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RESUME

La superfamille Nramp, qui comprend les protéines bactériennes MntH, décrit une
famille de transporteurs de métaux divalents que I’on retrouve dans de nombreuses
especes. Chez les mammiféres, Nrampl a une affinité plus forte pour le manganése et le
fer et joue un réle important dans la protection contre les agents pathogénes
intracellulaires du macrophage. Chez les bactéries, I’analyse des séquences des
transporteurs MntH a permis de différencier plusieurs groupes et de décrire des exemples
de transferts horizontaux de génes mntH de groupe C. De la méme fagon, ce mémoire
présente des indications du transfert horizontal, chez Serratia marcescens, d’un groupe de
geénes comprenant, entre autres, mntHA’ et mntR. Pour étre acceptés par la bactérie, les
geénes transférés horizontalement doivent représenter un avantage dans des conditions
données. Dans le but de comprendre pourquoi les génes mntH A’ et C sont transférés
horizontalement, nous avons exprimé des protéines MntH de différents groupes
phylogénétiques dans Escherichia coli et Salmonella enterica Typhimurium, afin de
caractériser leur activité de transport de métaux et de protons. Les génes actifs dans E,
coli ont été utilisés pour générer des plasmides qui permettront de construire plusieurs
souches de S. Typhimurium sit4D portant un géne mntH provenant des différents groupes
phylogénétiques (MntH A, A’, Ca. et CB). A plus long terme, ces souches permettront
d’observer I'importance des phylotypes MntH lors de I’infection par Salmonelle in vivo.
Nous avons aussi construit des mutants Xanthomonas campestris, pour évaluer le role
endogéne d’une protéine MntH de groupe Ca (XcamCo). Il a été observé que XcamCa,
dont ’expression serait sous contrdle du répresseur MntR, transporte le cadmium et le
cuivre. Il a également été observé que XcamCo. pourrait permettre une sortie de
manganése lorsque les concentrations intracellulaires sont élevées. De plus, nous avons
pu confirmer que MntH joue un role dans la protection contre les peroxydes,

probablement en facilitant ’entrée de manganése, et que cette fonction est conservée chez

E. coli, S. Typhimurium et X. campestris. QM
% )
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1. INTRODUCTION




3]

Lors d’une infection, 1’hdte diminue I’accés aux métaux aux agents pathogénes
présents. La protéine Nrampl, chez les mammiféres, en est un exemple. Elle aurait
comme fonction de diminuer P’accés des métaux, aux bactéries présentes dans le
phagosome. La protéine Nrampl, fait partie de la superfamille Nramp (Natural
Resistance-Associated Macrophage Protein) qui décrit un ensemble de protéines
impliquées dans le transport de cations divalents (Fe*', Mn*', Cd*', Co*'...). On retrouve
des membres de cette famille aussi bien chez les mammiféres, les plantes, les eucaryotes
primaires, mais aussi les procaryotes, ou elle a été renommée MntH (Proton-Dependant

Manganese Transporter).

Grace au séquencgage de différents génomes, il est trés aisé de connaitre les
séquences protéiques et d’analyser les différences entre les espéces. Les analyses
phylogéniques des protéines MntH ont permis de séparer celles-ci en trois groupes (A, B,
et C), le groupe A étant subdivisé en 2 sous-groupes (A et A’) et le groupe C en trois
sous-groupes (Ca, CB, et Cy). Les protéines du groupe B, sont retrouvées principalement
dans des especes bactériennes vivant en anaérobiose, ce qui suggére que les protéines de
ce groupe auraient évolué en absence d’oxygene, et donc de stress oxydatif.
Contrairement au groupe A, les phylogénies du groupe C et A’ ne correspondent pas a la
phylogénie basée sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S. De plus, certaines
indications de transferts horizontaux, de protéines du groupe C, ont été décrites. Une
seule espece, a ce jour, Serratia marcescens, contient dans son génome deux génes qui
codent pour une protéine du groupe A et une du groupe A’. Cet élément supporte la

proposition de transferts horizontaux de génes de groupe A’ et C.

Les protéines MntH, de E. coli, S. Typhimurium et M. wberculosis, sont
principalement des transporteurs de manganése, mais il semble qu’elles soient aussi
capables de transporter le fer et d’autres métaux divalents. Or, le manganése est un métal
dont le réle, dans la physiologie des bactéries, est relativement peu connu et trés peu de
fonctions lui ont été attribuées en comparaison avec le fer. De plus, son rdle est souvent
difficile a évaluer car les concentrations nécessaires a la survie de la plupart des bactéries

sont faibles. Cependant, notre perception du réle probable du manganése est en train de



changer profondément. En effet, une variété d’enzymes bactériennes utilise le manganése
comme cofacteur ou comme co-catalyseur. De plus, plusieurs espéces que I’on sait trés
adaptées a des conditions extrémes comme la dessiccation ou les radiations ionisantes,
accumulent et sont dépendantes du manganése. Enfin, le manganése a été récemment
décrit, dans certaines bactéries, comme régulateur de différentes protéines notamment
d’enzymes trés importantes pour la survie et impliquées dans la protection contre le stress
oxydatif. Or, il existe d’autres familles de transporteurs, autre que MntH, qui permettent
I’entrée de manganése dans la bactérie, on peut citer notamment SitABCD, que I’on

retrouve souvent chez des bactéries pathogénes comme Sa/monella Typhimurium.

