire de croissance et plus de 2 fois supérieure pour le cobalt. Ces résultats
montrent clairement que l'expression du systeme Rcn varie en fonction de la croissance
bactérienne et que celle-ci est plus forte en phase exponentielle de croissance qu’en phase

stationnaire.

6.3.2 Cinétique de réponse du systétme Rcn aux ions Ni*t et Co?*

Pour mesurer 'adaptation des bactéries a des fluctuations du niveau d’ions métalliques
dans leur environnement, une autre série d’expériences a été faite. Les bactéries possédant
le plasmide p157 ont été cultivées dans les mémes conditions que précédemment décrit
en milieu LB dans lequel des ions Ni?* ou Co?*t ont été ajoutés apres différents temps de
croissance. La fluorescence qui reflete 'activité de la fusion renA-gfp a été suivie au cours
du temps. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure [39] Lorsque les métaux sont
ajoutés a tg, c’est a dire au moment de 'inoculation, la production de GFP est visible
apres 1 h de culture. Puis, au cours du temps, la protéine GFP s’accumule et la fluores-
cence augmente [Figure A.]. Lorsque les métaux sont ajoutés apres deux ou quatre

heures de culture, c’est a dire en début ou en fin de phase exponentielle de croissance,
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Figure 39 — Cinétique d’expression de la construction rcnA-gfp

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C avec des concentrations de
500 pM d'ions Ni** et 50 uM d'ions Co?*. La fluorescence est mesurée a As1g nm aprés excitation a Aggo nm-
Les métaux sont ajoutés au moment de I'inoculation (A.) ou apres 2 (B.), 4 (C.) ou 6 h (D.). La valeur
de fluorescence est rapportée a la D.Ogoonm puis exprimée par rapport a la condition sans métal prise pour
référence (= 1). La fluorescence est mesurée toutes les heures sur un aliquot de la culture.
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le phénomene d’induction est visible et ce, apres une heure de contact entre les bactéries
et les métaux [Figure 39| B. et C.]. L’induction de l'opéron rcnAB est d’ailleurs plus pro-
noncée apres deux heures qu’apres quatre heures. En revanche, lorque les ions Ni*t ou
Co?* sont apportés en phase stationnaire de croissance, apres six heures de culture, aucune
induction n’est visible une heure apres [Figure D.]. Le systéeme Rcn ne semble donc
répondre au stress provoqué par les ions Ni*t et Co?T que pendant la phase de croissance
exponentielle. L’efficacité de I'induction décroit au fur et a mesure de 'avancement de la

phase exponentielle.

6.4 Conclusion

L’opéron rcnAB est inductible par les ions Ni?t et Co?t via le
métallorépresseur RcnR. Cette régulation est spécifique et n’est pas
observée avec d’autres ions métalliques méme si des interactions in
vitro sont possibles. L’induction est proportionnelle a la quantité de
métal présente dans le milieu mais un phénomene de saturation de
la réponse est visible avec le cobalt. Enfin, I’induction est maximale

pendant la phase exponentielle de croissance.
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Figure 40 — Influence de la mutation de rcnB sur la résistance des bactéries aux
ions nickel et cobalt

A. Méthode des gouttes. Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a
37°C jusqu'en phase stationnaire de croissance. Puis un aliquot de culture est dilué en cascades de 10! en 10
5 pl des dilutions contenant de 102 (gauche) a 107 (droite) bactéries sont déposés sur milieu minimum M63 +
0,4 % glucose (G) supplémenté le cas échéant par 50 uM de NiSO, ou CoCl,. Les boites sont ensuite incubées
a 37°C en conditions aérobies (haut) ou anaérobies (bas) pendant 24 a 48 h. Une expérience significative est
présentée. B. et C. Résistance en milieu liquide. Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu M63
+ 0,4 % glucose avec des concentrations croissantes en ions métalliques en conditions aérobies a 37°C pendant
16 h. La D.Ogoonm est ensuite mesurée sur un aliquot. Les résultats sont exprimés par rapport a la condition
sans métaux. La moyenne ainsi que I'écart-type de 2 manipulations distinctes sont représentées.
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Chapitre 7

Role de RenB dans I'homéostasie des ions

nickel et cobalt

7.1 Implication du gene rcnB dans la résistance aux ions nickel et

cobalt

Le gene renB fait partie de 'opéron renAB ce qui suggere tres fortement que les
fonctions des deux genes sont liées. Pour étudier la fonction du gene renB, un mutant
ayant subi I’échange d’une cassette de résistance au chloramphénicol avec le gene renB a
été construit. Le profil de résistance aux ions Ni?* et Co?* de ce mutant par rapport a la
souche sauvage W3110 a ensuite été déterminé ainsi que l'effet de la complémentation de
ce mutant par un plasmide portant le gene renB. Sur milieu minimum gélosé tout d’abord,
la souche sauvage est sensible aux ions Ni?* et Co?* (50 uM) puisque des colonies sont
observées seulement pour les plus faibles dilutions, entre 10° et 107 bactéries déposées pour
les deux métaux [Figure 40| A.]. En revanche, le mutant renB ne montre aucune sensibilité
a ces mémes quantités d’ions Ni?T et Co?t puisque des colonies sont visibles méme pour
les dilutions les plus fortes. Ces résultats sont en opposition avec ceux observés pour le
mutant rcnA puisque ce dernier est plus sensible au nickel et au cobalt que ne 'est la
souche sauvage.

La complémentation du mutant renB par le géne renB sauvage porté sur un plasmide
multi-copies permet de restaurer une sensibilité aux ions Ni?t et Co?t comparable au
phénotype sauvage. Cet effet est bien spécifique du gene renB puisque 'apport du plas-
mide vide n’a pas d’effet. Ces observations sont valables aussi bien en conditions aérobies
qu’anaérobies ce qui signifie que RenB a un role dans les deux cas. Toutefois, une différence
intéressante est observée en anaérobiose. En effet, méme en absence de métaux, I'apport
du gene renB sur plasmide, qui entraine une production importante de la protéine RenB,
a un effet délétere. Ainsi, seules les trois dilutions les plus faibles permettent de visualiser
des colonies dans ces conditions alors que la croissance n’est pas affectée en aérobiose.
Cela laisse supposer qu'une quantité trop importante de RenB perturbe le métabolisme
cellulaire anaérobie et ce, méme en absence de nickel ou de cobalt ajouté dans le milieu.

L’effet toxique observé est renforcé en présence de nickel ce qui n’est pas le cas pour le
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7. Role de RenB dans ’homéostasie des ions nickel et cobalt

Tableau 9 — Détermination par ICP-OES de ’accumulation des ions nickel et
cobalt par les bactéries

ArcnB
souches | W3110 (wt) ArcnB pUCrcnB

Ni 14,3 11,8 18,6
(ppm) (+/-0,2) (+/-0,2) (+/-0,1)

Co 11,9 6,9 16,2
(Ppm) (+/-05)  (+/-0,1)  (+/-0.1)

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB supplémenté par 500 uM de Ni** ou 50 uM de Co** en
conditions aérobies a 37°C. Les bactéries sont récoltées a D.Oggonm =~ 0,6. Les résultats sont exprimés en ppm
(ug métal.g PSB). La moyenne ainsi que |'écart-type de 2 cultures indépendantes sont présentés.
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Figure 41 — Influence de la mutation de rcnB sur ’accumulation d’ions nickel

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB supplémenté par 500 uM de NiSO, en conditions aérobies a
37°C et les bactéries sont récoltées a D.Ogognm = 0,6 puis concentrées. 5 M de Ni sont ajoutés et un
aliquot de cellules est filtré (0,45 um) a intervalles de temps réguliers. Les résultats sont exprimés en pmol
Ni.mg?! PSB). Une expérience significative est présentée.
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7. Role de RenB dans ’homéostasie des ions nickel et cobalt

cobalt.
En milieu liquide et en présence de dioxygene, les résultats sont tout a fait comparables,

le mutant renB est plus résistant et la complémentation par le gene renB restaure le profil
sauvage que ce soit pour le nickel [Figure 40| B.] ou le cobalt [Figure 40| C.].

7.2 Effet de la mutation de rcnB sur la quantité cellulaire totale

d'ions Ni?t et Co?*

7.2.1 Détermination de la quantité d'ions Ni’* et Co?* dans les bactéries

Afin de comprendre la raison de cette augmentation de résistance du mutant renB,
un dosage de la quantité totale des métaux nickel et cobalt dans les cellules bactériennes
a été réalisé. Pour cela, la méthode bio-physique de I'ICP-OES a été utilisée car elle
permet de doser tres précisément la teneur en métal d’un échantillon en s’affranchissant
des contraintes physiologiques puisque les bactéries sont minéralisées au préalable. Cette
manipulation a été effectuée en collaboration avec Florence Lagarde du laboratoire des
sciences analytiques de 1’école CPE[] de Lyon. La détermination du contenu en nickel et
cobalt des souches sauvages, ArcnB et ArcnB complémentée par renB a été effectuée
[Tableau @ﬂ Il est a noter que les cellules ont été cultivées dans du milieu supplémenté en
métal car les niveaux de métaux dans le milieu de base sont trop faibles pour accorder un
réelle signification aux valeurs mesuréesP] Le mutant renB accumule moins de nickel et
de cobalt que la souche sauvage et la complémentation permet d’inverser le phénotype,
les quantités de métaux accumulées étant méme dans ce cas supérieures a celles observées

pour la souche sauvage [Tableau [9].

7.2.2 Etude cinétique de I'accumulation des ions Ni?*

Pour compléter cette observation, ’accumulation de 53Ni par les souches sauvages et
mutées a été suivie au cours du temps [Figure . La vitesse d’accumulation du nickel
radioactif est beaucoup moins importante pour la souche délétée de renB que pour la
souche sauvage. Ainsi, apres 40 minutes de contact entre les bactéries et les ions 3Ni?*,
I’accumulation de métal radioactif par les cellules mutantes est environ trois fois moins
importante que pour la souche sauvage. A titre de comparaison, le mutant rcnA accumule
environ deux fois plus de nickel radioactif que la souche sauvage.

De ces deux manipulations, dosage ICP-OES et étude cinétique, il ressort donc que
la résistance aux ions Ni?* et Co?T accrue chez le mutant renB peut étre corrélée a une

moindre accumulation de ces métaux par les bactéries.

1. Chime Physique Electronique
2. quantité de métal en dega des limites de détection de la machine
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Figure 42 — Influence de la mutation de renB sur la réponse de la fusion renA-
gfp aux ions Ni?t et Co?t

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB pour des concentrations croissantes d'ions Co?* (A.) et Ni**
(B.) en conditions aérobies a 37°C. La fluorescence est mesurée a As10 nm aprés excitation a Aggo nm- La valeur
de fluorescence est rapportée a la D.Ogoonm puis exprimée par rapport a celle de la souche sauvage dans
la condition sans métal prise pour référence (= 1). La fluorescence est mesurée apres 4 h de croissance. La
moyenne ainsi que |'écart-type d'au moins 3 manipulations distinctes sont représentés.
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Figure 43 — Influence de la mutation de rcnB sur la réponse de la fusion nikA : :
lacZ au nickel

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB MoSe supplémenté (barres grises) ou non (barres noires) par
50 uM de NiSO, en conditions anaérobies a 37°C. Les résultats sont exprimés en nmol ONP libéré. min-t. mg?!
PSB. Les activités enzymatiques sont dosées aprés 16 h de croissance. La moyenne ainsi que I'écart-type d'au
moins 3 manipulations distinctes sont représentés.
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7.3 Effet de la mutation de rcnB sur la quantité cytoplasmique

d'ions Ni?* et Co?t

7.3.1 Modulation de I'expression de |'opéron rcnAB

Afin de mieux comprendre la baisse de ’accumulation des ions Ni?* et Co?* chez le
mutant renB, des expériences portant sur I'induction de I'opéron rcnAB ont été réalisées.
En effet, cet opéron est inductible par les ions Ni?t et Co?* de maniere dépendante de
la dose comme montré précédemment [voir et son expression reflete la quantité de
métaux présents dans le cytoplasme. La fusion d’un géne rapporteur au gene rcnA permet
donc d’avoir un biodétecteur dont 'activité est modulée par les ions Ni*t et Co?**. Pour
cette expérience, le plasmide portant la fusion transcriptionnelle renA-gfp a été employé
pour transformer la souche sauvage mais également la souche mutante privée du gene renB.
La fluorescence des bactéries a ensuite été mesurée en présence des ions Co?* [Figure
A.] et Ni** [Figure |42 B.]. Pour le cobalt comme pour le nickel, la fluorescence mesurée est
plus faible dans le mutant renB que dans la souche sauvage quelle que soit la concentration
de métal ajouté. L’opéron rcnAB est donc moins induit chez ce mutant ce qui confirme
que la quantité cytoplasmique de ces métaux est plus faible chez un mutant renB que

chez une souche sauvage.

7.3.2 Modulation de I'expression de |'opéron nikABCDE

Les résultats précédents ont été corroborés en utilisant un autre systeme rappor-
teur basé sur 'opéron nikABCDE. Pour cela, la souche HYD72K1 qui possede la fu-
sion transcriptionnelle nikA-lacZ a été utilisée. Comme évoqué en introduction, 1’expres-
sion de l'opéron nikABCDE est réprimée par le nickel et I'activité enzymatique de la
[-galactosidase codée par lacZ permet donc de refléter la concentration cytoplasmique
des ions Ni?* [314]. Cette activité a été dosée pour la souche HYD72K1, sa souche
dérivée privée de renB ainsi que cette méme souche complémentée par renB [Figure
[43]. Lorsque les cultures sont effectuées en milieu LB MoSe (barres noires sur la figure),
aucune différence significative entre les trois souches n’est observée, 'opéron nikABCDE
s’exprime fortement. En revanche, lorsque 50 pM de NiSO, sont ajoutés (barres grises),
une répression partielle de 'expression de la fusion est observée pour la souche sauvage.
Or, pour cette méme concentration, aucun effet n’est observé pour le mutant renB qui
dérive de cette souche alors que la complémentation par le gene renB restaure bien le
phénotype sauvage. L’opéron nikABCDE n’est donc pas réprimé, méme partiellement,
chez un mutant recnB dans ces conditions alors qu’il I'est chez la souche sauvage. Les
mémes dosages ont été effectués pour une concentration supérieure de nickel (500 pM) et
dans ce cas, I'expresssion de nikABCDE est compléetement abolie pour la souche sauvage
comme pour la souche mutée[]]

Chez un mutant délété du gene renB, 'opéron renAB est moins induit alors que 1'ex-

3. données non présentées
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Figure 44 — Influence des composants du systeme Rcn sur ’activité hydrogénase

A. Dosage de l'activité hydrogénase. Les cultures sont effectuées dans du milieu LB MoSe en conditions
anaérobies a 37°C. Les résultats sont exprimés en umol BV oxydé.mint.mg? PSB. Les activités enzymatiques
sont dosées apres 4 h de croissance. La moyenne ainsi que |'écart-type d’au moins 3 manipulations distinctes
sont représentés. B. Immunodétection de la grande sous-unité HybC de I'hydrogénase 2 dans les extraits
cellulaires des différentes souches. Les lettres p et m désignent respectivement les formes précurseur et maturée
de HybC correspondant respectivement aux formes sans et avec nickel. Quant a la lettre a, elle marque la
présence d'une bande aspécifique qui peut servir de témoin de charge.
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pression de 'opéron nikABCDE est moins réprimée. Ces deux manipulations portant
sur des systémes rapporteurs de la concentration des ions Ni?T et Co?t du cytoplasme
aboutissent donc & la méme conclusion : la quantité cytoplasmique d’ions Ni?* et Co?* bio-
disponible est plus faible chez un mutant renB. Deux hypotheses sont donc envisageables.
RenB peut soit favoriser I'entrée des ions Ni?t et Co?* dans la cellule, via le systéme Nik

par exemple, soit limiter ’efflux en interagissant probablement avec la protéine RcnA.

7.3.3 Etude de I'impact de la mutation de rcnB sur la physiologie du nickel
par suivi de I'activité hydrogénase

Les hydrogénases sont des enzymes qui nécessitent la fixation du nickel pour exercer
leur fonction biologique bien qu’elles soient synthétisées méme en absence de ce métal
[T06]. Ainsi, une modulation de la quantité cytoplasmique de nickel via le systeme Ren
peut se répercuter sur 'activité hydrogénase des bactéries. Pour tester cette hypothese,
I'activité hydrogénase totale des bactéries a été dosée chez les mutants des deux com-
posants RenA et RenB du systéme [Figure A.]. La souche HYD720 dont 'opéron
nikABCDE est inactivé sert de témoin car son activité hydrogénase, totalement abolie en
LB MoSe, peut étre entierement restaurée par l'ajout de nickel dans le milieu, le nickel
pénétrant alors dans les cellules par des transporteurs aspécifiques [314]. Les deux simples
mutants délétés de renA ou renB ont une activité comparable a celle de la souche sauvage.
En revanche, la complémentation par le gene renA seul, provoquant une surproduction
de la protéine RenA, diminue de fagon significative 'activité hydrogénase alors que la
surproduction de la protéine RenB seule n’a aucun effet.

L’activité des hydrogénases est strictement dépendante de leur maturation. Lorsque le
nickel est limitant, la forme précurseur de la grande sous-unité ne peut pas étre maturée.
L’incorporation du nickel dans le site actif s’accompagne du clivage protéolytique de la
partie C-terminale de la grande sous-unité et la protéine ainsi maturée aura alors une
taille légerement inférieure [voir [2.2.5]. L'immuno-détection de la sous-unité HybC de
I'hydrogénase 2 a donc été réalisée [Figure 44| B.]. Pour la souche HYD720 dépourvue de
toute activité hydrogénase, seule la forme précurseur est visible (piste 6). Mais lorsque
le milieu est supplémenté en nickel, HybC est correctement maturée (piste 7). Pour la
souche surproduisant la protéine RenA, un mélange des formes précurseur et mature est
observé (piste 3) ce qui explique l'activité hydrogénase diminuée. Pour toutes les autres
souches, HybC est correctement maturée ce qui peut étre relié a une activité hydrogénase
normale.

Ces manipulations indiquent donc que la surproduction de RenA provoque un efflux
massif des ions Ni?* qui a des répercussions sur 1'activité hydrogénase des bactéries. En
revanche, la diminution de nickel intracellulaire observée préalablement chez le mutant
renB n’a pas une incidence directe sur 'activité hydrogénase globale.

Les hydrogénases sont exprimées en conditions anaérobies et sont dépendantes du
nickel qui pénetre dans la cellule grace au transporteur nikABCDE. La présence de ce

transporteur est donc susceptible de masquer 'effet provoqué par I’absence de la protéine
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Figure 45 — Effets relatifs de NikABCDE et RcnB sur l’activité hydrogénase
des bactéries

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB MoSe en présence (barres grises) ou non (barres noires) de 50
1M de NiSO, en conditions anaérobies a 37°C. Les résultats sont exprimés en pmol BV oxydé.mint.mg* PSB.
Les activités enzymatiques sont dosées apres 4 h de croissance. La moyenne ainsi que I'écart-type d'au moins
3 manipulations distinctes sont représentés.
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RenB. Pour tester cette hypothese, la souche HYD72K1 qui contient la fusion nikA-lacZ,
et donc ne peut pas exprimer le transporteur NikABCDE, a été utilisée ainsi que sa
dérivée privée de renB. L’activité hydrogénase de ces souches a pu ensuite étre comparée
au simple mutant ArenB ainsi qu’a la souche sauvage [Figure . La premiere série de
dosages a été réalisée sur des bactéries cultivées en milieu LB MoSe et donc en conditions
limitantes de nickel (barres noires sur la figure). Dans ces conditions, le mutant ArcnB,
comme la souche complémentée par le plasmide portant rcnB, possedent une activité
hydrogénase comparable a celle de la souche sauvage MC4100. Pour les trois autres souches
pour lesquelles le systeme Nik est absent, aucune activité hydrogénase n’est observée
confirmant bien ’absolue nécessité de ce systeme d’import spécifique du nickel dans ces
conditions. Cette série confirme bien les observations réalisées pour la souche NM522[1 &
savoir I'absence d’influence du géne renB sur l'activité hydrogénase [Figure 44| A.]. Une
deuxieme série de dosages a alors été faite sur des cellules cultivées en milieu LB MoSe +
50 uM NiSO, (barres grises). Cette concentration de nickel permet d'une part de stimuler
I'activité hydrogénase de la souche sauvage mais également de restaurer partiellement
celle de la souche HYD72K1. Dans ces conditions, la simple mutation du gene renB ainsi
que la complémentation de ce mutant par le gene renB sauvage n’ont toujours aucun effet
(souches 1, 2 et 3). En revanche, une différence est observée pour les souches ne possédant
pas le systeme Nik. En effet, le double mutant Anik/ArcnB (piste 5) a une activité
hydrogénase significativement diminuée par rapport au simple mutant Anik (piste 4). De
plus, la complémentation de ce double mutant par le plasmide portant rcnB inverse le
phénotype en augmentant cette activité (piste 6). Or, 'activité hydrogénase étant corrélée
a la quantité de nickel intracellulaire, cela signifie que le double mutant Anik/ArcnB
accumule moins de nickel que le simple mutant Anik et qu’au contraire, la présence de
RenB surproduite stimule la teneur intracellulaire en nickel. En absence du transporteur
NikABCDE, l'effet de renB sur activité hydrogénase des bactéries est donc bien visible.
Cela montre que la fonction de renB est indépendante du systeme Nik qui permet I’entrée
du nickel dans la cellule. De plus, en présence de nickel, ’activité hydrogénase d’un double
mutant nik-renB est certes tres réduite mais elle n’est pas completement abolie. Cela
montre qu’il existe au moins un autre systeme impliqué dans I’entrée du nickel indépendant
de renB.

7.4 Role de rcnB dans le systeme Rcn

7.4.1 Apports respectifs de RcnA et RcnB au phénomene de résistance aux

ions Ni2t et Co?t.

La premiere hypothese de 'implication de RenB dans 'import des ions Ni?* paraissant
inexacte, la possibilité d’un role en relation avec RecnA a été étudiée. Les deux genes renA
et renB étant d’ailleurs organisés en opéron chez E. coli, cette fonction est plus probable.

L’étude de la fonction de chacun des 2 génes renA et renB dans la résistance aux ions Ni?*

4. méme si lactivité basale est plus faible pour la souche MC4100 que pour la souche NM522
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Figure 46 — Effet des différents composants du systéme Rcn sur la résistance au
nickel et au cobalt.

Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu M63 + 0.4 % glucose avec des concentrations crois-
santes en ions Co?* (A. et C.) ou Ni** (B. et D.) en conditions aérobies a 37°C pendant 16 h. La D.Ogoonm
est ensuite mesurée sur un aliquot. Les résultats sont exprimés par rapport a la condition sans métaux. La
moyenne ainsi que |'écart-type de 3 manipulations distinctes sont représentées.
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Figure 47 — Effet des différents composants du systéme Rcn sur ’accumulation
d’ions nickel

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB supplémenté par 500 uM de NiSO, en conditions aérobies a
37°C et les bactéries sont récoltées a D.Ogoonm =~ 0,6 puis concentrées. 4 uM de Ni sont ajoutés et un
aliquot de cellules est filtré (0,45 pm) a intervalles de temps réguliers. Les résultats sont exprimés en pmol
®Ni.mg* PSB).
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et Co?* a été menée. Pour cela, la souche WY O dérivant de la souche parentale W3110 et
contenant la fusion renA-uidA a été employée. En effet, il a été montré par des expériences
de qRT-PCR que I'insertion de la cassette uidA dans le cadre de lecture de rcnA a un effet
polaire sur le géne renB et abolit completement 'expression de celui—ciE]. La souche WYO
peut donc étre considérée comme un double mutant renAB-. Cette souche présente une
sensibilité plus marquée que la souche sauvage par rapport au cobalt et au nickel [Figures
A. et B.]. Or, la souche simplement délétée du gene rcnA présente un phénotype tout
a fait comparable, les courbes étant parfaitement superposées. La présence ou non de
renB naffecte donc pas le profil de résistance aux ions Ni?t et Co?*t des lors que renA est
absent.

L’effet de la complémentation du double mutant WYO par le gene renA seul, le gene
renB seul ou 'opéron complet renAB a été étudié par la suite. Les résultats pour le cobalt
[Figure 46| C.] et le nickel [Figure [46| D.] sont tout & fait comparables. Le double mutant
WYO présente une tres grande sensibilité aux métaux. La complémentation par rcnA
seul démultiplie la résistance aux deux types d’ions par rapport a la souche WYO comme
précédemment observé pour la souche MC4100 [233]. En revanche, la complémentation
par renB seul n’a aucun effet, qu’il soit positif ou négatif, sur la résistance de cette souche.
Lorsque 'opéron complet renAB est apporté, la résistance observée se situe a un niveau
intermédiaire entre la souche WYO et la souche complémentée par rcnA seul.

Ces données permettent d’avancer I’hypothese que RenB fonctionne en interaction
avec RenA puisque, en absence de RenA, la protéine RenB n’a pas d’effet. En revanche,

en présence de RenA, I'importance de RenB est bien visible.

7.4.2 Apports respectifs de RcnA et RenB au phénomene d'accumulation des

ions Ni?t et Co?™.

Les profils de résistance de la souche WYO complémentée par les différents plasmides
ont été parfaitement confirmés par la cinétique d’accumulation de %3Ni par ces mémes
souches [Figure . La complémentation par renB seul n’a aucun effet significatif sur
I’accumulation du nickel alors que la complémentation par renA seul diminue celle-ci
de facon tres importante. Lorsque les deux genes sont apportés sur le méme plasmide,
laccumulation de %Ni?t est intermédiaire entre le double mutant et cette méme souche
complémentée par rcnA seul. De plus, la souche délétée du gene rcnA seul a un profil
d’accumulation du nickel tout & fait comparable & celle du double mutant WYOF] ce qui
confirme que RenB n’influence pas 'accumulation de nickel en absence de renA.

Ces données indiquent donc que le gene renB joue un role dans la résistance aux
ions Ni?t et Co?T. Les résultats suggerent que RenB module Pefflux effectué par RenA.
La nature exacte des interactions entre RcnA et RenB reste toutefois inconnue et des
investigations supplémentaires sont requises pour comprendre le mécanisme d’action du

systeme Ren.

5. données non présentées
6. données non présentées
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Figure 48 — Alignement graphique de la protéine RcnB de différents organismes

Les noms des genres d'ou sont issues les séquences sont indiqués. Le niveau de gris représente la conservation
des résidus du moins conservé en blanc au plus conservé en noir. Pour le consensus, le niveau de conservation
va du moins conservé en rouge au plus conservé en vert. Les séquences sont alignés avec I'outil Clustal et
visualisés grace au logiciel CLC viewer.
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Chapitre 8

Caractérisation biochimique de la protéine

RcnB

8.1 Etude bioinformatique de la protéine RcnB

E. coli est probablement I'un des organismes vivants les plus étudiés au monde et
beaucoup de données le concernant sont disponibles grace a cela. Ainsi, son génome est
entierement séquencé et annoté depuis 1997 [315] méme si certains genes restent de fonc-
tion inconnue. Ceci est le cas pour le gene renB encore appelé yohN dans les bases de
données. Ici, la base SwissProt a été utilisée pour la caractérisation de la protéine RenB.
La séquence primaire de celle-ci se compose de 112 acides aminés avec une masse totale
de 12466 Da pour un pl = 6,82. La séquence primaire est :
MTIKNKMLLGALLLVTSAAWAAPATAGSTNTSGISKYELSSFIADFKHFKPGDTVPEMYR-
TDEYNIKQWQLRNLPAPDAGTHWTYMGGAYVLISDTDGKITIKAYDGEIFYHR

Cette séquence ne possede aucune caractéristique particuliere exceptée ’absence de résidus
cystéines. Le coefficient d’extinction molaire € est estimé a 26930 M-'.cm™. La présence d’un pep-
tide signal est prédite avec un site de clivage situé apres le résidu alanine 21 (AWAg; /A9PA).
Chez les bactéries, un tel peptide est caractéristique des protéines transloquées hors du cyto-
plasme via le systeme d’exportation des protéines Sec. Mis a part ce signal, aucun domaine de
fonction décrite n’est présent dans la protéine RenB. En revanche, RenB contient le domaine
DUF3315 retrouvé dans plus d’une centaine de genes d’especes de «, [ et v protéobactéries. Ce
domaine est notamment caractérisé par la grande conservation des résidus leucine, proline et
tryptophane en gras dans la séquence. L’alignement de RcnB avec les protéines les plus proches
en identité contenant le domaine DUF3315 met en relief la relative bonne conservation de la
moitié C-terminale de la protéine RecnB ot se trouve ce domaine tandis que la partie N-terminale
est peu conservée [Figure [45].

8.2 La répartition du systeme Rcn dans les bactéries

La protéine RenA a initialement été identifiée chez E. coli par une approche bioinforma-
tique. Elle posséde toutefois de nombreux homologues chez des «, (B et v protéobactéries et

chez des archées. Ainsi 81 genes homologues du gene renA provenant de 64 especes bactériennes

119
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Figure 49 — Organisation du systeme Rcn dans différents organismes

Le gene rcnA est figuré en vert, le geéne renR en bleu et le géne rcnB en orange. L'orientation ainsi que certains
noms des génes de la région du systéme sont donnés a titre indicatif. La position dans les génomes (en paires
de bases) est également indiquée. Les organismes d'ou proviennent les génomes sont entourés en rouge. Les
chiffres 1, 2, 3 et 4 marquent les différentes organisations possibles du systeme Rcn.
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8. Caractérisation biochimique de la protéine RcnB

différentes sont référencés dans la base de données MBGD. De maniére intéressante, 1’architec-
ture du systéme Rcn avec ses trois composants RenR, RenA et RenB tels qu’ils sont présents
chez E. coli n’est pas universelle. Bien au contraire, elle ne représente qu’un cas isolé propre
a cet organisme et & un autre trés proche, Shigella sonnei [Figure A.]. Pour la majorité
des homolgues de rcnA, le gene apparait complétement isolé de tout autre géne apparenté au
systeme Ren comme pour Agrobacterium tumefaciens [Figure 49| B.]. Toutefois, les homologues
de renA ne sont véritablement isolés que dans certains organismes (19/81). En effet, la majorité
des geénes renA sont co-localisés avec d’autres geénes dont la fonction reste trés majoritairement
inconnue méme si certains sont annotés comme faisant partie de systémes de résistance aux
métaux ou aux antibiotiques. Il est intéressant de remarquer qu'un gene codant une protéine de
faible poids moléculaire, prédite pour étre localisée dans le périplasme et de fonction inconnue
est tres fréquemment retrouvée juste en amont des homologues rcnA. Ces caractéristiques sont
retrouvées pour la protéine RenB bien qu’il n’y ait pas de similarité de séquence primaire.

Les systemes les plus proches au niveau de l'architecture du systeme Ren d’E. coli sont
ceux composés par le gene du régulateur et celui codant pour le transporteurﬂ Ceux-ci sont au
nombre de 16 et sont présents chez des bactéries également proches de E. coli sur un plan évolutif
comme Salmonella typhimurium [Figure 49| C]. Parmi ces 16 systémes, le géne du régulateur est
placé en amont du gene de la protéine effectrice pour 15 d’entre eux dont 12 sont immédiatement
adjacents; et en aval dans 1 seul cas.

Tout comme le gene rcnA, le géne renB est retrouvé le plus souvent isolé dans les génomes.
Dans la base de données MBGD, 52 génes homologues de renB sont référencés provenant de
37 especes différentes de «, B ou v protéobactéries. Dans certains organismes comme Erwinia
tasmaniensis par exemple, il existe deux copies du géne renB [Figure D.]. Ces deux copies
sont isolées I'une de 'autre dans le génome qui contient par ailleurs une seule copie du gene
renA également isolée. De plus, dans le génome des bactéries du genre Acinetobacter, le géne
renB existe sous forme de clusters de trois copies adjacentes du méme gene [Figure 49| E.].

Toutes ces données indiquent que le systeme Rcn de E. coli ne constitue pas 'archétype
du systeme Rcn retrouvé chez les bactéries et que la fonction de RenB n’est probablement pas

exclusivement liée a ce systeme.

