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Chapitre |

Erwinia chrysanthemi et les déterminants de la virulence



Mon travail de thése s’inscrit dans la problématique de I’équipe de Dominique Expert
au laboratoire des Interactions Plantes-Pathogénes qui est axé sur le role du fer dans le
pouvoir pathogene de la bactérie Erwinia chrysanthemi 3937. Je vous présenterai, dans un
premier chapitre, cette espéce et les facteurs qui déterminent sa virulence. Dans un deuxiéme
chapitre, je mettrai en évidence les stratégies mises en place par la bactérie pour assurer
I’homéostasie du fer et le lien qui existe entre la réponse au stress oxydant et I’homéostasie du
fer. Puis enfin, dans un troisieme chapitre, je donnerai un appercu des connaissances actuelles
sur les ferritines, leurs fonctions physiologiques et leur régulation avant de présenter mon
travail de these qui est focalisé sur la caractérisation des fonctions impliquées dans le
stockage intracellulaire du fer et leur implication dans le pouvoir pathogéne d’ E.
chrysanthemi 3937.

I- Erwinia chrysanthemi.

La classification de I’espece Erwinia chrysanthemi a été en pleine « contreverse » ces
derniéres années. Cette espece a d’abord été placée par les phytobactériologistes dans le genre
Erwinia au sein du groupe des Erwiniae maceratrices d’aprés ses caractéristiques
physiologiques et biochimiques. Elle a ensuite été reclassée dans le genre Pectobacterium
(Burkholder et al., 1953), puis dans le genre Dickeya (Samson et al., 2005) d’aprés I’analyse
des séquences d’ADN ribosomal 16S. Cette nouvelle nomenclature basée sur la taxonomie
moléculaire n’est pas encore largement adoptée, c’est pourquoi nous conserverons I’ancienne
dénomination. Cette entérobactérie peut survivre dans les sols ou I’eau et étre transmise aux
plantes par I’intermédiaire d’ouvertures naturelles telles que les stomates ou artificielles telles
que des blessures causees par des méthodes culturales ou par des insectes comme les pucerons
(Grenier et al., 2006). Cette espece affecte une large gamme de plantes hotes incluant des
plantes d’intérét agronomique tels que le mais, I’endive ou la pomme de terre, ainsi que des
plantes ornementales comme le chrysantheme, I’ceillet, ou la violette africaine a partir de
laquelle a été isolée la souche 3937 d’Erwinia chrysanthemi. Elle est responsable d’une
maladie systémique dite de pourriture molle caractérisée par la propagation des bactéries dans
les tissus de la plante. Le principal symptdme associé a cette maladie est une maceération
rapide des tissus parenchymateux de la plante principalement causée par la dégradation de la
pectine (composant majeur de la paroi cellulaire primaire) et la désorganisation de la paroi

cellulaire.
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Figure 1 : Schéma des différents déterminants du pouvoir pathogene d’E. chrysanthemi 3937 présentés

dans I’introduction.



Cette souche a eté retenue par les phytopathologistes comme modele pour étudier les
déterminants du pouvoir pathogéne au niveau moléculaire. Par ailleurs, le génome d’Erwinia
chrysanthemi 3937 a récemment été entiérement séquencé et fait actuellement I’objet d’une
annotation a grande échelle. La bactérie E.chrysanthemi est un modéle de choix car les outils

génetiques développés chez E. coli peuvent lui étre appliqués.

I1- Les déterminants du pouvoir pathogene d’Erwinia chrysanthemi.

La virulence d’E. chrysanthemi est multifactorielle (fig. 1). Elle dépend de la synthese
et la sécrétion d’enzymes dégradatives, de sa résistance face au stress oxydant, de I’injection
de facteurs de virulence par son systeme de sécrétion de type Ill, de ses propriétés d’adhésion
(LPS, EPS et adhésines) et de la synthese et I’excrétion de sidérophores en réponse a une
carence en fer. Les différents déterminants du pouvoir pathogene énumérés ci-dessous ne sont

pas présentés par ordre d’importance.

A. Enzymes degradatives.

Une des causes principales du pouvoir pathogéne est la sécrétion massive d’enzymes
Iytiques capables de dégrader les différents composants des parois végétales. Le symptéme de
pourriture molle est di a une déstructuration de la paroi végétale qui est d’une grande
complexité structurale. Essentiellement constituée de pectine, de cellulose et de protéines
pariétales, sa dégradation nécessite des enzymes extracellulaires avec diverses activités. Lors
de I’infection, tout un arsenal d’enzymes (pectinases, cellulases et protéases) est produit par
Erwinia chrysanthemi. La plupart de ces enzymes sont sécrétees par la voie de sécrétion de

type 11 ou machinerie Out, elle-méme essentielle a la virulence.

1. Les pectinases
Un des composants majeurs de la paroi végetale est la pectine, polymére constitué de
chaines linéaires d’acides D-galacturoniques essentiellement, liés par des liaisons
glycosidiques o 1—4 interrompues par des régions ramifiées. Ces régions ramifiées sont des
structures plus complexes contenant différents sucres comme le rhamnose, le xylose,
I’arabinose et le galactose sur la fonction acide en C6 des acides galacturoniques. Les résidus
galacturonates de la pectine peuvent étre méthylés en C6 et/ou acétylés par une liaison ester

sur leurs groupes hydroxyles en C2 et C3.
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Figure 2 : Dégradation de la pectine chez E. chrysanthemi 3937. On distingue deux pectine
méthylestérases PemA et PemB qui effectuent la déméthylation des groupements acides, deux pectine
acétyl-estérases Pae Y et Pae X qui libérent les groupements acétyles liés aux hydroxyles des résidus
galacturoniques, cing polygalacturonases (PehK, PehN, PehV, PehW et PehX) qui hydrolysent la
liaison a1—4 du polygalacturonate et des lyases qui clivent la liaison al—4 du polygalacturonate par
un mécanisme de B-élimination ; celles-ci comprennent deux exopectate lyases (PelX et PelW), deux
pectine lyases (PnlG et PnlH) et huit endopectate lyases Pel (Pel A, Pel B, Pel C, Pel D, Pel E, Pel I,
Pel L et Pel Z).



Le degré d’estérification et d’acétylation de la pectine varie d’un tissu et d’une plante a
I’autre. Le polygalacturonate (PGA) est le dérivé non estérifié de la pectine.

L’équipement pectinolytique d’E. chrysanthemi est relativement bien caractérisé (fig.
2). On dénombre au moins six types d’activite pectinolytique et de multiples isoformes qui
dégradent la pectine en produits assimilables et utilisables comme source de carbone par la
bactérie. On distingue deux pectine méthylestérases, une sécrétée PemA et I’autre ancrée dans
la membrane externe PemB qui effectuent la déméthylation des groupements acides, deux
pectine acetyl-estérases Pae Y et Pae X qui liberent les groupements acétyles liés aux
hydroxyles des résidus galacturoniques, cing polygalacturonases (PehK, PehN, PehV, PehW
et PehX) qui hydrolysent la liaison al—4 du polygalacturonate et des lyases qui clivent la
liaison al—4 du polygalacturonate par un mécanisme de [-élimination. Celles-ci
comprennent deux exopectate lyases (PelX et PelW), deux pectine lyases (PnlG et PnlH) et
huit endopectate lyases Pel. Les pectate lyases, les endopectine lyases et les
polygalacturonases permettent la dépolymeérisation de la pectine. Les pectate lyases
constituent une classe particuliéere de pectinases et sont trés largement représentées, au
nombre de huit Pel A, Pel B, Pel C, Pel D, Pel E, Pel I, Pel L et Pel Z. La séparation des
pectates lyases d’E. chrysanthemi par électrofocalisation en gel de polyacrylamide et la
détection de leur activité enzymatique ont permis de révéler la présence de cing isoenzymes
majeures PelA, PelB, PelC, PelD et PelE avec une activité d’endopectate lyase. L’activité
intrinseque des différentes pectate lyases est dépendante du pH de I’environnement (Tardy et
al., 1997). Ces isoformes se distinguent également par leur spécificité de substrat et d’hote.
Les enzymes Pel B et Pel C agissent sur des substrats partiellement méthylés alors que Pel A,
Pel D et Pel E préférent des substrats tres faiblement méthylés (Tardy et al., 1997). Or le
degré de méthylation varie selon la plante et le tissu infecté, I’importance de chaque pectate
lyase dans la pathogénicité va ainsi dépendre de I’h6te infecté. Des mutants pel A, pel D et pel
E sont affectés pour leur pouvoir pathogene sur saintpaulia alors que des mutants pel B et pel
C ne différent pas de la souche sauvage. Sur tubercule de pomme de terre, seules les activités
Pel A et Pel E s’averent importantes pour le pouvoir pathogéne. L’ensemble des Pels est
essentiel au développement des symptémes sur feuilles d’endives (Beaulieu et al., 1993). La
synthese des Pels est tres finement contrdlée par la bactérie en fonction de nombreux signaux
environnementaux (Hugouvieux et al., 1996 ; Pissavin et al., 1996). La degradation de la
pectine entraine la formation de 2-kéto-3 déoxygluconate (KDG) qui est le principal inducteur
de cette voie métabolique. En absence d’inducteurs pectiques, la transcription des genes

impliqués dans la pectinolyse est réprimee par la protéine KdgR qui se fixe a une séquence de



17 pb appelée boite KdgR et localisée dans la région promotrice de ces génes. En présence
d’inducteurs pectiques comme le KDG, la répression par la protéine KdgR est levée (Nasser
et al., 1994). Les régulateurs PecS et PecT répriment également les génes impliqués dans la
pectinolyse ; en réponse a un signal non déterminé a ce jour, la répression exercée est levée
(Reverchon et al., 2002). La production de pectate lyases est contrdlée positivement par la
protéine CRP (cyclic AMP receptor protein) en présence d’AMPc (Nasser et al., 1997;
Reverchon et al., 1997). L’expression des genes pel est fortement augmentée en fin de phase
exponentielle de croissance et implique un mécanisme de régulation de type quorum-sensing
dépendant de la densité cellulaire via Expl/ExpR (Nasser et al., 1998). Une carence en fer
induit partiellement I’expression des genes pelB, pelC, pelD, pelE et pelL de maniére Fur
dépendante (Franza et al., 1999 ; Expert et al., 1996). L’étude in planta de fusions
transcriptionnelles uidA dans les différents genes pel a révelé que I’ensemble des génes pel est
induit 9 heures apres infection de plantes de saintpaulia a I’exception du géne pelD qui I’est
plus tot dés 6 heures (Masclaux et al., 1996). Par ailleurs, le géne pelD est le plus fortement
exprimé in planta; les genes pelE, pelB et pelC le sont modérémment et le gene pelA
faiblement. Le profil d’expression des genes pel est distinct sur pomme de terre ; en effet les
genes pelA, pelB, pelC et pemA sont modéremment exprimés et les genes pelD et pelE le sont
fortement. Une analyse par puces a ADN a révélé que les génes pelD, pelE et paeX sont
induits au cours de I’infection de plantes de saintpaulia par E. chrysanthemi 3937 (Okinaka et
al., 2002).

2. Les cellulases

E. chrysanthemi produit deux cellulases Cel5 et CelY qui dégradent les fibres de
cellulose. Ces cellulases sont aussi sécrétées par le systéeme de sécrétion de type Il. CelY est
peu abondante (Guiseppi et al., 1991), Cel5 représente 95% de I’activité totale cellulolytique
(Aymeric et al., 1988). La structure du domaine catalytigue de I’enzyme Cel5 a été
caractérisee par Chapon et al. (2001) et les résidus impliqués dans son activité ont eté
déterminés. Un mutant celY présente un retard dans I’apparition des symptomes alors qu’un

mutant cel5 est aussi virulent que la souche sauvage (Boccara et al., 1994).



3. Les protéases

E. chrysanthemi sécrete, via son systeme de sécrétion de type |, quatre protéases dans
le milieu extracellulaire : PrtA, PrtB, PrtC et PrtG. Des mutants d’E. chrysanthemi EC16
déficients dans la production de I’une ou plusieurs de ces protéases sont aussi virulents que la
souche sauvage sur tubercules de pomme de terre. Par ailleurs, I’addition de protéases PrtB ou
PrtC n’augmente pas le processus de macération par les pectate lyases (Dahler et al., 1990).
Néanmoins, la maturation de I’endopectate lyase Pel | dans le milieu extracellulaire par les
protéases PrtA et PrtC améliore la capacité de macération de Pell sur saintpaulia et sur
tubercule de pomme de terre (Shevchik et al., 1998), suggérant que certaines protéases

pourraient moduler I’activité de certaines pectinases.

B. Systéme de sécrétion de type 11 et harpine

La voie de sécrétion de type Il est employée par les bactéries phytopathogenes pour
injecter directement dans le cytoplasme de I’organisme héte un certain nombre de facteurs de
virulence ou éliciteurs de la réaction hypersensible ou RH (Wei et al., 1992). Bien qu’E.
chrysanthemi soit classiquement décrite comme ne déclenchant pas de RH, des mutants
altérés dans la production des 5 pectate lyases PelABCDE et des mutants de sécrétion out d’E.
chrysanthemi incapables de macérer provoquent une RH typique sur feuilles de tabac et
tomates suggerant que la rapide macération des tissus de la plante masque la RH (Yang et al.,
2002). Les protéines sécrétées par le systeme de sécrétion de type Il sont appelées harpines
(Jin et al., 2001). Ce systéme est indépendant de la machinerie SEC et implique au moins une
vingtaine de protéines principalement localisées dans la membrane interne et au moins une
dans la membrane externe. Ces protéines sont codées par les genes hrp (pour hypersensitive
response and pathogenicity) et hrc (pour hypersensitivity related and conserved, génes hrp
renommeés hrc en raison de leur conservation dans I’ensemble des bactéries qui possédent un
systeme de sécrétion de type Il1). L’inoculation de feuilles de tabac par un mutant hrpN induit
une légere RH avec une baisse de la fréquence d’apparition des symptomes alors qu’un
double mutant pelABCDE hrpN est incapable d’induire une RH. Par ailleurs, la harpine
purifiée HrpN d’E. chrysanthemi est capable d’induire a elle seule une RH sur feuille de
tabac. Des mutants hrcC et hrpG voient leur virulence sérieusement diminuée sur des feuilles
de saintpaulia, de méme ils n’induisent pas de RH sur tabac contrairement a la souche

sauvage alors qu’un mutant hrpN induit une légére RH. L’ensemble des données suggére que



la protéine HrpN est importante lors des étapes précoces de I’infection (Yang et al., 2002 ;
Bauer et al., 1995). En effet, le géne hrpN est induit au cours de I’infection par E.
chrysanthemi 3937 de saintpaulia (Okinaka et al., 2002). De plus, une coordination entre le
systéeme de sécretion de type Il et la pectinolyse a été mise en évidence par Nasser et al.
(2005) montrant que le géne hrpN est réprime par les régulateurs de la pectinolyse PecS et
PecT.

C. Composants de la surface bactérienne

La premiére étape de I’interaction entre une bactérie et son héte est son adhésion, qui
requiert la présence des lipopolysaccharides (LPS), des exopolysaccharides (EPS) et des
adhesines (Schoonejans et al., 1987 ; Condemine et al., 1999 ; Rojas et al., 2002). Des
mutants affectés dans la structure de leur LPS, ne sont plus pathogenes sur saintpaulia bien
que capables de produire des enzymes dégradatives extracellulaires (Schoonejans et al.,
1987). Par ailleurs, ces mutants du LPS sont capables d’induire les réactions de défense de la
plante. Le LPS serait impliqué dans les étapes précoces de I’infection en relation avec la
réaction hypersensible. Des mutants affectés dans la biosynthése d’EPS présentent un retard
dans I’apparition des symptémes sur saintpaulia, et le stade de macération systémique n’est
jamais atteint (Condemine et al., 1999). Une mutation dans le géne hecA codant une adhésine
réduit le pouvoir pathogéne de la souche EC16 d’E. chrysanthemi sur des semis de Nicotiana
clevelandii (Rojas et al., 2002). L hypothese proposée est que les mutants du LPS, EPS et
adhésine sont incapables d’adhérer a la paroi végétale et donc de réussir leur infection.

D. Assimilation du fer

Dans la partie suivante, nous allons présenter en détail I’importance de I’assimilation du fer
dans le pouvoir pathogene d’E. chrysanthemi. A cause de ses propriétés chimiques, de son
importance dans les reactions biochimiques et de son insolubilité aux pH physiologiques en
aerobie, le fer est souvent I’objet d’une compétition entre la bactérie et son héte pour son
acquisition. L’issue de cette compétition va déterminer le succés de I’infection. Durant
I’infection, les bactéries se disséminent dans I’espace intercellulaire du végétal appelé
apoplasme ou elles sont confrontées & une faible disponibilité en fer (Neema et al., 1993).
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Le fer se trouve sous forme de citrate ferrique principalement ou de malate dans
I’apoplasme de la plante, or E. chrysanthemi est incapable d’utiliser directement le citrate
ferrique comme source de fer. De plus, des ligands forts du fer tels les polyphénols sont
produits par la plante en réponse a divers stress et limitent le développement des bactéries
(Mila et al., 1996). Afin de lutter contre la faible disponibilité en fer, E. chrysanthemi comme
la plupart des bactéries a développé des mécanismes d’acquisition du fer a haute affinité. Le
type de systéeme d’acquisition du fer le plus répandu est I’utilisation de sidérophores
(Neilands, 1995). Il s’agit de petites molécules organiques pouvant atteindre jusqu’a 1200
daltons et ayant une tres forte affinité pour I’ion ferrique. Il existe trois classes de
sidérophores (catécholates, hydroxamates et hydroxycarboxylates) qui se distinguent par la
structure chimique du groupement qui fixe le fer. Deux systemes de transport du fer ont été
identifiés chez E. chrysanthemi impliquant deux sidérophores de structure distincte : la
chrysobactine et I’achromobactine (fig. 3). E. chrysanthemi est également capable d’utiliser
des sidérophores exogénes comme I’entérobactine produite par E. coli et les espéces
Salmonella, Klebsiella et Shigella ainsi que le ferrichrome produit par les champignons
(Persmark et al., 1989 ; Crosa et Walsh, 2002 ; Schrettl et al., 2004).

1. La chrysobactine

Le premier sidérophore a avoir été caractérise chez E. chrysanthemi a été la
chrysobactine. Cette derniere est détectée dans les fluides de feuilles de plantes infectées avec
la souche sauvage 24H aprés inoculation (Neema et al., 1993). Il s’agit d’un monocatécholate
[N-(N2-(2,3-dihydroxybenzoyl)-D-lysyl]-L-sérine dérivant de I’acide 2,3-
dihydroxybenzoique (DHBA) sur lequel est condensé un dipeptide de résidus lysine et serine
(Enard et al., 1988 ; Persmark et al., 1989). Seuls les groupements hydroxyles du catéchol
sont impliqués dans la chélation du fer suggérant que deux ou trois molécules de
chrysobactine sont nécessaires pour la coordination d’un atome de fer (Persmark et al., 1992).
La chrysobactine posséde un pFe de 17,1 plus important que celui du citrate ou du malate qui
transportent le fer dans les plantes et peut ainsi capturer le fer a partir de ces complexes
ferriques. Le pFe mesure la concentration en fer libre a pH 7,4 pour une concentration de

chélateur de 10 M et une concentration de fer égale & 10° M.
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Les différentes étapes requises pour la biosynthése de la chrysobactine et le transport
de la ferri-chrysobactine a I’intérieur de la cellule ont pu étre caractérisées a partir de mutants
d’Erwinia chrysanthemi incapables de croitre en présence du chélateur du fer EDDHA (Enard
et al., 1988). Le systeme de transport du fer via la chrysobactine est codé par une région
génique qui inclut trois opérons et deux unités monocistroniques (fig. 4 [A]). Ces opérons
sont sous le contréle de deux promoteurs divergents (bidirectionnels). Un premier opéron
comporte les génes fct, chsC, cbsE, chsB et chsA codant respectivement le récepteur de la
ferri-chrysobactine Fct situé sur la membrane externe et les enzymes responsables de la
synthese du DHBA de la chrysobactine (Franza et al., 1991). Le récepteur Fct (ferric
chrysobactin transport), protéine de 81 kDa, est impliqué dans le passage de la ferri-
chrysobactine a travers la membrane externe (Sauvage et al., 1996). Il interagit avec la
protéine TonB qui lui transfert I’énergie nécessaire au transport de la ferri-chrysobactine.
D’ailleurs un mutant tonB est incapable d’importer la ferri-chrysobactine (Enard et Expert,
2000). Les produits des génes cbsC, cbsk, cbsB et chsA sont homologues aux enzymes EntC,
EntE, EntB, et EntA impliqués dans la biosynthése de I’acide 2,3-dihydroxybenzoique
(DHBA) précurseur de I’entérobactine chez E. coli. Les genes cbsA, cbsB, chsC et cbskE d’E.
chrysanthemi peuvent complémenter les mutants entA, entB, entC et entE d’E. coli
respectivement: le DHBA est donc un intermédiaire commun & la biosynthése de
I’entérobactine et de la chrysobactine. Un second opéron est constitué de deux genes cbsF et
cbsH codant la protéine ChsF, une chrysobactine synthase (synthese de peptide par voie non
ribosomique) et la protéine CbhsH, une oligopeptidase. La protéine ChsF permet I’assemblage
des 3 composants de la chrysobactine que sont le DHBA, la D-Lysine et la L-sérine. La
protéine CbsH dégrade la chrysobactine dans le cytosol de la bactérie. Un mutant chsH
accumule la ferrichrysobactine dans son cytosol, suggerant que cette derniere n’est pas
dégradé apres son transport (Rauscher et al., 2002). Par ailleurs, il est affecté pour sa
croissance en raison de la chélation du fer dans la cellule (Rauscher et al., 2002). Un troisiéme
opéron comprend les trois génes cbuC, cbuD et cbuG dont les produits forment la
chrysobactine perméase CbuCDG. Le gene p43 dont le produit est une protéine homologue a
EntS d’E. coli supposee étre impliquée dans I’excrétion de la chrysobactine dans le milieu
extracellulaire (Expert et al., 2004). Quant au géne cbuB, il forme une unité monocistronique.
La chrysobactine perméase CbuBCDG est un transporteur de type ABC homologue a la
perméase de la ferri-entérobactine FepBCDG chez E. coli et qui est impliquée dans le passage
de la ferri-chrysobactine a travers la membrane interne d’Erwinia chrysanthemi. La protéine

CbuB est responsable de la fixation de la chrysobactine dans le périplasme, CbuC fixe I’ATP
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et les protéines CbuD et CbuG constituent la perméase a proprement dite. L’ensemble des
acteurs du systeme de transport de la ferri-chrysobactine chez E. chrysanthemi 3937 est
présenté sur la figure 5. Des expériences de complémentation nutritionnelle et de transport ont
montré que des mutants cbu d’E. chrysanthemi affectés pour cette perméase sont incapables
d’utiliser la chrysobactine. La ferri-entérobactine passe a travers la membrane interne par
I’intermédiaire de la méme perméase. En effet, des mutants cbu sont également incapables
d’utiliser la ferri-entérobactine. Des mutants de biosynthese de la chrysobactine sont affectés
dans leur croissance et engendrent des symptémes localisés au niveau de la feuille inoculée
sur saintpaulia contrairement a la souche sauvage. Les lésions initiées par le mutant
deviennent séches en quelques jours et n’aboutissent pas a une systémie (Masclaux and
Expert, 1995).

2. L’achromobactine

Le deuxieme sidérophore d’E. chrysanthemi, I’achromobactine a été identifié chez des
mutants déficients dans la production de chrysobactine et qui présentaient encore une activité
sidérophore, révélée par la formation d’un halo de décoloration sur milieu CAS agar.
L’achromobactine permet aux mutants déficients pour la production de chrysobactine de
croitre en présence d’un chélateur du fer ferreux, comme le 2, 2’-dipyridyl. Des doubles
mutants deficients pour la production d’achromobactine et de chrysobactine sont incapables
de se développer en présence de 2,2’-dipyridyl et de former un halo de décoloration sur milieu
CAS-agar. L’achromobactine appartient a la catégorie de sidérophores dérivés du citrate.
Minzinger et al. (2000) ont déterminé la structure de ce sidérophore (fig. 3). Il est composé
d’une molécule de citrate, d’éthanolamine, d’acide diaminobutyrique et deux molécules
d’acide 2-oxo-glutarique.

Une analyse génétique a montré que les génes de biosynthése et de transport de
I’achromobactine sont organisés en deux opérons juxtaposés (fig. 4 [B]). Le premier opéron
comporte les génes impliqués dans la biosynthese (acs), I’excrétion (yhcA) et le transport
(acr) de la ferri-achromobactine. Le géne acsF interviendrait dans la synthese d’acide
diaminobutyrique et d’acide 2-oxo glutarique, précurseurs de I’achromobactine. Les génes
acsA, acsC et acsD coderaient les trois composants de I’achromobactine synthase impliqués
dans la formation des liaisons amide et ester lors de la condensation des précurseurs sur le
citrate. Le géene acr code le récepteur spécifique de ce sidérophore au niveau de la membrane

externe. La protéine Acr posséde a son extrémité C-terminale une boite TonB, caracteéristique



des récepteurs de membrane externe. Le second opéron comporte les genes cbrA, cbrB, cbrC
et cbrD codant la perméase de la ferri-achromobactine située au niveau de la membrane
interne (fig. 5). Des mutants cbr qui ne produisent pas la perméase de I’achromobactine
accumulent I’achromobactine dans le milieu extracellulaire et sont déréprimés pour la
production de chrysobactine (Mahé et al., 1995). L’ensemble des acteurs du systeme de
transport de la ferri-achromobactine chez E. chrysanthemi 3937 est présenté sur la figure 5.
Le gene yhcA localisé avec les genes de biosynthese et d’import de I’achromobactine, code
une protéine dont la séquence comporte les caractéristiques des pompes a efflux de type MFS
(Major Facilitator Superfamily), suggérant que la protéine YhcA jouerait un réle dans
I’export de I’achromobactine dans le milieu extracellulaire chez E. chrysanthemi. Des mutants
affectés dans la biosynthése de I’achromobactine sont moins virulents que la souche sauvage
sur plante : en effet, ils développent des lésions qui sont confinées a la zone inoculée (Franza
et al., 2005).

Chez Erwinia chrysanthemi, une carence en fer va fortement induire les genes de
biosynthése et de transport des sidérophores sous le contrdle du répresseur transcriptionnel
Fur. Le mecanisme de régulation par Fur sera détailleé ultérieurement. L’ expression des genes
de biosynthése de I’achromobactine nécessite une carence en fer moins importante que celle
de la chrysobactine qui est produite dés que la synthese d’achromobactine décline. Par
ailleurs, leur affinité pour le fer est distincte. Le role de I’achromobactine serait d’aider de
maniere transitoire les cellules bactériennes a faire face a une carence en fer jusqu’a ce que la
chrysobactine soit complétement induite (Franza et al., 2005). D’ailleurs, I’induction des
génes de biosynthése de la chrysobactine in planta coincide avec I’induction des génes codant
les pectate lyases a I’exception du géne pelD qui est induit plus tot (Masclaux et Expert,
1995). La mutation tonB abolit le transport de ferri-achromobactine, ferri-chrysobactine et
ferri-entérobactine chez E. chrysanthemi 3937. Ces systémes de transport du fer a haute
affinité requierent le complexe TonB pour apporter I’énergie nécessaire. Néanmoins, un
mutant tonB d’E. chrysanthemi 3937 n’est pas séverement affecté pour sa virulence sur
violette africaine, sans doute car il présente une activité pectate lyase deux fois plus
importante que la souche sauvage (Enard et al., 2000). De plus, un deuxiéme géne tonB a été

recemment identifié dans le génome d’E. chrysanthemi 3937.



E. Facteurs de résistance au stress oxydant
1. Dommages causés par le stress oxydant

La résistance au stress oxydant est un déterminant important de la virulence d’un
certain nombre de bactéries pathogéenes dont E. chrysanthemi. Toute bactérie doit se prémunir
contre les espéces actives de I’oxygene, comme I’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne
et le radical hydroxyle, qui sont a l’origine de graves dommages cellulaires. L’anion
superoxyde peut oxyder les clusters [Fe-S] des enzymes, libérant ainsi du fer ferreux dans le
cytoplasme de la bactérie et inactivant ces enzymes (Fridovich, 1995). Quant au peroxyde
d’hydrogéne, il s’attaque aux clusters [4Fe-4S] et aux atomes de soufre des résidus
méthionine et cystéine (Imlay, 2003). Par ailleurs, il réagit avec le fer ferreux libre selon la
réaction de Fenton qui produit des radicaux hydroxyles. Ces radicaux sont les especes actives
de I’oxygéne les plus toxiques. lls sont responsables de cassures de I’ADN, de la
peroxydation des lipides et de la carbonylation des protéines (Imlay, 2003).

Fe?* + H,0, — Fe** + OH + OH’ (réaction de Fenton)

2. Défenses contre le stress oxydant

Pour contrer I’action de ces espéces actives de I’oxygéne, les bactéries disposent de
systemes de détoxication ou de réparation.

a. La méthionine sulfoxide réductase

Beaulieu et Van Gijesem (1990) ont identifié des genes spécifiquement exprimés par
E. chrysanthemi au cours de I’infection de la plante hote a partir d’une banque de mutants
obtenus par mutagenése par transposon mini-Mu. lls ont constaté que certains mutants
présentaient un pouvoir pathogéne réduit sur sainpaulia, mais n’étaient pas affectés ni dans la
production d’enzymes dégradatives, ni dans les systémes de transport du fer. Ces loci
specifiquement induits en cours d’infection et nommés pin (plant inducible), ont été
caractérises au niveau moléculaire par Barras et son équipe. En particulier le locus pin 14 qui

s’est réveélé étre le géne msrA codant la méthionine sulfoxyde reductase qui catalyse la



réduction des résidus méthionines sulfoxydes en méthionine. Un mutant msrA d’E.
chrysanthemi est incapable d’induire une réponse systémique sur saintpaulia (Hassouni et al.,
1999) et est plus sensible au paraquat et au peroxyde d’hydrogéne que la souche sauvage. Une
étude par IVET (In vivo Expression Technology) a montré que le gene msrA est induit in
planta au cours de I’infection de feuilles d’épinard par E. chrysanthemi (Yang et al., 2004).
Une seconde méthionine sulfoxyde réductase MsrB a été identifiee chez E. chrysanthemi :
celle-ci pourrait fonctionner conjointement avec MsrA pour réparer les protéines

endommagées.

b. Les superoxyde dismutases (SOD)

Les superoxyde dismutases constituent un moyen de defense contre le stress oxydant
dd aux anions superoxyde. La réaction est catalysée par un métal situé au cceur de I’enzyme
dont la nature détermine trois types de SOD chez de nombreuses bactéries: la superoxyde
dismutase a fer Fe-SOD, la superoxyde dismutase a manganése Mn-SOD et la superoxyde
dismutase a cuivre/zinc Cu-Zn-SOD (Touati et al., 2000). Les superoxyde dismutases
réalisent la conversion de deux anions superoxyde O~ en peroxyde d’hydrogéne H,0O; et O,.
Erwinia chrysanthemi posséde une seule superoxyde dismutase cytoplasmique Mn-SOD qui
est codée par le géne sodA et une superoxyde dismutase Cu,Zn-SOD périplasmique qui est
codee par le géne sodC. Un mutant sodA d’Erwinia chrysanthemi est incapable de provoquer
de réponse systémique sur saintpaulia, il produit seulement de petites lésions nécrotiques. A
I’inverse, ce mutant macére des tubercules de pomme de terre comme la souche sauvage.
L’activité Mn-SOD semble étre importante au cours des premiéres étapes de I’infection de
saintpaulia par E. chrysanthemi ou une production d’anions superoxydes O, est déclenchee

par la plante héte (Santos el al., 2001).

c. Flavohémoglobine

Un autre facteur important pour la pathogénicité d’Erwinia chrysanthemi est la
flavohémoglobine HmpX (Favey et al., 1995). Cette derniére catalyse I’oxydation de I’oxyde
nitrique en nitrate moins toxique. Elle est composée d’un domaine N-terminal homologue aux
hémoglobines possédant un héme et d’un domaine C-terminal homologue aux ferredoxine-
NADP" oxydo-réductases (Wu et Poole, 2003). Chez E. chrysanthemi, HmpX consomme le

NO jouant ainsi un role dans la protection contre un stress nitrosilant. La protéine HmpX d’E.
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Figure 6 : Voie de biosynthése de I’indigoidine chez E. chrysanthemi 3937.



chrysanthemi est critique pour la pathogénicité sur saintpaulia: en effet un mutant hmpX
d’Erwinia chrysanthemi est incapable de macérer des feuilles de saintpaulia et présente une

croissance in planta limitée (Favey et al., 1995 ; Boccara et al., 2005).

d. Indigoidine

Erwinia chrysanthemi 3937 synthétise un pigment bleu dérivé du 3-3’ dipyridyl,
I’indigoidine [5,5’-diamino-4,4’-dihydroxy-3,3'-diazadiphenoquinone-(2,2")], comme d’autres
bactéries phytopathogénes (Clavibacter michiganensis sous-espece insidiosum) (Starr et al.,
1966) ou saprophytes (Arthrobacter atrocyaneus et Vogesella indigofera) (Heumann et al.,
1968 ; Kuhn et al., 1965). Reverchon et al. (2002) ont identifié trois genes indA, indB et indC
impliqués dans la biosynthése de I’indigoidine. L’expression des génes ind est fortement
déréprimée dans un contexte pecS suggérant que PecS est le principal régulateur de la
synthese de ce métabolite secondaire. Un mutant ind d’E. chrysanthemi affecté dans la
production de ce pigment n’induit pas de réponse systémique sur saintpaulia et présente une
sensibilite accrue au peroxyde d’hydrogéne: [I’indigoidine protegerait les cellules
bactériennes contre les especes actives de I’oxygene produites par la plante en réponse a
I’infection (Reverchon et al., 2002). En effet, le géne indA est induit au cours de I’infection de

feuilles d’épinard par E. chrysanthemi (Yang et al., 2004).

e. Les catalases et peroxydases

Une production de peroxyde d’hydrogéne H,O; a été montrée in planta sur feuilles de
tabac lors de I’infection par E. chrysanthemi par Miguel et al. (2000) et également au
laboratoire dans les espaces intercellulaires d’Arabidopsis thaliana ou sont confinées les
bactéries. Cette production de H,O, par la plante lors de I’interaction plante-pathogéne aurait
pour but de lutter contre I’infection et constitue un mecanisme de défense. Une augmentation
de I’activité catalase est d’ailleurs enregistrée sur tubercules de pomme de terre et sur feuilles
de tabac infectés par E. chrysanthemi, cependant son origine est principalement végétale, ce
qui vient a I’encontre de I’effet antimicrobien du peroxyde d’hydrogéne (Miguel et al., 2000).
Un mutant d’E. chrysanthemi altéré dans le géne oxyR codant un régulateur transcriptionnel
des genes de défense face au peroxyde d’hydrogene présente des activités catalases et
gluthathione réductases réduites en comparaison a la souche sauvage et est plus sensible a une

dose léetale in vitro de peroxyde d’hydrogene.
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Figure 7 : Modele d’action de la machinerie Suf impliquée dans la réparation des centres [Fe-
S] des métalloprotéines chez E. coli en conditions de stress oxydant ou de carence en fer.



Les catalases catalysent la conversion de deux molécules de H,O, en une molécule de O, et
deux molécules de H,0, permettant ainsi de détoxiquer le peroxyde d’hydrogene. Il en existe
deux types chez E. chrysanthemi, comme chez E. coli, HPI (hydroperoxidase I), catalase
homotetramérique et HPIl (hydroperoxidase Il), catalase homohexamérique codées
respectivement par les genes katG et katE (Loewen et al., 1984 et 1985). Néanmoins, le réle
des catalases et des peroxydases au cours de I’infection par E. chrysanthemi reste a
déterminer. En effet, un mutant oxyR d’E. chrysanthemi est aussi virulent que la souche
sauvage sur tubercules de pomme de terre et sur feuilles de tabac. E. chrysanthemi posséde
également une alkyl hydroperoxyde reductase AhpCF formée d’une sous-unité catalytique
AhpC et d’une sous-unité réductase AhpF (Poole et al., 1996 ; Storz et al., 1989). Une analyse
par puces a ADN a révélé que le gene ahpF est induit au cours de I’infection par E.

chrysanthemi de plantes de saintpaulia (Okinaka et al., 2002)

f. Machinerie Suf

L’augmentation de la concentration intracellulaire en fer réactif consécutive a la
destruction des centres [Fe-S] de protéines peut stimuler la production des formes actives de
I’oxygeéne. C’est pourquoi, la réparation des clusters [Fe-S] est primordiale pour la bactérie
afin de réduire la concentration du fer réactif dans le cytosol et de limiter ainsi son effet
délétere. Cette fonction est assurée par le systéme Suf qui est en ce sens un acteur central de
I’homéostasie du fer durant I’infection par la bactérie, notamment en conditions de stress
oxydant et/ou carence en fer (Nachin et al., 2003). Le locus pin 10, mis en évidence par
Beaulieu et Van Gijesem (1990) pour son importance dans la virulence d’E. chrysanthemi, est
homologue au locus suf d’E. coli (Patzer et Hanke, 1999) et comporte les génes suf ABCDSE
organisés en operon. Les differentes protéines de la machinerie Suf sont organisées en deux
complexes SUfSE et SufBCD et la protéine SufA (fig. 7). SufS serait une cystéine désulfurase
qui catalyse la conversion de L-cystéine en L-alanine et un acide sulfénique. Loiseau et al.
(2003) ont constaté a leur grande surprise que SufS seul présente une faible activité cystéine
désulfurase. Ils ont montré que I’interaction de SufS avec SufE augmente drastiquement son
activité Cystéine désulfurase. Des expériences de mutagénése dirigée ont révélé que la
cystéine en position 364 de la protéine SufS est essentielle a I’activité cystéine désulfurase du
complexe SufSE. La protéine SufC serait une ATPase appartenant a la famille des
transporteurs de type ABC localisée dans le cytoplasme ou elle interagit avec SufB et SufD

formant un complexe. Elle semble étre la protéine la plus critique pour la constitution des



centres [Fe-S] au cours d’un stress oxydant ou une carence en fer (Nachin et al., 2003 ; Outten
et al., 2003). Les protéines SufB et SufD sont paralogues entre elles et n’ont aucune
homologie avec des protéines de fonction connue (Loiseau et al., 2003). Le complexe
SufBCD permet d’augmenter I’activité cystéine desulfurase du complexe SufSE (Outten et
al., 2003). Quant a la protéine SufA, elle serait une protéine d’échafaudage pour I’assemblage
des centres [Fe-S]. Elle est supposée fixer le centre[Fe-S] par I’intermédiaire de trois
cystéines conserveées et serait impliquée dans le transfert des centres [Fe-S] aux apoprotéines
cibles (Loiseau et al., 2003). Chez E. chrysanthemi, un mutant sufS est plus sensible a une
carence en fer génerée par le 2, 2’-dipyridyl. L’inactivation des génes sufC et sufD entraine
une sensibilité accrue d’E. chrysanthemi au paraquat, par contre I’absence des autres protéines
Suf ne modifie en rien cette sensibilité. Par ailleurs, un mutant sufS est significativement
affecté en présence de streptonigrine dont I’activité toxique est activée par le fer. Plus
récemment, Nachin et al. (2003) ont montré que les mutants sufB, sufC et sufD sont
incapables d’utiliser la chrysobactine ferrée comme source de fer. La machinerie Suf serait
donc impliquée dans la réparation des centres [Fe-S] d’une métalloprotéine requise au
« relarguage » du fer a partir de la ferrichrysobactine. Il a été proposé que la réductase de la
ferrichrysobactine, responsable de la libération du fer a partir de la chrysobactine, soit une
protéine a centre [Fe-S], dont le centre serait mis en place par la machinerie Suf. Cet opéron
suf est important pour le développement d’une réponse systémique sur saintpaulia (Beaulieu
et Van Gijsegen, 1990). Des travaux de Nachin et al. (2001) ont révelé que le géne sufC est

essentiel au pouvoir pathogene d’E. chrysanthemi sur endives et saintpaulia.



Chapitre 11

Homeéostasie du fer



I- Le paradoxe du fer

Le fer est le quatrieme élément le plus abondant de la crodte terrestre, néanmoins il est
tres peu disponible dans I’environnement. En solution aqueuse, le fer se présente sous deux
formes ioniques interconvertibles, I’ion ferrique Fe®* et I’ion ferreux Fe?*. C’est la forme
ferrique qui prédomine aux pH physiologiques en aérobie. Compte tenu de son insolubilité, il
est toujours complexé a des molecules. A pH 7, la solubilité du fer ferrique est de I’ordre de
10" M alors que les besoins pour la croissance bactérienne sont de I’ordre du micromolaire
(Braun and Killmann, 1999). Il s’agit d’un élément indispensable pour la croissance et le
développement de tout organisme. En effet, de par ses propriétés, il participe a une grande
variété de réactions d’oxydoréduction, et catalyse de nombreuses réactions impliquant
I’oxygene moléculaire. Il est impliqué dans divers processus biologiques essentiels a la vie,
allant de la respiration a la synthése de I’ADN. Les seules exceptions a cette exigence en fer
sont les bactéries lactiques qui utilisent le manganese et le cobalt a la place du fer (Archibald
1983 ; Bruyneel et al. 1989 ; Imbert et Blondeau 1998 ; Pandley et al., 1994 ; Weinberg 1997)
et Borrelia burgdorferi qui utilise le manganese (Posey et Gerhardini, 2000). Paradoxalement,
le fer peut étre toxique a I’état ferreux de par sa faculté a exacerber le stress oxydant en
présence d’oxygeéne en générant via la réaction de Fenton des radicaux hydroxyles (OH)
hautement toxiques.

Il'y a donc nécessité pour la bactérie de réguler finement ses concentrations cellulaires
en fer. Il s’agit de maintenir une concentration intracellulaire en fer suffisante pour répondre
aux besoins cellulaires et non excessive pour éviter son effet toxique. C’est la définition

méme de I’homéostasie du fer.

II- Homéostasie du fer et coordination entre les systemes de transport, de
consommation/distribution et de stockage du fer

De par la toxicité du fer et son besoin fondamental, la bactérie doit assurer
I’homéostasie du fer en coordonnant ses systemes de transport, de consommation/distribution
et de stockage du fer en fonction de la disponibilité de ce métal dans son environnement et des

stress externes.
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Figure 8 : Schéma représentant les différents systemes de transport du fer et d’héme chez les bactéries

Gram’. On distingue les voies d’acquisition du fer ferrique via les sidérophores, du fer ferreux via le
systeme Feo, d’acquisition de I’heme via les hémophores ou les hémoprotéines et de transport des
protéines transferrine et lactoferrine. L’ensemble de ces systemes d’assimilation du fer est contrdlé par
le répresseur transcriptionnel Fur qui en présence de fer les réprime. Fur est un senseur du fer et un
régulateur global du métabolisme du fer. Pour assurer I’noméostasie du fer, la bactérie va coordonner
ses systéemes d’acquisition du fer, mais également ses systémes de stockage du fer (ferritines) et son

métabolisme, c'est-a-dire ses besoins en fer (enzymes a fer).
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Figure 9 : Organisation génétique de I’opéron feoABC impliqué dans le transport de fer ferreux chez E.
coli K-12. Des boites Fur (Ferric Uptake Regulator) et Fnr sont présentes en amont du gene feoA. Fur
est un répresseur transcriptionnel répondant a la présence de fer alors que Fnr est un activateur

transcriptionnel répondant a I’absence d’oxygéne.



A. Transport du fer

1. Import

Les bactéries ont développé de nombreuses stratégies pour importer le fer selon les

conditions environnementales rencontrées (fig. 8).

a. Transport du fer a haute affinité dependant des sidérophores

Des systemes a haute affinité ubiquitaire chez les différentes bactéries interviennent
lorsque le fer est limitant dans I’environnement. Il implique de petites molécules appelées
sidérophores qui sont relativement bien caractérisées et sont responsables du transport du fer
sous forme ferrique. Les sidérophores ont une masse moléculaire trop élevée pour leur
permettre de passer a travers les porines. Des transporteurs sont donc nécessaires pour les
excréter dans le milieu extracellulaire. Malgré I’effort réalisé, tres peu de travaux ont mis en
évidence des systemes d’export de sidérophores. Récemment, le géne yhcA a été identifié

chez E. chrysanthemi (Franza et al., 2005).

b. Transport de fer ferreux

Il existe également un systéeme de transport de fer ferreux qui a également son
importance notamment dans des conditions d’anaérobie ou le fer est principalement a I’état
ferreux. En effet dans ces conditions, le fer ferreux est plus stable et plus soluble que le fer
ferrique. 1l diffuse librement par I’intermédiaire des porines de la membrane externe des
bactéries. Une fois dans I’espace périplasmique, il est pris en charge par un transporteur de fer
ferreux désigné Feo. Le premier systéme bactérien de transport Feo a été découvert chez E.
coli. L’analyse de la séquence du locus feo d’E. coli a suggéré dans un premier temps la
présence de 2 genes, feoA et feoB (Kammler et al., 1993). Aujourd’hui, on sait que le locus y
est constitué de 3 genes feoA, feoB et feoC organises en opéron (fig. 9). Cependant, le géne
feoC n’est pas systématiquement associé au systeme Feo comme chez E. chrysanthemi. FeoB
est une grosse protéine de 773 acides aminés de la membrane cytoplasmique avec au moins 7
domaines transmembranaires, capable de fixer du GTP au niveau de son extrémité N-
terminale. FeoB est requise au transport de fer ferreux ; en ce qui concerne FeoA et FeoC,

leurs fonctions respectives ne sont pas encore déterminees.
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Figure 10 : Systéme de transport du fer ferreux Feo chez E. coli K-12. Le fer ferreux traverse la
membrane externe par les porines et se retrouve dans le périplasme. Le transport de fer ferreux a

travers la membrane cytoplasmique est assuré par la protéine FeoB avec I’aide des protéines FeoA et

FeoC.
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Figure 11 : Alignement des séquences des protéines FeoB d’E. chrysanthemi 3937 (Ech) et E. coli K12 (Ec).
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Figure 12 : Schéma représentant le systeme de transport de I’héme dépendant des hémophores chez S. marcescens. L’hémophore Has A (19 kDa) est sécrété
dans le milieu extracellulaire par un transporteur de type ABC formé des protéines HasD, HasE et HasF ou il fixe un héme libre ou dérobe I’héme d’un
substrat tel que I’hémoglobine. Une fois chargé en heme, Has A interagit avec le récepteur de la membrane externe HasR et change de conformation libérant
I’héme dans I’espace périplasmique et I’apo-hémophore se dissociant du récepteur. Une fois dans le cytoplasme, I’heme est dégradé par une heme oxygénase

libérant du fer qui pourra étre utilisé par le métabolisme.



La figure 10 présente le modele propose pour le systeme Feo chez E. coli. L’importance du
systéme Feo a été soulignée par des essais de transport de fer ferreux Fe>® chez E. coli
(Kammler et al., 1993). En effet, un mutant feoB est incapable de transporter du fer ferreux
suggerant que FeoB a un r6le majeur dans le transport de fer ferreux. Le systeme Feo est un
déterminant majeur de la virulence de plusieurs pathogénes notamment chez E. coli
(Stojiljkovic et al., 1993), H. pylori (Velayudhan et al., 2000) et P. gingivalis (Dashper et al.,
2005). Des homologues aux génes feoA et feoB sont retrouves chez E. chrysanthemi 3937
(fig. 11). Une analyse par puces a ADN a révelé que le géene feoB est induit au cours de
I’infection de plantes de saintpaulia par E. chrysanthemi (Okinaka et al., 2002). Des travaux
réalisés par Dominique Expert au laboratoire ont montré qu’une mutation feoB a un effet
additif sur les mutations dans les génes cbs et acs dans le pouvoir pathogene sur saintpaulia

(D. Expert, communication personnelle).
c. Transport d’heme

L’héme constitue également une source de fer pour certaines especes bactériennes.
Etant donné sa taille, il ne peut diffuser librement & travers la membrane externe par
I’intermédiaire des porines. Le mécanisme le plus fréquent est la fixation directe de I’hneme ou
de I’hémoprotéine sur un récepteur spécifique situé sur la membrane externe HmuR. L’héme
est ensuite relargué dans le périplasme et est transporté a travers la membrane cytoplasmique
par un transporteur de type ABC composé des protéines HmuT, HmuU et HmuV. D’apres
I’analyse du génome d’E. chrysanthemi 3937, cette derniére posséde un systéme analogue.
Les bactéries Gram™ disposent de systemes specifiques de transport de I’héme plus efficaces
via des proteines nommées hémophores dont le premier a été caractérisé chez S. marcescens
(Letoffe et al., 1999 ; Wandersman et Delepelaire, 2004 ; Cwerman et al., 2006 ; lzadi-
Pruneyre et al., 2006). L’hémophore Has A (19 kDa) est sécrété dans le milieu extracellulaire
par un transporteur de type ABC formé des protéines HasD, HasE et HasF ou il fixe un héme
libre ou dérobe I’héme d’un substrat tel que I’hémoglobine. Une fois chargé en heme, Has A
se fixe au récepteur de la membrane externe HasR, provoquant un changement de
conformation de la protéine HasA qui transfere son heme au récepteur HasR. HasR transporte
I’heme dans I’espace périplasmique tandis que I’apo-hémophore se dissocie du récepteur. Une
fois dans le cytoplasme, I’heme est dégradé par une héme oxygeénase libérant du fer qui
pourra étre utilisé par le métabolisme. Un tel systéme n’est pas trouve chez E. chrysanthemi

3937. D’autres systemes de transport de haute affinité existent chez de nombreuses especes,



en particulier ceux permettant I’acquisition des protéines de I’h6te telles la lactoferrine et la
transferrine.

L’énergie requise au transport des sidérophores, des hémophores, de la lactoferrine ou
la transferrine est fournie par des complexes comportant les protéines TonB et ExbBD qui
sont localisées dans la membrane cytoplasmique. Ces complexes transduisent I’énergie aux
récepteurs de la membrane externe a partir d’une force proton motrice (gradient de charge
électrochimique). Comme rapporté précedemment, le génome d’E. chrysanthemi 3937
présente deux geénes tonB dont un a été caractérisé par Enard et Expert (2000) et dont le
produit présente 58% d’identité de séquence avec la protéine TonB de S. marcescens. Le géene
tonB1 d’E. chrysanthemi 3937 affiche une séquence consensus de reconnaissance par Fur
dans sa région promotrice suggerant une repression par Fur en presence de fer au méme titre
que chez de nombreuses bactéries (Postle, 1990 ; Young et al., 1994).

L’ensemble des systéemes de transport du fer est contr6lé par un mécanisme
pléiotropique dépendant de la protéine Fur (Ferric Uptake Regulator), senseur du fer dans la
bactérie. Cette derniére fait 17 kDa chez E. coli et est constituée de deux domaines: un
domaine de liaison a I’ADN de type hélice-tour-hélice a I’extrémité N-terminale et un
domaine de dimérisation qui possede deux sites de fixation & des métaux a I’extrémité C-
terminale. Ce domaine C-terminal de Fur est nécessaire a la dimérisation de la protéine et
comporte un site de fixation pour le fer et un autre distinct pour le zinc qui est essentiel a son
activité (Bagg and Neilands, 1987 ; Saito and Williams, 1991 ; Jacquamet et al., 1998 ;
Althaus et al., 1999). Le mécanisme par lequel Fur est activé par le fer n’est pas encore
déterminé. L hypothese formulée est que la fixation du fer a Fur entraine un changement de
conformation de cette derniéere avec une exposition de [I’hélice impliquée dans la
reconnaissance de I’ADN (Gonzalez de Peredo et al., 2001). Lorsque le fer atteint une
concentration intracellulaire suffisante, le fer ferreux se fixe & Fur, & raison d’un ion Fe?* par
monomere, ce qui augmente son affinité pour une séquence d’ADN conservée appelée boite
Fur située au niveau du promoteur entre les sites -35 et -10 des génes cibles. La régulation par
Fur est fondée sur une compétition directe entre Fur et I’ARN polymerase pour se fixer aux
séquences cibles. 1l en résulte un blocage de la transcription des génes cibles. Lorsque le fer
devient limitant, la protéine Fur perd son co-répresseur Fe”* et n’a plus d’affinité pour la boite
Fur. Il en résulte une levée de répression des génes cibles. Chez E. coli, la boite Fur a été
décrite comme une séquence consensus palindromique de 19 paires de bases riche en A-T
(incluant deux motifs inverses) sur des faces opposées de I’hélice d’ADN (De Lorenzo et al.,
1987).
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Figure 13 : Différents modéles d’interaction de la protéine Fur sur la séquence consensus définie pour

la boite Fur chez E. coli.
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Figure 14 : Schéma r?pzrésentant le systeme de transport du citrate ferrique et son mécanisme de
régulation chez E. coli (Braun et al., 2006) : le récepteur FecA situé dans la membrane externe, la
protéine périplasmique FecB qui prend en charge le dicitrate ferrique et le délivre a la perméase de
type ABC FecCDE. La fixation de dicitrate ferrique sur le récepteur FecA engendre un changement de
conformation de FecA qui interagit avec le facteur anti-c FecR au niveau de la membrane
cytoplasmique délivrant le facteur o Fecl qui se fixe a ’ARN polymérase et induit la transcription des

génes fecABCDE.



Un premier modéle propose que chaque monomeére de Fur se fixe a un motif de 9 paires de
bases séparé de I’autre motif par une paire de base sur chaque face de I’ADN (fig. 13a) (Bagg
et Neilands, 1987 ; Stojiljkovic et al., 1994). Néanmoins des expériences d’empreintes a la
DNasel ont montré que Fur protege une région plus étendue que la boite Fur de 19 pb
attendue. Ce modeéle a été réinterprété par Escolar et al. (1998) proposant qu’un monomere de
Fur se fixe sur trois motifs héxamériques dont deux en sens direct et un en sens inversé (fig.
13b). Un autre modele a été propose dans lequel les sites de fixation de Fur sont chevauchants
(fig. 13c), permettant ainsi a deux monomeéres de Fur de se fixer sur une boite Fur (Lavrrar et
al. , 2003 ; Baichoo et Helmann, 2002). E. chrysanthemi posséde également la protéine Fur
qui est composée de 148 acides aminés et présente 89% d’identité de séquence avec celle d’E.
coli (Franza et al., 1999).