Le but principal de la recherche présentée dans ce mémoire est de tester
I’hypothese, formulée grice aux analyses de séquences des protéines MntH, que les
protéines du groupe C et A’, transférées horizontalement, conférent un avantage en
comparaison avec celles du groupe A. Ceci peut étre fait, en décrivant le role possible de
MntH dans I’accumulation des métaux et en testant certaines situations ou la protéine
MntH et indirectement les métaux, jouent un réle important, notamment dans la résistance
au stress oxydatif ou dans le processus de pathogeneése et de survie intracellulaire.

La premiere étape, pour essayer de répondre a cette question, requiert
I’amplification de différents homologues bactériens principalement du groupe C et A,
pour les cloner dans un plasmide, sous contréle d’un promoteur inductible a I’arabinose
(pBAD24), et de les exprimer dans Escherichia coli afin de mesurer leur expression, leur
dégradation et le transport des métaux et des protons.

Le mutant MS (mntH, sitABCD) chez Salmonella enterica Serovar Typhimurium
isolat Keller, a été décrit précédemment (comparativement au simple mutant M et S)
comme étant atténué lors d’infection de souris susceptibles, comme présentant un défaut
de captage du manganése et du fer et une croissance plus lente en présence de chélateurs.
Enfin, celui-ci présente une sensibilité accrue au peroxyde d’hydrogéne. La seconde étape
sera donc, d’essayer de complémenter ces phénotypes, en exprimant les protéines MntH
de différents groupes, soit sous le contréle du promoteur de pBAD, soit sous le contrdle

du promoteur du géne mntH de S. Typhimurium.



La derniére étape est la caractérisation d’une protéine MntH de groupe Ca dans la
bactérie d’origine. La méthode fait intervenir la construction de trois mutants mntH,
mntH-mmR, et mntR, chez Xanthomonas campestris pv campestris, un agent phyto-
pathogéne. Le but final de ces constructions est d’étudier le role de la protéine MntH de
groupe C et de son régulateur supposé MntR, dans la pathogenése chez la plante ou les
métaux jouent un réle important et de caractériser certains phénotypes, dans un but final

de complémentation avec d’autres homologues MntH.

La premicre partie de ce mémoire présente une revue de littérature pertinente au
sujet de recherche, notamment le réle du manganése dans la physiologie bactérienne et
dans la régulation des génes, une description des transporteurs bactériens de manganése
connus, en particulier ceux de la famille Nramp, le role des métaux dans la relation hote-
pathogene et enfin la présentation des modeles d’études. Cette section est suivie d’un
résumé des techniques utilisées, d’une description des résultats les plus importants

obtenus et la derniére partie présente une discussion des résultats obtenus.



2. REVUE DE LITTERATURE



2.1 Importance des métaux et du manganése dans la physiolegie bactérienne

2.1.1 Propriétés du manganése

La plupart des métaux divalents sont des éléments essentiels a la vie et notamment
a celle des bactéries. Cependant, une concentration trop forte peut étre toxique c’est
pourquoi, leur transport, leur stockage et leur sécrétion sont des phénoménes
extrémement importants et régulés de fagon trés précise. Le fer est clairement le métal le
plus étudié. Malgré tout, depuis quelques années, le manganése commence a étre plus
étudié et son importance dans la physiologie bactérienne a été établie. Le manganése est
moins toxique que le fer et de petites quantités (1 nM) suffisent a la croissance de la
plupart des bactéries. C’est pourquoi, il était considéré comme un nutriment secondaire
(Archibald 1986). Mais certaines bactéries ont substitué le fer au manganése et donc
requierent de grandes quantités pour croitre. C’est le cas notamment des bactéries du
genre lactobacillus qui ont besoin d’environ 35 mM de manganése pour une croissance
normale (Archibald 1986; Imbert et Blondeau 1998) ou Borrelia burgdoferi, agent de la
maladie de Lyme, dont la croissance est affectée par l’absence de manganése,
contrairement a celle de fer (Posey et Gherardini 2000). D’autres microorganismes du
genre Deinococcus, Arthrobacter, Bacillus, Streptococcus, et Cvanobacteria spp. ont un
ratio [Mn]/[Fe] en faveur du manganése et, sont aussi des espéces trés résistantes a la
dessiccation et aux radiations y (Daly, Gaidamakova et al. 2004). Ainsi, il a été montré,
chez Deinococcus radiodurans, une corrélation entre la résistance aux rayons y et un ratio
[Mn]/[Fe] en faveur du manganése (Daly, Gaidamakova et al. 2004).

Comme le fer, le manganése est impliqué, chez les bactéries, dans de nombreuses
réactions physiologiques. On peut citer par exemple, la photosynthése oxygénique chez
les cyanobactéries ou la protéine PSII-O (Photosysteme II) est stabilisée par quatre
atomes de manganése (Morgan, Shand et al. 1998), ou bien encore la glycogenése (Chao,
Patnaik et al. 1993; Mukhopadhyay, Stoddard et al. 1998), la glycolyse (Chander, Setlow
et al. 1998), le métabolisme des acides aminés (Abell, Schineller et al. 1995; Chen,
Dekker et al. 1995), la dégradation des acides nucléiques (Hosfield, Guan et al. 1999;
Ohtani, Haruki et al. 1999) ou encore I’enzyme SpoT (ppGpp hydrolase) qui intervient



lors de la réponse a un stress dii au manque d’acides aminés (Rao, Liu et al. 1998) etc.
Cependant, le réle principal que ’on retient pour le manganése est un réle protecteur
contre le stress oxydatif. Le manganése est un métal trés analogue au magnésium, mais
qui est, de plus, redox-actif. On le retrouve principalement sous deux formes Mn>' et
Mn*' (Cowan 1997). Ces deux formes donnent au manganése la propriété d’interagir avec
d’autres molécules dans des réactions d’oxydoréduction (échange d’électrons). Le fer et

le cuivre possédent, eux aussi, un potentiel d’oxydoréduction trés important.