8.3 Purification de la protéine RcnB

Pour progresser dans la compréhension de la fonction de RenB, la purification de la protéine
native a été réalisée. Pour cela, le cadre de lecture du gene renB a été cloné dans le vecteur
de surexpression pET30 inductible par 'IPTG. La surproduction a ensuite été effectuée dans la
souche F. coli BL21. Apres 4 h d’induction par 'TPTG, 'accumulation de la protéine RenB est
controlée sur gel [Figure [50[ A.] puis les bactéries sont lysées pour libérer le contenu cellulaire.

La purification de RcnB a nécessité de nombreuses manipulations de mise au point. L’hy-
pothese de départ était que RenB, étant impliquée dans un systéme de résistance aux ions Ni?*
et Co?*, possédait de I’affinité pour ces ions et serait retenue sur une matrice chargée par des
ions Ni?* ou Co?*. Des colonnes ont donc été préparées pour tester cela. Il s’est avéré que la

protéine n’était pas du tout retenue sur de telles colonnes et était directement éluée dans la

1. du type renR-renA pour comparer avec le systeme d’E. coli
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Figure 50 — De la production a la purification de la protéine RcnB

A. Le contrdle de la surproduction de RcnB est effectué en déposant un aliquot des cultures aprés 0, 2 ou 4 h
d'induction par I'lPTG. Les formes précurseures RcnBp (12 kDa) et maturées RenBm (10 kDa) sont indiquées
ainsi que la taille des marqueurs de taille (Mt) les plus proches. B. Elutogramme obtenu avec la premiére
colonne d'interactions hydrophobes HiTrap Phenyl. Les protéines sont éluées dans du tampon Tris-HCI 50
mM pH 8. L'absorbance a 280 nm reflétant la quantité de protéines est représenté par la courbe bleue et la
salinité résultant du gradient décroissant de sulfate d’ammonium en rouge. C. Les différentes fractions ont été
testées sur gel. La piste T correspond a I'extrait total aprés lyse des cellules et les fractions sont numérotées
selon leur temps d'élution. La fraction 11 contenant RcnB (aire jaune sur la figure B.) est sélectionnée puis
dialysée contre du tampon pour éliminer les sels. D. Elutogramme obtenu avec la deuxieme colonne échangeuse
d'anions Uno-Q1. Les protéines sont éluées dans du tampon TrissHCI 50 mM pH 8. La salinité résulte ici du
gradient croissant de chlorure de sodium. E. Le controle de la pureté de RcnB est réalisé en déposant un aliquot
des premieres fractions éluées a la sortie de la deuxieme colonne correspondant a |'aire jaune de la figure D.
Le 0 correspond au volume mort de la colonne et 1 et 2 sont les premiéres fractions éluées correspondant
aux protéines non retenues. La seule protéine visible dans ces fractions a bien une taille de &~ 10 kDa comme
attendue pour la forme mature de RenB.
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fraction de chargeﬂ D’autres colonnes ont alors été tentées, basées cette fois-ci sur les échanges
d’ions dans différentes conditions. Les résultats étant 1a encore peu probants, une autre ap-
proche a été envisagée, basée cette fois-ci sur les interactions des protéines avec une matrice
hydrophobe. La qualité de séparation fut bien meilleure dans ce cas et cette étape fut choi-
sie comme premiere étape de purification car la protéine RcnB est assez fortement retenue ce
qui permet une bonne séparation de l'extrait protéique [Figure B. et C]. Cette technique
de chromatographie nécessite toutefois I’ajout de fortes quantités de sels dans les échantillons.
Une étape de dialyse est donc nécessaire ensuite pour éliminer toute contamination saline dans
I’échantillon. La seconde étape de purification est une chromatographie échangeuse d’anions.
Dans les conditions utilisées, RcnB est la seule protéine non retenue par la colonne alors que
toutes les autres protéines co-purifiées a I’étape précédente le sont [Figure D.]. La protéine
finalement obtenue est donc complétement pure [Figure [50| E.]. Le rendement de la purification
est relativement bon puisque 5 a4 10 milligrammes de protéine RcnB peuvent étre purifiés a partir

de 500 ml de culture bactérienne.

8.4 Localisation de la protéine RcnB

La purification de la protéine RenB a permis des avancées dans la compréhension de sa

fonction biologique. Ainsi, sa localisation prédite comme étant périplasmique a pu étre confirmée.

8.4.1 Séquencage de la partie N-terminale de RcnB

La séquence N-terminale de la protéine RcnB purifiée a été déterminée par la technique de la
dégradation d’Edman a I’IBCPH de Lyon. La séquence révélée pour les 6 premiers acides aminés
fut AGSTNT. Cela correspond aux résidus 26 & 31 de la séquence primaire. Ainsi, le clivage
in vivo du peptide signal a lieu apres le résidu 25 (PAT95/AGS). La protéine RenB maturée
correspond donc & un peptide de 87 acides aminés (26 a 112) et fait exactement 9898 Da. Il y a
bien clivage d’un peptide signal, bien que la forme native differe de 4 acides aminés par rapport
a la prédiction bio-informatique. Cela indique que la protéine RcnB est exportée en dehors du

cytoplasme.

8.4.2 Immunodétection périplasmique de la protéine RcnB

3

Pour préciser la localisation de la protéine, des anticorps polyclonaux anti-RcnB ont été
développés par la plateforme Valbex de 'IUT Lyon 1. Pour cela, la protéine purifiée a été
utilisée pour immuniser un lapin. Puis le sérum contenant les anticorps a été prélevé. Ceux-ci se
sont révélés tres peu efficaces pour la détection de la protéine dans des extraits cellulaires et une
autre campagne de production utilisant la méme approche a été relancée avec la société Covalab
installée a Villeurbanne. Ces anticorps se sont révélés légerement plus sensibles et ont pu étre
utilisés pour I'immunodétection de la protéine RcnB. Afin de vérifier la localisation prédite,
des extraits périplasmiques ont été préparés et révélés par Western Blot avec les anti-RcnB
[Figure . Un dosage de l'activité p-galactosidase, enzyme cytoplasmique, a été effectué sur

les mémes extraits comme controle de ’absence de contamination Cytoplasmiqueﬁ La protéine

2. données non présentées
3. Institut de Biologie et Chimie des Protéines
4. données non présentées
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Figure 51 - Immunodétection de la protéine RcnB dans des extraits
périplasmiques

Les cultures sont réalisées en milieu LB supplémenté par 500 uM de NiSO, pour induire |'expression du
gene rcnB. Du lactose (0,1 % final) est également ajouté afin de pouvoir doser I'activité S-galactosidase. Les
extraits périplasmiques de chaque souche sont préparés. Les valeurs d'activité 5-galactosidase sont alors dosées
pour les fractions totales et périplasmiques. Elles sont toutes nulles pour les extraits périplasmiques ce qui
indique I'absence de contamination par des protéines cytoplasmiques. Une quantité égale de protéines totales
est déposée sur le gel.
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Figure 52 — Chromatographie par gel-filtration de la protéine RcnB

Les protéines sont éluées dans du tampon Tris-HCI 50 mM pH 8. La quantité de protéines au cours de I'élution
est mesurée en continu grace a |'absorbance a 280 nm exprimée ici en unités arbitraires. Le pic noté 1 correspond
au volume mort de la colonne et le pic noté 2 correspond a la protéine RcnB. Dans I'encadré est présentée
la calibration de la colonne exprimée en coefficient de rétention Kav [(Veiution-Vmort)/(Veotonne-Vimort)] €n
fonction du logy du poids moléculaire). Les marqueurs utilisés sont la sérum albumine (68 kDa), I'ovalbumine
(45 kDa), la chymotrypsine (25 kDa) et la RNaseA (13,6 kDa) élués respectivement a 8,3; 9,3; 11,4 et 12,6
ml. Bien que le volume d'élution de RcnB soit en dehors de la gamme, I'équation de la droite de régression
permet d'extrapoler sa masse moléculaire.
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RcnB est bien visible dans ’extrait périplasmique de la souche sauvage et du simple mutant
ArcnA [pistes 1 et 2]. En revanche, rien n’est visible pour le mutant ArenB [piste 3]. Pour le
mutant complémenté par le plasmide portant le géne renB, la surproduction de la protéine est
nettement visible méme si cette méthode n’est que semi-quantitative [piste 4].

Ces deux manipulations confirment les prédictions bioinformatiques. La protéine RenB native
subit bien une maturation par clivage d’un peptide signal et est localisée dans le périplasme des

bactéries.

8.5 Caractéristiques structurales de la protéine RcnB

8.5.1 Etat d'oligomérisation de la protéine RcnB

Pour déterminer la structure quaternaire de la protéine RenB, une expérience de chromato-
graphie par gel-filtration a été réalisée. Celle-ci permet de séparer les protéines en fonction de
leur encombrement stérique qui par approximation est proportionnelle a leur taille, les protéines
étant supposées globulaires. Les protéines les plus grosses sont éluées le plus rapidement. La
colonne utilisée pour cette chromatographie ayant été calibrée avec des marqueurs protéiques de
poids moléculaire connu, il est possible de corréler le volume d’élution d’une protéine donnée a
sa masse moléculaire. Les résultats de cette manipulation sont présentés [Figure . La protéine
RcenB est éluée a un volume d’élution de 13,5 ml. D’apres la calibration de la colonne, cela
correspond a une protéine d’une masse de 10,5 kDa. Cette valeur indique un probable état mo-
nomérique de la protéine RenB puisqu’un monomere de protéine native équivaut a 9,9 kDa. Tl
est a noter que le pic est parfaitement symétrique et qu’aucune trace de forme oligomérique
n’est détectée. Il semble donc que la protéine RenB existe sous une seule forme in vitro ce qui

autorise a penser que cela correspond a son état in vivo.

8.5.2 Détermination de la structure secondaire de la protéine RcnB

Pour appréhender la structure secondaire de la protéine RcnB, un spectre de dichroisme
circulaire a été enregistré avec la protéine native. Cette manipulation a été effectuée en colla-
boration avec Roland Montserret de 'IBCP de Lyon. Le spectre présenté ici [Figure Al a
été obtenu en conditions non dénaturantes. Ce spectre présente un maximum autour de 195
nm et un minimum localisé vers 215 nm. Ces données sont caractéristiques des brins 3 ce qui
traduit la présence de telles structures dans la protéine. En revanche, aucun signal ne montre la
présence d’hélices o dans la protéine RenB. Le spectre a pu étre déconvolué [Figure [53 B.]. Ceci
a permis de déterminer le pourcentage des structures secondaires dans la protéine. Quelle que
soit la méthode de calcul utilisée, les brins 8 sont tres présents puisque presque la moitié de la
protéine est ainsi structurée. L’autre moitié de la protéine ne présente pas de structures parti-
culieres et les hélices o sont quasi-absentes. Ce spectre laisse également penser que la protéine
RenB purifiée est correctement repliée suite au processus de purification et a donc de bonnes

probabilités d’avoir conservé sa fonction biologique.
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Figure 53 — Dichroisme circulaire de la protéine RcnB

A. Spectre de dichroisme circulaire de la protéine RcnB. Le spectre est enregistré a température constante de
25°C dans une cuve droite de 1 mm. Le tampon utilisé est du tampon phosphate 10 mM pH 7 et la concentration
de la protéine est de 15 uM. Le spectre obtenu (vert) est lissé et la valeur du tampon est retranché. Le spectre
recalculé par la méthode CDSSTR est figuré bleu pour I'exemple et la différence entre les deux est symbolisée
en violet. B. La déconvolution des spectres est réalisée avec les quatre méthodes disponibles sur le serveur
dichroweb et permet d'obtenir les pourcentages des structures secondaires. La moyenne ainsi que |'écart-type
(quand celui-ci n'est pas nul) de deux échantillons de protéine de concentration 15 et 20 uM sont présentés.
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8. Caractérisation biochimique de la protéine RcnB

8.5.3 Stabilité de la protéine RcnB

Une autre caractéristique biochimique de la protéine RenB est sa grande stabilité en solution.
Afin de le montrer, des échantillons de protéines ont été concentrés jusqu’a des valeurs de 30
mg.ml'. Dans ces conditions, la protéine RcnB reste parfaitement soluble sans précipitation
observée. De plus, la protéine purifiée peut étre stockée pendant de longues périodes sans que
celle-ci ne s’agrege. Ainsi, des échantillons de différentes concentrations ont été placés a 4°C puis
centrifugés a intervalles réguliers et 'absorbance a 280 nm a été enregistrée. Sur un intervalle de
temps de quelques mois, aucune diminution significative de I’Asgg n’a été observée. Cela montre

que la protéine ne s’agrege pas et reste soluble.

8.6 Interactions de la protéine RcnB avec les ions métalliques

8.6.1 Mise en évidence des interactions par spectroscopie

L’hypotheése d’une interaction entre la protéine RenB et les ions métalliques Ni2t et Co?*
du périplasme permettrait de mieux appréhender la fonction de cette protéine. L’émission de
fluorescence de la protéine RenB en présence de ces ions a été étudiée. Cette manipulation a été
effectuée en collaboration avec Pascal Arnoux et David Pignol du laboratoire de bioénergétique
cellulaire du centre CEAE] de Cadarache. La séquence primaire de la forme mature de RcnB
contient deux résidus tryptophanes et ces résidus sont bien connus pour leur forte émission de
fluorescence & A ~ 320 nm lorsqu’ils sont excités par un faisceau lumineux de A = 280 nm. En
effet, les spectres d’émission enregistrés sur la protéine RenB purifiée montrent une forte émission
4 319 nm en réponse & excitation [Figure[54]. L’émission de fluorescence est fortement influencée
par 'environnement direct des résidus tryptophanes qui dépend du repliement de la protéine.
Le but de cette manipulation est de suivre les éventuels changements de conformation de la
protéine provoqués par la fixation des métaux en se basant sur la fluorescence des tryptophanes.
Des spectres ont été enregistrés pour la protéine RenB en présence d’exces d’ions Zn?*, Mg?*,
Ni2*, Co?**et Cd?* [Figure [54| A.]. Le spectre présenté dans cette figure illustre le cas de ’ajout
de nickel. Mais pour tous les cations divalents cités, les spectres obtenus sont comparables.
Aucun changement dans les spectres d’émission de fluorescence n’a été mis en évidence par
rapport a la condition sans métal. Cela indique que ceux-ci ne modifient pas significativement
Penvironnement des résidus tryptophanes. En revanche, les résultats obtenus avec les ions Cu?*
ont montré une extinction partielle de la fluorescence [Figure [54|B.]. Dans les conditions utilisées,
les ions Cu?* modifient donc ’environnement d’au moins un résidu tryptophane ce qui montre
une interaction entre la protéine RcnB et les ions Cu?*.

La spectroscopie UV-visible a été employée en complément de la précédente. En effet, dans
le cas d’une fixation de métal ne modifiant pas ’environnement direct d’au moins un résidu
tryptophane, aucun signal ne serait visible en spectrofluorescence. La protéine RcnB est incubée
en présence ou en absence d’ions métalliques et un spectre UV-visible est enregistré afin de
mettre en évidence de potentielles bandes d’absorption résultant d’interactions entre la protéine
et le métal. La protéine seule présente un pic d’absorption caractéristique a 280 nm. L’ajout de

quantités croissantes d’ions Ni?t ou Co?* n’a strictement aucun effet sur le spectre obtenu et

5. Commisariat a 'Energie Atomique
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Figure 54 — Spectres d’émission de fluorescence de la protéine RcnB

Le spectre est enregistré a température ambiante dans une cuve droite de 10 mm. Le tampon utilisé est du
tampon Bis Tris propane 100 mM pH 6 et la concentration de la protéine est de 5 uM. Les métaux Ni%*+ (A.)
et Cu?+ (B.) sont ajoutés a raison de 20 équivalents puis, aprés un temps d'équilibration de 5 minutes, le
spectre est réenregistré. L'intensité de fluorescence est donnée en unités arbitraires.
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Figure 55 — Spectres d’absorption de la lumiere UV-visible de la protéine RcnB

Le spectre est enregistré a température ambiante dans une cuve droite de 10 mm. Le tampon utilisé est du
tampon Tris-HCI 50 mM pH 7 et la concentration de la protéine est de 300 uM. Les ions Cu?* sont ajoutés en
concentration croissante jusqu'a 20 équivalents. Apres chaque ajout, un temps d'équilibration de cinq minutes
est compté et le spectre est réenregistré. Les résultats sont présentés sous forme de spectres de différence,
le spectre correspondant a la condition sans métal étant retranché systématiquement de celui enregistré en

présence de métal.
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8. Caractérisation biochimique de la protéine RcnB

ce jusqu’a des quantités de 20 équivalentslﬂ En revanche, I'ajout de concentrations croissantes
d’ions Cu?* produit un signal [Figure . Ainsi, deux bandes d’absorption sont visibles, une
relativement intense autour de 300 nm (¢ ~ 103 M-t.cm-1) et une moins intense entre 550 et
700 nm (e ~ 10% M-t.cm-1). Ces bandes sont caractéristiques des liaisons Cu-S et, en absence
de cystéines, indiquent qu’au moins un résidu méthionine est impliqué dans la liaison au cuivre.

De maniere contre-intuitive, la protéine RenB semble donc fixer le cuivre mais pas le nickel
ou le cobalt. Pourtant, cette protéine est impliquée dans I’homéostasie des ions Ni?*T et Co?*t
chez E. coli. Les interactions de RenB avec ces ions métalliques ont donc été recherchées a ’aide

d’autres méthodes.

8.6.2 Interactions avec les ions Ni%*+

La méthode de spectroscopie UV-visible peut rester silencieuse alors méme qu’une interaction
se produit entre les ions métalliques et la protéine notamment dans le cas ou une cystéine n’est
pas impliquée dans la fixation du métal. Etant donné que RcnB ne possede pas de tels résidus,
des méthodes plus directes ont été employées en utilisant des ions %3Ni2+ radioactifs. Des ions
60Co?* radioactifs sont également disponibles sur le marché mais sont dangereux & manipuler
du fait de leur rayonnement . Pour des raisons de sécurité, le personnel du laboratoire n’est

pas autorisé a en manipuler et aucune expérience n’a donc été réalisée avec ces ions.

Dialyse a I'équilibre

Des expériences de dialyse a ’équilibre sur la protéine RcnB pure ont été effectuées. Le principe
de cette manipulation est de placer la protéine dans un compartiment et du nickel radioactif
dans un autre, les deux étant séparés par une membrane de dialyse permettant uniquement le
passage des ions %3Ni. De cette maniere, si les ions %Ni possedent de 1’affinité pour la protéine,
ils vont rester liés a celle-ci. A ’état d’équilibre, la concentration en ions Ni%* libres sera égale
des deux cotés de la membrane. Mais il y aura un déséquilibre de nickel total & cause du nickel
lié & la protéine. Ceci entrainera donc un déséquilibre de radioactivité plus ou moins important
en fonction de Daffinité de la protéine pour ces ions. Or, les résultats obtenus ici [Figure [56] A.]
ne montrent aucune différence significative entre les deux compartiments et la quantité de nickel

liée a la protéine est donc négligeable quelle que soit la quantité de départ.

Dot Blot

Pour consolider ce résultat, une expérience de Dot Blot a été réalisée. Dans ce cas, la protéine
RcnB pure est incubée avec des quantités croissantes de ®3Ni puis filtrée sur membrane. En cas
d’interaction, les ions 83Ni liés & la protéine RenB seront retenus sur la membrane. La quantifi-
cation de la radioactivité présente sur celle-ci permet alors d’estimer ’affinité du complexe. Les
résultats présentés ici [Figure |56| B.] montrent que la quantité de %3Ni retenue par la protéine
RenB est nulle. Pourtant, la protéine RenB est bien présente sur la membrane [Figure C..
Cela traduit le fait que le K4 de I'interaction est tres largement supérieur a la plus forte concen-
tration d’ions Ni%* testés ici (ici 100 uM) et n’a donc aucune signification biologique. La protéine
NikR, déja décrite comme liant les ions Ni?* avec un K4 de lordre de 107 M [290] est utilisée

ici comme témoin positif.

6. données non présentées
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Figure 56 — Test d’interaction entre la protéine RcnB et les ions 63Ni

A. Dialyse a I'équilibre. La protéine RcnB pure est diluée a une concentration de 12 M dans du tampon Tris
HCl 50 mM pH 7 dans une cellule. Puis des concentrations croissantes de %Ni sont ajoutées dans un autre
compartiment et la radioactivité est mesurée dans chacune des deux cellules apres 48 h d'échange. Les résultats
sont donnés en quantité totale de ®Ni en fonction de la quantité de ®Ni libre. B. Dot Blot. Les protéines
RcnB et NikR pures sont diluées respectivement a une concentration de 1 M et 0,5 uM dans du tampon Tris
HCI 50 mM pH 7. Puis des concentrations croissantes de ®Ni sont ajoutées et aprés équilibration, la protéine
est filtrée sur membrane PVDF. Celle-ci est ensuite séchée puis la radioactivité retenue est quantifiée. Les
résultats sont exprimés en quantité de %Ni liée en fonction de la quantité totale de ®Ni (exprimée par rapport
a celle des protéines). C. Contrdle du dot blot. Des quantités croissantes de protéine RcnB pure sont déposées
sur membrane PVDF puis révélées par les anticorps anti-RcnB. La protéine BSA est utilisée comme témoin
négatif.
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8. Caractérisation biochimique de la protéine RcnB

Dans les conditions utilisées, la protéine RcnB ne semble donc posséder aucune affinité

significative pour les ions %3Ni. Ces données sont en accord avec les données spectroscopiques.

8.6.3 Interactions avec le cuivre

Spectrométrie de masse
Pour caractériser l'interaction RecnB-Cu révélée par la spectroscopie, une expérience de spec-
trométrie de masse a été réalisée en collaboration avec David Lemaire du laboratoire des inter-
actions protéine-métal du centre CEA de Cadarache. Un spectre a été enregistré sur la protéine
purifiée en absence [Figure |57| A.] ou en présence d’ions Cu?* [Figure 57 B.]. Dans les deux cas,
un pic majoritaire se distingue tres nettement. La masse associée a ce pic est de 9826 Da en
absence de cuivre alors qu’il est de 9889 Da en présence de métal [Figure |57| C.]. Il y a donc
une différence de 63 Da entre les deux pics ce qui correspond exactement & la masse d’un atome
de cuivre. Cette expérience permet donc d’affirmer que la protéine RcnB fixe le cuivre a raison
d’un atome par monomere. Les résultats présentés ici ont été obtenus en conditions natives pour
ne pas provoquer la dissociation du complexe RenB-Cu. En conditions dénaturantesﬂ aucun
complexe n’est visibleff]

Une autre information importante de cette expérience est la masse exacte associée au pic
en absence de métal. Celle-ci est en effet de 9826 Da et differe donc de 72 Da par rapport a
celle de 9898 Da déterminée grace au séquencage d’Edman [voir . Or cette masse de 9826
Da pourrait correspondre exactement a la protéine RcnB mature délétée du résidu alanine en
position N-terminale. Mais il est également possible qu’il s’agisse d’une autre modification. Sur
le spectre de masse, la forme a 9898 Da est totalement absente. Ces observations ne remettent
toutefois pas en cause la fixation du cuivre par la protéine RenB mais indiquent que celle-ci aurait
subi une modification qui pourrait correspondre a une légere dégradation au cours du temps. Il
est également possible que cette modification ait un réel sens biologique. Pour répondre a cette

question, cette manipulation devra étre refaite.

Chromatographie par gel-filtration

Afin de savoir si la fixation du cuivre modifie I’état d’oligomérisation de la protéine RenB, une
chromatographie par gel-filtration a été réalisée. La protéine pure est incubée en absence ou en
présence d’ions Cu?* puis le dépot sur la colonne et I’élution sont effectués. Dans les deux cas,
le volume d’élution est strictement identique et le pic d’élution est parfaitement Gaussienﬂ Le

cuivre ne provoque donc aucun changement de la structure quaternaire de la protéine RenB.

Spectrofluorescence

Les propriétés de métallation de RcnB par le cuivre ont été précisées par spectrofluorescence.
Ainsi, des quantités croissantes d’ions Cu?* ont été ajoutées a la protéine RenB. Les résultats
sont présentés dans la Figure [58] A. La quantité croissante d’ions Cu?* provoque une extinction
progressive de la fluorescence jusqu’a saturation du signal. La méme expérience a été réalisée
avec cette fois-ci les ions Cut car il est admis que, chez E. coli, le cuivre existe en équilibre entre

ces deux formes ioniques. Les ions Cu™ sont extrémement sensibles a 'oxydation et requierent

7. en présence d’acide formique
8. données non présentées
9. données non présentées
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Figure 57 — Spectres de masse de la protéine RcnB

Les spectres de la protéine RcnB pure sans (A.) ou avec 10 équivalent d'ions CuSO, (B.) ont été réalisés
en conditions natives pour une protéine diluée a une concentration finale de 5 M dans une solution d’ions
NHZr 20 mM. (C.) Les spectres obtenus sont superposés pour comparer les tailles des espéces. Le spectre sans
cuivre est en rouge tandis que le spectre avec cuivre est en noir.
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des conditions anaérobies strictes pour étre utilisés. Ils sont générés en solution par une espece
donneuse, [Cu(CH;CN),|PFy. La méme manipulation de titration que pour les ions Cu?* a été
effectuée avec ces ions Cu't [Figure [58] B.]. Les résultats obtenus sont comparables. Il y a bien
une extinction progressive de la fluorescence lors de ’ajout de quantités croissantes d’ions Cu™.
Toutefois, une différence est observée au niveau de 'intensité du signal. En effet, ’extinction de
fluorescence est beaucoup plus prononcée pour les ions Cu™ que pour les ions Cu?* indiquant
que les premiers modifient 'environnement du ou des résidus tryptophanes de maniére plus
importante que les seconds. Les deux types d’ions Cut et Cu?* peuvent donc se lier & la protéine
RenB mais leur géométrie de coordination est probablement différente. En ce qui concerne la
saturation du signal, la figure C. montre les données obtenues pour les ions Cut et Cu?t.
Mise a part la différence d’intensité, les deux profils de saturation sont tout a fait comparables
avec des valeurs de demi—saturationm identiques. Ces valeurs permettent d’estimer le K, du
complexe autour de 5.10° M. La représentation de Scatchard des données obtenues pour les
ions Cu?* présentée sur la figure D. permet d’avoir une meilleure idée du K. La courbe
otenue est curvilinéaire et constituée de deux composantes correspondant a deux sites de haute
et faible affinité. Les K4 respectifs sont de ~ 10 et 10* M . En considérant que le site de
faible affinité correspond a de la fixation aspécifique, cette manipulation permet donc d’estimer
le K4 du complexe RenB-Cu?t & 10 M. Pour les ions Cut, la représentation de Scatchard
livre des résultats strictement identiques. Cela reflete une affinité relativement faible, d’un ordre
de grandeur comparable a celle de CusF, autre protéine périplasmique d’FE. coli fixant les ions

cuivreux [225].

8.7 Essais de cristallisation

La production en grande quantité ainsi que la purification de RcnB ont permis d’initier la
cristallisation de cette protéine dans le but d’obtenir des données structurales. Cette manipu-
lation a été effectuée en collaboration avec Pascal Arnoux et David Pignol du laboratoire de
bioénergétique cellulaire du centre CEAE de Cadarache. Les premiers cribles ont été effectués
grace a des kits commerciaux tres généralistes pour permettre un balayage du plus grand nombre
de conditions possibles. Dans la grande majorité des cas, la protéine reste bien soluble [Figure
A.] dans le tampon confirmant ainsi les observations concernant sa grande stabilité. De fagon
intéressante, les quelques conditions dans lesquelles la protéine précipite [Figure B.] ont la
particularité de contenir assez fréquemment des cations métalliques. Suite a la mise en évidence
de l'interaction RenB-Cu postérieure a ce premier crible, une autre série a été effectuée avec la
protéine purifiée en présence de cuivre. Dans ces conditions, la protéine est moins soluble et des
précipités sont observés dans presque la moitié des cas. Toutefois, aucune perspective intéressante
ne se dégage de ce second crible puisqu’aucune forme de cristaux n’a pu étre obtenue. Un autre
crible a alors été effectué et, pour une condition particuliéreEL des microaiguilles ont été ob-
servées [Figure |59 C.]. Bien que ne constituant pas des cristaux exploitables pour la diffraction
des rayons X, ces aiguilles apportent une piste sérieuse pour poursuivre la détermination des
conditions de cristallisation de la protéine RenB. Cependant, des cribles supplémentaires dans

des conditions tres proches de celles des microaiguilles se sont, pour I’heure, malheureusement

10. approximation du K4
11. Commisariat a ’Energie Atomique
12. 2-méthyl-1,3-pentanediol 40 %
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Figure 58 — Spectres d’émission de fluorescence de la protéine RcnB en présence
de cuivre

Le spectre est enregistré a température ambiante dans une cuve droite de 10 mm. Le tampon utilisé est
du tampon Bis Tris propane 100 mM pH 6 et la concentration de la protéine est de 5 uM. Les ions Cu?*
(A.) ou Cut (B.) sont ajoutés en concentration croissante de 1 a 130 équivalents de la concentration de la
protéine puis, aprés un temps d'équilibration de 5 minutes, un spectre est réenregistré. Pour les ions Cu™, la
manipulation est effectuée en conditions anaérobies grace au donneur d'ions Cu* [Cu(CH;CN),]PFg. C. Les
variations de la fluorescence a A = 319 nm sont représentées en fonction de la quantité de cuivre ajoutée
donnée en rapport de concentration avec la protéine RcnB (symboles pleins = Cu?* et symboles vides = Cu*).
D. Représentation de Scatchard des données obtenues pour les ions Cu?*.

Figure 59 — Crible des conditions de cristallisation de la protéine RcnB

A. Goutte claire qui traduit une condition ou la protéine reste soluble. B. Précipitation de la protéine. C.
Microaiguilles cristallines. D. Structures cristallines salines.
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révélés infructueux. D’autres structures cristallines ont été obtenues dans d’autres conditions
[Figure 59| D.] mais sont imputables aux sels présents dans les tampons et non pas a la protéine
RenB.
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Figure 60 — Influence de la mutation de renB sur la résistance des bactéries aux

ions cuivre

A. Méthode des gouttes. Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies
a 37°C jusqu'en phase stationnaire de croissance. Puis un aliquot de culture est dilué en cascades de 10! en
101, 5 ul des dilutions contenant de 102 (gauche) a 107 (droite) bactéries sont déposés sur milieu minimum
M63 + 0,4 % glucose (G) supplémenté ou non par des ions Cu?*. Les boites sont ensuite incubées a 37°C en
conditions aérobies (haut) ou anaérobies (bas) pendant 24 a 48 h. Une expérience significative est présentée.
B. Résistance en milieu liquide. Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu M63 + 0.4 % glucose
avec des concentrations croissantes en cuivre en conditions aérobies a 37°C pendant 16 h. La D.Ogggnm est
ensuite mesurée sur un aliquot. Les résultats sont exprimés par rapport a la condition sans métal. La moyenne

ainsi que |'écart-type de 2 manipulations distinctes sont représentées.
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Chapitre 9

Implication de RcnB dans I'homéostasie du

cuivre

9.1 Le gene rcnB est indirectement impliqué dans le phénomene
de résistance aux ions cuivre

La protéine RenB fixe le cuivre ce qui suggere que le géne correspondant puisse étre impliqué
dans le métabolisme de ce métal. Pour vérifier cette hypothese, le mutant ayant subi ’échange
d’une cassette de résistance au chloramphénicol avec le géne renB a été utilisé. Le profil de
résistance aux ions Cu?t de ce mutant par rapport & une souche sauvage a été déterminé ainsi
que l'effet de la complémentation de ce mutant par un plasmide multi-copies portant le gene
renB. Sur milieu minimum gélosé, la souche sauvage est sensible aux ions Cu?* (15 pM) puisque
des colonies sont observées seulement pour la plus faible dilution (107 bactéries déposées) [Figure
A.]. Le profil de résistance observé pour le mutant renB est strictement comparable & cette
souche sauvage. En revanche, I’apport du gene recnB porté sur le plasmide a ce mutant permet
d’augmenter sensiblement la résistance au cuivre puisque des colonies sont également observées
a des niveaux élevés de cuivre (50 uM) pour les faibles dilutions (10° & 107 bactéries déposées).
Cet effet est bien spécifique du gene renB puisque l'apport du plasmide vide n’a pas d’effet.
En conditions anaérobies, les profils sont comparables méme si les niveaux de résistance au
cuivre de toutes les souches sont diminués. Ainsi, seule la souche complémentée par renB peut
se développer en présence de 10 uM de métal. Cette toxicité du cuivre accrue en anaérobiose
a déja été rapportée et s’explique par ’état d’oxydation du métal, les ions cuivreux Cu* plus
toxiques étant prépondérants dans ces conditions.