En présence de fer, les systemes d’assimilation du fer sont trés rapidement éteints. Fur
agit comme une soupape de sécurité en abolissant rapidement le transport du fer pour éviter
toute accumulation intracellulaire de fer. Lorsque la concentration intracellulaire en fer atteint
un certain seuil, Fur contrdle négativement le transport du fer via les sidérophores et le
systéeme Feo, le transport de I’heme, de la lactoferrine et la transferrine. Parallelement, Fur
contr6le également négativement la protéine TonB qui apporte I’énergie nécessaire aux

différents systemes de transport du fer.

Dans les bactéries Gram’, certains systemes de transport du fer sont spécifiquement
induits par la présence d’une source de fer particuliére par un mécanisme faisant intervenir
des facteurs sigma o de type ECF et anti-c. La fixation d’un signal extracellulaire libére le
facteur o de I’emprise du facteur anti-c et induit la transcription des opérons cibles et son
propre opéron qui inclue également le gene du facteur anti-o (Helman, 2002). Les exemples
les plus étudiés sont celui du systeme de transport du citrate ferrique chez E. coli et du
systéeme de transport de I’heme par les hémophores chez S. marcescens. La fixation de
dicitrate ferrique sur le récepteur FecA situé sur la membrane externe engendre un
changement de conformation de FecA qui interagit avec le facteur anti-c FecR au niveau de la
membrane cytoplasmique delivrant le facteur o Fecl qui se fixe a I’ARN polymérase et induit
la transcription des genes fecABCDE qui codent le récepteur FecA et la perméase FecCDE de
type ABC (fig. 14, Braun et al., 2003 ; Braun et al., 2006).
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Figure 15 : Organisation génétique du cluster has de S. marcescens. Une boite Fur est présente en
amont du gene hasl et du gene hasR. Le répresseur transcriptionnel Fur régule négativement les deux
opérons has. Un mécanisme de régulation spécifique faisant intervenir le facteur ¢ Hasl et le facteur
anti-c HasS contrdle le transport de I’héme par HasA. La fixation de I'hémophore chargé d'héme sur le
récepteur HasR inactive HasS qui séquestrait jusqu’ici Hasl, ayant pour conséquence la libération de

Hasl qui peut donc initier la transcription de I'opéron has (Biville et al., 2004).
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Chez S. marcescens, le transport de I’heme par les hémophores est contrélé par les protéines
Hasl facteur o et HasS anti-o (fig. 15). La fixation de I'hémophore chargé d'heme sur le
récepteur HasR inactive HasS qui séquestrait jusqu’ici Hasl, ayant pour conséquence la
libération de Hasl qui peut donc initier la transcription de I'opéron has (Biville et al., 2004).
Ces facteurs o et anti-o, Fecl et FecR d’une part et Hasl et HasR d’autre part ne sont pas
autorégulés, mais sont contrélés négativement par le répresseur transcriptionnel Fur lorsqu’il
est chargé fer (Braun et al., 2006 ; Biville et al., 2004). Ce type de régulation s’ajoute a celui
exercé par Fur et permet un contrble trés fin pour la mise en route de ces systemes

d’acquisition du fer.

2. Export

Le fer en forte concentration peut étre toxique pour la bactérie comme tous les métaux
lourds. Les bactéries ont donc développé des pompes a efflux a métaux lourds pour les
éliminer en les exportant dans le milieu extracellulaire. Des pompes a efflux ont été décrites
pour éliminer I’excés de cobalt, nickel, cuivre, etc... mais aucune pour exporter le fer (Nies,
2003). Recemment, la premiére pompe a efflux du fer ferreux a été caractérisée chez E. coli.
Il s’agit de la protéine FieF (Ferrous Iron Efflux) qui appartient a la famille CDF (Cation
Diffusion Faciliator) et serait impliquée dans I’homéostasie du fer chez E. coli (Grass et al.,
2005). Elle est localisée dans la membrane cytoplasmique. L’énergie nécessaire au transport
du fer dépend d’un antiport de protons. Un mutant AfieF complémenté par un plasmide
portant la copie sauvage du géne fieF accumule deux fois moins de fer Fe> qu’un mutant
AfieF. Par ailleurs, I’induction du gene fieF abaisse la toxicité du fer dans un double mutant
Afur AfieF. La transcription du géne fieF est induite par des concentrations croissantes de fer
(supérieure a 10 uM), mais n’implique vraissemblablement pas le répresseur transcriptionnel
Fur. En effet, la délétion du gene fur ne modifie pas I’expression du gene fieF. E.
chrysanthemi 3937 posséde un homologue au géne fieF trés conservé avec celui de E. coli
(fig. 16).
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Figure 17 : Structure des principaux centres [Fe-S].
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Figure 18 : Composants de la machinerie Isc impliquée dans la biogenése des centres [Fe-S] chez E.

coli.



B. Consommation/distribution de fer

Pour assurer I’noméostasie du fer, les micro-organismes doivent contréler la répartition
de ce métal en régulant I’expression des protéines contenant du fer. De nombreuses protéines
possédent ce métal important pour leur activité que I’on peut séparer en trois classes
principales : les protéines a groupement héme, les protéines a clusters [Fe-S] et les protéines a
fer nucléaire.

Les protéines a groupement heme remplissent des fonctions comme la catalyse de
réaction (catalase, peroxydase) ou transfert d’électrons (cytochromes). Quant aux protéines a
fer nucléaire, elles regroupent des enzymes telles les dioxygénases et les superoxyde
dismutases. Les protéines contenant des centres [Fe-S] jouent un role dans le transfert
d’électrons ou la catalyse de réactions qui sont a la base du métabolisme bactérien. Ces
protéines interviennent dans des processus aussi divers que la respiration, la photosynthese, la
fixation de I’azote, ou la régulation génique, etc... Les centres les plus répandus dans la nature
sont les clusters [2Fe-2S] et [4Fe-4S] (fig. 17) ; mais il existe d’autres types de centres plus
complexes qui sont associés a d’autres groupements prosthétiques ou d’autres meétaux
(Ollagnier, 1998). Leur biosynthése requiert une série de protéines fortement conservées et
nommeées Isc (lron-sulfur cluster). Chez E. coli, le systeme Isc est codé par huit génes
iISCRSUA-hscB-hscA-fdx-cyaY qui sont présentés sur la figure 18 et sont requis pour la pleine
activité de nombreuses protéines a clusters [Fe-S] (Zheng et al., 1998). Les genes hscBA-fdx
ne semblent pas étre co-regulés avec les génes iscSUA (Zheng et al., 2001). L’opéron
iSCRSUA est induit par du peroxyde d’hydrogéne ou une carence en fer sous le contrdle de
IscR (Zheng, 2001 ; Outten et al., 2004). La protéine IscR, homologue a SoxS (Martin et
Rosner, 2001) possede un centre [2Fe-2S] capable de subir une oxydo-réduction réversible et
qui semble étre important a la répression des géenes isSCRSUA par IscR (Schwartz et al., 2001).
Il a été propose que IscR servirait a la fois de « senseur » et d’autorégulateur en fonction des
besoins cellulaires en centre [Fe-S] (Frazzon et Dean, 2001). Ainsi, si ISCR est dépourvue de
son centre [Fe-S], signal d’un déficit général en clusters [Fe-S] dans la cellule, il en résulte
une levée de la répression de I’opéron Isc et une reprise de la synthése des clusters [Fe-S].
Inversement lorsque les centres [Fe-S] sont suffisamment produits, IScCR est de nouveau
majoritairement sous sa forme holo-IscR et réprime I’opéron iscSUA. IscS grace a son activité
cystéine désulfurase décompose la L-cystéine en soufre et alanine. De cette premiére réaction,

découle la formation d’un persulfure sur la cystéine du site catalytique de IscS.
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Figure 19 : Modéle d’action de la machinerie Isc impliquée dans la biosynthese des centres [Fe-S] des
métalloprotéines chez E. coli (review, Barras et al., 2005). A partir de cystéine, un atome de soufre est
produit par la cystéine desulfurase IscS. L’atome de fer est ensuite transféré sur la protéine IscU ou a
lieu I’assemblage du centre [Fe-S]. Le centre [Fe-S] est transféré a la protéine IscA avec I’aide des
protéines chaperones HscA et HscB. La protéine ISCA cede ensuite son cluster [Fe-S] a I’apoprotéine

cible.

Figure 20 : Structures de la bactérioferritine Bfr et de la protéine Dps d’E. coli (Andrews et al., 2003).
Les ferritines sont composées de 24 sous unités pour la ferritine de type eucaryote Ftn et la
bactérioferritine Bfr et 12 sous unités pour les protéines Dps qui s’assemblent pour former une coque

protéique sphérique. Chaque sous unité correspond a un fagot de 4 hélices a.



La libération de soufre a partir de ce persulfure implique une étape de réduction, peut-étre
réalisée par la ferrédoxine Fdx. IscU interagit avec IscS qui lui transfert le groupe soufre
(Smith et al., 2001 ; Urbina et al., 2001). La source de fer nécessaire pour la formation des
centres [Fe-S] est inconnue, mais IscA et/ ou CyaY seraient de bons candidats de par leur
aptitude a fixer du fer (Layer et al., 2006 ; Ding et Clark, 2004). Des expériences ont montré
que IscA d’E. coli présente une forte affinité pour le fer suggérant que IScA serait un donneur
de fer au cours de la biosynthese des centres [Fe-S] (Ding et al., 2004). Ollagnier-de-
Choudens (2004) a montré que la forme holo de IscU transfert son cluster [Fe-S] a la forme
apo de IscA. Les protéines IscU et IscA sont des protéines d’« échafaudage » (scaffold) qui
seraient maintenues dans une conformation adéquate pour recevoir les centres [Fe-S] grace a
I’action de deux protéines chaperonnes HscA et HscB. La forme holo-IscA pourrait transférer
a son tour son centre [Fe-S] aux apo-protéines cibles. Le modéle d’action de la machinerie Isc
est présenté sur la figure 19. Les génes iscRSUA-hscB-hscA-fdx-cyaY sont conservés selon la
méme organisation dans le génome d’E. chrysanthemi 3937. On ne possede aucune donnée
sur les sources de fer et les mécanismes mis en jeu pour la métallation des protéines a fer

nucléaires.

C. Stockage du fer

Les bactéries peuvent engranger des réserves en fer au sein d’une classe particuliere de
protéines nommées ferritines. Les ferritines constituent une large famille de protéines de
stockage du fer répandue dans les 3 régnes du vivant. Chez les bactéries, il existe trois types
de protéines de stockage du fer : i) les ferritines présentes également chez les eucaryotes, ii)
les bactérioferritines spécifiques des eubactéries et iii) les protéines Dps présentes
exclusivement chez les procaryotes. Ces différentes ferritines forment des familles distinctes
du point de vue évolutif, néanmoins elles sont relativement proches quant a leur structure.
Plusieurs ferritines ont été cristallisées et toutes possedent une architecture similaire. Il s’agit
de protéines multimeriques composeées de 24 sous-unités identiques (pour les ferritines et les
bactérioferritines) ou 12 (pour les protéines Dps) qui s’assemblent pour former une coque
protéique sphérique entourant une cavité centrale qui sert de réservoir de stockage du fer a
I’état ferrique (fig. 20). Ces protéines sont localisées dans le cytoplasme des bactéries et
permettent d’engranger des reserves de fer lorsque le fer est abondant dans I’environnement,
qui seront mobilisées lorsque les conditions deviennent moins favorables. Ces protéines feront

I’objet ultérieurement d’un chapitre.
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Figure 21 : Organisation genétique de I’opéron fldA-fur chez E. coli. Le géne fur possede un
promoteur fort qui est activé par le facteur de transcription OxyR en réponse au peroxyde
d’hydrogene. Il y a un autre promoteur juste en amont du géne fur avec une boite Fur et une boite CRP
(Cyclic AMPc Receptor). En plus de ses propres promoteurs, le gene fur possede un promoteur

commun avec le géne fldA inductible par le systtme SoxRS en réponse aux anions superoxyde.



I11- Effecteurs du contrdle de I’homéostasie du fer

Dans ce paragraphe, nous déecrirons les différents effecteurs qui participent au contréle
de I’homéostasie du fer. Ces effecteurs interviennent spécifiquement en réponse a différents
signaux, la disponibilité en fer, la présence de peroxyde d’hydrogene ou autre espéce active
de I’oxygene et plus globalement dés I’entrée en phase stationnaire de croissance.

A. Contr6le de I’homéostasie du fer en réponse a disponibilité en fer par Fur

1. Protéine Fur

L’identification de la protéine Fur a permis de comprendre comment la bactérie est
capable de sentir la biodisponibilité en fer dans son environnement et d’y répondre en
modulant non seulement le transport, le stockage et le métabolisme intracellulaire du fer, mais
également des fonctions non reliées directement au fer. En 1981, Hantke a décrit un mutant
d’E. coli exprimant de fagon constitutive les génes responsables de la production et du
transport de sidérophores dont le gene affecté a été cloné et séquencé. Ces travaux font suite a
ceux de Garibaldi et al. (1956) et Ernst et al. (1978) qui concluaient & I’existence d’un

régulateur des systemes d’acquisition du fer nommé Fur pour ferric uptake regulation.

2. Reégulation du gene fur

Chez E. coli, le géne fur est localisé en aval du géne fldA codant la flavodoxine, une
protéine contenant une flavine impliquée dans des réactions redox, avec lequel il peut étre co-
transcrit (fig. 21). Des homologues du gene fur ont été identifiés chez de nombreuses
bactéries Gram-négatives dont plusieurs pathogenes humains comme Y. pestis, P. aeruginosa
ou L. pneumophila et des bactéries phytopathogenes telles que E. chrysanthemi et X.
campestris ou I’organisation génique est conservée. Le gene fur possede un promoteur fort
qui est activé par le facteur de transcription OxyR en reponse au peroxyde d’hydrogéne
(Zheng et al., 1999). Il y a un autre promoteur juste en amont de ce premier promoteur avec
une boite Fur et une boite CRP, suggérant que le géne fur s’autorégule et est faiblement
contr6lé par la protéine CRP (Cyclic AMPc Receptor) (De Lorenzo et al., 1988). En plus de
ses propres promoteurs, le gene fur peut étre transcrit a partir du promoteur du gene fldA

inductible par le systeme SoxRS en réponse a un stress généré par des anions superoxyde



(Zheng et al., 1999). La protéine Fur est trés abondante chez E. coli avec 5000 copies par
cellule en phase exponentielle de croissance, atteignant plus de 10 000 copies par cellule aprés
un stress oxydant (Zheng et al., 1999). Or, habituellement les régulateurs se trouvent
généralement a de faibles concentrations dans les bactéries. Cette observation peut s’expliquer
par la capacité de Fur a polymériser sur I’ADN et par le grand nombre de génes contrblés par
ce régulateur, plus de 100 genes chez E. coli (Mc Hugh et al., 2003). Le géne fur d’E.
chrysanthemi a été cloné par complémentation fonctionnelle d’un mutant fur d’E. coli (Franza
et al., 1999). La régulation décrite chez E. coli n’est pas completement conservée chez E.

chrysanthemi 3937; en effet aucune boite Fur n’a été retrouvée en amont du géne fur.

3. Régulon de la protéine Fur

a. Régulation négative par Fur

La protéine Fur a été initialement identifiée pour son rdle dans la répression des génes
codant des protéines impliquées dans la syntheése et le transport du fer lorsqu’il est abondant.
En outre, Fur contrdle des génes codant des protéines ne participant pas dans le métabolisme
du fer et a I’homéostasie du fer notamment la respiration, la synthese de I’ADN, la glycolyse,
le cycle des acides tricarboxyliques, le métabolisme purinique, la résistance au stress oxydant
et la biosynthese de méthionine (Andrews et al., 2003). Des mutants fur d’E. coli et de V.
cholerae sont incapables de se développer en présence de sources de carbone non
fermentable, suggérant un rdle de Fur dans la respiration (Hantke, 1987). L’inactivation du
gene fur chez de nombreuses bactéries provoque I’incapacité d’utiliser le succinate pour se
développer. Un mutant fur d’E. coli est plus sensible au stress oxydant induit par le fer
(Touati et al.,, 1995). Fur réprime aussi plusieurs facteurs de virulence, incluant la
verocytotoxine et la toxine Shiga produite par des souches pathogenes d’E. coli et S.
dysenteriae (Calderwood et Mekalanos, 1987). Chez P. aeruginosa, la synthése de
I’exotoxine A est aussi sous le contrdle négatif du fer et de Fur (Prince et al., 1993). Chez S.
flexneri et S. typhimurium, I’inactivation du gene fur augmente la sensibilité a I’acidité du
milieu : Fur jouerait un réle important dans la réponse au stress acide (Oglesby et al., 2005 ;
Foster et al., 1992). Par ailleurs, chez E. chrysanthemi, Fur régule négativement les génes
codant les pectate lyases PelD et PelE. En effet, les genes pelD et pelE présentent des niveaux
de transcription plus importants dans un mutant fur que dans la souche sauvage et présentent
des boites Fur dans leur promoteur (Franza et al., 1999). L’action de la protéine Fur est

fondée sur un mécanisme d’anti-activation bloquant I’action de CRP.
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b. Régulation positive par Fur

- Découverte et cibles du petit ARN RyhB

Certains genes ne sont pas réprimés, mais induits au contraire par le fer de maniere
dépendante de Fur et ne possedent pas de boite Fur dans leur région promotrice, notamment
les génes codant certaines protéines a centres [Fe-S] et les ferritines. L’exemple le plus étudié
est celui du gene sodB codant la superoxyde dismutase a fer chez E. coli qui est induit par le
fer et Fur. La demi-vie du transcrit sodB est considérablement réduite dans un mutant fur d’E.
coli, suggérant que la régulation par Fur a lieu a un niveau post-transcriptionnel et aboutirait a
la stabilisation du messager sodB (Dubrac and Touati, 2000). L’induction du géne sodB par
Fur requiert une séquence palindromique situé au site +1 de transcription suivie d’une
séquence riche en A-T en aval, faisant penser a un élément de régulation de type IRE (lron
Responsive Element) retrouvé chez les organismes eucaryotes. Récemment, un petit ARN
non-codant nommé RyhB a été identifié chez E. coli par Massé et Gottesman (2002) et a
permis de comprendre le mécanisme par lequel Fur régule positivement certains genes.
D’apres une analyse bioinformatique réalisée par Massé et Gottesman (2002), cet ARN de 90
nucléotides présenterait une structure secondaire avec 3 tige-boucle (fig. 22). Le géne ryhB
présente une boite Fur dans sa région promotrice, laissant supposer une régulation du géne
ryhB par Fur. D’ailleurs, des expériences de Northern-blot chez E. coli et V. cholerae ont
montré qu’une carence en fer induit I’expression du géne ryhB et que dans un mutant fur
I’expression du gene ryhB est constitutive indépendamment de la disponibilité en fer (Massé
and Gottesman, 2002 ; Mey et al., 2005). Par ailleurs, I’expression de RyhB coincide avec
une diminution de la quantité de transcrits sthCDAB comme le laissait prévoir la région
d’appariement ARN-ARN observée entre RyhB et le transcrit SchCDAB codant la succinate
déshydrogénase. Cet appariement va bloquer la traduction de cet opéron (Massé and
Gottesman, 2002). C’est pourquoi un mutant fur, dans lequel le géne ryhB est déréprimé, est
incapable d’utiliser le succinate comme source de carbone. D’autres génes sont déréprimeés
dans un mutant ryhB d’E. coli : les génes sodB, acnA, bfr, et ftnA codant respectivement la
superoxyde dismutase, I’aconitase A, la bactérioferritine et la ferritine. Le schéma de
régulation est le suivant : en carence en fer, RyhB régule négativement I’expression des genes
codant des protéines séquestrant du fer. Le géne ryhB est lui-méme réprimé par Fur lorsque le
fer est abondant et cela conduit a une régulation positive par Fur des genes cibles. Une
expérience de microarray réalisée chez E. coli en exprimant RyhB a partir d’un promoteur

inductible par I’arabinose montre que RyhB régule directement au moins 18 transcrits, tous



impliqués dans le métabolisme du fer. L’expression de RyhB provoque I’arrét de la synthése
de plusieurs protéines qui a priori séquestrent le fer, générant une augmentation de la
concentration intracellulaire en fer et I’activation de Fur réduisant ainsi I’expression des genes
du régulon Fur (Massé et al., 2005). La fonction de RyhB serait d’augmenter rapidement et de
maniére efficace le pool de fer disponible dans la bactérie, en libérant ce métal a partir des
protéines non essentielles contenant du fer, pour assurer la disponibilité en fer aux protéines
essentielles lors d’une carence en fer. Des travaux plus récents montrent que RyhB influence
la concentration intracellulaire en fer en régulant négativement la synthese des protéines non
essentielles a fer et dirige le fer nouvellement importé a partir du milieu extracellulaire vers

les enzymes a fer indispensables (Jacques et al., 2006).

- Mécanisme d’action de RyhB

Le mécanisme d’action de RyhB serait son appariement a I’extrémité 5’ d’un ARN
messager cible au niveau ou a proximité du site de fixation du ribosome (RBS) et induit sa
dégradation en recrutant le dégradosome (Massé et al., 2003). RyhB requiert in vivo la
protéine Hfg pour son activité (Masse and Gottesman, 2002). La protéine Hfq a été décrite au
début des années 1970 comme un facteur hote nécessaire a la réplication du phage Qp (Franze
de Fernandez et al., 1968). Elle a été plus récemment identifiée comme un régulateur
pléiotropique de I’expression de nombreux génes en influencant I’interaction d’ARNSs
antisens non-codant avec leur messager cible (Muffler et al., 1997 ; Tsui et al., 1997). Hfq se
fixe préférentiellement a une région d’ARN simple brin riche en AU au voisinage d’une tige-
boucle (Moller et al., 2002 ; Zhang et al., 2002). Elle fonctionnerait comme une protéine
chaperonne qui faciliterait I’interaction entre I’ARN RyhB et I’ARNm cible en contrélant
I’acces de RyhB aux régions complémentaires du transcrit. Geissman et Touati (2004) ont
montré que la fixation de Hfg ne change pas la structure de RyhB, par contre elle change la
structure du transcrit cible sodB, ce qui favoriserait son appariement & RyhB. Une autre
hypothése quant & la fonction de la protéine Hfg serait de protéger I’ARN RyhB de la
dégradation par la RNase E en masquant les sites reconnus par la RNaseE (Massé et al.,
2003 ; Moll et al., 2003). Effectivement, RyhB est rapidement dégrade par la RNaseE dans un
mutant hfg (Massé et al., 2003). Il a été montré que la dégradation de RyhB par la RNaseE est
inhibée in vitro par la protéine Hfg (Moll et al., 2003). RyhB, stabilisé par Hfqg, va s’apparier
au messager cible et étre dégradé simultanément au messager cible par la RNaseE (Massé et
al., 2003). Chez E. coli, en carence en fer RyhB contr6le négativement de nombreuses

protéines a fer dispensables incluant la superoxyde dismutase SodB, la succinate



déhydrogénase = SdhCDAB, la fumarase FumA, la NADH déhydrogénase
NuoABCEFGHIJKLMN, la bactérioferritine Bfr et la machinerie Isc (Massé et al., 2005). Par
ailleurs RyhB n’affecte pas I’expression de certains génes essentiels comme I’opéron suf qui
est indispensable a la formation des clusters [Fe-S] en carence en fer alors que I’opéron isc est
fortement réprimé par RyhB (Massé et al., 2005). De plus, I’analyse d’un mutant ryhB d’E.
coli a montré que RyhB est essentiel a la croissance bactérienne en carence en fer et que le
défaut de croissance d’un mutant fur est supprimé par une mutation ryhB, attribuant ainsi le
défaut de croissance a une expression constitutive du géne ryhB dans un mutant fur (Jacques
et al., 2006).

Autres ARNs de regulation

Des ARNs homologues a RyhB d’E. coli sont présents dans les espéces bactériennes,
Salmonella, Klebsiella, Vibrio cholerae, Yersinia pestis et Erwinia chrysanthemi suggérant
gue ce mécanisme de régulation est relativement conservé. Pourtant, certains organismes en
sont depourvus comme par exemple P. aeruginosa qui toutefois posseéde deux ARN
fonctionnellement analogues a RyhB, PrrF1 et PrrF2 (Wilderman et al., 2004) qui contrdlent
certains genes cibles communs a ceux contrdlés par RyhB chez E. coli : la superoxyde
dismutase SodB, la succinate deshydrogénase SdhCDAB et la bactérioferritine potentielle
BfrB sont contrélés par ces ARNSs. PrrF1 et PrrF2 partagent 95% d’identité de séquence et
sont transcrits individuellement sous le contréle de Fur. Bien que P. aeruginosa possede la
protéine Hfg, on ne sait pas si PrrF1 et PrrF2 dépendent de cette protéine pour leur activité et
leur stabilité. Les especes P. putida, P. fluorescens et P. syringae possedent également les
ARNSs PrrF1 et PrrF2 (Wilderman et al., 2004) confortant I’idée que la répression par ces
ARNSs des genes impliqués dans la consommation du fer seraient un mécanisme commun aux

différentes bactéries.

- Régulation positive directe par Fur
Bien que la protéine Fur ait toujours été présentée comme un répresseur, elle peut
induire directement la transcription de certains genes. Chez N. meningitidis, Fur peut activer
les genes panl, norB et nuoA (dont les produits sont impliques dans la respiration) par un
mécanisme impliquant la fixation directe de Fur au promoteur de ces génes en présence de fer
(Delany et al., 2004). La protéine Fur est classiquement décrite comme un represseur
nécessitant du fer comme co-répresseur pour se fixer aux boites Fur du promoteur de

nombreux génes cibles. Cependant certains travaux ont montré que Fur est capable de se fixer



sous forme apo. Chez H. pylori, la fixation de Fur sous forme apo au niveau du promoteur Py
réprime la transcription d’un géne codant la ferritine Pfr. Par contre, la fixation de fer ferreux
a Fur provoque une diminution de I’affinité de Fur pour ce promoteur Ppfr et une levée de

répression du géne pfr (Delany et al., 2001).
B. Contrdle de I’homéostasie du fer en coordination avec la réponse au stress oxydant

De nombreux travaux soutiennent I’hypothese qu’il existe une coordination entre la
réponse au stress oxydant et I’noméostasie du fer. Comme explicité précedemment, I’ion
ferreux Fe?*, en présence d’oxygeéne, peut exacerber le stress oxydant en générant, via la
réaction de Fenton, des radicaux hydroxyles (OH) hautement toxiques. Nachin et al. (2003)
ont d’ailleurs mis en évidence I’implication de la machinerie Suf, qui participe a la réparation
des centres [Fe-S] en conditions de stress oxydant, dans I’utilisation de ferri-chrysobactine
chez E. chrysanthemi. Par ailleurs, certains régulateurs de la réponse au stress oxydant (PerR,

OxyR, SoxR/S) interviennent dans I’homéostasie du fer.
1. PerR

PerR, membre de la famille de Fur, est un répresseur transcriptionnel répondant au
peroxyde d’hydrogene. Des homologues a PerR ont été décrits chez de nombreux organismes
comme S. aureus, S. pyogenes, C. jejuni et E. coli (van Vliet et al., 1999 ; King et al., 2000 ;
Horsburgh et al., 2001). PerR contient deux sites de fixation de métaux par monomere : un
site de fixation du zinc et un site divalent qui fixe soit un cation Fe?* soit un cation Mn?*, avec
une préférence pour le Fe?* (Herbig et Helmann, 2001). Le groupe de Helmann a montré que
le répresseur PerR existe sous deux formes selon que le site de régulation de PerR soit occupé
par Fe?* ou Mn?*, I’une sensible au peroxyde d’hydrogéne (PerR-Fe) et I’autre non (PerR-
Mn). Des interrogations subsistent en ce qui concerne les mécanismes par lesquels PerR
percoit le peroxyde d’hydrogene et répond difféeremment selon qu’il soit sous forme PerR-Fe
ou PerR-Mn. Dans un premier modeéle, le fer ferreux, co-répresseur de PerR, serait oxydé en
fer ferrique, entrainant sa dissociation. Dans un second modéle, le fer ferreux est supposé
générer des radicaux hydroxyles selon la réaction de Fenton ; ces derniers vont alors oxyder et
inactiver PerR. Dans un troisieme modele par analogie aux autres senseurs de peroxyde
d’hydrogeéne, il a été suggeré que les cystéines impliquées dans le site de fixation du metal

vont réagir avec le peroxyde d’hydrogéne et générer un pont disulfure, ce qui va aboutir a la



dissociation du métal du site de fixation. Plus recemment, Lee et al. (2006) ont montré que la
protéine PerR de B. subtilis est oxydée suite a la fixation d’un ion ferreux mais pas au niveau
de cystéines comme pour OxyR. En revanche les résidus histidine H37 et H91, qui sont des
ligands du fer ferreux dans PerR, sont oxydés en 2-oxo-histidine inactivant ainsi PerR.

Ce régulateur a été largement étudié chez B. subtilis ou il contrdle la transcription de
génes codant des protéines impliquées dans la réponse au stress oxydant (entre autres la
catalase KatA et I’alkyl hydroperoxyde réductase AhpCF) et dans le stockage du fer (la
protéine MrgA homologue a Dps), mais également son propre géne perR et le géne fur
(Fuanthong et al., 2002). Dans un mutant perR, le niveau de transcription de ces génes est
nettement plus important que dans la souche sauvage, exception faite pour les genes perR et
fur. Les genes mrgA et katA sont réprimés par PerR-Fe et fortement induits en présence de
peroxyde d’hydrogene, alors que la répression des genes perR et fur est die a PerR-Mn et
aucun des deux génes n’est fortement induit par le peroxyde d’hydrogene. Ces données
montrent une coordination au point de vue génétique entre les systémes de réponse au stress
oxydant et a la disponibilité en fer. En effet, en présence de peroxyde d’hydrogene, la bactérie
doit veiller a abaisser sa concentration intracellulaire en fer en induisant des protéines de
stockage du fer. Chacun des génes du régulon PerR posséde une ou plusieurs séquences
hautement conservées, reconnues par PerR et appelées boites PerR. La boite PerR est
localisée immédiatement en aval ou en amont des sites -10 et -35 respectivement des
promoteurs des genes cibles et differe au niveau d’une position par rapport au motif défini
pour Fur (Fuanthong et al., 2003). Il n’existe pas de véritable PerR chez E. chrysanthemi
3937.

2. OxyR et SOXxRS

En présence d’anions superoxyde ou de peroxyde d’hydrogene, il est donc nécessaire
de limiter la concentration intracellulaire en fer en réprimant notamment les systémes
d’import du fer ou en induisant les ferritines et autres protéines fixant le fer pour éviter la
production de radicaux hydroxyles. C’est pourquoi chez E. coli la protéine Fur, qui controle le
métabolisme du fer, est régulée par OxyR et SoxRS, régulateurs de la réponse au stress
oxydant. D’ailleurs, un mutant fur d’E. coli est plus sensible que la souche sauvage au stress
oxydant; cet effet est annulé si le transport de fer par les sidérophores est bloqué suite a une
mutation tonB ou si la capacité de stockage du fer est augmentée suite a une surexpression du
gene ftnA (Touati et al., 1995).



OxyR induit le géne fur en réponse a de fortes concentrations de peroxyde
d’hydrogéne, alors que SoxRS induit la transcription du géne fur en réponse a des composés
générant des anions superoxyde. L’induction du géne fur par OxyR et SoxRS entraine une
hausse des quantités de protéine Fur, qui réduit I’acquisition du fer, entrainant un abaissement
de la production de radicaux hydroxyles (Zheng et al., 1999). OxyR d’E. coli est le premier
facteur de transcription inductible par le peroxyde d’hydrogene a avoir été caractérisé (Storz
and Zheng, 2000 ; Zheng and Storz, 2000). OxyR est un activateur transcriptionnel qui
appartient a la famille LysR des régulateurs. Une étude menée par Zheng et al. (2001) a
montré que le régulon de OxyR comporte notamment des genes impliqués dans le
métabolisme et la protection vis-a-vis du peroxyde d’hydrogéne (katG, ahpC, ahpF, dps) et
des régulateurs importants comme Fur et OxyS (Zheng et al., 2001a,b). OxyR est produite
constitutivement et est oxydée par le peroxyde d’hydrogene. La forme oxydée de OxyR se
fixe aux régions promotrices des génes cibles et active leur transcription par une interaction
directe avec I’ARN polymérase. Lors de premieres études de mutants, I’équipe de Storz a
montre que seule la Cystéine 199 est responsable de I’activation par le peroxyde d’hydrogene
par la formation d’un acide sulfénique (SOH). Par ailleurs, I’équipe de Stamler a constaté
gu’une S-nitrosylation peut également activer OxyR lorsqu’elle est traitée par des S-
nitrosothiols. La forte réactivité de la cystéine 199 avec des peroxydes est probablement
causée par I’ionisation de ce résidu en anion thiolate, qui est stabilisé par un résidu arginine a
proximité. Une fois oxydée, la cystéine 199 réagit avec une autre cystéine (Cys208) pour
former un pont disulfure intramoléculaire. L’oxydation aboutit au repliement du domaine de
régulation, et ces modifications structurales affectent I’aptitude de OxyR a interagir avec
I”’ADN, et aussi avec I’ARN polymérase. OxyR est rapidement désactivée par un mécanisme
de réduction du pont disulfure qui est catalysée par la glutarédoxine-1 GrxA qui est elle-
méme régulée positivement par OxyR (Zheng et al., 1998). La transcription du gene oxyR
augmente durant la phase exponentielle de croissance sous le contréle de la protéine CRP. Par
contre, elle décline dés I’entrée en phase stationnaire de croissance de maniére OxyR
dépendante selon un mécanisme non élucidé. En effet, en absence de RpoS, OxyR s’accumule
en phase stationnaire de croissance (Gonzalez-Flecha and Demple, 1997). Le petit ARN OxyS
est impliqué dans la régulation en particulier des genes fhlA et rpoS (Altuvia et al., 1997). Il
inhibe la traduction du transcrit cible en empéchant la fixation du ribosome sur le messager de
maniere Hfg dépendante (Argaman et al., 2000 ; Altuvia et al., 1998 ; Zhang et al., 1998).
OxysS et le transcrit cible sont ensuite dégradés. Le petit ARN OxyS est lui-méme contrélé

positivement par OxyR. Un homologue a OxyR est présent chez E. chrysanthemi 3937, mais



en revanche, aucun homologue au gene oxyS n’a été identifié dans le génome d’E.

chrysanthemi 3937.

La protéine SoxR est un homodimere qui comporte un cluster [2Fe-2S] par sous-unité
(Hidalgo et al., 1997 ; Wu et al., 1995). Ce dernier est oxydé en [2Fe-2S]** en présence d’un
composé qui génére des anions superoxyde et la protéine SoxR ainsi activée va induire la
production de SoxS, un facteur de transcription qui induit & son tour la transcription des genes
du régulon Sox dont les produits permettent de détoxiquer les anions superoxydes ou réparer
les dommages causés par ce stress tels la superoxide dismutase SodA, les flavodoxines FIdA
et FIdB, I’endonucléase IV Nfo, le répresseur transcriptionnel Fur, la glucose-6-phosphate
déhydrogénase Zwf, la NADPH-ferredoxine Fpr, la pompe a efflux AcrAB et le petit ARN
MicF (Hidalgo et al., 1997, Storz and Imlay, 1999 ; Gaudu et al., 2000). La forme réduite de
SoxR est capable de se fixer au promoteur du gene soxS, mais est incapable d’induire la
transcription des génes du régulon Sox. Les clusters [Fe-S] de SoxR sont rapidement réduits,
levant ainsi I’expression du régulon SoxRS (Ding et al., 1997). SoxR peut étre activé par le
NO grace a un mécanisme de nitrosylation des clusters [Fe-S] (Ding et al., 2000). La forme
nitrosylée a cependant une demi-vie plus bréve in vivo. L’analyse du génome d’E.

chrysanthemi montre I’absence des genes soxR et soxS.

D’autres signaux sont a I’origine du contréle du métabolisme du fer, notamment la
carence nutritionnelle (carbone, azote ou phosphate). Les bactéries exposées a une carence

nutritionnelle réadaptent leur métabolisme pour limiter leurs dépenses énergétiques.
C. Contréle de I’homeéostasie du fer en fonction de la phase de croissance par RpoS

L’acteur principal de ce type de controle est le facteur 6° qui est une sous-unité de
I’ARN polymeérase responsable de la reconnaissance du promoteur du gene cible par I’ARN
polymérase et nécessaire a I’initiation de la transcription. Il controle I’expression de plus de
100 genes impliqués dans la survie cellulaire en réponse a I’entrée en phase stationnaire et
intervient dans I’adaptation a la résistance a une carence nutritionnelle (carbone, azote ou
phosphate), un stress thermique, osmotique ou oxydant (Loewen et al., 1998 ; Ishihama,
2000 ; Vijayakumar et al., 2004). Le facteur ¢° (ou RpoS) a été décrit pour la premiére fois

chez E. coli. Depuis, il a été retrouvé chez de nombreuses protéobactéries de la subdivision v.
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Une mutation dans le géne rpoS a un effet pléiotropique car RpoS régule positivement de
nombreuses protéines, des enzymes de réparation de I’ADN comme I’exonucléase XthA et la
méthyle-transférase Ada, ainsi que des enzymes impliquées dans la réponse au stress oxydant
comme la superoxyde dismutase SodC et les catalases KatE et KatG. L’expression des génes
bfr et dps impliqués dans le stockage du fer est egalement induite par RpoS en phase

stationnaire (Lacour et al., 2004 ; Jeong et al., 2006).

La regulation de RpoS est complexe et multifactorielle. Elle a lieu a plusieurs
niveaux : transcriptionnel, post-transcriptionnel et traductionnel et est résumee sur la figure
23. La transcription du gene rpoS est induite par le ppGpp (guanosine 3’,5’-bispyrophosphate)
chez E. coli et Pseudomonas en réponse a une carence nutritionnelle (acides aminés, carbone,
azote ou phosphate) (Gentry et al., 1993, Lange et al., 1995 ; Van Delden et al., 2001 ; Hirsch
and Elliott, 2002). Par ailleurs, la protéine CRP en présence d’AMPc régule négativement la
transcription du gene rpoS comme en témoigne la présence de deux sites de fixation de CRP-
AMPc (ou boite CRP) en amont et en aval du promoteur du gene rpoS (Hengge-Aronis,
2002).

RpoS est principalement régulé au niveau traductionnel et post-traductionnel. Chez E.
coli, la régulation traductionnelle de rpoS fait intervenir trois petits ARNs non codant, DsrA,
RprA et OxyS. Cette induction de la traduction nécessite la protéine Hfg (Brown and Elliott,
1997). La traduction du transcrit rpoS est promue par les ARNs non-codant RprA et DsrA qui
s’apparient a la région leader du messager rpoS en amont de I’épingle a cheveux et libérent la
séquence Shine Dalgarno pour la traduction. RprA est induit par un stress hyperosmotique
alors que DsrA est fortement synthétisé a basse température (inférieure a 30°C) et sa stabilité
varie selon la température. Par contre, OxyS réprime la traduction du transcrit rpoS sans doute
en modulant I’activité de la protéine Hfg. OxyS, comme tout membre du régulon OxyR, est
induit par le peroxyde d’hydrogéne.

Une baisse drastique des quantités de ¢° en phase exponentielle de croissance est due &
la protéine H-NS, une protéine histone-like intervenant dans I’organisation du nucléoide. En

effet, des mutants hns d’E. coli présentent de fortes quantités de ¢°

en phase exponentielle
équivalentes a celles atteintes par la souche sauvage en phase stationnaire ou sous des
conditions de stress (Yamashino et al., 1995 ; Barth et al., 1995). Le mécanisme mis en jeu
par H-NS pour réguler négativement la traduction du géne rpoS n’est pas encore caractérisé a
ce jour. H-NS pourrait affecter la structure secondaire du transcrit rpoS en s’y fixant ou

s’opposer a I’effet de régulateurs positifs de la traduction du géne rpoS tels que Hfq.
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Figure 24 : Schéma récapitulant le mécanisme moléculaire de la protéolyse de o° chez E. coli
(Hengge-Aronis, 2002). En réponse a un signal environnemental inconnu, RssB est phosphorylée.
Ainsi activée, elle se fixe au facteur 6° qu’elle présente a la protéase ClpXP. ° est alors déplié et
complétement dégradé par la protéase ClpXP. Alors que RssB ne I’est pas et peut intervenir dans un

nouveau cycle.



La concentration cellulaire de RpoS reste basse en phase exponentielle de croissance en raison
de la dégradation rapide de RpoS par la protéase ClpXP. Des mutations affectant ClpP ou
ClpX contribuent & stabiliser o> (Schweder et al., 1996). Contrairement & d’autres substrats de
la protéase ClpXP, o° requiert un facteur spécifique de reconnaissance, la protéine RssB qui
appartient a la famille des régulateurs a 2 composantes dont I’activité est modulée par
phosphorylation. Une mutation dans le géne rssB provoque la stabilisation de o° et une

augmentation des quantités de o°

en phase exponentielle (Hengge-Aronis, 2002). Le
mécanisme moléculaire implique que la protéine RssB est phosphorylée au niveau d’un résidu
aspartate en position 58 dans le domaine N-terminal en réponse a un signal environnemental
inconnu a ce jour. Aucune phosphatase ou kinase responsable de la phosphorylation de RssB
n’a pu étre identifiée. La protéine RssB est alors activée et se fixe au facteur o> qu’elle
présente 4 la protéase ClpXP. I en résulte que o° est déplié et complétement dégradé par la
protéase ClpXP alors que RssB ne I’est pas et est libéré prét a intervenir dans un nouveau
cycle. La dégradation de o° par la protéase CIpXP est un mécanisme dépendant de I’ ATP (fig.

24),



Chapitre HI

Les ferritines, protéines de stockage du fer



[A] [B]
Figure 25 : Structure de la ferritine d’E. coli (Chasteesn et al., 1999) [A] et de la bactérioferritine de D.
desulfuricans (Carrondo et al., 2003) [B].



I- La structure des différentes ferritines

A. Ferritine et bactérioferritine

Plusieurs structures de ferritines bactériennes et de bactérioferritines ont été
caractérisées ; notamment les ferritines d’E. coli (Hemstead et al., 1994 ; Stillman et al.,
2001) et L. innocua (llari et al., 2000) et les bactérioferritines d’E. coli (Frolow et al., 1994 ;
Dautant et al., 1998, Frolow and Kalib, 2001), R. capsulatus (Cobessi et al., 2002), et D.
desulfuricans (Macedo et al., 2003). Toutes ces ferritines ont une architecture moléculaire trés
conservée avec 24 sous-unites d’environ 20 kDa identiques ou tres semblables qui
s’assemblent avec une symétrie axiale 4/3/2 pour former une coque protéique avoisinant 450
kDa de masse moléculaire, sphérique, extrément stable et creuse (fig. 25). La cavité centrale
peut abriter jusqu’a 4500 ions ferriques sous forme de ferrihydrite a I’intérieur d’un cceur
inorganique complexe. Chaque sous-unité individuelle correspond a une structure en fagot de

4 hélices o A, B, C et D coiffée par une courte hélice E a I’extrémité C-terminale (fig. 26).

Figure 26 : Structure d’un fagot de 4 hélices o correspondant a une sous-unité de ferritine.



J-fold
channel

3-fold 4-fold 3-fold

channel

channel channel °

Figure 28 : Modéle représentant les pores d’ordre 3 et d’ordre 4 de la ferritine.
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Figure 27 : Centre ferroxydase de la ferritine [A] et de la bactérioferritine [B] d’E. coli (Stillman et al.,
2003). Deux sites de fixation du fer sont présents par centre ferroxydase. [A] Dans le premier site de
fixation du fer A, I’atome de fer est coordonné par les résidus Glul7, Glu 50, His53 et GIn127 ; dans
le deuxiéme site B, I’atome de fer est coordonné par les résidus Glus0, Glu94, GIn 127 et Glu 130. [B]
Dans le premier site, I’atome de fer est coordonné par les résidus Glul8, Glu 51, His54 et Glul27 ;

dans le deuxieme site I’atome de fer est coordonné par les résidus Glu51, Glu94, Glul27 et His 130.



Elle comporte un centre catalytique ferroxydase localisé a I’intérieur du fagot de 4 hélices a et
des sites de nucléation faisant face a la cavité interne. Les centres ferroxydase des sous-unités
de la ferritine de type eucaryote et de la bactérioferritine sont similaires & ceux de ferritines de
mammiferes et correspondent a des residus glutamate, histidine et glutamine (fig. 27).
D’ailleurs, ces résidus fixant le fer sont hautement conservés au cours de I’évolution
notamment avec ceux de la chaine H de la ferritine de mammiféres (Andrews et al., 1991). De
petits canaux hydrophobes et hydrophiles sont disposés selon des axes de symétrie d’ordre

quatre et trois respectivement et traversent la cavité (fig. 28).

Izuhara et ses collaborateurs (1991) ont démontré la présence dans le génome d’E. coli
d’un géne ftnA, qu’ils ont cloné, codant un polypeptide de 165 acides aminés similaire a la
sous-unité de la ferritine H humaine. Mais, la premiére ferritine Ftn a avoir été isolée a partir
d’un procaryote est celle de B. fragilis (Rocha et al., 1992). Un an plus tard, les ferritines Pfr
de H. pylori et FtnA d’E. coli ont été purifiées et étudiées (Doig et al., 1993 ; Frazier et al.,
1993 ; Hudson et al., 1993). L’analyse par cristallographie a haute résolution de la ferritine
FtnA d’E. coli réalisée par Stillman et al. (2000) dévoile une structure tridimensionnelle
fortement similaire a la chaine H de la ferritine humaine, malgré sa faible homologie de
séguence avec cette derniére. La ferritine FtnA de E. coli fait un diametre externe de 13 nm et
avec une cavité centrale de 7,9 nm de diamétre. Les ferritines Ftn de B. fragilis et Pfr de H.
pylori qui présentent 42% et 37% d’identité de séquence respectivement avec FtnA d’E. coli
ont été caractérisées et conservent la méme structure. Chez E. coli, il existe un gene ftnB
distant du gene ftnA de 1,3 kb et qui pourrait étre co-transcrit avec ce dernier et coder une
seconde ferritine. Il n’est pas certain que FtnB fonctionne comme une protéine de stockage du
fer car, contrairement a FtnA, sa structure primaire révele I’absence de centre ferroxidase actif
(Abdul-Tehrani et al., 1999). D’autres microorganismes, possedent ce deuxiéme type de
ferritine notamment C. jejuni (Wai et al., 1995, 1996), P. gingivalis (Ratnayake et al., 2000),
V. cholerae, etc... (Andrews et al., 1998).



Figure 29 : [A] Structure de I’heme de type protoporphyrine IX de la bactérioferritine d’E. coli. [B]
Structure des deux sous unités de la bactérioferritine d’E. coli avec un centre ferroxydase binucléaire

par sous unité et un héme localisé entre les deux sous unités.
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La premiere bactérioferritine décrite a été celle d’A. vinelandii en 1979 (Stiefel and
Watt, 1979), néanmoins le gene codant une bactérioferritine a été cloné pour la premiére fois
chez E. coli par Andrews et al. (1989). Le gene bfr est organisé en opéron avec le gene bfd
chez E. coli et de nombreuses especes comme M. leprae, A. vinelandii, V. cholerae, etc ...
(Pessolani et al., 1994 ; Garg et al., 1996 ; Mey et al., 2005). Le gene bfr d’E. coli code un
polypeptide de 158 acides aminés correspondant a une sous-unité individuelle. Les structures
cristallographiques de plusieurs bactérioferritines ont été caractérisées comme celles de R.
capsulatus, D. desulfuricans et E. coli. Comme les ferritines de type eucaryote, les
bactérioferritines sont des protomeéres de 24 sous-unités qui s’assemblent selon une symétrie
axiale 4/3/2. Malgré leur faible identité de séquence avec les ferritines, les bactérioferritines
se replient globalement de maniére semblable en un fagot de 4 hélices o anti-paralléles
englobant le centre ferroxydase. La bactérioferritine d’E. coli fait un diametre externe
d’environ 12 nm et possede une cavité centrale de 6 nm de diametre. Le centre ferroxydase
des ferritines et bacterioferritines sont fortement conservés chez E. coli et ne different que par
deux résidus en position 127 et en position 130; en effet les résidus GIn 127 et Glu 130 sont
remplaces par des acides amines Glu 127 et His 130 dans la bactérioferritine Bfr (Fig. 27 [B] ;
Yang et al., 2000). La particularité de la bactérioferritine est qu’elle possede en plus 12 hémes
de type b (soit un heme pour deux sous-unités) sous forme de protoporphyrine IX (fig. 29
[A]). Chaque groupement héme est localisé entre deux sous-unites et est lié par deux résidus
méthionine (fig. 29 [B]). L’atome de fer est coordonné par I’atome de S d’un résidu
méthionine de chacune des deux sous-unités (Frolow et al. 1994). Une expérience de
mutagénése dirigée sur 3 résidus méthionine conservés de la bactérioferritine de E. coli a
montré qu’une bactérioferritine mutée en position 52 Met>>—Ala>? était dépourvue d’héme,
suggérant que le résidu méthionine Met®? de la sous-unité de la bactérioferritine est un ligand
de I’héme (Andrews et al., 1995). La fonction des groupements heme n’est pas encore connue
(Chasteen, 1998 ; Romao et al., 2000), néanmoins I’heme n’est pas requis au stockage du fer.
Un role dans la reduction du coeur ferrique et dans la libération du fer a partir de la protéine a
été proposé (Andrews, 1998). Contrairement aux ferritines bactériennes, certaines
bactérioferritines sont des hétéropolymeres composés de deux types de sous-unités différentes
dont I’une serait capable de fixer un groupement heme et I’autre posséderait une activité
ferroxydase, un cas de figure rapellant les chaines H et L des ferritines de mammiféres. Par
exemple, la bactérioferritine de N. gonorrhoeae est formée des deux sous-unités BfrA (18
kDa) et BfrB (22 kDa) codees respectivement par les génes bfrA et bfrB ordonnés en tandem

(Chen and Morse, 1999). Les deux sous-unités Bfr A et Bfr B sont considérablement



differentes quant a leur séquence en acides aminés présentant seulement 39,7% d’identité de
séquence entre elles. BfrA présente le centre ferroxydase alors que BfrB présente le ligand
fixant I’heme. Par ailleurs, les sous-unités BfrA et BfrB de N. gonorrhoeae se révélent étre
identiques respectivement a 41,3 % et 56,1 % avec la bactérioferritine d’E. coli. La bactérie P.
putida et la cyanobactérie Synechocystis sp. PCC 6803 possedent également une
bactérioferritine hétéropolymérique avec deux sous-unités distinctes A et B codées
respectivement par les génes bfrA et bfrB dans lesquelles soit le centre ferroxydase soit le site
de fixation de I’héme est absent (Miller et al., 2000 ; Keren et al., 2004). La sous-unité A est
plus proche que la sous-unité B de la sous-unité originale de la bactérioferritine (Kim et al.,
1997 ; Miller et al.,, 2000). Chez P. aeruginosa, I’existence d’une bactérioferritine
hétéropolymérique est contreversée. Moore et ses collaborateurs (1994) ont suggéré que la
bactérioferritine est formée de sous-unités distinctes a et 3, alors que Ma et al. (1999) ont
montré qu’il existent deux bactérioferritines différentes, I’une composée de sous-unités a et
I’autre de sous-unités B. La sous-unité B est plus proche que la sous-unité o de la sous-unité
originale de la bactérioferritine. Quant a la protéine Bfd d’E. coli, elle est supposée
fonctionner en coopération avec Bfr, hypothese suscitée par I’organisation en opéron des
génes correspondants (Quail et al., 1996). Ce polypeptide de 64 acides aminés, posséde un
centre [2Fe-2S] et présente un faible potentiel redox. Cette ferredoxine serait responsable de
la réduction du cceur ferrique et de la libération du fer a partir de la bactérioferritine Bfr. Elle
est similaire a la protéine FhuF d’E. coli supposée étre impliquée dans la réduction du
sidérophore ferrichrome dans le cytoplasme de la bactérie permettant le déchargement du fer
(Matzanke et al., 2004 ; Quail et al., 1996).

B. Protéine Dps

La premiere protéine Dps (DNA binding protein from starved cells) a été décrite chez
E. coli (Almiron et al., 1992). Il s’agit d’une protéine dodécamérique de 205 kDa avec un
diametre externe de 9 nm. Sa résolution cristallographique par rayons X a révéle qu’elle est
formée de 12 sous-unités identiques disposees selon une symeétrie axiale d’ordre 3/2 et
chacune de ces sous-unités est formée de 4 hélices o A, B, C et D avec une courte hélice o E
situee entre les hélices B et C qui constituent une structure en fagot similaire aux ferritines
(fig. 30 [A] ; Grant et al., 1998). La protéine Dps d’E. coli peut accumuler jusqu’a 500 atomes
de fer a I’intérieur de sa cavité centrale d’un diametre de 5 nm approximativement (Zhao et
al., 2002).



Figure 30 : [A] Structure d’une sous unité de la protéine Dps de L. innocua (llari et al., 2000). Chaque
sous-unité est formée d’un fagot de 4 hélices a A (bleu foncé), B (bleu clair), C (jaune), D (orange)
avec une courte hélice E (vert) reliant les hélices o B et C. Le centre ferroxydase est localisé entre
deux sous unités et est formeé de deux sites de fixation du fer. [B] Les résidus impliqués dans la
fixation du fer au niveau du centre ferroxydase sont les résidus His31, His43 et Asp47 d’une sous
unité et les résidus Asp58 et Glu 62 de I’autre sous unité (llari et al., 2000). [C] Structure d’un dimére
de deux sous unités de la protéine Dps de L. innocua avec a leur interface le centre ferroxydase
binucléaire (llari et al., 2000).