2.1.2 Réle du manganése dans la détoxification des composés oxygénés

Les anions superoxydes, tout comme les autres composés oxygénés, sont des
molécules hautement réactives. Ces composés sont produits lors de la respiration aérobie
bactérienne (source endogene), mais aussi par I’hte comme moyen de défense (source
exogene). La présence de tels composés entrainera de nombreuses conséquences néfastes
pour la bactérie (Simic, Bergtold et al. 1989; Janssen, van der Straaten et al. 2003).
L’anion superoxyde (modele d’étude paraquat, ménadione) réagira avec les groupements
fer-soufre, entrainant le reldichement du fer dans le cytoplasme et I’inactivation de
certaines enzymes (en particulier celles de la synthése des acides aminés). Le peroxyde
d’hydrogeéne (H:0,) ainsi que les peroxydes organiques (ROOH) (modéle d’étude tert-
butyl hydroperoxyde, cumene hydroperoxyde), causeront de nombreux dégits au niveau
des membranes (péroxydation des lipides), des enzymes (oxydation des groupements
thiols), et de ’ADN. Cependant, c’est en présence de métaux comme le fer, que ceux-ci

entraineront des conséquences plus néfastes. En effet, via la réaction de Fenton, il y aura
production de radicaux hydroxyl (OH" + OH"), a demi-vie courte, mais avec une plus

importante réactivité. De méme, les peroxydes organiques entraineront la formation de
composés alkyl (R'), et alkoxyl (RO’) et peroxyl (ROO), hautement réactifs. Toutefois, la
bactérie a développé de nombreux systémes de protection contre ces composés dont

certains utilisent le manganése.



Figure 1. Réactions non-enzymatiques, dépendantes du manganése, permettant
la détoxification des anions superoxides (O et du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) in
vitro

D’apres (Seib, Tseng et al. 2004) :

Oy +2H'+Mn”' = H.0,+Mn" (1)
0> + Mn"' — 05 +Mn? (2)
0, +2H" — H,0; + O,

20, +4H' +2Mn*' —  2H.0,+2Mn* (1)
H,0, + 2Mn*' — 0, +2H'+2Mn*'  (3)
20, +2H" N H,0; + O,

H,O, + 2Mn*' — 0, +2H'+2Mn*'  (3)
H,0, + Mn?' —  OH +OH +Mn'' @)
OH’ + Mn*' —  OH +Mn" (5)
2H,0; -  2H,0+0,

H-O, + Mn?' —  OH +OH +Mn*' (4
OH + H-0» — O, + H' + H-0O (6)
0> + Mn*' — 0y + Mn* (2)

2H,0; — 2H, 0+ O,



2.1.2.1 Utilisation du manganése pour protéger contre les anions superoxydes

Le manganése sert de cofacteur a certaines superoxide dismutases (Sod). Ces
enzymes ubiquitaires existent sous différentes formes et ont toutes une régulation et un
contexte d’utilisation différent mais toutes ont, comme propriété, de catalyser la réaction
suivante :

203- + 2H‘ - HgOg + Oj_
Toutes utilisent, de manicre spécifique, un métal divalent comme cofacteur. Par exemple,
chez les bactéries, SodA et SodM utilisent le manganese, SodB le fer et SodC, le cuivre
ou le zinc. Cependant, on ne retrouve pas forcément toutes ces enzymes dans la méme
bactérie. Ces enzymes protegent la bactérie contre les anions superoxydes. Par exemple,
en absence de Sod, Staphylococcus aureus est plus sensible au methyl viologen (aussi
appelé paraquat, un générateur d’anions superoxydes O, intracellulaire) et cette
sensibilité peut étre compensée par un ajout de manganése au milieu (Karavolos,
Horsburgh et al. 2003). De plus, certaines bactéries ne possédant pas de Sod, utiliseraient
directement le manganese pour détoxifier les anions superoxydes (Archibald 1986). En
effet, plusieurs propriétés de détoxification des anions superoxydes, non enzymatiques,

ont été démontrées in vitro (Figure |).

2.1.2.2 Utilisation du manganése pour protéger contre les peroxydes

En présence de peroxyde d’hydrogéne (H.0,), les métaux dont le potentiel
d’oxydoréduction est suffisamment important, favoriseront P’apparition de réactions

chimiques trés nocives pour la bactérie, appelées réaction de Fenton:

H»0, + Fe’' — Fe'' + OH" + OH’
Malgré tout, le manganése semble avoir une réactivité de type Fenton moindre, ce qui en
fait un composé moins toxique (Cellier, Bergevin er al. 2001; Kehres et Maguire 2003), et
de plus, il sera méme utilisé pour détoxifier les peroxydes. Il existe différentes enzymes
qui permettent a la bactérie de se protéger contre les peroxydes par exemple, les catalases

qui catalysent la réaction suivante :
2H>,0, — 2H,0+ 0>



les peroxydases qui catalysent la réaction suivante :
ROOR' + donneur d’électron (2 ¢) + 2H' — ROH + R'OH

et les catalases\peroxydases qui sont capables de catalyser les deux réactions.
Certaines de ces enzymes utilisent le manganése comme cofacteur, on peut citer
notamment une famille dépendante du manganése, appelée non-héme catalase ou KatN
que I’on a décrit chez Lactobacillus plantarum (lgarashi, Kono et al. 1996), Thermus spp.
(Kagawa, Murakoshi et al. 1999), Pyrobaculum calidifontis (Amo, Atomi et al. 2002),
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens et Salmonella enterica Typhimurium (Robbe-Saule,
Coynault et al. 2001) mais pas chez E. coli. On retrouve une catalase\peroxydase CpeB
chez Streptomyces reticuli, qui montre une activité catalase et peroxydase dépendante
d’un groupement héme, mais aussi une activité peroxydase indépendante d’un
groupement héme, mais dépendante du manganése (oxydation du manganése) (Zou,
Borovok et al. 1999; Ortiz de Orue Lucana, Schaa et al. 2004). De méme, les protéines
KatG (catalases\peroxydases NADH oxydase), provenant de Mvcobacterium
tuberculosis, Burkholderia pseudomallei et E. coli, montrent une plus forte activité en
présence de manganése (Singh, Wiseman et al. 2004). Il existe également une famille de
peroxydases dépendantes du manganése, MnP, identifiée chez certains champignons
comme Phanerochaete chrysosporium (Mino, Wariishi et al. 1988) mais, a ce jour, aucun
homologue n’a été identifié chez les bactéries.

En plus de servir de cofacteur, il a été démontré in vitro un réle du manganése

dans la détoxification non enzymatique du peroxyde d’hydrogéne (figure 1).

Si tout le monde s’accorde sur I’effet protecteur du manganése contre le stress
oxydatif qu’il soit de type peroxyde ou de type anion superoxyde, ce n’est pas forcément
le cas pour les autres métaux divalents. En effet, certains métaux, en particulier le fer et le
cuivre, sont énormément redox actifs et, en présence d’'H,O- participent a ’apparition de
réactions de type Fenton beaucoup plus nocives pour la bactérie. De méme, il est aussi
suggéré que le cadmium un métal trés toxique qui n’a pour I’instant pas de réle bénéfique
connu va, quant a lui, participer a la création d’un stress de type peroxyde organique

(Banjerdkij, Vattanaviboon et al. 2005).



Figure 2. Mécanismes d’action des métallo-répresseurs Fur (A), MntR (B), et
PerR (C).

A) Mécanisme d’action du répresseur Fur (forme dimérique) en présence ou non
de fer. Figure adaptée de (Escolar, Perez-Martin et al. 1999; Bergevin 2003). Pour une
description plus détaillée voir la section 2.2.1.1. B) Mécanisme d’action du répresseur
MntR (forme dimérique) en présence ou non de manganése. Figure adaptée de (Helmann
2004). Pour une description plus détaillée voir la section 2.2.2 C) Mécanisme d’action du
répresseur PerR (forme dimérique, avec ou sans ponts disulfures) en présence ou non de
fer, de manganése, et de peroxyde d’hydrogéne. Figure adaptée de (Mongkolsuk et

Helmann 2002) Pour une description plus détaillée voir la section 2.2.1.2.
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A B

Milicu riche en fer Milicu riche en manganése

C

Milicu riche en manganese avee ou sans H;0,

Milicu riche en fer, pauvre en manganése, avec H,0,




2.2 Les régulateurs bactériens dépendants du manganése et du fer

La régulation par le fer et celle par le manganése sont étroitement liées. En effet,
toutes les bactéries ne disposent pas des mémes régulateurs. Certains régulateurs peuvent
étre strictement actifs en présence de fer dans une bactérie, et en présence de fer et de
manganése dans d’autres bactéries. Le régulateur est donc adapté a la physiologie de
I’organisme. Les régulateurs les plus étudiés pour I’instant, sont les régulateurs de type

Fur (Fur, PerR, Zur), et ceux de la famille DtxR.

2.2.1 La famille des métallo-régulateurs Fur

22.1.1 Le régulateur Fur (Ferric Uptake Regulator)

On retrouve ce régulateur dans un grand nombre de bactéries autant Gram positif
que Gram négatif. Les séquences protéiques sont relativement bien conservées, et la
plupart des homologues bactériens de Fur parviennent a complémenter le mutant fir- de E.
coli (Escolar, Perez-Martin et al. 1999). Ce régulateur est un répresseur (figure 2):
lorsque le fer est abondant dans la bactérie, celui-ci se complexe avec Fur, et le complexe
peut se lier a des motifs conservés dans certains promoteurs bactériens, empéchant I’ARN
polymérase de s’y lier et donc de transcrire le géne (Escolar, Perez-Martin et al. 1999). La
séquence consensus qui permet la liaison du complexe Fer-Fur, est assez conservée. Elle
est définie par: gATAATgATAATCATTATc (Escolar, Perez-Martin et al. 1999).
Certains promoteurs contiennent des répétitions de ces séquences consensus, ce qui
pourrait donner une gradation a la répression par Fur (Escolar, Perez-Martin et al. 1999).