Des résultats en tous points semblables sont obtenus en modifiant 1égerement les conditions
expérimentales en utilisant la technique des halos d’inhibitionm Le diametre du halo est plus
faible pour la souche surexprimant la protéine RcnB ce qui traduit une meilleure résistance au
cuivre de cette souche par rapport aux autres testées. Bien qu’étant moins discriminante, cette
technique permet de valider les observations précédentes.

Enfin, des cultures en milieu liquide avec des concentrations croissantes de cuivre des souches
mutées sur les génes renR, renA ou renB n’ont pas montré de différence significative de résistance

au cuivre entre ces souches [Figure |60 B.].

1. données non présentées
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Tableau 10 — Détermination par ICP-OES de I’accumulation du cuivre par les

bactéries

ArcnB
souches | W3110 (wt) ArcnB pUCrcnB
Cu 75,2 67,3 144
(ppm) (+/-3) (+/-0,2) (+/-2,5)

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB supplémenté par 500 M d'ions Cu?* en conditions aérobies
a 37°C et les bactéries sont récoltées a D.Ogoonm = 0,6. Les résultats sont exprimés en ppm (ug métal.g?
PSB). La moyenne ainsi que I'écart-type de 2 cultures indépendantes sont présentés.

Tableau 11 — Effet de la complémentation par rcnB sur les différents mutants
des systémes de résistance au cuivre

AcopA AcusCFBA AcueO
souches
- { pUCrcnB - { pUCrcnB - /| puCrcnB
< halo 14,5 13 8 9 19 10
(mm) (+/-1,5) (+/-2) (+/-1) (+/-1) (+/-2,5) (+/-1)

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C et les bactéries sont récoltées
a D.Ogoonm =~ 0,6. Les cellules sont étalées sur boite de milieu gélosé. Des disques imprégnés d'une solution
d'ions Cu?* (10 ul a 5 uM) sont déposés sur la boite et le diamétre du halo d'inhibition est mesuré aprés 24 h
en conditions aérobies a 37°C. La moyenne ainsi que I'écart-type de 2 cultures indépendantes sont présentés.
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9.2 Effet de rcnB sur la quantité totale de cuivre dans les cellules

Un dosage de la quantité totale de cuivre a été réalisé dans les cellules bactériennes par
une analyse ICP-OES. La détermination du contenu en cuivre des souches sauvage, ArcnB et
ArenB complémentée par renB a été effectuée [Tableau . Comme dans les cas du nickel et
du cobalt, les cellules ont été cultivées dans du milieu supplémenté en cuivre car les niveaux de
métaux dans le milieu de base sont trop faibles. Dans ces conditions, le mutant renB accumule
une quantité de cuivre légérement inférieure mais comparable a la souche sauvage. En revanche,
la complémentation par le plasmide portant rcnB, et donc la surproduction de la protéine RenB,
double la quantité de cuivre accumulée par les cellules. La résistance au cuivre accrue dans cette
souche ne peut donc pas s’expliquer par un mécanisme d’eflux mais résulte probablement du
stockage du cuivre par la protéine RenB, celle-ci étant capable de fixer un atome de cuivre par
monomere [voir Chapitre [g].

Cette expérience montre qu'une souche délétée du gene recnB n’est pas directement affectée
dans sa résistance au cuivre car le niveau de cuivre intracellulaire n’est pas grandement modifié.
Toutefois, la surexpression de la protéine RenB provoquée par 'apport du plasmide pUCrenB
améliore sensiblement la résistance a ce métal. Le géne rcnB a donc une implication dans
I’homéostasie du cuivre. Mais il est possible que la présence d’autres systémes de maintien
de 'homéostasie de cet élément masque la fonction de RenB. Pour cette raison, les interactions

entre le gene renB et ces différents systémes ont été étudiées.

0.3 Relations entre le gene rcnB et les autres systemes impliqués
dans I'homéostasie du cuivre chez E. coli

Pour rappel, trois systémes chromosomiques de résistance au cuivre, CopA, CusCFBA et
CueO [voir et ont été décrits a ce jour chez FE. coli. CopA est une pompe d’efflux de
la membrane interne permettant d’exclure les ions Cut du cytoplasme. Le systeme CusCFBA
est un systeme RND capable de détoxiquer majoritairement le périplasme et il est surtout actif
en conditions anaérobies. Quant a CueQO, elle peut oxyder les ions cuivreux du périplasme en
ions cuivriques moins toxiques et n’est active qu’en présence de dioxygene.

Le géne renB ne semble pas directement impliqué dans la résistance au cuivre mais la
surproduction de la protéine RcnB est capable d’augmenter la résistance a ce métal d’une souche
sauvage d’E. coli [Figure . Cela plaide pour une action indirecte de la protéine. Ainsi, la
complémentation par rcnB des mutants des trois systéemes CopA, CusCFBA et CueO a été
réaliséeﬂ Un test préliminaire a tout d’abord été effectué et les résultats sont présentés [Tableau
. Ces données ont été obtenues en conditions aérobies. Le diametre du halo d’inhibition n’est
pas significativement modifié par la complémentation par renB que ce soit pour le mutant copA
ou le mutant cusCFBA. En revanche, le mutant cueO voit sa résistance grandement augmenter

lorsque le gene renB est apporté.

2. ces mutants n’ont pas été construits au laboratoire mais proviennent d’un autre groupe [316]

139



9. Implication de RenB dans I’homéostasie du cuivre

W3110 (wt)

AcopA pUCrcnB

G G+Cub G+ Cu1b

Figure 61 — Lien entre rcnB et copA pour le phénomene de résistance au cuivre.

Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C jusqu'en phase
stationnaire de croissance. Puis un aliquot de culture est dilué en cascades de 10! en 101. 5 ul des dilutions
contenant de 102 (gauche) a 107 (droite) bactéries sont déposés sur milieu minimum M63 + 0,4 % glucose
(G), supplémenté par 5 ou 15 uM d'ions Cu?*. Les boites sont ensuite incubées & 37°C en conditions aérobies
pendant 24 a 48 h. Une expérience significative est présentée.

102 —1 10°

GL GL + Cu 100 GL + Cu 300 GL + Cu 1000

Figure 62 — Lien entre rcnB et cusCFBA pour le phénomene de résistance au
cuivre.

Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C jusqu'en phase
stationnaire de croissance. Puis un aliquot de culture est dilué en cascades de 10! en 10L. 5 ul des dilutions
contenant de 102 (gauche) a 10° (droite) bactéries sont déposés sur milieu riche LB (GL), supplémenté par
100, 300 ou 1000 M d’ions Cu?*. Les boites sont ensuite incubées a 37°C en conditions anaérobies pendant
48 a 72 h. Une expérience significative est présentée.
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9.3.1 Influence de RcnB sur une souche mutante délétée de copA

Les résultats précédents [Tableau ont été vérifiés par la méthode des gouttes sur les
souches sauvage, AcopA et AcopA complémentée par rcnB [Figure. Le mutant copA est plus
sensible que la souche sauvage puisque l'effet toxique du cuivre est visible pour une concentra-
tion aussi faible que 5 uM. Cette forte toxicité du cuivre montre bien le caractere essentiel de
CopA. Le cuivre libre est supposé absent du cytoplasme en conditions physiologiques et donc, en
absence de la pompe d’efflux cytoplasmique CopA, un exces de cuivre est trés toxique pour les
cellules. L’apport du géne renB ne modifie pas ce phénotype et n’améliore pas la résistance des
bactéries. Les phénotypes présentés ici ont été obtenus en conditions aérobies mais, en condi-
tions anaérobies, ils sont tout a fait comparables avec le gene renB incapable d’augmenter la
résistance du mutant copA[}] Les résultats sont donc en accord avec le tableau

Le plasmide portant renB augmente la résistance d’une souche sauvage [Figure mais
n’a pas d’effet sur un mutant copA. RenB ne peut pas pallier I’absence de CopA. Ces résultats
laissent penser que RcnB, de par sa localisation périplasmique, influence le niveau de cuivre

présent dans le périplasme mais n’a aucun effet sur les ions Cu™ du cytoplasme.

9.3.2 Influence de RcnB sur une souche mutante délétée de cusCFBA

Pour confimer cette observation, I’étude de la surproduction de RcnB chez le mutant délété
du systeme CusCFBA impliqué dans la détoxication du périplasme a été réalisée. La méthode
des gouttes a été employée pour étudier la résistance au cuivre des souches sauvage, AcusCFBA
et AcusCFBA complémentée par renB. Les résultats présentés ici [Figure ont été obte-
nus en conditions anaérobies car en aérobiose, aucune différence n’est observée entre la souche
sauvage et le mutant AcusCFBA [Tableau [11] et données non présentées|. A la différence des
expériences précédentes réalisées en milieu minimum, du milieu riche a ici été employé. En ef-
fet, en anaérobiose, le cuivre est extrémement toxique car les ions Cu™ sont plus stables. Les
quantités de métal ajoutées dans le milieu minimum doivent donc étre extrémement faibles et
les différences entre les souches sont peu marquées. Le milieu LB permet d’obtenir des résultats
plus clairs. Ainsi, le mutant cusCFBA est plus sensible au cuivre que la souche sauvage et 'ef-
fet toxique du métal est clairement visible & 300 uM. La complémentation par renB augmente
considérablement la sensibilité du mutant puisque la croissance est completement inhibée pour
une concentration de 100 M. La croissance des bactéries semble d’ailleurs perturbée par rapport
aux autres souches méme en absence de métal. La surexpression de rcnB est donc plus toxique
chez un mutant cusCFBA que chez la souche sauvage.

Les résultats obtenus pour les mutants AcopA et AcusCFBA permettent de mieux appréhen-
der la hausse de la quantité totale de cuivre observée pour les bactéries complémentées par rcnB
[Tableau . D’apres les données issues de ’étude du mutant copA, il semble que RenB ne
modifie pas le pool cytoplasmique de cuivre. En revanche, les résultats concernant le mutant
cusCFBA indiquent qu’en cas d’absence de ce systeme d’efflux périplasmique, la surproduction
de RenB accentue la sensibilité au cuivre. L’hypothese la plus probable est que RenB contribue a
augmenter le niveau de cuivre présent dans le périplasme. Ces données in vivo viennent confirmer

les observations in vitro concernant la fixation du cuivre par RenB.

3. données non présentées
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102 —— 10°

G G+Cu10 G + Cu 25 + BCS 1000 G+Ag1

Figure 63 — Lien entre rcnB et cueO pour le phénomene de résistance au cuivre.

Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C jusqu'en phase
stationnaire de croissance. Puis un aliquot de culture est dilué en cascades de 10 en 10%. 5 ul des dilutions
contenant de 10? (gauche) a 10° (droite) bactéries sont déposés sur milieu minimum M63 + 0,4 % glucose (G),
supplémenté par 10 ou 25 uM d’ions Cu?* ou 1 M des ions Ag*t. Le BCS est un agent chélatant spécifique
des ions Cu™ et son addition en large excés permet de séquestrer la totalité de ces ions. Les boites sont ensuite
incubées a 37°C en conditions aérobies pendant 24 a 48 h. Une expérience significative est présentée.
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Figure 64 — Effet de RcnB sur Pactivité oxydase de différentes souches.

Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu LB supplémenté ou non par des métaux en conditions
aérobies a 37°C jusqu'en phase stationnaire de croissance. Puis, I'extraction des protéines périplasmiques est
réalisée. L'oxydation du substrat synthétique 3,3-diméthoxybenzidine est quantifiée par dosage colorimétrique
et les résultats sont exprimés en pmol de substrat oxydé. mg? de PSB.min!. La moyenne ainsi que |'écart-type
de 3 cultures indépendantes sont présentés.
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9.4 Relation entre RcnB et I'activité oxydase des bactéries

9.4.1 Influence de RcnB sur une souche mutante délétée de cueO

Le test préliminaire présenté dans le Tableau 11| montrait clairement une résistance accrue
au cuivre chez un mutant cueO complémenté par renB. Comme pour les deux autres systémes,
la méthode en gouttes a été employée pour les souches sauvage, AcueO et AcueO complémentée
par renB et les résultats sont présentés [Figure . CueO est une oxydase et n’est active qu’en
présence d’oxygene, les expériences ont donc été effectuées en aérobiose. Pour une concentration
de 10 uM de cuivre, la croissance du mutant cueO est completement inhibée. En revanche, la
complémentation par rcnB permet de restaurer le phénotype sauvage. L’ajout dans le milieu
d’un exces de BCSE], agent chélatant spécifique des ions Cu*t permet de supprimer 'effet toxique
du cuivre pour le mutant cueQ. Cela montre bien que ce sont ces ions Cut qui générent la
toxicité. Le géne cueO étant également induit par 'argent, un test a été réalisé avec ce métal.
La souche mutante est légerement affectée par ce métal et la complémentation par RecnB ne
modifie pas le phénotype indiquant une certaine spécificité de RenB a I'égard du cuivre. RenB
peut donc tout a fait compenser ’absence de CueO en ce qui concerne la résistance au cuivre.

Cela suggere que les fonctions de RenB et CueO pourraient étre reliées.

9.4.2 Le gene rcnB permet de restaurer I'activité oxydase d'un mutant cueO

Il a été montré que CueO possédait une activité oxydase étant capable d’oxyder les ions
Cut en ions Cu?t. Cette réaction est principalement responsable de la résistance au cuivre
[voir . Pour tester 'hypothese d’une complémentation fonctionnelle de CueO par RenB,
I’activité oxydase a été dosée chez les souches sauvage, AcueO et AcueO complémentée par
renB ainsi que pour les souches ArenB et ArenB complémentée par renB [Figure . Ces
dosages ont été effectués sur des extraits périplasmiques de souches cultivées dans différentes
conditions, en ajoutant du nickel ou du cuivre dans le milieu pour induire respectivement rcnB et
cueO. L’activité oxydase est ensuite mesurée par le suivi de 'oxydation du substrat synthétique
3,3-diméthoxybenzidine. En milieu LB ou milieu LB supplémenté en nickel, aucune activité
oxydase significative n’est détectée pour aucune des souches. Dans ces conditions, ’expression
du gene cueO n’est pas induite. En revanche, la protéine RenB est produite en grande quantité
en présence de nickel. Cela suggere que la protéine RenB n’est pas directement responsable de
I’activité oxydase. Lorsque du cuivre est ajouté au milieu, ’activité oxydase de la souche sauvage
est bien visible. Aucune altération de cette activité n’est observée chez le mutant renB confirmant
ainsi le fait que RcenB n’est pas directement responsable de 'activité oxydase. Toutefois, cette
activité est légerement stimulée pour cette méme souche délétée de renB complémentée par
renB et qui surproduit donc la protéine RenB. Chez le mutant cueO, activité oxydase est tres
réduite comme attendu. La complémentation par renB permet de restaurer cette activité a un
niveau comparable ou tres légerement supérieur a la souche sauvage. La surproduction de RenB

peut donc restaurer 'activité oxydase en absence de CueO.

4. Bathocuproine DiSulfonate
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activite oxydase relative
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BSA RenB Cu Cu + dithionite Cu + RcnB Cu + BSA

Figure 65 — Activité oxydase de la protéine RcnB purifiée.

Le dosage de l'activité oxydase est effectué en mesurant I'oxydation du substrat synthétique 3,3-
diméthoxybenzidine a I'aide d'un dosage spectrophotométrique a 540 nm. Des quantités égales de protéine ou
de cuivre (CuSOy) sont utilisées pour chaque réaction (100 M) et un mélange équimolaire (100 + 100 uM)
dans le cas de Cu + RecnB et Cu 4+ BSA. Le dithionite de sodium (Na,S,0,), agent réducteur, est utilisé en
large exces (5 mM). Les résultats sont exprimés en activité relative par rapport a celle du cuivre seul prise
pour référence. La moyenne ainsi que |'écart-type de quatre expériences indépendantes sont présentés.

Tableau 12 — Détermination par ICP-OES de ’accumulation du cobalt, cuivre
et nickel par les bactéries

s Cu Ni Ni+Cu Co  Co+Cu
Métal dosé
Co
n.d n.d n.d n.d 33 63

(ppm) ' (+/-1)  (+/-10)

Cu 31 41 25
n.d

epm) | ™ (1/20) (+/-21) " (4418

Ni
! n.d n.d 33 140 n.d n.d

(ppm) ' (+/-11) (+/-57)

Les cultures de la souche sauvage W3110 sont effectuées dans du milieu LB supplémenté par différentes quan-
tités de métaux en conditions aérobies a 37°C et les bactéries sont récoltées a D.Oggonm =~ 0,6. Concentrations
de métal utilisées : Co?* = 50 uM, Cu?*+ et Ni?* = 500 M. Les résultats sont exprimés en ppm (g métal.g?
PSB). n.d = non détecté. La moyenne ainsi que |'écart-type de 3 cultures indépendantes sont présentés.
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0.4.3 Activité oxydase spécifique de la protéine RcnB

Pour étudier 'activité oxydase de RenB, un dosage de I'activité enzymatique sur la protéine
pure a été effectué. Les résultats sont présentés sur la Figure La BSA est ici utilisée comme
témoin négatif. Cette protéine fixe le cuivre avec une forte afﬁnitéE] [317] mais ne possede au-
cune activité oxydase. Les ions Cu?* sont quant & eux utilisés comme témoin positif. En effet,
ceux-ci, grace a leur potentiel d’oxydo-réduction, sont capables d’oxyder le substrat. Lorsqu’un
exces d’agent réducteurﬁ est ajouté dans le milieu, le substrat n’est plus oxydé. A la différence
de la BSA, la protéine RenB purifiée possede une légere activité oxydase intrinseque toutefois
plus faible que celle des ions Cu?* seuls. Les deux protéines possedent en revanche une acti-
vité oxydase comparable lorsque du cuivre est ajouté. Dans ce cas, ce sont les ions Cu?* qui
oxydent le substrat. Ceci confirme le fait que les deux protéines fixent les ions Cu?* puisque les
ions métalliques non fixés sont éliminés avant le dosage. L’activité oxydase mesurée dans ces
conditions, protéines et ions Cu?t, est légerement supérieure a celle des ions Cu?t seuls. Une
explication possible est que la coordination du cuivre par les protéines modifie légérement le

potentiel d’oxydo-réduction du cuivre qui devient alors plus efficace pour oxyder le substrat.

Toutes ces données indiquent donc que la protéine RenB possede une activité oxydase qui
peut pallier ’absence de CueO. En cas de stress causé par le cuivre, RenB peut se substituer a

CueO et restaurer un phénotype de résistance identique & la souche sauvage.

95 Effets cumulés du nickel, du cobalt et du cuivre

Bien qu’étant une protéine manifestement impliquée dans ’homéostasie du cuivre, RenB
appartient au systéme Rcn de résistance au cobalt et au nickel. Cette protéine pourrait donc

constituer un point de convergence entre les homéostasies de ces différents métaux.

9.5.1 Effet du cuivre sur I'accumulation totale de nickel et de cobalt

L’effet du cuivre sur 'accumulation du nickel et du cobalt a été étudié par des analyses ICP-
OES. La détermination du contenu en nickel et cobalt d’une souche sauvage a ainsi été effectuée
en absence ou en présence de cuivre [Tableau . L’accumulation de nickel est multipliée par 4
en présence de cuivre par rapport a des conditions ou seul le nickel est ajouté dans le milieu.
Pour le cobalt, l'effet est également visible mais de plus faible amplitude puisque la quantité
de cobalt accumulée est doublée en présence de cuivre. La présence de cuivre influence donc
fortement les niveaux de nickel et de cobalt ce qui montre un lien entre les homéostasies de ces
différents métaux. A l'inverse, les niveaux de cuivre ne semblent pas significativement modifiés
en présence de nickel ou de cobalt.

Il est a noter pour cette série expériences que d’une part, les écarts-type sont relativement
importants et que d’autre part, les niveaux de nickel et de cobalt mesurés sur la souche sauvage
en présence des ions Ni** et Co?* seuls different de ceux précédemment obtenus [voir Tableau
@ﬂ. Ceci peut s’expliquer par le fait que les lots de milieu sont différents et peuvent contenir

initialement des quantités inégales de métaux ou d’agents chélatants. Ainsi, les valeurs relatives

5. Kg~ 10" M
6. le dithionite de sodium Na,S,0,
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Figure 66 — Effet croisé des ions nickel, cobalt et cuivre sur ’expression de la
fusion recnA-gfp

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB supplémenté par différentes quantités de métaux en conditions
aérobies a 37°C. Concentrations de métaux utilisées : Co*" = 50 uM, Cu?* et Ni?* = 500 uM. La fluorescence
est mesurée a Asi1g nm aprés excitation a A4o0 nm. La valeur de fluorescence est rapportée a la D.Ogggnm. La
fluorescence est mesurée apres 4 h de croissance. La moyenne ainsi que |'écart-type d'au moins 3 manipulations
distinctes sont représentés.

146



9. Implication de RenB dans I’homéostasie du cuivre

de métal entre les conditions sont plus significatives que les valeurs absolues.

9.5.2 Effet du cuivre sur la quantité cytoplasmique de nickel et de cobalt

Afin de mieux comprendre la hausse de I'accumulation des ions Ni?*T et Co?t en présence
de cuivre, des expériences portant sur l'induction de l'opéron rcnAB ont été réalisées. Cet
opéron est inductible par les ions Ni?** et Co?T de maniere dose-dépendante [voir Chapitre
@ et son expression reflete la quantité de métaux présents dans le cytoplasme. Le plasmide
portant la fusion transcriptionnelle renA-gfp a été employé pour transformer la souche sauvage
mais également la souche mutante privée du gene rcnB. La fluorescence des bactéries a ensuite
été mesurée en présence des ions Ni?t, Co?* ou Cu?t seuls ou d’'un mélange Ni?* + Cu?* ou
Co?* 4+ Cu?* [Figure [66]. Pour la souche sauvage, la fluorescence mesurée en présence de cuivre
seul n’est pas différente de celle observée en absence de métal et I'induction par le nickel et le
cobalt est bien visible. Pour le mélange Ni?t + Cu?T, la fluorescence augmente significativement
par rapport & la condition Ni%* seul ce qui suggere une accumulation plus importante de nickel
dans le cytoplasme dans ce cas. Cela confirme les résultats de I’analyse ICP. En revanche, pour
le mélange Co?t 4+ Cu?t, aucune augmentation n’est observée ce qui montre que la variation
observée en ICP, déja plus faible que pour le nickel, n’a pas de répercussion sur 'induction de
l'opéron renAB.

Comme précédemment observé, les niveaux de fluorescence sont plus faibles pour le mutant
renB que pour la souche sauvage quelles que soient les conditions. Toutefois, I’effet du cuivre sur
I’accumulation du nickel reste bien visible chez le mutant puisque la fusion est induite lorsque
les deux métaux sont ajoutés au milieu de culture.

La construction rcnA-gfp permet de quantifier la quantité d’ions Ni?*+ et Co?* présents dans
le cytoplasme contrairement aux dosages ICP-OES qui refletent la quantité totale de ces ions.
Or, RenB étant localisée dans le périplasme, son effet doit étre plus marqué sur les pools d’ions
métalliques de ce compartiment ou des membranes cytoplasmiques et externes. Pour vérifier
cela, 1l serait intéressant de doser les métaux par ICP-OES dans les mémes conditions chez un

mutant renB.

9.6 Conclusion

Le géne recnB semble impliqué dans la résistance au cuivre et la surpro-
duction de la protéine correspondante entraine une augmentation de la
teneur en cuivre des cellules. De plus, le géne rcnB peut interférer avec
les autres systemes de résistance au cuivre en complémentant notamment
un mutant cueO et en permettant & ce mutant de retrouver une activité
oxydase normale. Enfin, un lien entre les homéostasies du nickel et du

cuivre, et dans une moindre mesure du cobalt et du cuivre, a été mis en

évidence méme si cela semble indépendant du géne rcnB.
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Chapitre 10

Discussion et perspectives

10.1 Régulation transcriptionnelle du systeme RcnRAB

10.1.1 Spécificité de la réponse du systeme RcnRAB

Les résultats présentés dans le chapitre [6] montrent que des cations divalents autres que les
ions Ni?* et Co?*, les ions Cu?t et Zn?* peuvent influencer 'interaction in vitro entre RenR et
la région promotrice de rcnAB et donc la régulation du systeme. Cependant, c¢’est uniquement
lorsque ces cations sont en quantité importante qu’ils peuvent provoquer la dissociation du
complexe ADN /protéine. Or, les niveaux d’ions Cu?* et Zn?* libres sont supposés tres faibles
chez E. coli (< 101 M) [22] 246]. La question d’une réelle fonction biologique de ces résultats
peut se poser car il s’agit d’études in wvitro, dans lesquelles seuls les cations, la protéine RenR
et la sonde ADN sont mis en contact. Les interactions sont en quelque sorte un peu contraintes
et ces conditions sont tres éloignées de ce qui se passe dans les bactéries. En effet, dans le cas
de l'opéron renAB seuls les ions Ni?* et Co?* peuvent induire I’expression [voir . In vivo,
les protéines sont en contact avec de nombreux cations divalents tres proches du point de vue
de la taille. Pourtant, celles-ci sont capables de reconnaitre tres sélectivement tel ion et pas un
autre [10, B0]. A titre d’exemple, il y a environ 40 fois plus d’ions Fe?* que d’ions Ni** chez E.
coli [Tableau . Pourtant, les enzymes a Ni?*, tout comme le systeme Rcn, sont capables de
reconnaitre sélectivement les ions Ni?T et pas les ions Fe?t. Comme détaillés en introduction, ces
phénomenes de reconnaissance sont complexes et peuvent nécessiter des protéines auxiliaires.
De plus, la biodisponibilité des métaux et leur concentration locale sont tres contrélées dans
la cellule. Or, cet aspect n’est pas pris en compte dans les expériences in vitro. Une étude des
propriétés de fixation des cations métalliques Cu?* et Zn?* par la protéine RenR pourrait étre
réalisée pour approfondir cet aspect.

Un autre aspect intéressant concernant la régulation du systéeme Ren révélé par ce travail est
I'interférence entre les homéostasies du cuivre et du nickel. En effet, la présence de cuivre dans
le milieu augmente considérablement la quantité intracellulaire de nickel et dans une moindre
mesure de cobalt. L’hypothese la plus probable serait que les ions Cu?t entrent en compétition
avec les ions Ni?t et diminuent ainsi la prise en charge de ces derniers par la pompe d’efflux
RenA. Toutefois, ’absence de RenA ne modifie pas le profil de résistance au cuivre [233] ce qui
laisse penser que cette protéine n’est pas impliquée dans 'homéostasie du cuivre.

Une autre hypothese est possible pour expliquer la forte induction de 'opéron renAB par

le nickel en présence de cuivre. D’apres la série d’Irving & Williams, le cuivre a plus d’affinité
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pour les ligands biologiques que le nickel et il est possible que les ions Cu?* en exces chassent
les ions Ni%2+ de leurs sites de fixation. Ainsi, la biodisponibilité des ions Ni?* serait accrue ce
qui expliquerait la différence observée au niveau de 'induction de rcnAB.

D’autre part, une étude a révélé un lien possible entre le systeme Ren et I’homéostasie du
fer [310]. I1 a eté montré qu'une boite potentielle de reconnaissance du métallorégulateur Fur est
présente dans la région de régulation commune de renR et renA. Un effet du fer sur la régulation
des genes renR et renA a d’ailleurs été mis en évidence mais celui-ci semble indépendant des
métallorégulateurs Fur et RenR. Ces résultats seraient a approfondir. Dans le cadre du travail
présenté ici, des tests de résistance au fer ont été réalisés sur la souche délétée de renB mais
aucun phénotype n’a pu étre mis en évidence.

Pour conclure, bien que le systéme Ren soit spécifiquement régulé par les ions Ni2t et Co?*,
des relations complexes existent avec les métaux les plus proches dans le tableau périodique a
savoir le cuivre et le fer. Ces effets, s’ils ont un réel sens biologique, constituent un phénomene
intéressant dans I’homéostasie des ions métalliques. En effet, la vision simpliste voudrait que
chaque pool de métal dans la cellule soit indépendant et régulé par ses propres systemes de
régulation, d’import, de transit intracellulaire, d’efflux et de stockage. Mais la réalité biologique
est sans doute beaucoup plus complexe. En fonction de la biodisponibilité des différents éléments
qui varie avec les conditions environnementales, des interactions secondaires peuvent avoir de
I'importance et influencer le fonctionnement des systemes dédiés a I’homéostasie des métaux.
Dans ce contexte, le niveau d’un métal peut influencer les niveaux des autres, tout du moins les
plus proches d’un point de vue physico-chimique. Les pools des différents métaux seraient donc
plus & voir comme différents éléments interconnectés qui peuvent s’influencer mutuellement. Par
exemple, chez E. coli, il a été montré qu'un exces de cobalt avait pour effet de diminuer la trans-
cription des genes des transporteurs du nickel Nik et du fer Feo [235]. Il en résulterait alors une
baisse de la quantité de nickel et de fer dans les cellules méme si ce phénomeéne n’a pour 'heure
pas été montré. Cela illustre bien le concept d’interconnexion entre les ions métalliques les plus
proches dans le tableau périodique. L’effet synergique de deuXE] métaux de nature différente sur
les bactéries n’a pour ’heure quasiment jamais été étudié principalement en raison de la com-
plexité d’une telle approche mais constitue un axe intéressant pour ’avenir. En combinant des
études physiologiques sur la résistance des bactéries et la détermination des quantités cellulaires
totales de métaux par ICP-OES, il est possible de mettre a jour des connexions originales a
I'image de ce qui a été montré ici [Tableau |12] et Figure .

10.1.2 Régulation différentielle par le nickel et le cobalt

Le profil d’induction de 'opéron rcnAB en présence de concentrations croissantes des deux
types d’ions Ni** et Co?T montre trois différences importantes entre ces deux métaux [Figure
. Tout d’abord, en milieu riche, I'induction du systeme Rcn est bien visible a partir de 10
uM d’ions Co?*t alors qu’elle n’est pas observable pour les ions Ni?* lorsque leur concentration
est inférieure a 200 uM. En second lieu, le cobalt commence & affecter la croissance bactérienne
a une concentration de 100 uM alors que l'effet du nickel ne se fait ressentir qu’a partir de
500 pM. Enfin, une derniere remarque a propos de ces expériences concerne la saturation du
systeme Rcn. Ainsi, le cobalt est capable d’induire le systéme & son maximum pour une faible

concentration (25 uM) a partir de laquelle un plateau est observé. Mais entre 25 et 100 uM

1. ou plus!
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de cobalt, aucun effet sur la croissance bactérienne n’est visible. En revanche, le plateau n’est
jamais atteint en présence de nickel puisque 'effet toxique de ce métal devient trop important
pour des concentrations supérieures a 1 mM et la perte de viabilité engendrée ne permet pas
d’effectuer la mesure de 'activité de renA-uidA. Ces trois observations suggerent que le nickel
est moins toxique que le cobalt pour une méme quantité ajoutée dans le milieu de culture.

Une étude portant sur la fixation des ions Ni?* et Co?t par RenR a montré que Daffinité
était du méme ordre de grandeur pour les deux ions avec une limite supérieure de ’ordre de 10
M [311]. Toutefois, la coordination de ces deux ions métalliques n’est pas exactement la méme
[voir . Il se peut donc que la fixation du nickel et du cobalt puisse étre a 'origine d’un
changement de conformation de la protéine RcnR 1égerement différent pour ces deux métaux.
Dans ce cas, I'affinité de RenR pour PADN pourrait varier 1égerement in m’voﬂ ce qui expliquerait
les différences observées dans la régulation.

Une autre différence importante existe entre les homéostasies du nickel et du cobalt. Le nickel
possede un systeme dédié a son entrée dans la cellule, le systéme NikABCDE nécessaire pour
la synthése des hydrogénases. La quantité de nickel intracellulaire résulte donc des activités des
systemes Nik et Ren. Les connaissances actuelles ne permettent pas d’identifier un tel équilibre
dynamique entrée-sortie pour le cobalt puisqu’aucun transporteur spécifique connu a ce jour
ne permet l'entrée des ions Co?* libres dans la cellule. A la différence des ions Ni%*, les ions
Co?t libreslﬂ ne sont pas nécessaires pour E. coli. Seule la vitamine B12 est nécessaire pour un
certain nombre de réactions métaboliques et celle-ci possede son propre systeme de transport.
A la différence des ions Ni?*, les ions Co?* libres présentent donc un caractere essentiellement
toxique notamment par leur entrée en compétition avec les ions Fe?* [235].