Le site ferroxydase potentiel de la protéine Dps est de nature distincte a celle retrouvéee dans
les ferritines, il s’agit de résidus aspartate, glutamate et histidine (fig. 30 [B]). De plus, le site
ferroxydase n’est pas localisé au sein de chaque sous-unité (fagot de 4 hélices a) comme pour
les ferritines et bactérioferritines, mais entre deux sous-unites (fig. 30 [C]) (llari et al., 2000,
2002). Cependant, ce site est capable d’oxyder le fer ferreux en fer ferrique et de I’incorporer
dans sa cavité centrale (Zhao et al., 2002). Des homologues a la protéine Dps ont été
découverts depuis chez de nombreuses bactéries, chez A. tumefaciens (Ceci et al., 2003), M.
smegmatis (Roy et al., 2004), et des protéines similaires a Dps, Dpr chez S. mutans
(Yamamoto et al., 2000), S. suis (Niven et al., 2001) et D. radiodurans (Romao et al., 2006),
MrgA chez B. subtilis (Chen and Helmann, 1995), HP-NAP de H. pylori (Tonello et al.,
1999), les protéines DIp-1 et DIp-2 chez B. anthracis (Papinutto et al., 2002), et Fri de L.
innocua (llari et al., 2000). L’ensemble des protéines Dps présente une structure
cristallographique superposable. Par ailleurs, le centre ferroxydase est caractéristique pour
I’ensemble des protéines Dps bien que les protéines Fri de L. innocua, Dpr de S. mutans, Dpr
de S. suis, DIp-1 et DIp-2 de B. anthracis ne presentent que 28,6%, 27,6%, 25%, 18% et 21%
d’identité de séquence avec celle d’E. coli respectivement (Bozzi et al., 1997 ; llari et al.,
2000 ; Papinutto et al., 2002). La proteine Dps d’E. coli possede a son extrémité N-terminale
des motifs de fixation a I’ADN qui contiennent des résidus chargés positivement, trois résidus
lysine en positions 5, 8 et 10 et un résidu arginine en position 18, selon le motif K-X,-K-X;-
K-X7-R, permettant a Dps d’intéragir avec la double hélice d’ADN chargée négativement
(Grant et al., 1998). Cette région N-terminale est flexible et trés variable en terme de longueur
au sein des proteines Dps contrairement au centre ferroxydase qui est fortement conservé
parmi ces protéines. Ces régions ne reconnaissent pas une séquence spécifique de I’ADN,
elles polymérisent autour de la double hélice d’ADN compactant la molécule d’ADN
(Almiron et al., 1992). Cependant, cette région N-terminale impliquée dans la fixation a
I’ADN n’est pas systématiquement présente dans les protéines Dps. L’interaction de Dps de
M. smegmatis a I’ADN est associée a la présence de résidus chargés positivement lysine et
arginine a son extrémité C-terminale (Roy et al., 2004). Par ailleurs, les protéines Dps d’A.
tumefaciens et de C. jejuni ou similaires a Dps comme Fri de L. innocua (llari et al., 2000),
HP-NAP de H. pylori (Zanotti et al., 2002), DIp-1 et DIp-2 de B. anthracis (Papinutto et al.,
2002), Dpr de S. mutans (Yamamoto et al., 2002) sont incapables de se fixer a I’ADN in vitro.



11- Biochimie des ferritines

La constitution du centre ferrique a I’intérieur de la cavité centrale des ferritines se
déroule en 3 étapes : i) entrée du fer ferreux ii) oxydation du fer ferreux en fer ferrique iii)
constitution du centre ferrique (Le Brun et al., 1993 ; Harrison et al., 1996 ; Yang et al.,
2000 ; Zhao et al., 2002).

Les etudes portant sur les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la constitution
du centre ferrique ont été principalement réalisées sur des ferritines de mammiferes. Ainsi, le
fer ferreux est transporté dans la coque protéique a travers des canaux tapissés de résidus
hydrophiles situés selon I’axe de symétrie d’ordre 3. Ces canaux sont au hombre de huit dans
les ferritines de type eucaryote et bactérioferritines alors qu’on en dénombre quatre dans les
protéines Dps. A I’intérieur de ces canaux, il existe un gradient électrostatique négatif dirigé
vers I’intérieur de la cavité de la chaine H de ferritine humaine en direction du site
ferroxydase. Ces canaux permettent le passage de cations comme le fer ferreux ou de petites
molécules vers les centres ferroxydase (Douglas and Ripoll, 1998). Une analyse par
mutagéneése dirigée a montré que les résidus D127 et E130 des pores sont responsables de
I’entrée du fer ferreux aux sites ferroxydases des ferritines humaines (Levi et al., 1989 ;
Treffry et al., 1993). llari et al. (2000) ont montré que I’entrée du fer ferreux dans la protéine
Dps de L. innocua suivait le méme type de cheminement au travers de canaux hydrophiles
d’ordre 3 grace a un gradient électrostatique negatif. Le fer ferreux est ensuite oxydé en fer
ferrique au niveau des centres ferroxydases. Les différentes ferritines fixent le fer a I’état
ferreux a raison de deux ions ferreux par centre ferroxydase qui est dit binucléaire. Dans les
ferritines de mammiferes, ces deux ions ferreux sont oxydes par I’oxygene, au niveau de
chaque centre ferroxydase, en un complexe dinucléaire de fer ferrique & pont oxo (Fe**-O-O-
Fe*"), précurseur du centre ferrique. L’oxygeéne est réduit en peroxyde d’hydrogéne (Yang et
al. 1998). Chez les bactéries, le mécanisme de ferroxydation dans la ferritine est identique a
celui des protéines de mammifére. Quant a la bactérioferritine d’E. coli, elle réalise la réaction
de ferroxydation en deux étapes, avec dans un premier temps la réduction de I’oxygéne O, en
peroxyde d’hydrogéne H,O, au niveau d’un centre ferroxydase, puis dans un second temps la
réduction rapide du peroxyde d’hydrogene en H,O au niveau d’un second centre ferroxydase.
Les données suggérent que le peroxyde d’hydrogéne est un meilleur oxydant que I’oxygene
(Bou-Abdallah et al., 2002).



Figure 31 : Modéle présentant la formation des cristaux de ferrihydrite a I’intérieur de la ferritine
(P.M. Harrison et T.H. Lilley in Iron Carriers and iron Proteins (1989)).
1) 4Fe(ll)+0,+4H" — 4Fe(ll)+2H,0 (oxydation du fer ferreux)
2) 4 Fe(lll) + 8 H,O — 12 H'+ 4 FeOOH (minéralisation du minéral de ferrihydrite)
(5Fe;03-9H,0) (Pi)



La protéine Dps d’E. coli utilise préferentiellement le peroxyde d’hydrogéne pour oxyder le
fer ferreux. Néanmoins, elle est capable d’utiliser I’oxygéne comme oxydant méme si la
conversion du Fe?* en Fe®" se fait plus lentement (Zhao et al., 2002). La bactérioferritine et la
protéine Dps consomment donc le peroxyde d’hydrogéne et participent ainsi a sa détoxication
prévenant la formation de radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton.

Apres I’oxydation du fer ferreux, le centre ferroxydase est ensuite régénéré pour fixer
a nouveau deux ions ferreux tandis que le fer a I’état ferrique passe dans la cavité centrale de
I’apoferritine, riche en résidus carboxylates ; ces régions constituent les sites de nucléation
situés sur la face intérieure de la coque protéique (Yang et al., 1998). La formation du coeur
ferrique appelée biominéralisation est initiée par la fixation de 2 ions ferriques au centre de
nucléation (Gallois et al., 1997 ; Granier et al., 1998 ; Hempstead et al., 1997). Les centres de
nucléation correspondent a des résidus carboxylates conservés qui font face a la cavité
centrale des ferritines a I’intérieur de laquelle est constitué le centre ferrique. La nature du
cristal formé difféere en fonction du type de ferritine et de I’espece. Dans les ferritines de
mammiferes, il est formé de cristaux de ferrihydrite (5 Fe,03-9H,0) formés d’atomes de fer
et d’oxygene (Chasteen and Harrison, 1999); alors que le cceur ferrique des bactérioferritines
est riche en phosphate et amorphe. La présence de phosphate semble jouer un réle important
dans la formation du cceur ferrique de la bactérioferritine d’E. coli en augmentant le taux de
réaction (Aitken-Rogers et al., 2004). Une fois que la nucléation a eu lieu, le cristal de
ferrihydrite (5 Fe,03-9H,0) continue a croitre a I’intérieur de la cavité centrale ou il est
accroché a la surface interne et reste ainsi confiné (fig. 31). Des experiences de mutagénese
dirigée sur la ferritine humaine ont montré qu’une modification du centre ferroxydase et de
nucléation provoque I’incapacité des ferritines a oxyder ou incorporer le fer au sein de sa
cavité centrale (Wade et al., 1991 ; Sun et al., 1993). Un centre ferroxydase fonctionnel est
indispensable a la bactérioferritine d’E. coli pour constituer son cceur ferrique (Baaghil et al.,
2003). La protéine Dpr de S. suis mutée au niveau des résidus aspartate et glutamate du centre
ferroxydase est incapable d’incorporer du fer in vivo (Pulliainen et al., 2003). Une substitution
en alanine du site carboxylate de nucléation dans la ferritine humaine L abolit compléetement
la réaction de biominéralisation (Waldo et al., 1996 ; Liu et al., 2004). Néanmoins, certaines
mutations dans le centre de nucléation des sous-unités des ferritines H n’affectent pas le taux
de la réaction de biominéralisation. En effet, contrairement aux sous-unités L de ferritines, les
sous-unités H ont un centre ferroxydase fonctionnel et la formation de complexes dinucléaires

de fer ferrique a pont oxo est suffisante pour assurer la minéralisation.



Lorsque le métabolisme intracellulaire le requiert, le fer de la ferritine sous forme
minérale, non toxique et biodisponible est mobilisé par réduction du cceur de ferrihydrite. La
nature de I’agent qui est a I’origine de la réduction in vivo n’est pas connue, néanmoins il a été
montré expérimentalement que I’ascorbate et les flavines peuvent réduirent le fer ferrique des
ferritines in vitro (Jones et al. 1978, Takagi et al. 1998). Le mécanisme moléculaire par lequel
le fer est libéré a partir de la cavité centrale des ferritines n’est en effet pas connu a ce jour.
Les canaux d’ordre 4 pourraient donner lieu & un gradient électrostatique dirigé de I’intérieur
de la cavité vers I’extérieur constituant une porte de sortie pour le fer durant le processus de

déminéralisation (Douglas and Ripoll, 1998).

I11- Fonction des ferritines

La principale fonction des ferritines est de conserver le fer sous forme ferrique non
réactive pour en limiter la toxicité. Elles oxydent I’excés de fer ferreux présent dans le
cytoplasme grace a leur centre ferroxydase et le stockent sous forme ferrique dans leur cavité
centrale qui constitue un site non réactif. Le fer stocké par les ferritines peut &tre mobilisé par
réduction lorsque la disponibilité en fer exogéne devient insuffisante. Les bactéries disposent
de trois types de ferritines (ferritine de type eucaryote, bactérioferritine, Dps) qui peuvent
coexister au sein d’une méme bactérie. Néanmoins, certaines especes comme B. subtilis, L.
innocua, S. mutans, M. jannascii, M. pneumoniae et Synechocystis PCC6803, ne possedent ni
ferritine ni bactérioferritine d’apres I’analyse de leur sequence génomique. Cependant ces
especes possedent des protéines Dps. Compte tenu de la mutiplicité des ferritines, on
s’interroge sur leur fonction respective notamment dans I’homéostasie du fer. L’étude de
mutants incapables de synthétiser ces ferritines et I’analyse du contenu intracellulaire en fer
de ces mutants a permis de mieux comprendre la fonction physiologique de ces ferritines dans

un organisme donné.

A. Ferritine Ftn

En ce qui concerne les organismes eucaryotes, une délétion du géne codant la ferritine
est létale chez la souris (Ferreira et al., 2000) et des maladies humaines du systéme nerveux
central sont associées a des mutations dans la ferritine H ou L (Curtis et al., 2001 ; Roetto et

al., 2002). Un mutant ftnA d’E. coli présente un taux de croissance réduit dans des conditions



limitantes en fer. Ceci est observé uniquement lorsque les précultures des souches sont
réalisées avec suffisamment de fer pour permettre a FtnA d’engranger des réserves, suggérant
ainsi que la fonction de FtnA est de stocker du fer durant la phase stationnaire qui pourra étre
mobilisé pour répondre aux besoins du métabolisme bactérien lorsque les conditions seront
moins favorables (Abdul-Tehrani et al., 1999). Par ailleurs, I’inactivation du géne ftnA de E.
coli résulte en une réduction d’approximativement 50% du contenu en fer total en phase
stationnaire dans des conditions riches en fer. Cette baisse du contenu en fer total est attribuée
a une reduction d’un facteur 2 a 2,5 des quantités de fer ferrique sachant que les quantités de
fer ferreux restent approximativement identiques a celles de la souche sauvage (Abdul-
Tehrani et al., 1999). En phase exponentielle ou en conditions limitantes en fer, le contenu en
fer est le méme pour le mutant ftnA et la souche sauvage. Le mutant ferritine cft de C. jejuni
est incapable de croitre en présence d’un chélateur de fer en comparaison a la souche sauvage
alors qu’il se comporte comme la souche sauvage en absence de chélateur du fer (Wai et al.,
1996). De méme, en absence d’héme ou de transferrine (source de fer), un mutant ftn de P.
gingivalis croit moins rapidement que la souche sauvage alors qu’en présence d’héme ou
transferrine il croit de maniere comparable a la souche sauvage (Renayake et al., 2000). Ces
données suggerent que les réserves en fer des ferritines sont mobilisées et permettent ainsi a la
bactérie de compenser ultérieurement I’absence de fer dans son environnement et de survivre.
Par contre, un mutant pfr de H. pylori se comporte comme la souche sauvage en présence
d’un chélateur du fer (carence en fer) (Bereswill et al., 2000).

Chez C. jejuni, I’absence de ferritine Cft augmente la sensibilité au stress oxydant
généré par le paraquat et le peroxyde d’hydrogéne (Wai et al., 1996). La sensibilité du mutant
cft de C. jejuni a la carence en fer et au stress oxydant peut étre supprimée par la présence
d’un plasmide portant une copie sauvage du géne cft, suggérant que la ferritine de C. jejuni
peut étre une source de fer lorsque le fer devient limitant et que cette ferritine protege la
bactérie contre le stress oxydant. A I’inverse, un mutant ftnA d’E. coli n’est pas plus sensible a
un stress oxydant que la souche sauvage (Abdul-Tehrani et al., 1999). Par contre, un mutant
ftnA fur d’E. coli montre une sensibilité accrue au peroxyde d’hydrogene en comparaison au
mutant fur. Ces résultats indiquent qu’en absence de la protéine Fur, la ferritine FtnA d’E.
coli, en seéquestrant le fer ferreux qui est toxique, va protéger la bactérie face a un stress
oxydant géneré par le peroxyde d’hydrogéne. En revanche, le double mutant fur ftnA n’est pas
plus sensible aux générateurs de NO ou d’anions superoxyde (Abdul-Tehrani et al., 1999).
Les ferritines Pfr de H. pylori et Ftn de P. gingivalis ne sont pas impliqués dans la résistance

au stress oxydant. En effet, un mutant pfr d’H. pylori posséde des propriétés de croissance



comparables a celles de la souche sauvage en présence de paraquat (Bereswill et al., 2000) et
un mutant ftn de P. gingivalis n’est pas plus sensible au peroxyde d’hydrogene ou a
I’hydroperoxyde de Cumene que la souche sauvage (Retnayake et al., 2000).

Trés peu de travaux ont montré I’importance des ferritines dans le pouvoir pathogene
de bactéries. Cependant Waidner et ses collegues ont montré qu’un mutant pfr de H. pylori est
incapable de coloniser la muqueuse gastrique d’une gerbille infectée par voir orale. La
ferritine Pfr semble donc importante pour la survie de la bactérie chez I’animal (Waidner et
al., 2002).

B. Bactérioferritine Bfr

Le mutant bfr d’E. coli n’a pas de phénotype particulier. 1l n’est pas affecté par une
carence en fer ou un stress oxydant (Abdul-Tehrani et al., 1999). De plus, moins de 1% du fer
total cellulaire s’accumule dans la bactérioferritine, laissant supposer que la bactérioferritine
n’est pas impliquée dans le stockage du fer et ne constitue pas une réserve de fer pour le
métabolisme bactérien chez E. coli (Andrews et al., 1995). Au contraire, chez la
cyanobactérie Synechocystis sp. PCC 6803 environ 50% du fer intracellulaire est attribue a la
bactérioferritine. Cependant, il faut souligner que ce microorganisme n’a pas d’autres types de
ferritines. Des mutants bfrA", bfrB™ et bfrA” bfrB~ de Synechocystis sp. PCC 6803 sont non
seulement affectés pour leur croissance en conditions limitantes en fer, mais voient egalement
leur contenu en fer baisser de maniére dramatique résultant en une diminution du contenu
cellulaire en photosystéeme PSI (Keren et al., 2004). La fonction du groupement heme dans la
capacité de la bactérioferritine a accumuler du fer a été étudiée chez E. coli. Des protéines
mutagénéisées en position 52 Met—Ala dépourvues d’héme sont correctement assemblées et
sont capables de stocker du fer in vivo et in vitro indiquant que I’héme n’est pas nécessaire a
I’assemblage de la bactérioferritine, a I’oxydation du fer par la bactérioferritine ou a la
distribution du fer par la bactérioferritine (Andrews et al., 1995). Ces variants de
bactérioferritines accumulent approximativement 4 fois plus de fer in vivo que la
bactérioferritine sauvage : I’héme serait ainsi impliqué dans la libération du fer a partir de la
bactérioferritine (Andrews et al., 1995). La fonction de ce groupement héme reste néanmoins
une énigme.

Tout comme chez E. coli, un mutant bfr de B. melitensis n’est pas plus sensible que la
souche sauvage au paraquat ou au peroxyde d’hydrogéne H,O,, indiquant que la

bactérioferritine ne participe pas a la protection des bactéries face au stress oxydant (Denoel



et al., 1997). En revanche, le mutant bfrB de N. gonorrhoeae est plus sensible au peroxyde
d’hydrogéne et paraquat en comparaison a la souche sauvage. Par ailleurs, la croissance du
mutant bfrB de N. gonorrhoeae est réduite de 35% en milieu carencé en fer (Chen and Morse,
1999). De méme, le mutant bfrA de P. aeruginosa est plus sensible au peroxyde d’hydrogene
que la souche sauvage suggérant un role de Bfr dans la résistance au stress oxydant;
néanmoins la sensibilité au peroxyde d’hydrogene est moins accrue en conditions limitantes
en fer qu’en milieu riche en fer (Ma et al., 1999). Cependant, I’inactivation du gene bfrA
résulte en une baisse de 50% de I’activité de la catalase A consécutive a une diminution de la
production de la protéine KatA. Or I’activité ferroxydase de BfrA est nécessaire a une pleine
activité de la catalase KatA. La sensibilité accrue du mutant bfrA de P. aeruginosa serait donc
dle a la non utilisation de BfrA comme source de fer pour la synthese des groupements héme
incorporés dans la catalase codée par le gene katA, qui est situé en amont des génes bfrA et
bfrB. Un mutant bfrB de P. aeruginosa est autant sensible que la souche sauvage au peroxyde
d’hydrogéne et possede une activité catalase A comparable a celle de la souche sauvage, c’est
pourquoi aucune fonction physiologique n’a pu étre établie pour BfrB (Ma et al., 1999). Par
ailleurs, le contenu en fer total du mutant bfrA de P. aeruginosa est comparable a celui de la
souche sauvage (Ma et al., 1999).Un mutant bfrA de P. putida, contrairement a P. aeruginosa,
présente des propriétés de croissance comparables a celle de la souche sauvage en présence ou
en absence de fer et une activité catalase A normale (Miller et al., 2000).

Les données de la littérature montrent que la bactérioferritine ne joue pas un role dans
la pathogeénicité des bactéries. En effet, un mutant bfr de B. melitensis n’est pas affecte dans la
survie dans des macrophages humains (Denoel et al., 1997) et un mutant bfrA de P. putida
colonise les racines de haricot rouge aussi bien que la souche sauvage (Miller et al., 2000).

C. Protéines Dps

L’étude de mutants dps a mis en lumiere le réle de Dps dans la fixation du fer et la
protection de I’ADN contre les dommages causés par les especes actives de I’oxygene. Un
mutant fri de L. monocytogenes est affecté pour ses propriétés de croissance lorsque les
bactéries sont transférées d’un milieu riche a un milieu carencé en fer. Par ailleurs I’aptitude
du mutant fri a former des colonies est drastiquement inhibée en présence d’un chélateur du
fer (Olsen et al., 2005). Un mutant dpr de S. mutans est affecté pour son aptitude a former des
colonies sur milieu solide en présence d’oxygene, bien qu’il croit aussi bien que la souche

sauvage en milieu liquide (Yamamoto et al., 2000). Un mutant dps d’E. coli O157:H7 voit sa



survie réduite lorsqu’il est exposé au H,O, ou a un stress acide (Choi et al., 2000). Les
mutants dps d’E. coli, de P. gingivalis et de C. jejuni sont plus sensibles au peroxyde
d’hydrogéne que la souche sauvage en phase stationnaire (Almiron et al., 1992; Ueshima et
al., 2003; Ishikawa et al., 2003). L’addition d’un chelateur de fer comme le Desféral dans le
milieu de culture restaure la résistance au peroxyde d’hydrogene du mutant dps de C. jejuni
suggerant que la protéine Dps a la propriété de fixer le fer et de conférer une protection contre
le peroxyde d’hydrogene (Ishikawa et al., 2003). Une exposition d’une souche sauvage de S.
mutans a de I’oxygéne induit I’expression de Dpr et réduit la concentration intracellulaire en
fer libre de pres de 90%. Cette baisse de la concentration intracellulaire en fer libre est liée a
un changement de I’état du fer a I’intérieur de la bactérie et non pas a une modification du
contenu global en fer. Dans les mémes conditions, un mutant dpr maintient sa concentration
intracellulaire en fer libre élevée (Yamamoto et al., 2004). La protéine Dpr de S. mutans est
donc capable de fixer le fer (Yamamoto et al., 2000). L’incorporation du fer in vivo par Dpr
contribue a abaisser la concentration intracellulaire en fer réactif et empéche ainsi la
formation de radicaux hydroxyles (Yamamoto et al., 2004). La capture du fer par les protéines
Dps empécherait de cette facon la formation de radicaux libres par la réaction de Fenton.
Néanmoins, cette stratégie de défense fondée sur la séquestration du fer ne peut pas justifier a
elle seule de la protection de I’ADN durant une carence prolongée. Par conséquent, I’action
de protection de I’ADN exercée par la protéine Dps face au stress oxydant a été attribuée a
son association physique avec cette molécule. Des essais réalisés in vivo et in vitro ont révélé
que Dps est capable de se lier a I’ADN et de former un complexe Dps-ADN empéchant la
dégradation de I’ADN provoquée par le fer ferreux et le peroxyde d’hydrogene (Wolf et al.,
1999 ; Martinez et al., 1997). Des observations au microscope électronique ont été réalisées in
vitro a partir de protéines Dps purifiées auxquelles I’ADN a été ajouté et in vivo dans une
souche d’E. coli surexprimant Dps (Wolf et al., 1999). Les résultats montrent que les
dodécameéres de Dps s’agglutinent autour de la molécule d’ADN et co-cristallisent formant
des couches superposées successives ou s’intercale I’ADN qui est séquestré et potentiellement
protége. Contrairement aux souches sauvage et surexprimant Dps, un mutant dps ne présente
plus cette structure cristalline de I’ADN en conditions de carence nutritionnelle ou de stress. Il
existe donc une relation entre la carence nutritionnelle et le processus de cristallisation de
I’ADN. Des essais de dégradation de I’ADN réalisés in vitro ont révélé que I’ADN est
dégradé en présence de FeSO, et d’oxygene; cependant I’ADN n’est pas dégradé en présence
de la protéine Dps chez E. coli (Zhao et al. 2002). Les protéines Dps de P. gingivalis et M.

Smegmatis et NapA de H. pylori sont également capables de se fixer a I’ADN (Ueshima et al.,



2003 ; Gupta et al., 2002 ; Bijlsma et al., 2000). Mais au regard de la taille de la molécule
d’ADN, la fixation de Dps a I’ADN ne peut pas conférer a elle seule la protection du génome
bactérien. Effectivement, la protéine Dps de P. gingivalis confere la résistance au peroxyde
d’hydrogeéne et se fixe a I’ADN, néanmoins un mutant dps n’est pas plus sensible que la
souche sauvage a des agents qui endommagent I’ADN (mitomycine C ou metronidazole). Ces
observations suggerent que la protéine Dps contribuerait a la résistance au H,O, par un
mécanisme n’impliquant pas sa fixation & la molécule d’ADN. L’hypothése avancée est que la
consommation du peroxyde d’hydrogéne au niveau du centre ferroxydase de la protéine Dps
lors de la réaction d’oxydation des ions ferreux interviendrait dans cette résistance (Ueshima
et al., 2003). De plus, tous les membres de la famille des Dps ne sont pas capables de se fixer
a I’ADN telle la protéine Dps d’A. tumefaciens qui néanmoins conserve son aptitude a
protéger I’ADN des dommages oxydatifs causés par du H,O, (Ceci et al., 2003). Les
protéines Dps de C. jejuni, Fri de L. innocua, Dpr de S. mutans, Dpr de S. suis, DIp-1 et DIp-2
de B. anthracis sont également incapables de se fixer a I’ADN tout en conservant leur
aptitude a protéger du peroxyde d’hydrogéne, indiquant qu’elles protegent I’ADN gréace a leur
propriété a fixer le fer et a consommer le peroxyde d’hydrogeéne (Ishikawa et al., 2003 ; Bozzi
et al., 1997 ; Yamamoto et al., 2002 ; Pulliainen et al., 2003 ; Papinutto et al., 2002). La
résistance au peroxyde d’hydrogéne conférée par Dpr dépend aussi de sa capacité a fixer du
fer in vivo. Ainsi, I’ajout d’un chélateur du fer supprime I’hypersensibilité du mutant dpr au
peroxyde d’hydrogéne (Pulliainen et al., 2003).

Plusieurs études ont souligné le role joué par les protéines Dps dans la pathogenicité
des bactéries. La protéine Dps de P. gingivalis est importante pour la survie de cette espéce
dans des cellules endothéliales humaines. En effet, un mutant dps voit baisser sa viabilité
beaucoup plus rapidement que la souche sauvage bien qu’il n’y ait pas de différence
significative dans la capacité d’invasion des deux souches (Ueshima et al., 2003). De méme,
Dps favorise la survie de S. enterica typhimurium dans les macrophages de souris et augmente
ainsi sa virulence (Halsey et al., 2004). Enfin, la protéine Fri de L. monocytogenes est
essentielle a la virulence de cette espece chez la souris (Dussurget et al., 2005). En effet, une
étude menée par Olsen et al. (2005) a révélé qu’un mutant fri est affecté pour sa prolifération
dans les organes de souris infectée par voie peritonéale et pour sa multiplication intracellulaire

dans des macrophages de souris.



IV- Régulation des ferritines

Chez E. coli, le gene ftnA est induit par la présence de fer et réprimé en carence en fer
ou dans un mutant fur : Fur régulerait positivement I’expression du gene ftnA (Abdul-Tehrani
et al., 1999). Quelques années plus tard, la découverte du petit ARN non-sens RyhB a permis
d’expliquer cette régulation positive par Fur chez E. coli (Massé and Gottesman, 2002). Fur
réprime la transcription du gene ryhB un petit ARN anti-sens, qui déstabilise le messager ftnA
et/ou empéche sa traduction. Le géne ftnB de S. enterica et le gene pfr de H. pylori sont
également régulés positivement en présence de fortes concentrations en fer de maniére
dépendante a Fur (Bjarnason et al., 2003 ; Bereswill et al., 2000 ; Van Vliet et al., 2002). En
effet, la synthése de transcrits pfr chez H. pylori est réprimée en carence en fer et activée en
présence de fer. Par ailleurs, dans un mutant fur, la transcription du gene pfr est constitutive
quelle que soit la concentration en fer. Cependant le mécanisme mis en jeu est différent de
celui précedemment décrit chez E. coli. Selon que la protéine Fur soit ferrée ou non, elle va
présenter de I’affinité pour le promoteur du gene pfr. En effet, I’affinité de la protéine Fur va
brutalement chuter en présence de fer et une levée de répression va s’en suivre (Delany et al.,
2001). Le gene ftnA de B. fragilis est régulé positivement par le fer au niveau transcriptionnel,
mais aussi par le stress oxydant. C’est I’action combinée du fer et de I’oxygeéne qui induit le
géne ftnA de B. fragilis. Dans un mutant oxyR, I’induction du géne ftnA par I’oxygéne est
significativement réduite ; mais OxyR controle sans doute indirectement I’expression du géne
ftnA car aucune boite OxyR n’a été repéree dans la région promotrice du gene ftnA (Rocha et
al., 2004). Chez S. aureus, le gene ftnA est induit par le fer et est réprimé par le manganése de
maniére PerR dépendante (Horsburgh et al., 2001).

Chez E coli, le gene bfr est induit par le fer de maniere Fur dépendante bien qu’aucune
interaction de Fur avec le géne bfr n’ait été mise en évidence (Harrison and Arosio, 1996).
Cette régulation positive par Fur passe par I’ARN non-sens RyhB (Massé and Gottesman,
2002). Par ailleurs, le géne bfr est organisé en opéron avec le géne bfd chez E. coli, cependant
les deux génes semblent étre régulés differemment. En effet, contrairement au géne bfr qui est
réprimeé par une carence en fer, le géne bfd est regulé positivement en conditions limitantes en
fer et dans un mutant fur (Mc Hugh et al., 2003 ; Quail et al., 1996). Les mémes observations
ont été faites chez S. enterica (Bjarnason et al., 2003), alors que chez V. cholerae, les genes
bfr et bfd sont tout deux régulés positivement en conditions limitantes en fer et dans un

mutant fur (Mey et al., 2005b). Mais, contrairement a ce qui se passe chez E. coli, RyhB n’a



aucun effet sur la quantité de transcrits bfd-bfr chez V. cholerae (Mey et al., 2005a).
L’expression du gene bfrA de P. aeruginosa est fortement induite en présence a la fois de fer
et de peroxyde d’hydrogene au cours de la phase exponentielle de croissance. Par ailleurs,
I’expression du gene bfrA de P. aeruginosa est induite en phase stationnaire de croissance
(Ma et al., 1999). Le géne bfr d’E. coli est aussi induit en phase stationnaire par le facteur ¢°
ou RpoS (Lacour et al., 2004 ; Andrews et al., 1997).

La protéine Dps est une des protéines les plus abondantes en phase stationnaire avec
plus de 180 000 molécules par cellule bactérienne d’E. coli (Almiron et al., 1992). Chez E.
coli, I’expression du gene dps est contrdlée en phase stationnaire par les facteurs sigma S et
IHF (Altuvia et al., 1994 ; Lacour et al., 2004). Jeong et al. (2006) ont montré que I’induction
du gene dps en phase stationnaire de croissance fait intervenir les protéines RpoS et CRP
(CAMP receptor protein). CRP réprimerait I’expression du gene dps en modulant les niveaux
cellulaires de facteur sigma S. Les genes mrgA de B. subtilis, napA de H. pylori et fri de L.
innocua sont également induits par la phase stationnaire (Chen et al., 1993 ; Cooksley et al.,
2003 ; Boonjakuakul et al., 2005 ; Polidoro et al., 2002); alors que les genes dps de C. jejuni
(Ishikawa et al., 2003), dpr de S. suis (Pulliainen et al., 2003), et fri de L. monocytogenes
(Polidoro et al., 2002 ; Olsen et al., 2005) ne sont pas ou que trés légerement induits par
I’entrée en phase stationnaire.

Par ailleurs, la protéine Dps est induite en phase exponentielle de croissance par un
stress oxydant ou osmotique, ou encore une carence nutritionnelle. La protéine Dps d’E. coli
est rapidement dégradée en phase exponentielle de croissance par la protéase CIpXP. La
protéolyse de Dps par ClpXP est inhibée lors d’une carence en carbone ou d’un stress oxydant
(H20,) (Stephani et al., 2003). De plus, la transcription du gene dps d’E. coli est induite par
le peroxyde d’hydrogene de maniere OxyR dépendante uniquement en phase exponentielle de
croissance, bien que OxyR soit également présente en phase stationnaire de croissance
(Altuvia et al., 1994). Chez B. fragilis, la quantité de transcrits dps est multiplié par un facteur
500 par un stress oxydant (H,03) de maniere OxyR dépendante. Par ailleurs, le gene dps de
B. fragilis est induit d’un facteur 4 par une exposition a de I’oxygéne dans un mutant oxyR
mais n’est plus induit par le peroxyde d’hydrogeéne, suggérant que ce gene est régule par la
présence d’oxygene de facon OxyR indépendante (Rocha et al., 2000). Au contraire, chez P.
gingivalis, I’expression du gene dps est régulée positivement par une exposition a I’oxygéne
atmosphérique de maniére OxyR dépendante et n’est pas controlée en réponse au H,O : chez

P. gingivalis OxyR ne fonctionnerait pas comme un senseur du peroxyde d’hydrogéne comme



Protéine  Espece Propriétés Signal d’induction Régulateur

Dps E. coli Se fixe a I’ADN H,0,, phase stationnaire OxyR, RpoS
Protege contre H,0,

Dps A. tumefaciens Ne se fixe pas a I’ADN
Protege contre H,0,

NapA H. pylori Se fixe a I’ADN phase stationnaire, présence de fer Fur
Protege contre O,

Dps B. fragilis Protege contre H,0, H,0,, O, OxyR

Dps C. jejuni Ne se fixe pas a I’ADN Indépendant du fer, de H,O, ou de phase stationnaire Expression
Protege contre H,0, constitutive

Dps P. gingivalis Se fixe a I’ADN 0, OxyR
Protege contre H,0,

Dpr S. mutans Ne se fixe pas a I’ADN
Protege contre O, et H,0,

Dpr S. suis Ne se fixe pas a I’ADN
Protege contre H,0,

MrgA B. subtilis Phase stationnaire, Fer, Manganése, H,0, PerR

Fri L. innocua Ne se fixe pas a I’ADN Phase stationnaire, carence en fer

Tableau 1 : Fonction et regulation de differentes protéines Dps.



chez E. coli ou B. fragilis mais platot comme un senseur de I’oxygéne (Ueshima et al., 2003).
Chez d’autres micro-organismes qui ne possédent pas OxyR, I’induction du géne dps en
réponse au stress oxydant fait intervenir un autre régulateur transcriptionnel, PerR. Il en est
ainsi de MrgA de B. subtilis, qui est induite par le peroxyde d’hydrogene selon un mécanisme
dépendant du répresseur transcriptionnel PerR (Fuangthong et al., 2002 ; Herbig et al., 2001).
Le gene fri de L. monocytogenes est régulé par le répresseur transcriptionnel PerR en présence
ou absence de peroxyde d’hydrogene (Olsen et al., 2005). Une carence nutritionnelle comme
une carence en fer reprime fortement I’expression de NapA de H. pylori. Il y a en partie levée
de répression dans un mutant fur, suggérant une régulation du géne napA par Fur. Une boite
Fur a d’ailleurs été identifiée dans le promoteur du gene napA (Cooksley et al., 2003). Des
travaux réalisés par Van Vliet et al. (2002) montrent au contraire que la transcription du géne
napA de H. pylori n’est affectée ni par le fer ni par Fur. Contrairement aux autres genes
codant des ferritines, certains génes dps sont regulés négativement par le fer. C’est le cas du
géne fri de L. innocua qui est induit par une carence en fer en phase exponentielle (Polidoro et
al., 2002). De méme, le gene mrgA de B. subtilis est réprimé par le fer et le manganése sous le
contr6le de PerR mais indépendamment de Fur (Fuangthong et al., 2002). La quantité de
transcrits dpsA de Synechococcus est faible en présence de fer alors qu’une induction est
observée en carence en fer. Le géne fri de L. monocytogenes est aussi induit par le facteur
sigma B en réponse a un choc thermique (Olsen et al., 2005). Enfin, I’expression du géne dps
de C. jejuni n’est pas régulée en fonction de la disponibilité en fer ou par le peroxyde
d’hydrogéne (Ishikawa et al., 2003). La régulation de I’expression du géne dps varie donc
énormément d’un microorganisme a un autre, c’est pourquoi nous faisons un bilan

récapitulatif dans le tableau 1.



En guise de conclusion a cette partie de I’introduction nous proposons le schéma
suivant qui illustre la coordination entre les régulateurs du stress oxydant et du stockage du
fer (fig. 32).
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Figure 32 : Couplage du contréle du stockage du fer et du stress oxydant chez E. coli.




Matériel et Méthodes



Bactéries Geénotype Phénotype  Source
E. coli
DH5a supE44AlacU169(®80 lacZAM15) hsdR17 recAl Sambrook et al.,

E. chrysanthemi
3937

ftnA”

bfr

dpsl’

ftnA” bfr

bfd"

AryhB

rpoS

ftnA ::uidA

bfr ::uidA
rpoS’bfr ::uidA
rpoS ftnA::uidA
fur

fur ftnA ::uidA
fur” bfr ::uidA
acss; fet
acss;Chse

acss; fot ftnA
acssycbsg bfr
fct ::lacz

acsA ::lacZ
ftnA"acsA::lacZ
ftnA fct::lacZ
expR’

canR’

Phages
PhiEC2

endAl gyrA96 thi-1 relAl

sauvage

ftnA ::Q Spec®

bfr ::Q Km®

dpsi ::Q Spec®

ftnA ::Q Spec® bfr ::Q Km®

bfd ::apha3 Km®

AryhB ::Q Spec”®

rpoS ::Q Cm®

fusion transcriptionnelle ftnA ::uidA Km®
fusion transcriptionnelle bfr ::uidA Km®
fusion transcriptionnelle bfr ::uidA Km® dans
mutant rpoS ::Q Cm®

fusion transcriptionnelle ftnA ::uidA Km® dans
mutant rpoS ::Q Cm®

fur ::Q Spec®

fusion transcriptionnelle ftnA ::uidA Km® dans
mutant fur ::Q Spec®

fusion transcriptionnelle bfr ::uidA Km® dans
mutant fur ::Q Spec®

acss; Cm® fetz, KmR

acss; Cm° cbsE:: Q Spec®

acsy; Cm" fetzy Km® ftnA:: Q Spec®

acss; Cm-cbsE:: Q spec® bfr::Q KmR

L, lac, fusion transcriptionnelle fct ::lacZ34
L, lac’, fusion transcriptionnelle acsA ::lacZ
fusion transcriptionnelle acsA ::lacZ dans mutant
ftnA ::Q Spec®

fusion transcriptionnelle fct ::lacZ dans mutant
ftnA ::Q Spec®

expR :Q Sm®

canR :: Q Cm®

Phage a transduction généralisée d’E. chrysanthemi

Ftn

Bfr
Dpsl
Ftn" Bfr
Bfd

RpoS

Ftn

Bfr

RpoS Bfr
RpoS™ FtnA”
Fur

Fur Ftn’
Fur Bfr
Acs” Fct
Acs Chs
Acs Cbs
Ftn

Acs Chs
Bfr

Fct

ACS

Ftn” Acs’
Ftn™ Fct’
ExpR’
CanR’

1989

Collection du
laboratoire
Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail
Reverchon S. (Lyon)
Collection du
laboratoire
Ce travail

Ce travail

Ce travail
Collection du
laboratoire
Ce travail

Ce travail
Collection du
laboratoire
Collection du
laboratoire
Ce travail

Ce travail
Collection du
laboratoire
Collection du
laboratoire
Ce travail

Ce travail
Collection du
laboratoire
Collection du
laboratoire

Résibois et al., 1984

Tableau 2 : Liste des souches bactériennes, des mutants et phage utilisés au cours de ce travail.



I- Techniques de microbiologie
A. Souches et milieux

Les différentes souches d’E. chrysanthemi et d’E. coli utilises dans ce travail sont
répertoriés dans le tableau 2. Les souches d’E. chrysanthemi sont cultivées a 30°C sous
agitation en milieu riche L ou en milieu minimum Tris pauvre en fer et supplémenté en
glucose a 0,2 % comme source de carbone. A partir d'une préculture en milieu L, les cultures
des différentes souches sont réalisées par ensemencement d’un facteur 1/100 ou 1/50 dans du
milieu L ou milieu minimum Tris respectivement. La composition des différents milieux de
culture utilisés est donnée dans le tableau 3. Un antibiotique est ajouté dans le milieu de
culture si nécessaire a une concentration finale de 20 pug/mL pour la kanamycine et la
spectinomycine. Les souches d’E. coli sont cultivees a 37°C sous agitation en milieu L. En
fonction des souches d’E. coli, un antibiotique est ajouté dans le milieu de culture afin
d’exercer la pression de sélection nécessaire au maintien des plasmides. L’ampicilline est
ajoutée a 100 pg/mL final pour les constructions plasmidiques pGEM®-T Easy, et le
chloramphénicol & 40 pg/mL pour les constructions plasmidiques pBC-SK™. Pour leur
conservation les souches d’E. chrysanthemi et E. coli sont cultivées pendant une nuit dans du
milieu L & température appropriée puis la culture est diluée de moitié dans du glycérol 80% et

congelée a -80°C.
B. Préparation des bactéries compétentes
1. Préparation des bactéries compétentes d’E. coli DH5a.

Une culture d’E. coli DH5a est ensemencée au 1/100°™ dans milieu L & partir d’une
préculture de nuit et incubée a 37°C sous agitation. Lorsque la densité optique a 600 nm
atteint 0,3, les cellules sont récoltées par centrifugation pendant 11 minutes a 5000 rpm a 4°C
et remises en suspension dans %2 volume de CaCl, 0,1M froid. Apres incubation 40 min dans
la glace, les cellules sont de nouveau centrifugées puis suspendues dans 1/100®™ de CaCl,
0,1M froid. Les cellules sont alors incubées au moins 15 min a 4°C puis elles sont directement

utilisées pour la transformation.



Tableau 3 : Composition des différents milieux utilisés dans ce travail.

Milieu riche L
Bacto-tryptone

Bacto-yeast extract

NaCl

Milieu minimum Tris
Tris
NaCl
KCI
NH,CI
C&C'z, 2H,0
MgC|2, 6 H,O
Na,SO4
KH,PO,

Milieu LA gélosé LA 15
Milieu L
Agar

1L
15 g

10 g/L
59/L
59/L

12,1 g/L
58g/L
3,79/L
1,19/L
0,15 g/L
0,1g/L
0,142 g/L
0,272 g/L

Milieu LA gélosé LA 12
Milieu L
Agar

Milieu Low phosphate
Tris
MgSQy, 7 H,0
(NH4)2 SO,
Citrate de sodium

1L
129

Tampon phosphate de potassium pH7

Glycérol
FeCI3

Milieu TA7 gélosé
Bacto-tryptone
NaCl
Agar

12,1 g/L
0,1g/L
1g/L
0,5¢g/L
250 uM
0,1%

10 uM

10 g/L
2,50/L
5,6 g/L



2. Préparation des bactéries d’E. chrysanthemi

300 pL d’une préculture bactérienne de la souche 3937 d’E. chrysanthemi sont ensemencés
dans 30 mL de milieu L. Les bactéries sont cultivees a 30°C sous agitation jusqu’a DOggo
comprise entre 0,3 et 0,4. Les cellules sont récoltées par une centrifugation de 12 min a 5000
rom & 4°C (centrifugeuse Sorvall Instruments RCS5C). Le culot cellulaire est lavé
successivement trois fois dans le méme volume d’eau & 4°C. Apres une derniére centrifugation
de 12 min a 5000 rpm, le culot est suspendu dans 200 L d’eau a 4°C. Les bactéries sont prétes

a étre transformées.
C. Transformation bactérienne
1. Transformation des bactéries d’E. coli DH5a

Les cellules thermocompétentes sont incubées 20 min dans la glace avec I’ADN a
transformer. Le volume maximal de mélange de ligature est de 1/20®™. Les cellules
compétentes sont soumises a un choc thermique a 42°C pendant 1 min, puis a 4°C. 900 uL de
milieu L sont ajoutés aux cellules bactériennes. Aprés 1 h d’incubation a 37°C sous agitation
pour permettre I’expression des cassettes de résistance aux antibiotiques, les cellules sont
étalées sur milieu solide L agar X-gal (40pg/mL) + IPTG (250ug/mL) en présence de

I’antibiotique approprié a la sélection de la construction plasmidique.
2. Transformation des bactéries d’E. chrysanthemi

Les cellules d’E. chrysanthemi sont transformées par électroporation. Les cellules
compétentes sont mises en présence de I’ADN a transformer. Le volume maximal de mélange
de ligature ajouté ne doit pas dépasser 1/100®™ du volume de bactéries compétentes. Si
nécessaire une étape préalable de précipitation a I’éthanol et acétate de sodium a été réalisée
pour concentrer I’ADN. Le mélange est incubé 10 min a 4°C puis transféré dans une cuve a
électroporation préalablement refroidie. L’électroporation est effectuée avec un appareil de
type Biorad Gene Pulser a 2,5 kV, 25 yF et 200 Q. La constante de temps doit étre comprise
entre 4 et 6 ms. Les cellules sont resuspendues avec 900 pL de milieu L. Aprés 1h
d’incubation a 30°C sous agitation, les cellules sont étalées sur milieu solide L agar additionne

du ou des antibiotique(s) approprié(s) et incubées a 30°C.



D. Transduction bactérienne

Les différents mutants de ce travail sont obtenus par transduction généralisée grace au
phage ®EC2 (Résibois et al., 1984, tableau 2). Un lysat de phages est préparé en déposant des
gouttes de 15 pL de suspension de phages sur milieu solide LA12 recouvert d’une couche de
TA7 ensemencée avec 0,1 mL d’une culture de nuit de la souche bactérienne « donneuse »
permissive et en incubant au moins 8 h a 30°C. Une plage de lyse est collectée et suspendue
dans 1 mL d’une culture de nuit de la souche bactérienne donneuse, puis 4 mL de milieu L ont
été ajoutes a la suspension. Cingq parties aliquotes de 1 mL de ce mélange sont incorporées
dans 3 mL de TA7 fondu et étalées sur boite d’agar LA12 en utilisant la méthode de double
couche. Apres 15 heures d’incubation, la plage de lyse est collectée sur toute la surface de la
boite et du chloroforme est ajouté a raison de 0,5 % final. Apres deux centrifugations
successives a 9000 rpm pendant 35 min (centrifugeuse Sorvall Instruments RC5C), le
surnageant est récupéré et utilisé comme lysat de transduction. Pour la transduction, 200 pL de
différentes dilutions du lysat sont mélangés avec 200 pL d’une culture de nuit de la souche
réceptrice mutante d’E. chrysanthemi. Le mélange est ensuite incorporé dans 3 mL de milieu
TA7 fondu et coulé sur boite de milieu LA12 additionné de I’antibiotique approprié (marqueur
de sélection de la mutation a transduire). Les boites sont incubées a 30°C et les transductants
sont sélectionnés, purifiés et leurs phénotypes sont vérifiés.

E. Dénombrement bactérien

Les numérations bactériennes ont été effectuées sur milieu LA gélosé avec
I’antibiotique approprié. Des dilutions de la suspension cellulaire sont faites dans du NaCl 9 %o
de dix en dix jusqu'a 10”. Les dilutions adéquates sont étalées avec des billes en verre sur des

boites de milieu LA qui sont placées a 30°C. Les dénombrements sont réalisés manuellement.



F. Caracterisation physiologique des souches

Pour chaque type d’expérience, les manipulations ont été répétées au moins trois fois
indépendamment, mais seule une manipulation représentative est présentée dans la partie

« Résultats ».

1. Sensibilité au stress oxydant

La sensibilité des différentes souches au stress oxydant est testée pour la paraquat qui
génere des anions superoxyde, pour la streptonigrine qui produit des radicaux hydroxyles, pour
le peroxyde d’hydrogéne et pour la spermine NONOate qui produit du monoxyde d’azote NO.
A partir d’une préculture de la souche bactérienne en milieu L, 200 pL sont ensemencés dans
20 mL de milieu L. Les souches d’E. chrysanthemi 3937 sont ainsi cultivées a 30°C sous
agitation. 1,5 pg/mL de streptonigrine (Fluka), 0,3 mM de peroxyde d’hydrogene (Acros) ou
70 UM de spermine NONOate (Sigma) est ajouté a la culture bactérienne dés le début de
I’expérience. Le paraquat (Sigma) est apporté a la culture bactérienne 1 h aprés le début de
I’expérience a une concentration finale de 6 UM. La croissance bactérienne est suivie par
mesure de la densité optique a 600 nm (DOggp) toutes les 60 min avec un spectrophotometre
Perkin-Elmer Lambda 5. Au-dela d'une valeur de DOgqo de 0,8, une dilution est réalisée dans

du milieu de culture stérile avant de mesurer la densite optique.

2. Sensibilité a la carence en fer

La sensibilité des différentes souches a la carence en fer est évaluée par ajout de 2,2’-
dipyridyl ou EDDHA dans la culture bactérienne. Le 2,2’-dipyridyl chélate le fer ferreux
intracellulaire alors que 'EDDHA chélate le fer ferrique extracellulaire. A partir d’une
préculture de la souche bactérienne en milieu L, 200 ou 400 pL sont ensemencés dans 20 mL
de milieu L ou Tris respectivement. Le 2,2’-dipyridyl (Sigma) est ajouté a raison de 200 uM
final dans la culture bactérienne en milieu L et 100 uM dans la culture en milieu Tris. 100 uM
et 37 uM d’EDDHA (Sigma) sont ajoutés a la culture bactérienne en milieu L et Tris
respectivement. La croissance bactérienne est suivie par mesure de la DOgq toutes les 60 min
avec un spectrophotomeétre Perkin-Elmer Lambda 5. Au-dela d'une valeur de DOgq de 0,8, une

dilution est réalisée dans du milieu de culture stérile avant de mesurer la densité optique.



3. Complementation nutritionnelle

Des essais de complémentation nutritionnelle ont été réalisés sur boites comportant 10
ML d’une culture de nuit des mutants acssz; fct ftnA et acss; cbsk bfr ne produisant plus les
sidérophores achromobactine et chrysobactine et des souches références ensemencées dans 20
mL de milieu L agar additionné de 100 uM EDDHA ou 200 uM de 2,2’-dipyridyl. Des disques
d’environ 6 mm de diametre sur lesquels ont été déposé 10 uL d’une solution d’héme 1 mM,
d’achromobactine ferrée 100 uM et de FeCl3 30 UM ont été placés sur la surface de I’agar. Le

diametre des halos de croissance a été mesuré apres 24 h d’incubation a 30°C.

4. Test du pouvoir pathogene

- surendive

Le test de virulence sur feuilles d’endives a été réalisé a partir de bactéries cultivées sur
milieu solide LA15 a 30°C pendant 24 h. Les cellules bactériennes sont suspendues dans une
solution de NaCl a 9 g/L afin d’obtenir une DOgyo finale de 0,4. Une feuille d’endive est
inoculée par 4 pL de la suspension bactérienne précédemment préparée avec un pipetman. Les
feuilles d’endives sont réparties sur des plateaux et conservées en chambre tropicale avec 60%
d’humidité et des cycles jour 16 h a 29°C/nuit 8 h a 27°C. La progression des symptémes est

observée quotidiennement pendant trois jours.

- sur saintpaulia

Les différentes souches bactériennes sont cultivées sur milieu L solide a 30°C pendant
24 h. Les cellules bactériennes sont suspendues dans une solution de NaCl a 9 g/L afin
d’obtenir une DOgyo finale de 0,4. Une feuille par plante a été inoculée par infiltration avec
100 pL de la suspension bactérienne résultante a I’aide d’une seringue. Les plantes de
saintpaulia sont gardées en chambre de culture dans des conditions tropicales humides. Le taux
d’humidité y est de 60% avec un cycle jour 16 h a 29°C et nuit 8 h a 27°C. Les symptoémes

sont suivis quotidiennement pendant au moins une semaine.



Nmin 12008 " f—— ~——

- i L - MNael
Scal Ia'z-:l/\/ o a—, s, 2707 T7

Yy _\‘\\{ / 1 start

P f1 ori \\ N, f Apa | 14

;oS \1\ s ! f_le‘g_ll II 20

! i s S0 26

/ 7T / BstZ || 31

| .",C-.ml:-’ Y Neo | 37

f PGEM®-T Easy l5c7 | BstZ| | 43

| Vector T Not 43

LA (3015bp) _I"}\ EcoR| | 52 pBC SK+
B4 3.4 kb

7 ch|<::-rc::r‘nf::ui'uar"li'cc-lI

103
118
127
141

[A] = LpUC ori

pBC SK (+/-} Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Apa Hinc Il
EcoQ109 Ace
3|557 I T7 Promoter T.l:n [‘:-: 1 >I;|-:| %uu
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGLGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . .
713 —20 primer binding sife T7 primer binding site KS primer binging site...
Bsp106 | Mot
¢l l"imd it BeoRY ekl l" Slma Barh 5"pe T.c: | IEC\al Elis—x Soc Sec |
. .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTE. . .
TRE primer binding ste SK primer binding site
[B] ¢ T3 Promofer 3‘55— n I3-ga\ a-fragment
LCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
T3 primer binding == W13 Reverse primer binding site

Figure 33 : Carte génétique des plasmides pGEM®-T Easy (Promega) [A] et pBC-SK* (Stratagene) [B] utilisés dans ce travail.



I1- Techniques de biologie moléculaire

A. Plasmides

La totalité des plasmides utilisés au cours de ce travail est mentionnée dans le tableau ci-

dessous.

Plasmide Taille  Caractéristiques Source
pGEM®-TEasy 3kb  Amp", clonage des produits PCR Promega

pBC-SK* 34kb CmR Stratagene

pUIDK1 6,4 kb Cassette uidA KmR Bardonnet et Blanco, 1992
pHP45Q 4,3kb Interposon Q2Spec” ou Km® Fellay et al., 1987
pUC18K 35kb  Amp®, géne aphA3 Km®, mutation non polaire Ménard et al., 1993

Tableau 4 : Liste des plasmides utilisés au cours de ce travail.

1. Plasmide pGEM®-T Easy

Le plasmide pGEM®-T Easy (Promega), présenté sur la figure 33 [A], a été utilisé pour
le clonage des fragments d’ADN amplifiés par PCR avec la Tag polymérase (Invitrogen) qui
génere des extrémités A debordantes du coté 3’. La forme commerciale de ce plasmide est
linéaire et possede des extrémités 5° T débordantes au niveau du site d’insertion. 1l se réplique
a un haut nombre de copies chez E. coli (50 copies par cellule). Il posséde deux origines de
réplication : celle du phage f1 et celle d’E. coli. Il porte une cassette multisite de clonage située
en amont d’une portion du gene lacZ codant la B-galactosidase. Le fragment du géne lacZ
porté par le plasmide complémente la délétion du gene lacZ appelée M15. Cette mutation M15
¢limine les acides aminés 14 a 44 de la B-galactosidase, ce qui I’inactive. Ainsi, si le plasmide
est introduit dans une souche de génotype lacZAM15 synthétisant une B-galactosidase inactive,
il rétablit la synthése d’une enzyme active par a-complémentation. En présence du substrat
chromogéne de la B-galactosidase, 1’X-gal et d’un inducteur de I’opéron lactose, I’IPTG, les
colonies possédant le vecteur sans insert apparaissent bleues alors que les clones avec insert
resteront blancs, la complémentation n’étant plus possible. Ce plasmide contient le géne de

résistance a I’ampicilline qui a été utilisé comme marqueur de sélection.
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Figure 34 : Carte de restriction des plasmides pHP45 Q Spec® et pHP45 Q Km"® (Fellay et al., 1987).