Fur est une molécule abondante dans la cellule (Watnick, Eto et al. 1997), ceci
s’explique par le fait que Fur réprime de nombreux génes (Escolar, Perez-Martin et al.
1999). Parmi les génes régulés par Fur, on peut citer notamment, des protéines qui
interviennent dans le captage de Fer comme par exemple les sidérophores et leurs
récepteurs membranaires (Ernst, Bennett et al. 1978), de nombreuses enzymes intervenant
dans la réponse au stress oxydatif comme SodA (Hassan et Sun 1992), mais aussi les

transporteurs de manganése a haute affinité, SitABCD et MntH (Zhou, Hardt et al. 1999;
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Boyer, Bergevin et al. 2002; Kehres, Janakiraman et al. 2002; Bergevin 2003). De plus,
un phénomeéne de régulation positive par Fur, mais d’une fagon indirecte, a été
récemment décrit. En effet, 'opéron sdhCDAB, codant pour une succinate
dehydrogenase, ainsi que acnd (acotinase), fitmA (fumarate), deux génes de ferritines finA
et bfr, et sodB (Fe-superoxide dismutase), sont régulés positivement par Fur au moyen
d’un ARNm anti-sens RyhB lui-méme réprimé par Fur (Masse et Gottesman 2002).

La régulation par Fur des transporteurs de manganése, a été étudiée chez
différentes espéces bactériennes et, il a été observé que chez certaines bactéries, Fur est
aussi capable de se lier au manganése pour effectuer sa répression. Par exemple, chez
Yersinia pestis (pas de MntR), le transporteur de manganése YfeABCD est réprimé par le
manganese ainsi que le fer via Fur (Runyen-Janecky, Reeves et al. 2003; Chao, Becker et
al. 2004). De méme, chez Salmonella Typhimurium, on observe une répression de ce
transporteur via Fur, dépendante du fer mais aussi dépendante du manganése (lkeda,
Janakiraman et al. 2005). Alors que I'homologue chez Sinorhizobium meliloti StABCD
est réprimé principalement par le manganése via Fur (renommé dans ce cas la Mur)

(Chao, Becker et al. 2004).

2.2.1.2 Le régulateur PerR (Peroxide regulator)

D’abord caractérisé chez Bacillus subtilis (Bsat, Chen et al. 1996), PerR a aussi
été caractérisé par la suite, chez des organismes comme Campylobacter jejuni (van Vliet,
Baillon et al. 1999), Streptococcus pyogenes (King, Horenstein et al. 2000), Listeria
monocytogenes (Rea, Gahan et al. 2004), Staphylococcus aureus (Horsburgh, Ingham et
al. 2001), Synechocystis sp. (Li, Singh et al. 2004). Cependant, il n’existerait pas
d’homologues chez des bactéries comme S. Typhimurium, E. coli ou Xanthomonas
campestris.

PerR est un répresseur métallo-dépendant (figure 2). En effet, il doit se lier au
manganeése pour pouvoir se fixer 3 I’ADN et effectuer une répression (Bsat, Chen et al.
1996). PerR peut aussi se lier au fer mais avec une affinité moindre donc, les génes
régulés par PerR seront aussi réprimés en présence d’une forte concentration de fer (Bsat,
Chen et al. 1996). Une caractéristique atypique de ce métallo-régulateur, est qu’il peut

étre inactivé par I’H-O, empéchant ainsi sa fixation et la répression des genes régulés
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(Herbig et Helmann 2001). Cependant, cette inactivation par I’H>O» n’est possible qu’en
présence de fer et de faibles concentrations de manganeése et non en présence de fortes
concentrations de manganése (Herbig et Helmann 2001) (figure 2). Les genes régulés par
PerR, dans B. subtilis, sont principalement en rapport avec le stress oxydatif (Fuangthong,
Herbig et al. 2002): karA (catalase) impliqué dans la détoxification du peroxyde,
hemAXCDBL (heme biosynthesis), zos4 un géne codant pour un composant d’un
transporteur de zinc, mrgA (dps) une protéine chélateur du fer et impliquée dans la
protection de I’ADN, ahpCF (alkylhydroperoxide réductase), deux protéines trés
abondantes dans la cellule et impliquées dans la détoxification des peroxydes organiques
et du peroxyde, ainsi que fur et perR. Les mémes génes sont aussi régulés par PerR dans
S. aureus en plus de /B, une thioredoxine réductase, elle aussi impliquée dans la

détoxification des peroxydes organiques (Horsburgh, Clements et al. 2001).

22.1.3 Le régulateur Zur

Zur appartient a la méme famille que Fur et PerR, il est donc un métallo-
répresseur. Dans ce cas la, le métal cofacteur est le zinc. Actuellement, Zur semble ne
réguler que zos4 qui code pour un des composants d’un transporteur de zinc impliqué
dans une résistance a I’H,O- ainsi qu’a la diamine, un agent oxydant les thiols (Gaballa et
Helmann 2002). Dernierement, chez Xanthomonas campestris, ce régulateur a été
impliqué dans le contréle de I’homéostasie du zinc et il a été démontré comme essentiel
dans la production de polysaccharide extracellulaire et dans la virulence (Tang, Li et al.

2005).