De plus, des protéines chaperons ont été identifiées pour le nickel chez E. coli. C’est ainsi
le cas des protéines de 'opéron hyp et de SlyD. Il n’est de plus pas exclu que des protéines de
stockage de ce métal puissent exister & I'image des protéines Hpn de H. pylori par exemple [242).
Bien que quelques exemples de métallochaperons a cobalt soient connus comme la protéine AnhE
de Rhodococcus jostii [319], aucun exemple n’a été décrit chez E. coli. Cela pourrait également
expliquer la toxicité plus prononcée du cobalt.

La raison des différences observées entre le nickel et le cobalt pourrait cependant étre due
aux conditions expérimentales utilisées. Il est en effet connu que le milieu LB, milieu complexe
dont la composition n’est pas exactement établie, possede des éléments peptidiques qui chélatent
les ions métalliques. Il est donc possible que les ions Ni%t soient moins biodisponibles car plus
chélatés. Dans ce cas, les bactéries accumuleraient proportionnellement moins de Ni?*t que de
Co?* lors de I'ajout d’'une méme quantité totale dans le milieu. Les données issues des analyses
ICP [voir confirment cette idée puisque les bactéries accumulent une quantité comparable
de métal alors qu’'une quantité dix fois plus importante de nickel est ajoutée dans le milieu LB.

Des expériences ont alors été effectuées en milieu minimum dans lequel les ions métalliques
ajoutés sont beaucoup moins chélatés par les constituants du milieu. Dans ce cas, 'induction
de opéron renAB est, comme en milieu riche, plus forte en présence de cobalt que de nickel
et un plateau est visible uniquement pour les ions Co?*. Ces manipulations semblent donc bien
confirmer que la régulation du systeme Rcn par le nickel et le cobalt n’est pas la méme. Cela

est probablement imputable & une homéostasie différente des ions Ni?t et Co?t dans la cellule.

2. méme si in vitro, les ions Ni?t+ et Co?+ provoquent la dissociation du complexe ADN-protéine pour
une steechiométrie de 1 pour 1 [Figure [33]
3. dans le sens de non coordonnés par la vitamine B12
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Figure 67 — Profil d’expression des systéemes Nik et Rcn

Expression du systeme

Les profils d'expression des systemes Nik (en jaune) et Ren (en bleu) sont indiqués en fonction de la concen-
tration en ions Ni?* du milieu. Figure adaptée de [318].
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Toutes ces expériences mettent également en évidence la notion de biodisponibilité des ions
métalliques. La part de métal effectivement accessible pour les macromolécules intracellulaires
est une donnée extrémement difficile a estimer ce qui peut parfois entraver la compréhension des

phénomenes biologiques.

10.1.3 Complémentarité des systemes Nik et Rcn dans I'homéostasie du nickel

Les systemes d’entrée Nik et d’eflux Ren régulant la quantité de nickel intracellulaire sont
sous le controéle des deux seuls métallorégulateurs Ni?t-dépendant identifiés & ce jour chez E. coli,
NikR et RenR. Les deux systemes ont besoin d’étre synchronisés pour éviter des cycles futiles
d’import-export des ions Ni?*. Ainsi, pour des concentrations trés faibles en nickel libre, NikR
et RenR sont sous forme apo. Le systeme d’import Nik est alors exprimé alors que le systeme
d’efflux Ren est réprimé. Lorsque la concentration en ions Ni%t s’éleve, NikR qui répond & de
plus faibles concentrations de nickel que RenR, va fixer les ions Ni?* et réprimer progressivement
I’expression du systeme Nik. Dans ces conditions, I’expression du systéeme Rcn est toujours
réprimé par RcnR. Dans le cas de plus fortes concentrations de nickel, RenR va alors fixer le
nickel ce qui entrainera sa dissociation de ’ADN et la pleine expression du systeme Ren [309]. Les
deux régulateurs Ni?t-dépendant d’E. coli agissent donc de maniere complémentaire puisqu’ils
empéchent la co-expression du systeme d’entrée Nik et du systéme d’eflux Ren [Figure .
Une hypothése a récemment été proposée selon laquelle 'affinité des métallorégulateurs NikR et
RenR serait corrélée a la géométrie du site de coordination des ions Ni?*. Ainsi, le site de haute
affinité de NikR ot les ions Ni?* sont coordonnés par quatre ligands selon une géométrie planaire
carrée [Voir aurait une grande affinité pour le nickel. A 'inverse, le site de RenR, ot les ions
Ni?* sont coordonnés par six ligands selon une géométrie octahédrique [voir , favoriserait
les échanges de I'ion métallique en réponse aux fluctuations de la concentration intracellulaire
[318]. Cette hypothese doit toutefois encore étre appuyée par d’autres exemples pour s’imposer.
De plus, elles reposent sur certaines estimations d’affinité des protéines pour les métaux alors

que ces données peuvent varier de maniere extrémement importante.

10.1.4 Etude de I'expression propre de rcnB

La régulation du systéeme Ren a été abordée dans le Chapitre [6] mais en s’appuyant prin-
cipalement sur I'expression de 'opéron recnAB dans son ensemble. Ceci se base sur le fait que,
chez E. coli, les deux genes forment un opéron et leur expression est donc synchronisée tout du
moins au niveau transcriptionnel.

Mais il est possible que renB puisse s’exprimer indépendamment de rcnA et renR chez E.
coli. La région intergénique entre rcnA et renB est relativement longue, supérieure a > 200
paires de bases, ce qui est compatible avec la présence d’une région régulatrice propre au gene
renB. La construction d’un outil génétique permettant de rapporter ’expression du gene renB
est actuellement en cours au laboratoire (renB-yfp) et permettra de mener cette étude. Cela
devrait livrer certaines informations et principalement celle concernant une possible régulation
par le cuivre méme si aucune boite CueR ou CusR n’est présente dans la région non traduite
en amont du gene rcnB. De plus, une approche transcriptomique par qPCR est en cours de
réalisation et permettra de quantifier directement la transcription du gene recnB en réponse au

cuivre.
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L’extréme diversité du systeme Rcn dans le regne bactérien avec notamment les nombreux
cas ou le géne renB est isolé semble confirmer I’hypothése d’une expression propre de ce géne
dans la majorité des cas. Pour illustrer cette notion, la bactérie Staphylococcus aureus est dotée
d’'un systeme NikABCDE pour I'import de nickel codé par deux opérons distincts non adja-
cents, nikA et nikBCDE. Cette organisation originale est unique par rapport a tous les autres
systemes NikABCDE décrits a I’heure actuelle. Dans ce cas, les deux loci sont régulés de facon
différentielle, le gene nikA étant induit en conditions acides alors que I'expression de nikBCDE
reste stable [320]. Il est supposé que cette production de la protéine NikA en surabondance par
rapport aux autres composants du transporteur permette de mieux capturer le nickel présent a
I’état de traces dans ’environnement. Il serait enrichissant d’étudier 'expression de renB dans
au moins un organisme ou celui-ci est isolé. Les conditions d’expression de rcnB pourrait ainsi

apporter des éléments d’information quant a sa fonction.

10.2 Structure et fonction de la protéine RcnB

10.2.1 Structure de RcnB

Les prédictions bio-informatiques ne permettent pas d’envisager une structure tridimension-
nelle car aucune protéine apparentée n’est identifiée. Le travail de cristallographie initié pourrait
permettre de résoudre la structure et livrer des informations importantes notamment sur le site
de fixation des ions métalliques. La protéine RcnB est une petite protéine de 10 kDa extrémement
soluble méme a forte concentration. Une étude structurale par RMNE] peut donc tout a fait étre
envisagée. Cette méthode, bien que de résolution plus faible que la diffraction des rayons X par
des cristaux protéiques, présente 'avantage d’étre beaucoup moins empirique car elle ne dépend

pas de la formation de cristaux. Elle pourrait donc étre privilégiée a I’avenir.

10.2.2 Interactions de RcnB avec les ions Ni?t et Co?*

Les résultats présentés dans cette étude ont mis en évidence ’absence d’interactions di-
rectes entre la protéine RenB et les ions Ni2t et Co?*. Bien que toutes les approches utilisées
aboutissent a cette méme conclusion, il est possible d’envisager que les méthodes employées ici
ne soient pas assez sensibles pour mettre & jour les complexes RenB-Ni?t et RenB-Co?t. Les
méthodes directes les plus couramment employées pour étudier les interactions protéine/métal
sont la spectrométrie d’absorption des rayons X EXAFSH et la microcalorimétrie. Ces techniques
nécessitent un appareillage tres lourd non disponible au laboratoire mais peuvent étre envisagées
dans le cadre d’une collaboration.

Cependant, ces méthodes, aussi efficaces soient-elles, permettent uniquement de détecter
des interactions in vitro tout comme d’ailleurs les méthodes de spectroscopie ou d’utilisation
d’isotope radioactif présentées dans cette étude. Il est possible que RenB, suite a sa purification,
ne possede pas exactement la méme conformation in vitro que la protéine présente in vivo et
c’est peut-étre ce phénomene qui est a la source des résultats négatifs obtenus. 1l est également
envisageable que RcnB requiert une ou plusieurs protéines accessoires dans le périplasme pour

reconnaitre et fixer les ions Ni?t et Co?*t, protéines absentes dans les expériences effectuées.

4. Résonnance Magnétique Nucléaire
5. Extended X-Ray Absorption Fine Structure
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De méme, la mise en évidence du BTC comme probable nickélophore pour NikA [46] permet
d’envisager la nécessité d'un tel composé pour la fixation du nickel par RenB, composé qui
serait absent dans les conditions in wvitro utilisées. Pour I'heure, des tests de fixation de nickel
radioactif par RenB en présence de ce nickélophore ont été effectués mais, comme pour NikA,
aucun résultat positif n’a pu étre obtenu. Il pourrait étre utile a ’avenir de tester d’autres

conditions pour confirmer ces données.

10.2.3 ROdle de RcnB au sein du systeme Rcn

Le systeme Rcn de E. coli n’appartient a aucune grande famille de systemes d’efflux des
métauxE] connue a ce jour et représente donc un sujet d’études particulierement intéressant. Pour
rappel, le systeme Ren d’E. coli se compose d’une pompe d’efflux RenA située dans la membrane
interne et du composant périplasmique RcnB. Toutefois, I’absence de systéeme apparenté ne
permet aucune comparaison directe du mécanisme d’action avec ce qui a déja été décrit.

La présence d’une protéine soluble dans le périplasme est fréquente pour les transporteurs
ABC chargés de 'import des métaux dans le cytoplasme comme par exemple la protéine NikA
du systeme Nik [42] ou encore FecB de FecABCDE [172]. Ces composants sont monomériques et
solubles mais de taille supérieure a RCHBE} De plus, ils possedent une tres bonne affinité pour les
ions métalliques transportés par le systeme d’ou ils sont issus, le nickel pour Nik et le fer pour
Fec. C’est d’ailleurs grace a cette bonne affinité qu’ils peuvent exercer leur role de transporteur
périplasmique des ions métalliques. Or, RenB ne présente pas d’affinité pour les ions Ni%t et
Co?* et ne peut donc pas transporter ces ions bien qu’une fixation par l'intermédiaire d’un
nickélophore ne soit pas exclue.

La particularité de Rcn est de fonctionner avec deux éléments la ou les autres systemes
d’eflux de métaux fonctionnent avec seulement une protéineff| ou trois’] Pour les systémes
d’efflux, la présence d’une protéine soluble dans le périplasme est rare. La protéine chaperon
CusF du systeme RND CusCFBA est de ce type mais celle-ci possede de Iaffinité pour les ions
Cut qu’elle tranfere au complexe CusCBA via la protéine périplasmique CusB. De plus, un
mutant AcusF présente un phénotype de sensibilité au cuivre certes moins prononcé que pour
un mutant AcusCFBA mais qui va dans le sens d’un role de protéine accessoire pour CusF
favorisant I'eflux. Cette situation ne semble donc pas transposable aux connaissances acquises
sur le nickel et la protéine RenB.

Il existe un autre exemple intéressant représenté par le systeme ncrABCY de Leptospiril-
lum ferriphilum qui confere la résistance au nickel. Ce systéme se compose de NcrA, protéine
membranaire d’efflux de la famille MFS apparenté a NreB, NcrB, impliquée probablement dans
la régulation du systeme et NcrC, protéine de la membrane interne de fonction inconnue. Le
quatrieme gene prédit du systeme, ncrY, coderait une petite protéine périplasmique de 16 kDa.
Des expériences de complémentation d’une souche d’E. coli par différentes constructions codant
tout ou partie de ce systéme ont été réalisées [321]. Le systéme complet ncrABCY apporte une
résistance significative au nickel qui est encore augmentée lorsque seuls les génes ncrABC' sont
présents. Le gene ncrY pourrait donc avoir un effet négatif sur la résistance au nickel par un

mécanisme qui reste a élucider. Ce phénotype peut étre comparé a ce qui est obtenu pour RenB

6. RND, CDF ou ATPases de type P

7. respectivement 56 et 30 kDa pour NikA et FecB

8. la pompe d’efflux seule pour les familles CDF et ATPase de type P

9. la pompe d’efflux, une protéine d’ancrage et une porine pour les systemes RND
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puisqu’un mutant renB est plus résistant au nickel et au cobalt qu'une souche sauvage méme
si les deux séquences protéiques de RenB et NerY ne présentent aucune similarité. Il existe des
genes apparentés a nerY chez d’autres organismes comme Hafnia alvei [322] et Enterobacter
cloacae [323] mais leur mécansime d’action n’est pas identifié.

La séquence de RenB ne montre aucun motif caractéristique d’une fonction connue mais
la protéine est conservée chez de nombreux organismes. Ceci plaide pour une fonction originale
propre a cette protéine, inconnue jusqu’alors. Les génes présentant un fort taux de similarité avec
renB sont retrouvés dans un nombre moins élevé d’organismes que dans le cas de renA ou renR.
Ainsi, la fonction propre a RenB ne serait pas extrémement répandue dans le monde bactérien
et pourrait étre apparue récemment. Dans la majorité des organismes ou elle est présente, la
protéine homologue de RenB pourrait avoir un role isolé ou associé a une protéine autre que
RenA. 11 serait intéressant d’étudier le role de RenB dans ces autres organismes car une fonction
autre que celle associée au systeme d’eflux est possible.

Ce travail a permis de montrer que I’expression de la protéine RenB augmentait la quantité
intracellulaire des ions Ni?* et Co?*. RenB pourrait donc potentiellement interagir avec des
protéines impliquées dans 'import de ces ions et en faciliter ’entrée dans le cytoplasme. L’étude
présentée ici a cependant montré que RcenB fonctionnait indépendamment du transporteur du
nickel Nik [voir et cette hypothese reposerait donc sur d’autres systéemes d’entrée non
identifiés & I’heure actuelle. renB appartient a I'opéron rcnAB d’E. coli et est donc exprimé en
présence d’ions Ni2+ et Co?*. Un systeme d’entrée du métal auto-induit par les ions Ni2* et Co?*
serait paradoxal puisqu’il générerait une toxicité pour les cellules. En fait, un role de régulation
de I'eflux semble plus probable pour RenB.

Une hypothese serait une régulation au niveau transcriptionnel de I’expression du géne renA.
La protéine RenB étant localisée dans le périplasme, un effet direct de celle-ci sur la région promo-
trice de renA peut étre exclue. En revanche, RenB pourrait agir comme un senseur périplasmique
pour assurer la transduction d’un signal provoquant la baisse de I’expression de rcnA comme
cela a déja été observé pour d’autres systemes de type senseur-régulateur [324]. Mais en absence
de RenB, 'expression de la fusion renA-gfp est diminuée ce qui est en opposition avec une telle
hypothese.

Une autre hypothese beaucoup plus intéressante peut étre proposée. RenB pourrait avoir un
role régulateur de l'activité de 'autre composant du systeme, RenA. Cette protéine est en effet
produite en présence de nickel ou de cobalt et permet d’évacuer ’exces de ces métaux. Le gene
renA seul, apporté dans les bactéries, permet une réduction drastique des quantités de métal. En
revanche, lorsque 'opéron complet rcnAB est apporté, les bactéries accumulent plus de nickel
qu’en présence de recnA seul. Une explication possible serait que 'activité d’efllux de RcnA est
fonctionnellement modulée par RenB via une interaction directe entre les protéines. En absence
de RenB, 'efflux est plus efficace et la résistance est grandement augmentée. Cette hypothese
implique que le systeme RenAB d’E. coli est tout a fait original puisqu’aucun exemple de ce type
n’est connu. Elle pose la question de la synchronisation entre les deux protéines et notamment
la capacité de RenB & agir comme senseur des concentrations des ions Ni?t et Co?*t. Cette
hypothese devra étre éprouvée par des méthodes directes permettant de mettre en évidence les
interactions RenA-RenB comme décrit plus loin.

Des données bioinformatiques issues de la base de données Pfamm [325] pourraient appuyer

10. http ://pfam.sanger.ac.uk/
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cette hypothese d’une régulation fonctionnelle de RenA par RenB. Ainsi les génes apparentés a
renA sont parfois retrouvés fusionnés avec d’autres genes contenant le motif DUF1007 comme
c’est le cas chez 'a-protéobactérie Labrenzia aggregata ou le motif DUF3299 chez la cyano-
bactérie Synechococcus sp. PCC 7335. Or, les protéines a motif DUF1007 et DUF3299 ne sont
pas caractérisées mais sont annotées comme de petites protéines périplasmiques. Bien qu’au-
cune similarité de séquence primaire n’existe avec RenB, cela montre que des genes proches de
renA peuvent étre fusionnés avec d’autres génes codant des proteines accessoires. Ces derniéres

pourraient jouer un role sur la régulation du transport comparable a celui de RenB.

10.2.4 Autres fonctions possibles pour RcnB

Les résultats obtenus et présentés en fin du chapitre [§ et dans le chapitre [9] concernant le
lien de RenB avec I’homéostasie du cuivre suggerent d’autres fonctions pour RenB. En effet, ils
montrent que la fixation des ions Cut et Cu?* par RenB observée in vitro a des répercussions in
vivo. Il ne s’agit donc pas d’une observation artefactuelle. L’effet de rcnB ne semble toutefois pas
direct puisqu’un mutant de ce gene n’est pas affecté pour sa résistance au cuivre. En revanche,
I’accumulation supérieure de cuivre chez le mutant complémenté par renB suggere que la protéine
RenB permet de stocker le cuivre. Comme la complémentation provoque une synthese de RenB
beaucoup plus forte que la normale [voir Figure , I’accumulation de cuivre observée peut
étre seulement liée & cette surproduction de la protéine RenB qui fixe le cuivre. Dans ce cas, la
fonction réelle de la protéine en conditions physiologiques ne serait pas forcément le stockage de
cuivre. La multiplicité des systemes dédiés a I’homéostasie du cuivre chez E. coli rend difficile
I’assignation du role exact de RcnB. Dans cette optique, I'étude de doubles mutants AcueO
ArenB et AcusC, F, B et A ArcnB apporterait des résultats intéressants. Par ailleurs, des tests
de sensibilité du mutant ArcnB ont été effectués pour la souche BW25113 et dans ce contexte
génétique, la résistance au cuivre des mutants ArcnB est diminuée. D’autre part, pour étudier
I'effet de RenB sur la résistance au cuivre, il serait intéressant d’effectuer des études en présence
de cuivre et de nickel ou de cobalt. L’induction du gene renB par les ions Ni2t et Co?* pourrait
en effet accentuer le phénotype de résistance au cuivre.

Pour avancer sur cette question du roéle de RenB dans ’homéostasie du cuivre, I'affinité de la
protéine pour le métal doit étre déterminée plus finement. Un moyen d’estimer le Ky du complexe
RenB-Cu est de mesurer I'affinité en présence de compétiteurs. Une expérience préliminaire a
été effectuée dans ce sens afin d’étudier la formation du complexe RenB-Cut en présence de
BCSE par spectroscopie UV-visible. Le BCS fixe les ions Cut avec une tres bonne affinité, le
K4 étant de ~ 101 M [326] et le complexe BCS-Cut possede une forte bande d’absorption a
483 nm avec €483 nm = 13300 Mt.cm! [327]. En suivant la décroissance de 'intensité du signal &
483 nm lors de 'ajout de concentrations croissantes de RenB, il est possible d’avoir une idée de
Paffinité de la protéine pour les ions Cut. Cette méthode a déja été efficacement utilisée pour la
protéine CopZ et a permis d’estimer la constante d’affinité K4 a ~ 10-1* M [327]. Cette affinité est
extrémement forte mais la protéine CopZ est cytoplasmique et les ions Cu™ sont quasi-absents
du cytoplasme. RcnB est localisée dans le périplasme ou le cuivre est supposé étre en quantité
plus importante. Il est donc tres probable que 'affinité soit beaucoup plus faible. En effet, les

résultats de ’expérience montrent que la protéine RcnB ne semble pas entrer efficacement en

11. Bathocuproine DiSulfonate
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compétition avec le BCS[T_ZL D’autres compétiteurs ont été testés, 'EDTA et la glycine fixant
le cuivre avec respectivement un K4 de 10719 [326] et 1014 M [328] et corroborent les résultats
obtenus avec le BCS. Cela laisse penser que 'affinité de RenB pour le cuivre correspond a un
K 4 supérieur & 101 M, en accord avec les données de spectrofluorescence [voir [8.6.3].

Chez E. coli, la protéine CusF est soluble dans le périplasme et fixe les ions Cu™ avec une
affinité de 10 M [voir [3.3.4]. Une affinité du méme ordre de grandeur pourrait étre envisagé
pour RenB. Le site de fixation des ions Cu™ de CusF met en jeu, en plus d’une histidine isolée
dans la séquence, deux méthionines et un tryptophane arrangés selon le motif WXXMXM.
Or, la séquence de RenB contient un motif WgsXXMgg dont le tryptophane est strictement
conservé. La méthionine est beaucoup moins conservée et est retrouvée dans environ 30 % des
organismes. Ces résidus pourraient étre impliqués dans l'interaction avec I’ion cuivre. Toutefois,
les propriétés spectroscopiques de RenB et CusF sont différentes puisque RenB n’est pas une
protéine a cuivre rose mais bleue ce qui montre que la coordination du métal differe entre les
deux protéines. Une manipulation de mutagenese dirigée pourrait étre utilisée pour déterminer
si les résidus Wgs et Mgg sont nécessaires a la fixation de métal par RenB.

Un réle de métallochaperon a cuivre peut étre envisagé pour RenB. Outre CusF, PcoC et
PcoE de E. coli, d’autres exemples sont connus dans le monde bactérien. Ainsi, la protéine CopK
de Cupriavidus metallidurans CH34 est décrite comme telle. Le géne copK fait partie d’un locus
cop composé de dix-neuf genes impliqués dans la résistance au cuivre et son expression est induite
en présence de cuivre. CopK est une petite protéine de 73 acides aminés sous forme maturée,
riche en résidus méthionines, histidines et glutamates et qui comme RcnB ne contient pas de
cystéine [329]. CopK se présente sous forme d’un dimere [330]. CopK, tout comme CopC de P.
syringae, a été décrite comme fixant les ions cuivreux et cuivriques dans deux sites différents,
avec une affinité meilleure pour les ions Cu™ [T_gl La fixation des deux types d’ions semble toutefois
coopérative puisque la fixation des ions Cut augmente sensiblement ’affinité pour les ions Cu?*
[330]. La coordination de 'ion Cu* n’est pas exactement décrite mais il semble qu’elle n’implique
que des résidus méthionines, trois ou quatre selon les études [330, B31]. Pour I'heure, seule la
caractérisation biochimique de la protéine au travers de la compréhension de la fixation du
cuivre est envisagée. La fonction de CopK reste inconnue. Un simple role de stockage du cuivre
pour améliorer la résistance des bactéries est possible mais il est plus vraisemblable que CopK
interagisse avec des partenaires pour assurer sa fonction. Comme pour RcnB, la compréhension
du mécanisme d’action passe par l'identification et la caractérisation de ses partenaires.

L’un des aspects les plus intriguants de renB est son interconnexion avec les systemes de
résistance au cuivre. En plus de la complémentation fonctionnelle du mutant cueO, I'apport de
renB accentue la sensibilité au cuivre du mutant cusCFBA. Ceci peut étre mis en relation avec
les données de I'ICP qui montrent que la surproduction de RenB augmente la quantité de cuivre
dans les cellules. Ainsi, sans le systeme cusCFBA chargé de réduire ce niveau, les bactéries sont
plus sensibles. La résistance du mutant copA n’est quant a elle pas affectée par 'apport de renB.
Or, CopA est dédié a I'efflux des ions Cu™ cytoplasmiques. RenB est donc uniquement connecté
avec les systemes cus et cueO impliqués dans la détoxication du périplasme. Il est probable que
RcenB agisse sur la quantité de cuivre périplasmique.

Le phénotype le plus marqué est observé pour le mutant cueO car 'apport de renB peut pal-

lier la sensibilité au cuivre d’un mutant cueO en restaurant ’activité oxydase. Tous ces éléments

12. données non présentées

13. Kg Cut = 10" M < K4 Cu?t = 10° M
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plaident pour une implication indirecte de RecnB dans le phénomene de résistance au cuivre. Un
cas semblable a été rapporté chez Salmonella enterica. Un plasmide portant le géne cueP, in-
ductible par le cuivre, a été décrit comme étant capable d’améliorer la résistance au cuivre
d’un mutant cuiDE bien qu’une délétion de cueP seul n’atténue pas la résistance au cuivre des
bactéries [332]. Il a également été montré que les homologues du géne cueP sont présents dans de
nombreuses bactéries a gram négatif comme Yersinia pestis ou Erwinia carotovora par exemple.
Une corrélation existe entre cueP et le locus cus, la présence de I'un étant systématiquement liée
a l’absence de l'autre [332]. Le mode d’action de CueP est inconnu mais il a été montré qu’elle
constitue la protéine périplasmique fixant le cuivre la plus abondante lors d’un stress causé par
le cuivre [333]. Un role de stockage est donc envisagé. Chez E. coli, cueP est absent mais renB
pourrait avoir un role apparenté.

Le phénomene de complémentation de cueO par renB peut également laisser penser que
RcenB fonctionne comme une oxydase a cuivre et pourrait donc appartenir a la famille des
cupredoxines. Cette famille regroupe des petites protéines entre 10 et 14 kDa, liant un atome de
cuivre dans un site I qui leur donne une couleur bleue. Il y a peu de conservation au niveau de la
séquence primaire des membres de cette famille mais en ce qui concerne les structures secondaires,
ces protéines sont majoritairement composées de brins 5. RecnB posséde ces caractéristiques a
ceci prés que le cuivre ne peut pas étre coordonnée dans un site I car celui-ci se compose de
deux histidines et une cystéine. Toutefois, la coloration bleue étant die a la liaison Cu-S, RenB
doit posséder au moins un résidu méthionine impliqué dans la fixation du cuivre.

Au niveau fonctionnel, les cupredoxines sont toutes impliquées dans un processus d’oxydo-
réduction [334]. Elles permettent d’effectuer des transferts d’électrons entre deux molécules dans
la cellule. La diversité des partenaires extrémement importante et la complexité des cascades
d’oxydo-réduction dans la cellule compliquent énormément la caractérisation fonctionnelle des
cupredoxines. De plus, la spécificité des donneurs ou accepteurs d’électrons n’est pas tres élevée
pour de nombreuses cupredoxines. En fait, il est possible que d’une part, plusieurs donneurs et
accepteurs interagissent avec la méme cupredoxine et que d’autre part, la cupredoxine interagisse
avec d’autres protéines auxiliaires [334].

Il existe un exemple de transporteur a métaux dans lequel une cupredoxine est impliquée.
Il s’agit du systeme EfeUOB d’import des ions Fe?*. La cupredoxine EfeO oxyderait les ions
Fe?* en Fe?* pour permettre leur prise en charge par la pompe membranaire EfeU [335]. Par
analogie, une fonction possible de RenB pourrait étre de modifier I’état d’oxydo-réduction des
ions Ni?* et Co?*. Bien que les changements du nombre d’oxydation soient moins courants pour
le nickel et le cobalt que pour le fer et le cuivre, certains exemples sont connus. Ainsi, le nickel
peut exister sous les formes Ni(II) ou Ni(III) lorsqu’il est complexé a certains peptides [336].
De plus, certaines enzymes comme sodN de Streptomyces possédent un ion Ni(III) [I39]. Dans
ce cas, le changement d’état d’oxydo-réduction des ions Ni%?t et Co?*t influerait leur quantité
intracellulaire. Il paralt néanmoins prématuré de vouloir assigner ce type de fonction d’oxydo-
réductase a RcnB et la détermination de son role exact devra forcément passer par la mise en
évidence de ses partenaires moléculaires. Une autre hypothese peut également étre envisagée.
En effet, il est possible que RenB soit dépourvue d’activité oxydase in vivo. Dans 'expérience
de dosage de I'activité oxydase, c’est uniquement ’oxydation du substrat qui est suivie. Or, les

ions Cu?* seuls sont capables de I'oxyder. Il est donc possible que la protéine RenB purifiée

14. cuiD est lorthologue du geéne cueO chez Salmonella enterica
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contienne du cuivre méme si ce métal n’a été ajouté a aucun moment au cours du processus de
purification. Dans ce cas, ce serait I'ion Cu?t fixé par RenB qui oxyderait le substrat mais ceci
ne refleterait peut-étre pas la fonction biologique de la protéine.

La protéine CueO possede cing atomes de cuivre et ce sont quatre de ces atomes qui par leur
passage de I’état cuivrique a cuivreux permettent d’oxyder le substrat. Pour I'heure, toutes les
protéines a cuivre du périplasme bactérien sont impliquées dans des réactions d’oxydo-réduction
ou dans I'homéostasie du cuivre [24] 149, B337]. Mais il n’est pas exclu que RenB constitue le

premier membre d’une nouvelle famille de protéines de fonction originale.

10.3 Identification des partenaires de RcnB

Pour achever la compréhension de la fonction de la protéine RcnB, ses protéines partenaires
doivent étre identifiées. Le candidat le plus probable pour une interaction protéine-protéine est
bien évidemment la protéine RcnA puisque les deux genes renA et renB font partie d’un systeme
unique codé par le méme opéron et la présence de RenB semble réguler le fonctionnement de

RenA.

10.3.1 Interactions entre RcnA et RcnB

Dans l'optique de I’étude des interactions entre RenB et RenA, la surproduction de RenA
dans un systeme acellulaire a été réaliséeE] grace au kit RT'S 100 (Roche). En effet, les précédents
essais de surproduction in wvivo initiés au laboratoire n’ont pas été concluants en raison du ca-
ractere tres hydrophobe de RcnA et de sa localisation membranaire. La surproduction in vitro
semble donc une éventualité prometteuse. Les résultats préliminaires sont relativement encou-
rageants méme si la surproduction nécessite encore d’étre mise au point pour étre réellement
efficace. Pour I’heure, la quantité de protéine produite est encore trop faible pour envisager une
purification de RcnA et le développement d’anticorps polyclonaux dirigés contre cette protéine.
Mais des essais de far western blot ont pu néanmoins étre envisagés. Ces expériences consistent
a utiliser une protéine purifiée, ici RenB, comme équivalent d’un anticorps primaire dans un
western blot classique. Ainsi, dans le cas d’une interaction, RcnB peut reconnaitre et se fixer
a RenA. Ensuite, 'immunodétection de RenB est réalisée. Cela permet de visualiser la bande
correspondante & RenA. Ces manipulations sont encore en phase de mise au point mais pourront

étre affinées a I'avenir.

10.3.2 Autres partenaires de RcnB

Bien que RcnA soit le partenaire le plus probable, d’autres partenaires sont envisageables.
Ainsi, des protéines des membranes internes ou externes pourraient étre impliquées comme
par exemple les protéines du systeme TonB/ExbB/ExbD fournissant 1’énergie nécessaire a4 un
systéme de transport du nickel chez H. pylori [36]. Etant donné que RenB possede une fonction
originale, d’autres candidats possibles seraient des porines de la membrane externe ou encore
des partenaires solubles dans le périplasme, non décrits a ’heure actuelle. Le développement
d’anticorps anti-RcnB permet d’envisager des manipulations de pontage moléculaire et de < pull-

down > afin d’identifier les partenaires moléculaires de RcenB.