EcoRI-Sacl-Kpnl-Smal-BamHI-Xbal-Sall-Pstl-Sphl-Hindl11- uidA KmR -Hpal-Smal-Clal-EcoRV-Bglll-Xbal-Sacl-Nrul-Hindl11-Sphl

Figure 35 : Carte de restriction de la cassette uidA provenant du plasmide pUIDKI (Amp®) (Bardonnet et Blanco, 1992).

Sacl Xbal Psil HindIlI
EcoRI Kpnl EcoRV  BamHI Sall Sphl
111 L1111l
aphi-3
i | I 1
CC CGG GIGACT AAC TAG GAG GAA TAA ATQ TAG TAC CTG GAG GGA ATAJATGACC CGG G
Smal Smal

Figure 36 : Carte de la cassette aphA3 conférant la résistance a la kanamycine et permettant la construction de mutations non polaires présent sur
le plasmide pUC18K (Meénard et al., 1993).



2. Plasmide pBluescript-SK*

Le plasmide commercial pBC-SK™ (Stratagene) est présenté sur la figure 33 [B]. Ce
vecteur a éte utilisé pour faire les constructions plasmidiques afin d’interrompre les genes ftnA,
bfr et dpsl. Il posséde deux origines de réplication : celle du bactériophage f1 et celle d’E. coli.
Il posseéde un fragment du géne codant la B-galactosidase complémentant la délétion du géne
lacZ de la souche lacZAM15 d’E. coli. 1l est ainsi possible de faire un criblage blanc-bleu pour
sélectionner les clones blancs présentant un insert. Ce vecteur contient le gene de résistance au

chloramphénicol qui a été utilisé comme marqueur de sélection.
3. Plasmides pHP45QSpec” et pHP45QKm"

Les plasmides pHP45QSpec” et pHP45QKm" font respectivement 4,3 et 4,5 kb (figure
34) et comportent le gene de résistance a I’ampicilline. Ils contiennent un interposon Q
(Prentki and Krisch, 1984) avec le géne de résistance a la spectinomycine ou la kanamycine
pour les plasmides pHP45QSpect et pHP45QKm" respectivement. Ils ont été utilisés pour
interrompre les différents genes ftnA, bfr et dpsl car ils comportent également des signaux
d’arrét de traduction et d’arrét de transcription.

4. Plasmide pUIDKI

Le plasmide pUIDKI, présenté sur la figure 35, a été utilisé pour construire des
fusions transcriptionnelles ftnA ::uidA et bfr ::uidA. Il comporte le géne de résistance a la

kanamycine.
5. Plasmide pUC18K

Le plasmide pUC18K a été utilisé pour faire une mutation non polaire dans le géne bfd.
Il contient le gene aphA3 conférant la résistance a la kanamycine qui est précédé par des
codons d’arrét de la traduction dans les trois phases de lecture et est suivi d’un site RBS et

d’un codon d’initiation de la traduction (figure 36).



Amorces  Séquence 5’-3’ Sitede Tm Description
restriction
ftnAls 5’-gctgcgtatggttattttctg-3’ 60°C  amplification d’un fragment contenant le géne ftnA (1,3kb) avec son promoteur
ftnAlr 5’-gaaataatcggcgtgtatcc-3’ 58°C  amplification d’un fragment contenant le géne ftnA (1,3 kb) avec son promoteur
ftnA2s 5’-ccatcagtcacctgccagtaa-3’ 64°C  amplification du gene ftnA pour une sonde pour Northern-blot
ftnA2r 5’-ggataatcagccgceccagceaa-3’ 66°C  amplification du gene ftnA pour une sonde pour Northern-blot
ftnAel 5’-caggtataaattggcggagt-3’ 58°C  extension d’amorce
bfrls 5’-ggtcgtgtagagegeggcea-3’ 64°C  amplification d’un fragment contenant le géne bfr (1,5 kb) avec son promoteur
bfrir 5’-cagtacataacccccatat-3’ 54°C  amplification d’un fragment contenant le géne bfr (1,5 kb) avec son promoteur
bfr2s 5’-aaatgagttatccgcatatgt-3’ 56°C  amplification du gene bfr pour une sonde pour Northern-blot
bfr2r 5’-cgcagcgaatgacgggtgaaa-3’ 66°C  amplification du gene bfr pour une sonde pour Northern-blot
bfrel 5’-gtgctgacgaacgacctgtcg-3’ 68°C  extension d’amorce
dpsls 5’-attatcgectecgetgggea-3’ 60°C  amplification d’un fragment contenant le géne dpsl (1,5kb) avec son promoteur
dpslr 5’-catcaaaacgtccttcctc-3’ 56°C  amplification d’un fragment contenant le géne dps1 (1,5kb) avec son promoteur
dps2s 5’-agaaataaagaggataatact-3’ 52°C  amplification du géne dpsl1 pour une sonde pour Northern-blot
dps2r 5’-ccgecggtcatcattgatgaa-3° 64°C  amplification du gene dps1 pour une sonde pour Northern-blot
dpsell 5’-ctgtttttaccagtttggce-3’ 50°C  extension d’amorce
dpsel2 5’-gaaaataagatcagcggaagc-3’ 60°C  extension d’amorce
ryhBls 5’-gtggaccgcctatacgct-3’ 58°C  amplification du fragment ryhB1 situé en 5’ du géne ryhB
ryhB1r 5’-cgcggatccgatgagtcacaaggatgg-3’ BamHI  58°C  amplification du fragment ryhB1 situé en 5’ du gene ryhB
ryhB2s 5’-agcggatcctggtttectatttgtttg-3’ BamHI  52°C  amplification du fragment ryhB2 situé en 3’ du gene ryhB
ryhB2r 5’-tccaaaaccctgtccgec-3’ 58°C  amplification du fragment ryhB2 situé en 3’ du géne ryhB
rpoS1s 5’-atcacgggtaggagccactta-3’ 64°C  amplification du géne rpoS pour une sonde pour Northern-blot
rpoS1ir 5’-ttattgtgcgagttattcgcg-3’ 60°C  amplification du géne rpoS pour une sonde pour Northern-blot

Tableau 5 : Liste des amorces oligonucléotidiques utilisées au cours de ce travail. Les amorces oligonucléotidiques sont données dans le sens 5°—3’.

L’ annotation s ou r désigne I’orientation des amorces directe ou inverse respectivement. Les sites de restriction ajoutés dans les amorces sont soulignés.



B. PCR

Les réactions de polymeérisation en chaine sont réalisées avec un thermocycleur Hybaid
PCR Express. Le mélange reactionnel est constitué de 1 a 1,5 ng d’ADN chromosomique
matrice,
de 0,25 uM de chacun des deux oligonucléotides, de 5uL de tampon 10X, de 200 uM de dNTP
et de 1,25 unités de Taq polymérase (5U/uL, Invitrogen) dans un volume final de 50 pL.

La liste des amorces nucléotidiques utilisées lors de ce travail est présentée dans le
tableau 5. Les amorces nucléotidiques sont fournies par la société Invitrogen. Les températures
d’hybridation (Tm) sont calculées selon la formule théorique suivante Tm = 2 (A+T) + 4
(C+G) ou A, T, C et G représentent le nombre de chacune des bases dans I’amorce considérée.

Le programme d’amplification utilisé est adapté a chaque PCR, toutefois, il comprend
une partie commune de dénaturation de la matrice a 94°C pendant 3 min. Une dénaturation de
1 min & 94°C précede la phase d’hybridation des amorces & I’ADN matrice. La température
d’hybridation est déterminée en fonction du Tm des deux amorces, en général deux degrés
inférieurs au Tm le plus bas. L’étape d’amplification de I’ADN est ensuite effectuée a 72°C et
le temps d’amplification est choisi en fonction de la longueur du fragment a amplifier a raison
de 1 min d’élongation par kilobase a synthétiser. Les phases de dénaturation, d’hybridation et
d’amplification de I’ADN sont répétées 30 fois. Le programme se termine par une derniére

phase d’élongation a 72°C pendant 10 min avant un refroidissement a 4°C.

C. Purification de fragments d’ADN amplifiés par PCR

Lorsque la PCR a amplifié uniqguement le fragment d’ADN désiré, il est possible de le
purifier directement a partir du meélange réactionnel. Pour cela, nous avons utilisé le kit de
purification de produits de PCR (Wizard PCR Preps, Promega) en suivant les instructions du
fournisseur. Le principe est une purification sur résine échangeuse de cations avec une élution
a I’aide du tampon d’élution TE. En cas d’une amplification aspécifique, la purification a éte
réalisée par élution des fragments d’ADN purifiés par électrophorese sur gel d’agarose grace
au kit Qiaquick Gel Extraction selon le protocole conseillé. Les produits amplifiés par PCR et
purifiés sont préts & étre clonés directement dans le vecteur pGEM®-T Easy.

D. Ligature d’un fragment d’ADN dans un vecteur



Les vecteurs plasmidiques ont été préalablement digérés par des endonucléases de
restriction fournies par la société Invitrogen en vue de cloner un fragment d'ADN. Toutes les
enzymes ont été utilisées selon les instructions préconisées par le fournisseur. Les digestions
ont généralement été effectuées pendant 2 h en utilisant 1 unité d'enzyme pour 100 ng d'ADN.
La digestion de I'ADN a été vérifiée par électrophorése sur gel d'agarose par comparaison de
I'ADN digéré et non digéré. La taille et la quantité d’ADN ont été estimées gréce a un
marqueur de taille, 1 kb Ladder (Gibco) pour les molécules d’ADN linéaires.

Parfois, les extrémités 3’ debordantes genérées suite a la digestion par des enzymes de
restriction ont été rendues franches par la T4 DNA polymérase (MBI Fermentas) et le fragment
de Klenow (MBI Fermentas) a été utilisé pour combler les extrémités débordantes en 5” selon
le protocole conseillé par le fournisseur. Une extraction au phénol-chloroforme est finalement
réalisée, et suivie d’une précipitation a I’éthanol.

La réaction de ligature d’un fragment dans un vecteur est effectuée en exces d’insert (3
fois en concentration molaire) par rapport au vecteur. La ligature est assurée par I’ADN ligase
du bactériophage T4 (MBI, Fermentas). Le mélange réactionnel est composé des ADN a
ligaturer, de 2 pL de tampon 10X, d’1 pL de I’enzyme (5U) et d’eau pour un volume final de
20 pL. Le mélange réactionnel est incubé 4 h a température ambiante ou toute la nuit a 4°C.

E. Extraction d’acides nucléiques

1. Extraction de I’ADN plasmidique

L'ADN plasmidique d'E. coli a été purifié a l'aide du kit QlAprep Spin Miniprep
(Qiagen, Courtaboeuf, France) a partir de 5 ml d'une culture de nuit. Briévement, le principe
consiste a effectuer une lyse alcaline des cellules, a adsorber I’ADN sur une membrane
constituée par un gel de silice, a éliminer les protéines avec des tampons de lavage, et a éluer
I’ADN de la colonne avec un tampon Tris-HCI 10 mM pH 8,5. La purification est réalisée
selon les instructions du fournisseur et permet la préparation rapide de petites quantités d’ADN
plasmidique jusqu’a 20 pg. La premiére étape est une lyse alcaline des cellules bactériennes
par du SDS 1% et du NaOH 0,2 M présents dans un tampon contenant par ailleurs du Tris-
HCI 50 mM, pH 8, de ’EDTA 10 mM et de la RNase A 100 pg/mL. Le lysat ainsi obtenu est
neutralisé par addition d’acétate de potassium 3 M, pH 5,5. Une concentration saline élevée
permet la précipitation du SDS, des protéines dénaturées et de I’ADN chromosomique. Elle

permet aussi la formation de complexes sels-détergent emprisonnant les débris cellulaires.



L’ADN plasmidiqgue plus petit et de structure fermée peut se renaturer dans ces conditions et
reste soluble. Le matériel insoluble est éliminé par centrifugation a 13 000 rpm pendant 10 min
a température ambiante. La purification de I’ADN plasmidique contenu dans le surnageant est
effectuée par chromatographie d’échange d’anions dans des conditions appropriés de pH et de
force ionique. Elle est basée sur les interactions établies entre les groupements phosphate de
I’ADN chargés négativement et les groupements portés par la colonne chargés positivement.
Le surnageant est appliqué sur la colonne de purification et centrifugé a 13 000 rpm pendant 1
min, a tempeérature ambiante. Apres un premier lavage de la colonne avec le tampon PB pour
éliminer les endonucléases résiduelles puis un deuxiéme lavage avec le tampon PE pour se
débarrasser des sels, I’ADN plasmidique est élué dans un tampon d’élution Tris 10 mM pH
8,5.

2. Extraction de I’ADN chromosomique

L’ADN total des souches d’E. chrysanthemi a été extrait par une méthode simplifiée.
Les souches ont été cultivées dans 5 mL de milieu L pendant une nuit a 30°C. Le lendemain, la
culture a été centrifugée a 6000 rpm pendant 3 min et le culot cellulaire a été suspendu dans
400 pL de tampon TGE [25 mM Tris HCI, 50 mM Glucose, 10 mM EDTA pH 8] et incubé 5
min a température ambiante. Du lysozyme a été ajouté a la suspension cellulaire (0,2 mg/ml
final) qui a été incubée 10 min a 37°C. Du SDS a été ajouté a une concentration finale de
0,1 % pour provoquer la lyse des protoplastes. Les protéines et debris cellulaires ont éte
extraits trois fois apres ajout d’un volume de phénol/chloroforme et agitation modérée. Apres
centrifugation a 13000 rpm pendant 5min a température ambiante, la phase aqueuse
(supérieure) contenant I'ADN a été prélevée, et 'ADN a ensuite été précipité par 2,5 volumes
d'éthanol 100% et 1/10®™ de volume d’acétate de sodium 3M pendant au moins 2 h & -20°C.
Apres centrifugation & 13 000 rpm pendant 35 min & 4°C, le culot contenant I’ADN a été lavé
avec de I'éthanol 70 % (prérefroidi a -20°C), séché, puis suspendu dans du tampon TE 1X
(Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 ; EDTA 1 mM).



3. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux d’E. chrysanthemi sont extraits par la méthode dite du phénol chaud
basée sur la précipitation difféerentielle de I’ARN et de I’ADN. A partir d’une préculture en
milieu L, une culture bactérienne est ensemencée au 1/50 ou 1/100 respectivement en milieu
Tris ou L et cultivée sous agitation a 30°C jusqu’a une densité optique a 600 nm désirée. Un
volume correspondant a 4 unités de DOggo est prélevé et centrifugé 10 min a 8000 rpm a 4°C.
Le culot de cellules est resuspendu dans 600 pL de tampon A (20 mM acétate de sodium, pH
5,5, 1 mM EDTA) a 4°C. Apres ajout de 33 uL SDS 10% et 600 pL de phénol chaud (65°C)
équilibré avec du tampon A, I’échantillon est vigoureusement mélangé pendant 30 sec et
incubé a 65°C pendant 10 min. La phase aqueuse contenant les ARNSs est ré-extraite
successivement deux fois avec un mélange de phénol/ chloroforme (1 :1) équilibré avec du
tampon Tris 10 mM pH 7,5. Les ARNs sont précipités a -20°C pendant une nuit avec 1/10ieme
de volume d’acétate de sodium 3M et 2,5 volumes d’éthanol. Apres centrifugation a 13000
rpm 30 min a 4°C, le culot d’ARN est lavé avec de I’éthanol 70% et resuspendu dans 45 pL
d’eau traitée avec du DEPC. La qualité des ARNs est vérifiée par électrophorése sur gel

d’agarose et la quantité d’ARN est estimée par mesure de I’absorbance a 260 nm.

F. Extension d’amorce

Les sites d’initiation de la transcription des différents genes étudiés ont éte identifiés
par des expériences d’extension d’amorce. Les amorces utilisées dans ce travail sont
répertoriées dans le tableau 5. La premiére étape est le marquage radioactif de I’amorce avec
du [y-P*] grace & I’enzyme T4 polynucléotide kinase (MBI Fermentas). Le mélange
réactionnel comporte 10 pmoles d’amorce, 1uL de tampon kinase 10X, 5U de T4
polynucléotide kinase et 10 pmoles de [y-P*]. La réaction est menée 30 min & 37°C. L’enzyme
est ensuite inactivée par chauffage a 70°C pendant 10 min. Une précipitation a I’éthanol est
réalisée et le culot est suspendu dans 40 pL d’eau. L’élongation est réalisée a partir d’un
mélange de 5 pg d’ARN totaux avec 0,1 a 0,2 pmoles d’amorce marquee repris dans un
volume final de 12 pL avec de I’eau. Le mélange est dénaturé par incubation a 70°C pendant 5
min et refroidi dans la glace. La synthése du premier brin d’ADNCc est réalisée a I’aide du kit
RevertAid H minus First Strand cDNA synthesis (MBI Fermentas) selon les instructions du
fournisseur. Les échantillons sont déshydratés au Speed-Vac pendant environ 10 min et le
culot est repris dans 4 pL d’eau traité au DEPC et 6 uL de tampon stop de dép6t. Les produits
d’extension sont déposés et séparés sur un gel de séquence d’ADN a 5 % d’acrylamide-



bisacrylamide 19:1. Un marqueur de taille est obtenu en séquencant le plasmide pUC19 avec
I’lamorce M13 - 46 (22 mer forward). La réveélation se fait par la méthode classique
d’autoradiographie.

G. Electrophorese en gel d’agarose

1. Electrophorese d'ADN

Les électrophoreses d'ADN ont été réalisées en gel d'agarose (Sigma) a une
concentration de 0,8% pour les fragments de plus de 1 kb, préparé dans du tampon Tris Borate
EDTA (Euromedex) [Tris 89 mM, EDTA 2 mM, acide borique 89 mM, pH 8,3]. Du tampon
de dépdt compose de Bleu de bromophénol (0,1 %), de glycérol (40 %) et de xyléne cyanol
(0,1 %) dans du tampon TBE et concentré 5 fois est ajouté a I'échantillon a raison de 1 volume
de tampon de dép6t pour 5 volumes d'échantillon. Apres dépdt des échantillons dans les puits,
la migration de I'ADN est effectuée en tampon TBE 1X a 80 V pendant 1h a 2h. L'ADN est
visualise, grace a du BET (10 mg/ml ; ROTH) agent intercalant de I'ADN. Le gel d’agarose est
coloré dans un bain de BET a une concentration finale de 1 pg/mL et est finalement observe
sous rayonnements ultraviolets. La taille des fragments d’ADN est estimée par comparaison de
leur migration électrophorétique a celle d'un standard de molécules d’ADN linéaire de taille
connue. Le marqueur de taille Ladder 1kb Gibco est utilisé. Il contient 22 fragments de taille

comprise entre 75 et 12 000 pb.

2. Electrophorése d'ARN

Les électrophoreses d'ARN ont éte réalisées en conditions dénaturantes pour éliminer
les structures secondaires éventuelles (Sambrook et al., 1989). Les échantillons d’ARN a
raison de 3 pg sont dilués dans un volume final de 14 uL et dénaturés par incubation pendant
10 min a 65°C en présence de 4% formaldéhyde, 45% formamide, 0,02 mg/mL BET et 1X
MOPS puis ils sont refroidis dans la glace. La solution mére de MOPS est concentrée 10 fois et
est préparée avec 200 mM MOPS, 50 mM acétate de sodium, 10mM EDTA et 10 mM EGTA.
Les échantillons sont repris avec 6 pl de tampon de charge [ImM EDTA, glycérol 50 %, bleu
de bromophénol 0,6 %, cyanol de xylene 0,6%] et déposés sur un gel dagarose a 1% (Sigma)
contenant 7,2 % de formaldéhyde [1X MOPS, 7,2% formaldéhyde]. La migration s'effectue
dans du tampon MOPS 1X a 100 V pendant 3 h. Pour évaluer la taille des ARN, nous avons
utilisé le marqueur a RNA RiboRuler RNA Ladder High Range 200 — 6000 bases (MBI



Fermentas). L'utilisation de 4 ul de RNA Ladder par gel équivaut a une quantité de 120 ng de
chaque ARN. Avant le dépdt sur gel, le marqueur de taille subit, tout comme les échantillons,
I'étape de denaturation décrite ci-dessus.

3. Dosage de I’ADN et ARN

Lorsque les concentrations en acides nucléiques sont faibles, la concentration en ADN
est estimée par électrophorese en gel d’agarose par comparaison de I’intensité de la bande
correspondante avec celle d’un marqueur de taille de concentration connue. Pour quantifier de
I”’ADN plasmidique, une linéarisation par une enzyme de restriction, qui ne présente qu’un site
de coupure dans le vecteur, est préalablement réalisée.

Lorsque la concentration en acides nucléiques (ADN ou ARN totaux) est élevée, la
concentration est déterminee par mesure de I’absorbance a une longueur d’onde de 260 nm
(spectrophotomeétre Beckman DUG640B). Une absorbance de 1 a 260 nm correspond a une
concentration d’environ 50 pug/mL d’ADN double brin ou 40 pg/mL d’ARN. Une lecture a
280 nm est également effectuée pour estimer la contamination en protéines de la solution
d’acides nucléiques. Le rapport Azso/A2g0 permet d’estimer la pureté des acides nucléiques. Un
extrait est considéré pur si ce rapport est compris entre 1,8 et 2. Si ce rapport est inférieur a
1,8, la solution d’acides nucléiques est contaminée par des protéines.

H. Transfert de Northern et hybridation

1. Transfert a proprement dit

3 ug d’ARN sont déposeés sur un gel d’agarose 1% contenant 7,2 % de formaldéhyde et
séparés par électrophorése en conditions dénaturantes. Aprés migration, les ARN sont
transférés par capillarité sur une membrane de nylon Hybond N* (Amersham Pharmacia
Biotech) en utilisant du SSC 10X comme tampon de transfert. La solution mere de SSC est
concentrée 20 fois et est composée de 175,3 g de NaCl et 88,2 g de citrate de sodium pour 1L
de solution. Aprés une nuit de transfert, la membrane est rincée avec du SSC 2X et séchée a
température ambiante. Les ARN sont ensuite fixés de maniére irréversible a la membrane par
exposition aux UV pendant 5 min. La membrane est conservée a 4°C en attendant d’étre

hybridée par la sonde radiomarquée.



2. Préparation d’une sonde radioactive

L’hybridation a été réalisée avec une sonde correspondant a la phase codante du géne
étudié amplifié par PCR et purifié a I’aide du kit Wizard PCR Preps (Promega). La sonde est
marquée avec du [o->P] dATP selon le protocole du kit Prime-a-gene labeling system
(Promega). 50 ng de fragment amplifié par PCR sont dilués dans un volume final de 30 pL,
dénaturés 3 min a 95°C et conservés dans la glace quelques minutes. Pour le marquage, I’ADN
dénature est incubé avec 2 puL d’un mélange de dCTP, dGTP, dTTP (1 nmole de chacune, en
proportion 1:1:1), 2 pL de BSA, 5 puL soit 50 uCi de [0->*P] dATP et 1 pL de I’ADN
polymérase 1. La source de [a-**P] dATP est conditionnée a raison de 3000 Ci/mmole par
Perkin Elmer. Le mélange réactionnel est incubé environ 1H a température ambiante pour
permettre la réaction de synthese. La réaction est stoppée par ajout de 4 uL. EDTA 0,5 M, puis
la sonde est purifiée sur colonne a I’aide du kit Nick columns Sephadex G-50 DNA Grade
(Amersham) pour éliminer les nucléotides radiomarqués non incorporés. Pour finir, la sonde
est dénaturée 4 min a 95°C et conservée dans la glace jusqu’a son incorporation dans le

tampon d’hybridation.

3. Hybridation et révélation

Apreés la fixation des ARNSs sur la membrane, cette derniére est incubée a 65°C avec 15
mL de tampon d’hybridation [SSPE 5X, SDS 0,2%, ADN de sperme de hareng 250 pg/mL et
solution de Denhardt’s 5X]. La solution mére de Denhardt est concentrée 50 fois et comprend
5 g de Ficoll, 5 g de polyvinylpyrrolidone, 5g de BSA pour 500 mL de solution. Quant a la
solution mere de SSPE, elle est concentrée 20 fois et est composee de 175,3 g de NaCl, 31,2 g
de NaH,P0O4.2H,0 et 7,4 g de EDTA pour 1L de solution. Aprés 5 heures de prehybridation,
on procede a I’hybridation proprement dite par ajout de 50 ng de sonde marquée dans 15 mL
de tampon d’hybridation. L’hybridation se déroule sur la nuit & 65°C. Afin d’enlever la sonde
fixée de fagon non spécifique, la membrane est lavée, le lendemain, deux fois successivement
pendant 20 minutes dans du SSC 5X, SDS 0,5% a 65°C. Elle subit deux lavages additionnels
dans du SSC 1X, SDS 0,5%. La membrane est ensuite séchée sur du papier Whatman et
recouverte de film Saran. La révélation est effectuée par autoradiographie. La membrane est

exposee sur un film BioMax XAR (Kodak) dans une cassette d’autoradiographie.



4. Déshybridation et réhybridation de membranes

Si nécessaire, les membranes ont été réutilisées pour une nouvelle hybridation. Pour
cela, I’ancienne sonde est deshybridée par deux lavages successifs de 10 minutes avec une
solution de SDS 0,1% préchauffée a 80°C sous agitation. L’efficacité des lavages est controlée
par vérification de I’absence de signal résiduel avec un compteur de radioactivité. La
réhybridation par une nouvelle sonde se fait selon le protocole précédent.

G. Construction des différents mutants

1. Constructions plasmidiques pBC-ftnA ::Q, pBC-bfr ::Q et pBC-
dpsl ::Q

Une PCR a permis d’amplifier des fragments d’ADN de 1500 pb environ contenant le
géne d’intérét avec son propre promoteur, avec les amorces ftnAls et ftnA2r pour le géne ftnA,
avec les amorces bfrls et bfr2r pour le géne bfr, et avec les amorces dpsls et dps2r pour le
géne dpsl. Ces fragments ont été purifiés et clonés dans le vecteur pGEM®-T Easy générant
les plasmides pG-ftnA, pG-bfr et pG-dpsl. Le plasmide pG-ftnA a été digéré par I’enzyme
EcoRlI et le fragment résultant a été cloné dans le vecteur multicopie pBC-SK*, plasmide
efficace pour recombiner chez E. chrysanthemi préalablement linéarise par EcoRIl. Le
plasmide obtenu est noté pBC-ftnA. La copie du géne ftnA a ensuite été interrompue par un
interposon 2 comportant un gene qui confére la résistance a la spectinomycine. L’interposon
Q a été récupéré par digestion du plasmide pHP45-Qspec® par EcoRlI et introduit dans le
fragment ftnA au site unique de restriction Munl générant le plasmide pBC-ftnA ::Q. Les
fragments d’ADN contenant les génes bfr et dpsl ont été libéres par digestion des plasmides
pG-bfr et pG-dpsl par les enzymes Apal et Spel et cloné dans le vecteur pBC-SK*
préalablement linéarisé par les mémes enzymes. Parallélement, les interposons Q portant le
gene qui confére la résistance a la kanamycine ou la spectinomycine ont été récupérés par
digestion des plasmides pHP45-Q km® et spec® par Smal et introduits dans les génes bfr ou
dpsl respectivement aux sites Pstl rempli par I’ADN polymérase T4 et ECORV respectivement
générant ainsi les constructions pBC-bfr ::Q et pBC-dps1 :: Q.



2. Construction plasmidique pBC-bfd ::aphA3

Nous avons inséré une cassette aphA3 a I’intérieur du géne bfd au site Nsil. Le vecteur
pUC18K est digeré par I’enzyme Smal pour libérer le géne aphA3, conférant la résistance a la
kanamycine, qui est introduit a I’intérieur du gene bfd porté par la construction plasmidique
pBC-bfr préalablement linéarisée par I’enzyme Nsil et rendue franche par I’ADN polymérase
T4. Le géne aphA3 est précédé par des codons d’arrét de la traduction dans les trois phases de
lecture et est suivi d’un site RBS et d’un codon d’initiation de la traduction, ce qui permet de

générer une mutation non polaire.

3. Construction plasmidique pBC-AryhB Qspec®

Les régions en amont 5 et en aval 3’ du géne ryhB ont été amplifiées avec les couples
d’amorces RyhB1ls/RyhB1lr et RyhB2s/RyhB2r par PCR. Les amorces RyhBlr et RyhB2s
comportent un site de restriction BamHI en 5’ en prévision du « raboutage » des fragments.
Ces fragments ont été purifiés et clonés dans le vecteur pGEM®-T Easy générant les
constructions pG-ryhB1l et pG-ryhB2. Ces constructions plasmidiques ont eté préalablement
séquencées, puis digérées par les couples d’enzymes de restriction EcoRI/BamHI et
Spel/BamHI respectivement. Les deux fragments RyhB1 et RyhB2 sont recollés ensemble et
clonés dans le vecteur pBC-SK™ digéré par EcoRI/Spel générant la construction plasmidique
pBC-AryhB. La cassette Qspec” est récupéré par digestion du plasmide pHP45 par BamHI et
inséré a I’intérieur du fragment AryhB au niveau du site unique BamHI générant la

construction plasmidique pBC-AryhB Qspec”.

4. Construction des fusions transcriptionnelles ftnA :: uidA et bfr ::
uidA

Les plasmides pBC-ftnA et pBC-bfr ont éte digérés par Munl et Pstl respectivement. Le
site Pstl a été comblé par I’ADN polymérase T4 respectivement pour obtenir des extrémités
franches. La cassette uidA contient le gene uidA codant la B-glucuronidase sans son promoteur
mais avec sa séquence de Shine-Dalgarno et le géne qui confere la résistance a la kanamycine.
Cette cassette a été récupérée par digestion du plasmide pUIDK1 par EcoRI ou Smal et insérée
respectivement au niveau des sites uniques Munl et Pstl modifiés. Ainsi les constructions
plasmidiques pBC-ftnA ::uidA et pBC-bfr ::uidA ont été obtenues. L’orientation de la cassette

est préalablement vérifiée pour s’assurer que la fusion transcriptionnelle est fonctionnelle.



Plasmide Plasmide Insert
d’origine

pG-ftnA pGEM®-T  Fragment comportant le géne ftnA avec son promoteur (1,3 kb) obtenu par

Easy PCR
pG-bfr pGEM®-T  Fragment comportant I’opéron bfd-bfr avec son promoteur (1,5 kb) obtenu par

R

pG-dps pGEM®-T  Fragment comportant le géne dps1 avec son promoteur (1,5 kb) obtenu par PCR
pG-ryhB1 Easy Fragment ryhB1 situé en amont du géne ryhB avec son promoteur obtenu par
pG-ryhB2  pGEM®-T R

Easy Fragment ryhB2 situé en aval du géne ryhB obtenu par PCR

pGEM®-T

Easy
pB-ftnA pBC-SK*  Fragment comportant le géne ftnA (1,3 kb) cloné au site EcoRI du vecteur pBC-
pB-bfr pBC-SK*
pB-dps pBC-SK*™  Fragment comportant I’opéron bfd-bfr (1,5 kb) cloné aux sites Apal et Spel du
pB-ftnA ::Q  pBC-SK* teur pBC-SK”
pB-bfr ::Q  pBC-SK*  Fragment comportant le géne dps1 (1,5 kb) cloné aux sites Apal et Spel du

teur pBC-SK*

pB-dps ::Q  pBC-SK*  Fragment comportant le géne ftnA interrompu par I’interposon Qspec” inséré au
pB- pBC-SK*  unique Munl
bfd ::aphA3 Fragment comportant I’opéron bfd-bfr avec géne bfr interrompu par I’interposon

pBC-SK*  mR inséré au site Pstl
pB- pBC-SK*  rendu franc
ftnA ::uidA  pBC-SK*  Fragment comportant le géne dpsl interrompu par I’interposon Qspec® inséré au
pB- pBC-SK*  unique EcoRV
bfr ::uidA Fragment comportant I’opéron bfd-bfr avec géne bfd interrompu par la cassette
pBC-AryhB A3 Km® au site Nsil
pBC- (mutation non polaire)
AryhBQ Fragment ftnA interrompu par la cassette uidAKm"® inséré au site Munl

Fragment bfr interrompu par la cassette uidAKm® inséré au site Pstl rendu franc

Fragment avec le locus ryhB délété dans 120 nucléotides codant I’ARN RyhB

Fragment avec le géne ryhB délété dans 120 nucléotides et interrompu au site
nHI par I’interposon Qspec®

Tableau 6 : Liste des constructions plasmidiques réalisées au cours de ce travail.



5. Construction des mutants

L’ensemble des constructions plasmidiques réalisées est consigné dans le tableau
récapitulatif 6. Ces constructions plasmidiques ont été utilisées pour inactiver les genes
correspondants dans la souche 3937 d’E. chrysanthemi ou elles ont été introduites par
électroporation. L’intégration de la construction plasmidique a I’intérieur du géne parental
chromosomique a lieu par un double événement de recombinaison homologue qui est favorisé
par des passages successifs en milieu pauvre en phosphate. La pression de sélection exercée
par des passages successifs en milieu pauvre en phosphate auquel on ajoute 250 uM de
tampon de phosphate de potassium pH 7, 0,1% glycérol, 10 uM FeCl; en présence de
I’antibiotique approprié a pour objectif de sélectionner les cellules d’E. chrysanthemi ayant
intégré 1’interposon  dans leur chromosome au niveau du géne cible. En effet, les passages
successifs en milieu pauvre en phosphate ont pour conséquence de déstabiliser le plasmide
pBC-SK™ en limitant sa réplication. Les double voir triple mutants ont été construits par
transduction d’une mutation dans une souche mutante. Le remplacement du géne sauvage par
le géne interrompu par les cassettes Q, UidA ou aphA3 a éteé vérifié par PCR pour I’ensemble

des mutants.

I11- Techniques de chimie et biochimie

A. Dosage de I’activité B-glucuronidase et B-galactosidase

Nous avons étudié I’expression des genes ftnA et bfr a I’aide de fusions
transcriptionnelles avec le géne rapporteur codant la B-glucuronidase. Cette méthode permet
d’étudier I’expression d’un géne d’intérét in vivo, a partir de souches cultivees dans
différentes conditions. La B-glucuronidase catalyse la conversion du para-nitrophényle--D-
glucoside (pnpG) incolore en paranitrophénol (pnp) de couleur jaune. Les souches sont
cultivées sur la nuit en milieu L. 20 mL de milieu Tris ou de milieu L sont ensemencés
respectivement au 1/50 et au 1/100 avec la préculture en présence ou non de fer. Des quantités
aliquotes sont préelevées a différentes densités optiques au cours de la croissance bactérienne
et congelés immediatement a -20°C. La congélation/décongélation permet de lyser les cellules
d’E. chrysanthemi. 100 pL d’extrait cellulaire sont mélangés avec 900 pL de tampon de
réaction (50 mM tampon phosphate pH 7, 10 mM [- mercaptoéthanol, 0,1% Triton X-100, 1
mM para-nitrophényle-5-D-glucoside). Le mélange est incubé a 37°C jusqu’a coloration. La

réaction est arrétée par ajout de 400 pL de 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol 2,5M.



L’absorbance est mesurée a 415 nm et 1’activité B-glucuronidase est déterminée par la relation
suivante :

DO435 x 100

(t x DOgoo)

L’activité est exprimée en nM de paranitrophénol formé par min et par unité de densité

optique a 600 nm.

Nous avons étudié I’expression des genes acsA et fct impliqués dans la biosynthese de
I’achromobactine et le transport de la chrysobactine respectivement a I’aide d’un systeme de
géne rapporteur codant la B-galactosidase. La -galactosidase hydrolyse le O-nitrophenyl- B-
D-galactopyranoside (ONPG) en O-nitrophénol (ONP) de couleur jaune. Les souches sont
cultivées sur la nuit en milieu L. 20 mL de milieu minimum Tris sont ensemencés
respectivement au 1/50 avec la préculture en présence ou non de 30 uM de FeCl; et de
I’antibiotique approprié. Des quantités aliquotes sont prélevées a différentes densités optiques
au cours de la croissance bactérienne et congelés immédiatement a -20°C. La
congélation/décongélation permet de lyser les cellules d’E. chrysanthemi. 100 puL d’extrait
cellulaire sont mélangés avec 900 uL de tampon Z (60 mM Na,HPQO,4, 40 mM NaH,PO,, 10
mM KCI, 1 mM MgSO,, 50 mM B-mercaptoéthanol, pH 7) et 35 pL de SDS 0,1 % et de
chloroforme. Le mélange est incubé pendant 5 min a 28°C au bain-marie. La réaction est
commencée par ajout de 200 uL de ONPG 4 mg/mL et arrétée par ajout de 500 pL de
Na,CO3; 1M. L’absorbance est mesurée a 420 nm et 550 nm et I’activité 3-galactosidase est
déterminée par la relation suivante :

(DO420-1,75 x DOss0) X 1000

(temps en min x DOgpo X Volume extrait en mL)

L’activité est exprimée en unité Miller.



B. Dosage colorimétrique de la production de sidérophores

1. Essai CAS en milieu liquide

La production de sidéerophores est évaluée par la méthode de Schwyn et Neilands
(1987). Le Chrome Azurol S CAS est un chélateur faible du fer. La capture du fer lié au CAS
par le sidérophore se traduit par un changement de coloration du milieu du bleu vers I’orange
quantifiable par mesure de I’absorbance a 630 nm.

Pour préparer le milieu CAS, 1,5 mL d’une solution de FeCl3.H,0 1mM, HCI 10 mM
sont ajoutés a 7,5 mL d’une solution CAS 2 mM. Ce mélange, de couleur violette foncée, est
ajouté tres lentement avec agitation constante, a 6 mL de HDTMA (Hexamethylammonium
bromide) 10 mM préalablement dilués dans 20 mL H,O. 4,3 g de piperazine anhydre sont
dissous dans 20 mL de H,O et 6,25 mL de HCI 12 M puis ajoutés au mélange précédent. Le
volume de la solution CAS est ajusté a 100 mL avec de I’eau. 500 pL d’acide 5-
sulfosalicyligue 800 mM sont mélangés aux 100 mL de solution CAS. Le complexe
CAS/Fe(111)/ HDTMA absorbe a 630 nm et a une couleur bleue. La coloration vire a I’orange
lorsque le fer est capturé par un chélateur fort, reflétant la production de sidérophore. Pour
déterminer I’activité de I’achromobactine, un mutant fct incapable de synthétiser et d’importer
la chrysobactine est utilisé. L’activité alors mesurée est attribuée a I’achromobactine. Une
gamme étalon est réalisée pour différentes concentrations de Desféral (Novartis) allant de 5
MM a 100 uM. Par ailleurs, le Desféral a eté utilisé comme témoin positif. Des cultures des
différentes souches a tester sont réalisées en milieu minimum Tris pauvre en fer. 800 pL de
suspension bactérienne sont prélevées au cours de la croissance bactérienne aprées 4h30, 6h et
7h30. Le surnageant de culture est récolté par centrifugation a 13 000 rpm pendant 3 min. 500
puL de surnageant sont incubés avec un volume égal de solution CAS pendant 30 min a
température ambiante. La densité optique est mesurée a 630 nm. La concentration est
déterminée grace a la gamme étalon et donnée en uM de Desféral par unité de DOgqo.



2. Test de Arnow

Le test de Arnow (1937) est une méthode colorimétrique permettant de détecter les
fonctions catéchol presentes dans la chrysobactine. Des cultures des différentes souches a
tester sont realisees en milieu Tris (carencé en fer) en présence de glucose a 30°C sous
agitation. 800 pL de suspension bactérienne sont prélevées au cours de la croissance
bactérienne apres 6h, 8h, 10h et 24h et centrifugés a 13 000 rpm pendant 10 min. Aux 400 pL
de surnageant de culture bactérienne sont ajoutés 400 pL de HCI 0,5N, 400 pL de réactif de
Arnow (nitrite molybdate : NaMo.2H,0 10%, NaNO, 10%) et 400 pL de NaOH 1N. Une
coloration rose apparait en présence de catéchol. La mesure de la densité optique a 515 nm
permet d’évaluer la quantité de catéchol présente dans I’échantillon. Un témoin positif est
réalisé avec 400 pL d’une solution de DHBA a 0,1 mM. La densité optique a 515 nm du
témoin positif avoisine 0,25. Le rapport DOs15/DOggo est calculé, on en déduit la quantité de
catéchols, exprimée en mEquivalent de DHBA par unité DOgp.

Elle est déterminée selon la formule suivante :

[DOs15/DOgno]

D0515 témoin positif X 10

C. Spectrométrie Mossbauer

La distribution intracellulaire du fer a été analysée in vivo par spectrométrie
Mdssbauer pour chacun des mutants ftnA, bfr et ftnA bfr en comparaison a la souche sauvage
dans le cadre d’un projet européen de collaboration PROCOPE avec I’équipe du Pr Berthold
Matzanke (Isotope Laboratory, Université de Liibeck, Allemagne).

Chaque échantillon Mdéssbauer est préparé a partir d’une culture bactérienne de 1L.
Pour cela, 20 mL d’une préculture bactérienne sont ensemencés dans 1L de milieu Tris
supplémenté en glucose. 1L de culture bactérienne sont utilisés pour obtenir une biomasse
suffisante a la mesure. La culture bactérienne est réalisée a 30°C sous agitation pendant 15 h.
Les volumes des cultures bactériennes sont importants et nécessitent beaucoup de
sidérophores purifiés, c’est pourquoi nous avons utilisé du DHBA. 5 mL d’un mélange de
DHBA 20 mM-Fe® 1mM sont ajoutés & 1L de culture bactérienne. La concentration finale est
de 5 pM de Fe®” pour 100 pM de DHBA. La culture bactérienne est placée & nouveau a 30°C
sous agitation. Une premiere experience a été effectuée sur un temps de marquage long
environ 15 heures; une autre expérience sur un temps court 2 heures lors de la phase

stationnaire. La culture est centrifugée pendant 20 min & 10 000g et le culot est lavé



successivement deux fois dans du NaCl 0,9%. Le culot est finalement suspendu dans 10 mL
NaCl 0,9%. Les 10 mL sont mis dans un tube pour Moéssbauer qui comprend une coupelle et
centrifugés pendant 20 min & 10 000g. Le culot fait & peu prés 0,8 cm® et est récupéré dans la
coupelle et congelé et conservé dans I’azote liquide en attendant d’étre passé en spectrométrie
Massbauer.

Le principe de la spectrométrie Mdssbauer est basé sur le bombardement d’un
échantillon par le rayonnement y d'une source de Cobalt 57 dont on fait varier 1'énergie par
effet Doppler en déplacant la source par oscillations avec une accélération constante.
L'énergie apportée par la source est absorbée par I'échantillon dont le noyau de Fe®’ présent
passe de I'état fondamental a un état excité. Un détecteur se trouve derriére I'échantillon pour
collecter I'énergie transmise. Le signal est amplifié et analysé par un analyseur a 512 canaux
en temps réel. Le spectrophotometre est calibré contre une feuille de fer. Le cryostat du
Madossbauer est un bain d’azote liquide ou d’hélium. Le spectre est enregistré comme un
pourcentage de la transmission relative de ’énergie du rayonnement y en fonction de la

vitesse de la source.

D. Analyse du contenu intracellulaire en fer par ICP-AES

A partir d’une preculture des différentes souches, 1 mL de suspension bactérienne sont
ensemencés dans 100 mL de milieu Tris avec I’antibiotique approprié. La culture est réalisee
a 30°C sous agitation pendant 13 heures de croissance. Les 100 mL de culture bactérienne
sont centrifugés pendant 15 min a 8000 rpm a 4°C. Le culot cellulaire est lavé successivement
deux fois avec 20 mL de tampon Tris 50 mM, EDTA 2mM. Enfin le culot est suspendu dans
2 mL de tampon Tris 50 mM. L’ensemble est centrifugé pendant 15 min a 13 000 rpm et le
culot est séché au Speed-Vac. Le dosage en fer total des extraits bactériens a été realise par la
méthode de spectrométrie & émission atomique ICP-AES (Inductively coupled plasma atomic
emission spectroscopy) au bureau des analyses du Centre National de la Recherche
Scientifique (Vernaison, France) sur des cellules suspendues dans de I’acide nitrique 0,1N.
L’échantillon est introduit dans I’ICP-AES sous la forme d’une solution et convertit en fines
gouttelettes qui sont injectées dans le plasma. Le principe consiste a exciter les atomes de fer
qui émettent alors un rayonnement a une longueur d’onde caractéristique de I’élément. Le
nombre de cellules utilisé pour le dosage est équivalent entre les différentes souches et est de
I’ordre de 10 cellules. La quantité de fer est donnée en pg par gramme de biomasse (ou

ppm). La méthode de dosage est tres fine. La manipulation n’a été effectuée qu’une seule fois.



E. Marquage au fer Fe*® des protéines

1. Préparation des extraits protéiques

Une préculture de nuit en milieu L des différentes souches est diluée au 1/100ieme en
milieu L et cultivée a 30°C sous agitation jusqu’a une densité optique DOgy de 0,3. 1 uM de
Fe>°Cl; a alors été ajouté & la culture et des prélévements sont effectués aprés 45 min et 2
heures. 1 a 1,5 mL de culture bactérienne est centrifugé 10 min a 6000 rpm. Le culot est
suspendu dans 500 pL de tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,8 et a nouveau
centrifugé 10 min a 6000 rpm. Le culot bactérien est suspendu dans 40 a 50 pL de tampon
phosphate de potassium 50 mM, EDTA 0,1 mM, MgCl; 10 mM. 100 pg/mL de DNasel et 0,2
mg/mL de lysozyme y sont ajoutés. Le mélange est incubé 30 min a 4°C et soumis a 6 cycles
de congelation a I’azote liquide et décongélation au bain-marie a 42°C constituant I’extrait

cellulaire total, qui est conservé a -20°C.

2. Electrophorése PAGE en conditions non dénaturantes

Un gel a 8,5 % d’acrylamide est préparé a partir d’une solution d’acrylamide
contenant 30 % d’acrylamide et 0,8 % de bisacrylamide. La migration s’effectue dans un
tampon Tris-Glycine [3,6 g/L Tris ; 14,4 g/L Glycine] a pH 8,3 a 150 V. Avant de déposer les
échantillons a analyser sur le gel, 12 puL d’extrait cellulaire total sont repris dans 3 pL de
tampon de charge 5X [0,3 M Tris, 0,05% Bleu de Bromophénol, 50% glycérol]. La séparation
des protéines s’effectue par électrophorése pendant 5 h a 150 V a 4°C. Le gel est séché et

expose avec un film autoradiographique (Kodak).



G. Dosage de I’activité totale pectate lyase

A partir d’une préculture des différentes souches en milieu L, 400 pL de suspension
bactérienne sont ensemencés dans 20 mL de milieu Tris supplémenté avec 2 g/L de glycérol
et 1 g/L d’acide polygalacturonique et avec I’antibiotique approprié. La culture est réalisée a
30°C sous agitation et des prélevements sont effectués aprés 7 h de croissance a une densité
optique DOgoo d’approximativement 0,7. Les différents échantillons collectés sont congelés a
-20°C. L’activité pectate lyase totale est déterminée en mesurant I’apparition de produits
insaturés du substrat polygalacturonate absorbant a 235 nm. 100 pL de surnageant sont
mélangés avec 2,9 mL de mélange réactionnel comportant 1,5 mL de tampon Tris [Tris 0,1 M
pH 8,6 ; CaCl, 0,5 mM], 1,1 mL d’eau et 0,3 mL d’acide polygalacturonique 1% pH 7 et

préalablement incubé a 37°C au bain-marie.

L activité spécifique est déterminée d’aprés la formule suivante :
(0,412 x pente x facteur dilution surnageant)  en umoles/min/mg de poids sec bactérien.
DOeoo




Objectif

Le principal objectif de cette these est de caractériser les fonctions impliquées dans
I’homéostasie du fer, notamment le stockage intracellulaire du fer chez E. chrysanthemi 3937
et son implication dans le pouvoir pathogéne de la bactérie. Dans un premier chapitre, nous
avons réalisé un inventaire de I’ensemble des ferritines présentes chez E. chrysanthemi 3937.
La suite s’articulera en trois chapitres dédies a I’étude de chacune des ferritines. L’approche
adoptée a été de construire des mutants de ferritines candidates et de les caractériser afin de
comprendre leur fonction physiologique, c'est-a-dire leur contribution au stockage
intracellulaire du fer et leur implication dans la virulence d’E. chrysanthemi 3937. Nous

avons également étudié la régulation de I’expression de chacune des ferritines.



Reésultats



Chapitre |

Inventaire des ferritines d’Erwinia chrysanthemi 3937



Nous avons recherche dans le genome d’E. chrysanthemi 3937 a I’aide des
programmes Fasta et Blast des génes codant des ferritines bactériennes. Le génome d’E.
chrysanthemi 3937 a récemment été entierement séquencé et annoté par de nombreuses
équipes en collaboration. 1l est actuellement disponible sur la base de données ASAP (Glasner

et al., 2003 ; https://asap.ahabs.wisc.edu/annotation/php/logon.php). Il fait une taille de

4 922 802 paires de bases et renferme 4638 phases ouvertes de lecture dont une centaine est
dédiée au transport et au métabolisme du fer (soit 2% du génome). Dans le chapitre qui suit,
je décrirai I’ensemble des ferritines d’E. chrysanthemi 3937 que nous avons identifié.
L analyse de la sequence de son génome a permis de mettre en évidence plusieurs ferritines
potentielles homologues aux trois classes de ferritines décrites chez les bactéries, une ferritine
de type eucaryote, une bactérioferritine et deux protéines Dps. Nous allons décrire a présent
I’environnement des différents genes codant les ferritines potentielles d’E. chrysantemi 3937
et détailler I’analyse des séquences des protéines déduites. Nous avons utilisé la panoplie de
logiciels EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) pour mettre en

forme les séquences nucléiques et protéiques.
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Figure 38 : Séquences nucléique et protéique de la ferritine FtnA d’E. chrysanthemi 3937.

Les séquences promotrices, boites -10 et -35 sont encadrées et le site potentiel de fixation du ribosome RBS est surligné en
vert. Les deux sites d’initiation de la transcription +1 ont été déterminés par une expérience d’extension d’amorces. Les
codons d’initiation ATG et de terminaison TGA de la traduction sont surlignés en jaune et rose respectivement. Le
terminateur potentiel de transcription est surligné en gris. Les amorces utilisées dans ce travail sont indiquées par des fleches
horizontales rouges (construction mutant) et bleues (sonde pour Northern-blot). La fleche verticale désigne le site de

restriction Munl ot I’interposon Q a été inséré pour construire un mutant finA4Q.



I- La ferritine FtnA

L’environnement du gene ftnA est présenté sur la figure 37. Le gene ftnA, constitué de
510 pb, est localisé en position 2293752 dans le genome d’E. chrysanthemi entre I’ORF
14650 correspondant a une protéine de fonction inconnue et I’ORF 14654 correspondant a
une endonucléase potentielle (fig. 37). Grace au programme « Neural Network Promoter
Prediction », sept promoteurs potentiels ont été prédits avec des scores de plus de 0,8. Une
expérience d’extension d’amorce a permis d’identifier clairement deux sites d’initiation de la
transcription au niveau des nucléotides C et T situés 35 et 127 nucléotides en amont du codon
d’initiation de la traduction ATG. Les promoteurs identifiés correspondent a deux des
promoteurs prédits par le programme et sont indiqués sur la figure 38. Le gene ftnA est suivi
par des sequences répétées inversées formant un terminateur de transcription en épingle a
cheveux Rho-indépendant. Un site de fixation du ribosome potentiel RBS correspondant plus
ou moins a la séquence consensus AGGAGG définie précede le géne ftnA suggérant que ce
dernier peut étre traduit (fig. 38).

ABF 14650 ABF 14651 ABF 14654
unknown ftnA putative
protein ferritin endonuclease

879 pb RBS 510 pb 741 pb

Figure 37 : Représentation schématique de I’environnement du gene ftnA codant la ferritine de type eucaryote
d’E. chrysanthemi 3937.
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Figure 39 : Alignement des séquences des ferritines Ftn d’E. chrysanthemi 3937 (Ech), E. coli K12 (Ec) et Y. pestis CO92 (Yp). Les lettres A, B, C et D
désignent les régions formant les 4 hélices a et E une courte hélice. Les acides aminés potentiellement impliqués dans la fixation du fer et I’activité
ferroxydase sont indiqués par un astérisque *. Le programme utilisé pour faire I’alignement est « MultAlin » (Multiple sequence alignment by Florence
Corpet, 1988).
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Figure 40 : Représentation schématique de I’environnement du gene bfr codant la bactérioferritine d’E. chrysanthemi 3937.



Le géne ftnA code un polypeptide de 169 acides amines, de masse moléculaire
attendue de 19,3 kDa avec un point isoélectrique de 4,53. Ce polypeptide posséde un domaine
définissant la famille de ferritines de type eucaryote (PROSITE PS50905). Nous avons
compare la sequence du polypeptide FtnA d’E. chrysanthemi avec celles de Y. pestis CO92 et
E. coli K12 grace au programme « MultAlin» (F. Corpet, 1988). Comme en témoigne
I’alignement des séquences peptidiques sur la figure 39, la séquence du polypeptide FtnA d’E.
chrysanthemi est relativement bien conservée avec celles de Y. pestis CO92 et E. coli K12
avec respectivement 78% et 64% d’identité de séquence. La séquence de FtnA présente 4
hélices a A, B, C et D et une courte hélice E a I’extrémité C-terminale. La ferritine FtnA d’E.
coli est composée de 24 sous-unités et fait environ 500 kDa (Hudson et al., 1993). La masse
moléculaire théorique de la ferritine FtnA d’E. chrysanthemi serait de 463,2 kDa. Chaque
sous-unité présente deux sites de fixation du fer A et B formant le centre ferroxydase. Les
résidus impliqués dans la fixation du fer au niveau du site ferroxydase de la ferritine FtnA
sont conservés parmi les ferritines Ftn. Il s’agit des résidus E18, Y24, E50, H53, E94, Q127 et
E130 (fig. 39). Le polypeptide FtnA d’E. chrysanthemi ne posséde pas de peptide signal
d’aprés I’analyse de sa séquence par le programme SignalP 3.0 suggérant que la protéine n’est
pas sécretée et est prédite comme étant cytoplasmique d’apres une analyse avec le programme
PSORTD.