2.2.2 La famille des métallo-régulateurs DtxR

2.2.2.1 Fer ou manganése : Choix adapté a la physiologie des bactéries

Le premier membre de cette famille a été identifié chez la bactérie
Corynebacterium diphtheriae. La faible concentration en Fer sert souvent de signal a
I’expression de génes de virulence car I’héte tend a priver la bactérie des nutriments

essentiels que sont les métaux. L’identification de ce régulateur en est un exemple. En
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effet, il est responsable de la répression, en milieu riche en fer, du géne de la toxine
diphtérique, d’ou son nom DtxR (Diphteria Toxin Repressor). Par la suite, ce régulateur a
aussi été impliqué dans la régulation des systémes de transport du fer (Tao, Boyd et al.
1992). Un homologue de ce régulateur (IdeR), dépendant du fer, a ensuite été identifié
dans Mycobacterium tuberculosis (Schmitt, Predich et al. 1995). 11 semblerait que la
répression dépendante du fer soit effectuée par ce répresseur et non par Fur dans les
bactéries Gram positif de la branche des GC riches (Hantke 2001).

Plusieurs autres homologues ont été décrits. Cependant, ceux-ci ont une affinité
plus forte pour le manganése que pour le fer et ils ont donc été renommés MntR
(Manganese Transport Regulator). Ils ont été décrits dans une grande variété de
bactéries : Bacillus subtilis (Que et Helmann 2000) Treponema pallidium (TroR) (Posey,
Hardham et al. 1999), E. coli (Patzer et Hantke 2001), S. Typhimurium (Kehres,
Janakiraman et al. 2002), Staphylococcus aureus (Horsburgh, Wharton et al. 2002),
Strepococcus gordonii (ScaR) (Jakubovics, Smith et al. 2000) et un deuxiéme homologue
chez Corynebacterium diphteriae (Schmitt 2002). D’autres homologues ayant, in vitro,
une réponse moins tranchée vis-a-vis du métal utilisé, ont été identifiés chez
Staphylococcus epidermidis SirR (Hill, Cockayne et al. 1998), Streptococcus mutans
(Spatafora, Moore et al. 2001) et Archacoglobus fulgidus DMR 1 (Bell, Cairns et al.
1999).

Dans une étude de mutagenése dirigée de la protéine DtxR, exprimée dans B.
subtilis, i1 a été démontré que la double mutation M10D et CI02E, entraine une
préférence du régulateur DtxR pour le manganése. Une quantité de fer plus importante,
que I’on retrouve dans le mutant firr, est donc nécessaire pour que cette protéine mutante
puisse répondre aussi au fer (Guedon et Helmann 2003). Et inversement, les mutations
correspondantes dans la protéine MntR de B. subiilis soit D8M et E99C, permettent aux
protéines mutantes d’utiliser le fer pour effectuer une répression (Guedon et Helmann
2003). De plus, ces résidus sont conservés, car on retrouve a la position 10 une
méthionine chez les régulateurs dépendants du fer, et un acide aspartique ou glutamique
chez les MntR. De méme, on retrouve a la position 102 une cystéine chez les régulateurs

dépendants du fer, et un acide glutamique chez les MntR (Guedon et Helmann 2003).
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Comme il a été suggéré, ces résultats permettent de prédire I’affinit¢ des nouveaux
homologues identifiés de la famille DtxR/MntR (Guedon et Helmann 2003).

Le choix du métal cofacteur des régulateurs de la famille MntR/DtxR dépend de
plusieurs facteurs: la séquence de MntR (qui détermine I’affinité), mais aussi de la
disponibilité du substrat ou de la concentration intracellulaire en métal propre a chaque
bactérie (Guedon et Helmann 2003). En effet, I’affinité du répresseur pour son métal (fer
pour DtxR et manganése pour MntR), peut étre contrebalancée par la quantité de métal
disponible. Lorsque I’homologue DtxR de C. diphteriae est exprimé dans B. subtilis, une
bactérie qui accumule plus de manganése, il est capable de répondre au fer ainsi qu’au
manganese (Guedon et Helmann 2003). Les mémes conclusions ont été faites sur une
autre famille de métallo-régulateurs ArsR\SmtB (Cavet, Meng et al. 2002). Il est aussi
possible que certains autres métaux divalents puissent activer la liaison MntR-ADN. Par
exemple, la protéine MntR de B. subtilis peut utiliser, in vitro, le manganése (Kd=16 nM)
le cadmium (Kd=7,3 nM), mais aussi le cuivre, le zinc et le nickel mais avec une affinité

moindre (de 1,3 a 2,3 mM) (Lieser, Davis et al. 2003).

2222 MntR

La protéine MntR n’a pour I’instant été impliquée que dans la répression des
génes des transporteurs de manganése soit, ceux de la famille Nramp (MntH) ou ceux de
la famille de type ABC. Il n’est pas rare de voir le géne mntR organisé en opéron inverse
avec les génes du transporteur sitABCD comme dans S. aureus (Horsburgh, Wharton et
al. 2002) ou avec les génes mntH comme dans X. campestris (Richer, Courville et al.
2004).

Concernant I'importance de ce répresseur dans la virulence, une expérience a été
faite dans un modéle d’abcés sous cutané murin, avec une souche de S. aureus ou 1’on a
introduit un plasmide qui code pour une protéine mutante DtxR (E175K). Cette protéine
réprime les geénes, sous le contréle de MntR, de fagon constitutive et indépendamment des
métaux. Il a été montré que cette répression constitutive affecte de maniére significative
la virulence (Low, Jakubovics et al. 2003). Chez le méme agent pathogéne, la délétion du
gene mntR entraine une augmentation du manganése intracellulaire deux fois supérieure a

la souche sauvage. De plus, ce méme mutant a une sensibilité accrue au methyl viologéne
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(modéele de générateur d’anion superoxyde intracellulaire) et montre une diminution de
survie dans les cellules endothéliales humaines (Horsburgh, Wharton et al. 2002). La
régulation via MntR semble donc affecter le processus de virulence.