15. données non présentées
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10.3.3 Structure et fonction de la protéine RcnA

Les études présentées ici sont focalisées sur RenB car il semble que cette protéine apporte
la spécificité au systeme Ren d’E. coli. Mais il serait également intéressant de caractériser la
protéine RcnA. Celle-ci ne ressemble a aucune protéine d’efflux connue puisqu’elle se compose de
six hélices o transmembranaires. Ce faible nombre laisse supposer que I'état d’oligomérisation
in vivo n’est probablement pas monomérique. De plus, aucun motif de séquence connu n’est
présent dans la protéine ce qui renforce son originalité. La boucle riche en résidus histidines
ayant permis la découverte de cette protéine est intriguante [voir . Cet acide aminé est bien
connu pour sa forte affinité pour les ions Ni?* et Co?t et cette boucle pourrait avoir un role
dans la reconnaissance et la fixation des ions métalliques. Un géne codant pour une protéine
RenA tronquée ne possédant pas cette boucle a été construit. Des essais portant sur la cinétique
d’accumulation d’ions %3Ni radioactifs montrent que cette construction est fonctionnelle et réduit
drastiquement la quantité de métal accumulée par les bactéries de maniere équivalente a la
protéine RecnA sauvageﬁ Le role exact de cette boucle reste donc a déterminer. Une hypothese
est qu’elle permettrait 'interaction avec RenB pour la régulation fonctionnelle de RenA et cette

hypothése pourra étre testée dans le cadre de I’étude des interactions RenA-RenB.

10.4 Role de RcnB dans I'agrégation des bactéries

Un autre phénomene a été mis en évidence. Celui-ci montre un lien entre RenB et 'agrégation
des bactéries. En effet, la souche délétée de recnB a une tendance a 'agrégation plus marquée
que la souche sauvage et la complémentation par le géne sauvage restaure bien un phénotype
normal [Figure A.]. Cette observation peut sembler a priori ne posséder aucun lien avec
I’homéostasie des ions Ni?t et Co?*. Une étude du laboratoire a néanmoins démontré que des
concentrations subinhibitrices de nickel étaient capables d’induire la formation de biofilms en
induisant la production des curli [338]. Toutefois, la quantité de métal utilisée pour engendrer
le biofilm induit tres faiblement I’expression de 'opéron rcnAB. 11 est donc peu probable que le
systeme Rcn soit directement impliqué dans ce phénomene de génération des biofilms.

Un phénotype d’agrégation similaire a déja été rapporté précédemment pour le mutant cueO
[339]. Dans cette étude, une analyse transcriptomique avait permis de montrer que ’expression
d’une quinzaine de genes impliqués dans la synthese des flagelles permettant la mobilité était
diminuée tandis que ’expression de genes associés a ’agrégation cellulaire était stimulée. Parmi
ces derniers, 'expression du gene flu était décuplée. Ce géne code pour I'adhésine Agd3 et a déja
été décrit comme favorisant l'agrégation des bactéries et la formation des biofilms [340, [341].
Chez un mutant cueO, le promoteur du gene flu est méthylé ce qui aboutit & une expression
constitutive de la protéine Ag43 et donc au phénotype d’agrégation [339]. L’origine de cette
modification du profil de méthylation est inconnue. Comme dans le cas de la résistance au cuivre,
la surexpression de renB chez un mutant cueO permet de restaurer un phénotype sauvage et
donc de supprimer 'agrégation [FigureB.]. Toutefois, rien ne plaide en faveur d’un mécanisme
commun pour ce phénotype chez les mutants renB et cueO.

Ces observations montrent clairement un lien entre I’homéostasie du nickel et du cuivre et

I’agrégation des bactéries. Dans cette optique, le role de la protéine RenB doit étre précisé en se

16. données non présentées
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W3110 (wt) ArcnB ArcnB
pUCrenB

W3110 (wt) AcueO AcueO
pUCrcnB

Figure 68 — Influence de la mutation de rcnB sur ’agrégation des bactéries

Effet des génes rcnB A. et cueO B. Les cultures sont effectuées en milieu riche a 37°C en aérobiose jusqu’en
phase stationnaire de croissance. Puis, les cellules sont récoltées par centrifugation et resuspendues dans un
volume équivalent de tampon phosphate. Les données présentées correspondent a la situation apres 3 h a
température ambiante sans agitation.
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Figure 69 — Induction de I’expression d’une protéine inconnue chez le mutant
rcnB

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB MoSe en conditions anaérobies a 37°C. Les cellules sont récoltées
par centrifugation puis resuspendues dans du tampon de dépdt et une quantité équivalente de cellules sont
déposées sur gel Tris-tricine 15 %. Le cadre rouge permet de visualiser I'apparition d'une bande & ~ 30 kDa
pour les souches délétées du gene rcnB.
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basant par exemple sur les données concernant CueQO. Des données transcriptomiques seraient

ainsi intéressantes pour comprendre cet aspect de la fonction de RenB.

10.5 Identification d'une protéine induite chez le mutant rcnB

Une observation intéressante a été faite et pourrait étre mise en relation avec les partenaires
de RcenB. Les extraits protéiques totaux de différentes souches mutées sur les systemes Nik ou Ren
ont été préparées, initialement pour étudier I'impact sur I’activité hydrogénase [Figure . Ces
extraits ont été séparés sur gel Tris-tricine 15 % [Figure . Les profils de séparation montrent
distinctement 'apparition d’une bande correspondant a une taille de =~ 30 kDa chez les souches
délétées du gene renB. L’absence de RenB provoque donc I'induction de I'expression de cette
protéine. Des gels de dimensions plus importantes ont été réalisés et la bande a été découpée
puis analysée par la plateforme protéomique de I’IMME] a Marseille. La protéine a ainsi été
identifiée comme GatY, la tagatose 1,6-bisphophate aldolase. Cette enzyme est impliquée dans le
métabolisme du galactose et semble donc a priori éloignée de 'homéostasie du nickel et du cobalt.
Deux interprétations sont donc possibles. Tout d’abord, la protéine induite peut effectivement
étre GatY et le lien avec le systeme Rcn doit étre clarifié. De facon intéressante, des études
transcriptomiques ont montrées que I'expression des genes gatC' et gatD, organisés en opéron
avec gatY chez E. coli, est fortement réprimée chez un mutant cueO [339)]. Cette observation est
opposée a celle obtenue pour le mutant renB et n’est pas comprise mais elle montre un lien entre
agrégation cellulaire et 'opéron gat. Cependant, ’autre explication possible est que la protéine
induite n’est pas GatY mais une ou plusieurs autres inconnues. En effet, dans les conditions
utilisées, c’est a dire avec un gel monodimensionnel de taille moyenne[r_g], il est communément
admis qu’une seule bande peut contenir de plusieurs unités a plusieurs dizaines de protéines.
Il est donc tout a fait possible que la protéine séquencée ne soit pas celle induite effectivement
en absence de renB. Pour vérifier cela, la mise en place d’outils protéomiques mieux adaptés
comme les gels bidimensionnels pourrait s’avérer nécessaire. Une approche transcriptomique
pourra également étre effectuée pour comparer les niveaux d’expression génétique entre souche

sauvage et délétée de rcnB en réponse au nickel et au cobalt.

10.6  Application pratique

Pour conclure ce manuscrit, une application du systeme Rcn en tant que biosenseur du nickel
et du cobalt est proposée. En effet, la présence de composés métalliques dans les sols et les eaux
est un phénomene naturel depuis 'origine de la planéte. Néanmoins, les activités humaines ont
considérablement modifié ces équilibres et particulierement depuis les 150 dernieres années. La
toxicité des métaux telle qu’elle a été présentée dans le Chapitre [3] peut en partie étre généralisée
pour tous les organismes vivants et ce bouleversement présente donc des risques a grande échelle.
Pour apporter des réponses adaptées a cette problématique de la contamination métallique de
I’environnement, il est important de pouvoir quantifier la pollution. Pour I’heure, des produits
existent sur le marché et font bien souvent appel a des techniques issues du génie chimique. Bien

que leur efficacité soit indéniable, ces produits commerciaux@ peuvent représentés un danger en

17. Institut de Microbiologie de la Méditerranée
18. 10 x 15 cm
19. comme le PAR (2,4-PyridylAzoResorcinol) pour la quantification du nickel par exemple
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Figure 70 — Vue microscopique de bactéries exprimant la fusion rcnA : : gfp

Les cultures sont effectuées dans du milieu LB en conditions aérobies a 37°C. La fluorescence est mesurée a
A510 nm apres excitation a Azgp nm. Concentration de métal utilisée : Ni?* = 500 uM.
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eux-mémes car leur impact sur I’environnement est méconnu. De plus, ces produits nécessitent
bien souvent un appareillage lourdlﬂ mal adapté & des contraintes de terrain. L’utilisation de
systemes biologiques peut permettre de s’affranchir de certains inconvénients. Dans le chapitre
[6] les constructions renA-gfp et renA-uidA sont présentées. Celles-ci permettent de générer un
signal biologique dont I'intensité varie en fonction de la quantité d’ions Ni** ou Co?** biodispo-
nibles et donc potentiellement toxiques. Ce systeéme est rapide, fiable, facile a mettre en place et
les données générées peuvent étre aisément analysées. Pour illustrer cela, des bactéries porteuses
de la construction rcnA-gfp ayant été mises en contact quelques heures avec du nickel sont ob-
servées apres excitation a Ag90 nm €t présentées sur la Figure Cette application basée sur
le systeme Ren demande encore une certaine optimisation pour, par exemple, réduire le temps
de réponse mais pourrait se révéler étre une excellente alternative aux moyens de détection

existants.

20. comme I'ICP par exemple
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Tableau 13 — Souches bactériennes utilisées pour cette étude

souches noms génotypes références
BL21 F- ompTgal[dem][lon] hsdSp (rg-mp-) (DE3) [342]
DHb5a F- deoR endA1 gyrA96 hsdR17(ri-my+) recAl | [343]
relA1  supE44  thi-1A(lacZYA-argFV169), ¢
80lacZDM15
W3110 F- merAmerB IN (rrnD-rrnE)1 \- [344]
W3110 ArenA WRCAL1 | W3110, recnA : : cm” ce travail
W3110 ArecnB WRCBI1 | W3110, renB : : em” ce travail
WYO WYOM1| W3110, renA : : uidAkan” ce travail
W3110 AcueO W3110, cueO : : cm” [316]
W3110 Acus W3110, cusCFBA : : cm” [316]
W3110 AcopA W3110, copA : : kan” [316]
MC4100 F- araD139 A(argF-lac) U169 rpsL150 relA1 | [345]
deoC'1 ptsF25 rbsR flbB5301
MC4100 ArenB | MCRB1 | MC4100, renB : : cm” ce travail
MCYO ARY023 | MC4100, rcnA : : uidAkan” [233]
HYD720 MC4100, A(nikA-R) [39]
HYD72K1 MC4100, nikA : : Mudl (Kan", lac) [40]
HYD72K1 HYRB1 | HYD72K1, renB : : cm” ce travail
ArenB
NM522 supE  thi  A(lac-proAB) A(hsdMS mcrB)5 | [346]
(F’proAB+ lacl? lacZ DM15) (r- my- McrBC-)
NM522 ArecnA | NRCA1 | NM522, renA @ : em” laboratoire
NM522 ArenB | NRCB1 | NMb522, renB @ @ em” laboratoire
NMYO ARY024 | NM522, renA : : uidAkan” laboratoire
NM522 ArenR | DB150 NM522, renR : @ cm” laboratoire
Tableau 14 — Plasmides utilisés pour cette étude
plasmides noms génotypes références
pUC18 lac amp” [347]
pUCrcnA pARO020 | pUC1S, rcnA [233]
pUCrenB pUCRCB| pUC18, renB laboratoire
pUCrenAB pAR123 | pUCI18, renRAB laboratoire
pET30 pT7, kan™ Novagen
pETrenB pETRCB| pET30, rcnB laboratoire
pPROBE-OT pBBRI replicon, geéne rapporteur gfp, spc” [348]
prenA-gfp pl57 pPROBE-OT, gfp sous le controle du promoteur | [338)]
renA
pGEM-T lac amp”, pT7, pSP6 Promega
PPrenaB pGEM-T, promoteur rcnAB laboratoire
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Chapitre 11

Matériels et Méthodes

11.1 Souches bactériennes et plasmides

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés sont décrits dans les tableaux [I3] et [T4] Toutes les souches dérivent
de E. coli K12.

11.1.1 Composition des milieux de culture
Milieu riche LB

NaCl 10 g.I''; bactotryptone 10 g.I'!; extrait de levure 5 g.I''; pH 7. Ce milieu constitue un milieu nutritif complet utilisé

en routine pour la croissance des bactéries. Il peut étre utilisé sous forme solide (GL).

Milieu minimum M63
KH2PO4 13,6 g.I'*; (NH,),S0, 2 g.I'*; MgSO4 0,2 g.I'*; FeSO4 0,5 mg.I'*; pH 7,2. Ce milieu sert de base minimale et doit

étre complémenté par du glucose (2 g.1I'!) qui sert de source de carbone. Il peut étre utilisé sous forme solide (G).

11.1.2 Préparation des milieux

Les milieux complets (LB) et minimum (M63) employés sont préparés selon Miller [349] sous forme liquide ou solide
apres addition de 12 g.I'! d’agar. Les antibiotiques sont ajoutés s’il y a lieu aux concentrations finales suivantes : ampicilline
(100 pg.ml-'), kanamycine (50 pg.ml '), chloramphénicol (20 pg.ml ') ou spectinomycine (50 pg.ml!). L’influence des métaux
est testée par dilution d’une solution mére de 50 mM de NiSOy4, CuSOy4, CoClz, ZnSO4 ou CdCls. Le milieu LB MoSe
obtenu par supplémentation de molybdate de sodium 2 mM et de sélénite de sodium 2 mM est utilisé pour la croissance

anaérobie.

11.1.3 Conditions de culture et conservation des souches bactériennes

Les cultures sont effectuées en général a 37°C en milieu LB. Pour assurer une croissance en bonne aération, la culture
est réalisée en milieu liquide sous agitation & 130 rpm en erlenmeyer rempli au 1/5%"¢ alors que les cultures anaérobies
sont réalisées sans agitation dans des tubes de 25 ml remplis jusqu’au col. Pour les croissances sur milieu solide, les boites
de Pétri sont incubées a 37°C en aérobiose ou bien disposées en jarre sous atmosphere de gaz carbonique, d’hydrogene et
d’azote engendrée par une enveloppe GasPackEI pour obtenir des conditions anaérobies. L’ensemencement s’effectue & 1 %
a partir d’une préculture cultivée dans des conditions analogues a celles de la culture finale arrivée en phase stationnaire
de croissance. Le nombre de bactéries est estimé par mesure de la turbidité, exprimée en unité de densité optique a 600
nm (D.Ogoonm), 1 unité de D.Ogoonm correspond & 4,5.10% bactéries par ml ou 0,37 mg de PSBE' par ml. Les cellules
bactériennes sont récoltées par centrifugation (5 min, 8000 rpm) avant d’étre reprises dans un tampon adapté pour étre
utilisées. Les souches sont conservées a +4°C sur boites de Pétri ou & —20°C dans leur milieu de culture additionné de DMSO
1,4 M.

1. Becton, Dickinson et Cie
2. Poids Sec Bactérien
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11.1.4 Détermination du seuil de toxicité des métaux pour les différentes

souches bactériennes
Croissance sur milieu solide - Méthode des gouttes

Les cultures liquides sont effectuées comme précédemment décrit en absence de métaux jusqu’en phase stationnaire de
croissance. La culture est ensuite diluée en cascades de 10! & 10-7 dans du milieu M63. 5 pl des dilutions contenant de 102
a 107 bactéries sont déposées sur boite de milieu minimum supplémenté ou non par différentes quantités de métaux. Apres

24 & 48 h d’incubation a 37°C en aérobiose ou 48 & 72 h en anaérobiose, les boites peuvent étre lues.

Croissance sur milieu solide - Méthode du halo d'inhibition

Les cultures liquides sont effectuées comme précédemment décrit en absence de métaux jusqu’en phase stationnaire de
croissance. La culture est diluée au 1/10*"¢ dans du milieu minimum puis un aliquot de 100 ul est étalé sur une boite de
milieu minimum gélosé. Un microdisque de coton est ensuite placé sur la boite puis imprégné par une solution de NiSO,,
CoCl, ou CuSO,. Apres 24 a 48 h d’incubation a 37°C en aérobiose ou 48 a 72 h en anaérobiose, les boites peuvent étre

lues.

Croissance en milieu liquide
Les cultures sont réalisées en milieu minimum ou LB supplémenté par des concentrations croissantes de métaux. La
D.O60onm est lue aprés 16 h de croissance a 37°C avec agitation pour estimer la croissance bactérienne des différentes

souches.

11.2 Méthodes génétiques et de biologie moléculaire

11.2.1 Extraction d’ADN plasmidique
En petite quantité (miniprép)

La méthode utilisée est celle de l'extraction alcaline [350]. Les cellules provenant d’un aliquot de 1,5 ml d’une culture de
la nuit ensemencée avec les bactéries portant les plasmides & extraire, sont récoltées par centrifugation. Le culot est repris
par 100 pl de solution A (Tris HC1 25 mM pH 8, EDTA 10 mM, glucose 50 mM) auxquels sont ajoutés 200 ul de solution
B (NaOH 0,2 N, SDS 1 %) afin de lyser les bactéries. Aprés 5 min & température ambiante, 150 ul de solution C (acétate
de sodium 3 M pH 4,8) sont ajoutés et le mélange est incubé sur la glace 10 min afin de précipiter ’ADN chromosomique
et les ARN de grande taille. L’ADN plasmidique, soluble, est récupéré dans le surnageant de centrifugation (13 000 g, 10
min) et précipité & ’éthanol 100 %. Le culot séché apres lavage & I’éthanol 70 % est repris dans 30 & 50 ul d’eau + RNAse
(20 mg.ml-t).

En grande quantité (midiprép)

Le protocole suivi est celui fourni par le fabricantﬂ Les différences majeures résident dans l'utilisation d’une solution A
contenant de la RNAse (100 mg.ml ') et d’une résine échangeuse d’anions permettant d’obtenir de 'ADN de meilleure
qualité et pureté. Le volume de départ de la culture est également plus important ce qui permet d’obtenir de grosses

quantités de plasmides.

11.2.2 Séparation par électrophorese en gel d'agarose

Les différents fragments d’ADN, mélangés & une solution de charge (bleu de bromophénol 0,25 %, xyléne cyanol 0,25
%, EDTA 25 mM, glycérol 50 %), sont séparés en fonction de leur masse moléculaire et de leur degré d’enroulement dans un
gel d’agarose en routine & 1 % préparé en tampon TBE (Tris-Borate 90 mM, EDTA 2 mM pH 7,9) contenant du bromure
d’éthidium. Un marqueur de tailleEl est mis & migrer en paralléle aux échantillons. La séparation s’effectue en tampon TBE
sous l'influence d’un champ électrique de 5 V.cm™!, puis la visualisation se fait sous UV a 312 nm, I’agent intercalant BETE

provoquant la fluorescence des bandes d’ADN. Une photographie du gel est prise automatiquement.

11.2.3 Clonage d'un fragment d'ADN dans un vecteur

Digestion par des endonucléases de restriction

Ces enzymes reconnaissent des séquences palindromiques particulieres de (6 pb en général) d’ADN bicaténaire qu’elles
clivent. Le clivage peut donner des bords francs ou des extrémités cohésives. Les enzymes sont utilisées a raison de 1 a 5
unités (U) par échantillon (500 ng d’ADN) dans les tampons recommandés par le fournisseur. Les coupures sont réalisées
pendant 1 & 2 h & la température recommandée, en général 37°C. Les coupures aux enzymes de restriction sont utiles dans

le cadre de la réalisation et la vérification du clonage d’un insert dans un vecteur.

3. Macherey-Nagel
4. DNA Ladder Mass Ruler, Fermentas
5. Bromure d’EThidium

172



11. Matériels et Méthodes

Purification d'un fragment d'’ADN

Le fragment d’intérét est séparé par électrophoreése sur gel et la bande d’agarose excisée est purifiée par le kit Nucleospin
Extract Hﬂ basé sur I’adsorption différentielle de I’ADN sur colonne de silice [351]. Les minicolonnes de résine utilisées
sont chargées de résine anionique qui retient PADN et permet d’éliminer I’agarose, les sels et autres impuretés. Le fragment
est élué par 30 a 50 ul de Tris HCI 10 mM pH 8,5.

Ligature de fragments d'ADN

Le fragment d’ADN & insérer et le plasmide sont digérés par les mémes enzymes de restriction ou enzymes de restriction
compatibles. L’insertion est réalisée en général au niveau du site de clonage multiple du vecteur. Elle sera possible grace a
la complémentarité de base résultant de I'utilisation d’enzymes compatibles dans le cas d’extrémités cohésives. La ligature
s’opere par action d’l1 U d’ADN ligase du phage T4m créant une liaison phosphodiester entre les extrémités 5’ phosphate
et 3’ hydroxyle en présence d’ATP, le contact durant une nuit & 15°C. Afin d’éviter une recircularisation du vecteur sur

lui-méme, la proportion optimale entre ADN du vecteur et ADN & insérer doit étre comprise entre 1 pour 3 et 1 pour 10.

Construction des plasmides rcnA-gfp, pETRCB et pUCRCB

La construction du plasmide rcnA-gfp a déja été décrite [338]. Brievement, un fragment d’ADN de 541 paires de bases
contenant la région promotrice et le début du gene rcnA a été isolé du plasmide pAR020 [233] apres digestion par les
enzymes de restriction EcoRI et Pvull. Ce fragment a ensuite été inséré entre les sites EcoRI et Smal du vecteur pPROBE-
OT [348] formant ainsi le plasmide p157. Le plasmide pETRCB a été produit grace a 'amplification par PCR d’un fragment
de 625 paires de bases contenant le cadre de lecture du géne rcnB avec des amorces contenant les sites Ndel ou EcoRI. Ce
fragment a ensuité été cloné entre les sites correspondants du plasmide pET30. Quant au plasmide pUCRCB, il résulte du
sous-clonage d’un fragment extrait du pETRCNB par les enzymes Xbal et HindIII et cloné entre les sites correspondants
du plasmide pUC18.

11.2.4 Transformation par de 'ADN plasmidique
Technique du TSS

Les plasmides sont introduits par choc thermique au cours de la transformation dans les cellules hotes bactériennes, rendues
compétentes par un traitement au tampon de transformation TSS [352]. Un volume de 5 ml de milieu LB est ensemencé avec
une goutte d’une préculture de la nuit de la souche bactérienne & transformer. Les cellules sont récoltées par centrifugation
a une DOgoo =~ 0,3, correspondant & 1,5.10% cellules.ml!. Le culot est repris délicatement par 0,1 ml d’une solution de T'SS
froide (PEG 3350 10 %, MgClz 10 mM, MgSO, 10 mM, DMSO 5 %, dans du LB) conservée a 4°C. Les cellules peuvent
étre utilisées apreés maintien 30 min au moins dans la glace. Pour la transformation, 0,1 a 1 ug de plasmide est ajouté aux
cellules compétentes. Le mélange est laissé 30 min dans la glace, puis 900 ul de LB sont ajoutés et la culture est incubée a
37°C pendant 1 h minimum pour permettre ’expression des génes de résistance aux antibiotiques portés par le plasmide.

Les cellules sont ensuite étalées sur milieu sélectif approprié et incubées & 37°C pendant 24 & 48 h.

Technique de I'électroporation

La transformation par électroporation permet aussi de faire pénétrer de ’ADN dans une cellule hote bactérienne par un choc
électrique. Afin d’éviter la formation d’un arc électrique, les cellules sont soigneusement lavées et toute trace de sels ainsi
éliminée. 50 pl de cellules électrocompétentes commerciales sont placées dans une cuve d’électroporation stérile, refroidie
dans la glace puis environ 1 ng d’ADN plasmidique est ajouté dans la cuve. L’échantillon est soumis & un choc électrique
trés bref de l'ordre de la milliseconde mais de trés forte intensité (résistance de 400 €2, capacité de 25 pFd, voltage de 12500
V.Cm’l)ﬂ Apres 'impulsion électrique, les cellules sont reprises dans 1 ml de milieu LB et incubées 1 h & 37°C. A la suite
de cette culture d’expression, les cellules sont centrifugées et le culot étalé sur milieu sélectif puis incubé a 37°C pendant 24
a 48 h.

11.2.5 Amplification d’ADN par réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La technique de PCREI permet d’amplifier un fragment d’ADN & partir de deux amorces oligonucléotidiques spécifiques.
Elle repose sur la syntheése enzymatique d’ADN par une ADN polymérase thermostablelﬂ a partir de deux amorces de
polarité opposée, complémentaires de chacun des brins & amplifier. Un cycle de synthése est constitué des trois étapes :
1. La dénaturation de la matrice ADN par chauffage & 95°C(30 s & 1 min).
2. L’hybridation des amorces réalisée & une température dépendante de la composition en base des oligonucléotides (1
min).
3. L’extension des amorces par PADN polymérase est réalisée a 72°C a raison de 1 min par kb recopié, en présence
des ANTP.

Macherey-Nagel

Invitrogen

appareil Biorad
Polymerase Chain Reaction
10. Taq polymérase, Promega

© XN
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Figure 71 — Principe de ’empreinte a la DNase

La région promotrice de I'’ADN qui sert de sonde est symbolisée par une fleche bleue. En absence d’interactions
ADN-protéines, la DNase a acces a la totalité de la sonde et va générer des fragments de toute taille, marqués
en 5' par le 32P. En revanche, si la protéine interagit avec I'ADN, elle va protéger celui-ci de la digestion
et I'enzyme ne pourra pas couper dans la zone protégée. Certaines tailles de fragments ne seront donc pas
représentées ce qui va constituer une empreinte visible sur le gel.
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Une amplification classique comporte 30 cycles, précédés d’une étape de dénaturation de 5 min a 95°C et s’achevant par
une étape d’élongation finale de 5 min a 72°C. La durée d’élongation doit cependant étre adaptée en fonction de la taille
du fragment a amplifier. Les cycles des chauffages successifs sont assurés par I’appareil MycyclerE Il est recommandé de
choisir des amorces de 20 nucléotides minimum avec un pourcentage de G + C de 50 & 60 % et se terminant en 3’ par G

ou C.

11.2.6 Construction de la souche mutante ArcnB

L’inactivation du geéne cible renB a été effectuée au laboratoire selon la méthode de mutagenese en une étape dans
la souche BW25113 [353]. Les oligonucléotides yoNFRTup (ACGAAATCATGGGATCACTAACAAAATATCGCTTGT-
CAGTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC) et yoNFRTdwn2 (TAGCGATGATAAAAAATCTCACCGTCGTAGGCTTTA-
ATCATATGAATATCCTCCTTAG) ont été utilisés pour amplifier la cassette cat du plasmide pKD3 [353] par PCR. L’am-
plifiat a ensuite été utilisé pour transformer les bactéries receveuses possédant le systéme de recombinaison Red issu du
phage A. Grace a la complémentarité de leurs séquences, les cassettes ont pu étre intégrées dans le génome par recombi-
naison homologue. La fusion rcnB-cat a pu par la suite étre transférée de la souche BW25113 aux souches d’intérét par

transduction avec le phage P1.

11.2.7 Transduction avec le phage P1

Le stock de phages Plvir est réalisé en milieu liquide par infection de 5 ml de la souche donatrice cultivée a faible
D.O600nm ~ 0,2 en LB supplémenté en MgSO, 8 mM et CaCl, 4 mM avec 0,5 ml d’une dilution 10-2 d’un stock précédent.
Le mélange est ensuite placé & 37°C jusqu’a la lyse totale des cellules (2 & 4 h). Le lysat, récupéré par centrifugation, est
stérilisé par 0,2 ml de chloroforme et stocké & 4°C. La transduction est effectuée pendant 30 min & 37°C par mise en contact
de la souche réceptrice cultivée en phase exponentielle de croissance en LB MgSO, 8 mM et CaCl, 4 mM avec le stock de
phages, & une multiplicité d’infection de 1 phage pour 10 bactéries. Cette étape permet & un fragment de chromosome de
la cellule donatrice encapsidé dans une particule phagique de pénétrer dans la cellule réceptrice et de recombiner. Apres 3
lavages en LB + citrate 0,1 % pour éliminer le phage non adsorbé, une culture d’expression est effectuée 1 h en milieu LB

+ citrate 0,1 %. Les bactéries sont ensuite étalées sur milieu sélectif approprié pendant 24 a4 48 h a 37°C.

11.2.8 Empreinte a la DNase

Cette méthode permet de détecter une interaction ADN/Protéine. En effet, la fixation de la protéine sur PADN confére
une protection visualisable de ’ADN vis-a-vis de I’endonucléase DNase. Elle s’effectue techniquement en trois étapes. Son

principe est donnée sur le figure

Marquage de la sonde ADN par du 3?Pa-dCTP

La sonde PranBIE est insérée au niveau du site multiple de clonage du plasmide pGEM-T entre les sites de restriction Sall
et Sacll formant ainsi le plasmide pP,.,ap. 60 pg de celui-ci sont alors digérés par ces deux enzymes de restriction afin
de libérer des extrémités 5’ protubérantes. Celles-ci sont ensuite comblées par 'ajout de 20 nM de chaque dNTP (dATP,
dGTP, dTTP et 3?Pa-dCTP) ainsi que 5 U de Kleenow. Aprés 30 minutes, le marquage est stoppé par 1’ajout de 20 nM
de dCTP non marqué. L’ADN est précipité sur la nuit par un mélange adapté (acétate de sodium 3 M, pH 4,8, éthanol
absolu). Apres centrifugation, le culot est lavé & 1’éthanol 70 % puis séché completement & 42°C avant d’étre repris dans
de leau. Une migration sur gel d’agarose 1 % est alors effectuée dans les conditions décrites précédemment et la bande

correspondante a la sonde est excisée puis '’ADN purifié.

Préparation des échantillons

La sonde marquée est mise en contact avec la protéine RcnR en proportions égales et éventuellement les ions métalliques
testés dans du tampon adapté (Hepes-NaOH 24 mM, Tris HCl 8 mM, KC1 140 mM, DTT 0,4 mM, dIdC 10 nM, Glycérol
10 %, NP 4 %, BSA 200 pg.mlt, pH 7). Ensuite, 2 mU de DNase sont ajoutées. Apres 15 s, la digestion est stoppée par
lajout de 25 uM d’EDTA. Les protéines et 'ADN sont alors séparés par un mélange de tampon TE (Tris HC1 50 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,5) et de phénol chloroforme puis centrifugés. Le surnageant contenant ’ADN est précipité a ’éthanol

70 %. Apres centrifugation, le culot est lavé a I’éthanol 70 % puis séché et repris dans la solution de dépot.

Migration sur gel de polyacrylamide

Le gel utilisé contient 6 % d’acrylamide ainsi que 6 M d’urée. Il est coulé entre deux plaques de verre avec un gradient
d’épaisseur sur un appareil 2010 MacrophorIT_gl Les échantillons sont portés a ébullition pendant 5 min puis déposés sur
le gel. La migration s’effectue dans du tampon TBE sous une tension constante de 1500 V et a température constante de
50°C. Apres 4 h de migration, le gel est démoulé puis fixé dans I'acide acétique 8 %. Apreés un ringage & l’eau, il est séché

puis autoradiographié.

11. Biorad
12. la région promotrice de 'opéron recnAB de 314 paires de bases
13. LKB Bromma
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11.3 Méthodes biochimiques

11.3.1 Préparation d'extraits protéiques

Extraction des protéines périplasmiques

Les cellules d’une culture bactérienne sont récoltées par centrifugation et le culot cellulaire est lavé par du tampon phosphate
50 mM pH 7. L’extraction s’opeére par action de 10 pl de chloroforme, suivie, aprés un contact de 15 min, de ’addition
de 100 pl de Tris HC1 10 mM pH 7. La phase aqueuse obtenue apres centrifugation (15 min, 10000 rpm, 4°C) contient les
protéines périplasmiques et peut alors étre dosé par réaction de Bradford et/ou traité pour dépot sur gel d’électrophorese

de protéines.

Préparation rapide d’extraits bruts

Cette technique est basée sur un cassage mécanique des cellules par I’action de billes de verre. Les cellules contenues dans 1
ml de culture sont récoltées par centrifugation puis le culot est lavé par 100 ul de tampon auquel on ajoute 50 pl de billes
de verre lavées a I’acide 150 — 212 ,umIEl Le tube est vortexé 3 fois pendant 1 min puis centrifugé 5 min & 13000 rpm. Le
surnageant récupéré contient les protéines totales et peut alors étre dosé par réaction de Bradford et/ou traité pour dépot

sur gel d’électrophorese de protéines.