I1- La bactérioferritine Bfr

Le gene bfr codant une sous-unité individuelle de la bactérioferritine est situé en aval
du géne bfd codant une ferredoxine a centre [2Fe-2S] (fig. 40). Les deux génes bfd et bfr sont
séparés par seulement 74 nucléotides, distance entre le codon stop du gene bfd et le codon
ATG du gene bfr. De plus, aucun terminateur Rho-indépendant n’a éte identifié entre les deux
genes alors qu’un terminateur Rho-indépendant est présent en aval du gene bfr. L’analyse de
ce locus révéle vraisemblablement une organisation en opéron. Cette organisation est
d’ailleurs conservée chez I’ensemble des micro-organismes étudiés et notamment E. coli K12,
Y. pestis CO92 ou V. cholerae. Chez E. chrysanthemi 3937, I’opéron bfd-bfr est précédé du
géene tufA (ORF 15305) codant un facteur d’élongation de la traduction et est suivi du géne
rpsJ codant la protéine ribosomale 30S (fig. 40).
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Figure 41 : Séquences nucléique et protéique de la bactérioferritine Bfr d’E. chrysanthemi 3937. Les séquences promotrices,
boites -10 et -35 sont encadrées et le site potentiel de fixation du ribosome RBS est surligné en vert. Les deux sites
d’initiation de la transcription +1 ont été déterminés par extension d’amorces. Les codons d’initiation ATG et de terminaison
TGA de la traduction sont surlignés en jaune et rose respectivement. Le terminateur potentiel de transcription est surligné en
gris. Les amorces utilisées dans ce travail sont indiquées par des fléches horizontales rouges (construction mutant) et bleues
(sonde pour Northern-blot). Les fleches verticales en position 794 et 1155 désignent les sites de coupure par les enzymes Nsil
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et Pstl ou la cassette aphA3 et Q a été inséré pour construire respectivement les mutants bfd non polaire et bfrQ.



Deux sites d’initiation de la transcription ont été déterminés par extension d’amorce au
niveau des nucléotides A et T situés 18 et 30 nucléotides en amont du codon ATG du géne bfd
(fig. 41). Un promoteur classique de type sigma-70 est associé aux sites d’initiation en
positions 30 et 33. De plus, un promoteur de type c° a été identifié pour le site d’initiation de
la transcription en position 18 en amont de I’ATG. Celui-ci présente une séquence -10
étendue caractéristique des promoteurs > dépendant dont la séquence consensus définie est
TGN.,C(C/T)ATA(C/A)T. La séquence -10 identifiée est TGCGTTTAAT avec 7 bases
conservées sur 9. Cependant nous n’avons pas identifie de sequence -35 affiliee a cette
séquence -10. Des travaux réalisés chez E. coli ont d’ailleurs montré que le gene bfr est régulée
par le facteur de transcription o°. Chacun des génes bfd et bfr est précédé d’un site RBS
potentiel dont la séquence est respectivement ATGAGT et AGGAGC.
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Figure 42 : Alignement des séquences de bactérioferritine d’E. chrysanthemi 3937 (Ech), E. coli K12 (Ec) et Y. pestis CO 92 (Yp). Les lettres A, B, C et D désignent les
régions formant les 4 hélices a et E une courte hélice. Les acides aminés impliqués dans la fixation du fer et I’activité ferroxydase sont indiqués par *. La fléche verticale

bleue en position 52 désigne le résidu méthionine M impliqué dans la fixation de I’héme.
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Figure 43 : Alignement des séquences de la ferritine FtnA et la bactérioferritine Bfr d’E. chrysanthemi 3937 (Ech). Les résidus E et H du centre ferroxydase impliqués dans la
fixation du fer sont indiqués par un astérisque *. Les triangles désignent les résidus du centre ferroxydase en positions 127 et 130 qui différent entre la ferritine et la

bactérioferritine.



Le géne bfr code un polypeptide de 157 résidus qui présente un point isoélectrique de
4,7 et une masse moléculaire calculée de 18,4 kDa. Ces paramétres sont semblables a ceux du
polypeptide FtnA précédemment caracterisé. Le polypeptide Bfr d’E. chrysanthemi possede
un motif a I’extremité N-terminale correspondant a la signature MkGdknVI1thLnklILgneL
(PROSITE PS50905) définie pour la classe des bactérioferritines. De plus, il est identique a
81% et 84% respectivement avec les bactérioferritines Bfr de Y. pestis CO92 et E. coli K12
(fig. 42). Les résidus qui chélatent le fer au niveau du site ferroxydase E18, Y25, E51, H54,
E94, E127 et H130 sont conservés dans la séquence protéique de Bfr d’E. chrysanthemi avec
ceux des bactérioferritines d’autres micro-organismes (fig. 42). Le résidu M localisé en
position 52 est conserve et est décrit comme étant impliqué dans la fixation de I’héme de type
b entre deux sous-unités chez E. coli (Andrews et al., 1995). Tout comme le polypeptide
FtnA, le polypeptide Bfr comporte 4 hélices o A, B, C et D et une courte hélice E a
I’extrémité C-terminale. Cependant, il ne présente que 16 % d’identité de séquence avec le
polypeptide FtnA d’E. chrysanthemi 3937 (fig. 43). Néanmoins, les résidus du centre
ferroxydase sont relativement conservés avec ceux du polypeptide FtnA, seuls deux résidus
different entre les centres ferroxydase des deux polypeptides. Il s’agit du glutamate en
position 127 et de I’histidine en position 130 pour la bactérioferritine Bfr et de la glutamine en

position 127 et du glutamate en position 130 pour la ferritine FtnA (fig. 43).


http://www.expasy.org/cgi-bin/nicedoc.pl?PS50905

Le gene bfd code une protéine de 69 résidus dont la masse moléculaire déduite est de
7,3 kDa avec un pl 9. Le pl calculé est particulierement élevé pour une protéine, mais est
apparemment conservé avec celui des protéines Bfd notamment celle d’E. coli. Ce
polypeptide présente 56 % d’identité de séquence avec la protéine Bfd d’E. coli K12 et 70 %
avec celle de Y. pestis CO92 (fig. 44). La protéine Bfd est apparentée au domaine central de la
sous-unité de la protéine NifU d’A. vinelandii qui contient un cluster [2Fe-2S]. La protéine
NifU est impliquée dans la formation des clusters [Fe-S] de la nitrogénase. Ce cluster [2Fe-
2S] n’est pas un précurseur pour la maturation de la nitrogénase, mais aurait une fonction
redox (Agar et al.,, 2000). De méme, la séquence protéique de Bfd est homologue aux
domaines des nitrite réductases et de la nitrate réductase de K. pneumoniae. Les membres de
cette famille comportent un motif de 4 résidus cystéines conservés en positions 4, 6, 39 et 42
organisés comme suit, -C-X-(C/H)-X31.34-C-X-X-C- et qui sont supposes étre les ligands pour
les clusters Fe-S. La protéine Bfd d’E. coli est monomérique (Quail et al., 1996 ; Garg et al.,
1996).
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Figure 44 : Alignement des séquences de Bfd d’E. chrysanthemi 3937 (Ech), E. coli K12 (Ec) et Y. pestis CO92

(Yp). Les résidus susceptibles d’étre des ligands du centre [Fe-S] sont repérés par un astérisque *.

L’analyse de la séquence des deux polypeptides Bfr et Bfd par le programme PSORTDb
conforte I’idée que ces protéines ont une localisation cytoplasmique, en effet ils ne présentent

pas de peptide signal ou de régions transmembranaires.



1 TCGTTCACCCAGTGGCTGGCGCTGGCGTTTATTATTATCGCCTCGCTGGGq&CCACGCTTAGCGCGAAAAAGAA 74
»

Dpsls

75 CGCGACATCATCTGCCTCGTCCTGAGACCCGGCTCGCCCTGAAACCTGCTTCCTCCTGAAATCCGCCGCGTTCT 148
149 GAATAAGCGGCGTCATCATTGTTCCGCCTAAAAATAGCCTTTCTCCCGGCCAGTCCCGGCCGGGAAATATCATT 222
223 TTGTGTGACTATCCCGCCGGCTGTCTTTATTTCAAAAAGACACATTCTGAAAACAATTGAATATTTAAATAGCA 296

+1
297 CTAAAAGTGAAGTATCGCTGATTCTTTCTCGITACTATICTCGTCAACACCTTGTAATTTATATCAATATCCAA 370  P3
-35 -10 ‘1
371 ACCATCCCTTTTGATTCCTTTACTGGTTGATCTGAATETTAAATAGCGTGCCAGCCAGGCBACATICTTAGATG 444 P2
-35 -10 ‘1
445 TCTGAGTCTATTCCTGTAATAGACCGAACGAGCATTCCTCTGCTCATACCGGOTGCTATAATITCGTTTCGTTGA 518 Pl
-35 -10

519 CAGCCAAAATCATTATCAGTAATGACAGAAATAAA-TAATACTatgCgtacagccaaactggtaaaaaca 592
1 RBS M T A KLV KT 9

»
>

Dps2s
593 gcttccgctgatcttattttcacccgtaacgatctgggcgataacgttaaagcctcgaccattgccctgctcaa 666
100A S ADL 1 FTRNUDULUDU DNVIKASTTI1I ALLN 34

667 tcagctggtcgtggactttaccgatctgtcgctgatcaccaagcaggcgcactggaacatgcgecggagecgaatt 740
3 Q L vVvDJFTWDULSULI1ITIK QAHMWNMMRTGA AN FB59

741 tcatcgccgtacacgagatgctggataccttccgcacctcgctgattacccatctggataccttcgcagagcge 814
60 Il AVHEWMULUDTFRTSULI THULUDTFATER 83

815 gtggtgcaggtgggcggcgtggcgaccggcaccacccaggtgctccacgagaaaaccgcactgaagccctaccc 888
84 V Q AT G T T Q V L HEKTA AL K P Y P 108

889 gcttga&itccacaacgtgcaggaccatctgaaagccctggcggaccgctacgccgttgtggcgaataccgttc 962
109 L D I H NV Q DHLKALADURYAVV ANTV RI133

963 gcaaagccatcagccaggcacaggacgaagataccgcggatatgctcaccgccgcctcccgecgatctggatcag 1036
134 K A1 S Q AQ b EDTADMLTAASIRUDTLDDQ 157

1037 tacctgtggttcatcgaagccaacatcgaa-tTCATCAATGATGACCGGCGGCTCAGCCGCCGGATTTCCCC 1110
158 Y L W F 1 A N I E < 167
Dps2r
1111 GCCCATTTCCACCGGTTCACCCCCCTTTTGCTGTTTCATCCATGTCTTTTTCCGCGATTTTCACCCTGTCAGAA 1184
1185 CGTCTGAAATAATATGEATEERIEEIGCATCACTACGCAAAGCGCTCGAACGAACGTTGCAAAACGTACAAAAA 1258
1259 GTTAGCGCTTGTTAGCAATATTGTCCCCAGAACGTAATCAACGGTTGTGTCCCCTGCACAATTCAGTTATTCAT 1332
1333 AGCAGCGCGATCCATAGGCGTTTCTGATGGATGCATCATAATAATTAGCGGGTCTACCCGTCCTGTTTTGGCAA 1406
1407 CGACTCCCCCTGTTTTCTCCACCGCCTCCGGCAGTACGGCGAGTGATCACAACCGATGCCGAGCCATCGGCCCA 1480
1481 TACCTGCATGCCGGGGTTGACGCAGCAAATCCGTAAGGTGCGGTAAGACAGCGGAATATATAACCAACGAGAGG 1554

1555 AAGGACGTTTTGATGAAATCATTATTTAAAGCTTCACTGGCCGCACTTGCG 1605
Dpslr

Figure 46 : Séquences nucléique et protéique de la protéine Dpsl d’E. chrysanthemi 3937.
Les séquences promotrices, boites -10 et -35 sont encadrées et le site potentiel de fixation du ribosome RBS est surligné en
vert. Les trois sites d’initiation de la transcription +1 ont été déterminés par extension d’amorces. Les codons d’initiation
ATG et de terminaison TAA de la traduction sont surlignés en jaune et rose respectivement. Le terminateur potentiel de
transcription est surligné en gris. Les amorces utilisées dans ce travail sont indiquées par des fleches horizontales rouges
(construction mutant) et bleues (sonde pour Northern-blot). La fleche verticale désigne le site de restriction ECoRV ou

I’interposon Q a été inséré pour construire un mutant dps1Q.



I11- Les protéines Dps

A. Protéine Dpsl

L’environnement du gene dpsl est constitué du géne glnH situé en aval codant une
perméase de type ABC et de I’ORF 18913 en amont dont le produit n’a pas de fonction
connue (fig. 45). Une analyse bioinformatique pronostique la présence de plusieurs
promoteurs potentiels dont trois ont été confirmés expérimentalement. En effet, trois sites
d’initiation de la transcription ont été déterminés par extension d’amorce en positions -53, -
122 et -226 par rapport a I’ATG (fig. 46). Un site RBS potentiel dont la séquence est GAGGA
a éte localisé en amont de I’ATG du gene dpsl. Nous relevons que le promoteur P1 présente
un site -10 étendu caractéristique des promoteurs activés par o> et dont le consensus défini est
TGNy, C(C/T)ATA(C/A)T (fig. 46).

ABF 18915 ABF 18912
ginH ABF 18914 ABF 18913 Transporter DMT superfamily

ABC uptake permease dps1 Unknown protein biF

RBS

747 pb 504 pb 234 pb 885 pb

Figure 45 : Représentation schématique de I’environnement du gene dpsl d’E. chrysanthemi 3937.

Le géne dpsl code un polypeptide de 167 résidus dont le point isoélectrique est de 5,5.
La séquence de la protéine Dpsl présente un motif correspondant a I’une des 2 signatures
définies pour la famille de protéines Dps, « DPS-1 », localisé dans la région centrale de la
protéine entre les résidus 51 et 67 et correspondant a la sequence en acides amines suivante :
HWnMrGanfiaVHemVHEMId (PROSITE PS00818). La seconde signature de la famille Dps
LDtMAERavqLGgVvA n’est pas retrouvée entierement dans la séquence du polypeptide Dpsl
d’E. chrysanthemi, différant au niveau de 2 résidus. Ce polypeptide présente 73% et 69%
d’identité de séquence avec les protéines Dps d’E. coli et Y. pestis respectivement (fig. 47).
Les sites potentiels de fixation du fer formant le centre ferroxydase ont ainsi été déterminés
par analogie aux autres protéines Dps. Il s’agit des résidus H, D et E localisés en positions 51,
63, 67, 78 et 82 de la séquence de Dpsl. La sequence de Dpsl se caractérise par la présence
de 4 hélices a (A, B, C et D) et une courte hélice E qui relie les hélices a B et C. Le
polypeptide Dpsl ne présente qu’environ 7 % d’identité de séquence avec les polypeptides
FtnA et Bfr d’E. chrysanthemi 3937 et les résidus impliqués dans le centre ferroxydase sont
différents de ceux trouvés dans les ferritines Ftn et Bfr. Par ailleurs, la particularité des
protéines Dps soulevée dans la bibliographie est la localisation du centre ferroxydase entre

deux sous unités.
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Figure 47 : Alignement de séquence de la protéine Dpsl d’E. chrysanthemi 3937 (Ech) et des protéines Dps d’E. coli K12 (Ec) et Y. pestis CO92 (Yp). Les
lettres A, B, C et D désignent les régions formant les 4 hélices a et E une courte hélice. Les résidus du centre ferroxydase sont indiqués par *. Les astérisques

violettes désignent les résidus du centre ferroxydase d’une sous unité et les astérisques verts ceux de I’autre sous unité.



Une autre particularité est I’aptitude de certaines protéines de cette classe a interagir
avec I’ADN formant une structure cristalline singuliére. Chez E. coli, I’aptitude de Dps a
interagir avec la molécule d’ADN est associée a la présence d’une extrémité N-terminale
flexible contenant 3 résidus lysine et un résidu arginine chargés positivement (Grant et al.,
1998). L’extrémité N-terminale de Dpsl comporte 2 résidus lysine et un résidu arginine
chargés positivement. La lysine en position 10 dans la séquence de Dps d’E. coli est
remplacée par une alanine neutre dans la séquence de Dpsl d’E. chrysanthemi 3937.



1 AGTGAATGGGTGATATTTAAGCACTCCAGCCACATGCCGCATGTGGAAGAACGCGCCACC 60
61 TGCATGGCGGTGGTCGGTGAGTTTCTGGGCCGTCTGCCCTGATGCCGCCTTGCACCGCCC 120
121 GATAGCCGCACATCGGCGGTCGGGGGCACGGUTTCAAAMAGTTGATACGTCGCAAACGTT 180

+ 1 -35
181 |TATTCACAGAATCGTTTTATAAAGGGTGAGCCAGCCCACCTGGTGGAGCITGGGACAGCGG 240
-10 |_> +1 -35
241 TTTCTGGTQTATGTTITCTGGTTCATGTTTCTGGTCCATGTTTCTGGTCCATGTTTCTGGT 300
-10
301 CTATGATCAAAAGGCCGTCACATTGCCCGGCACGCGAGTACATGCCGGGACTGATGTTCA 360

RBS
361 TGGCGAACCCATACGCGATTGACAGAABBEABAGCGTTATatgtcaggcagtaaaaagaa 420
1 M S G S K K K 7

421 aaagagcccgattggcctggatgtgcagcagtctgaaaagattgccgccaaactgaacac 480
8 K S PI 6L DVQ QS EK T A AKIULNT 27

481 cttgctggccaactaccagattctgtacatgaatgtgcgcggttatcactggaacatttc 540
28 L L ANY Q I LY MN R Y H W N I S 47

541 cggtgcggcctttttcgagcttcacgccaagtttgaggaaatctacaacgaactgctgtt 600
48 G A A F FELHAKU FETETILI Y NZETLL L 67

601 gaaaatcgacgaactggcggaacgtattctggcgctgggcggacaaccgctgcatgecta 660
68 K I D E L AERI1T L ALGGO QWPLHAY 87

661 cagcgactacctgaaagtggcggacatcaaagaagacgtcaacgccaccgacggcaaaaa 720
8 S DY L KV AD1I1I K EDVNATD G K K 107

721 aacgctggaagggttgctggccggttacgccgtactgctgcaacagcagcgtgaaatect 780
108 T L E G L L AGYAVLTLTG QO QOQRTE I L 127

781 gccgctggtggcagacgccagcgatgaaggcaccgcgtcgttgatgaccgattacatcaa 840
128 P L DASDETGTASLMTTDY 1 K 147

841 agaacaggaaaaacagatctggatgttcaacgcctacctgaaa88CCCCGGCCTGACTC 900
148 E Q E K Q I w M F N A Y L K =* 161

901 CTCATCCTGGCCCCGCCCGTTCABBEEEEEEETCATGCATCAACGCATTTTTCCCGCGCA 960

961 TCGGCGCTACTCTTGTCTTGCTTACGGCAGCGTGACGATTTCAATCCAGTTGGCGCCTTT 1020
1021 ACCCGTTGGGAATCGGCCGGTCAGCGTCAGTTCGCCGCTGGTTTGATTGATGCGATACAC 1080
1081 CGACAGCTGATCGGATTTTTCACCGCTGGCGATCAGGTAACGGCCGCTGGGATCGACCTG 1140
1141 AATACCGCGCGGCTGGGTTTCGGTGGGATAGCGCGTCACATAACGCAGTTGACCGCTCTT 1200
1201 GGGCGTAACCCGCAGCAGGCTAAGGGTACTGCTGGTGCGTTCGGAAACATACAGGAAACG 1260
1261 ACCGTTCGGCGTCAGCCGCAAATCCGCACTCCAGATTTTGGGGCGATTATCGATGCCCGG 1320
1321 CGCTTTAGGGTCGACCGTGCCGGGTTGCATTCCCGCGTCCGCCGGGAGGGCATCGGTGTA 1380

Figure 49 : Séquences nucléique et protéique de la protéine Dps2 d’E. chrysanthemi 3937. Les séquences promotrices, boites

-10 et -35 sont encadrées et le site potentiel de fixation du ribosome RBS est surligné en vert. Les sites +1 sont putatifs et ont
été identifiés a I’aide du programme « Neural Network Promoter Prediction ». Les codons d’initiation ATG et de terminaison

TAA de la traduction sont surlignés en jaune et rose respectivement. Le terminateur potentiel de transcription est surligné en

gris.



B. Protéine Dps2

Le deuxiéme géne codant une protéine Dps, dps2 (ORF 15905), est localisé entre les
ORFs 15903 codant une proline iminopeptidase et 15908 codant une proteine dont la fonction
n’est pas connue (fig. 48). Deux promoteurs Pl et P2 ont été prédits par analyse
bioinformatique. Un terminateur de transcription Rho-indépendant a été déterminé en aval du
gene dps2. De plus, un site RBS putatif dont la séquence est AGGAGA est présent en amont
de I’ATG du gene dps2 (fig. 49).

ABF 15903
| BF r115§r008tein AB§p152905 Proline iminopeptidase
252 pb 486 pb RBS

Figure 48 : Représentation schématique de I’environnement du géne dps2 d’E. chrysanthemi 3937.

Le géne dps2 code un polypeptide de 161 résidus et de masse moléculaire prévue
18,15 kDa. Ce polypeptide présente un pl de 5,4 sensiblement identique aux autres ferritines.
Comme I’alignement des séquences le montre, ce polypeptide présente peu d’identité de
séquence avec le polypeptide Dps d’E. coli (17%) et également avec le polypeptide Dpsl d’E.
chrysanthemi (20%) (fig. 50). Néanmoins, les sites du centre ferroxydase sont conservés avec
ceux de la protéine Dpsl en positions 43, 55, 58, 70 et 74 (fig. 50). Ce polypeptide Dps2
présente plus d’identité de séquence avec les protéines Dps putatives de V. cholerae N16961
(58%), V. vulnificus CMCP6 (54%), B. fragilis YCH46 (44,7%), P. gingivalis ATCC32277
(40%) et P. syringae DC3000 (34%) (fig. 51). Ce polypeptide possede des motifs dans sa
région centrale correspondants aux signatures HWn I sGaaffelLHakfE (PROSITE PS00818)
et IDeLAERIlaLGggP (PROSITE PS00819) définissant la famille des protéines Dps.
L’extremité N-terminale du polypeptide Dps2 est chargée positivement comme la plupart des
Dps décrites. En effet, il présente quatre lysines consécutives, suggérant une possible

interaction avec I’ADN.


http://www.expasy.org/cgi-bin/nicedoc.pl?PS00818
http://www.expasy.org/cgi-bin/nicedoc.pl?PS00819

aA oB oE oC
< > < > <«—> < >
1 10 20 30 40 Lil1] 60 70 80 90 100 110 120 130
| |
oPs2 HSGSKKKKSPIGLDYOOSEKIAAKLHTLLANYOIL YHNYRGYHHHISGARFFELHAKFEEIYHELLLKIDELAERILALGGOPLHAYSDYLKYADIKE-DYHATDGKKTLEGLLAGYAYLLD
DP51 HRTAKLYKTASADLIFTRHDLDDHYKASTIALLHOLYYDFTDLSLITKOAHHHHRGANFIAYHEHLDTFRTSLITHLDTFAERYYOYGGYATGTTOYLHEKTALKPYPLDIHHYQDHLKALADRYAYYAH
Conzensus ........nagadliksrendlDdéiqgkakiaAllHqlla##qdl=¥ntrqaHHHirGAaFialHakl#eirnelilhiDelAER ! lalGhGgalgat gqdlhekaaike , dl#ah#igqgdhlealaarTAY1la#
* *  * *  *x
131 140 150 160 1720
| |
DP52 OOREILPLYADASDEGTASLHTDYIKEQEKOIHHFHAYLK
DP51 TYRKA---IS50A0DEDTADHL TAASROLDOYLHFIEANIE
Conzenzuz qqRea,..!a#AqDEdTAd$3Taair#q#qqiHnifAnie
+—> ¢ >
aC aD

Figure 50 : Alignement des séquences des protéines Dpsl et Dps2 d’E. chrysanthemi 3937. Les résidus impliqués dans la fixation du fer au niveau du centre ferroxydase sont

indiqués par un astérisque * violet et vert correspondant & chacune des 2 sous-unités. Les lettres A, B, C et D désignent les régions formant les 4 hélices a et E une courte

hélice.
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Figure 51 : Alignement de séquence de la protéine Dps2 d’E. chrysanthemi 3937 (Ech) et des protéines Dps putatives de V. cholerae N16961 (Vc), V. vulnificus CMCP6
(Vv), P. gingivalis ATCC32277 (Pg), B. fragilis YCH46 (Bf) et P. syringae DC3000 (Ps). Les lettres A, B, C et D désignent les régions formant les 4 hélices a et E une

courte hélice. Les résidus du centre ferroxydase sont indiqués par un astérisque * violet et vert impliqués dans la fixation du fer au niveau de chacune des 2 sous-unités.



En conclusion, Erwinia chrysanthemi 3937 dispose d’une panoplie de quatre
ferritines : une ferritine de type eucaryote FtnA, une bactérioferritine Bfr et deux protéines
Dps. La ferritine FtnA et la bactérioferritine Bfr sont peu homologues entre elles en terme de
séquence, cependant leurs sites ferroxydase respectifs sont fortement conserves. Chacune de
ces deux protéines est conservée avec les protéines d’autres especes bactériennes appartenant
a la méme famille. Quant aux deux protéines Dps, elles sont complétement différentes en
terme de séquence et de nature/localisation de leur centre ferroxydase aux deux ferritines
précédentes. Malgré I’hétérogenéité des ferritines bactériennes en terme de séquence, leurs
structures résolues par cristallographie sont comparables. Celles-ci sont décrites comme des
protéines multimériques de 24 sous unités (Ftn et Bfr) ou 12 sous unités (Dps appelés
également mini-ferritines en raison de leur petite taille) formant une structure en forme de

pelote et creuse a I’intérieure.

Dans la suite de mon manuscrit de these, nous étudierons la fonction physiologique
des ferritines d’E. chrysanthemi 3937 au cours de trois chapitres dédiés a chacune des
ferritines FtnA, Bfr et Dpsl. En effet, vu I’ampleur du travail nous avons décidé de ne pas

étudier la deuxieme mini-ferritine Dps2.



Chapitre 11

La ferritine FtnA d’E. chrysanthemi 3937



Mutant Mutant Mutant
bfrQ ftnAQ bfrQ ftnAQ WT

e e E

FtnA

Bfr

Dpsl

Figure 52 : Contenu en protéines a fer de la souche 3937 d’E. chrysanthemi et des mutants ftnAQ, bfrQ

et ftnAQ bfrQ. Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu L jusqu’a DOgy = 0,3, puis 1 uM de Fe°Cl,

y ont été ajoutés. Des extraits cellulaires totaux ont été préparés aprés 45 min de marquage et ont été analysé par

électrophorése en conditions non dénaturantes.



I- Construction d’un mutant ftnAQ

Apreés avoir identifié par une analyse bioinformatique un gene codant une ferritine de
type eucaryote homologue au géne ftnA d’E. coli et d’autres entérobactéries, nous I’avons
inactivé dans la souche 3937 d’Erwinia chrysanthemi afin d’évaluer sa fonction
physiologique. Nous avons procédé en remplacant le géne chromosomique parental par une
copie du géne ftnA interrompu par un interposon Q. Pour cela, nous avons amplifié par PCR
avec les amorces ftnAls et ftnAlr un fragment d’environ 1,3 kb contenant le géne ftnA en
position centrale (annexe 1). Ce fragment a été cloné dans le vecteur pGEM®-T Easy et la
construction plasmidique résultante a été préalablement séquencée. Le géne ftnA a ensuite été
récupére par digestion de la construction plasmidique précédente par I’enzyme de restriction
EcoRI et cloné dans le plasmide multicopie pBC-SK™ linéarisé par la méme enzyme. Pour
inactiver le gene ftnA, I’interposon Q specR conférant la résistance a la spectinomycine est
récupére par digestion du plasmide pHP45 par EcoRI et introduit dans le géne ftnA au niveau
du site de restriction unique Munl. La construction résultante a été introduite par
électroporation dans la souche 3937 d’E. chrysanthemi par électroporation ou elle a éte
recombinée dans le chromosome. Les clones résistants a la spectinomycine ont été

sélectionnés et verifiés par PCR et Southern-blot.
I1- Vérification de I’absence de ferritine FtnA dans le mutant ftnAQ

Nous avons analysé le contenu en protéines a fer des mutants fin4Q, bfrQ et ftnAQ
bfrQ et de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Pour cela, les cultures bactériennes ont
été marquées au Fe> pendant leur croissance en milieu L en présence de 1 pM de Fe*Cls.
Les extraits cellulaires des différents mutants ont été prélevés en phase exponentielle de
croissance et analysés par électrophorése en gel de polyacrylamide en conditions natives.
Nous constatons la présence de trois protéines marquées au Fe>® dans la souche sauvage. Dans
le mutant ftnAQ, la bande supéricure disparait. Cette bande doit correspondre a la protéine
FtnA. De facon analogue, la bande intermédiaire marquée au Fe> qui disparait dans le mutant
bfrQ et le double mutant ftnAQ bfrQ doit correspondre au polypeptide Bfr. Enfin, la bande
inférieure doit correspondre a la protéine Dpsl (voir chapitre 1V). En conclusion, la protéine
FtnA est bien absente dans le mutant ftnAQ. Par ailleurs, elle est capable de fixer le fer

apporté (fig. 52).
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Figure 53 : Propriétés de croissance du mutant fin4Q en milieu L [A], en présence de FeCl; (30 uM) [B], EDDHA (100 uM) [C] et 2,2’-dipyridyl (200 uM) [D].




I11- Propriétés de croissance du mutant ftnAQ

Nous avons testé les propriétés de croissance du mutant ftnAQ en milieu liquide riche
L ou minimum Tris en présence ou non de fer (FeCl3) ou d’un chélateur du fer.

Quelles que soient les conditions testées, le mutant ftnAQ présente une croissance
réduite par rapport a la souche sauvage. Apres 9 heures de croissance en milieu riche L, le
mutant fin4Q atteint une densité optique finale inférieure a celle de la souche sauvage avec un
défaut de pres de 20% en comparaison a la souche sauvage. L’ajout de fer entraine une
augmentation du taux de croissance du mutant ftnAQ et de la souche sauvage en milieu L,
cependant la croissance résiduelle du mutant ftnAQ est toujours 80% de celle de la souche
sauvage. Nous avons examiné I’effet de chélateurs du fer tels que le 2,2’-dipyridyl et
I’EDDHA, sur les propriétés de croissance du mutant ftnAQ. Le 2,2’-dipyridyl pénetre dans la
cellule ou il chélate le fer ferreux causant ainsi une rapide carence intracellulaire en fer alors
gue ’EDDHA chélate le fer ferrique présent dans le milieu de culture. La présence de
chélateurs du fer (EDDHA ou 2,2’-dipyridyl) en milieu L inhibe la croissance du mutant
ftnAQ, mais n’exacerbe pas plus son défaut de croissance en comparaison a la souche
sauvage. L’ensemble des courbes de croissance est présenté sur la figure 53. Il faut signaler
également que le mutant ftnAQ forme des colonies de taille plus petite que la souche sauvage

sur milieu solide LA.
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Figure 55 : Propriétés de croissance du mutant fin4Q en milieu Tris [A], en présence de FeCl; (30 uM) [B], 2,2’-dipyridyl (100 uM) [C] et EDDHA (37 uM) [D].




Pour étre plus explicite, nous avons representé les résultats sous forme de
pourcentages de croissance résiduelle, qui ont été déterminés a partir des valeurs de densités
cellulaires finales aprés 9 h de croissance en milieu L pour le mutant ftnAQ rapportées sur

celles de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 dans les mémes conditions (fig. 54).
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Figure 54 : Histogramme récapitulatif représentant les propriétés de croissance du mutant finAQ en milieu L
(hachureé), en présence de fer (noir), 2,2’-dipyridyl (pointillé) et EDDHA (damier) normalisées par rapport a la
souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Le pourcentage de croissance résiduelle a été déterminé a partir des
valeurs de DOgqyo aprés 9 h de croissance pour le mutant ftnAQ rapportées sur celles de la souche sauvage d’E.

chrysanthemi 3937 dans les mémes conditions.

En revanche, le mutant ftnAQ croit significativement moins bien que la souche
sauvage en milieu minimum Tris. Il atteint une densité cellulaire finale moindre par rapport a
celle de la souche sauvage au bout de 9 heures (fig. 55). De plus, le taux de croissance du
mutant ftnAQ est diminué par rapport & celui de la souche sauvage. Cependant, la phase de
latence du mutant ftnAQ est comparable a celle de la souche sauvage. Le mutant ftnAQ affiche
un pourcentage de croissance résiduelle de prés de 78% par rapport a la souche sauvage en
milieu Tris. Nous avons constaté que I’ajout de fer stimule la croissance du mutant fin4Q et
de la souche sauvage en milieu Tris. Les souches atteignent une densité cellulaire finale
supérieure a celle observée en absence de fer ajouté et leur taux de croissance est egalement a
la hausse. Néanmoins, le défaut de croissance du mutant fin4Q n’est pas compensé par cet
apport de fer et est toujours de I’ordre de 20 % en comparaison a la souche sauvage. Les
résultats montrent que I’ajout de 2,2’-dipyridyl ou d’EDDHA affecte beaucoup plus la

croissance bactérienne du mutant fin4Q2 que la souche sauvage en milieu Tris (fig. 55).



Cependant, I’effet le plus significatif a été obtenu avec le 2,2’-dipyridyl. La croissance
résiduelle du mutant fin4Q est réduite de 50% et 35% en presence de 2,2’-dipyridyl et
EDDHA respectivement dans le milieu Tris en comparaison a la souche sauvage. Nous avons
représenté les résultats sous forme de pourcentages de croissance résiduelle, qui ont été
déterminés a partir des valeurs de densités cellulaires finales aprés 9 h de croissance en milieu
minimum Tris pour le mutant ftnAQ rapportées sur celles de la souche sauvage d’E.

chrysanthemi dans les mémes conditions (fig. 56).
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Figure 56 : Histogramme récapitulatif représentant les propriétés de croissance du mutant fin4Q en milieu Tris
(noir), en présence de fer (hachuré), 2,2’-dipyridyl (pointillé) et EDDHA (damier) normalisées par rapport a la
souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Le pourcentage de croissance résiduelle a été déterminé a partir des
valeurs de DOgqo aprés 9 h de croissance pour le mutant ftnAQ rapportées sur celles de la souche sauvage d’E.

chrysanthemi 3937 dans les mémes conditions.

En conclusion, la présence d’une ferritine FtnA fonctionnelle est critique pour la
croissance bactérienne, et d’autant plus en milieu carencé en fer. Cette protéine joue donc un
role important dans la croissance bactérienne en conditions de carence en fer en apportant le
fer nécessaire au metabolisme bactérien, métal indispensable dans divers processus
biologiques essentiels a la vie. L’absence de la protéine FtnA avec son stock de fer

biodisponible conduit a une croissance réduite dans ces conditions.
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Figure 57 : Sensibilité a la streptonigrine (1,5 pg/mL) [A], au paraquat (6 uM) [B] et au peroxyde d’hydrogéne (0,3 mM) [C] du mutant ftnAQ et de la souche sauvage

d’E. chrysanthemi 3937. Les souches bactériennes ont été cultivées a 30°C en milieu L. La densité optique a 600 nm a été suivie au cours du temps.



IV- Sensibilité au stress oxydant du mutant finAQ

La concentration intracellulaire en fer peut influencer la sensibilité au stress oxydant,
c’est pourguoi nous avons testé la contribution de la ferritine FtnA a la résistance au stress
oxydant. Pour verifier cette hypothése, nous avons étudié I’aptitude d’un mutant findQ a
croitre en présence de streptonigrine, de paraquat, de peroxyde d’hydrogéne ou de spermine
NONOate. Une des expériences caractéristique est présentée en figure 57.

La streptonigrine est un antibiotique activé par le fer qui génere des anions superoxyde
et radicaux par réduction en fonction de la concentration en fer. Son effet est d’autant plus
important que la concentration en fer intracellulaire réactif augmente. L’ajout de
streptonigrine (1,5 pg/mL) affecte beaucoup plus la croissance du mutant ftnAQ que celle de
la souche sauvage. Nous avons constaté que le mutant fin4Q présente 50% de croissance
résiduelle par rapport a la souche sauvage apres 10 h 30 de culture en présence de
streptonigrine.

Le paraquat diffuse a travers les enveloppes cellulaires et génére dans le cytoplasme
des anions superoxyde O,". Ces anions superoxyde oxydent les clusters [Fe-S] des enzymes et
les inactivent. Nous avons constaté que le paraquat affecte drastiquement la croissance du
mutant fin4Q en comparaison a la souche sauvage. Il affiche 70 % de croissance résiduelle
par rapport a la souche sauvage en présence de 6 uM de paraquat apres 11 h 30 de culture.

Le peroxyde d’hydrogene s’attaque aux résidus cystéine et méthionine des protéines
en oxydant les atomes de soufre et aux clusters [4Fe-4S] de protéines (Imlay, 2003).
L’ addition de peroxyde d’hydrogene a la concentration 0,3 mM inhibe la croissance du
mutant ftnAQ alors que la souche sauvage est peu sensible a cette concentration. Il présente
prés de 60 % de croissance residuelle en comparaison a la souche sauvage apres 10 h de

croissance.



Nous avons également testé I’effet d’un donneur de NO, la spermine NONOate, sur le
mutant ftnAQ. Alors que la souche sauvage est peu sensible a la spermine NONOate (70 uM),
la croissance du mutant ftnAQ est réduite (fig. 58). Il atteint une DOgq finale de 1,6 alors que

la souche sauvage croit jusqu’a une DOgg finale de 2 aprés 9 h 45 de culture.
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Figure 58 : Sensibilité a la spermine NONOate (70 puM) du mutant finAQ et de la souche sauvage d’E.
chrysanthemi 3937. Les souches bactériennes ont été cultivées a 30°C en milieu L en présence de 70 uM de

spermine NONOate ajoutés deés I’inoculation. La densité optique a 600 nm a été suivie au cours du temps.

Par ailleurs, la présence en trans du plasmide multicopie portant le géne ftnA supprime

la sensibilité du mutant ftnAQ a ces composés (données non présentées).

En conclusion, I’inactivation du gene ftnA rend plus sensible les bactéries de fagon
géneérale au stress oxydant et nitrosylant. FtnA protéegerait les bactéries face au stress oxydant
sans doute en séquestrant le fer sous une forme non réactive limitant ainsi sa toxicité. Nous
formulons I’hypothése que I’inactivation du géne ftnA entrainerait une augmentation de la
concentration intracellulaire en fer reactif aboutissant a une surproduction d’especes actives
de I’oxygene et a un stress oxydant. Nous pourrions alors envisager de vérifier si I’ajout du
chélateur intracellulaire du fer 2, 2’-dipyridyl supprime la sensibilité du mutant ftnAQ aux
différents agents testés comme la streptonigrine ou le paraquat. Cependant ce chélateur affecte
aussi la croissance de ce mutant, c’est pourquoi il pourrait étre difficile d’interpréter les

résultats.



Pour corroborer notre hypothése, nous avons testé le comportement d’un mutant sufC
affecté dans la biosynthése des centres [Fe-S] en conditions de stress oxydant (streptonigrine)
lorsque le géne ftnA est surexprimé. Le géne sufC code une ATPase de type ABC qui interagit
avec les protéines SufB et SufD impliquées dans la biosynthese des centres [Fe-S] en
conditions de stress oxydant et de carence en fer (Nachin et al., 2001 ; 2003). Le mutant sufC
est sensible a la streptonigrine de par I’augmentation de la concentration intracellulaire en fer
réactif. L’expression en trans du géne ftnA, cloné dans le vecteur multicopie pBC-SK”,
rétablit la croissance du mutant sufC dans ces conditions (fig. 59). La ferritine FtnA
« pompe » I’exces de fer réactif présent dans le mutant sufC et le maintient sous une forme
non réactive. Ainsi, la surproduction de la ferritine FtnA réduit la sensibilité du mutant sufC™ a

la streptonigrine.
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Figure 59 : Influence de I’expression de la ferritine FtnA sur la sensibilité du mutant sufC a la streptonigrine. Les
différentes souches d’E. chrysanthemi ont été cultivées en milieu L en présence de 0,5 pg/mL de streptonigrine.

La DO a 600 nm a été suivie au cours du temps.

V- Contenu en fer du mutant ftnAQ

Afin de vérifier si le contenu intracellulaire en fer réactif augmente dans le mutant
ftnAQ, nous avons entrepris deux approches d’analyse, d’une part la spectrométrie Méssbauer
et d’autre part la spectrométrie d’émission ICP-AES.

Dans un premier temps, nous avons dosé la quantité totale de fer dans le mutant ftnAQ
en comparaison a la souche sauvage par spectrométrie d’émission atomique de plasma

d’argon a couplage inductif ICP-AES.
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Figure 61 : Spectres Mdssbauer de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 [A] et du mutant fin4Q [B]. Les cellules bactériennes en phase stationnaire ont été
marquées avec une solution de 5 uM Fe*’/100 uM DHBA pendant deux heures, récoltées et analysées par spectrométrie Mossbauer en collaboration avec I’équipe du
Pr Berthold Matzanke (Medical University, Liibeck). Le tracé rouge correspond au signal du fer ferreux et le tracé bleu a celui du fer ferrique. Le résultat est donné

dans I’histogramme sous forme de pourcentage de surface relative par rapport a la ligne de base.



Nous avons quantifié le fer total du mutant ftnAQ cultivé en milieu riche L ou
minimum Tris. Le nombre de cellules utilisé pour le dosage est équivalent entre les
différentes souches et est de I’ordre de 10 cellules. Les résultats montrent que quel que soit
le milieu le contenu en fer total du mutant ftnAQ n’est pas différent de celui de la souche
sauvage (fig. 60). L’absence de la protéine FtnA ne semble pas provoquer une baisse du
contenu en fer total dans ces conditions de culture. 1l faudrait tester le contenu en fer dans les
cellules aprés plusieurs passages en milieu Tris ou bien aprés croissance en milieu L avec pré-

culture en milieu Tris.
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Figure 60 : Contenu en fer total du mutant ftnAQ (hachuré) en comparaison a la souche sauvage d’E.
chrysanthemi 3937 (noir). Les souches d’E. chrysanthemi ont été cultivées en milieu L ou Tris apres
respectivement 7 h et 13 h de croissance. Les extraits bactériens ont été préparés et leur contenu en fer dosé par

spectrométrie d’émission atomique de plasma d’argon a couplage inductif ICP-AES.

Nous avons donc analysé la distribution intracellulaire du fer in vivo par spectrométrie
Madssbauer pour le mutant finAQ en comparaison avec la souche sauvage dans le cadre d’un
projet européen de collaboration PROCOPE avec I’équipe du Pr Berthold Matzanke (Medical
University, Lubeck). Cette approche permet de déterminer dans quel état redox se trouve le
fer et dans quelles proportions. En effet, elle est qualitative et semi-quantitative. Nous avons
mené deux expériences, une premiere sur des cellules en phase stationnaire avec un temps de
marquage court de 2 heures et une seconde sur des cellules en phase exponentielle avec un
temps de marquage long de 15 heures. Aprés 2 heures de marquage des cultures bactériennes
avec un complexe 5 uM Fe>’/100 pM DHBA, nous avons obtenu les spectres présentés sur la
figure 61, a partir desquels nous avons calculé les pourcentages de la surface de chacun des

signaux rapportée sur la surface totale.



Nous remarquons qu’apres 2 heures de marquage le fer présent dans la souche sauvage
d’E. chrysanthemi se trouve principalement a I’état ferrique a raison de 67% de fer ferrique
pour 33% de fer ferreux (fig. 62). Toutefois, tout le fer ferreux détecté par spectrométrie
Madssbauer ne se retrouve pas libre dans le cytoplasme. Il est incorporé au niveau des centres
ferroxydases des ferritines et d’autres enzymes. En effet, il est admis que la proportion de fer
ferreux libre dans le cytoplasme est tres faible et avoisine les 1% (Keyer et al., 1996). Le
signal détecté pour la souche sauvage reflétant le fer a I’état ferrique présente un décalage
isomere caractéristique des maxi-ferritines bactériennes. La réalisation d’un spectre a basse
température confirme une relaxation magnétique caractéristique de la ferritine ou de la
bactérioferritine. Chez le mutant ftnAQ le fer ferreux prédomine a plus de 62% contre 38 % de
fer ferrique (fig. 62). L’augmentation du ratio Fe’*/Fe** et méme son renversement par
rapport a celui de la souche sauvage suggere une augmentation de la concentration de fer
ferreux réactif permettant de comprendre la sensibilité accrue du mutant ftnAQ au stress
oxydant ou nitrosylant. Cependant, 38 % du fer intracellulaire est encore a I’état ferrique dans
le mutant ftnAQ en étant présent dans les autres ferritines : bactérioferritine et protéines Dps.
L’ensemble des resultats suggére que la perte de la ferritine FtnA influence la nature du
contenu en fer d’E. chrysanthemi confirmant que celle-ci joue un réle important dans le
stockage intracellulaire du fer chez E. chrysanthemi 3937. Ainsi, la ferritine FtnA contribue

pour une part importante au stockage intracellulaire du fer sous forme ferrique Fe®".

100 4
90 1
80 A
70 1
60 1
50 ~
40 4
30
20 A
10

Pourcentage de surface relative

wWT finA

M Fe(IT) O Fe(IIT) ferritine

Figure 62 : Distribution du fer intracellulaire dans le mutant ftnAQ en comparaison a la souche sauvage d’E.
chrysanthemi 3937. Les souches d’E. chrysanthemi ont été cultivées a 30°C en milieu Tris pendant 15 h, puis un
mélange de DHBA-Fe®’ ont été ajoutés dans le milieu de culture. Des extraits ont été prélevés aprés deux heures,

prépareés et analysés par spectrométrie Mossbauer.
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Figure 63 : Influence de la mutation ftnA sur I’expression de la fusion acsA ::lacZ au cours de la croissance
bactérienne. Les souches d’E. chrysanthemi ont été cultivées a 30°C en milieu minimum Tris (carré) et en
présence de 30 uM de FeCl; (triangle). Les activités B-galactosidase ont été mesurées au cours de la croissance

bactérienne aprés 3 h 30, 5 h et 7 h 30, et exprimées en unités Miller.



Les expériences de marquage long sur 15 heures sont en cours d’analyse. Les premiers
résultats indiquent une plus forte accumulation de fer intracellulaire dans ces conditions avec
une répartition différente par rapport a la manipulation précédente. Ce marquage réalisé sur
des cellules en phase exponentielle ne peut étre comparé au précédent car il est a I’origine de

nombreux signaux correspondant a différents états du fer intracellulaire.

VI- Effet sur les systémes de transport du fer

Nous avons voulu voir si I’absence de ferritine FtnA perturbe les voies de transport du
fer & haute affinité dépendant des sidérophores. L’accumulation de fer réactif a I’intérieur de
la bactérie peut en effet ralentir ou abaisser la production de ses sidérophores pour limiter
I’entrée de ce métal. Deux voies de transport du fer a haute affinité ont été caractérisées au
laboratoire chez E. chrysanthemi 3937, celles de I’achromobactine et la chrysobactine. En
supposant que la concentration en fer réactif Fe’* augmente dans le mutant ftnAQ, le
répresseur transcriptionnel Fur pourrait en effet réprimer ces voies méme en absence de fer
exogene ajouté. Pour se faire, nous avons étudié si une mutation dans le gene ftnA influence
I’expression des génes de biosynthese et de transport de la chrysobactine et de
I’achromobactine. Nous disposons de fusions transcriptionnelles lacZ dans les génes fct et
acsA impliqués respectivement dans le transport de la chrysobactine et la biosynthése de
I’achromobactine. Nous avons donc transduit la mutation ftnAQ dans des mutants fct::lacZ et
acsA::lacZ grace au phage ®EC2 (Résibois et al., 1984).

Nous avons comparé I’expression de I’opéron acsF acr acsDE ychA acsCBA grace a
la fusion transcriptionnelle acsA::lacZ dans un contexte sauvage et mutant fin4$2 au cours de
la croissance bactérienne en milieu Tris supplémenté ou non de 30 uM de FeCls. Dans la
souche sauvage, la fusion acsA::lacZ est fortement réprimée en présence de fer dans le milieu
de culture Tris et deréprimé par une carence en fer (fig. 63). Le profil d’expression de la
fusion acsA::lacZ dans le mutant ftnAQ est semblable a celui de la souche sauvage. Il n’y a
pas de dérépression du géne acsA dans le mutant ftnAQ (fig. 63). Nous constatons que le
mutant ftnAQ n’est pas affecté pour sa croissance dans un contexte acsA en comparaison a la
souche référence acsA. La biosynthése et le transport de la ferri-achromobactine étant abolie,
la concentration intracellulaire en fer est diminuée limitant ainsi ses effets déléteres d’autant

plus importants en absence de ferritine FtnA.



De méme, nous avons comparé les profils d’expression de I’opéron fct cbsCEBA gréce
a la fusion transcriptionnelle fct::lacZ dans un contexte sauvage et un mutant ftnAQ. Dans la
souche sauvage, la fusion fct::lacZ est fortement réprimée en présence de fer dans le milieu de
culture Tris et déréprimée en absence de fer ajouté (fig. 64). Le profil d’expression de la
fusion fct::lacZ dans le mutant ftnAQ est semblable a celui de la souche sauvage. Nous
constatons encore que le mutant ftnAQ n’est pas affecté pour sa croissance dans un contexte
fct” en comparaison a la souche référence fct. Le transport de la ferri-chrysobactine étant
abolie, il y a moins de fer qui s’accumule intracellulairement limitant ainsi sa toxicité
exacerbée en absence de la ferritine FtnA. Nous pourrions vérifier nos dires en testant la

sensibilité des mutants ftnAQ acs et ftnAQ fct face au stress oxydant qui est sensée baisser.
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Figure 64 : Influence de la mutation ftnA sur I’expression de la fusion fct ::lacZ au cours de la croissance
bactérienne. Les souches d’E. chrysanthemi ont été cultivées a 30°C en milieu minimum Tris (carré) et en
présence de 30 uM de FeCl; (triangle). Les activités B-galactosidase ont été mesurées au cours de la croissance

bactérienne aprés 4 h, 6 h, 7het9 h.

Contrairement a notre hypothese, les données suggerent que I’inactivation du géne
ftnA n’affecte pas le niveau de transcription des genes de biosynthese et de transport des deux
sidérophores d’E. chrysanthemi 3937, mais il n’est pas exclu qu’un contrdle puisse avoir lieu

au niveau post-transcriptionnel.



Pour répondre a cette interrogation, nous avons quantifié les quantités respectives de
chrysobactine et d’achromobactine produites dans le mutant ftnAQ en comparaison a la
souche sauvage 3937 d’E. chrysanthemi. La production d’achromobactine a été mesurée par
la méthode de Schwyn et Neilands (1987). Elle permet de détecter les sidérophores quelque
soit leurs structures, c’est pourquoi il est nécessaire d’utiliser un mutant fct incapable de
produire et d’excréter la chrysobactine ; dans ce contexte, seule I’achromobactine est
produite. Les mutants fct et ftnAQ fct sont cultivés en milieu minimum Tris, conditions
inductrices des systémes de transport de haute affinité. En présence de sidérophore produit par
la souche bactérienne, le fer ferrique est capturé par le sidérophore et le Chrome Azurol S
déferré n’absorbe plus a la longueur d’onde de 630 nm. Nous remarquons que dans un
contexte sauvage I’achromobactine est produite dés le milieu de la phase exponentielle apres
4 h 30 de croissance a une DOgoo de 0,35 avec environ 20 équivalents uM DFO par unité de
densité optique (fig. 65). Apres 7 h 30 de croissance, la quantité d’achromobactine passe a
140 équivalents UM DFO par unité de densité optique. Elle est multipliée par un facteur 7
entre les DOgpo 0,35 et 0,7 dans la souche sauvage. Le mutant ftnAQ produit autant

d’achromobactine que la souche sauvage au cours de la croissance bactérienne (fig. 65).
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Figure 65 : Production d’achromobactine par la souche référence d’E. chrysanthemi 3937 fct (noir) et le mutant
fct ftnAQ (blanc) cultivés en milieu Tris. Les courbes de croissance des souches fct (triangle) et fct ftnAQ (carré)
sont superposés. Les surnageants de culture ont été prélevés au cours de la croissance bactérienne aprés 4 h 30, 6

h et 7 h 30 et analysés par le test de Schwyn et Neilands.



La quantité de chrysobactine produite a été estimée grace au test de Arnow (1937) qui
est une méthode colorimétrique de détection des composés de type catéchol. La chrysobactine
est produite a partir d’une DOgoo d’environ 0,5 dans un contexte sauvage, légérement plus
tard que I’achromobactine. Nous observons une hausse de la quantité de chrysobactine d’un
facteur 3 entre les temps 6 h et 10 h et d’un facteur 5 entre les temps 6 h et 24 h. Nous
remarquons que chez le mutant ftnAQ la quantité de chrysobactine produite est équivalente a
celle de la souche sauvage au cours de la croissance (fig. 66).
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Figure 66 : Production de chrysobactine par la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 (noir) et le mutant ftnAQ
(blanc) cultivés en milieu Tris. Les courbes de croissance de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937
(triangle) et du mutant ftnAQ (carré) sont superposés. Les surnageants de culture ont été prélevés au cours de la

croissance bactérienne aprés 6 h, 8 h, 10 h et 24 h et analysés par le test de Arnow.

Ainsi, I’absence de ferritine FtnA ne semble pas influencer la production des
sidérophores chrysobactine et achromobactine en terme de quantité et de cinétique chez E.
chrysanthemi 3937. Ces résultats ne réfutent pas I’hypothese d’une augmentation de la
concentration intracellulaire en fer en absence de ferritine FtnA. Nous soupconnons que le
pool de fer libéré a partir de la ferritine FtnA n’est pas percu par le répresseur transcriptionnel

Fur car en carence en fer le métal serait directement pris en charge par d’autres protéines.

Par ailleurs, nous avons réalisé des essais de complémentation nutritionnelle pour
déterminer si I’absence de ferritine FtnA influence le transport des sidérophores
achromobactine ou chrysobactine, de FeCls ou encore d’heme. Une souche d’E. chrysanthemi
ne produisant pas de sidérophore (double mutant acs fct) est incapable de pousser sur un
milieu additionné d’un chélateur fort du fer comme "EDDHA ou le 2,2’-dipyridyl.