Lorsque les protéines PerR et MntR sont présentes dans la méme bactérie, MntR
Joue un rdle de maniére indirecte dans I’activation de PerR. Dans ce cas la, MntR aura
donc une importance non négligeable dans la protection de la bactérie contre le stress
oxydatif (acquis via PerR), en contrélant I’homéostasie du manganése (Horsburgh,

Wharton et al. 2002).

2.2.3 Les systémes a deux composantes (ManR-ManS).

Les systemes a deux composantes sont des systemes trés présents dans les
génomes bactériens et, nombreux sont ceux qui n’ont pas encore une fonction assignée.
Le fonctionnement général fait intervenir deux protéines. La premiére protéine a, le plus
souvent, une activité histidine kinase. Celle-ci sera activée par son ligand, ce qui
entrainera la phosphorylation d’une deuxiéme protéine. La deuxiéme protéine sera activée
et se liera a I’ADN pour réguler les génes concernés.

Dans le cas de ManR-ManS, une forte concentration de manganése extracellulaire
entrainera I’activation de ManS, qui lui activera ManR. ManR se liera donc a I’ADN et
réprimera certains geénes. En cas d’absence de manganése ManS ne génére pas de signal,
donc n’active pas ManR, il n’y a donc plus de répression via ManR (Yamaguchi, Suzuki
et al. 2002). Ce systéme a été décrit chez certaines espéces de cyanobactéries dont
Svnechocystis sp. (Ogawa, Bao et al. 2002) et Anabaena sp. (Huang et Wu 2004), comme
régulateur des genes codant pour les transporteurs de manganése dont MntCAB (famille
de type ABC) (Ogawa, Bao et al. 2002) et MntH (Huang et Wu 2004) ainsi que Alr5134,
une protéine membranaire dont la fonction est inconnue (Huang et Wu 2004). Cependant,
pour I’instant aucun systeme a deux composantes régulant I’homéostasie du manganése

n’a été décrit dans les y-protéobactéries.



2.3 Les transporteurs de manganése

2.3.1 La superfamille Nramp

2.3.1.1 Transferts Horizontaux de Geénes (THG)

Tout au long de I’étude qui est présentée dans ce mémoire, les phénoménes de
Transferts Horizontaux de Genes (THG) seront mentionnés de fagon récurrente. De plus,
ces phénomenes font partie intégrante de I’évolution de la famille Nramp. 11 est donc
nécessaire d’expliquer brievement en quoi ils consistent. L’extraordinaire diversité
génétique des bactéries peut étre expliquée par différents phénoménes. On peut citer
notamment des modifications internes des informations génétiques, comme les mutations
(Whittam, Neidhardt et al. 1996) et les recombinaisons homologues inter-génomique
(Milkman 1997). Celles-ci vont entrainer une évolution lente, mais continue, des génes
déja existants. Mais on peut aussi, et surtout, expliquer I’évolution des bactéries par
'acquisition de groupes de génes d’autres espéces grace aux processus de transferts
horizontaux (ou latéraux) de génes (THG) (Syvanen 1994). Ces processus peuvent mener
a une évolution rapide de la bactérie entrainant ’émergence de nouveaux variants
bactériens (par exemple apparition de variants bactériens résistants aux antibiotiques, ou
de souches pathogénes).

Les génes bactériens transférés horizontalement sont nombreux cependant, tous ne
sont pas concervés de maniere égale. En effet, pour que le géne soit intégré au génome et
soit concervé fonctionnel, celui-ci doit représenter un avantage pour la bactérie receveuse
dans certaines conditions (Lawrence 1999). 1l a été observé que les génes, transférés
horizontalement, ont tendance a se regrouper en opéron, probablement pour faciliter
’acquisition de ces nouveaux genes dans un génome naif, et apporter une nouvelle
fonction en un seul transfert, cette hypothése est appelée "opérons autosuffisants"
(Lawrence et Roth 1996). Cependant, cette hypothése a été récemment mise en doute. En
effet, la formation des opérons ne serait pas médiée par les THG, mais plus par la co-

régulation (Price, Huang et al. 2005). Les THG ne seraient donc pas la cause de la
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formation des opérons, mais ils permettraient de transférer des opérons préexistants
(Price, Huang et al. 2005).

Il existe trois processus principaux qui facilitent les THG (Dutta et Pan 2002) : la
transformation bactérienne, la transduction, et la conjugaison. La transformation
bactérienne est le processus par lequel une bactérie compétente va laisser entrer de I’ADN
exogene (par exemple provenant de la lyse d’une autre bactérie). La transduction est
incorporation de matériel génétique, médiée par un bactériophage. Certains
bactériophages vont incorporer des fragments d’ADN génomique bactérien lors de leur
encapsidation, et vont donc les transmettre a une nouvelle bactérie lors de I’infection. Et
finalement, la conjugaison est le processus par lequel est transmis de ’ADN (plasmides
ou transposons) d’un donneur vers une bactérie réceptrice, via la formation de pili.
L’information génétique pénétrant ainsi dans la bactérie pourra survivre sous forme
d’épisomes, ou s’intégrer dans le génome par recombinaison homologue, a I’aide
d’éléments mobiles (transposons, intégrase...) ou grace a une incorporation illégitime en
profitant d’une cassure dans I’ADN.