11.3.2 Cinétique de transport du nickel

Ces manipulations visent a déterminer la concentration intracellulaire en ions nickel. Pour ce faire, I’isotope radioactif
63Ni est utilisé. Celui-ci possede une demi-vie d’une centaine d’années et se caractérise par des émissions 3- de faible énergie
ce qui en fait un élément ayant une faible radio-toxicité et donc manipulable sans équipement de protection lourd. Les
cultures sont effectuées en milieu LB et en aérobiose comme précédemment décrit en présence de 500 uM de NiSO, pour
induire le systéme rcn jusqu’en milieu de phase exponentielle de croissance (D.Ogoonm =~ 0,6). Les cellules contenues dans
un aliquot de 30 ml sont récoltées par centrifugation puis lavées par 5 ml de tampon phosphate 50 mM pH 7 et repris
dans 2 ml de tampon phosphate. 0,2 % de glucose sont ajoutés afin de maintenir le métabolisme bactérien et les cellules
sont placées a 30°C pendant 10 min. Puis, 4 & 5 uM de %3NiCl, sont ajoutés et un aliquot de 100 ul est filtré (0,45 pm)
a intervalles réguliers. Les filtres de nitrocellulose sont préalablement immergés dans une solution de tampon phosphate +
EDTA 1 mM et rincés une fois par cette méme solution apres le dépot des bactéries. Les filtres sont ensuite séchés totalement
puis plongés dans 5 ml de liquide scintillant OCSE et comptés au compteur a scintillationm Les résultats sont exprimés

en pmol de 93Ni accumulé.mg-! PSB.

11.3.3 Dosage d'activité hydrogénase

L’activité hydrogénase peut étre détectée visuellement par recherche de la réduction du BVE en anaérobiose en
présence d’hydrogeéne. La présence de BV réduit entraine I’apparition d’une coloration violette des colonies bactériennes
cultivées en anaérobiose ne persistant pas car le BV est rapidement réoxydé a lair ambiant. Cette méthode est rapide et
relativement aisée & mettre en ceuvre mais tres faiblement quantitative. Pour mieux différencier les activités hydrogénase
propres & chaque souche, un dosage précis doit étre fait. Pour cela, une préculture sur milieu LB MoSe (30 ml) est utilisée
pour ensemencer un flacon de 250 ml rempli jusqu’au col. Les cellules sont ensuite récoltées par centrifugation et le culot, lavé
a deux reprises dans du tampon phosphate 50 mM pH 7, est resuspendu dans 1 ml de ce méme tampon. Une détermination
de la concentration bactérienne est réalisée par mesure de la D.Ogoonm, ’échantillon ayant été dilué au 1/100°™°. Une
perméabilisation des cellules au toluéne permet la pénétration du substrat. Aprés conservation au moins 15 min dans la
glace, les échantillons sont dosés par mesure de ’apparition de benzyl viologene réduit absorbant & 600 nm. La réaction

chimique, catalysée par I’hydrogénase, est la suivante :
Ho — 2H* + 2 e suivie de 2 BV?t 4 2 e — 2 BV*

Le substrat benzyl viologéne & 1 M est injecté a la seringue dans une cuve calibrée, remplie de tampon phosphate
100 mM saturé en Ha. 50 mM de dithionite de sodium Na,S,0, jouant le rdole d’agent réducteur sont ajoutés au mélange
réactionnel pour amorcer la réaction. La mesure spectrophotométrique s’effectue durant 5 min a raison de 2 mesures.min-!.

L’activité spécifique est exprimée en pmol de BV réduit.min"!.mg* de PSB avec ¢ = 7,4 mM.cm™.

11.3.4 Dosage des activités [-galactosidase ou S-glucuronidase

Les cultures sont effectuées comme précédemment décrit. Les cellules sont recueillies apres différents temps de croissance

par centrifugation puis sont lavées 2 fois et resuspendues dans 1 ml de tampon M63. La D.Oggonm est mesurée apres dilution
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a 10! dans du M63. Les cellules sont perméabilisées par addition de quelques gouttes de toluéne suivie d’une agitation
vigoureuse sur un appareil vortex pendant 1 min puis maintenues dans la glace jusqu’au dosage. Ce procédé permet aux
petites molécules de substrat de pénétrer dans la cellule o elles seront accessibles aux enzymes. Le dosage s’effectue & 30°C.
De 5 & 100 pl d’extrait cellulaire sont ajoutés et le volume est complété & 900 ul par du tampon Z (Na,HPO, 60 mM;
NaH,PO, 40 mM; KCl 10 mM; MgSO, 1 mM; S-mercaptoéthanol 50 mM pH 7) pour le dosage S-galactosidase ou de
tampon M63 pour le dosage B-glucuronidase [313|. La réaction est déclenchée par I’addition de 100 ul de substrat ONPG
ou PNPU et la quantité de produit libéré coloré ONP ou PNP est mesurée a 420 nm pour les dosages [-galactosidase ou
a 405 nm pour les dosages [B-glucuronidase. Le dosage spectrophotométrique se fait en cinétique directe par variation de
I’absorbance due a I’hydrolyse enzymatique du substrat incolore en un produit coloré en jaune au maximum d’absorption.
Le coefficient d’extinction molaire € de 'ONPG et du PNPU est de 4500 M-'.cm™!. L’activité spécifique est exprimée en
nmol de PNP ou d’ONP apparu.min-*.mg' de PSB.

11.3.5 Dosage de I'activité oxydase

Les cultures sont réalisées en aérobiose comme précédemment décrit jusqu’en milieu de phase exponentielle (D.Ogo0nm
~ 0,6) dans 5 ml de milieu LB supplémenté ou non par 500 uM de CuSO, ou de NiSO,. Les bactéries sont récoltées
par centrifugation puis la fraction périplasmique est extraite au chloroforme. Le dosage d’activité est adapté de celui de
Outten et al. [223]. L’extrait protéique est dilué dans du tampon acétate de sodium 100 pM, pH 5,5 et 1,6 mM de substrat
synthétique 3,3-diméthoxybenzidine|§ est ajouté. Le mélange est incubé 5 min & 37°C puis la moitié de ’échantillon est
transféré dans deux volumes de H,SO, 9 N pour stopper la réaction. L’absorbance est mesurée a 540 nm tandis que le
reste du mélange est incubé pendant 16 h a 37°C puis transféré dans deux volumes de H,SO, et mesuré. Les résultats
sont exprimés en pmol de substrat oxydé. mg! de PSB.min!. Pour les dosages sur protéine purifiée, les conditions sont
identiques. Suite a ’ajout du cuivre, les protéines sont passées sur des colonnes de dessalage PD—lOE pour éliminer les ions

Cu?* non fixés puis incubés avec le substrat.

11.3.6 Dosage de protéines par la méthode de Bradford

Cette méthode est fondée sur le décalage de la longueur d’onde d’absorbance maximale de 465 & 595 nm d’une solution
acide de bleu brillant de Coomassie G-250 suite a la fixation de protéines. Le réactif colorant concentré 5 fois est en solution
dans de ’acide phosphorique et du méthanol. La procédure suivie est la microméthode, le volume réactionnel final de 1
ml, permet de doser de 1 & 20 pg de protéine par essai. En parallele est toujours réalisée une gamme de concentration de
BSA@ pour étalonnage. L’échantillon protéique a doser est ajouté dans de I’eau pour un volume final de 800 ul auxquels
sont ajoutés 200 pl de réactif coloré concentré. L’incubation & température ambiante est menée durant 20 min a ’obscurité.

Le coefficient directeur de la droite d’étalonnage permet de calculer les concentrations protéiques des échantillons.

11.3.7 Séparation des protéines par électrophorese
Electrophorése dénaturante des protéines sur gel SDS-PAGE

Cette méthode, décrite par Laemmli [354], permet une séparation des protéines sur gel de polyacrylamide, essentiellement
en fonction de leur taille. Avant le dépot, les échantillons protéiques sont chauffés 5 min & 95°C, en présence de SDS et
de B-mercaptoéthanol. Les gels & 12 ou 15 % d’acrylamide utilisés sont coulés en deux temps : gel de séparation puis gel
de concentration dans lequel un peigne a été inséré. La polymérisation débute par ’addition de persulfate d’ammonium et
de TEMED. La migration s’effectue dans du tampon SDS-PAGE (Tris base 25 mM, glycine 186 mM, SDS 0,1 % pH 8,5)
a environ 80 V pendant 1 & 2 hIE Le gel est ensuite plongé dans une solution de coloration (bleu de Coomassie 0,25 %,
éthanol 40 %, acide acétique 10 %). Le bleu de Coomassie fixé de maniere aspécifique est éliminé par plusieurs bains dans

une solution de décoloration (éthanol 40 %, acide acétique 10 %).

Electrophorese en gel Tris tricine

Le protocole suivi est celui mis au point par Schagger et Von jagow [355]. Le gel de polyacrylamide & 15 % est préparé en
tampon Tris HCl 3 M & pH 8,45 en présence de 0,3 % de SDS. Le tampon anode utilisé lors de la migration est composé
de Tris HC1 0,2 M pH 8,8 et le tampon & la cathode se compose de Tris HCI 0,1 M, Tricine 0,1 M et SDS 0,1 % pH 8,25.

L’électrophorese est conduite & 50 puis 100 V pendant environ 2 h.

11.3.8 Purification de la protéine RcnB
Surproduction de RcnB

Le géne renB cloné dans le vecteur de surexpression pET3OE est placé sous le controle du promoteur de ’ARN polymérase
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Figure 72 — Schéma de I’appareil FPLC utilisé

Les tampons utilisés sont stockés dans les réservoirs A et B et circulent grace a I'action de pompes péristaltiques
paramétrables. L'injecteur situé en amont de la colonne permet de choisir la solution qui va étre éluée. La
quantité de protéines reflétée par |'absorbance a 280 nm et |'osmolarité de I'éluat sont mesurées en temps réel
a la sortie de la colonne. L'appareil est couplé a un collecteur de fractions pour récupérer celles qui contiennent

les protéines d'intérét.
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du phage T7, la production de cette enzyme étant placée sous le controle de 'opérateur lac inductible par l’IPTGE Une
culture de 500 ml de LB de la souche BL21 ayant intégrée le vecteur pETrcnB est menée sous agitation a 37°C jusqu’a
DOgpo ~ 0,6 puis est induite par addition d’TPTG 1 mM final. Aprés 4 h d’induction, les cellules sont centrifugées et le

culot est conservé a -80°C jusqu’a utilisation.

Purification de RcnB

Le culot contenant les bactéries ayant surproduites RcnB est repris dans 5 & 10 ml de tampon Tris HCI 50 mM pH 8
+ 1,5 M de sulfate d’ammonium. Les cellules sont ensuite explosées par 3 passages a la presse de French puis les débris
cellulaires sont culottés par centrifugation (10 min, 10000 rpm, 4°C). Le surnageant est filtré & 0,45 pum avant de poursuivre
la purification. Aprés plusieurs essais de mise au point, une formule en trois étapes est apparue comme le meilleur procédé

de purification.

Chromatographie d'interactions hydrophobes

La colonne utilisée est ici une HiTrap Phenyl@ monté sur un appareil FPLCE comme décrit sur la figure Le débit
est maintenu constant & 1 ml.min"! pendant toute la chromatographie pour une pression de = 20 psi. La colonne est
préalablement rincée par au moins ’équivalent de 5 volumes de colonne de tampon Tris HC1 50 mM pH 7 puis équilibrée
par 3 volumes du méme tampon Tris HC1 + 1,5 M de (NH,),SO,. L’échantillon est alors injecté puis élué par un gradient
linéaire de 1,5 M & 0 M de (NH,),SO,. Pour plus d’efficacité de cette étape, I’élution peut se faire avec un palier & 0,75
M. Les fractions de 2 ml récoltées sont testées pour la présence de RenB en déposant un aliquot de 10 pl + 4 pl de bleu de

dépdt de chaque sur gel Tris-Tricine 15 %.

Dialyse

Les fractions contenant la protéine RcnB sont rassemblées dans un ou plusieurs boudins de dialyse selon le volume. La
membrane Spectra/Por Biotech@ utilisée posseéde un seuil de coupure & 8 kDa. L’échantillon est dialysé pendant 16 h a
4°C contre 4 1 de tampon Tris HC]1 50 mM pH 7 pour bien éliminer toute trace de (NH,),SO,.

Chromatographie d'échange d'anions

La colonne utilisée est une Uno-QlIﬂ montée sur le méme appareil FPLC. Le débit est maintenu constant & 1 ml.min!
pendant tout le processus pour une pression de = 200 psi. La colonne est préalablement rincée par au moins 5 volumes de
tampon Tris HC1 50 mM pH 7 + 1 M de NaCl puis équilibrée par 3 volumes du tampon Tris HCI sans sel. L’échantillon
est chargé puis élué par un gradient de 0 & 1 M NaCl. Les fractions récoltées de 2 ml sont testées pour la présence de RenB
en déposant un aliquot de 10 ul 4+ 4 pl de bleu de dépot de chaque sur gel Tris-Tricine 15 %. La protéine RenB n’a aucune
affinité pour la colonne et est donc éluée en premier alors que toutes les autres protéines restent fixées a la colonne. A la
fin de ce processus de purification, la protéine RcnB pure est concentrée sur centricons vivaspin et stockée a -80°C jusqu’a

utilisation.

11.3.9 Immunodétection (=Western Blot)

Apres séparation électrophorétique en gel SDS-PAGE ou Tris tricine, les protéines peuvent étre transférées sur une
membrane PVDF, membrane apolaire hydrophobe dont le faible potentiel de surface diminue les forces électrostatiques de
répulsion et favorise le transfert d’acides nucléiques ou protéines. La révélation spécifique d’une ou plusieurs des protéines
du gel se fera ensuite a 'aide d’anticorps. Le transfert est eﬁectué@ en tampon glycine (glycine 39 mM, Tris 48 mM,
SDS 0,0375 %, éthanol 20 %). La membrane est ensuite saturée dans du TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM)
contenant 5 % de lait, pendant 1 h & température ambiante. Plusieurs lavages de la membrane saturée sont réalisés dans du
tampon T-TBS (TBS 1X, Tween 20 & 0,1 %). Puis la membrane est incubée sur la nuit en présence d’anticorps primaires
dirigés contre la protéine étudiée apres dilution (du 1/1000°™¢ au 1/10000%™¢ selon la protéine) dans du TBS lait 1,67
%. L’exceés d’anticorps primaires est éliminé par 3 lavages en T-TBS et les anticorps secondaires, anti-IgG de lapin ou de
souris selon Panticorps primaire, marqués & la peroxydase et dilués au 1/10000°™° en TBS lait 1,67 %, sont ensuite ajoutés.
Apres incubation d’1 h & température ambiante, la membrane est rincée dans du T-TBS puis séchée. L’immunorévélation
par détection de ’activité peroxydasique est effectuée a ’aide du kit ECL@ Un substrat contenant du luminol est mis
en contact avec la membrane ; une émission de lumiere brévem conséquence de I'oxydation du substrat par la peroxydase

éventuellement présente sera détectée par exposition d’un film autoradiographique.

23. isopropyl B-D thiogalactopyranoside
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11.3.10 Chromatographie par Gel-Filtration

La colonne utilisée est une superdex HR 10/30 La protéine RcnB purifiée est diluée & une concentration finale de
1 mM dans du tampon Tris HCl 50 mM, NaCl 50 mM, pH 8 en présence ou non d’un exces de cuivre (5 mM). 500 pl de
I’échantillon sont injectés sur la colonne préalablement équilibrée par du tampon Tris 50 uM, NaCl 50 mM, pH 7 puis élués
par ce méme tampon. Le débit est fixé & 2,5 ml.min! et les fractions recueillies sont de 5 ml. L’absorbance & 280 nm est

suivie en continu et permet de localiser les fractions dans lesquelles la protéine RenB est éluée.

11.3.11 Dialyses

Vérification des membranes et préparation de la protéine

Un boudin de la membrane de dialyse disposant d’un seuil de coupure de 8 kDa est remplie par 1 ml de solution contenant
la protéine RcnB a une concentration de 25 pM diluée dans du tampon Tris HC1 50 mM pH 7. Celui-ci est dialysé sur la
nuit contre 3 1 de tampon Tris HCI 50 mM pH 7 + EDTA 1 mM puis dialysé 2 fois pendant 4 h contre 3 1 de tampon
Tris HC1 50 mM pH 7. Apres dialyse, la concentration de la protéine est redéterminée. Pour RcnB, la perte d’échantillon
est inférieure & 2 %. Une manipulation identique a été effectuée sur les cellules slide-a-lyser ayant un seuil de coupure a 5

kDaE et a montré des résultats identiques.

Dialyse a I'équilibre

La cellule de dialyse slide-a-lyser est préalablement rincée dans du tampon Tris HCl1 50 mM pH 7. 50 ul de protéine pure a
12 puM sont déposés dans cette cellule puis celle-ci est plongée dans 5 ml de tampon Tris HCl 50 mM pH 7. Une quantité
croissante de %3NiCl, est ajoutée (0 & 4 équivalents) puis le mélange est équilibré pendant 48 h & température ambiante.
Un aliquot de la cellule et du tampon extérieur sont prélevés et la radioactivité est quantifiée comme pour la dialyse en flux
continu. La différence entre la radioactivité de la cellule et celle du tampon permet d’estimer la quantité de métal fixé par

la protéine.

11.3.12 Dot Blot

La membrane de PVDF 0,22 pm est préparée en I'imbibant d’éthanol 70 % puis en la plongeant dans de I’eau avant
de ’équilibrer dans du tampon Tris HCl 50 mM pH 7. Celle-ci est ensuite montée sur le support et les échantillons sont
déposés avant qu’elle ne seche. La protéine est utilisée & une concentration de 1 uM. Celle-ci est incubée 1 h & température
ambiante en présence de 0, 1 ou 10 pM de ®3NiCl,. 50 ul de chaque échantillon sont déposés en triplicata sur la membrane.
Celle-ci est rincée 8 fois par du tampon puis séchée, découpée et la quantité de métal retenu et donc fixé & la protéine RenB
est déterminée par I'ajout de liquide scintillant OCS et comptage. Les résultats sont exprimés en quantité de 3Ni liée en

fonction de la quantité totale de %3Ni (exprimée par rapport a celle des protéines).

11.4 Techniques biophysiques de caractérisation des biomolécules

11.4.1 Techniques spectroscopiques
Spectroscopie UV-Visible

L’appareil utilisé pour étudier les interactions protéine/métal est un Nicolet Evolution 100@ La protéine RcnB purifiée
est diluée dans du tampon Tris HCl 50 mM pH 7 dans une micro-cuve en quartz d’une contenance de 100 pl pour une
concentration finale de 300 M. Les ions métalliques sont ajoutés équivalent par équivalent dans un volume n’excédant pas
1/100%™¢ du volume final (1 ul) afin d’éviter la dilution de 1’échantillon et donc la diminution d’absorbance ainsi que la
précipitation de la protéine. Aprés 10 min d’équilibration & température ambiante, le spectre d’absorbance compris entre

250 et 700 nm est enregistré et la manipulation peut étre répétée avec un équivalent supplémentaire.

Dosage de la fusion rcnA-gfp par spectrofluorométrie

Ce dosage permet de quantifier I'importance de la production de la protéine fluorescente codée par le géne rapporteur gfp
mais n’est pas basée sur l'activité enzymatique de la protéine, la fluorescence étant intrinséque. Les cultures des souches
ayant intégrées le plasmide p157 sont réalisées comme précédemment décrit. A intervalles réguliers, un aliquot de 3 ml est
prélevé stérilement et I’absorbance & 600 nm est déterminée. Le méme aliquot sert également pour la détermination de
I'intensité de fluorescence. Celui-ci est transféré dans un spectrofluorimetre SFM 23/BE et excité par un faisceau lumineux
de A = 490 nm. La fluorescence est enregistrée a A = 510 nm. Les résultats sont exprimés par le rapport entre l'intensité de
fluorescence et la quantité de bactéries. Pour vérifier les résultats, ’observation des bactéries au microscope a épifluorescence

a été réalisée. Pour cela, 5 ul de bactéries sont déposées sur une lame d’observation. Les bactéries sont ensuite fixées en
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passant la lame & la flamme aprés ajout de 1 ml d’éthanol 70 %. Apres séchage, 50 ul d’eau sont déposés sur la lame puis

recouverts d’une lamelle avant ’observation.

Etude de I'interaction RcnB/Cu par extinction de fluorescence

La protéine RcnB purifiée est diluée dans du tampon Bis Tris propane 100 mM pH 6 & une concentration finale de 5 puM.
Dans un premier temps, la longueur d’onde maximale d’excitation (Amaz €xc) est déterminée en fixant arbitrairement la
longueur d’onde d’émission (A em) & 330 nm. Un balayage de longueurs d’onde d’excitation est effectué entre 250 et 350
nm et le pic du spectre ainsi obtenu correspond & Apqz exc. Pour RenB, Az exc = 280 nm. Cette longueur d’onde
correspond & l’excitation du résidu tryptophanelﬁ qui génere un signal beaucoup plus important que les autres acides
aminés aromatiques. Cette valeur de Az exc est conservée et un balayage de longueurs d’onde d’émission est effectué
entre 300 et 400 nm. Le pic du spectre ainsi obtenu correspond & Apqz em. Pour RenB, A em = 319 nm. Toutes les
mesures sont donc effectuées avec A exc = 280 nm et A em = 319 nm pour générer le meilleur signal possible. Ensuite, un
exces de métal (100 uM = 20 équivalents) est ajouté puis un spectre d’émission est enregistré aprés 5 min d’équilibration a
température ambiante. Pour le cuivre (Cull), la manipulation est effectuée en ajoutant des quantités croissantes de solution
CuSO,. Pour le cuivre Cu(I), des conditions spéciales réductrices doivent étre utilisées afin de garder le métal sous forme
Cu(I). Ainsi, la solution métallique est préparée par dissolution de poudre de Tetrakis copper(I) hexafluorophosphate dans
de I'acétonitrile dégazée sous atmosphere d’azote dans un flacon hermétiquement clos. Ce composé est un donneur de Cu(I).
La présence de Cu(I) en solution peut étre testée par 'ajout de BCS qui est un agent chélatant du Cu(I) émettant un signal
caractéristique & A = 483 nm en présence de cet espece [193]. Le tampon utilisé pour la titration est lui aussi dégazé et
I’intégralité de la manipulation s’effectue dans une cuve bouchée hermétiquement. Les résultats sont présentés sous forme

de rapport de fluorescence enregistrée sur la fluorescence initiale (F/F0) en fonction de la quantité de métal.

Spectrométrie de masse

Cette manipulation a été effectuée par David Lemaire au centre du CEA & Cadarache. L’appareil utilisé est un ESI-
Q—TOFE Les spectres de la protéine RcnB pure avec et sans ajout de cuivre ont été réalisés en conditions natives et
dénaturantes. Pour les conditions natives, la protéine est diluée a une concentration finale de 5 M dans une solution d’ions
NHI 20 mM. En conditions dénaturantes, 0,2 % d’acide formique sont ajoutés. Un spectre de masse est alors enregistré
puis 10 équivalents d’ions CuSO, sont ajoutés et un deuxieme spectre est enregistré. Les spectres obtenus peuvent alors

étre traités puis superposés.

Dosage des métaux par ICP-OES

Le dosage par ICP-OESIE permet de quantifier précisément les métaux présents dans un échantillon. Les cultures des
différentes souches sont effectuées comme précédemment décrit en gros volumes (250 ml) jusqu’d D.Ogoonm = 0,6. Les
bactéries sont récoltées par centrifugation puis lavées une fois par du tampon phosphate 50 mM pH 7 + EDTA 1 mM
et deux fois par du tampon phosphate seul. Le culot est ensuite lyophilisé et pesé avant d’étre dissous dans 2 ml d’acide
nitrique HNO, concentrée. La minéralisation est effectuée au digesteur micro-ondes (Programme : 15 min de montée en
température jusqu’a 180°C puis 30 min & 180°C). Les échantillons sont par la suite complétés & 8 ml par de ’eau ultrapure
avant d’étre analysés@ Une gamme de métaux purs est réalisée en parallele. Tous les dosages sont effectués en triplicata.

Les résultats sont exprimés en ug de métaux.g-* de PSB@

11.4.2 Essais de cristallisation

Ces manipulations ont été effectuées au centre du CEA de Cadarache@ selon la méthode de la goutte suspendue. Des
cribles de kit commerciaux ont été réalisés comme approche globale. La protéine RenB purifiée est plus ou moins concentrée
(1, 5, 10 et 30 mg.ml!) puis 1 ul de cette solution est mélangé avec 1 ul d’une solution a tester et déposée sur une lamelle.
Celle—ci est retournée puis fixée au dessus d’un réservoir contenant 1 ml de la solution a tester. Ensuite, les boites sont
incubées a 5 ou 20°C de 1 semaine a plusieurs mois pour permettre la croissance des cristaux éventuels. Aprés cette premiére
série, le laboratoire d’accueil s’est doté d’un robot de cristallisation. Une deuxiéme série de tests a donc été effectuée selon
la méthode de la goutte assise. Outre le gain de temps, le robot permet de faire des gouttes de moindre volume (0,5 pl) ce

qui permet d’économiser le stock de protéine pure.

11.4.3 Dichroisme circulaire

Cette manipulation a été effectuée a 'IBCP de Lyon. La protéine RcnB pure est utilisée & une concentration de 15

ou 20 uM dans du tampon phosphate 10 mM pH 7. Le spectre est enregistré sur un appareil Chirascan@ a température

35. la séquence de RenB mature possede 2 résidus W
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ambiante entre les longueurs d’onde 180 et 260 nm. Le contréle de la saturation du signal est effectué en suivant la tension
du récepteur. Les spectres sont ensuite lissés et la valeur du tampon est retranchée. La déconvolution des spectres entre 185
et 260 nm est effectuée via le serveur Dichroweb@ Les 4 méthodes disponibles, SELCON3, CONTIN, CDSSTR et K2D

sont utilisées en parallele.

11.4.4 Identification de protéines

Cette manipulation de LC-MS/MS a été effectuée par la plateforme Marseille Protéomique de I'Institut de Microbiologie
de la Méditerranée. La bande contenant la protéine a identifier est excisée du gel SDS-PAGE ou Tris-Tricine et placée dans
un microtube pour étre analysée. L’échantillon subit un cycle de Réduction / Alkylation / Digestion a la trypsineIE sur 8 h et
extraction des peptides. Ceux-ci sont ensuite séchés au speed vacuum puis repris dans 10 pl d’eau / acide TriFluoroAcétique
0,1 %. Puis, les échantillons sont dessalés sur colonne ZipTipIE selon le protocole du fabricant. Enfin, les échantillons sont
analysés par un spectrometre de masse@ L’assignation des pics est faite automatiquement par la machine puis vérifiée
manuellement. Pour I’identification des protéines, une recherche contre les bases de données Mascot@ et MS—Fitm réduites

a E. coli est effectuée.

11.5 OQutils bioinformatiques

11.5.1 Alignements de génomes

Les génomes de différentes especes bactériennes peuvent étre comparés grace a la base de données MBGD@ Cet outil
permet entre autres d’aligner les génomes qui possedent le géne ciblé par la requéte et d’étudier ’environnement de celui-ci.

Chaque géne environnant est annoté et des informations le concernant peuvent étre consultées.

11.5.2 Alignements de séquences protéiques

La séquence de la protéine RcnB a été récupérée dans la base de données SWISSPROT@ sous le numéro d’accession
P64534 YOHN_ECOLI. En plus de la séquence primaire de la protéine, cette base de données permet de déterminer quelques
caractéristiques théoriques comme le point isoélectrique pl, la composition en acides aminés, la masse moléculaire ou encore
le coefficient d’extinction molaire e. La recherche de protéines homologues a été effectuée grace a l’algorithme BLASTF_UI
disponible en ligne sur le site du NCBIE Ce programme permet de comparer des séquences protéiques et géneére des
résultats sous forme de pourcentage de similarité; plus la valeur (e-value) est faible, plus le risque que la similitude entre
deux séquences protéiques soit liée au hasard est faible. Les différentes séquences mises en valeur par BLAST peuvent

ensuite étre alignées par un outil de type Clustal@ et le résultat est visualisé par le logiciel CLC viewer.

11.5.3 Prédiction de topologie protéique

Le serveur SignalP 3.0@ permet de rechercher la présence de peptides d’adressage dans les séquences protéiques et

indique leur site de clivage probable avec un coefficient de probabilité.

11.5.4 Recherche de domaines protéiques

La recherche de domaines caractéristiques a été effectuée sur la séquence de RcnB grace au serveur InterProScan@
Les domaines ainsi obtenus sont référencés dans la base de données Pfam@ L’interrogation de celle-ci permet de retrouver

les bactéries possédant des protéines contenant ces domaines et potentiellement caractérisées.

42. http ://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk

43. Promega

44. Millipore

45. appareil nano ESI-IT LCQ-DecaXP, ThermoFinnigan
46. http ://www.matrixscience.com

47. http ://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm
48. http ://mbgd.genome.ad.jp/

49. http ://expasy.org/sprot/

50. Basic Local Alignement Sequence Tool

51. National Center for Biotechnology Information : http ://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
52. http ://www.ebi.ac.uk/ClustalW/

53. http ://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

54. http ://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/

55. http ://pfam.sanger.ac.uk/
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RcnA is an efflux pump responsible for Ni and Co detoxification in Escherichia coli. The expression of rcnA
is induced by Ni and Co via the metallo-regulator RcnR. In the present work, the functioning of the
promoter—operator region of rcnR and rcnA was investigated using primer extension and DNAse
I footprinting experiments. We show that the promoters of rcnR and rcnA are convergent and that apo-
RcnR binds on symmetrically located sequences in this intergenic region. Moreover, RcnR DNA binding is
specifically modulated by one Ni or Co equivalent and not by other metals. In addition to rcnA, RcnR
controls expression of its own gene in response to Ni and Co, but the two genes are differentially

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Nickel and, to a lesser extent, cobalt are obligate nutrients in
bacteria because they fulfill important biological functions [1,2].
The intrinsic properties of these metals make them unique catalysts
for a subset of specialized, vital functions. Biological systems have
overcome the reactivity of these metals by evolving a large set of
metal-coordinating proteins dedicated to metal transport and
insertion [3]. Ni and Co are ubiquitous and are often co-localized in
natural environments [4]. When present in excess concentrations,
both metals are expelled out of the bacterial cell to ensure detox-
ification. In Escherichia coli, one Ni and Co export system, the RcnA
efflux pump, has been reported. RcnA confers resistance to Ni and
Co, and its expression is induced by these two metals and not by
other divalent cations [5]. The rcnR gene, which is located upstream
of the rcnA gene and is divergently transcribed, encodes a repressor
that controls rcnA expression in response to Ni and Co [6].

RcnR binds the intergenic rcnR—rcnA region on the palindromic
sequence TACT-G6-N-AGTA, which is repeated twice and interacts
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with flanking DNA regions, possibly resulting in DNA wrapping [7].
RcnR is thought to act as a tetramer, composed of a dimer of dimers
[7] and to bind one Ni or Co ion per monomer, these metals being
coordinated by a set of common residues as well as specific ligands
[6]. RenR is structurally similar to CsoR, a Cu-sensing repressor
whose crystallographic structure reveals a homodimeric state in
which Cu(I) is coordinated at the interface of the two monomers
[8]. CsoR from Bacillus subtilis binds Ni(Il), Zn(II) and Co(Il) with
high affinity in vitro. However, this binding does not affect the DNA
binding affinity of CsoR, as these metals are coordinated at different
positions relative to that of Cu(I) [9]. The metal specificity of the
RcnR regulatory pathway was not clearly defined and the promoter
elements of the rcnR—rcnA intergenic region were not determined.
The aim of the present work was therefore to gain insight into the
regulatory features of the rcnR and rcnA genes via RenR by using
a combination of genetics and biochemistry.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains, plasmids and oligonucleotides

The E. coli strains, plasmids and oligonucleotides used in this
study are listed in Table 1. Gene deletions of rcnR and rcnA were
constructed in the E. coli BW25113 strain according to [10] using the
primers listed in Table 1. For phenotypical analysis, the rcnR dele-
tion was transferred in E. coli NM522 by P1 phage transduction.
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Table 1
Bacterial strains, plasmids and primers used in this study.