L’ajout exogene de sidérophore ou toute autre source de fer (FeCls ou encore heme)
permet de rétablir la croissance bactérienne, un halo est alors observé autour des sources de
fer. Nous apprécions la taille des halos de croissance formés pour les deux souches acs37 fct
(référence) et acs37 fct ftnAQ apres 24 h d’incubation. Nous ne présentons que les résultats
obtenus sur milieu supplémenté d’EDDHA sur la figure 67. Le diameétre des halos formés par
la souche acs37 fct ftnAQ en présence d’achromobactine ferrée, FeCl; et d’héme est
équivalent a ceux de la souche référence acs37 fct. Les observations n’ont pas mises en
évidence de différence significative dans le mutant ftnAQ et la souche sauvage. Cependant, la
vitesse d’entrée des sidérophores peut étre différente tout en permettant la méme croissance
gue dans un contexte sauvage. En raison de résistances croisées entre les différentes

mutations, nous n’avons pas pu analyser par cette technique I’utilisation de chrysobactine.
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Figure 67 : Test de complémentation nutritionnelle avec les souches acs37 fct (référence) et acs37 fct fin4Q. Les
souches ont été ensemencées dans 20 mL de milieu L agar additionné de 100 uM d’EDDHA. 10 pL d’une
solution d’heme 1 mM, d’achromobactine ferrée 100 uM et de FeCl; 30 uM ont été déposés sur des filtres

placés sur la surface de I’agar. Le diameétre des halos de croissance a été mesuré apres 24 h d’incubation a 30°C.

VII- Régulation de I’expression du gene ftnA

Si la ferritine FtnA remplit une fonction de stockage du fer, I’expression du gene ftnA
devrait étre modulée en fonction de la concentration en fer et par le régulateur global du
métabolisme du fer, Fur (Ferric Uptake Repressor). Pour tester cette hypothese, nous avons
étudié I’expression du géne ftnA grace a une fusion transcriptionnelle et par la technique de
Northern. Nous avons construit une fusion transcriptionnelle dans le géne ftnA avec une
cassette comportant le géne uidA codant une B-glucuronidase délété de sa region promotrice
(Bardonnet et Blanco, 1992). La cassette uidA interrompt le géne ftnA au site de restriction
unique Munl et se trouve sous le contrdle du promoteur du géne ftnA. La construction

résultante est recombinée et intégrée dans le chromosome d’E. chrysanthemi 3937.



Nous avons mesuré I’expression de la fusion ftnA::uidA au cours de la croissance
bactérienne en milieu minimum L ou Tris. Le fer est ajouté ou non dans le milieu de culture
des cellules en phase exponentielle de croissance. Les résultats indiquent que le géne ftnA est
exprimé a un niveau basal au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris (fig. 68).
L’ajout de fer induit le géne ftnA au cours de la croissance bactérienne avec une forte hausse
de I’activité B-glucuronidase apres une heure correspondant & une induction d’un facteur 5,
mais décline rapidement atteignant un niveau équivalent a celui de départ lors de la fin de la
phase exponentielle de croissance (fig. 68). La hausse observée d’activité de la fusion
transcriptionnelle ftnA::uidA par le fer peut étre attribuée a Fur senseur du fer dans la cellule.
Le fer s’accumule dans la cellule grace aux systemes de transport du fer qui sont induits en
milieu minimum Tris. La concentration intracellulaire augmente activant la protéine Fur qui
réprime en retour les systemes de transport du fer. Il en résulte une baisse de la concentration

intracellulaire en fer qui aboutit a une baisse du niveau de transcription du géene ftnA.
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Figure 68 : Expression de la fusion ftnA::uidA au cours de la croissance bactérienne d’E. chrysanthemi 3937 en
milieu Tris. La souche ftnA::uidA a été cultivée a 30°C en milieu minimim Tris (carré noir) et en présence de
FeCl; (losange blanc). L’activité B-glucuronidase a été mesurée au cours du temps toutes les 30 min pour les

échantillons en milieu Tris (noir) et pour les échantillons en milieu Tris en présence de fer (blanc).



Nous pouvons remarquer que le gene ftnA est exprimé en absence de fer en milieu L a
un niveau basal semblable a celui observé en milieu Tris. Aprés 1’ajout de fer, ’activité B-
glucuronidase de la fusion ftnA::uidA augmente significativement avec une forte hausse apres
une heure et demi correspondant a un facteur 6. Contrairement a la régulation en milieu Tris,
I’activité B-glucuronidase de la fusion ftnA::uidA se maintient a un niveau eélevé méme en
phase stationnaire. En milieu L, le fer est transporté de maniére non spécifique et par
consequent la concentration cellulaire en fer ne diminue pas au cours de la croissance. Dans

ces conditions, le niveau de transcription du géne ftnA ne décroit pas (fig. 69).
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Figure 69 : Expression de la fusion ftnA::uidA au cours de la croissance bactérienne d’E. chrysanthemi 3937 en
milieu L en absence (noir) et en présence de FeCl; (blanc). La souche ftnA::uidA a été cultivée a 30°C en milieu
riche L en absence (carré noir) et en présence de FeCl; (losange blanc). L’activité B-glucuronidase a été mesurée
au cours du temps toutes les 30 min pour les échantillons en milieu L (noir) et pour les échantillons en milieu L

en présence de fer (blanc).
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Figure 70 : Expression de la fusion ftnA ::uidA dans le mutant fur@Q d’E. chrysanthemi 3937 au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris et mileu L. La souche
ftnA::uidA firQ [B] a été cultivée en milieu minimim Tris [A] et milieu riche L [B] en absence (noir) ou en présence (blanc) de FeCls. L’activité B-glucuronidase de la fusion

ftnA::uidA a été mesurée dans la souche sauvage [A] et le mutant furQ [B] a différents temps au cours de la croissance bactérienne.



Afin de vérifier que I’induction du géne ftnA par le fer est dépendante du répresseur
transcriptionnel Fur, nous avons analysé I’expression de la fusion ftnA::uidA dans un mutant
furQ” et dans un contexte sauvage fur® au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris ou
L en présence ou non de fer ajouté. Dans un mutant fur®2 en milieu Tris, nous n’observons
plus I’induction par le fer du gene ftnA, le niveau d’expression de la fusion transcriptionnelle
ftnA::uidA restant trés bas en présence ou absence de fer. En milieu riche, on observe aussi
une tres faible expression du gene ftnA dans un génotype furQ (fig. 70). Ces données montrent
que la protéine Fur d’E. chrysanthemi 3937 contrdle positivement le gene ftnA en réponse a la
disponibilité en fer. Dans un contexte sauvage, la bactérie produit la ferritine FtnA en réponse

a la présence de fer dans le milieu.

Afin de corroborer les résultats obtenus précédemment avec la fusion
transcriptionnelle, nous avons étudié I’expression du géne ftnA par la technique de Northern.
Pour cela, la souche sauvage a été cultivée en milieu Tris et 20 uM de FeSO, ont été ajoutées
ou non a DOgy de 0,6. Nous détectons la présence d’un transcrit ftnA d’environ 750 bases
correspondant a la taille attendue en présence de fer ajouté dans le milieu de culture. La
quantité de transcrits ftnA est fortement induite dés 30 min apres ajout de 20 UM de FeSO, et
reste constante aprés 90 min. Par contre en carence en fer, nous n’observons pas de transcrits
ftnA au cours de la croissance bactérienne a DOgoo équivalentes (fig. 71). Nous confirmons

ainsi que I’expression du gene ftnA est stimulée par le fer en milieu minimum Tris.
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Figure 71 : Accumulation de transcrits ftnA au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en
milieu minimum Tris jusqu’a une densité optique de DOgqo = 0,6, a laquelle ont été ajoutés 20 UM de FeSOy.
Des prélevements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNs totaux ont été extraits et

guantifiés.



Souche WT mutant_fitr

A A
' AN 4 A

DOy, 0,58 0,73 0,84 1 0,55 0,63 0,67 0,71

mi BN

0 30 60 90 0 30 60 90 (min)

Temps apres addition de 20 pM FeSO,
[A]

DOESEIEI

JftnA

Souche WT  mutant fitr
A A
{ A
1,1 1,2 14 095 1 1.2

20 40 o0

20 40 60 (min)

Temps aprés addition de 20 pM FeSO,

[B]

Figure 73 : Accumulation de transcrits ftnA au cours de la croissance bactérienne détectée par Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir de la souche sauvage et du

mutant furQ. Les bactéries ont été cultivées en milieu minimum Tris [A] ou L [B]. 20uM de FeSO, ont été ajoutés a une densité optique de DOgqo ~ 0,5 en milieu Triset ~ 1

en milieu L. Des prélévements ont été effectués au cours de la croissance bactérienne a partir desquels les ARNSs ont été extraits et quantifiés.



De méme, lorsque la souche 3937 d’E. chrysanthemi est cultivée en milieu L, nous
constatons que I’expression du gene ftnA est fortement induite par I’addition de fer. En
revanche, le géne ftnA est peu transcrit en carence en fer, en présence de 2,2’-dipyridyl (fig.
72).
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Figure 72 : Accumulation de transcrits ftnA au cours de la croissance bactérienne en milieu L détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en
milieu riche L jusqu’a une densité optique DOgy ~ 1 a laquelle ont été ajoutés 20 uM de FeSO, ou 200 uM de
2,2’-dipyridyl. Des prélévements ont été effectués toutes les 20 min a partir desquels les ARNSs ont été extraits et

quantifiés.

Nous avons aussi étudié I’expression du gene ftnA dans un contexte fur en
comparaison avec la souche sauvage. La souche sauvage et le mutant furQ ont été cultivés en
milieu Tris ou milieu L et 20 uM de FeSO, y ont été ajoutés a DOggo de 0,6. Dans un mutant
furQ quel que soit le milieu de culture utilisé, nous n’observons plus de hausse de la quantité
de transcrits ftnA aprés I’ajout de fer. Dans un génotype fur’, le géne ftnA est trés peu transcrit
et son niveau d’expression est comparable a celui observé en carence en fer (fig. 73). Ces
résultats confirment que Fur régule positivement la transcription du géne ftnA en présence de

fer.

L’ensemble des résultats montre que Fur contréle positivement le géne ftnA en
présence de fer. Cette régulation est-elle directement exercée par Fur ? Pour y répondre, nous
avons recherché dans la région promotrice du géne ftnA une boite Fur. Aucune boite Fur
correspondant a la séquence consensus definie chez E. coli n’a été trouvée en amont du géne
ftnA, suggérant que I’expression du géne ftnA est influencée par Fur de maniére indirecte. Or,
Fur est classiguement décrit comme un répresseur transcriptionnel et non comme un

activateur.
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Figure 75 : Alignement des séquences du géne ryhB d’E. chrysanthemi 3937 (Ech) et E. coli K12 (Ec).
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Figure 76 : Structure secondaire de RyhB d’E. chrysanthemi 3937 obtenue avec le programme Mfold de M.
Zuker.



Un travail réalisé par Massé et Gottesman a mis en évidence I’existence d’un petit
ARN anti-sens RyhB chez E. coli qui explique comment Fur peut induire I’expression de
certains genes. RyhB régule négativement I’expression de certains génes en s’appariant a
I’extrémité 5 de I’ARN messager cible au niveau ou a proximité du site de fixation du
ribosome (RBS), affectant ainsi la stabilité et / ou la traduction du messager. Le gene ryhB est
lui-méme réprimé par Fur, ce qui implique une régulation positive lorsque le fer est abondant
dans I’environnement. D’ailleurs, ils ont montré que le gene ftnA d’E. coli est induit par Fur
par I’intermédiaire de ce petit ARN. Nous avons alors regardé s’il existe également un petit
ARN homologue a RyhB chez E. chrysanthemi. Effectivement, nous avons identifié dans le
génome d’E. chrysanthemi un géne ryhB homologue a celui d’E. coli dans la région
intergénique d’environ 1200 nucléotides entre le gene glpC appartenant a I’opéron glpABC
codant une glycérol-3-phosphate déhydrogénase et le gene yhhW codant une protéine de
fonction inconnue (fig. 74). Le géne ryhB, ORF ABF 61312, est situé en position 4509497 du
chromosome d’E. chrysanthemi 3937.

ABF 15042 ABF 61312
yhhw ryhB ABF 15037 ABF 15034 ABF 15033
unknown proteln glpC glpB glpA

699 pb / 120 pb Voa pb 1251 pb 1644 pb

Promoteur P
(-35) (-10)
RAATTICTCCTGGAAATTTT TTTACA TTATTAT

\'\;I._......_

Figure 74 : Représentation schématique de I’environnement du géne ryhB d’E. chrysanthemi 3937.

Le géne ryhB d’E. chrysanthemi est plus long que celui d’E. coli avec 124 nucléotides
contre 90 pour E. coli. Il présente plus de 92 % d’identité de séquence avec celui d’E. coli si
on ne considéere que les 70 derniers nucléotides (fig. 75). Cette séquence de RyhB d’E.
chrysanthemi 3937 comporte la région fortement conservée qui forme la structure tige-boucle
centrale de RyhB d’E. coli K12. D’ailleurs, la structure secondaire du petit ARN RyhB,
prédite chez E. chrysanthemi grace au programme Mfold, est comparable a celle d’E. coli et

présente 3 structures tiges-boucles (fig. 76).



Nous avons identifié un promoteur potentiel pour le géne ryhB avec les sites -10 et -35
et un site d’initiation de la transcription (fig. 77). Cette séquence promotrice est identique a
celle du gene ryhB d’E. coli et son analyse révele la présence d’une boite Fur au niveau du
site -10 appuyant I’hypothese que Fur régule le gene ryhB en empéchant I’initiation de sa
transcription par I’ARN polymérase en présence de fer. Cette boite Fur est bien conservée,
elle présente 17 bases conservées sur les 19 définies chez E. coli
GATAATGAT(A/T)ATCATTATC (fig. 77).

-35 -10 —
PronoterRyhBEc ARAAAGTG ETEEEHHTEHEHHTEH GTCTCGCGATCAGGARGACCCTC
PromoterRyhBEch  RAARAACT ACAGATGCARATGATAATGALTHTI TAINGrTATRCGTTITRRRAAAGET
Fur Box

Figure 77 : Alignement des séquences nucléiques des régions promotrices du gene ryhB d’E. coli (Ec) et E.
chrysanthemi 3937 (Ech). Les boites -35 et -10 sont encadrées et la séquence consensus de fixation du répresseur

transcriptionnel Fur est soulignée en vert.

Par ailleurs, I’analyse de la séquence nucléique du gene ftnA et la détermination de son
départ de transcription a permis de mettre en évidence deux régions de complémentarité avec
RyhB en aval du site +1 de transcription du géne ftnA et de proposer un appariement possible
avec RyhB grace au programme Ifasta (fig. 78).

— +1
5, CCAUCAGUC-ACCUGCC— —AGUAAAAAU——AAGG@SU 3, ff”A

(60) (15)

Figure 78 : Régions de complémentarité entre RyhB et le transcrit ftnA chez E. chrysanthemi 3937. Les chiffres

indiqués entre parenthéses désignent les positions des nucléotides de I’ARN RyhB.
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Figure 79 : Accumulation de transcrits ftnA au cours de la croissance bactérienne en milieu L en présence de
20uM de FeSOy, détectée par Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage et du
mutant AryhB. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une densité optique de DOggo ~ 1,
laquelle ont été ajoutés 20 uM de FeSQO,. Des prélévements ont été effectués toutes les 20 min a partir desquels

les ARNs ont été extraits et quantifiés.



Ces données de séquence soutiennent donc I’hypothese que le transcrit ftnA est une
cible de I’ARN anti-sens RyhB. Pour confirmer ce contrdle, nous avons analysé par Northern-
blot I’accumulation de transcrits dans un mutant 4ryhB aprés ajout de fer en comparaison a la
souche sauvage. Nous avons donc construit un mutant de délétion du gene ryhB noté AryhB
en amplifiant les régions flanquantes du gene ryhB par PCR avec les couples d’amorces
RyhB1s/RyhB1r et RyhB2s/RyhB2r. Ces régions flanquantes ont été recollées au site BamHI
oll a été introduit la cassette Q Spec” et le fragment résultant a été cloné dans le vecteur pBC-
SK" utilisé pour étre recombiné dans le chromosome d’E. chrysanthemi. Nous avons analysé
le contenu en transcrits ftnA dans un mutant AryhB et la souche sauvage en cours de
croissance en milieu L. Il apparait que le transcrit ftnA est plus abondant dans un mutant
AryhB en comparaison a la souche sauvage 60 min apres addition de fer, soit a une DOgpo
d’environ 1,4 (fig. 79).

En conclusion, le géne ftnA est régulé en fonction de la biodisponibilité en fer. En
effet, il est induit par I’apport exogene de fer et réprimé par la carence en fer en milieu riche L
ou minimum Tris. Cette induction par le fer est dépendante du répresseur transcriptionnel Fur
qui réprime la transcription du petit ARN anti-sens RyhB, qui régule négativement
I’expression du gene ftnA en bloquant sa transcription et/ou sa traduction comme le suggere la

proximité de I’appariement de RyhB avec le site +1 (fig. 78).
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Figure 80 : Pouvoir pathogéne du mutant ftnAQ et de la souche 3937 d’E. chrysanthemi sur saintpaulia.
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Figure 81 : Pouvoir pathogéne du mutant ftnAQ et de la souche 3937 d’E. chrysanthemi sur endive.
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Figure 82 : Activité globale pectate lyase du mutant ftnAQ et de la souche 3937 d’E. chrysanthemi. Les bactéries
ont été cultivées a 30°C en milieu Tris en présence de PGA (condition inductrice). Le ratio indiqué en ordonnée

désigne le rapport d’induction par la carence en fer de I’activité pectate lyase.



VIII- Pouvoir pathogene du mutant ftnAQ

Nous avons aussi étudié I’implication de la ferritine FtnA dans la virulence de E.
chrysanthemi 3937. La virulence a été testée sur des plantes de saintpaulia et sur des feuilles
d’endives. Un mutant ftnAQ affiche un retard dans I’apparition de symptdmes systémiques sur
saintpaulia en comparaison a la souche sauvage. Trois jours aprés inoculation, le nombre de
réponses systémiques pour le mutant ftnAQ est de 3 contre 7 pour la souche sauvage (fig. 80).
Néanmoins, apres 9 jours, le nombre de réponses systémiques est le méme pour la souche
sauvage et le mutant ftnAQ. Une fois que les Iésions sont apparues, les vitesses de progression
des symptdmes sont les mémes pour le mutant ftnAQ et la souche sauvage.

La mutation du géne ftnA affecte aussi la virulence de la bactérie sur feuilles d’endive.
Nous avons observé un retard dans I’apparition des symptomes sur feuilles d’endives par
rapport a la souche sauvage. Aprés 36 h, les zones macérées par le mutant ftnAQ se limitent a
la zone entourant le point d’inoculation et représentant environ 1/4 de la surface des feuilles
d’endives alors que les feuilles inoculées par la souche sauvage étaient macérées au 2/3 (fig.
81). Cependant, nous avons constaté que le mutant ftnAQ macere entiérement la surface de la
feuille d’endive apres 72 h comme la souche sauvage.

Ce retard de développement des symptomes observé sur plantes est sans doute lié a la
sensibilité du mutant ftnAQ a la carence en fer et au stress oxydant, des conditions rencontrées
au cours de I’infection. En effet, la plante en réponse a I’infection induit des mécanismes de
défense, notamment la production d’especes réactives de I’oxygeéne et la séquestration du fer.
Malgré sa sensibilité au stress oxydant et a la carence en fer, le mutant ftnAQ est capable de
macérer la feuille de saintpaulia a la méme vitesse que la souche sauvage et de provoquer une
infection systémique. Nous avons alors étudié I’effet de I’absence de ferritine FtnA sur la
production de pectate lyase qui est un déterminant majeur du pouvoir pathogéne chez E.
chrysanthemi 3937. Nous observons que le mutant ftnAQ présente un facteur d’induction par
la carence en fer de I’activité pectate lyase de 5 contre 2 pour la souche sauvage apres 7
heures de croissance en milieu Tris en présence de PGA, condition équivalente a celle
rencontrée in planta (fig. 82). Ce résultat peut apporter une explication pour le developpement
d’une réponse systémique malgré un retard de macération initial. L’augmentation de I’activité
pectate lyase dans le mutant ftnAQ permettrait de contrecarrer le défaut de croissance du

mutant ftnAQ dans les premieres etapes de I’infection.



Chapitre 111

La bactérioferritine Bfr d’E. chrysanthemi 3937



I- Construction des mutants bfrQ, ftnAQ bfrQ et bfd ::ahpA3

Pour déterminer la contribution biologique de la bacferritine Bfr, nous avons construit
un mutant bf+Q dans la souche 3937 d’Erwinia chrysanthemi par insertion d’un marqueur de
sélection dans le géne bfr chromosomique par recombinaison homologue. A cet égard, nous
avons amplifié par PCR avec les amorces bfrls et bfrlr un fragment d’environ 1,5 kb qui
contient les genes bfd et bfr organisés en opéron (annexe 2). Ce fragment a été cloné dans le
vecteur pGEM®-T Easy et la construction plasmidique a été préalablement séquencée. Le
locus bfd-bfr a été récupére par digestion de la construction plasmidique précédente par les
enzymes de restriction Apal et Spel et cloné dans le plasmide multicopie pBC-SK linéarisé
par les mémes enzymes. Pour inactiver le géne bfr, Iinterposon QKm" conférant la résistance
a la kanamycine est récupéré par digestion du plasmide pHP45 par Smal et cloné au site Pstl
du gene bfr préalablement comblé par I’ADN polymérase T4. La construction résultante a éte
introduite par électroporation dans la souche 3937 d’E. chrysanthemi ou elle a été recombinée
dans le chromosome. Nous avons également construit un double mutant ftnAQ bfrQ en
transduisant la mutation ftnAQSpec? dans le mutant bfrQKm® grace au phage ®EC2. Les
différents mutants ont été confirmes par PCR et Southern-blot. L’absence de la protéine Bfr a
été vérifiée dans les extraits cellulaires du mutant bfrQ aprés marquage au Fe>°. Nous avons
également montré I’aptitude de la protéine Bfr a fixer du fer (voir chapitre 11, fig. 52).

Comme évoqué au chapitre I, le géne bfd est organisé en opéron avec le géne bfr ce
qui suggere que les produits de ces genes fonctionnent en coopération. Or peu de travaux ont
porté sur la protéine Bfd. C’est pourquoi, un mutant bfd non polaire a aussi été construit.
Nous avons inséré la cassette aphA3 a I’intérieur du gene bfd au site Nsil. Le vecteur pUC18K
est digéré par I’enzyme Smal pour libérer le gene aphA3, conférant la résistance a la
kanamycine. Cette cassette est introduite dans le plasmide pBC-bfr préalablement linéarisée
par I’enzyme Nsil et rendu franc par I’ADN polymérase T4. Le géne aphA3 est précédé par
des codons d’arrét de la traduction dans les trois phases ouvertes de lecture et est suivi d’un
site RBS et d’un codon d’initiation de la traduction, ce qui permet de générer une mutation
non polaire. La construction résultante a été introduite dans la souche 3937 d’E. chrysanthemi

ou elle a éte recombinée dans le chromosome. La mutation a été confirmée par PCR.
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Figure 83 : Propriétés de croissance du mutant bfr2 en milieu L [A], en présence de FeCl; (30 uM) [B], 2,2’-dipyridyl (200 uM) [C] et EDDHA (100 puM) [D].



I1- Propriétés de croissance des mutants bfrQ2, ftnAQ bfrQ et bfd ::ahpA3

Les mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ ont été caractérisés quant a leurs propriétés de
croissance en comparaison a la souche sauvage. La croissance des différentes souches a éte
réalisée a 30°C et suivie par mesure de la densité optique a 600 nm au cours du temps.
Plusieurs expériences ont été réalisées : une seule est présentée. Il apparait que le mutant bfrQ
se comporte comme la souche sauvage en milieu riche L ou en milieu minimum Tris (fig.
83[A] et 84[A]). L’addition de fer dans les milieux L ou Tris stimule la croissance du mutant
bfrQ mais de maniére semblable a celle de la souche sauvage (fig. 83[B] et 84[B]). De méme,
la présence de chélateurs du fer EDDHA ou 2,2’-dipyridyl affecte la croissance du mutant
bfrQ en milieu L et en milieu Tris tout comme la souche sauvage (fig. 83 et 84 [C] et [D]).
L’inactivation du gene bfr n’affecte vraisemblablement pas la croissance bactérienne. Ce
résultat suggeére que la bactérioferritine Bfr contribuerait peu au stockage du fer dans ces
conditions de croissance. Les mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ forment sur boites LA des colonies
de méme taille et avec la méme cinétique que la souche sauvage. En revanche, le double
mutant ftnAQ bfrQ présente un phénotype intermédiaire pour ses capacités de croissance.
Nous présentons les courbes de croissance du mutant ftnAQ bfrQ avec celles obtenues pour le

mutant ftnAQ pour comparaison (fig. 85).
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Figure 84 : Propriétés de croissance du mutant bfrQ en milieu Tris [A], en présence de FeCl; (30 uM) [B], EDDHA (37 uM) [C] et 2,2’-dipyridyl (100 uM) [D].



Milieu L

2.3 7 12 Milieu Tris
2 - 1
£ £ 08
o 15 4 o
3 3 06
. i <
5 ! o 04
D fa]
05 A 0.2
O z:\ . ; . O T T T T T
Temps (heures
[A] Temps (heures) [B] ps ( )

——WT —O—bfr <—ftnA —/—bfr ftnA —— WT —O—bfr —<0—ftnA —/x—bfr ftnA

Figure 85 : Propriétés de croissance des mutants ftnAQ, bfrQ, ftnAQ bfrQ et de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 en milieu L [A] et en milieu Tris [B]. Les souches
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Figure 87 : Propriétés de croissance du mutant bfd::aphA3 et de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 en milieu Tris en présence de glucose comme source de carbone

[A], en présence de 100 uM de 2,2’-dipyridyl [B] et 37 uM d’EDDHA [C]. Les souches bactériennes ont été cultivées a 30°C sous agitation. La densité optique a 600 nm a

été suivie au cours du temps.



Pour résumer nos données, un récapitulatif des propriétés de croissance des mutants

ftnAQ et ftnAQ bfrQ est présenté sous forme d’histogramme dans la figure ci-dessous.
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Figure 86 :

[A]

[B]

Milieu L

Milieu Tris

Histogramme récapitulatif représentant les propriétés de croissance des mutants finAQ et finAQ bfrQ

en milieu L [A] et milieu Tris [B] en absence ou en présence de FeCls;, de 2,2’-dipyridyl et d’EDDHA

normalisées par rapport a la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Le pourcentage de croissance résiduelle a

été déterminé a partir des valeurs de DOgqo apres 9 h 30 de croissance pour les mutants findQ et finAQ bfrQ

rapportées sur celles de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 dans les mémes conditions.

Enfin pour terminer, nous avons caractérisé le mutant bfd ::aphA3. Ce mutant se

comporte comme la souche sauvage lorsqu’il est cultivé en milieu riche L. La croissance

bactérienne du mutant bfd ::aphA3 est légérement affectée lorsqu’il est cultivé en milieu Tris

avec 89% de croissance résiduelle et davantage en présence de 2,2’-dipyridyl ou d’EDDHA

avec respectivement 75 + 3% et 77 = 2,8% de croissance résiduelle (fig. 87). Cette

ferrédoxine semble donc étre impliquée dans I’adaptation a la carence en fer.
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et de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Les souches bactériennes ont été cultivées a 30°C en milieu L. La densité optique a 600 nm a été suivie au cours du temps.



I11- Sensibilité au stress oxydant des mutants bfrQ, ftnAQ bfrQ et bfd ::ahpA3

Nous avons ensuite testé le comportement des mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ face au
stress oxydant geénéré par la streptonigrine, le paraquat, le peroxyde d’hydrogene et la
spermine NONOate. Pour comparaison, nous avons représenté les donnees obtenues pour le

mutant ftnAQ en paralléle de ceux des deux mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ.

Le mutant bfrQ n’est pas plus sensible a la streptonigrine que la souche sauvage. En ce
qui concerne le double mutant ftnAQ bfrQ, il est affecté par la streptonigrine, mais de maniére
moins sévere que le mutant ftnAQ (fig. 88 [A]). En présence de paraquat, le mutant bfrQ se
comporte comme la souche sauvage. Toutefois, le paraquat ralentit la croissance du double
mutant ftnAQ bfrQ mais son effet est plus réduit que pour le mutant ftnAQ (fig. 88 [B]). Le
mutant bfrQ2 n’est pas plus sensible a la spermine NONOate par rapport a la souche sauvage.
Quant au double mutant ftnAQ bfrQ, il est l1égeérement affecté par la spermine NONOate et de
maniére moins prononcée que le mutant ftnAQ (fig. 88 [C]). Enfin, les mutants bfrQ et ftnAQ
bfrQ parviennent apres 8 h 30 de croissance en milieu L en présence de peroxyde
d’hydrogéne a une DOgq finale équivalente a celle de souche sauvage : ils ne présentent donc

pas de sensibilité accrue au peroxyde d’hydrogéne (fig.88 [D]).

D’aprées ces résultats, la bactérioferritine Bfr ne semble pas étre impliquée dans la
résistance au stress oxydant et nitrosylant. Contrairement a la ferritine FtnA, elle ne semble
contribuer au stockage intracellulaire du fer que de maniere mineure. De maniére surprenante,
la mutation dans le géne bfr semble compenser en partie le défaut de croissance lié a
I’inactivation du gene ftnA ainsi que sa sensibilité au stress oxydant. En ce qui concerne le
mutant bfd ::aphA3, des expériences préliminaires indiquent qu’il n’est pas plus sensible que
la souche sauvage au stress oxydant provoqué par le paraquat, la streptonigrine ou la spermine
NONOate (données personnelles de Thierry Franza). Ces premiers résultats indiquent que la

ferrédoxine Bfd ne confere pas de résistance au stress oxydant.



Comme nous I’avions fait pour la ferritine FtnA, nous avons testé le comportement
d’un mutant sufC affecté dans la biosynthése des centres [Fe-S] lorsque le gene bfr est
surexprimé en conditions de stress oxydant (streptonigrine). Le mutant sufC est sensible a la
streptonigrine de par I’augmentation de la concentration intracellulaire en fer réactif.
L’expression en trans du géne bfr, cloné dans le vecteur multicopie pBC-SK”, ne restaure pas
la croissance du mutant sufC dans ces conditions (fig. 89). Ces observations confortent I’idée
que la bactérioferritine a une capacité de stockage du fer beaucoup moins importante que celle

de la ferritine FtnA.
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Figure 89 : Influence de I’expression la bactérioferritine Bfr sur la sensibilité a la streptonigrine du mutant sufC.
Les différentes souches d’E. chrysanthemi ont été cultivées en milieu L en présence de 0,5 pg/mL de

streptonigrine. La DO a 600 nm a été suivie au cours du temps.



IV- Contenu en fer du mutant bfrQ

Nous avons étudié, dans un premier temps, I’effet d’une mutation du géne bfr sur le
contenu en fer en dosant la quantité totale de fer dans le mutant bfr©2 en comparaison a la
souche sauvage par spectrométrie d’émission atomique de plasma d’argon a couplage inductif
ICP-AES. Le nombre de cellules utilisé pour le dosage est équivalent entre les différentes
souches et est de I’ordre de 10™ cellules. Le dosage n’a été réalisé qu’une fois et devra étre
renouvelé pour confirmer les résultats. Il apparait que les quantités de fer sont équivalentes
dans le mutant bfrQ2 et la souche sauvage (fig. 90). Le contenu en fer du double mutant ftnAQ

bfrQ est en cours d’analyse.

Milieu L Milieu Tris

A A
140 . [ N 4 A

120 -

100 -
80 -
60

40 -

Quantité de fer
(ppm ou pg/ g de biomasse)

20 +

wWT bfr wWT bfr

Figure 90 : Contenu en fer total des mutants ftnAQ (hachuré) et bfrQ (pointillé) en comparaison a la souche
sauvage d’E. chrysanthemi 3937 (noir). Les souches d’E. chrysanthemi ont été cultivées en milieu riche L et
minimum Tris aprées respectivement 7 h et 13 h de croissance. Les extraits bactériens ont été préparés et leur

contenu en fer dosé par spectrométrie d’émission atomique de plasma d’argon a couplage inductif ICP-AES.

Cependant, la répartition de ce métal dans la bactérie peut étre distincte en absence de
la bactérioferritine Bfr, c’est en ce sens que nous avons suivi la repartition du fer
intracellulaire chez les mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ par spectrométrie Mdssbauer. Nous avons
mené deux expériences, une premiére sur des cellules en phase stationnaire et un temps de
marquage court de 2 heures avec un complexe 5 pM Fe®’/100 uM DHBA et une seconde sur

des cellules en phase exponentielle et un temps long d’environ 15 heures.
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Figure 91 : Spectres Mdssbauer de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 [A] et des mutants findQ [B], bfrQ [C] et finAQ bfrQ2 [D]. Les bactéries en phase stationnaire ont été marquées
avec une solution de 5 uM Fe®/100 pM DHBA pendant deux heures, récoltées et analysées par spectrométrie Méssbauer en collaboration avec 1’équipe du Pr Berthold Matzanke (Medical

University, Liibeck). Le tracé rouge correspond au signal du fer ferreux et le tracé bleu celui du fer ferrique.



De I’analyse des spectres donnés sur la figure 91, nous avons déduit des pourcentages
correspondants a la surface de chacun des signaux rapportée sur la surface totale. Nous
présentons les résultats sous forme d’histogramme sur la figure 92. Nous constatons qu’apres
2 heures de marquage le fer présent dans le mutant bfrQ est a 70% a I’état ferrique et 30% a
I’état ferreux, ce qui est sensiblement identique a la répartition observée pour la souche
sauvage (fig. 92). En effet, dans la souche sauvage, la balance Fe?*/Fe** est de I’ordre 33/67.
La présence d’une ferritine FtnA fonctionnelle et ce ratio Fe*’Fe** expliquent pourquoi le
mutant bfrQ n’est pas plus sensible aux agents oxydants en comparaison a la souche sauvage.

Par contre un double mutant ftnAQ bfrQ voit son ratio Fe?*'Fe®*

inversé par rapport a la
souche sauvage ou au mutant bfrQ (fig. 92). L’analyse des spectres montre que la proportion
de fer ferreux est 1égérement plus importante dans le double mutant ftnAQ bfrQ par rapport au
mutant ftnAQ. De plus, la quantité intracellulaire de fer est réduite dans le double mutant
ftnAQ bfrQ2 par rapport a la souche sauvage ou au mutant bfrQ. Néanmoins, en absence de
ferritine et de bactérioferritine, une proportion non négligeable de fer (33,5%) se trouve
encore a I’état ferrique, propriété que nous attribuons aux protéines Dpsl et Dps2. Nos
spéculations se sont averées justifiées ; en effet le spectre réalisé a basse température pour le
double mutant ftnAQ bfrQ ne montre pas de relaxation magnétique caractéristique de la

ferritine ou de la bactérioferritine.
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Figure 92 : Distribution du fer intracellulaire dans les mutants ftnAQ, bfrQ et ftnAQ bfrQ en comparaison a la
souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Les souches d’E. chrysanthemi ont été cultivées a 30°C en milieu Tris
pendant 15 h, puis un mélange de DHBA-Fe® a été ajouté dans le milieu de culture. Des extraits ont été

prélevés aprées deux heures, préparés et analysés par spectrométrie Mossbauer.



L’analyse des spectres obtenus pour un marquage long est encore en cours de
réalisation. En résumé, la perte de la bactérioferritine Bfr ne semble pas affecter le contenu en
fer total d’E. chrysanthemi 3937. Par ailleurs, ce métal se retrouve dans le méme état redox et
dans les mémes proportions dans le mutant bfrQ et dans la souche sauvage d’E. chrysanthemi
3937. Ces résultats confirment que la bactérioferritine Bfr d’E. chrysanthemi 3937 n’a pas
une capacité de stockage aussi importante que la ferritine FtnA. Des travaux réalisés chez E.
coli ont montré que I’absence de bactérioferritine n’influence pas le contenu total en fer et la
balance Fe**/Fe** (Abdul-Tehrani et al., 1999).

V- Effet sur les systémes de transport du fer

Dans un premier temps, nous avons mesuré la quantité de chrysobactine produite dans
les mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ en comparaison a la souche sauvage 3937 d’E. chrysanthemi.
La quantité de chrysobactine produite par les deux mutants au cours de la croissance
bactérienne est comparable a celle produite par la souche sauvage (fig. 93). Il n’a pas été
possible d’estimer la quantité d’achromobactine dans un mutant bfrQ en raison de

Iincompatibilité des marqueurs de sélection.
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Figure 93 : Production de chrysobactine par la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 (noir) et les mutants bfrQ
(hachuré) et ftnAQ bfrQ (pointillé) cultivés en milieu Tris. Les courbes de croissance des différentes souches
sont superposées. Les surnageants de culture ont été prélevés au cours de la croissance bactérienne aprés 6 h, 8h,
10 h et 24 h et analysés par le test de Arnow.



Par ailleurs, nous avons réalisé des essais de complémentation nutritionnelle pour
déterminer si I’absence de la bactérioferritine Bfr influence le transport de I’achromobactine,
du FeCl3 ou encore d’heme. Nous n’avons pas testé la chrysobactine pour des questions de
résistances croisées entre les mutants. Nous apprécions la taille des halos de croissance
formés pour les deux souches acs37 cbsE (référence) et acs37 chsE bfir2 aprés 24 h
d’incubation. Le diameétre des halos formés par la souche acs37cbsE bfrQ en présence
d’achromobactine ferrée, FeCl; et d’héme est équivalent a ceux de la souche référence acs37
fct. Nous n’observons donc pas de différence pour I’utilisation d’achromobactine, d’héme ou
de FeCl3 entre le mutant bfrQ2 et la souche sauvage (fig. 94). Cependant, la cinétique d’entree
de sidérophore peut étre différente tout en permettant la méme croissance que dans un

contexte sauvage.

Mutant L2 acss; cbsE Mutant L2 acss7 cbsE bfrQ
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Figure 94 : Test de complémentation nutritionnelle avec les souches acs37 chsE (référence) et acs37 cbsE bfrQ.
Les souches ont été ensemencées dans 20 mL de milieu L agar additionné de 200 uM de 2,2’-dipyridyl. 10 pL
d’une solution d’héme 1 mM, d’achromobactine ferrée 100 uM et de FeCl; 30 uM ont été déposés sur des filtres

placés sur la surface de I’agar. Le diamétre des halos de croissance a été mesuré aprés 24 h d’incubation a 30°C.
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Figure 95 : Expression de la fusion bfr ::uidA au cours de la croissance bactérienne d’E. chrysanthemi 3937 en
milieu L en présence (blanc) ou en absence (noir) de FeCls. La souche bfr ::uidA d’E. chrysanthemi 3937 a été

cultivée a 30°C en milieu L jusqu’a une densité optique de DOgy = 0,4 a laquelle a été ajouté ou non du fer.



VI- Régulation de I’expression du gene bfr

L’analyse de I’expression d’une fusion transcriptionnelle bfr::uidA dans une souche
sauvage cultivée en milieu L révele que la transcription du gene bfr est induite dés que la
souche bactérienne atteint une D0Ogo de 1,5 qu’il y ait ou non addition de fer (fig. 95).

Une analyse par Northern confirme le résultat précédent. Lorsque la souche sauvage
est cultivée en milieu L, la quantité de transcrits bfr ne semble pas étre influencée par la
présence de fer. Un transcrit d’environ 850 bases est détecté, ce qui correspond a la taille
attendue pour un ARNm polycistronique bfd-bfr. Nous constatons une augmentation de la
guantité de messagers bfr au cours de la croissance bactérienne avec une forte accumulation

en phase stationnaire indépendamment de I’addition de fer (fig. 96).
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Figure 96 : Accumulation de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne en milieu L détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Les bactéries
ont été cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une densité optique d’~1, a laquelle ont été ajoutés 20 uM de
FeSO,. Des prélévements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNs ont été extraits et

quantifiés.

Le profil d’expression du gene bfr évoque un contrdle par la phase stationnaire. Ce
type de regulation peut étre attribué a un phénoméne dépendant de la densité cellulaire
désigné par le terme de quorum-sensing. Nous avons donc d’abord examiné la transcription
du géne bfr dans des mutants des systémes de quorum-sensing. Les différents acteurs du
quorum-sensing ont été identifiés chez E. chrysanthemi (Nasser et Reverchon, 2002 ; Barnard
et Salmond, 2007) : un premier systeme fait intervenir le régulateur EXpR qui appartient a la
famille LuxR d’activateurs transcriptionnels et [I’acyl-homosérine lactone (acyl-HSL)
synthase Expl de la famille Luxl alors qu’un deuxiéme systéme implique le régulateur CanR
appartenant également a la famille LuxR et une acyl-HSL synthase non identifiée. Nous avons
transduit la mutation bfr ::uidA dans des mutants expR et canR qui nous ont été fournis par

Sylvie Reverchon de I’unité de Microbiologie, Adaptation et Pathogenie, UMR 5240.



Nous avons analysé 1’activité B-glucuronidase d’une fusion transcriptionnelle
bfr::uidA dans des mutants canR et expR cultivés en milieu L. Il s’avére que la transcription
du gene bfr dans un mutant canR est comparable a celle de la souche sauvage (fig. 97).
L’inactivation du gene expR influence tres légérement la transcription du gene bfr, mais ce
régulateur ne peut a lui seul étre responsable de la forte induction du géne bfr en phase
stationnaire (fig. 97). En conclusion, I’induction du géne bfr en phase stationnaire de

croissance ne dépend pas de ces deux systémes de quorum-sensing.
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Figure 97 : Influence de mutations canR et expR sur I’expression de la fusion bfr ::uidA au cours de la croissance
bactérienne d’E. chrysanthemi 3937 en milieu L. La croissance des différentes souches d’E. chrysanthemi
cultivées a 30°C en milieu L a été suivie par mesure de la densité optique a 600 nm au cours du temps. Des
prélevements ont été effectués a différents temps au cours de la croissance bactérienne pour lesquels I’activité [3-

glucuronidase de la fusion bfr::uidA a été mesurée.
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Figure 98 : Influence d’une mutation rpoS sur I’expression de la fusion bfr ::uidA au cours de la croissance
bactérienne d’E. chrysanthemi 3937 en milieu L. La croissance des différentes souches d’E. chrysanthemi
cultivées a 30°C en milieu riche L a été suivie par mesure de la densité optique a 600 nm au cours du temps. Des
prélévements ont été effectués a différents temps au cours de la croissance bactérienne pour lesquels 1’activité -

glucuronidase de la fusion bfr::uidA a été mesurée
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Figure 99 : Accumulation de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne en milieu L détectée par
Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 et du mutant
rpoS. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en milieu L. Des prélévements ont été effectués dés DO600 ~ 1 au

cours de la croissance bactérienne a partir desquels les ARNs ont été extraits et quantifiés.



Nos investigations se sont tournées alors vers le facteur de transcription ¢ qui est
décrit dans la littérature comme inducteur de nombreux génes en phase stationnaire de
croissance et qui serait susceptible d’induire la transcription du géne bfr en phase stationnaire.
L’annotation du genome d’E. chrysanthemi 3937 a mis en évidence la présence d’un
homologue au géne rpoS d’E. coli (ABF 20446) dont le produit fait 330 acides aminés et
présente 92% d’identité de séquence avec celle d’E. coli (annexe 3). L analyse de la séquence
nucléique du géne rpoS révele que ce dernier est organisé en opéron avec le géne nlpD situé
en amont (ABF 20445) et codant une lipoprotéine de 408 acides aminés (annexes 4 et 5).
Cette organisation genique est conservée chez E. coli et le gene rpoS est lui-méme induit par
la phase stationnaire a partir de deux promoteurs potentiels localisés a I’intérieur du gene
nlpD (Lange et al., 1994).

De plus, I'analyse de la région promotrice du géne bfr dévoile la présence d’un
promoteur susceptible d’étre reconnu par ¢ avec un site -10 étendu TGCGTTTAAT (voir
chapitre 1). Toutefois, aucune boite -35 associée n’a été identifiée. Un mutant rpoS nous a été
fourni par Sylvie Reverchon. Afin de corroborer cette hypothése, nous avons suivi I’activité
B-glucuronidase de la fusion bfr::uidA dans le mutant rpoS cultivé en milieu L en
comparaison a la souche sauvage. Pour cela, nous avons construit un double mutant bfr::uidA
rpoS en transduisant la mutation bfr::uidA dans le mutant rpoS. Nous avons constaté que le
géne bfr n’est plus induit en phase stationnaire dans le mutant rpoS, indiquant que le facteur

o° est responsable de I’induction du géne bfr en phase stationnaire (fig. 98).

Par ailleurs, une analyse par Northern de la quantité de transcrits bfr confirme ce
résultat montrant que le gene bfr est peu transcrit dans un mutant rpoS et qu’il n’y a plus
d’accumulation de transcrits bfr dans un mutant rpoS cultivé en milieu L contrairement a la
souche sauvage (fig. 99). Ces résultats suggérent que le facteur o> est responsable de
I’accumulation de transcrits bfr des I’entrée en phase stationnaire de croissance. Nous avons
montré que le géne ftnA, contrairement au géne bfr, n’est pas contrdlé par o> (données non

présentées).
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Figure 100 : Accumulation de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne en milieu L détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 et du mutant
furQ. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une DOgy ~ 0,8, a laquelle ont été ajoutés 20uM
de FeSO,. Des prélévements ont été effectués toutes les 20 min a partir desquels les ARNs ont été extraits et

quantifiés.
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Figure 101 : Accumulation de transcrits rpoS au cours de la croissance bactérienne en milieu L détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage et du mutant firQ. Les bactéries ont été
cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une DOgyp ~ 1, a laquelle ont été ajoutés 20 UM de FeSO,. Des

prélévements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNs ont été extraits et quantifiés.
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Figure 102 [A] : Accumulation des transcrits bfr et rpoS au cours de la croissance bactérienne en milieu L
détectée par Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir de la souche sauvage et du mutant firQ. Les
bactéries ont été cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une DOgq ~ 1, a laquelle ont été ajoutés 20 pM de FeSO,.

Des prélevements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNSs ont été extraits et quantifiés.



Nous avons voulu savoir si la protéine Fur était impliquée dans le contrdle du géne bfr.
Pour y répondre, nous avons réalisé un Northern dans le mutant furQ en comparaison a la
souche sauvage. Nous observons que la forte accumulation de transcrits bfr présente dans la
souche sauvage en phase stationnaire n’a pas lieu dans le mutant furQ (fig. 100). En effet, le
taux de transcription du géene bfr est réduit dans un contexte fur. Il faut souligner que le
mutant furQ croit plus lentement que la souche sauvage. Cependant, a DOggo €quivalente de
1,2 la quantité de transcrits bfr est significativement diminuée dans le mutant furQ en
comparaison a la souche sauvage. Il semblerait que ce mécanisme de régulation du gene bfr
soit dépendant de la protéine Fur. Suite au profil d’expression du gene bfr dans un contexte
fur’, nous avons etudié la régulation de la transcription du géne rpoS dans un mutant furQ en
guantifiant I’accumulation de transcrits rpoS dans ce mutant au cours de la croissance
bactérienne. Nous constatons que la quantité de transcrits rpoS est quasiment nulle dans le
mutant furQ (fig. 101). Toutefois, il faut mentionner que le mutant fur® pousse lentement et
difficilement en milieu L en comparaison a la souche sauvage et que les densités cellulaires
auxquelles les prélevements ont été effectués ne sont pas equivalentes. En superposant les
membranes, nous constatons que les profils d’expression des genes bfr et rpoS sont similaires
(fig. 102 [A]). Dans un mutant furQ, il y a un retard de croissance qui conduit a un retard de
I’accumulation de I’ARNm rpoS. Ce retard de croissance provoque également un retard dans
I’accumulation du transcrit bfr : cet effet est illustré sur la figure 102 [B]. La croissance du
mutant furQ n’est pas stimulée par le fer contrairement a celle de la souche sauvage. L’ajout
de fer accentue encore plus I’écart de croissance entre la souche sauvage et le mutant furQ.
De plus, il est tres difficile de travailler avec le mutant furQ dont les ARNs extraits en phase

stationnaire sont de mauvaise qualité.
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Figure 102 [B] : Croissance du mutant furQ et de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 en milieu L. Les
fleches horizontales indiquent le moment ou ont été ajoutés 20 uM de FeSO, dans les cultures du mutant fure et

de la souche sauvage.



Nous pouvons aussi imaginer que la protéine Fur contréle indirectement la transcription du
géne rpoS et/ou la stabilité de son ARN messager. En effet, Fur peut étre impliqué dans le
controle de régulateurs posttranscriptionnels du facteur o° tels que la protéase ClpXP, la
protéine RssB, la protéine H-NS, I’ARN OxyS ou DsrA ou RprA. Cependant, aucune boite
Fur n’a éte identifiée dans la région promotrice de I’opéron nlpD-rpoS. En conclusion, nous
avons montré que le géne bfr est induit en phase stationnaire par le facteur de transcription
o> ; néanmoins, il n’est pas exclu qu’il y ait également une régulation par le fer du géne bfr

masquée par I’effet dépendant de la phase stationnaire.

Nous avons examiné I’expression du gene bfr codant la bactérioferritine par Northern-
blot au cours de la croissance bactérienne en milieu minimum Tris avec ou sans fer ajouté. La
quantité de transcrits bfr augmente significativement en comparaison a la souche sauvage deés
DOgoo ~ 0,8, soit 1 heure apres I’ajout de fer dans le milieu Tris (fig. 103). Il apparait donc
que I’expression du gene bfr est différente en fonction du type de milieu dans lequel est
cultivé la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937.
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Figure 103 : Accumulation de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris détectée par
Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir de la souche sauvage. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en
milieu Tris jusqu’a une densité optique de DOgy ~ 0,6, a laquelle ont été ajoutés ou non 20 UM de FeSQO,. Des

préléevements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNSs ont été extraits et quantifiés.



Nous avons donc vérifié si le gene bfr d’E. chrysanthemi 3937 est régulé par le fer
sous le contr6le de la protéine Fur au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris par
Northern. En milieu minimum, I’ajout de fer induit la transcription du gene bfr. Cette forte
induction n’est plus observée dans un mutant furQ (fig.104). Néanmoins la densité cellulaire
des extraits bactériens issus du mutant fur2 n’est pas équivalente a celle des extraits de la
souche sauvage. L’absence d’augmentation de la quantité de transcrits bfr en présence de fer
dans le mutant furQ est soit la conséquence directe de I’absence de Fur soit une conséquence
indirecte liée a un retard de croissance du mutant furQ. Néanmoins, des travaux réalises chez
E. coli ont révélé que I’expression du gene bfr d’E. coli est dependante du répresseur Fur et
du fer (Hantke, 2001 ; McHugh et al., 2003).
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Figure 104 : Accumulation de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris détectée par
Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir de la souche sauvage et du mutant furQ. Les bactéries ont été
cultivées a 30°C en milieu Tris jusqu’a une densité optique DOgy = 0,6, & laquelle ont été ajoutés 20uM de
FeSO,. Des prélevements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNs ont été extraits et
quantifiés.

Nous remarquons que dans le mutant furQ, le géne bfr est tres peu exprimé en milieu

Tris et n’est plus induit par le fer (fig. 105).
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Figure 105 : Accumulation de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris détectée par
Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir du mutant furQ. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en
milieu Tris jusqu’a une densité optique DOgy ~ 0,5 a laquelle ont été ajoutés ou non 20uM de FeSO,. Des

prélévements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNs ont été extraits et quantifiés.
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Figure 106 : [A] Accumulation de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne en milieu L aprés ajout de
20 UM de FeSO, détectée par Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir de la souche sauvage et du
mutant AryhB. [B] Accumulation de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne en milieu L apres ajout
de 200 uM de 2,2’-dipyridyl détectée par Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir de la souche sauvage
et du mutant AryhB. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une densité optique d’environ
DOgy ~ 1, a laquelle ont été ajoutés 20 uM de FeSO, ou 200 uM de 2,2’-dipyridyl. Des prélévements ont été

effectués au cours de la croissance bactérienne a partir desquels les ARNs ont été extraits et quantifiés.



Dans I’hypothese d’une régulation du géne bfr par Fur, est-ce que le mécanisme est
analogue a celui décrit précédemment pour le géne ftnA ? Afin de tester si le mécanisme de
régulation de I’expression du géne bfr passe par I’intermédiaire du petit ARN anti-sens RyhB,
nous avons examiné la quantité de transcrits bfr au cours de la croissance bactérienne d’un
mutant AryhB en comparaison a la souche sauvage. Aucune différence significative dans
I’abondance de transcrits bfr n’est mise en évidence entre un mutant AryhB et la souche
sauvage en milieux riche (fig. 106 [A]) et pauvre en fer (fig. 106 [B]). De plus, aucun
appariement n’a pu étre détecté entre ’ARN RyhB et le transcrit bfr, ce qui corrobore

I’hypothése selon laquelle RyhB ne régule pas I’expression du gene bfr chez E. chrysanthemi.

Aprés analyse plus poussée de la séquence du gene bfr, une boite Fur potentielle a été
repérée a I’intérieur du gene bfr en position 333 par rapport a I’ATG. Elle posséde 12 bases
conservées sur 19 par rapport a la séquence définie chez E. coli
(GATTATGTCAGTCGCGATC). Fur pourrait étre impliquée dans la régulation post-
transcriptionnelle du gene bfr dans certaines conditions a préciser.

En conclusion, le gene bfr d’E. chrysanthemi est induit par la phase stationnaire par
Iintermédiaire du facteur de transcription o> en milieu L. Dans un contexte fur” le géne bfr
est moins transcrit & cause d’un retard de croissance qui réduit I’accumulation de ¢°. En effet,
le mutant fur croit plus lentement que la souche sauvage et atteint des densités cellulaires
finales inferieures a celles de la souche sauvage. La protéine Fur pourrait aussi en plus
contréler directement ou indirectement I’expression du gene rpoS. Cependant il n’est pas
exclu que la protéine Fur contréle la transcription du géne bfr car une boite Fur assez bien
conservée est présente dans la phase codante du gene bfr. De plus, I’expression du gene bfr au
cours de la croissance en milieu minimum Tris apparait étre fonction de la biodisponibilité en

fer. Neanmoins, dans ces conditions I’implication directe de la protéine Fur reste a démontrer.



VI1- Pouvoir pathogéne des mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ

Le pouvoir pathogene des mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ a été analysé sur plantes
entiéres de sainpaulia et sur feuilles d’endives. Sur saintpaulias, les deux mutants sont aussi
virulents que la souche sauvage. Nous n’observons pas de retard d’apparition de symptémes
et le nombre de réponses systémiques est identique a celui provoqué par la souche sauvage
d’E. chrysanthemi 3937 (donnees non présentées). En revanche, sur endives, les mutants
mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ présentent un retard significatif dans I’apparition des symptémes
de macération. Cependant, ces deux mutants sont capables de macérer la feuille d’endive

comme la souche sauvage (fig. 107 et 108).