Strain or plasmids Genotype or description

Source, reference

Strains

BW25113 lacl® rrnBry4 AlacZyyi6 hsdR514 AaraBADay33ArhaBAD) prs [10]

NM522 A(lac-proAB), thi, hsdS, supE, [FproAB-, lacl, lacZ AM15] Stratagene
B834 F~ ompT hsdSg (rg mg) gal [dcm] met (DE3) [20]

DB150 As NM522, ArcnR-cat This study
ARY023 As MC4100, rcnA::uidA-KanR [5]

ARY024 As NM522, rcnA::uidA-Kan® P1 transduction from ARY023
Plasmids

pGEM-T Easy Cloning vector, AmpR Promega
PET30 Overexpression vector, T7 promoter, Kan® Novagen

pDB1 renR cloned into pET30 This study
pDB2 rcnRA regulatory region cloned into pGEM-T Easy This study
PAR123 yohL-yohN region in pUC18 [5]

p127 rcnA::gfp in pPROBE [21]

Primers Sequence 5'—3’ Purpose

Youp CGAGTCGTTTGCATCCGATGATGATAAATCG Cloning of rcnR
Yolup AGGTGTTCATATGTCTCATAC Cloning of rcnR
Yompromdwn GCTGAAGAAGAGTTGTAAATTCGG PrcnRA probe
yompromup TCACTTCCCGCATCAGACC PrcnRA probe
yolFRTup1 ATTTGATATATGAATCCAGCACCTTCAGAACGACATCCAGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC rcnR mutant
yolFRTdwn1 AAGAAAATGCTCGACGAGCCGCACGAATGCGCTGCAGTTTCATATGAATATCCTCCTTAG rcnR mutant
YoMATG AATTCGGTCATGATAATAATTC Primer ext. rcnA
Yol4 CACGTTTTAGCTCATCCC Primer ext. rcnR
Rpob1FQ GAAGGGCAGTATGGTCTGGA qRT-PCR rpoB
Rpob1RQ TCACCAGACGCAGTTTAACG qRT-PCR rpoB
Rpoa 1FQ TGATGTCGAAATCGTCAAGC qRT-PCR rpoA
Rpoa 1RQ TGTAGGCAATACGCTCCAC qRT-PCR rpoA
Yohm2FQ GAAACGCCTGGTTCTTCATCC qRT-PCR rcnA
Yohm2RQ AGGCAATTAACCAGACCACTG qRT-PCR rcnA
yohl1FQ TCGGCAATCTGATTCTACTCC qRT-PCR rcnR
yohl1RQ CTGGCCCTGAATCTTACTGG qRT-PCR rcnR

2.2. Overexpression and purification of the RcnR Protein

The coding region of rcnR was cloned into pET30 using primers
Youp and Yolup to generate pDB1 (Table 1). Overproduction of the
native RcnR was carried out in E. coli B834 strain. Cells were grown
at 29°C in LB medium containing ampicillin until OD 600 nm
reached 0.6, 1 mM IPTG was added and cells were grown for an
additional 6 h at 29°C. Cells were collected by centrifugation,
washed and resuspended in 10 mM sodium phosphate pH 7
(binding buffer). Crude protein extracts were obtained by disrupt-
ing the bacterial cells with a French pressure cell (Aminco) and the
lysed cells were centrifuged at 20000 x g for 30 min to obtain clear
lysates. The protein solution was first applied to a 5 ml HiTrap
heparin column HP (GE Healthcare), the loaded column was
washed with the binding buffer and bound proteins were eluted
using a NaCl linear gradient (0.1—2.5 M). RcnR eluted in the 0.3 M
NaCl fraction. The RenR fraction dialysed against 50 mM sodium
phosphate pH 6.5 was loaded onto 1 ml HiTrap cation exchange
column (GE Healthcare). The bound proteins were eluted with NaCl
linear gradient (0.1—1 M) in 50 mM sodium phosphate pH 6.5. The
RcnR protein was efficiently eluted with 0.2 M of NaCl, this fraction
was buffer-exchanged on NAP-10 column (Amersham Biosciences)
into complexation buffer (24 mM Hepes, 8 mM Tris—HCI, 140 mM
KCl, 10% glycerol, pH 7.4).The protein concentration was deter-
mined by the method of Bradford (BioRad kit) and by measurement
of OD at 280 nm (¢ =1490 M~ cm™).

2.3. In vitro DNA—protein interaction

The E. coli rcnR—rcnA regulatory region (RRrcnA) was amplified
by PCR using the yompromdwn and yompromup primers. The

resulting 325-bp amplification product was cloned into the pGEM-T
Easy Vector (Promega). The RRrcnA DNA fragment obtained by
arestriction digest with Sall and Sacll was end labeled by filling the
Sacll end in the presence of (a->2P) dCTP and DNA polymerase.
DNAse I footprinting was performed using a modified version of
a procedure previously described [11]. About 50 000 cpm of DNA
probe was incubated for 15 min at 30 °C with 10—200 nM of RcnR
into complexation buffer. The reaction mixtures were adjusted to
10 mM MgCl, 5mM CaCl; and 0.1% (v/v) Nonidet P-40 (Roche
Applied Science), supplemented with metals at the concentrations
indicated in the figures and incubated for 15 min at 30 °C. DNAse
I was added (5 x 102 units; Roche) and incubated at 30 °C for 15 s.
The digestion was blocked by the addition of 25 pl of stop solution
(100 mM EDTA, pH 8), and 50 ul of ice-cold TE (50 mM Tris—HCI,
1 mM EDTA, pH 7.5) was then added to increase the volume of the
mixture. After phenol—chloroform extraction, DNA fragments were
ethanol precipitated, resuspended in 10 ul of formamide—dye
mixture and separated by electrophoresis on a 6% polyacrylamide
sequencing gel. Bands were detected by autoradiography.

2.4. Primer extension

Total RNA was extracted from E. coli NM522 cells by the TRIzol
reagent method (Invitrogen). Total RNA was treated by DNase
(Ambion), and 5ug RNA was annealed with approximately
6 x 10 cpm of a 3?P-end-labeled 19—20-mer oligonucleotide
(YoMATG for rcnA and Yol4 for rcnR) in annealing buffer (Invi-
trogen). Extension reactions were performed with 1 pul of Super-
scriptll RT (Invitrogen), and products were fractionated on
sequencing gels. Dideoxy sequencing reactions performed with the
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same oligonucleotide and the plasmid pAR123 were used as size
markers.

2.5. ¢cDNA synthesis and real-time PCR

Total RNA was extracted using the RNeasy kit (Qiagen). RNA was
treated with DNase (Ambion). cDNA synthesis was performed with
the Superscriptll kit (Invitrogen). The real-time PCR experiments
were performed using the Master™™° SYBRGreen I kit (Roche
Applied Science). The rpoB and rpoA genes were chosen as refer-
ence genes for data normalization. Amplification and detection of
the specific products were carried out with the LightCycler System,
and data analysis was performed with the Lightcycler Relative
Quantification software (Roche Applied Science). Relative expres-
sion was calculated as the ratio of the normalized value of each
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3. Results

3.1. Transcription of rcnA and rcnR: convergent promoters for
a shared operator

The E. coli rcnA and rcnR genes are divergently orientated. Their
translation start codons are separated by 120 bp. The transcription
start site for each gene was mapped by primer extension experi-
ments. A single primer extension product was detected for rcnA or
renR (Fig. 1A, B). The rcnA start site is located 90 bp upstream of the
ATG, and the rcnR start site is located 107 bp upstream from the
ATG. The two transcript starts are thus separated by 75 bp.
A striking feature of these genes is that the two promoters are
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Fig. 1. Intergenic region organization of rcnA and rcnR. Determination of transcription initiation start sites of (A) rcnA and (B) renR using primer extension experiments. The DNA
sequence surrounding the initiation site is written on the right, the +1 is in bold letter. (C) Sequence and organization of the region. The transcription start sites are indicated by
bent arrows. The deduced —10 and —35 sequences are underlined (/A refers to rcnA and/R refers to rcnR). The protected region in the footprinting experiments is shaded gray (see
Fig. 2A). Inverted repeated sequences are underlined with arrows. The two repeated RcnR binding boxes are framed with dashed lines.
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convergent, an unusual topology among divergently transcribed
genes.

The sequence surrounding the two start sites contains a palin-
dromic sequence, TACT-N7-AGTA recognized by RcnR [7], which is
repeated twice, with the two directly repeated dyad symmetry
sequences separated by 5 bp. These two repeated sequences are
located in between the rcnA and rcnR + 1, downstream of each site
(Fig. 1C). DNAse I footprints in the presence of purified RcnR
confirmed the occupancy of a 43-bp region covering the two boxes
(Fig. 2A) using here a 325-bp probe located from —166 to +159 bp
relative to the ATG of rcnR [7]. Our determination of the tran-
scription start sites highlights the symmetrical organization of
RcnR binding sites towards the rcnA and rcnR promoters. The fact
that RcnR binds downstream of both transcription start sites
suggests that repression of transcription hampers RNA polymerase
progression in both directions.

3.2. Transcriptional control of rcnA and rcnR genes by Ni and Co via
rcnR

DNase I experiments were further carried out in the presence of
Ni or Co (Fig. 2A). As expected, RcnR dissociates from its cognate
binding site upon the addition of one or the other metal. This
dissociation has been previously shown but using EMSA experi-
ments and in the presence of a large excess of Ni or Co ([metal]/
[protein] > 10%) [13]. In the present work, after the addition of one
metal equivalent of either metal, a release of 80—100% of RcnR from
Prcnr-a Was assessed by profile density image analysis. Ni or Co
binding by RcnR was monitored using UV—visible spectroscopy.
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The primary band for Co binding was at 308 nm, and the primary
band for Ni binding was at 278 nm. We observed a stoichiometry of
one Ni(Il) or Co(Il) binding to each RcnR monomer (data not
shown), in agreement with data published elsewhere [6]. Overall,
these results show that RcnR responds similarly to Ni and Co in
vitro.

The respective expression of rcnA and rcnR in the presence of
either metal was assessed at the mRNA level by quantitative real-
time PCR (Fig. 3). Cells were grown in LB medium in the presence of
either Ni or Co from the start of the culture until mid-log phase. The
chosen concentrations of Ni and Co (1 mM NiSO4 and 0.1 mM
CoCly) gave the highest responses with the rcnA::uidA gene
reporter fusion ([5] and data not shown). This difference between
effective concentrations of Ni and Co has been reported elsewhere
[14] and may be explained in terms of actual free metal concen-
trations in the cytoplasm. As expected, the expression of rcnA in
a wild-type background was induced by either Ni or Co (Fig. 3). The
induction by these two metals was nearly the same, approximately
tenfold. In the ArcnR derivative, similar expression ratios were
obtained for rcnA in the three tested conditions, LB, LB +Ni, LB +Co,
reaching the level of expression obtained in the wt strain grown in
LB supplemented with either Ni or Co. This confirms that rcnA
regulation by Ni or Co is mediated by RcnR at the transcriptional
level. In the wt strain, the addition of Ni or Co led to a similar level
of induction (approximately fivefold) of rcnR. Interestingly, in an
rcnR mutant, renR expression was the same for the three conditions
(LB, LB +Ni, LB +Co), but the levels of expression were twofold
higher than that of the wt strain grown in the presence of either Ni
or Co. Thus, full expression of rcnR is only attained in the absence of
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Fig. 2. RcnR dissociation from cognate DNA upon metal binding. A) Footprinting experiments in the presence of Ni or Co. Lane P: probe, lanes 0—3: probe + 200 nM RcnR + 0, 1, 2 or
3 equivalents of Ni or Co. The region protected by RcnR (—62 to —19) is indicated relative to rcnR transcription start site. B) RenR metal specificity testing. Footprinting experiments
in the presence of Cd, Cu or Zn. Lane P: probe, lanes 0, 1, 2, 4, 8, 10: probe + 200 nM RcnR + 0, 1, 2, 4, 8 or 10 metal equivalents, with the corresponding metal indicated above.
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Fig. 3. Expression of rcnR and rcnA in response to Ni and Co. Quantification of the expression of the rcnR and rcnA genes was performed by qRT-PCR after growth of the wild-type
strain NM522 and its ArcnR derivative until mid-log phase in LB (white bars), LB + 1 mM NiSOy4 (gray bars) or LB + 0.1 mM CoCl, (black bars). Expression ratios are relative to the
data obtained with the wild-type cells grown in LB. Data are the mean of at least three independent datasets, SD are presented in the figure. There were significantly different values
between groups (a, b) and (c, d, ), with P-values: (a, c)=1.4 x 10~%; (b, d)=4 x 10~7; (b, &)= 0.01.

RcnR and is not attained by the sole addition of Ni or Co, as
observed for rcnA. This shows that RcnR controls its own expression
and suggests that supplementary regulatory events may control the
expression of rcnR and therefore metal efflux.

3.3. Regulation of the divergent operon is highly specific
to Ni and Co

We have previously reported that in vivo regulation of the
expression of the transcriptional rcnA::uidA fusion is specifically
induced by Ni or Co and that addition of Cd, Cu or Zn did not have
any effect on the transcription of rcnA [5]. To test the in vitro
specificity of the system, footprinting experiments were performed
in the presence of Cd, Cu or Zn (Fig. 2B). As expected the addition of
up to 10 metal equivalents of Cd triggered no release of RcnR from
the rcnR—rcnA intergenic region. For Cu and Zn, RenR dissociated
from the probe with the addition of 8 and 4 metal equivalents,
respectively.

4. Discussion

We demonstrate in this work that rcnA and rcnR are coordi-
nately expressed in E. coli via RcnR and we provide insight into the
molecular mechanism of this process. We have previously shown
that the in vivo induction of rcnA is dependent on Ni or Co ions [5].
Here, using in vitro footprint experiments, we present evidence that
addition of one Ni or Co equivalent leads to the release of RcnR
interaction from the two recognition sites lying in the rcnR—rcnA

promoter—operator region. Furthermore, the other transition
metals Cd, Cu and Zn were not able to regulate rcnR—rcnA operator
DNA binding or were active at far higher concentrations which may
not be physiologically compatible. These results are in full agree-
ment with the phenotypes associated with rcnA mutants, namely
resistance to Ni and Co and not to other divalent cations [5]. At both
functional and regulatory levels, this system is dedicated to the
detoxification of Ni and Co. Until recently, E. coli RcnA was the only
described member of this family of efflux pumps. However a new
member, MdrH, has recently been described in Pseudomonas putida
which confers resistance to Cd, Zn and Ni; its expression is induced
by Cd, Ni, Zn and Co [15]. The mdrH gene is thought to be regulated
by the upstream gene mreA, which has the same expression pattern
as the target gene. The RcnA family might therefore have broad
substrate specificity and may have co-evolved as a metal trans-
porter and a dedicated metallo-regulator.

We show here that the induction of rcnR transcription occurs by
direct binding of Ni or Co on RcnR. Each monomer of RcnR can
accommodate either one Ni or one Co ion, as reported here and
elsewhere [6]. However, in vivo Co concentrations tenfold lower
than those of Ni induced comparable effects on transcription. It can
be hypothesized that the cellular requirement for Co differs from
that of Ni. Co is indeed much less used by biological systems than
Ni, especially in E. coli where Co utilization seems restricted to
vitamin B12 import and use [2,16]. This was further supported by
measuring the increase of the rcnA::uidA gene fusion after growth
in LB medium supplemented by Ni or Co. An increase in
the B-glucuronidase activity was observed for Ni concentrations up
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to 1 mM, whereas the maximum was reached for 0.03 mM Co. The
toxic effect of these ions on the bacterial growth was recorded for
Co and Ni concentrations greater than 0.1 mM and 0.5 mM
respectively (data not shown). These data indicate that a similar
amount of Ni or Co added to the growth medium results in different
intracellular concentrations. Another clue is the respective harm-
fulness of the two metals. Although the effects of these two metals
at the molecular level are not yet fully understood, one striking
difference is the capacity for Co to compete with Fe in Fe-metal-
locenters, leading for instance to inactivation of iron—sulfur clus-
ters [17]. The bacterial cell might therefore be inclined to control Co
levels closely and export excess of the metal cation.

Transcription of rcnA was induced tenfold by Ni or Co, as
observed from qRT-PCR experiments. The same induction level was
observed in the rcnR mutant, indicating that saturating concen-
trations of Ni or Co fully alleviate repression via unbinding of Ni- or
Co-loaded RcnR. The regulation of rcnR seems more complex than
regulation of rcnA. Indeed, induction levels with Ni or Co reached
roughly fivefold. The difference in induction level of rcnA and rcnR
might be due to different properties of each promoter, such as
promoter strength. However, when measured in an rcnR back-
ground, the induction level of rcnR increased tenfold, indicating
that this regulation is mediated by RcnR. Thus, transcription of rcnR
includes an additional layer of regulation relative to the transcrip-
tion of rcnA. Previous work has suggested that iron might induce
rcnR, but in a fur-independent pathway [14]; this point needs
further investigation.

The peculiar topology of the rcnR and rcnA promoters could also
shed light on our understanding of these differential patterns of
expression. We show here that the two promoters are convergent
and that the two RcnR DNA binding boxes are symmetrically
located from each transcription start site. This topology is not
frequent and provides functional constraints on the transcription of
the divergent genes. Convergent promoters in themselves were
shown to trigger transcriptional interference of one gene over the
divergent one, leading to increased expression of one of the genes
and resulting in so-called “weak” and “strong” promoters. The
competition between the “weak” and the “strong” promoters might
be the result of two phenomena: (i) RNAP bound to one promoter
decreases the interaction between RNAP and the second promoter
and (ii) when both promoters are occupied by RNAP, transcription
initiation occurs faster on one of the promoters [18,19]. We iden-
tified this kind of conserved promoter organization in rcnA/rcnR
systems of beta, gamma and delta Proteobacteria (data not shown).
However the topology of the RcnR binding box is diverse as genes
under its control may also be transcribed in the same orientation.
Similarly tandem repeats of RcnR binding site is not an absolute
rule, a single site being present in many cases (not shown). It has
been shown experimentally that RcnR from E. coli can bind one site
in vitro when the other one is missing [7]. The diversity in operator
site organization may thus provide diversity in gene regulation
among RcnR homologs which are involved in metal sensing and in
oxidative stress response.

This work provides new insights on molecular mechanisms of
transcriptional control of the efflux pump RcnA, but our genetics
data suggest that additional yet unknown effectors modulate the
regulation of rcnR. Further work is needed to identify these factors.
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Nickel and cobalt are both essential trace elements that are toxic when present in excess. The main
resistance mechanism that bacteria use to overcome this toxicity is the efflux of these cations out of the
cytoplasm. RND (resistance-nodulation-cell division)- and MFS (major facilitator superfamily)-type efflux
systems are known to export either nickel or cobalt. The RcnA efflux pump, which belongs to a unique family,
is responsible for the detoxification of Ni and Co in Escherichia coli. In this work, the role of the gene yohN,
which is located downstream of rcnA, is investigated. yohN is cotranscribed with rcnd, and its expression is
induced by Ni and Co. Surprisingly, in contrast to the effect of deleting rcnA, deletion of yohN conferred
enhanced resistance to Ni and Co in E. coli, accompanied by decreased metal accumulation. We show that
YohN is localized to the periplasm and does not bind Ni or Co ions directly. Physiological and genetic
experiments demonstrate that YohN is not involved in Ni import. YohN is conserved among proteobacteria and
belongs to a new family of proteins; consequently, yohN has been renamed rcnB. We show that the enhanced
resistance of rcnB mutants to Ni and Co and their decreased Ni and Co intracellular accumulation are linked
to the greater efflux of these ions in the absence of rcnB. Taken together, these results suggest that RenB is
required to maintain metal ion homeostasis, in conjunction with the efflux pump RcnA, presumably by
modulating RenA-mediated export of Ni and Co to avoid excess efflux of Ni and Co ions via an unknown novel

mechanism.

Nickel and cobalt are both essential trace elements. Co is
incorporated into a subset of proteins; in Escherichia coll, it is
present in vitamin B,,, which is involved in many crucial
biological functions (28). Ni is a catalytic cofactor of eight
prokaryotic enzymes involved in both redox and nonredox
reactions, the best-characterized enzymes being hydroge-
nase and urease (27). However, using improved predictive
and analytical methods, the assignment or reassignment of
the metal content in proteins is still in progress. For in-
stance, two new Ni-containing enzymes have been identified
recently: a cupin/putative sugar-binding protein and an al-
anyl-tRNA editing hydrolase (8).

In eubacteria, Co import occurs via NiCoT secondary trans-
porters (16) or via recently characterized ECF-type ATP bind-
ing cassette (ABC) importers, such as the cobalt uptake system
CbiMNQO (41). E. coli lacks a specific Co importer but pos-
sesses a vitamin B, (or cobalamin) uptake system. BtuB is the
outer membrane protein that, by a TonB-dependent mecha-
nism, imports cobalamin into the periplasm (5). The trans-
membrane component of the BtuCDF ABC importer, BtuC,
and the nucleotide binding protein, BtuD (30), function to-
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gether with the periplasmic solute-binding protein BtuF (4) to
import cobalamin into the cytoplasm.

Ni import is mediated either by ABC transporters or by
NiCoT permease (15). In E. coli, specific Ni uptake occurs via
the NikABCDE system of the ABC family. NikBC are chan-
nel-forming transmembrane proteins, NikDE are nucleotide-
binding proteins (34), and NikA is a periplasmic solute binding
protein (13). In some organisms, the same importer accom-
plishes the uptake of both Ni and Co. A member of the NiCoT
family, NhIF from Rhodococcus rhodochrous J1, has been
shown to import both metals, although with different affinities,
with Co being a better substrate than Ni (11). Mutagenesis
studies have shown that the transport mechanism is conserved
among NiCoT members and that the specificity relies on a few
residues, some being shared for Ni and Co coordination (10).
Similarly, the FecDE and CeuE ABC transporter has been
shown recently to import both Ni and Co in Helicobacter mus-
telae (49), in parallel with the NiCoT Ni importer NixA. Apart
from these dedicated specific uptake systems, under conditions
where the concentration of metals is high, nonspecific import is
an important source of metal entry in bacteria. In E. coli, both
Ni and Co are transported through the Mg(II) transporter
CorA (35). For Ni, mutation of the nik genes results in a
complete loss of hydrogenase activity (54). In this case, the
enzyme is synthesized normally, but it lacks the Ni required for
maturation (42) and eventual translocation to the periplasm
(43). Addition of excess Ni to the growth medium restores
hydrogenase activity (53), owing to nonspecific Ni uptake by
CorA. However, when the nik and cor4 genes are mutated,
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nickel sensitivity is not fully abolished, suggesting the existence
of an as-yet-unidentified supplementary transporter (34). Sim-
ilarly, Co uptake can occur via an alternative transporter,
ZupT, which is primarily involved in Zn uptake (20), and active
Co uptake can be detected in the absence of CorA and ZupT
(29).

Like many other transition metals, Ni and Co are toxic in
excess, causing growth arrest and cell death (19, 55). The
molecular mechanisms of nickel toxicity need to be reevalu-
ated, but Ni mainly causes oxidative stress (52). A recent tran-
scriptomic study in E. coli revealed that the toxicity of Co
occurs primarily by impairing the biogenesis of Fe/S clusters
and secondarily by decreasing iron availability (17). The most
widespread mechanism that bacteria use to resist metal toxicity
is the efflux of the ions out of the cell (36), although alternative
mechanisms, such as biomineralization (22) or biofilm forma-
tion (38), have also been described. Ni and Co are often ex-
pelled by the same efflux pumps. In E. coli, the only identified
mechanism of resistance to Ni or Co is executed by the RcnA
efflux pump. RenA (formerly YohM) is a six-transmembrane-
domain protein of a novel family, and it is thought to function
as a secondary transporter (44). The expression of rcnA is
induced by Ni and Co and not by other divalent cations (44).
Other members of the RcnA family have been identified in
Pseudomonas syringae, RenApg, and in Pseudomonas putida,
MdrH (23). RenAg,, confers resistance to Ni and Co, whereas
MdrH confers resistance to Ni, Zn, and Cd, but not to Co, and
its expression is induced by Ni, Zn, Cd, and Co (23). Interest-
ingly, MdrH exhibits a chimeric structure encompassing a do-
main similar to that of CzcB of the resistance-nodulation-cell
division (RND) efflux family.

In order to better understand the efflux mechanism of the
RcnA family, in the present work, we have investigated the role
of the yohN gene in E. coli. yohN lies directly downstream of
renA, and we show here that it is coexpressed with rcnA4 and
that its expression is induced by Ni and Co via RenR. Surpris-
ingly, in contrast to the effect of deleting rcnA, deletion of the
yohN gene confers increased resistance to Ni and Co, which is
accompanied by reduced intracellular Ni and Co pools. We
show that yohN is not involved in Ni uptake and that it encodes
a periplasmic protein. Finally, we find that in the yohN mutant,
the efflux of Ni is considerably increased. These results indicate
that YohN is essential for maintaining a proper Ni and Co
homeostasis in E. coli, most likely in connection with the efflux
pump RcnA. Based on these results, yohN has been renamed
renB.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and culture conditions. The strains used in this
work are summarized in Table S1A in the supplemental material and are all
derivatives of Escherichia coli K-12. Bacterial cells were grown in LB medium or
M63 minimal medium supplemented with 0.4% glucose. Anaerobic conditions
were obtained with liquid cultures by filling bottles to the top or by placing petri
dishes in a GasPak jar, according to the manufacturer’s instructions (BD). Cul-
tures were incubated at 37°C unless otherwise stated. Where required, antibiotics
purchased from Sigma were used at the following concentrations: chloramphen-
icol at 20 wg/ml, kanamycin at 50 wg/ml, ampicillin at 100 wg/ml, and spectino-
mycin at 100 pg/ml.

Construction of mutant and gene reporter strains. Standard genetic methods
were used (46). Insertional inactivation of yohN was accomplished using the
one-step mutagenesis method in strain BW25113(pKD46) (9), using the primers
yoNFRTup and yoNFRTdwn2 (see Table S1B in the supplemental material) to
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amplify the cat cassette from plasmid pKD3. The cat gene was inserted antisense
to yohN. The yohN-cat fusion was transferred from strain BW25113 into other
strains via generalized phage transduction using P1 vir, as described by Miller
(32). The same procedure was used to construct a ArcnA-cat strain using primers
rcnAFRTupl and renAFRTdwn2. The transcriptional renA-uidA fusion, carried
by strain ARY023 (44), was moved into W3110 or NM522 strains using P1 phage
transduction.

RT-PCR assays. Total RNA was isolated from cultured cells with the RNeasy
kit (Qiagen) and treated twice with DNase (Ambion) for 30 min at 37°C. The
absence of DNA contamination was verified by direct PCR. RNA was quantified
by measuring the optical density at 260 nm (OD,g), and its integrity was con-
firmed by agarose gel electrophoresis. RNA was reverse transcribed using the
Access reverse transcriptase PCR (RT-PCR) kit (Promega) using the primers
RTMup and RTMdwn, YoN2up and Yodwn2, and Yodwn2 and RTMup for
amplification of the yohM, yohN, and yohMN transcripts, respectively. Controls
were treated as samples, but reverse transcriptase (RT) was omitted. PCR and
RT-PCR products were visualized on a 2% agarose gel.

cDNA synthesis and quantitative real-time PCR (qQRT-PCR). Total RNA was
extracted, as described above, from 10 ml of log-phase cultures. cDNA synthesis
was performed using 2 pg of RNA with Superscript IT RT (Invitrogen), according
to the manufacturer’s instructions. Real-time PCR was performed using Master
Plus SYBR green I (Roche Applied Science) to quantify the expression level of
the rcnA and renB genes. The rpoB and rpoA genes were chosen as reference
genes for data normalization. Primers were designed with the Primer 3 software.
Amplification and detection of the specific products were conducted with the
LightCycler system, and data analysis was performed with the LightCycler rela-
tive quantification software (Roche Applied Science). Relative expression was
calculated as the ratio of the normalized value of each sample to that of the
corresponding untreated control, with a correction for individual PCR efficiency
according to the work of Pfaffl (39). All real-time PCRs were performed on
cDNA obtained from at least three independent cultures.

Nickel and cobalt susceptibility testing. Metal sensitivity assays were con-
ducted as follows. First, bacteria were grown to mid-log phase in LB medium. A
10-fold serial dilution of the cultures in M63 medium was performed, and 5 .l
was spotted onto 0.4% glucose-M63 minimal medium plates containing increas-
ing concentrations of each metal. Plates were incubated at 37°C for 24 to 48 h
under aerobic conditions or for 48 to 72 h under anaerobic conditions.

Enzymatic assays. B-Glucuronidase and B-galactosidase activities were mea-
sured on toluenized extracts by monitoring the degradation of synthetic sub-
strates (Sigma): orthonitrophenyl-B-p-galactoside (ONPG) for B-galactosidase
assays or paranitrophenyl-B-p-glucuronide (PNPU) for B-glucuronidase assays.

For fluorescence quantification, cells were grown to stationary phase, and
fluorescence was measured with an SFM 23/B spectrofluorometer (Kontron
Instruments).

For hydrogenase activity assays, 25 ml of anaerobic cultures (ODgyq, = 0.5) in
LBSM medium (LB supplemented with 2 wM sodium selenite and 2 pM sodium
molybdate) at 37°C was harvested by centrifugation and washed twice with a
wash buffer consisting of 50 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8 (NaH,PO,/
Na,HPO,). Bacteria were resuspended in 1/10 volume of the wash buffer. Tolu-
enized extracts were assayed for the oxidation of benzyl viologen as previously
described (42).

Overexpression and purification of the RenB protein. Strain BL21, harboring
the pETRCB plasmid, was grown to mid-log phase in LB medium. Next, 1 mM
isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG) was added to induce the expression
of RenB. After 4 h at 30°C, cells were harvested by centrifugation and either
frozen at —80°C for later use or diluted in 50 mM Tris-HCI, pH 7, supplemented
with 1.5 M ammonium sulfate, and lysed by 3 passages through a French press in
the presence of Halt protease inhibitor (Thermo). The supernatant was filtered
through a 0.45-wm filter and loaded onto a phenyl HP column (HiTrap; GE
Healthcare). Elution followed a linear gradient, from 1.5 M to 0 M ammonium
sulfate in 50 mM Tris-HCI, pH 7, and fractions containing the RcnB protein (0.7
M ammonium sulfate) were pooled and dialyzed against 50 mM Tris-HCI, pH 7,
to remove the ammonium sulfate. The fraction containing RcnB was loaded onto
an anion-exchange UnoQ1 column (Bio-Rad). Under these conditions, RenB
was not retained on the column, in contrast to the contaminating proteins
present in the loaded fraction. The purity of RenB was verified on a 15%
Tris-Tricine polyacrylamide gel. When necessary, purified RenB was concen-
trated using 6-kDa-cutoff Vivaspin 6 concentrators (Sartorius). RenB was quan-
tified either by measuring OD,g using an € of 21,430 M~' cm ™' or by using the
Bradford protein assay kit (Bio-Rad).

Immunodetection of proteins. Polyclonal antibodies against RcnB were ob-
tained from Covalab (Villeurbanne, France) by immunization of a rabbit with the
purified protein. For Western blot analysis, periplasmic extracts of cells grown in
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the presence of 0.1% lactose were fractionated from whole cells using the
chloroform extraction procedure (13). To control for contamination of the
periplasmic fraction with cytoplasmic proteins, -galactosidase activity was mea-
sured on crude and periplasmic extracts. After migration on a 15% Tris-Tricine
PAGE gel, proteins were transferred to a polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane. Anti-RenB antibodies were used at a dilution of 1/3,000, and anti-
BlaM antibodies were used at a 1/5,000 dilution. Detection was performed using
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies (Sigma) and
Immobilon Western chemiluminescent substrate (Millipore).

Metal-protein interactions. Filter binding assays were conducted as described
in reference 14. Purified RenB, in 50 mM Tris-HCI, pH 7, was incubated over-
night with increasing quantities of radiolabeled **NiCl, and was subsequently
immobilized on a buffer-equilibrated 0.2-pm Westran PVDF membrane (Milli-
pore). The membrane was washed thoroughly with buffer, and radioactivity was
quantified by immersing dried filters in 5 ml of OCS scintillation liquid (Amer-
sham Biosciences). Background radioactivity (in the absence of protein) was
subtracted.

ICP-OES assays. Strains were grown to mid-log phase in 250 ml LB medium
supplemented with 500 uM NiSO, or 50 uM CoCl, or in minimal medium
containing 50 uM NiSO, or 15 uM CoCl,; cells were subsequently harvested by
centrifugation, washed once with phosphate buffer plus 1 mM EDTA, and then
washed twice with phosphate buffer alone. The bacterial pellet was vacuum dried
and weighed (typically circa 0.100 g was obtained) before being dissolved in 2 ml
of 10 M nitric acid (Traceselect; Fluka). Digestion was conducted in a Mars
XPress microwave device (CEM Corporation) by applying a linear temperature
gradient from room temperature to 180°C over 15 min, followed by 30 min at
180°C. After cooling, mineralized samples were diluted to 8 ml with ultrapure
water and analyzed by inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP-OES) using an axial JY 138 Ultrace prototype spectrometer (Horiba,
Longjumeau, France) operating at 1,075 W and equipped with a Meinhard-type
nebulizer and a Scott spray chamber. Compressed air was used as shear gas. Flow
rates were as follows: plasma gas, 12 liters min~'; nebulizer gas, 0.7 liter min~";
sheath gas, 0.1 liter min~'. Integration time was set at 2 s, and the wavelength
was set to 221.65 nm for Ni and 228.62 nm for Co.

%3Ni uptake assay. Cells were grown in LB medium in the presence of 500 uM
NiSO, at 37°C under aerobic conditions to mid-log phase (ODg, = 0.6); cells
were subsequently harvested and washed once with a buffer consisting of 66 mM
KH,PO,-K,HPO, (pH 6.8) and 0.4% glucose. Bacteria were resuspended in 1/5
volume of the wash buffer. Transport assays were conducted by adding **Ni** to
a final concentration of 5 uM, with filtration performed at the indicated times.
Nitrocellulose filters (0.45-pm pore size; Millipore) were washed twice with the
same buffer containing 10 mM EDTA. Filters were dried and immersed in 5 ml
scintillation fluid (OCS; Amersham Biosciences). Radioactivity was counted with
a Tri-Carb Packard Bell scintillation counter. **NiCl, (396 Ci/mol) was acquired
from Amersham Biosciences.

63Ni efflux assay. The ®Ni efflux assay procedure was adapted from the work
of Pimentel et al (40). Cells were grown in M63 medium containing 0.4% glucose
(medium A) in the presence of 5 uM NiSO, at 37°C under aerobic conditions
until early log phase (ODgy, = 0.4); cells were subsequently harvested and
washed twice with prewarmed medium A and resuspended in 1/10 volume of the
same medium. ®NiCl, (5 pM) was added, and the cells were incubated for 15
min at 37°C. Aliquots of 200 wl were diluted in 20 ml 50 mM Na,HPO,-
NaH,PO,, pH 7.2, and incubated at 37°C. At various time points, 1-ml aliquots
were filtered, and the filters were washed and radioactivity was counted as
described above.

RESULTS

renB is part of the rcn operon. We have previously reported
on the role of RenA as an efflux pump involved in Co and Ni
detoxification (44). In E. coli, rcnA is followed by the yohN
gene, which is transcribed in the same direction. In order to
assess the possible cotranscription of rcn4 and yohN, mRNA
was isolated from strain NM522 after growth in LB medium
supplemented with 0.25 mM NiSO,, conditions that are known
to induce the expression of rcnA (44). After a reverse tran-
scription step, amplification of cDNA using rcnA- and yohN-
specific primers (see Table S1B in the supplemental material)
yielded 720-bp and 300-bp products, respectively, indicating
that yohN is transcribed under the growth conditions used (see
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FIG. 1. renB is involved in Ni and Co resistance. The wild-type
strain (W3110), the ArcnB isogenic mutant (WRCB1), WRCB1 X
pUC18, and WRCB1 X pUCRCB (rcnB in pUCI18) were grown in LB
medium to mid-log phase. A 10-fold serial dilution of the cultures was
performed, and 5 pl was spotted on M63 minimal medium supple-
mented with 0.4% glucose (G), 0.4% glucose plus 50 pM NiSO,, or
0.4% glucose plus 50 pM CoCl, and grown aerobically (top) or an-
aerobically (bottom) at 37°C in petri dishes. Spots corresponding to 107
(rightmost column) to 107 (leftmost column) bacteria are shown.

Fig. S1A in the supplemental material). Using primers com-
plementary to the 5’ end of rcnA and the 3’ end of yohN, a
1,300-bp PCR product was detected, indicating that rcn4 and
yohN are cotranscribed. It has been previously shown that the
transcription of rcnA is induced by Ni or Co (44) via the
metalloregulator RenR (3, 26). Quantitative real-time PCR
assays were performed to monitor the expression of the yohN
mRNA in NM522 cells grown in LB medium alone or medium
supplemented with 1 mM NiSO, or 0.1 mM CoCl,. These
metal ion concentrations induced the highest expression of the
renA:uidA gene reporter fusion (44). Under these conditions,
the expression of yohN was similarly induced by Ni or Co,
leading to a 10-fold increase in expression, compared to cells
grown in LB medium alone (see Fig. S1B). When assayed in
the renR mutant strain, DB150, the level of expression of yohN
was 8-fold higher than that of the wild-type (WT) strain, and
the addition of Ni or Co to the growth medium had no signif-
icant effect (P > 0.5), indicating that yohN is negatively regu-
lated by renR. The same pattern of mRNA expression has been
previously obtained for rcnA (3), reaffirming the fact that renA
and yohN are coexpressed and coregulated. For these reasons,
yohN has been renamed rcnB.

renB is involved in Ni and Co resistance. Because rcnB
forms an operon with rcnA, we naturally investigated its func-
tion in Ni and Co metabolism. For that purpose, an rcnB
deletion mutant was constructed from the WT strain, W3110,
giving rise to strain WRCBI. Serial dilutions of fresh cultures
grown in LB medium were spotted on M63 minimal medium
plates supplemented with 0.4% glucose and, as required, with
50 uM NiSO, or CoCl,, followed by incubation at 37°C under
aerobic or anaerobic growth conditions. After aerobic culture,
growth of the WT strain was observed only for the two most
concentrated bacterial dilutions when either Ni or Co was
present in the medium (Fig. 1, upper panel). In contrast, the
growth of the renB mutant was not influenced by Ni or Co
because growth could be observed throughout the dilution
range, similar to the growth observed in the absence of metals.
This metal resistance phenotype is fully linked to the absence
of rcnB because complementation of the rcnB mutant by a
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TABLE 1. Ni and Co contents of a ArcnB mutant®

Mean (SD) for strain:

Growth medium Metal
assayed WT ArcnB mutant Aran{ran
mutant
LB + Ni Ni 143 (0.2) 11.8 (0.2) 18.6 (0.1)
LB + Co Co 11.9 (0.5) 6.9 (0.1) 16.2 (0.1)
M63 + Ni Ni 88 (13) 14 (0.5) ND
M63 + Co Co  114(25) 37 (0.4) ND

“ The wild-type strain (W3110), the ArcnB isogenic mutant (WRCB1), and the
ArcnB mutant complemented by renB (WRCB1/pUCRCB) were grown in LB
medium supplemented with 500 puM NiSO, or 50 .M CoCl, or in 0.4 % glucose-
M63 minimal medium supplemented with 50 uM Ni or 15 puM Co. Values (g/g
dry weight) are the means of at least three independent ICP-OES measurements
performed on independent cultures. ND, not determined.

plasmid-borne copy of the gene restored the wild-type pheno-
type. Under anaerobic growth conditions, similar results were
obtained, with the exception that growth of the complemented
mutant on glucose-supplemented medium was impaired, which
will be discussed below. Therefore, renB plays a role in Ni and
Co metabolism. Surprisingly, this phenotype is the opposite of
what has been observed for the rcnA mutant cells, which are
sensitive to Ni and Co (44).

renB mutants show reduced intracellular Ni or Co levels. As
renB mutants are more resistant to Ni and Co, one possible
explanation is the reduced accumulation of these metals in the
bacteria. Metal quantification by ICP-OES was first performed
on whole, dried bacteria after growth in LB medium supple-
mented with subinhibitory concentrations of Ni or Co (0.5 mM
Ni or 0.05 mM Co). The bacteria were harvested and washed
with EDTA-supplemented buffer prior to analysis in order to
minimize nonspecific interactions between metals and the bac-
terial cell envelope. Ni or Co was not detectable after growth
in LB medium alone. Compared to the WT strain, the Ni or Co
content in the renB mutant was reduced by 20% and 40%,
respectively (Table 1), under the different conditions tested.
Small peptides present in LB medium are known to chelate
metals and to lower free metal concentrations. The same as-
says were thus repeated in minimal medium in the presence of
0.05 mM NiSO, or 0.015 mM CoCl,; these conditions inhibited
growth of the WT cells by approximately 10-fold (final OD),
whereas no change was observed for the rcnB mutant. The
metal content in the rcnB mutant was reduced by 68% for Co
and 84% for Ni, compared to WT cells (Table 1). These results
are consistent with those of the metal susceptibility test, and
they support the proposed role of renB in Ni and Co metabo-
lism. Complementation of the rcnB mutant by rcnB hosted on
the pUCIS8 plasmid restored the cellular Ni and Co content to
a level higher than what was measured for WT cells, confirm-
ing the function of rcnB in modulating Ni and Co accumula-
tion. The increased quantity of the two metals present in this
case is probably due to the high copy number of the pUCI18
plasmid.

Because rcnB affects the profile of resistance to Ni and Co,
several hypotheses regarding metal sequestration or compart-
mentalization in the bacterial cell may explain this phenome-
non. To gain insights into the mode of action of rcnB, we
investigated the consequences of changes in intracellular Ni
and Co levels in E. coli. To achieve this, we took advantage of
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the genetic systems utilized in our laboratory, specifically the
ren and nik systems. rcnA expression is induced by Ni and Co
(3, 44) via the control of the metalloregulator RenR (26, 29).
A plasmid-borne gene fusion of rcnAd and green fluorescent
protein (rcnA-gfp; p157) (38) was used to monitor the level of
expression of rcnA in LB medium supplemented with increas-
ing concentrations of Ni or Co (Fig. 2A). Within the range of
0 to 1,000 pM NiSO, and 0 to 30 uM CoCl,, green fluorescent
protein (GFP) levels increased as a function of the concentra-
tion of added metal, and thus, this fusion can be used as an in
vivo sensor of intracellular Ni or Co concentrations. The Ni
and Co concentrations chosen thereafter were those providing
the maximum response from the reporter gene. When intro-
duced into the ArcnB strain, WRCBI, the level of fluorescence
was sharply reduced in the presence of 1,000 uM NiSO, or 100
uM CoCl,; the specific activity was 50% of that of the WT
strain and was not significantly different from the background
level (Fig. 2B). The same types of assays were conducted using
a nikA::lacZ gene fusion. The nikABCDE operon involved in
nickel uptake is expressed under anaerobic growth conditions
(53), and its expression is specifically repressed by nickel via
the metalloregulator NikR (12). As previously shown (54), the
expression of the nikA::lacZ gene reporter fusion is inversely
proportional to the concentration of Ni present. When assayed
in the nikA::lacZ mutant, the B-galactosidase specific activity
was reduced by more than half when 0.05 mM NiSO, was
added to the growth medium (Fig. 2C, plot 1), and conse-
quently, this concentration was used for further assays. Inter-
estingly, in the ArcnB derivative, the expression of the fusion
gene was the same in the absence and in the presence of Ni.
Finally, when rcnB was expressed in trans, the expression pro-
file was restored to the pattern exhibited by the nikA mutant.
Taken together, these results demonstrate that when rcnB is
impaired, the total cellular levels of Ni or Co are decreased
and, more precisely, that it is the intracellular Ni and Co pools
that are reduced.

RcnB is a soluble periplasmic protein. rcnB encodes a 112-
amino-acid (aa) protein of 12,466 Da. A Sec-type signal pep-
tide is predicted at the N terminus, with a cleavage site located
after residue 21, leading to a mature polypeptide of 10,238 Da
that presumably localizes to the periplasm. RecnB was overex-
pressed in E. coli and purified. Polyclonal antibodies raised
against the purified protein were used for detection by immu-
noblotting. Periplasmic extracts were prepared and assayed for
contamination by cytoplasmic proteins by measuring p-galac-
tosidase activity before analysis by Western blotting. B-Lacta-
mase, BlaM, encoded by vector pUCI18, was used as a control
for the periplasmic fractionation. RenB could be detected in
the periplasmic fraction of wild-type cells, demonstrating its
periplasmic localization (see Fig. S2A, lane 1, in the supple-
mental material) and was clearly absent in the 7cnB mutant
(Fig. S2A, lane 3). Periplasmic localization was confirmed by
N-terminal sequencing. RenB was purified from the periplas-
mic fraction, and its N terminus was determined by Edman
sequencing. The sequence of the first six amino acids was
AGSTNT, corresponding to residues 26 to 31 of the predicted
amino acid sequence. Thus, RenB possesses a cleavable N-ter-
minal signal sequence of 25 aa, leading to the 9,898-Da mature
form of RenB. The experimental cleavage site is 4 aa down-
stream of the predicted one.
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FIG. 2. Ni and Co intracellular concentrations are modified by rcnB. (A) Expression of the rcnA::gfp fusion in the presence of increasing
concentrations of Ni (left) or Co (right). W3110 harboring plasmid p157 (rcnA::gfp) was grown aerobically in LB supplemented with the indicated
metal concentrations, and the relative fluorescence of the rcnA-gfp gene fusion was calculated as follows: the specific fluorescence (F/ODygy),
recorded in the presence of metals, was divided by the specific fluorescence assayed in the absence of metals. Results are the means of at least three
independent experiments. The increases in fluorescence as a function of Ni or Co concentration can be represented by a hyperbolic function (48)
with the following parameters: fluorescence of Co [0 to 30 uM] = —0.0014 [Co]*> + 0.0777 [Co] + 1.0587, R* = 0.9935; fluorescence of Ni [0 to
1,000 pM] = 1.781 X 107° [Ni]* + 0.0007 [Ni] + 0.9975, R* = 0.9946. (B) The wild-type strain (W3110) or the ArcnB isogenic mutant
(WRCBI)-carrying plasmid p157 (WT/prcnA::gfp [black bars] or ArcnB/prenA::gfp [gray bars]) was grown in LB, LB plus 1,000 uM NiSO,, or LB
plus 100 uM CoCl,, and fluorescence was assayed as described for panel A. (C) Expression of the nikA4::lacZ fusion. Cells were grown anaerobically
in LB (black bars) or in LB plus 50 uM NiSO, (gray bars). B-Galactosidase activity is in nmol ONP min~' mg bacterial dry weight '. Strains: 1,
nikA::lacZ mutant (HYD72K1); 2, nikA::lacZ ArcnB mutant (HYRB1); 3, nikA::lacZ ArcnB/rcnB mutant (HYRB1 X pUCRCB). Data are the

means of at least three independent experiments. Standard deviations are presented in the figure.

Sequence comparison retrieved more than 150 homologs of
RcenB among alpha-, beta-, and gammaproteobacteria, but
none are previously described proteins (see Fig. S2B in the
supplemental material). Similarly, no motifs could be detected
in the sequence of RenB using Interproscan (25). Alignment of
the RenB sequence demonstrated that the second half of the
sequence is quite well conserved; however, there was no obvi-
ous conservation of residues potentially involved in metal li-
ganding, except for H82 and D53 and, to a lesser extent, D95
and H111. Notably, RenB lacks Cys residues. This is the case
for all of the sequences considered, except for Q88FZS8 (P.
putida) and Q882W6 (P. syringae), which do bear Cys within
their predicted signal sequences and, consequently, are pre-
dicted to be lipoproteins. However, the latter prediction is
tentative because the canonical sequence usually shared by
lipoproteins is absent. The first half of the alignment exhibits
no sequence conservation and a great variability in sequence
length, which is due, in part, to the presence of a signal se-
quence. Concerning synteny, it is very diverse; the rcnB gene
may lie close to rcnA, close to hypothetical efflux pumps, or

close to uncharacterized hypothetical open reading frames
(ORFs) or as an orphan gene. Some organisms possess several
copies of rcnB, for example, entries Q6FEGS and B5XP92
from Acinetobacter sp., DOFUHS8 and DOFV83 from Erwinia
pyrifoliae, BSY075 and B5XP92 from Klebsiella pneumoniae,
and Q88FZ8 and Q88RS9 from P. putida.

RenB does not bind Ni or Co directly. In view of its role and
its cellular localization, the binding of Ni or Co ions by RenB
needed to be tested, and several different techniques were
employed. The metalation of purified RcnB was first moni-
tored by tryptophan fluorescence assays, as RcnB possesses
two tryptophan residues that are well conserved in the se-
quence alignment. No changes in the spectra were observed
following the addition of Ni or Co (data not shown). More
direct methods were then applied using a ®*Ni radioactive
isotope. Equilibrium dialysis and flow dialysis demonstrated no
nickel binding by RenB (data not shown). Filter binding assays,
which had previously been used successfully to determine the
affinity constant of NikR for Ni, were performed (14). When
assayed in parallel, purified NikR bound ®*Ni, as observed in
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FIG. 3. Interaction of RenB with Ni. (A) Filter binding assays: 1
uM or 10 uM RenB (black circles) or 0.5 uM NikR (black triangles)
was incubated with the indicated ®*NiCl, concentrations and filtered
onto PVDF membranes. ®*Ni bound to the membrane is plotted
against total Ni concentration. (B) Dot blot assays: 10 pl of 1 or 10 pM
RenB or bovine serum albumin was filtered onto PVDF membranes
and detected using anti-RenB antibodies.

the previous study, whereas purified RenB exhibited no bind-
ing (Fig. 3A). Dot blot and immunodetection showed that
RenB is retained well on the PVDF membrane after filtration
(Fig. 3B). The protein and metal concentrations were varied,
which indicates that the K, (dissociation constant) of RenB for
Ni is much greater than 100 wM. Thus, we conclude that RenB
does not bind Ni or Co ions directly under the tested condi-
tions.

RenB operates independently of Ni entry. When RcnB is
absent, E. coli strains are more resistant to Ni and Co. This
correlates with a decrease in intracellular metal concentration
(Fig. 2 and Table 1). As RenB cannot bind Ni or Co directly,
a role for RenB in the storage of Ni and Co is unlikely. There-
fore, we examined the possibility that RenB acts on Ni and Co
entry into the cytoplasm. In E. coli, specific Ni uptake occurs
via the NikABCDE transporter, which is expressed under an-
aerobic growth conditions (34). nik mutants are defective in
Ni-dependent hydrogenase activity, which can be restored
when excess Ni is added to the growth medium (42, 54). Apart
from the high-capacity magnesium transport system CorA, it
has been suggested that another nickel import pathway oper-
ates in E. coli (34, 45). Therefore, we measured the hydroge-
nase activity of WT and mutant bacteria that were grown
anaerobically in LB medium, either without added Ni or with
50 pM NiSO,. The restoration of hydrogenase activity in the
nik mutants by the addition of nickel has been shown to reach
roughly 50% of the level of the WT strain under these condi-
tions (54). As expected, a similar pattern of hydrogenase re-
covery could be seen here (Fig. 4). In contrast, both the ArcnB
mutant and the ArcnB mutant complemented by the plasmid-
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FIG. 4. Effect of rcnB on Ni acquisition. Total hydrogenase activity
was measured after anaerobic growth in LBSM (black bars) or in
LBSM supplemented with 50 uM NiSO, (gray bars). Specific hydro-
genase activity is in wmol benzyl viologen reduced min~! mg bacterial
dry weight™'. Strains: wild type (MC4100), ArcnB isogenic mutant
(MRCBL1), ArcnBjfrenB mutant (MRCB1/pUCRCB), nikA::lacZ
isogenic mutant (HYD72K1), nikA:lacZ ArcnB isogenic mutant
(HYRBI1), and nikA::lacZ ArcnB/rcnB mutant (HYRB1 X pUCRCB).
Data are the means of at least three independent experiments. Stan-
dard deviations are presented in the figure.

borne rcnB allele exhibited levels of hydrogenase activity sim-
ilar to that of the WT strain, both in the absence and in the
presence of nickel. The nik ArcnB double mutant was con-
structed by transferring the ArcnB deletion into the nik mutant.
Interestingly, the nik ArcnB mutant exhibited half the level of
hydrogenase activity of the nik mutant, and complementa-
tion by the renB allele produced a strong enhancement of
hydrogenase activity over that of the nik and nik ArcnB
mutants. This result was consistent with the nickel content
analysis (Table 1), confirming that RenB modulates Ni ho-
meostasis and demonstrating that it functions independently
of the NikABCDE uptake system. This result also suggests
that RenB interacts poorly with auxiliary Ni uptake systems
because no Ni would enter the cell in a nik ArcnB mutant. As
a consequence, the reduction in intracellular Ni concentra-
tion associated with RenB is unlikely to be due to altered Ni
acquisition by the cell.

Absence of renB results in enhanced efflux of Ni. In order to
clarify the function of rcnB in the dynamics of Ni and Co
accumulation by the cell, the accumulation of ®*Ni was mon-
itored in a time course assay. Unloaded cells were incubated
with ®Ni, and the kinetics of Ni uptake confirmed that a
lower level of Ni was accumulated in the rcnB mutant than
in the WT cells (Fig. 5SA). We also analyzed the ArcnA
mutant. In this mutant, RenB is synthesized, as confirmed by
Western blot experiments (see Fig. S2A in the supplemental
material). In this case, ®*Ni accumulation was 2-fold higher
than that in the parental strain (Fig. 5A), which is in agree-
ment with previously published results (44). We previously
used an rcnA::uidA insertion mutant, which was revealed by
qRT-PCR to be an rcnAB double mutant because the uidA-
Kan® cassette has a polar effect on the downstream gene
rcnB (data not shown). When tested, the Arcn4 and
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FIG. 5. renB acts on Ni efflux. (A) °*Ni accumulation kinetics in
the wild-type strain and its rcn derivatives. Strains: wild type
(NM522, circles), ArenB mutant (NRCB1, squares), and ArcnA mu-
tant (NRCALI, triangles). (B) Effect of rcnB mutation on Ni efflux.
Efflux was measured at 37°C in E. coli strains: wild type (W3110,
circles), ArcnB mutant (WRCBI, squares), and ArcnA isogenic mu-
tant (WRCAL, triangles). The experiments were repeated at least
three times. The data shown are from a single, representative ex-
periment.

renA::uidA mutants showed similar behaviors, with an in-
creased sensitivity to Ni and Co and similar Ni uptake prop-
erties (data not shown). This concurs with RcnA being a Ni
and Co efflux pump, as previously established (44), and
suggests that renA is epistatic to renB, as there appears to be
no difference between the rcnA and rcnAB mutants. These
data imply that RcnB does not facilitate Ni uptake but,
rather, has a possible role in the efflux of Ni.

The role of RenB was further investigated with regard to Ni
efflux. ®*Ni-loaded cells were incubated in unlabeled, fresh
medium, and the cellular “*Ni content was assayed at various
time points. In this context, the rate of Ni efflux in the rcnB
mutant was considerably higher than that of the WT strain
(Fig. 5B). This result clearly demonstrates that RenB acts on
Ni efflux. The ArcnA mutant exhibited an efflux rate much
lower than that of the WT strain (Fig. 5B), which is in agree-
ment with RenA being an efflux pump. Furthermore, this con-
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firms the phenotypic dominance of RcnA over RenB in the
efflux of Ni. As the absence of renB facilitates the efflux of Ni,
the role of RenB is most likely to regulate or balance the efflux
of Ni mediated by RcnA.

DISCUSSION

The present work identifies a protein of a new type that
influences Ni and Co homeostasis in E. coli. The absence of
RenB clearly affected the physiology of the cells by dramati-
cally increasing the resistance of E. coli to Ni and Co. We
showed that this phenotype is linked to decreased intracellular
concentrations of Ni or Co. As previously mentioned, metal
trafficking is quite complex, and this may explain the observed
differences in the resistance phenotypes between the aerobic
and anaerobic growth conditions. The expression in trans of
renB rendered the cells more sensitive to the depletion of
oxygen (Fig. 1), likely due to increased metal accumulation.
This phenomenon is not linked to RcnA, as we have previously
shown that rcnA is expressed under both conditions (44). How-
ever, the existence of multiple import and export systems
makes it difficult to demonstrate the role of an isolated protein.
For this reason, we used several E. coli K-12 strains in this
work, and we obtained similar results for all strains. The ex-
perimental conditions (medium compositions and metal con-
centrations) are also important and may explain the discrep-
ancy observed here and in another study, where no phenotype
was associated with renB (29). We also verified our data by
performing the experiments on strain JW5346 (BW25113
ArcnB Cm"), obtained from the Keio collection (1), which fully
confirmed our conclusions (data not shown).

To date, the only known periplasmic Ni-binding protein in
E. coli is NikA, whereas none are known to bind Co. RenB is
localized to the periplasm, and there is no evidence that RenB
binds Ni or Co ions directly in the present study. Interestingly,
the resolution of several NikA structures has provided break-
throughs in the understanding of metal liganding. An initial
report presented the NikA structure as a typical periplasmic
binding protein of the ABC family, though the position of Ni in
this structure did not take into account its environment (24). A
second study resolved the structure of NikA in complex with
Fe(III)-EDTA (H,O) bound at the substrate site, which sug-
gested that NikA binds Ni in complex with a metallophore (7).
Finally, the resolution of NikA crystallized after a periplasmic
extraction in the absence of EDTA showed that the nickelo-
phore was best modeled as butane-1,2,4-tricarboxylate (6), al-
though its exact nature remains to be established. RenB could
interact with metals in a similar way, by liganding Ni or Co
complexed to a prosthetic group.

RcnB could be involved in Ni and Co homeostasis, either by
increasing metal import or by decreasing export. We have
shown, by monitoring hydrogenase activity (Fig. 4), that RcnB
is certainly not involved in importing Ni. This conclusion is
further supported by the fact that the expression of rcnB is
induced by Ni or Co (see Fig. S1C in the supplemental mate-
rial), which would conflict with a role in importing these toxic
compounds.

Homeostasis is primarily the result of a balance between the
entry and exit of metals. Hence, the regulation of transporters
is under the control of metallosensory regulatory proteins (31).
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To avoid excess removal of Ni or Co from the cytoplasm, the
transcription of the efflux pump RcnA is under the control of
the metallorepressor RcnR (26). The transcription of the
NikABCDE importer is repressed by the NikR metalloregula-
tor (12). Induction of rcnA and repression of the nik operon by
Ni have been shown to be sequential, i.e., PnikA is repressed by
Ni concentrations that are lower than those needed for the
activation of PrcnA (26). In this study, we demonstrate that
RcnB is a soluble periplasmic protein that influences Ni and
Co homeostasis. RenB could be a transmitter in a signal trans-
duction pathway across the cytoplasmic membrane, as is ob-
served for other systems (51). This signal transduction cascade
would lead to modifications in the transcription of Ni or Co
efflux systems. More precisely, it could be supposed that RcnA
is the target because we have shown that the action of RenB is
dependent on the presence of rcnA (Fig. 5); in view of the
phenotype associated with rcnB, when renB is impaired, renA
would be upregulated. Nevertheless, when assayed in the
ArcnB mutant, the rcnA-gfp gene fusion exhibited induction
levels that were lower than those in the WT strain in the
presence of Ni or Co (Fig. 2B), which contradicts the above
hypothesis.

Finally, we clearly show that RenB is involved in the efflux of
Ni. The fact that RenB does not bind Ni or Co ions and does
not influence the transcription of rcnA argues in favor of RenB
exerting its function via protein-protein interactions, especially
with RenA. This is further indicated by the fact that, in the
absence of rcnA and the presence of RenB, more Ni is accu-
mulated by the cells (Fig. 5). Moreover, rcnA and rcnB are
cotranscribed (see Fig. S1 in the supplemental material). Efflux
in bacteria can occur via a wide variety of structurally diverse
systems. Members of the CDF, MFS, P-type ATPase, and
RND families (for a review, see reference 36) have been shown
to export metals with narrow or broad substrate specificities.
However, none of the metal efflux systems and, even more
generally, none of the efflux systems seem to function with a
soluble periplasmic protein, with the possible exception of the
RND CusCFBA system of E. coli. RND protein complexes
transport their substrates from the periplasm to the extracel-
lular space. The cusCFBA operon in E. coli encodes an RND
copper efflux system made up of CusC (OMF), CusB (MFP),
and CusA (RND) (37). This RND system comprises an addi-
tional small periplasmic protein, CusF (21). Mutation of any of
the cusCFBA genes leads to enhanced copper sensitivity, al-
though to a lesser extent for cusF (18). CusF and CusB interact
in a metal-dependent way, and Cu(I) is transferred between
CusF and CusB (2). The precise mechanism of efflux is not
understood, but this example emphasizes that export is also
mediated by periplasmic proteins. A striking difference with
the RcnAB efflux system is that mutations in cusF or cusB
diminish Cu export, whereas mutations in rcnB enhance Ni and
Co efflux. Moreover, no RND system involved in Ni or Co
efflux has been identified in E. coli. Another interesting feature
of RND systems is that they mediate efflux predominantly from
the periplasmic space, outside the cell, as emerging evidence
suggests that the detoxification of toxic compounds occurs in
two steps. The compounds are first transported from the cyto-
plasm to the periplasm by an inner-membrane efflux system,
and then, an RND-type exporter, with overlapping specificity,
expels the drugs (50) or the metals (47) from the periplasm to
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the extracellular milieu. These examples highlight the impor-
tance of the step conducted in the periplasmic space in efflux-
mediated resistance mechanisms, and further studies are nec-
essary to establish a role for RenB as a possible intermediate in
these networks.

Another interesting example regarding the pivotal role of a
periplasmic transport protein has been recently reported for
the sialic acid-specific uptake system in Haemophilus influen-
zae. SiaP is the periplasmic substrate binding protein of the
TRAP (tripartite ATP-independent periplasmic transporter)
importer SiaPQM. In vitro experiments confirmed that SiaP is
an essential component of the import system; intriguingly, un-
der some experimental conditions, SiaP was able to trigger the
reverse event, i.e., the export of sialic acid by the inner-mem-
brane complex SiaQM (33).

The present work provides compelling evidence of a new
biological function and demonstrates the existence of alterna-
tive efflux mechanisms. Indeed, from the data collected here,
RenB can be proposed to function as a valve that regulates Ni
and Co efflux by RenA. Further work is required to investigate
the interactions between RenB and other proteins and to un-
derstand its control over metal movements.
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INTRODUCTION }

Metals are ubiquitous on Earth and have become necessary for living organisms like bacteria.
However, there is a subtle balance between the life-required amount and toxicity resulting from too
much metal. The intracellular level of these ions must be tightly regulated by bacteria. A strategy
often used by cells is to regulate import and efflux of metal ions by expressing specific proteins
involved in this transport. In Escherichia coli, nickel is necessary for enzymes like hydrogenases or
ureases and cobalt is the core-element of the coenzyme B12-Vitamin. A specific ABC-transporter
encoded by the nikABCDE operon permits nickel ions to be imported from the environment. But an
overload of ions can be deleterious for bacterial cells because of aspecific interactions with nucleic
acids and proteins. This foxicity is counterbalanced by action of the RcnA efflux pump that permits
excess ions to be excluded. Its expression is under the control of the nickel and cobalt inducible RcnR
metalloregulator that represses rcnA franscription in absence of metals. Recently, we identified a new
gene that we called rcnB (formerly yohN) involved in this system. Here, we describe this new element
of the nickel and cobalt homeostasis in E. coli.
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Herein, we showed that rcnB (formerly yohN) is part of the nickel and cobalt inducible operon rcnAB.
We constructed a mutant strain lacking rcnB and we studied this mutant. It was more resistant o both
nickel and cobalt and complementation by wild-type gene reversed the phenotype. By using both
physiological and biophysical methods, we demonstrated that this mutant rcnB accumulates less

soluble as a monomer. Sequence analyses with

homologs do not highlight any conserved residues known for metal ions binding. In vitro, we used

several methods to assess nickel / cobalt binding to RcnB but there are no evidence of a direct

interaction. Altogether, our data strongly suggest RcnB to be involved in nickel and cobalf resistance

\jw by modulating RcnA activity but further investigations are required especially fo check if RcnB can

. o interact with RcnA or another protfein. These studies aim to precise the exact function of RcnB that is
. the first member of a new family of accessory proteins involved in metal homeostasis in bacteria.
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