Souche WT Mutant bfrQ
Figure 107 : Symptdmes sur feuilles d’endives aprés 48 h d’inoculation avec la souche sauvage d’E.
chrysanthemi 3937 et le mutant 5fQ.

Souche WT Mutant finAQ bfrQ

Figure 108 : Symptomes sur feuilles d’endives apres 24 h d’inoculation avec la souche sauvage d’E.
chrysanthemi 3937 et le mutant finAQbfirQ.



Chapitre IV

La proteine Dpsl d’E. chrysanthemi 3937
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Figure 109 : Contenu en protéines a fer de la souche 3937 d’E. chrysanthemi et du mutant dps1Q. Les souches
bactériennes ont été cultivées en milieu L jusqu’a DOgyp = 0,5 & laquelle ont été ajoutés 1 pM de Fe*°Cl;. Des
extraits cellulaires totaux ont été préparés aprés 45 min de marquage et ont été analysés par électrophorése en

conditions non dénaturantes. La figure montre un autoradiogramme du gel séché aprés une exposition de 24 h.



Au cours de ce travail, nous avons commencé a étudier le role de la protéine Dpsl
dans I’homéostasie du fer chez E. chrysanthemi 3937. Nous avons réalisé quelques analyses

préliminaires qui sont présentées dans ce court chapitre.

I- Construction d’un mutant dps1Q

Apreés avoir identifié par une analyse bioinformatique deux genes codant des protéines
Dps, homologues au géne dps d’E. coli et d’autres entérobactéries, nous avons inactivé dans
un premier temps le géne dpsl dans la souche 3937 d’Erwinia chrysanthemi afin d’évaluer sa
fonction physiologique. Nous avons procédé en remplacant le gene chromosomique parental
par une copie du géne dpsl interrompue par un interposon . Pour cela, nous avons amplifié
par PCR avec les amorces dpsls et dpslr un fragment d’environ 1,5 kb contenant le gene
dps1 en position centrale (annexe 6). Ce fragment a été cloné dans le vecteur pGEM®-T Easy
et la construction plasmidique résultante a été préalablement séquencée. Le géne dpsl a
ensuite été récupére par digestion de la construction plasmidique précédente par les enzymes
de restriction Apal et Spel, puis cloné dans le plasmide multicopie pBC-SK™ linéarisé par les
mémes enzymes. Pour inactiver le géne dpsl, I’interposon QspecR conférant la résistance a la
spectinomycine a été récupéré par digestion du plasmide pHP45 par Smal et introduit dans le
géne dpsl au niveau du site de restriction unique EcoRV. La construction résultante a été
introduite par électroporation dans la souche 3937 d’E. chrysanthemi ou elle a été recombinée
dans le chromosome. Les clones résistants a la spectinomycine ont été sélectionneés et vérifiés
par PCR et Southern-blot.

I1- Veérification de I’absence de la protéine Dpsl dans le mutant dps1Q

Le mutant dpsIQ et la souche sauvage d’Erwinia chrysanthemi 3937 ont été cultivés
en milieu L jusqu’a DOgg = 0,5 & laquelle a été ajouté 1 pM de Fe*Cls. Des extraits
cellulaires totaux ont éte preparés apres 45 min de marquage et ont été analysés par
électrophorese en conditions non dénaturantes. L’analyse du contenu des extraits cellulaires
totaux en protéines marquées au Fe® révéle la présence de trois bandes dans la souche
sauvage. Dans le mutant dpslQ, la bande inférieure disparait (fig. 109). Cette bande doit
correspondre a la protéine Dpsl. En conclusion, la protéine Dpsl est bien absente dans le

mutant dps1Q. Par ailleurs, elle est capable de fixer le fer apporté (fig. 109).
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Figure 111 : Propriétés de croissance du mutant dps1£ en milieu L [A], en présence de FeCl; (30 uM) [B], EDDHA (100 uM) [C] et 2,2’-dipyridyl (200 uM) [D].




I11- Propriétés de croissance du mutant dps1Q

Nous avons analysé les propriétés de croissance du mutant dps/Q dans différentes
conditions. Comme montré par les histogrammes A et B de la figure 110 ci-dessous, ce
mutant n’est pas affecté pour ses propriétés de croissance en milieu riche ou minimum en
comparaison a la souche sauvage (fig. 111 et 112). Une carence en fer provoquée par le 2,2’-
dipyridyl ou ’EDDHA n’affecte pas plus le mutant dps1Q que la souche sauvage. De méme,
une addition de fer stimule autant la croissance du mutant dpslQ que celle de la souche

Sauvage.
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Figure 110 : Histogramme récapitulatif représentant les propriétés de croissance du mutant dps1£ en milieu L
[A] et Tris [B] en absence (noir) ou en présence de fer (hachuré), 2,2’-dipyridyl (pointillé) et EDDHA (damier)
normalisées par rapport a la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Le pourcentage de croissance résiduelle a
été déterminé a partir des valeurs de DOgqg apres 8 h 30 de croissance pour le mutant dps1Q rapportées sur celles

de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937 dans les mémes conditions.



25 - Milieu Tris 31 Milieu Tris + FeCl3
5] 25 -
£ 5 E 2
o 15 o
N 3 15-
S 9
Jal 8 14
05 - 05 -
0 [v- T T T 1 0 [,_
0 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Temps (heures) Temps (heures)
[Al [B]
—8— WT —O—dpsl —8— WT —O—dpsl
15 - .- . . . 15 ~ A :
Milieu Tris + dipyridyl Milieu Tris + EDDHA
£ 1. E  1-
S 8
O O
S =}
Q 05 3 05-
O T O T
0 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Temps (heures) Temps (heures)
D
[C] —— WT —O—dpsl (D] —8— WT —O—dpsl

Figure 112 : Propriétés de croissance du mutant dps12 en milieu Tris [A], en présence de FeCl; (30 uM) [B], 2,2’-dipyridyl (100 uM) [C] et EDDHA (37 uM) [D]




2 -
L + streptonigrine
L + paraquat pTonig

DO a 600 hm
DO a 600 nm

0.5 05
0 0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 12
Temps (heures) [B] Temps (heures)
[A]
—— WT —O0—dpsl

—8— WT —0—dpsl

Figure 113 : Sensibilité au paraquat (6 UM) [A] et a la streptonigrine (1,5 pg/mL) [B] du mutant dps1Q et de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. La densité optique a

600 nm a été suivie au cours du temps.



Ces résultats indiquent que la protéine Dpsl ne semble pas indispensable au stockage
intracellulaire du fer chez E. chrysanthemi 3937. Toutefois, il existe un second géne codant
une autre protéine Dps. Par ailleurs, il reste a analyser le contenu en fer total et la distribution

intracellulaire en fer du mutant dps1Q.

IV- Sensibilité au stress oxydant du mutant dps1Q

Bien que le mutant dps12 ne soit pas affecté par une carence en fer, nous avons étudié
son comportement vis-a-vis du stress oxydant comme pour les autres mutants. Le mutant
dps1Q n’est significativement pas plus sensible que la souche sauvage au paraquat ou a la
streptonigrine (fig. 113). La protéine Dpsl ne semble pas étre impliquée dans la résistance au
stress oxydant généré par le paraquat ou la streptonigrine. En revanche, nous avons observeé
que le mutant dps1Q présente une sensibilité accrue au peroxyde d’hydrogene en comparaison
a la souche sauvage avec environ 4% de croissance résiduelle apres 8 h de culture (fig.114).
Ces donnees suscitent I’idée que la résistance au peroxyde d’hydrogene conférée par la
protéine Dpsl n’est pas la conséquence directe de sa propriété a séquestrer du fer car en effet

un mutant dps1£ n’est pas plus sensible au paraquat ou a la streptonigrine.
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Figure 114 : Sensibilité au peroxyde d’hydrogéne (0,3 mM) du mutant dpslQ et de la souche sauvage d’E.

chrysanthemi 3937. La densité optique a 600 nm a été suivie au cours du temps.



Pour exclure la possibilité que la résistance au peroxyde d’hydrogene conferée par la
protéine Dpsl n’est pas liée a sa capacité a fixer du fer, il serait intéressant de regarder si
I’addition d’un chélateur du fer ne supprime pas la sensibilité au peroxyde d’hydrogene du
mutant dps1Q. L’hypothése que I’on peut avancer est que la protéine Dpsl confére la
résistance au peroxyde d’hydrogene en consommant ce dernier pour constituer son centre
ferrique.

Néanmoins, cette hypersensibilité au peroxyde d’hydrogéne n’est observée que si le
peroxyde d’hydrogene est ajouté dans le milieu de culture deés I’inoculation. En effet, nous
constatons que le peroxyde d’hydrogene n’a aucune incidence sur la croissance du mutant
dps1Q si il est ajouté en milieu de phase exponentielle, c'est-a-dire a DOggo 0,7 (fig. 115).
Selon I’état physiologique des bactéries, c'est-a-dire en phase stationnaire ou en phase
exponentielle de croissance, le peroxyde d’hydrogéne n’a pas le méme effet. Le mutant
dpslQ et la souche sauvage sont peu sensibles au peroxyde d’hydrogene en phase
exponentielle car les cellules ont un métabolisme qui peut le consommer et éliminer ce
composé oxygéné. L’explication que I’on peut apporter est que le métabolisme bactérien est
trés ralenti en phase stationnaire (ici visualisé pendant la phase de latence) et par consequent
le peroxyde d’hydrogéne s’accumule dans la bactérie. Dans ces conditions, la protéine Dpsl
d’E. chrysanthemi 3937 est importante pour résister au peroxyde d’hydrogéne. Ainsi, la

protéine Dpsl est sans doute exprimée dés I’entrée en phase stationnaire de croissance.
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Figure 115 : Sensibilité au peroxyde d’hydrogéne (0,3 mM) du mutant dpslQ et de la souche sauvage d’E.
chrysanthemi 3937. Le peroxyde d’hydrogéne a été ajouté en cours de croissance a DOgy ~ 0,7. La densité

optique a 600 nm a été suivie au cours du temps.



Lorsque la culture en présence de peroxyde d’hydrogéne est diluée dans du milieu
« frais », la croissance bactérienne du mutant dps1Q reprend. Par ailleurs, nous avons constaté
que lorsque le peroxyde d’hydrogene est épuisé dans le milieu la croissance du mutant dps1Q
reprend. Ces résultats suggeérent que le peroxyde d’hydrogene a un effet bactériostatique et
non bactéricide. En effet des cellules en phase stationnaire du mutant incubées en présence de
0,5 mM de peroxyde d’hydrogene restent viables (données non présentées).

En conclusion, nous pouvons vraisemblablement expliquer cette hypersensibilité au
peroxyde d’hydrogene du mutant dpslQ par un réle direct de la protéine Dpsl dans la
détoxication du peroxyde d’hydrogéne dans la bactérie. Elle pourrait I’utiliser pour oxyder le
fer ferreux lors de la constitution de son centre ferrique. Des travaux réalisés par Ueshima et
al. (2003) suggeérent fortement que la protection contre le peroxyde d’hydrogéne conférée par
Dps de P. gingivalis ne peut étre attribuée a la sequestration du fer. En effet, un double mutant
dps ftn est aussi sensible qu’un mutant dps au peroxyde d’hydrogene, de plus la protéine Dps
ne contribue pas au stockage intracellulaire du fer chez cet organisme. Par ailleurs, Zhao et al.
(2002) ont montré que la protéine Dps d’E. coli utilise préférentiellement le peroxyde
d’hydrogéne a I’oxygene pour oxyder le fer ferreux au niveau de son centre ferroxydase. Il
faut souligner qu’il existe un second géne dps2 dans le génome d’E. chrysanthemi 3937. Cette
redondance de protéines Dps peut expliquer I’absence de sensibilité aux agents oxydants
(paraquat et streptonigrine) du mutant dps1Q. Nous devons construire un mutant dps2Q et le

double mutant dps1£2 dps22 pour pouvoir conclure.
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Figure 116 : Accumulation de transcrits dpsl au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris détectée par
Northern-blot sur des ARNs totaux isolés a partir de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Les bactéries
ont été cultivées a 30°C en milieu Tris jusqu’a une densité optique d’~ 0,6, a laquelle ont été ajoutés ou non 20

MM de FeSO,. Des prélevements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels ont été extraits les ARNSs.
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Figure 117 : Accumulation de transcrits dpsl au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir du mutant fur$2 d’E. chrysanthemi 3937. Les bactéries ont été
cultivées a 30°C en milieu Tris jusqu’a une densité optique d’~ 0,5, a laquelle ont été ajoutés 20 uM de FeSOy,.

Des prélévements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNs ont été extraits.
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Figure 118 : Accumulation de transcrits dpsl au cours de la croissance bactérienne en milieu L détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage d’E. chrysanthemi 3937. Les bactéries
ont été cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une densité optique d’~ 1, a laquelle ont été ajoutés ou non 20 uM

de FeSO,. Des prélévements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNs ont été extraits.



V- Régulation de I’expression du géne dpsl

Si la ferritine Dps1 remplit une fonction de stockage du fer, I’expression du géne dpsl
devrait étre modulée en fonction de la concentration en fer et par le régulateur global du
métabolisme du fer, Fur (Ferric Uptake Repressor). Or pour une raison inconnue, nous ne
sommes pas parvenu & recombiner les fusions transcriptionnelles dpsl ::uidA KmR et
dpsl ::uidA CmR dans le chromosome d’E. chrysanthemi 3937. Nous avons donc analysé par
Northern-blot I’expression du géne dpsl au cours de la croissance bactérienne en milieu Tris
avec ou sans fer ajouté. En absence de fer, nous ne détectons pas de transcrits dpsl au cours
de la croissance bactérienne de la souche sauvage en milieu Tris. Une heure aprés I’ajout de
fer dans le milieu minimum Tris, on observe une forte accumulation de transcrits dpsl (fig.
116). 1l s’avere que I’expression du géne dpsl est modulée en fonction de la disponibilité en
fer dans le milieu minimum Tris. Nous supposons alors que I’induction par le fer du géne
dpsl en milieu Tris est dépendante de la protéine Fur. Nous n’avons pas identifié de boite Fur
dans la région promotrice du gene dpsl, c’est pourquoi nous formulons I’hypothese d’une
régulation indirecte par Fur. Dans le mutant fur®Q, nous observons une accumulation
importante de transcrits dpsl au cours de la croissance bactérienne méme en absence de fer
(fig. 117). Le niveau d’expression du géne dpsl dans le mutant furQ est méme plus important
que celui de la souche sauvage et plus précoce au cours de la croissance bactérienne (fig.
117). En effet, en absence de Fur, I’expression du gene dpsl est quasiment « constitutive » : il
y a dé-répression du gene dpsl. De plus, nous remarquons que la quantité de transcrits dpsl
décline drastiqguement a DOgyo ~ 0,7 dés I’entrée en phase stationnaire de croissance dans le
mutant furQ, ce qui n’est pas le cas avec la souche sauvage (fig. 117). Ceci laisse supposer
que dans le mutant furQ en phase stationnaire, le taux de transcription du gene dpsl et/ou la
stabilité de son messager diminue.

L’ensemble de ces données, montrant peu d’expression en milieu carencé en fer dans
la souche sauvage, une constitutivité de I’expression dans le mutant furQ et un effet de la
phase stationnaire, indique la mise en ceuvre de différents niveaux de régulation impliquant
vraisemblablement plusieurs effecteurs.

Nous avons alors étudié la transcription du gene dpsl en milieu L. Dans ce milieu, la
guantité de transcrits dpsl s’accroit au cours de la croissance bactérienne de la souche
sauvage indépendamment de I’ajout de fer. On observe une accumulation de transcrits dpsl

particuliérement en phase stationnaire de croissance (fig. 118).
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Figure 119 : Accumulation de transcrits dpsl au cours de la croissance bactérienne en milieu L détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage et du mutant rpoS d’E. chrysanthemi
3937. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une densité optique d’~ 1, a laquelle ont été
ajoutés 20 UM de FeSO,. Des prélévements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNSs ont été

extraits.
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Figure 120 : Accumulation de transcrits dpsl au cours de la croissance bactérienne en milieu L détectée par
Northern-blot sur des ARNSs totaux isolés a partir de la souche sauvage et du mutant furQ d’E. chrysanthemi
3937. Les bactéries ont été cultivées a 30°C en milieu L jusqu’a une densité optique d’~ 1, a laquelle ont été
ajoutés 20 UM de FeSO,. Des prélévements ont été effectués toutes les 30 min a partir desquels les ARNs ont été

extraits.



L’induction d’un certain nombre de genes en phase stationnaire de croissance est
dépendante du facteur de transcription o°. En effet, nous observons que la quantité de
transcrits dps1 est significativement diminuée dans le mutant rpoS cultivé en milieu L surtout
a DOgpo environ 1,5 en comparaison a la souche sauvage (fig. 119). Il semble donc que le
géne dps1 soit contrdlé par le facteur de transcription o°. De plus, I’analyse de la séquence du
gene dpsl et une expérience d’extension d’amorce ont montré la présence d’un promoteur
avec un site -10 étendu de séquence TGCTATAAT susceptible d’étre controlé par o°. Il faut
souligner que chez E. coli, la protéine Dps est contrdlée par o> en phase stationnaire de
croissance (Altuvia et al., 1994).

En milieu L, nous constatons que la quantité de transcrits dpsl dans le mutant furQ
diminue aussi en phase stationnaire (fig. 120) comme en milieu Tris. On sait que dans le
mutant furQ, il y a un retard dans I’accumulation d’ARNm rpoS (chapitre 111, fig. 101 et 102

[A]) qui peut donc conduire a une baisse de la transcription du géne dps1.

En conclusion, le gene dpsl d’E. chrysanthemi est induit par la présence de fer en
milieu minimum Tris, mais il n’est pas évident que cette régulation passe par la protéine Fur.
En effet, dans le mutant furQ il y a expression du géne dpsl indépendamment d’un apport de
fer. Notre explication est que la concentration intracellulaire en fer est plus importante dans le
mutant furQ. En effet, dans le mutant furQ, les systemes de transport du fer via
I’achromobactine et la chrysobactine sont déréprimés et le fer s’accumule alors dans la
bactérie. L’augmentation de la concentration de fer intracellulaire dans le mutant fur®
pourrait étre impliquée dans l'induction du géne dpsl suite a I’activation d’un ou plusieurs
régulateurs impliqués dans la réponse au stress oxydant. On peut penser a des effecteurs
appartenant a la famille LysR intervenant au niveau transcriptionnel tels OxyR ou PerR méme
si E. chrysanthemi ne posséde pas de véritable PerR. Nous observons dans un mutant furQ
une diminution significative de la quantité de transcrits dps1 en phase stationnaire par rapport
a la souche sauvage. On sait que dans le mutant furQ, il y a un retard dans I’accumulation
d’ARNmM rpoS (chapitre 1) qui peut donc conduire a une baisse de la transcription du géne
dpsl. Cependant, nous proposons en plus I’hypothése que la stabilité de I’ARNm dps1 est
réduite dans le mutant furQ en fin de croissance par un mécanisme a préciser. Enfin en milieu
L, le géne dpsl est exprimé au cours de la croissance bactérienne de la souche sauvage

indépendamment de I’ajout de fer et sans doute sous le controle du facteur de transcription 6>,



V- Pouvoir pathogéne du mutant dps1Q

En ce qui concerne le pouvoir pathogeéne, la protéine Dps1 ne semble pas jouer un réle
majeur. Assurément, un mutant dps/Q est aussi virulent que la souche sauvage sur feuilles
d’endives (fig. 121) et sur plantes saintpaulia (données non présentées).

Souche WT Mutant dps1Q

Figure 121 : Symptomes sur feuilles d’endives apres 50 h d’inoculation avec la souche sauvage de E.

chrysanthemi 3937 et le mutant dps19Q.

Toutefois, la présence des protéines Dps2 et FtnA pourrait compenser I’absence de la
protéine Dpsl. Pour conclure sur le role de la protéine Dpsl dans le pouvoir pathogeéne, il
faudrait étudier la virulence des mutants dps2, dps1 dps2, ftnA dps1, et ftnA dps1 dps2.



Discussion et perspectives



Durant I’infection, les cellules d’E. chrysanthemi 3937 se disséminent au niveau de
I’apoplasme du végétal ou elles doivent s’adapter a des conditions de stress oxydant et une
faible disponibilité en fer. Comme le fer est essentiel a la croissance bactérienne, la bactérie
doit se prémunir d’une carence en cet élément en constituant des réserves intracellulaires.
Paradoxalement, le fer peut générer des radicaux hydroxyles hautement toxiques via la
réaction de Fenton, c’est pourquoi la bactérie doit maintenir ce métal sous forme non réactive.
Une régulation fine de la concentration intracellulaire en fer est donc primordiale pour la
bactérie dans ces conditions. Ce controle est assuré par les ferritines qui sequestrent le fer
sous forme non réactive et biodisponible. L’objectif de mon travail a été de caractériser
I’équipement en ferritines d’E. chrysanthemi 3937, de déterminer leurs réles respectifs dans
I’homéostasie du fer et leur implication dans le pouvoir pathogéne de la bactérie. Je vais
discuter ci-dessous les résultats de mes travaux en les intégrant a I’ensemble des données de
la littérature. Une partie de ces résultats est incluse dans une premiére publication parue dans

Biometals (annexe 10).

I- Ferritines : acteurs du stockage intracellulaire du fer chez E. chrysanthemi 3937

A partir de la séquence compléte du génome d’E. chrysanthemi 3937, nous avons
dressé un inventaire des génes codant des ferritines potentielles. Nous avons ainsi identifié
parmi la centaine de génes dédiés au métabolisme du fer quatre genes codant des ferritines
potentielles qui appartiennent aux trois familles définies, une ferritine de type eucaryote FtnA,
une bactérioferritine Bfr et deux protéines Dps. Les ferritines FtnA et Bfr d’E. chrysanthemi
sont trées homologues a celles d’E. coli et de Y. pestis, ou d’autres especes appartenant au
groupe des entérobactéries. La protéine Dpsl est proche de celle d’E. coli ou de Y. pestis,
alors que la protéine Dps2 présente plus d’identité de séquence avec celle de V. cholerae ou
B. fragilis. L analyse des séquences protéiques des polypeptides de chacune de ces ferritines
montre que leurs centres ferroxydases sont conservés a I’intérieur d’une méme sous-classe
chez différents organismes. Les résidus impliqués dans la fixation du fer au niveau des sites
ferroxydases des maxi-ferritines FtnA et Bfr sont identiques a ceux trouvés pour les autres

maxi-ferritines.



Mutant ftnAQ bfrQ dps1Q

Sensibilité Carence en fer Oui Non Non
Paraquat Oui Non Non
Streptonigrine Oui Non Non
H>0, Oui Non Oui

Pouvoir pathogéne | saintpaulia Retard + +
endive Retard Retard +

Tableau 7 : Récapitulatif des phénotypes des différents mutants ftnAQ, bfrQ et dps1Q d’E.
chrysanthemi 3937. Le signe + indique que le mutant se comporte comme la souche sauvage.



De méme, les centres ferroxydases des polypeptides Dpsl et Dps2 sont conserves avec
ceux des mini-ferritines Dps. Les résidus impliqués dans le centre ferroxydase et la
localisation du centre ferroxydase des mini-ferritines Dpsl et Dps2 sont différents de ceux
trouvés dans les maxi-ferritines FtnA et Bfr. Alors que le centre ferroxydase des maxi-
ferritines est formé de résidus histidine, glutamate, glutamine et tyrosine et se trouve localisé
au centre de la sous-unité, le centre ferroxydase des mini-ferritines Dps est formé de résidus
histidine, aspartate et glutamate et est localisé a I’interface de deux sous-unités. La maxi-
ferritine Bfr possede le résidu méthionine localisé en position 52 de la séquence protéique
conservé qui serait impliqué dans la fixation de I’heme de type b. La fonction des
groupements héme n’est pas encore connue (Chasteen, 1998 ; Romao et al., 2000).
Néanmoins I’héme n’est pas requis a I’entrée et au stockage du fer dans la bactérioferritine
chez E. coli et I’hnéme serait impliqué dans la reduction du coeur ferrique et dans la sortie du
fer (Andrews et al., 1995 ; 1998).

La mutiplicité des ferritines au sein d’E. chrysanthemi nous amene & nous interroger
sur leurs fonctions physiologiques respectives chez cet organisme d’autant que de nombreuses
especes bactériennes ne possédent pas ces différents types de ferritines. Quel est I’intérét de la
bactérie a posséder toutes ces ferritines si ce n’est qu’elles remplissent des réles distincts et
qu’elles interviennent dans des conditions différentes. Pour apporter des éléments de réponse
concernant les fonctions physiologiques des différentes ferritines FtnA, Bfr et Dpsl d’E.
chrysanthemi 3937, nous avons inactivé les génes chromosomiques ftnA, bfr et dpsl dans la
souche 3937 d’E. chrysanthemi par génétique inverse. Puis nous avons caractérise
physiologiquement les mutants simples ftnAQ, bfrQ, dps1Q et le double mutant finAQ bfrQ.
Les résultats obtenus au cours de ce travail sont résumés dans le tableau 7.

Les mutants finAQ et finAQ bfrQ affichent un defaut de croissance lorsqu’ils sont
cultivés en milieu minimum Tris ou milieu riche L. D’une fagon générale, ils sont davantage
affectés en présence de chélateurs du fer. 1l faut souligner que le double mutant fin4Q bfrQ
présente un phénotype intermédiaire entre celui de la souche sauvage et le mutant ftnAQ. En
revanche, les mutants bfrQ et dps1$Q se comportent comme la souche sauvage en carence en
fer. La ferritine FtnA semble donc étre critique pour la bactérie surtout en conditions de
carence en fer contrairement aux ferritines Bfr et Dpsl. La ferritine FtnA serait donc la
réserve de fer privilégiée chez E. chrysanthemi 3937 lorsque la disponibilité en fer dans
I’environnement devient restreinte. La capacité de la ferritine FtnA a fixer du fer a d’ailleurs
été démontrée par marquage au Fe*®. A contrario la bactérioferritine Bfr et la protéine Dpsl
semblent jouer un réle mineur dans le stockage intracellulaire a long terme du fer. Toutefois,

la bactérioferritine et la protéine Dpsl sont capables de fixer du fer comme le montre



I’analyse des protéines marquées au Fe>°. La bactérioferritine Bfr ne peut pas remplacer
fonctionnellement la ferritine FtnA chez E. chrysanthemi 3937. Pour recadrer nos données,
nous rappelons ici que chez E. coli, une mutation ftnA résulte en une sensibilité accrue en
présence de chélateurs du fer seulement lorsque les bactéries sont pré-cultivées avec
d’abondantes quantités en fer alors qu’une mutation bfr n’affecte pas la croissance
bactérienne dans ces conditions, comme chez E. chrysanthemi (Abdul-Tehrani et al., 1999).
En revanche, il existe des microorganismes ou la bactérioferritine possede une fonction dans
la sensibilité a la carence en fer. Ainsi, des mutants bfrA, bfrB~ et bfrA” bfrB" de la
cyanobactérie Synechocystis sp. PCC 6803 sont affectés pour leur croissance en conditions
limitantes en fer (Keren et al., 2004). De plus, le mutant de régulation pfsR, ou le géne codant
la bactérioferritine est trés fortement exprimé, est moins sensible a la carence en fer en faible
intensité lumineuse que la souche sauvage (Jantaro et al., 2006). De méme, la croissance du
mutant bfrB de N. gonorrhoeae est réduite en carence en fer par rapport a la souche sauvage
(Chen et Morse, 1999). Il faut néanmoins souligner que ces microorganismes ne possedent
pas d’autres types de maxi-ferritines contrairement a E. chrysanthemi ou E. coli. Ainsi, la
bactérioferritine constituerait la source de fer exclusive chez ces microorganismes.

Nous avons étudie si I’absence des maxi-ferritines FtnA et Bfr perturbe les voies de
transport du fer a haute affinité dépendant des sidérophores chez E. chrysanthemi 3937. En
absence de ferritine, I’accumulation de fer a I’intérieur de la bactérie peut en effet ralentir ou
abaisser la production de ces sidérophores pour limiter I’entrée de ce meétal et éviter que sa
concentration ne soit trop importante. Nous supposons un rétrocontréle du systeme exerce par
le répresseur transcriptionnel Fur (Ferric Uptake Regulator) qui constitue en quelle que sorte
une soupape de sécurité. En effet si la concentration intracellulaire en fer réactif Fe®*
augmente en absence de ferritine FtnA, la protéine Fur pourrait en effet réprimer ces voies
méme en absence de fer exogéne ajoute. Or la mutation ftnA n’influence pas la transcription
des génes des systemes achromobactine et chrysobactine chez E. chrysanthemi 3937. Nous
soupgonnons que le pool de fer libéré a partir de la ferritine FtnA n’est pas pergu par le
répresseur transcriptionnel Fur car en carence en fer ce métal doit étre probablement
directement pris en charge par d’autres protéines. Pour des raisons de resistance croisée, nous
n’avons pas construit de mutants présentant une fusion transcriptionnelle fct::lacZ ou
acs ::lacZ dans un contexte bfr’. 1l faudra construire ces mutants pour analyser I’influence
d’une mutation bfr” sur I’expression des genes fct et acs. De maniére inattendue, nous avons
remarqué que la mutation ftnA™ n’affecte pas la croissance bactérienne en milieu Tris dans un
mutant affecté dans ses systéemes d’acquisition du fer. Une explication possible est une

diminution de la concentration intracellulaire en fer lorsque les systemes de transport du fer a



haute affinité dépendant de la chrysobactine et de I’achromobactine sont abolis résultant en
une sensibilité réduite du mutant ftnAQ dans ces conditions. Ces résultats suggerent que le
défaut de croissance du mutant ftnAQ est lie & une accumulation intracellulaire de fer réactif.
Afin de vérifier nos dires, nous devons inspecter la sensibilité des mutants ftnA fct et ftnA acs
au stress oxydant et la distribution intracellulaire du fer dans ces mutants. Par ailleurs, les
mutants ftnA et bfr produisent la méme quantité de ces deux sidérophores que la souche
sauvage en carence en fer. Toutefois, il conviendrait de quantifier les cinétiques de transport
pour s’assurer que la vitesse d’entrée des ferri-sidérophores n’est pas modifiée dans les
mutants ftnAQ ou bfrQ. 1l conviendrait de faire la méme étude pour le double mutant ftnAQ
bfrQ. Une autre hypothese a envisager est I’éventuel effet de ces mutations sur des systemes

d’efflux du fer comme par exemple la protéine FieF (Ferrous Iron Efflux).

I1- Ferritines : protection contre la toxicité du fer et de I’oxygeéne ?

Si les protéines FtnA, Bfr et Dpsl remplissent une fonction dans I’homéostasie du fer,
leur absence devrait modifier la concentration intracellulaire en fer ferreux réactif et par
conséquent la sensibilité au stress oxydant. Or seuls les mutants finAQ et finAQ2 bfrQ sont plus
sensibles au stress oxydant et nitrosylant chez E. chrysanthemi. Le double mutant ftnAQ bfrQ
est affecté par le paraquat, la streptonigrine ou la spermine NONOate, mais de maniére
intermédiaire entre la souche sauvage peu sensible et le mutant ftnAQ qui est trés sensible a
ces composeés. La ferritine FtnA en séquestrant le fer prévient les effets toxiques de ce métal :
en effet la surexpression de la ferritine FtnA restaure la croissance du mutant sufC, altéré dans
la biosynthése des centres [Fe-S], en présence de streptonigrine alors que la surexpression de
la bactérioferitine Bfr ne supprime pas la sensibilité du mutant sufC a la streptonigrine. A
I’inverse de la ferritine FtnA, la bactérioferritine Bfr ne semble pas participer a la résistance
au stress oxydant et nitrosylant. L’ensemble des résultats conforte I’hypothése formulée
précédemment a savoir que la bactérioferritine Bfr contribue au stockage intracellulaire du fer
de fagon mineure.

Des travaux realises chez E. coli montrent que des mutants ftnA et bfr ne sont pas plus
sensibles a I’oxyde nitrique NO, a I’anion superoxyde O," et au peroxyde d’hydrogene H,O,.
Par contre lorsque le géne fur est inactivé, des mutants ftnA, bfr et ftnA bfr présentent une
sensibilité accrue au H,O, et a I’hydroperoxyde de cumene en comparaison au mutant fur.
Dans un contexte fur®, ces mutants ne sont pas plus sensibles que la souche sauvage a ces
composés (Abdul-Tehrani et al., 1999). De méme, le mutant bfr de B. melitensis se comporte

comme la souche sauvage en présence de paraquat et de peroxyde d’hydrogene (Denoel et al.,



1997). Toutefois, le mutant bfrB de N. gonorrhoeae ou bfrA de P. aeruginosa sont plus
sensibles au stress oxydant (H,O, et/ou paraquat) en comparaison a la souche sauvage,
suggérant un role de la bactérioferritine dans la résistance au stress oxydant chez ces
organismes (Chen et Morse, 1999; Ma et al, 1999). Il faut souligner que ces
microorganismes ne possedent pas de ferritine de type eucaryote, ce qui expliquerait les
différences de phénotype d’un microorganisme a un autre. La bactérioferritine joue un double
role ici en constituant un réservoir de fer et en conférant la résistance au stress oxydant de
maniere indirecte en empéchant le fer de participer a la réaction de Fenton et de produire des
radicaux hydroxyles.

La surexpression du gene ftnA réduit la sensibilité du mutant fur recA d’E. coli au
stress oxydant, plus exactement a I’oxygéne. Dans le mutant fur recA, la concentration en fer
réactif est plus importante que dans la souche sauvage d’E. coli suggérant que la
surproduction de ferritine FtnA permet d’abaisser les quantités de fer ferreux réactif alors que
la surexpression du géne bfr ne compense pas la sensibilité du méme mutant a I’oxygene
(Touati et al., 1995). De plus, I’activité ferroxydase de la ferritine FtnA consomme I’oxygene
et empéche ainsi la formation d’especes actives de I’oxygene. Bou-Abdallah et al. (2002) ont
démontré qu’en présence de bactérioferritine, la production de radicaux hydroxyles a partir de
I’oxydation de fer ferreux par le peroxyde d’hydrogéne est considérablement diminuée chez
E. coli. En effet, la bactérioferritine utiliserait préférentiellement le peroxyde d’hydrogene
comme oxydant pour constituer son centre ferrique, mais est capable de réaliser la réaction
avec de I’oxygene toutefois plus lentement que la ferritine Ftn. Un autre role est ainsi attribue
aux maxi-ferritines, celui de limiter la toxicité de I’oxygéne, en I’incorporant et le concentrant
au méme titre que le fer dans leur cavité centrale.

Un mutant dps1Q d’E. chrysanthemi 3937 n’est pas affecté a un stress oxydant généré
par le paraquat et la streptonigrine; en revanche il est extrémement sensible au peroxyde
d’hydrogéne en phase stationnaire de croissance. Toutefois, il est peu affecté par le peroxyde
d’hydrogéne en phase exponentielle de croissance au méme titre que la souche sauvage. Les
bactéries sont dans des états physiologiques distincts selon qu’elles sont en phase
exponentielle ou en phase stationnaire de croissance. En effet, le métabolisme bactérien est
considérablement ralenti en phase stationnaire et le peroxyde d’hydrogene n’est plus
consomme et s’accumule donc intracellulairement occasionnant des dommages irréversibles.
La protéine Dpsl d’E. chrysanthemi 3937 serait donc importante en phase stationnaire de
croissance pour résister au peroxyde d’hydrogene. Une analyse complete de la régulation de
I’expression du géne dpsl pourra nous éclairer en confirmant que la protéine Dpsl est

exprimée dés I’entrée en phase stationnaire de croissance et en déterminant les régulateurs mis



en jeu. Les mutants dps d’E. coli, de P. gingivalis et de C.jejuni sont également plus sensibles
au peroxyde d’hydrogéne que la souche sauvage en phase stationnaire (Ueshima et al., 2003,
Ishikawa et al., 2003 ; Almiron et al., 1992).

Mais comment la protéine Dps1 peut conférer la résistance au peroxyde d’hydrogéne ?
Deux hypotheses non exclusives peuvent étre avancées : i) la fixation du fer ferreux par la
protéine Dpsl et ii) la consommation du peroxyde d’hydrogene par son centre ferroxydase.

Le fer ferreux est capable de produire en présence de peroxyde d’hydrogene des
radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton, c’est pourquoi I’aptitude a fixer du fer serait
importante dans la résistance au stress oxydant. En absence de Dpr, les cellules de S. suis sont
plus sensibles & la streptonigrine et a I’inverse une surexpression de Dpr rend les cellules plus
résistantes a la streptonigrine (Pulliainen et al., 2005). D’ailleurs, I’absence de Dpr réduit la
quantité totale de Fe>>Cl; emmagasinée par les cellules, par contre la surexpression de Dpr
augmente la quantité totale de Fe*Cls (Pulliainen et al., 2005). Des travaux par spectrométrie
ESR réalisés par Yamamoto et al. (2004) montrent qu’un mutant dpr de S. mutans accumule
plus de fer libre intracellulairement que la souche sauvage. L’addition de la protéine Dpr
purifiée de S. mutans inhibe in vitro la formation de radicaux hydroxyles en présence de fer
ferreux et d’oxygene (Yamamoto et al., 2002). Un mutant dpr de S. mutans est extrémement
sensible a I’oxygene. La protéine Dpr contribue & la tolérance a I’oxygéne sans doute par son
aptitude a fixer le fer (Yamamoto et al., 2000). Chez S. mutans, I’expression du gene dpr
complémente la sensibilité a I’hydroperoxyde de cuméne d’un mutant ahpCF. Un mutant
napA contient une quantité de fer libre intracellulaire supérieure a celle de la souche sauvage
de H. pylori et est plus sensible au stress oxydant et a I’oxygene (Wang et al., 2006). Ces
données de la bibliographie attestent de la capacité des protéines Dps a fixer du fer. L’aptitude
a fixer du fer des protéines Dps pourrait conférer la résistance au stress oxydant. Nous nous
interrogeons sur le fait que ces mutants ne sont pas seulement sensibles au peroxyde
d’hydrogéne, mais de maniere générale au stress oxydant. Une proposition avancée est que
ces souches bactériennes n’ont pas d’autres ferritines. Or, H. pylori posséde une ferritine de
type eucaryote Pfr en plus de la protéine NapA.

Cependant, nos données suscitent I’idée que la résistance au peroxyde d’hydrogene
conférée par Dpsl n’est pas directement liée a sa propriété de fixer du fer comme pour la
ferritine FtnA. En effet, la croissance du mutant dpslQ n’est pas affectée par d’autres
composés tels que le paraquat et la streptonigrine, antibiotique dont la toxicité est fonction de
la concentration intracellulaire en fer. On suppose donc que I’inactivation du gene dpsl d’E.
chrysanthemi 3937 ne provoque pas d’augmentation de la quantité de fer réactif dans la
bactérie. Pour exclure cette possibilité, il faudrait vérifier que I’addition d’un chélateur du fer



ne supprime pas la sensibilité au peroxyde d’hydrogéne du mutant dps1Q ou encore tester si
un mutant dps1Q tonB ou dps1Q fct acr, ou le transport de fer dépendant des sidérophores est
aboli et la concentration intracellulaire en fer diminuée, est encore sensible au peroxyde
d’hydrogéne comme le mutant dps1Q. Pour répondre a cette interrogation, nous pourrions
également analyser la distribution intracellulaire du fer dans un mutant dpslQ par
spectrométrie Mossbauer et démontrer que le ratio Fe**/Fe®* reste inchangé par rapport a la
souche sauvage. Nous proposons aussi de construire un double mutant ftnAQ dps1< afin de
déterminer s’il est plus sensible au stress oxydant que le mutant ftnAQ. Il serait intéressant de
surexprimer la protéine Dpsl dans les mutants ftnAQ et sufC, et d’étudier le comportement de
ces mutants en conditions de stress oxydant. Des travaux réalisés par Ueshima et al. (2003)
montrent que la protection a I’encontre du peroxyde d’hydrogéne procurée par la protéine Dps
de P. gingivalis ne peut étre attribuée a la séquestration du fer. Effectivement, le mutant dps
n’est pas plus sensible que la souche sauvage a une carence en fer suggérant que la protéine
Dps ne contribue pas au stockage intracellulaire du fer chez ce microorganisme. D’autre part,
le double mutant dps ftn de P. gingivalis est aussi sensible au peroxyde d’hydrogéne que le
mutant dps ; la mutation ftn n’exacerbe donc pas la sensibilité a cet élément dans un contexte
dps’.

L’hypothése que nous privilégions est que la protéine Dpsl confere la résistance au
peroxyde d’hydrogene en consommant cette molécule pour constituer son centre ferrique. La
ferritine FtnA, quant a elle, consomme une molécule d’O, pour réaliser la méme réaction et
ne confére donc pas une telle tolérance au peroxyde d’hydrogene. D’ailleurs, Zhao et al.
(2002) et Su et al. (2005) ont montré que les protéines Dps d’E. coli et de L. innocua utilisent
préférentiellement une molécule de peroxyde d’hydrogéne pour oxyder deux atomes de fer
ferreux au niveau de leur centre ferroxydase empéchant la formation de radicaux hydroxyles.
Des mutations au niveau des résidus du site ferroxydase de la protéine Dps de L. innocua
affectent la tolérance au peroxyde d’hydrogéne (llari et al.,, 2005). De méme, la
bactérioferritine d’E. coli préfére également le peroxyde d’hydrogene pour réaliser la réaction
de ferroxydation et contribue a inhiber la réaction de Fenton (Bou-Abdallah et al., 2002 ;
Yang et al., 2000).

Dans la littérature, de nombreuses protéines Dps sont décrites comme ayant la
propriété de se fixer a I’ADN de maniére non spécifique en polymérisant autour de la double
hélice d’ADN en période de stress, formant ainsi des couches superposées successives ou
s’intercale I’ADN (Wolf et al., 1999). Cette structure particuliére permettrait de protéger
I’ADN génomique de divers stress, stress oxydant, lumiére UV, choc thermique ou acide,

dégradation par des nucléases, apportant ainsi une nouvelle explication quant au réle de



protection exerce par la protéine Dps qui n’est pas incompatible avec les théories précédentes
de séquestration du fer et de consommation du peroxyde d’hydrogene (Martinez et Kolter,
1997 ; Nair et Finkel, 2004 ; Choi et al., 2000). En effet, il a été montré in vitro que la forme
de Dps de H. hepaticus ou de NapA de H. pylori chargee en fer présente une meilleure
aptitude a se fixer a I’ADN que la forme native (Hong et al., 2006 ; Wang et al., 2006). Nous
ne savons rien sur le mécanisme par lequel I’ADN s’integre dans la structure cristalline.
Toutefois, il apparait que le mécanisme de formation de la structure cristalline est réversible
des lors que le stress est levé. D’autres travaux laissent penser que la fixation de la protéine
Dps a I’ADN n’est pas a I’origine de la protection contre le stress oxydant car en effet le
mutant dps de P. gingivalis n’est pas plus sensible que la souche sauvage a des agents
endommageant I’ADN tels que la mitomycine C ou le metronidazole ; pourtant la protéine
Dps de P. gingivalis est capable de se fixer a ’ADN (Ueshima et al., 2003). Il serait
intéressant de purifier la protéine Dpsl d’E. chrysanthemi 3937 et d’étudier ses proprietés
catalytiques et son aptitude a se fixer a I’ADN. On peut en effet se poser la question de savoir
si la protéine Dps qui forme la structure cristalline est identique a celle qui est native et
dodécamérique.

Chez E. chrysanthemi, I’absence des ferritines FtnA ou Bfr n’apparait pas peser sur le
contenu en fer total en phase stationnaire comme I’a montré I’analyse par ICP-AES. Quant au
double mutant ftnAQ bfrQ, il est en cours d’analyse. 1l faudra continuer les investigations en
ce qui concerne les protéines Dps. Des mutants ftnA et ftnA bfr d’E. coli présentent une
concentration cellulaire en fer réduite de 50% par rapport a celle de la souche sauvage en
phase stationnaire de croissance. En phase exponentielle, la concentration intracellulaire en
fer est identique pour ces mutants et la souche sauvage. Cependant, un mutant bfr d’E. coli
présente un contenu intracellulaire en fer comparable a celui de la souche sauvage, suggérant
que la bactérioferritine Bfr est dispensable au stockage intracellulaire du fer lors de la
croissance (Abdul-Tehrani et al., 1999). Des travaux ont montré que moins de 1% du fer total
est attribué a la bactérioferritine Bfr chez E. coli (Bauminger et al., 1980). Au contraire, chez
la cyanobactérie Synechocystis sp. PCC 6803 environ 50% du fer intracellulaire est contenue
dans la bactérioferritine, ferritine exclusive de I’organisme. Des cultures des mutants AbfrA,
AbfrB et AbfrA AbfrB de Synechocystis sp. PCC 6803 voient leur contenu en fer baisser de
maniére dramatique lorsque les cellules en fin de phase exponentielle sont traitées a ’EDTA
(Keren et al., 2004).



Bien qu’aucune différence dans le contenu en fer n’ait été détecté par ICP-AES dans
les mutants de ferritine ftnAQ et bfrQ chez E. chrysanthemi, I’analyse par spectrométrie
Madossbauer révele une répartition différentielle du fer au sein de la bactérie. En effet, le fer est
principalement a I’état ferreux dans les mutants ftnAQ et ftnAQ bfrQ d’E. chrysanthemi
contrairement a la souche sauvage et au mutant bfr@Q ou ce métal est principalement a I’état
ferrique. Les mutants ftnAQ et ftnAQ bfrQ présentent respectivement 62 et 66 % de fer
ferreux, alors que la proportion de fer ferreux par rapport a celle de fer ferrique est beaucoup
moins importante dans la souche sauvage et le mutant bfrQ avec un ratio de 30/70. Il
semblerait que le double mutant ftnAQ bfrQ présente moins de fer d’aprés les spectres
Madssbauer, mais ce résultat est & mettre au conditionnel et demande a étre renforcé par une
expérience quantitative. Ce résultat permet d’expliquer pourquoi paradoxalement le double
mutant ftnAQ bfr2 est moins sensible au stress oxydant que le mutant ftnA alors qu’il présente
un ratio Fe®*/Fe** de 66% équivalent & celui du mutant ftnA. Ainsi, nos résultats confirment
que la ferritine FtnA séquestre le fer sous forme ferrique et contribue pour une part importante
au stockage intracellulaire du fer chez E. chrysanthemi 3937 contrairement a la
bactérioferritine Bfr dont I’influence dans le stockage intracellulaire reste limitée. La
sensibilité accrue des mutants ftnAQ et finAQ bfrQ au stress oxydant est cohérente avec
I’augmentation d’un facteur 2 de la concentration de fer ferreux par rapport a celle de fer
ferrique chez ces mutants par rapport a la souche sauvage ou au mutant bfrQ. L’indifférence
du mutant bfrQ vis-a-vis d’agents générant du stress oxydant est logique d’apres le ratio
Fe?*/Fe®" identique & celui de la souche sauvage. Chez E. coli, la proportion de fer ferreux
mesurée par spectrométrie Mdssbauer augmente un peu dans les mutants ftnA™ et ftnA™ bfr” par
rapport a celle de la souche sauvage et la quantité totale de fer diminue de moitié en phase
stationnaire expliquant pourquoi les mutants ne sont pas plus sensibles au stress oxydant que

la souche sauvage (Abdul-Tehrani et al., 1999).

I11- Ferritines et leur contribution au pouvoir pathogéne d’E. chrysanthemi 3937

La mutation du geéne ftnA affecte la virulence d’E. chrysanthemi 3937 sur feuilles
d’endive et sur saintpaulia. Toutefois, il s’agit seulement d’un retard de développement de
symptdémes qui est compensé apres quelques temps. En effet, le mutant ftnAQ est capable de
provoquer une infection systémique comme la souche sauvage. Ce retard au cours des
premiéres étapes de I’infection peut étre attribué a la sensibilité au stress oxydant et a la

carence en fer du mutant ftnAQ.



Nous avons montré que I’absence de ferritine FtnA influence la production de pectate
lyase qui est un déterminant majeur du pouvoir pathogéne chez E. chrysanthemi 3937. En
effet, en carence en fer, I’activité pectate lyase est beaucoup plus importante dans le mutant
ftnAQ que dans la souche sauvage, ce qui explique pourquoi le retard initial est finalement
compense.

De méme, les mutants bfrQ et ftnAQ bfrQ présentent un retard de développement des
symptdémes sur endives. Bien que la bactérioferritine ne confére pas de résistance au stress
oxydant et n’est pas essentielle lors d’une carence en fer, son absence affecte la virulence de
la bactérie notamment lors des premieres étapes de I’infection sur endive. Par contre, la
virulence du mutant bfrQ n’est pas diminuée sur saintpaulia. Ces résultats démontrent
I’implication des ferritines FtnA et Bfr dans le pouvoir pathogene d’E. chrysanthemi. Un
stockage fonctionnel, ainsi qu’une bonne répartition de ce métal permettrait a la bactérie de se
multiplier de facon efficace au début de I’infection. Il faudra tester sur saintpaulia le double
mutant ftnAQ bfrQ. En revanche, une mutation dpsl n’affecte pas le pouvoir pathogéne d’E.
chrysanthemi sur endives et sur saintpaulia, ce qui est surprenant étant donneé la sensibilité de
ce mutant au peroxyde d’hydrogéene. D’ailleurs, il est montré que du peroxyde d’hydrogéne
est produit par la plante et constitue une réaction de défense de la plante en réponse a
I”infection. Toutefois, le mutant dps1Q est affecté par le peroxyde d’hydrogéne uniquement
en phase stationnaire. En effet pour les raisons évoquees précédemment, le mutant dps1Q
n’est pas plus sensible que la souche sauvage au peroxyde d’hydrogéne en phase
exponentielle et peut donc se multiplier in planta. Par ailleurs, le mutant dps1Q n’est pas
sensible a la carence en fer, condition rencontrée au site de I’infection in planta. Nous ne
pouvons pas conclure quant a I'importance de la protéine Dpsl dans la virulence d’E.
chrysanthemi car cette derniere possede une seconde protéine Dps qui pourrait compenser
I’absence de la premiere. 1l faudra donc construire le mutant dps2 et le double mutant dpsl
dps2 et étudier leur phénotype.

Nos données obtenues en étudiant les mutants perdant la capacité de produire les
différentes ferritines a permis d’apporter des informations concernant leur role respectif chez
E. chrysanthemi 3937. Si I’on compare nos données a ce qui est décrit chez d’autres bactéries,
on souligne que les phénotypes des mutants « ferritine » ne sont donc pas semblables et
varient d’une espece a une autre en fonction de leur équipement en protéines de cette famille

et de leur écologie.
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IV- Régulation différentielle de I’expression des ferritines chez E. chrysanthemi 3937

Comme pouvait le laisser supposer la fonction des ferritines, nous avons montré que
I’expression des génes ftnA, bfr et dpsl est contrélée en fonction de la biodisponibilité en fer
et par le répresseur transcriptionnel Fur (Ferric Uptake Regulator). Toutefois, ces génes sont

régulés différemment au cours de la croissance bactérienne.

Le gene ftnA est induit par I’apport exogéne de fer et est réprimé par la carence en fer
en milieu riche L ou minimum Tris. Nous avons montré que dans un mutant fur, le gene ftnA
est transcrit faiblement et n’est plus induit par I’ajout de fer. Ce faible taux de transcription du
géne ftnA dans un mutant fur est di & I’ARN anti-sens RyhB qui s’apparie avec I’extrémité 3’
de I’ARNm ftnA. Cet appariement résulte sans doute en la dégradation du messager ftnA et/ou
au blocage de sa traduction. Nous avons clairement mis en évidence une région d’appariement
entre RyhB et le transcrit ftnA. De plus, nous avons identifié une boite Fur dans la région
promotrice du géne ryhB suggérant que le géne ryhB est contrdlé négativement par la protéine
Fur. Dans un mutant fur, il y a sans doute accumulation de I’ARN RyhB qui va provoquer une
diminution de la transcription du gene ftnA. Le mécanisme de contréle post-transcriptionnel
par RyhB requiert probablement la protéine Hfq et I’endonucléase RNaseE comme décrit
chez E. coli. L’analyse du génome d'E. chrysanthemi 3937 a réveélé la présence d’une ORF
codant une protéine Hfq potentielle (ABF 15209) présentant 80% d’identité de sequence avec
celle d'E. coli et une ORF codant une enzyme RNaseE potentielle (ABF 14584) présentant
60% d’identité de séquence avec celle d'E. coli (annexe 11). Le rdle respectif des deux
protagonistes reste a étre précisé chez E. chrysanthemi 3937. Il faudrait envisager de vérifier
la stabilité de ’ARN RyhB dans un mutant fur et montrer expérimentalement la fixation de
Fur sur la région promotrice du géne ryhB par un essai de retard sur gel et une expérience
d’empreinte a la DNasel (footprinting). Nous pourrions aussi analyser I’expression du géne
ryhB au niveau transcriptionnel en absence du répresseur Fur et en présence de fer.

Chez E. coli, un mutant fur exprime beaucoup moins le gene codant la ferritine FtnA
confirmant que Fur contréle positivement I’expression du géne ftnA (Abdul-Tehrani et al.,
1999). Plus récemment, une expérience de RT-PCR a mis en évidence une répression du gene
ftnA d’E. coli par une carence en fer ou une mutation fur (Mc Hugh et al., 2003). Des travaux
réalisés chez E. coli et V. cholerae ont démontré que le gene ryhB est induit par une carence
en fer et I’absence de Fur (Gottesman et al., 1999 ; Davis et al., 2005 ; Mey et al., 2005b).



Toutefois, I’absence de Fur chez V. cholerae n’abolit pas complétement la régulation par le
fer du gene ryhB, ce qui suggére qu’un autre régulateur répondant au fer intervient. Par
ailleurs, des travaux préliminaires ont montré que le géne ftnA d’E. chrysanthemi 3937 n’est
pas induit par un stress oxydant géenéré par le paraquat ou la streptonigrine (Thierry Franza,

communication personnelle).

Le gene bfr d’E. chrysanthemi est exprimé en phase stationnaire de croissance en
milieu L indépendamment de I’apport en fer et se trouve sous le contrdle de ° comme le
montrent nos études de fusions transcriptionnelles bfr ::uidA et de Northern-blot dans un
mutant rpoS’. En effet, I’augmentation de la quantité de transcrits bfr et de I’activité
transcriptionnelle du géne de fusion bfr ::uidA n’ont plus lieu dans un mutant rpoS.
D’ailleurs, nous avions identifié par extension d’amorce un promoteur avec une séquence -10
étendue pour le géne bfr caractéristique des promoteurs >-dépendant. Dans un contexte fur,
le géne bfr est moins transcrit et ceci semble di & un retard de croissance qui réduit
’accumulation de o°. En effet, le mutant fur croit plus lentement que la souche sauvage et
atteint des densités cellulaires finales inférieures a celles de la souche sauvage. On ne peut
cependant pas exclure que la protéine Fur puisse aussi contréler indirectement la transcription
du géne rpoS car aucune boite Fur n’a été identifiée dans la région promotrice de I’opéron
nlpD-rpoS, ou éventuellement la stabilité de son ARN messager. Ce mécanisme ferait
intervenir un effecteur de la cascade de régulation du facteur o° dont la nature est a
déterminer. Le role de la protéine Fur reste a étre précisé. Il faudra tester la stabilité de
I’ARNm rpoS dans un contexte fur® et fur. En effet, la stabilité du messager peut étre
diminuée en fonction du taux de transcription. De méme chez E. coli, le géne de la
bactérioferritine Bfr est exprimé en phase stationnaire de croissance sous le contréle du
facteur o> (Andrews, 1998 ; Lacour et al., 2004). Par ailleurs, le géne bfr d’E. chrysanthemi
est induit par I’apport de fer au cours de la croissance en milieu Tris par un mécanisme
indirect qui impliquerait la protéine Fur, mais & I’inverse du gene ftnA ce mécanisme est
indépendant du petit ARN RyhB. Ce mécanisme fait probablement intervenir un autre petit
ARN ou une protéine regulé(e) négativement par Fur et réprimant le géne bfr. De méme chez
V. cholerae, le géne bfr et le gene ftn ne semblent pas étre régulés par RyhB (Davis et al.,
2005 ; Mey et al., 2005 b).



Chez E. coli, le taux de transcription du géne bfr dépend de la concentration en fer et de la
protéine Fur (Hantke, 2001 ; McHugh et al., 2003) : I’induction par le fer via Fur ferait
intervenir ’ARN anti-sens RyhB d’aprés les travaux de Massé et Gottesman (2002).
Cependant, ces résultats restent a confirmer. Des travaux récents réalisés chez Synechocystis
PCC 6803 montrent que les genes bfrA et bfrB sont exprimés de maniere constitutive dans un
mutant pfsR™ quelle que soit I’intensité de lumiére alors que dans la souche sauvage ils sont
induits par une lumiere de forte intensité (Jantaro et al., 2006). Il semblerait que PfsR
(Photosynthesis, Fe homeostasis and stress-response Regulator) soit un régulateur
transcriptionnel qui réprime les génes bfrA et bfrB en conditions de lumiére de faible

intensité, contrélant ainsi la concentration intracellulaire en fer.

Quant au gene dpsl d’E. chrysanthemi, il est induit indépendamment de I’ajout de fer
en phase stationnaire au cours de la croissance bactérienne en milieu L. Or, nous avions
observé que la protéine Dpsl conférait la résistance au peroxyde d’hydrogene justement en
phase stationnaire de croissance et pas en phase exponentielle, ce qui coincide avec le profil
d’expression du gene dpsl. L’induction du gene dpsl en phase stationnaire en milieu L
semble dépendre du facteur de transcription o°. La quantité de transcrits dpsl est moins
importante en phase stationnaire dans un mutant rpoS en comparaison a la souche sauvage.
De méme, un mutant fur accumule moins de transcrits dpsl en phase stationnaire que la
souche sauvage. Les hypotheses, a savoir un retard d’accumulation de transcrits rpoS dans un
mutant fur et une regulation indirecte de la transcription du géne rpoS par Fur, peuvent étre
avancées. D’ailleurs, tout comme pour le géne bfr, nous avions repéré en amont du gene dpsl
par extension d’amorce la présence d’un promoteur susceptible d’étre contrdlé par 6> avec un
site -10 étendu caractéristique d’une reconnaissance par le facteur de transcription °. Chez E.
coli, I’expression du géne dps est également contrdlée positivement par o> en phase
stationnaire (Altuvia et al., 1994 ; Lacour et al., 2004). Des travaux rapportent une induction
du gene dps par le facteur de transcription IHF en phase stationnaire chez E. coli (Altuvia et
al., 1994, Ohniwa et al., 2006). Par ailleurs, nous avons observeé qu’en milieu Tris, le géne
dpsl d’E. chrysanthemi est induit par I’apport de fer sans doute de maniére Fur-dépendante.
Or curieusement, nous avons constaté que le niveau d’expression du gene dpsl est plus

important dans le mutant fur que dans la souche sauvage.



Des expériences de marquage au Fe*® réalisées par Dominique Expert appuient ces
observations : en effet dans le mutant fur, il y a beaucoup plus de protéine Dpsl chargée en
fer que dans la souche sauvage. La dé-répression du gene dpsl est probablement une
conséquence indirecte de I’inactivation du geéne fur. En effet, I’augmentation de la
concentration de fer intracellulaire dans le mutant fur pourrait étre impliquée dans I'induction
du géne dpsl. En effet, dans le mutant fur, les systemes de transport du fer via
I’achromobactine et la chrysobactine sont dé-réprimés et le fer s’accumule alors dans la
bactérie. Ce stress pourrait activer un ou plusieurs régulateurs qui induisent le gene dpsl. On
peut penser a des effecteurs de la réponse au stress oxydant tels que PerR ou OxyR qui
appartiennent a la famille LysR intervenant au niveau transcriptionnel. Une augmentation de
la concentration intracellulaire en fer réactif peut exacerber le stress oxydant, c’est pourquoi
une induction de I’expression de la protéine Dpsl semble vraisemblable d’autant plus que
nous avons evoqué le réle de cette ferritine dans la détoxication du peroxyde d’hydrogene.
Nous avons tenté en vain de faire une fusion transcriptionnelle uidA dans le gene dpsl avec
deux cassettes différentes. Il faudrait opter pour un autre type de fusion.

Pour vérifier notre hypothése et attribuer a Fur I’induction par le fer, il faudra étudier
I’expression du gene dpsl dans un double mutant fur tonB pour lequel les systemes de
transport du fer a haute affinité sont abolis. Dans la littérature, le géne dps est décrit comme
induit en réponse au stress oxydant par I’intermédiaire de différents facteurs de transcription
(Morikawa et al., 2006). L’un d’eux est OxyR qui est présent chez les protéobactéries a, B ety
comme E. coli. Un gene homologue au géne oxyR d’E. coli est présent dans le génome d’E.
chrysanthemi 3937 (ABF 20420) dont le produit présente plus de 85% d’identité de séquence
avec la protéine OxyR d’E. coli. D’ailleurs les cystéines en positions 199 et 208 impliquées
dans I’activation de la protéine OxyR d’E. coli sont conservées chez la protéine d’E.
chrysanthemi (annexe 7). Cependant aucun gene homologue au gene oxyS n’a été mis en
évidence. Dans un premier temps, nous devons verifier la présence de la séquence consensus
de fixation de OxyR dans la région promotrice du géne dps. Un autre facteur de transcription
communément décrit est PerR qui est présent chez les protéobactéries a, les firmicutes,
certaines cyanobactéries, bactéries hyperthermophiles.... Un gene peu homologue au géne
perR de B. subtilis a été identifié dans le génome d’E. chrysanthemi 3937 (ABF15124). La
séquence déduite de la protéine PerR d’E. chrysanthemi présente seulement 30 et 15 %

d’identité avec celles d’E. coli et de B. subtilis respectivement (annexes 8 et 9).



Contrairement a la protéine PerR de B. subtilis, celle d’E. chrysanthemi 3937 possede le motif
hélice-tour-hélice de la famille de régulateurs LysR et une extension a I’extrémité C-terminale
d’environ 150 acides aminés. Elle ne présente pas les caractéristiques des régulateurs de la
famille Fur et les résidus histidine impliqués dans la coordination du fer. On peut supposer
que la protéine Dpsl joue un réle dans la détoxication du peroxyde d’hydrogene (sensibilité
du mutant dps1Q au peroxyde d’hydrogéne) et en conséquence serait régulé en fonction de la
concentration en H,O,. Il faudrait envisager de vérifier si le géne dpsl est induit par le
peroxyde d’hydrogene et d’étudier I’expression du gene dpsl dans un mutant oxyR d’E.
chrysanthemi 3937. D’ailleurs, chez E. coli, la transcription du géne dps est induite par le
peroxyde d’hydrogene de maniére OxyR-dépendante en phase exponentielle de croissance
(Altuvia et al., 1994 ; Ohniwa et al., 2006). Chez B. subtilis la protéine MrgA est également
induite par le peroxyde d’hydrogéne, mais selon un mécanisme dépendant du répresseur

transcriptionnel PerR (Fuangthong et al., 2002 ; Herbig et al., 2001).

En conclusion, nous avons étudié la régulation des ferritines au niveau transcriptionnel
et post-transcriptionnel, mais il parait indispensable d’analyser la stabilité des différents
messagers dans les différentes conditions étudiées. De méme, nous devons s’assurer de la
durée de vie des différents ferritines par immuno-marquage. Les ferritines pourraient en effet
étre régulées au niveau post-traductionnel par protéolyse. En effet, le turn-over des ferritines
pourrait varier selon les conditions rencontrées. Nous avons pu constater que les génes ftnA,
bfr et dpsl sont régulés par le fer au cours de la croissance bactérienne mais selon des
mécanismes distincts qu’il faudra a I’avenir mieux comprendre. Par ailleurs des conditions de
stress peuvent influencer I’expression de ces genes via des régulateurs spécifiques qu’il faudra

également identifier.

V- Autres acteurs du métabolisme du fer : ferrédoxine Bfd, machinerie Suf, ...

Nous avons constaté que le gene bfr est organisé en opéron avec le géne bfd (Bfr
associated ferredoxin) chez E. chrysanthemi 3937 et que cette organisation est conservée dans
la plupart des microorganismes. Tres peu d’études se sont focalisées sur la protéine Bfd. Elle
est apparentée au domaine central de la sous-unité de la protéine NifU contenant un cluster
[2Fe-2S] qui participe a la formation des clusters [Fe-S] de la nitrogénase. Dans la littérature,
il est proposé que ce cluster Fe-S de NifU ait une fonction redox et ne soit pas un précurseur
pour la maturation de la nitrogénase. De la méme maniere, nous pouvons imaginer que la

protéine Bfd fonctionne comme un transporteur d’électrons aboutissant a la réduction du fer



ferrique en fer ferreux et a sa libération a partir de la bactérioferritine. D’ailleurs les propriéetés
redox des clusters [2Fe-2S] des deux protéines NifU et Bfd sont semblables avec un faible
potentiel redox (Quail et al., 1996 ; Agar et al., 2000). La protéine Bfd pourrait agir comme
une réductase intervenant dans la libération du fer a partir de la bactérioferritine en conditions
de carence en fer. Elle est justement induite chez E. coli par une carence en fer (Quail et al.,
1996 ). Nous pourrions envisager que la protéine Bfd module I’expression du géne bfr. Elle
posséde un centre [2Fe-2S] au méme titre que des régulateurs transcriptionnels qui sont
impliqués dans la réponse au stress oxydant ou la carence en fer modulant I’expression
génique tels que SoxR ou OxyR. Toutefois, la protéine Bfd ne possede pas d’homologie avec
de tels régulateurs. Une étude phénotypique préliminaire du mutant bfd révele qu’il se
comporte comme la souche sauvage lorsqu’il est cultivé en milieu riche L. Par contre, sa
croissance est légerement affectée lorsqu’il est cultive en milieu Tris et davantage en présence
de chélateurs du fer. Il n’est pas plus sensible que la souche sauvage au stress oxydant
(données personnelles de Thierry Franza). Ces premiers résultats suggeérent que la ferrédoxine
Bfd est impliquée dans I’adaptation a la carence en fer, mais ne confére pas de résistance au
stress oxydant. Bien qu’organisés en opéron, les genes bfd et bfr pourraient étre régulés de
maniere différentielle par la protéine Fur d’E. chrysanthemi. La présence d’une boite Fur
assez bien conservée dans la phase codante du géne bfr suggere que Fur pourrait contrdler
directement dans certaines conditions le gene bfr. Ainsi I’arrét de la transcription de I’opéron
bfd-bfr au géne bfr par Fur permettrait de moduler leur expression.

Pour démonter la fixation de Fur a cette boite, il faudrait faire dans un premier temps
une expérience de retard sur gel et dans un second temps une expérience d’empreinte sur gel.
Pour comprendre le role de la protéine Bfd dans I’homéostasie du fer, il parait indispensable
d’analyser le mutant bfd non polaire par spectrometrie Mdssbauer. Il faudra terminer de
caractériser le mutant bfd, notamment son pouvoir pathogéne sur plante. Le peu de données
de la littérature soutient I’idée que les protéine Bfd et Bfr soient partenaires et interagissent
ensemble, notamment un travail de Garg et al. (1996) montrant par chromatographie
d’affinité que les protéines Bfd et Bfr forment un complexe. Il serait intéressant de montrer
clairement une éventuelle interaction entre ces deux protagonistes par une approche de double
hybride ou par la technique de TAP-TAG, ce qui permettrait d’identifier d’autres partenaires.

Des cinétiques réalisées aprés marquage des cellules au Fe>® au laboratoire par
Dominique Expert montrent que dans le mutant bfd, la bactérioferritine Bfr se charge en fer
mais ne se décharge plus au cours du temps lorsque le fer est retiré du milieu de culture

(Dominique Expert, données personnelles).



En absence de Bfd, la protéine Bfr accumulerait le fer et serait donc incapable de le relarguer.
Ces résultats viennent étayer I’hypothese selon laquelle Bfd serait impliquée dans le
relarguage du fer a partir de la bactérioferritine. Les mécanismes par lesquels le fer est libéré a
partir des ferritines n’ont pas encore été élucidés. Néanmoins, une étape de réduction du fer en
fer ferreux est nécessaire pour libérer le fer des ferritines. La nature de I’agent reducteur n’est
pas connue. Dans le mutant sufC, la bactérioferritine accumule le fer, mais ne le décharge pas
ultérieurement. Des données chez E. coli montrent qu’une bactérioferritine dépourvue d’héme
accumule beaucoup plus de fer que la forme sauvage suggérant que I’heme est essentiel a la
libération du fer de la bactérioferritine. Nous avancgons I’hypothése que I’absence d’heme
modifierait le potentiel redox de la bactérioferritine et donc sa capacité a étre réduite ou son
taux de réduction. On peut supposer que les protéines Bfd et SufC qui est une ATPase
agissent ensemble en fournissant le centre Fe-S nécessaire a une protéine impliquée dans la
formation d’heme. Cette protéine serait la ferrochélatase qui catalyse I’incorporation du fer
dans la protoporphyrine IX formant ainsi I’heme b justement important pour la décharge en
fer de la bactérioferritine chez E. coli (Andrews et al., 1995). Pour confirmer I’hypothése que
I’heme est important dans la libération du fer de la bactérioferritine et que le défaut serait lié a
une perturbation de la biosynthese d’héme, il faudrait s’assurer que I’addition d’héme
exogene aux mutants bfd et sufC suffit a restaurer I’aptitude de la bactérioferritine a
redistribuer son stock de fer. Il serait intéressant de mutagénéiser la bactérioferritine sur la
méthionine en position 52 impliquée dans la fixation de I’heme et de refaire des cinétiques
dans le mutant correspondant. Nous pourrions également analyser la répartition du fer dans un
tel mutant par spectrométrie Mdssbauer.

D’autres données montrent que dans les mutants sufABD marqués au Fe*, Bfr ne se
charge pas en fer suggérant que la machinerie Suf serait impliquee dans la formation d’une
protéine comportant un centre [Fe-S] qui permet I’entrée du fer dans la bactérioferritine. Nous
présumons qu’il existe des interactions entre les protéines Suf et Bfd d’une part et les
protéines Bfr et Bfd d’autre part que nous pourrions mettre en évidence par double hybride ou
TAP-TAG. Par ailleurs, nous savons que la machinerie Suf intervient dans la biosynthese des
centres [Fe-S] en conditions de stress oxydant et/ou de carence en fer. Elle contribuerait ainsi
a abaisser la concentration intracellulaire en fer en réparant les protéines a centres [Fe-S]
endommageés. Des travaux de Nachin et al. (2003) montrent que la machinerie Suf est
importante au « relarguage » du fer a partir de la ferrichrysobactine sans doute en mettant en

place le centre [Fe-S] de la réductase de la ferrichrysobactine non identifiée a ce jour.
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Figure 123 : Modele hypothétique de distribution intracellulaire du fer en carence en fer chez E. chrysanthemi 3937.



L’ensemble de ce travail met en évidence la complexité du systeme qui permet
d’assurer I’homéostasie du fer chez E. chrysanthemi 3937, non seulement par le nombre des
ferritines (quatre), mais aussi par leurs fonctions physiologiques distinctes. Nous proposons
un modele de distribution intracellulaire du fer en carence en fer chez E. chrysanthemi 3937
sur la figure 123. Les ferritines ne se cantonnent pas seulement a séquestrer le fer, mais
interviennent dans la réponse au stress oxydant. Nos données viennent étayer notre sentiment
guant a la fonction de la bactérioferritine qui constituerait un pool de fer labile destiné aux
protéines a fer telles que des enzymes a centre [Fe-S],... Elle distribuerait le fer aux protéines
qui le requierent et serait en quelle que sorte une navette. Cela permettrait d’éviter tout
gaspillage du fer qui serait distribué a bon escient. En ce qui concerne la ferritine FtnA, elle
serait responsable du stockage du fer a long terme a proprement dit en engrangeant des
réserves lorsque les conditions le permettent. La ferritine FtnA serait la source de fer
privilégiee lorsque le fer du milieu extracellulaire vient a s’épuiser. La protéine Dpsl, quant a
elle, aurait une capacité de stockage du fer limitée (cela reste a confirmer par spectrométrie
Massbauer) et interviendrait en réponse au stress oxydant et en phase stationnaire notamment

en déetoxiquant le peroxyde d’hydrogéne.
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ANNEXES
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Annexe 1 : Séquences nucléique et protéique de la ferritine FtnA d’E. chrysanthemi 3937.

Les séquences promotrices, boites -10 et -35 sont encadrées et le site potentiel de fixation du ribosome RBS est surligné en
vert. Les deux sites d’initiation de la transcription +1 ont été déterminés par une expérience d’extension d’amorces. Les
codons d’initiation ATG et de terminaison TGA de la traduction sont surlignés en jaune et rose respectivement. Le
terminateur potentiel de transcription est surligné en gris. Les amorces utilisées dans ce travail sont indiquées par des fleches
horizontales rouges (construction mutant) et bleues (sonde pour Northern-blot). La fleche verticale désigne le site de

restriction Munl ou I’interposon Q a été inséré pour construire un mutant finA4Q.
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Annexe 2 : Séquences nucléique et protéique de la bactérioferritine Bfr d’E. chrysanthemi 3937. Les séquences promotrices,

boites -10 et -35 sont encadrées et le site potentiel de fixation du ribosome RBS est surligné en vert. Les deux sites

d’initiation de la transcription +1 ont été déterminés par extension d’amorces. Les codons d’initiation ATG et de terminaison

TGA de la traduction sont surlignés en jaune et rose respectivement. Le terminateur potentiel de transcription est surligné en

gris. Les amorces utilisées dans ce travail sont indiquées par des fleches horizontales rouges (construction mutant) et bleues

(sonde pour Northern-blot). Les fleches verticales en position 794 et 1155 désignent les sites de coupure par les enzymes Nsil

et Pstl ou la cassette aphA3 et Q a été inséré pour construire respectivement les mutants bfd non polaire et bfreQ.
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Annexe 3 : Alignement des séquences du facteur de transcription 6° d’E. chrysanthemi 3937 (Ech), E. coli K12 (Ec) et V. pestis CO92 (Yp). La séquence de c°
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d’E. chrysanthemi 3937 présente 92% et 91% d’identité de séquence avec celle d’E. coli et Y.pestis respectivement.

Annexe 4 : Représentation schématique de I’environnement du géne rpoS codant le facteur de transcription 6> d’E. chrysanthemi 3937.
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GCCAGTCTCGGT. GTCCGTCTTTAAAATTTCAATACAACTGTCT TATIGGTTATAAC]
GGATTGATATTGATAGGCTGTGTCCCGTCGTTGTCCGTGTTTTGACCCTGTTGGTATGGC

GTGATCGCCAGACAGACCTTATGGTACAGCCTGTTTGCGTCGACGAATAAAATAAACGGT
AATCGTTTTTACGTTCCTCGCTCTGCATGATTGCCAGCCTTAATCAGGGTGTTCCGAACG
GAAATAAACGTCGGGACCGGGCAGATTTCGTCATTTTTGGTTATAGGGGGAATTTGGCGC

atgggaagccaaatcgtgaactggcgtcagatcgetgtgtgttcggttattactctggga
M G S Q I VN WRIQII AV CSV 1 TWL G
ttggccggttgtgcaaatgacaataatcaggcggcecccgatcagcagegtgggagataac
L AGCANUDNNU QOAAPI1I S SV G DN
ggcgcaggaagccgectcgggcagtaccaccacctattcgecgecgecgegtatttecage
G A GSRSGSTTTY SPPPR I S S
gtcggcagcgtgagcaataatactcaacctgttccttcggcggtcatcagccacccttcc

S VS NNTOQPVPS AV I S HP S
agcgatgcggcggtcaccacccgcgaaggtaagattgtctataaccgcagctataacagc
S DA AV TTWRETGI KT VY NI RS Y N S
atccccaaagggagctacagcggtaatacctacaccgtcaaacgcggggataccctgttce
Il P K GSY S GNTYTVKIRGTUDTL F
tatatcgcctggattaccggtaatgattaccgcgaactggcgcagcgcaacaacattcag
Y I AW I T GNDVYREULA AU QRNNTIOQ
gagccttacagcctgaatgtgggtcagtcgttaagcctcggcagcaacatgaatgecgge
E PY S LNV G QSL SLGSNMMNAG
ggcagcacccagggcatggcgattgccagcgcgccgaccacgataacgacatccgecgecg
G S T QGMAI ASAPTTI1I TTS AP
gtaacaacgtccgcgccggtagaaagcagcccggccggcagcggacatatgctgcctgaa
v T T S A P S P S H M L P E
aatgccggcaaagcctctggcggcggtcgcatgctatcaggcaataatacggccggcagc
N A G K A S G G M L S G NNTA G S
agcggccatatgctgccggccagcgcggccgcggctggagccgcgtcaccacaaatgcaa
S G H M L P A A G A A S P Q M Q

acgacgcaggttgattctcaaccaactaatgcgtattctgaaggttcgggtaaacagaat
T TQVDSOQPTNAYSETGSGTZKOQN
gtgggtaagatgttgcccacggcgggagcggcgaccacgcttccgacgaccgaaccgacg

K M T T T L P T T P T
caaacgagcacggcaattgccagctggcgttggcctacagacgggaaagtcatagatagt
Q T S T A I ASWRWWPTUDGI KV I D S

ttctcagcctcagaggggggaaataaagggattgatatcgccggctcacgtgggcaatcc
F S A S E G N K | Il AG S R G Q S
gttatcgctaccgcatccgggcgtgtagtgtatgcggggaacgcgttacgcggttacggt
v I AT A S G R V Y
aatctgatcatcattaaacataatgatgactacttgagcgcctatgcccataacgaaacc
N L I 1 1 KHNUDUDYULSAYAHNET
atgctggtccgggaacaacaagaggtaaaggcgggtcaacaaatcgctaccatgggtage
M LV RETG QOQEVZ KA AG QO QTIATWMGS
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Annexe 5 : séquence nucléique et protéique du géne rpoS d’E. chrysanthemi
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accggaaccagttcagtacgcttgcattttgaaattcgttacaaggggaaatccgtaaac
T 6T S SV RLUHZFETI RY KOGK S VN
ccgctgegttttctteccgcagegaf@@aTCGGGCAGAGTATTTCGGTATTCTGCCAAGGG
P LRFL P QR *

rpoS1s

ATCACGGGT-CACTTatgaggcaaaatacg ctgaaagttaacgagttacatgaag
M S Q NT L KV N E L HE D
atgctgaattcgatgagaatggaatcgacgtttttgacgacaaagcgttggcggaggaag
A E FDENGI DV FDUDIKATL A
aaaccagcgatagcgaccagctcgacgaggaattgctttcgcagggaactgctcagcgcg
T S b SDQLDEETLLSQGTAZQ QR RV
tgctggatgcaacccagctttatctgggagaaatcggctactcacctcttctgactgetg
L DATQLY L GEI1I GY SPLLTAE
aagaagaagtttactttgcccgtcgggcgctacgcggcgatgtttcatctcgeccgecgta
E EVYFARWIRALWIRGDVS SRR RRWM
tgatcgagagtaacctgcggctggtggtgaaaatcgcccgecgctacaataatcggggac
Il ES NLRLVV KI ARRYNNIRGIL
tggcgctgctggatctgattgaagaagggaacctcggtttgatccgecgcagtcgagaagt
A LLDWLII EEGNULTGTLTIRAVEKF
ttgaccctgaacgcgggttccgecttttcgacttacgccacctggtggatccgtcagacca
bPERGFRFSTYATWWTIRQTI
ttgaacgggccatcatgaatcagacccgcaccatccgtttacccatccatatcgttaaag
ERAI M NQ TRTI RULP 1 H 1 V KE
aactcaatgtctacctgcgtaccgcacgcgaactgtcccacaagcttgatcatgagccca
L NVYLRTARETLSHIZKTLUDUHEPS
gtgcggaagaaatcgccgagcggctggataagccggtggatgacgttaaccgecatgectge
A E EI A ERLUDIKWPVDDVNRMLR
gtctcaacgagcgcatcacgtcggtggatacgccgctgggcggggattcggaaaaggcgce
L NERI1TTSVDTW®PLGS GUDSEIKATL
tgctggatattctggccgacgagaaggataacggcccggaagacaccacgcaggataacg
L bl L ADEIKUDNGWPETDTTQDNTD
atatgaaacaaaatatcgttaagtggttgtttgaactgaacgcaaaacagcgtgaagtgc
MK Q N I V KW L F L NAKQREV L
tggcccgccgttttggtctgctgggatatgaagccgccacgctggaagatgtgggccgtg
F L L GY EAATLE R
aaatcgggttgactcgtgaacgggttcgccagattcaggtagaagggctgcgccgtttgc
I G L TRERVRQQIQVESGLRIRTILR
gcgagatcctgcaggtgcaggggctggacatcgaagagctgttccgcgaa-CTCGCAC

ErLQvaeeGLDIEELFRE™

rpoS2r
AATAATTAACATGGCACAAAAAAATGGTCGCGATGCCCACCATIRLITIATGTCTGCAATT

CGGTTTGTGCGTTATCGGGCACACTGAGACAGCAGGAACTCGACGATATCGCCGGCCTTG
ATCATCTCTTTTTCGCCTTTACGGCGGTGCTTGTACTCGATCTCGTCGTTATCCAGATTG
CGGTCGCCAATCACGATGGTGTGCGGAATACCGATCAGTTCCATGTCCGCAAACATCACG
CCGGGGCGTTCTTTGCGATCGTCCAGCAATACATCGACGCCGTTGGCGCGCAACTGCTGG
TAGATGCCCTCGGCTACTTCCTGCACGCGGAAGGATTTATGCATGTTCATCGGCAAAATC
GCCACCTGGAACGGCGCAATGGCGTCAGGCCAGATAATGCCGCGATCGTCGTGGTTCTGT
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1 TCGTTCACCCAGTGGCTGGCGCTGGCGTTTATTATTATCGCCTCGCTGGGq&CCACGCTTAGCGCGAAAAAGAA 74
»

Dpsls

75 CGCGACATCATCTGCCTCGTCCTGAGACCCGGCTCGCCCTGAAACCTGCTTCCTCCTGAAATCCGCCGCGTTCT 148
149 GAATAAGCGGCGTCATCATTGTTCCGCCTAAAAATAGCCTTTCTCCCGGCCAGTCCCGGCCGGGAAATATCATT 222
223 TTGTGTGACTATCCCGCCGGCTGTCTTTATTTCAAAAAGACACATTCTGAAAACAATTGAATATTTAAATAGCA 296

+1
297 CTAAAAGTGAAGTATCGCTGATTCTTTCTCGTTACTATICTCGTCAACACCTTGTAATTTATATCAATATCCAA 370  P3
-35 10 ‘1
371 ACCATCCCTTTTGATTCCTTTACTGGTTGATCTGAATETTAAATAGCGTGCCAGCCAGGCBACATICTTAGATG 444 P2
-35 -10 ‘1
445 TCTGAGTCTATTCCTGTAATAGACCGAACIGAGCATTCCTCTGCTCATACCGGCTGCTATAATITCGTTTCGTTGA 518  P1
-35 -10

519 CAGCCAAAATCATTATCAGTAATGACAGAAATAAABREBATAATACTatgcgtacagccaaactggtaaaaaca 592
1 RBS M R TAKTLV KT 9

B
>

Dps2s
593 gcttccgctgatcttattttcacccgtaacgatctgggcgataacgttaaagcctcgaccattgccctgctcaa 666
10A S A DL 1 FTRNUDULUDU DNVIKASTI1I AL L N 34

667 tcagctggtcgtggactttaccgatctgtcgctgatcaccaagcaggcgcactggaacatgcgcggagcgaatt 740
3 Q L VvV DJFTUDULSULI TZKZQ H W N M N F 59

741 tcatcgccgtacacgagatgctggataccttccgcacctcgctgattacccatctggataccttcgcagagcge 814
60 Il AVHEWMULUDTFRTSUL I THULUDTFATER 83

815 gtggtgcaggtgggcggcgtggcgaccggcaccacccaggtgctccacgagaaaaccgcactgaagccctacce 888
84V V Q V6 6V ATSGTT QVLHEI KTA ALK P Y P 108

889 gcttgaéxtccacaacgtgcaggaccatctgaaagccctggcggaccgctacgccgttgtggcgaataccgttc 962
109 L D I H NV Q DHLKALAD RYA AV V ANTV RI133

963 gcaaagccatcagccaggcacaggacgaagataccgcggatatgctcaccgccgcctcccgecgatctggatcag 1036
134 K A1 S Q AQ bEDTADMLTAASI RDTLDNOQQ 157

1037 tacctgtggttcatcgaagccaacatcgaa-tTCATCAATGATGACCGGCGGCTCAGCCGCCGGATTTCCCC 1110
158Y L W F 1 EAN1T1 E * <« 167
Dps2r

1111 GCCCATTTCCACCGGTTCACCCCCCTTTTGCTGTTTCATCCATGTCTTTTTCCGCGATTTTCACCCTGTCAGAA 1184
1185 CGTCTGAAATAATATGEATEIEEREEIGCATCACTACGCAAAGCGCTCGAACGAACGTTGCAAAACGTACAAAAA 1258
1259 GTTAGCGCTTGTTAGCAATATTGTCCCCAGAACGTAATCAACGGTTGTGTCCCCTGCACAATTCAGTTATTCAT 1332
1333 AGCAGCGCGATCCATAGGCGTTTCTGATGGATGCATCATAATAATTAGCGGGTCTACCCGTCCTGTTTTGGCAA 1406
1407 CGACTCCCCCTGTTTTCTCCACCGCCTCCGGCAGTACGGCGAGTGATCACAACCGATGCCGAGCCATCGGCCCA 1480
1481 TACCTGCATGCCGGGGTTGACGCAGCAAATCCGTAAGGTGCGGTAAGACAGCGGAATATATAACCAACGAGAGG 1554

1555 AAGGACGTTTTGATGAAATCATTATTTAAAGCTTCACTGGCCGCACTTGCG 1605
Dpslr

Annexe 6 : Séquences nucléique et protéique de la protéine Dpsl d’E. chrysanthemi 3937. Les séquences promotrices, boites
-10 et -35 sont encadrées et le site potentiel de fixation du ribosome RBS est surligné en vert. Les trois sites d’initiation de la
transcription +1 ont été déterminés par extension d’amorces. Les codons d’initiation ATG et de terminaison TAA de la
traduction sont surlignés en jaune et rose respectivement. Le terminateur potentiel de transcription est surligné en gris. Les
amorces utilisées dans ce travail sont indiquées par des fleches horizontales rouges (construction mutant) et bleues (sonde
pour Northern-blot). La fleche verticale désigne le site de restriction ECORV ot I’interposon Q a été inséré pour construire un
mutant dps1Q.
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Annexe 7 : Alignement des séquences de la protéine OxyR d’E. chrysanthemi 3937 (Ech) avec celle d’E. coli K12 (Ec). La sequence d’OxyR d’E.

chrysanthemi 3937 présente 85% d’identité de sequence avec celle d’E. coli.
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Annexe 8 : Alignement des séquences de la protéine PerR d’E. chrysanthemi 3937 (Ech) avec celle d’E. coli K12 (Ec). La séquence d’E. chrysanthemi 3937
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présente 30% d’identité de séquence avec celle d’E. coli.
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Annexe 9 : Alignement des séquences de la protéine PerR d’E. chrysanthemi 3937 (Ech) avec celle de B. subtilis (Bsu). La séquence d’E. chrysanthemi 3937

présente 15 % d’identité de séquence avec celle de B. subtilis (Bsu)
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Abstract  The enterobacterial pathogen Erwinia
chirysanthemi causes soft rot diseaseson awide range
of plants, including the model plant Arabidopsis
thaliana. This bacterium proliferates in the host by
secreting a set of pectin degrading enzymes respon-
sible for symptom development. In addition, survival
of this bacterium in planta requires two high-affinity
iron acquisition systems mediated by siderophores
and protective systems against oxidative damages,
suggesting the implication by both partners of
accurate mechanisms controlling their iron homeo-
stasis under conditions of infection. In this review, we
address this question and we show that ferritins both
from the pathogen and the host are subtly implicated
in the control of this interplay.
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Iron, virulence and immunity

The interaction between a pathogen and a host
organism leads to a competitive relationship
where both protagonists try to defeat each other.
In plant as in animal hosts, a successful pathogen
produces virulence factors enabling it to gain
access to essential nutriments, to rapidly adapt to
new environmental conditions and to overwhelm
host defense. One strategy involved by bacterial
pathogens to deal with the conditions imposed by
the host during infection is the production of
specific high-affinity iron transport systems and
other factors such as toxins and hydrolytic
enzymes, that respond to iron availability (for a
review, see Crosa et al. 2004). Indeed, vertebrate
hosts activate diverse mechanisms upon pathogen
attack aimed at depriving the invader of nutri-
tional iron (for a review, see Ong et al. 2006). For
instance, by complexing iron into proteins of the
transferrin family and scavenging it into ferritins,
the host inhibits the growth of certain bacteria
and fungi The macrophage ferrous iron ftrans-
porter NRAMP1 (SLCI11A1) confers resistance
to intracellular bacterial parasites possibly by
extruding iron from the phagosomal vacuole to
the cytoplasm. Increased expression of the iron
regulatory peptide hepcidin during infection and
inflammation leads to iron sequestration in
enterocytes and macrophages and interrupts the
delivery of iron in plasma. NGAL (neutrophil

@ Springer
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gelatinase-associated lipocalin) is  induced in
epithelial cells during inflammation and binds
catecholate type siderophores, thus preventing
bacteria from acquisition of siderophore-bound
iron. These antimicrobial mechanisms constitute
the well known iron-withholding strategy and are
considered as a part of the vertebrate innate
immune system. Similar mechanisms in plant
hosts could exist and we are currently investigat-
ing this question in Erwinia chrysanthemi infected
Arabidopsis plants,

Importance of iron in Erwinia chysanthemi
infection

Erwinia chrysanthemi strain 3937 (syn. Dickeva
datantii, Pectobacterium  chrysanthemi) 15 an
enterobacterium representative of the pectolytic
species which causes soft rot diseases on a wide
range of plants, including vegetables and orne-
mentals of economic importance. In natural
infections, E. chrysantheni enters the aerial parts
of a host plant, through wounds and natural
openings. Experimental infections can be per-
formed by inoculation of strain 3937 on diverse
plant hosts, including chicory leaves, African
violets (Saintpaulia ionantha, . Wendl.) and
the model plant, Arabidopsis thaliana. Cytologi-
cal examination of leaf of Sainipaulia or Arabid-
opsis plants revealed the occurrence of an
asymptomatic phase that may last several days,
during which bacterial cells colonize intercellular
spaces of the cortical parenchyma and migrate
within cell walls without severe injury of cellular
structures. The symptomatic phase is consecutive
to the bacterial production of pectinases, espe-
cially pectate lyases that, by degrading pectic
components, progressively dissolve plant cell
walls, enabling bacteria to gain access to nutri-
ments and to disseminate within the leaf and
petiole. Bacterial cells do not migrate in the
vascular tissues. During this invasion process, the
bacteria encounter various environmental condi-
tions, of which iron availability and production of
reactive oxygen species by the plant are two
factors limiting their spread.

Analysis of the role of iron in the pathogenicity
of E. chrysanthemi on Samipaulia plants has

@ Springer

shown that during infection, this bacterium
requires two high-affinity-iron uptake systems
mediated by the siderophores, chrysobactin and
achromobactin (for a review, see Expert 20035).
Chrysobactin is a monocatecholate-type sidero-
phore while achromobactin is a citrate derived
compound that involves carboxylate orfand
hydroxyl donor groups for iron binding. Double
mutants deficient in achromobactin and chrysob-
actin production are impaired in symptom initi-
ation because they have reduced survival in
intercellular spaces of host tissues (Franza et al
2005). Interestingly, electron microscopy exami-
nation of infected leaf of Arabidopsis plants
treated with cerium chloride as an indicator of
hydrogen peroxide production revealed that this
oxidative burst from the plant is more intense
after infection with a siderophore negative
mutant than with the wild type strain (Fig. 1).
This suggests that siderophores are not only
required for bacterial iron nufrition but, as iron
scavengers, also act as antioxidants. In addition,
expression of the genes involved in chrysobactin/
achromobactin mediated iron uptake and those
encoding pectate lyases important for virulence is
controlled by iron, via the Fur sensory/regulatory
protein (Franza et al. 2002). Therefore, it seems
that in the host, bacteria are able to express their
virulence in relation to their iron requirements.

This plant-pathogen interaction illustrates the
critical question of control of iron homeostasis in
biological situations. Indeed, bacteria must accu-
rately control their intracellular iron utilization
and cope with changes in redox conditions
(Santos et al. 2001). The question is do bacterial
ferritins play a role in this context? The second
point concerns the presence of bacterial sidero-
phores in planta and their possible interference
with the plant iron metabolism. Thus, we inves-
tigated whether plants control and modify their
iron status in response to infection.

What is the role of the E. chrysanthemi
Ferritin?

Analysis of the genome sequence of E. chrysanr-
hemi 3937 (https://asap.ahabs wisc.edu/annotation/
php/ ASAPL.htm) enabled us to identify four loci,
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Fig. 1 Localisation of Hz(% accumulation in intercellular
spaces of Arahidopsis leaf tissues colonized by E.chrysant-
herni wild type (E. ch wi) or achromobactin and chrysob-
actin negative mutant (£ ch acs chs) cells. Tissue samples
were prepared for conventional electron microscopy, 24 h

finA, bfr, dps! and dps2 coding for a ferritin, a
haem-containing bacterioferritin and two different
DPS proteins (DNA protection during starvation),
respectively. Storing iron in a non-reactive form in
the cell is the role ascribed to ferritins. Ferritins are
organized in a 24-subunit shell surrounding a
central cavity, and owing to their ferroxidase
activity, they oxidize excess of ferrous ions and
store the ferric form in a bioavailable mineral core
(for reviews, see Hintze and Theil 2006; Matzanke
1997). In several bacterial species, ferritins are able
to insure protection against the oxidative damage
initiated by iron and to serve as an iron reserve.
However, there is still little information about the
physiological role of bacterial ferritins and their
contribution to the virulence of pathogens.

To investigate this question in E. chirysanthemii,
we cloned the finA gene and constructed a firnA null
mutant by reverse genetics. The E chrysanthemi
finA gene encodes a protein of 169 amino acid
residues that is 78.8% identical to the FinA ferritin
from Yersinia pestis. Under iron restricted condi-
tions, the growth of the finA negative mutant is
impaired compared to wild-type strain (Fig. 2),
indicating that the intracellular iron level in the
mutant is not sufficient to overcome iron depriva-
tion. Growth properties of this mutant are affected
in the presence of paraquat, a superoxide
generating compound but not in the presence of
hydrogen peroxide. The mutant has alko an

3,
E
J

Hes

post inoculation. The histochemical assay is based on the
reaction of HoO2 with cerium chloride to produce electron
dense insoluble precipitates of cerium perhydroxides
(Bestwick et al. 1997). B: bacterial cell; pp: precipitate

& Tris medium

O+ Dipyridyl

& + EDDHA

Perceni of reidusl growdh (%)
cBd¥MBYBINSEE

Fig. 2 Growth of the finA negative mutant under iron
restricted conditions, compared to that of wild type strain.
Tris medium is a low-phosphate minimal medium, that was
supplemented with EDDHA or 2, 2-dipyridyl as indi-
cated, to give a final concentration of 80 pM or 100 pM
respectively (Franza et al. 2005). Results correspond tothe
stationary phase of growth as measured by the absorbance
at 600 nm. Experiments were carried out in triplicate and
standard deviations are shown

increased sensitivity to streptonigrin that produces
radicals in the presence of metal and oxygen and to
nitric oxide-generating compounds. Interestingly,
we found by Mosshauer spectroscopy, that the
intracellular ferrous iron pool in the mutant is twice
higher than in the wild-type (data not shown ). Thus,
as in Camnpylobacter jejuni (Wal et al. 1996), the
FinA ferritinin E. chrysanthemi can protect the cell
against oxidative siress, which is not the case in
Escherichia coli or Helicobacter pylori { Abdul-
Tehrani et al. 1999; Bereswill et al. 1998).

@ Springer
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Another point of interest is the positive regu-
lation of the E. chrysanthemi finA gene by iron
and Fur. This control is mediated by a small
antisens RNA (RyhB-like, Gottesman 2005) able
to pair with the 5end of find RNA thereby
blocking find pene translation/transcription
(Fig. 3). Indeed, we observed that a transcrip-
tional finAzuidA fusion is upregulated by addi-
tion of iron (Fig. 4), and in a fur background
where RyhB RNA accumulates, the fusion is shut
off (data not shown). In a AryhB mutant, finAd
gene transcripts accumulate to high levels com-
pared to wild type strain (Fig. 4). Therefore, this
situation seems to differ from that described in
E. coli since the E coli finA gene is not RyhB
post-transcriptionally regulated. In E. coli, RyhB
confrols the expression of a number iron contain-
ing proteins including bacterioferritin (Bfr) and
SodB (Massé et al. 2005).

We analysed the pathogenic behavior of the
finA mutant on chicory leaves and potted African
violets, in comparison with wild type strain. On
these two plants, the mutant displayed a delay in
the appearance of symptoms. However, once the
symptoms had appeared, their progression was
the same for both strains. This delay i consistent

=

- 80 O -Fe
B B +Fe
€5 01 +Feso4
£% o |
5%
? o
LI
0 30 60 90 120 150 200 (min)
Time after addition of 20 uM FeS0,
B

'WT strain AryhB mutant

i | - wn - - O O

20 40 60 20 40 60
Time after addition of 20 yM FeS0,

Fig. 3 Transcriptional expression of the find pgene is
regulated by iron and the small RNA RyhB. A: Time
course expression of a chromosomal frrd uidA fusion in
E. chrysanthemi cells grown in LB medium, supplemented
with iron (+Fe), or not (-Fe). B: Northern blot analysis
showing ftrd (transcripts) accumulation in the wild type
strain and in a AryhB mutant, at different times (in mn)
after supplementation by iron, as indicated
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with the fact that the mutant has reduced iron
stores and is more susceptible to oxidative con-
ditions. Therefore, it seems that the ferritin
confers on E. chrysanthemi cells, the capability
to adapt to the conditions encountered in the host
at the onset of infection. In Helicobacter pylon,
the Pfr ferritin is essential for survival in the
gastric mucosa, likely because it enables the
bacterium to overcome toxicity of iron at low
pH (Waidner et al. 2002).

Arabidopsis response to E. chrysanthemi
infection: the role of Atfer] ferritin in plant
immunity

In the course of a cDNA differential screening
between Arabidopsis infected or not by E. chiry-
santhemi, we pulled out a cDNA encoding a
ferritin (Atferd), indicating an upregulation of the
Atferl gene in response to infection. Ferritins are
encoded by a four-member gene family in
Arabidopsis (Aiferi—{) and are regulated at the
transcriptional level (Petit et al. 2001a, b). Arfer]
gene expression is stimulated in the presence of
excess of iron, hydrogen peroxide or nitric oxide
(Gaymard et al. 1996; Murgia et al. 2002; Petit
et al. 2001a, b). To investigate whether Atfer!
gene expression is a part of an iron-withholding
defense system induced in response to bacterial
invasion, we used an Arabidopsis T-DNA inser-
tion mutant line abolishing Arfer! gene expres-
sion. By comparing the susceptibility to infection
of this line with the wild-type ecotype Col-0, we
found that spreading of the symptoms is faster
and the number of systemic infections is higher in
the atfer! mutant line. This result indicates that
the Aifer] gene is involved in a basal level of
resistance of Awmbidopsis to E. chrysanthemi
(Dellagi et al. 2005).

Analysis of the Arfer! gene transcriptional
activity after infection showed that this gene is
highly expressed at 24 h post inoculation and this
event is independent of the presence of IDRS
(iron-dependent regulatory sequence), a cis act-
ing element required for the Arfer! gene response
to iron excess and nitric oxide. Interestingly, this
upregulation does not occur after inoculation with
an E. chrysanthemi siderophore negative mutant,
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Fur Box

+1 Nucleotidic sequence of the ryRE gene

ABBAACGCTTTACAGATGCARATCATAATGATTATTATTGCCATGCGTTCOGG GARAGCCARATGARATOCATCCTTETGACT

CATCGCGGTTTTEC TG TGAAGGCADGACATIGCTCACATT GCTTC CAGTATTACTTAGCCAGCTCGGE TECTG GO

—

CCAUCAGUC-ACCUGCC - -AGUAAAAAT - - AAGGAAUGGUCAUG finA

GEUCGUGEECUCGACC

UUCAUUAUGACCUUCGUUACACUcey  RyhB

(114) (Cy)

AUTGUUAAAARAAGAR -~~~ —~ AUGAUUCAGAAGC-UGAAUGAGCAGC TthA

= =

= == ===

fe = === == =

CEEAAGUGUTCGUTIIGECGCUACT CAGUGUI CCUAC CUAAGTARAC Rth.

(60)

Fig. 4 Promaoter region of the E. chrysarithemi ryhB gene
and sequence complementarity between the finAd tran-
script and the small RvhB RNA. The ryhB pene is
regulated by the Fur repressor. The non-coding 115 bp

suggesting a role of siderophores in the Aifer]
gene induction (Fig. 5). Indeed, infiltration of
chrysobactin increased Aifer! gene transcription
and this effect was not observed with the iron-
loaded form of this siderophore (Fig. 5). Similar
data were obtained by using desferrioxamine and
its ferric complex. A pharmacological approach
indicated that neither oxidative stress nor niftric
oxide is involved in the response to chrysobactin
(Dellagi et al. 2005). Therefore, the mechanism
by which siderophores upregulates Arabidopsis
ferritin gene expression is an open question. The
molecular mechanisms that enable plants to
control their iron homeocstasis are not still under-
stood (Arnaud et al. 2006), but however it is
conceivable that a severe iron depletion in leaf
tissues caused by the siderophore enhances an
afflux of iron resulting from a redistribution of
intracellular iron and/or activation of iron acqui-
sition systems of the cell. For instance, iron stored
in the vacuole might be remobilized to the cytosol
by specific ferrous ions transporters of the
NRAMP family (Lanquar et al. 2005). Another
interpretation would be that the siderophore is
recognised as a signaling molecule inducing a
regulatory cascade leading to elevated levels of
Atfer]  gene transcripts.  Both  chrysobactin
(Persmark et al. 1989) and desferrioxamine
(Kachadourian et al. 1996) are bacterial products
that could have been at the origin of a perception

(13)

RMNA is able to pair with the 5" end of the finAd RNA and
can block its translation/transcription. Kyhf and find gene
tramscriptional start sites were determined experimentally
{data not shown)

system in the host, like the lipocalin system in
mammalian cells (Flo et al. 2004). Any of these
possibilities are mutually exclusive and they are
currently being investigated.

Conclusion

Ferritins have been the focus of abundant research
for many years, from a structural, functional and
physiological standpoint, particularly in mamma-
lian organisms where they play a central role in
controlling iron homeostasis during inflammatory
processes and pathogenesis of diseases. As
reported by E. Theil, “ferritin evolved as the only
protein able to solve the problem of ironfoxygen
chemistry and metabolism™ (2003) and it may not
be surprising that these proteins are involved in
many complex regulatory circuits that link iron,
oxygen and antioxidant metabolism. It is also
noteworthy, that bacteria are equipped with a rich
arsenal of ferritins (ferritin-like protein, haem-
containing bacterioferritin and mini-ferritins of the
DPS family) and determining their role in control
of bacterial iron acquisition/distribution and phys-
iology are important issues. From a number of
published studies (Smith 2004), it appears that the
individual role and gene regulation of ferritins and
DPS are related to the bacterial lifestyle and the
diversity of ecological niches that the bacteria

@ Springer
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Fig. 5 Transcriptional regulation of the Atfer] gene after
infection of Arabidopsis by E chrysanthemi wild type
(E. ¢h wi) compared to achromobactin and chrysobactin
negative mutant (E. ch acs chs) cells or after infiltration
with chrysobactin (Cb) compared to ferric chrysobactin
(FeCh). Transcript accumulation was monitored by North-
ern blot analysis, using Atfer! gene as a radicactive probe

oocupy. However, the role of bacterioferritin as a
transient iron pool is still enigmatic. Associated to
chloroplasts and mitochondria, ferritins in plants
also play a pivotal role in iron and oxygen
metabolism as highlighted by the number of
environmental signals (iron, nitric oxide, hydrogen
peroxide, the stress hormone abscissic acid,
photoinhibition) to which ferritin encoding genes
respond. We know that ferritin gene expression is
also regulated by pathogen attack and elucidating
the mechanisms by which this regulation takes
place deserves our attention.
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Erwinia chrysanthemi 3937 est une bactérie phytopathogéne responsable de maladies de type
pourriture molle sur une large gamme de plantes. Durant l'infection, les bactéries se disséminent de
maniére extracellulaire, au niveau de l'apoplasme des tissus aériens du végétal ou elles doivent
s’adapter a des conditions de stress oxydant et une faible disponibilité en fer. Comme cet élément est
essentiel et paradoxalement génére des radicaux hydroxyles hautement toxiques via la réaction de
Fenton, une régulation fine des quantités intracellulaires en fer est primordiale pour la bactérie.
L’homéostasie du fer implique une classe de protéines dénommeées ferritines qui séquestrent le fer
sous forme non réactive et biodisponible notamment lorsque le métal devient limitant dans
I'environnement. Le génome d’E. chrysanthemi 3937 comporte une centaine de génes dédiés au
métabolisme du fer dont 4 sont supposés étre impliqués dans le stockage intracellulaire du fer : le
géne ftnA codant une ferritine de type eucaryote, le gene bfr codant une bacterioferritine contenant
des groupements héme et les génes dpsl et dps2 codant deux protéines Dps (DNA-binding proteins
from starved cells). L'inactivation de ces génes a montré que la ferritine FtnA contribue principalement
au stockage intracellulaire du fer. Le rble des ferritines ne se limite pas a servir de réserves de fer
intracellulaire : ainsi la protéine FtnA participe a la résistance au stress oxydant et la protéine Dpsl
pourrait jouer un réle dans la détoxication du peroxyde d’hydrogene. Conformément a leur réle dans le
stockage intracellulaire du fer, les génes ftnA, bfr et dpsl sont exprimés en réponse a la
biodisponibilité en fer par la protéine Fur (Ferric uptake repressor), mais de maniére temporellement
différentielle au cours de la croissance bactérienne et selon des mécanismes distincts. Seule
l'induction du gene ftnA par le fer et Fur est dépendante de 'ARN anti-sens RyhB. Par ailleurs, les
génes bfr et dpsl sont induits en phase stationnaire de croissance par le facteur o°. Les travaux
réalisés au cours cette theése ont permis de caractériser les intervenants de I'homéostasie du fer chez
E. chrysanthemi 3937, d’acquérir une vue globale du trafic intracellulaire du fer et d’en apprécier leur
contribution respective dans la pathogénie.

MOTS-CLES : Erwinia, homéostasie du fer, ferritines, répresseur Fur, RyhB, pouvoir pathogene

Iron homeostasis in Erwinia chrysanthemi 3937

The pathogenic enterobacterium Erwinia chrysanthemi 3937 is able to cause soft-rot disease on a
large set of plants. In the host, bacteria disseminate extracellularly and encounter an oxidative
environment with low iron availability. Under these conditions, a tight control of the intracellular iron
pool is important since excess of iron can exacerbate oxidative stress by generating the highly toxic
radical OH® through the Fenton’s reaction. Iron homeostasis involves ferritins which sequester iron
under a non reactive state. These iron stores can be used to enhance bacterial growth when external
iron supplies are restricted. The genome of E. chrysanthemi 3937 presents a hundred of genes
involved in iron metabolism including four loci that could be devoted to iron storage : the ftnA gene
encoding an eukaryotic type haem-free ferritin, the bfr gene coding for a haem-containing
bacterioferritin and, the dpsl and dps2 genes encoding two Dps proteins (DNA-binding proteins from
starved cells). Our work is aimed at elucidating the role of these proteins in iron homeostasis and
pathogenicity of E. chrysanthemi 3937. According to their differential role in iron storage, the ftnA, bfr
and dps1 genes appeared to be controlled differently by iron and Fur (ferric uptake regulator). Only the
iron and Fur-induction of ftnA gene is dependent of the small antisens RyhB RNA. Moreover, the dpsl
and bfr genes are regulated by additional effectors including the o transcription factor. Disruption of
the ftnA, bfr and dpsl genes showed that FtnA is the main cellular component involved in iron storage.
However, these ferritins are not only involved in iron storage : FtnA contributes to oxidative stress
resistance and Dpsl could be implicated in hydrogen peroxide detoxication through its ferroxidase
center. The implication of these proteins to bacterial virulence is also discussed.

KEY-WORDS : Erwinia, iron homeostasis, ferritins, Fur repressor, RyhB, pathogenicity
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