Pour détecter des geénes transférés par THG, il existe différentes méthodes
résumées dans la publication suivante de Philippe et Douady (2003). On peut citer
notamment : une phylogénie du géne anormale déduite des similarités de séquences
comme par exemple, lorsqu’un géne démontre une plus grande similarité avec celui d’une
espece tres éloignée qu’avec celui d’une espéce proche. On peut aussi citer, dans certains
cas, un taux de GC différent du reste du génome (si le pourcentage du donneur est
différent du pourcentage du receveur) ou la présence d’éléments mobiles ou de phages

adjacents etc.

2.3.1.2  Historique de la famille Nramp

Il existe plusieurs lignées de souris qui présentent une susceptibilité accrue aux
agents pathogenes intracellulaires du macrophage comme Leishmania donovani (Lsh)
(Bradley 1974), Mycobacterium tuberculosis (Bcg) (Pelletier, Forget et al. 1982) et
Salmonella Typhimurium (/ty) (Plant et Glynn 1976). Ces susceptibilités ont toutes été
associées a un locus situé sur le chromosome 1 de la souris (Mock, Krall et al. 1990). Le

géne responsable, dans ce locus, a été caractérisé définitivement en 1993 avec la
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découverte de Nramp| (Natural Resitance Associated Macrophage Protein 1) ou S/c//al
(Sollute carrier familly 11 member 1) (Vidal, Malo et al. 1993). Seule, une substitution
(Glyl169Asp), dans le segment trans-membranaire 4 de Nrampl, menant a I’absence de
protéine mature, est responsable de la susceptibilité de ces lignées de souris (Vidal, Malo
et al. 1993). Malgré tout, une délétion du géne Nramp| entraine aussi ces susceptibilités
(Vidal, Tremblay et al. 1995). Par la suite, I’homologue humain, NRAMPI, a été
caractérisé (Cellier, Govoni et al. 1994). En 1995 un second géne codant pour un
homologue de la protéine Nramp! a été identifié chez la souris (Gruenheid, Cellier et al.
1995) et sur le locus 12ql3 chez ’homme, et fut appelé Nramp2 (Vidal, Belouchi et al.
1995).

La protéine Nramp2 est exprimée dans de nombreux tissus mais a des taux plus
élevés au niveau du duodénum et de I’intestin (Canonne-Hergaux, Gruenheid et al. 1999).
Elle est associée a une fonction de captage de fer et de manganése par un phénoméne
indépendant de la transferrine au niveau de I'intestin et par un phénoméne dépendant et
indépendant de la transferrine dans les autres tissus (Forbes et Gros 2001). Nramp2 a
aussi un role dans le recyclage du fer par les macrophages (Jabado, Canonne-Hergaux et
al. 2002). Une mutation Glyl85Arg dans la protéine Nramp2, entraine chez le rat et la
souris, une anémie microcytique sévére associée a un défaut du captage du fer dans
I’intestin et les autres tissus (Andrews 2000).

La protéine Nrampl est exprimée principalement dans les macrophages ou les
granulocytes (Vidal, Malo et al. 1993). Chez les phagocytes professionnels au repos, la
protéine Nrampl est localisée avec le marqueur Lamp-1, dans la membrane des
lysosomes ou des endosomes tardifs. Lors de la phagocytose, la protéine Nrampl est
recrutée rapidement au niveau du phagosome (Gruenheid, Pinner et al. 1997). Le rdle que
Joue cette protéine dans le processus d’infection a donné naissance a4 de nombreuses
spéculations. C’est suite a la découverte d’homologue dans d’autres espéces, comme S.
cerevisae, que le substrat de Nramp!l a pu étre identifié (Supek, Supekova et al. 1996;
Supek, Supekova et al. 1997) puis confirmé (Jabado, Jankowski et al. 2000). En effet,
Nrampl a été décrite comme transporteur de métaux en particulier de manganése et de
fer. Les membres de la famille Nramp caractérisés, a ce jour, sont des symporteurs de

métaux et de protons comme dans le cas de Nramp2 (Gunshin, Mackenzie et al. 1997),
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Smfl chez la levure (Chen, Peng et al. 1999) et MntH chez E. coli (Courville, Chaloupka
et al. 2004) et donc, la fonction attribuée actuellement & Nrampl est de transporter les
métaux (manganese et fer) vers le cytoplasme a I’aide du gradient de protons. Ceci, dans
le but de diminuer I’accessibilité aux agents pathogénes présents dans le phagosome, des
nutriments essentiels que sont les métaux, ce qui augmenterait I’activité bactéricide
(Jabado, Jankowski et al. 2000) (figure 4).

Actuellement, des membres de cette famille ont été identifiés chez plusieures
especes, chez les plantes et les levures (Cellier, Prive et al. 1995) ainsi que chez les
bactéries ou elles ont été renommées MntH (Manganese Tranporter Proton Dependant)

(Makui, Roig et al. 2000).
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Figure 3. Représentation schématique de I’évolution de la famille Nramp/MntH.

Cette figure est adaptée de (Cellier, Bergevin et al. 2001; Richer, Courville et al.
2003; Richer, Courville et al. 2004) et résume les analyses phylogéniques de la famille
Nramp/MntH. L’analyse phylogénique des séquences des protéines Nramp/MntH a
permis de les subdiviser en différents groupes (A, A’, B, Ca, CB, Cy, Nramp prototype et
Nramp archétype).

Le premier nceud scinde les protéines du groupe B, les plus distantes du reste de la
famille. On retrouve ces protéines dans des espéces bactériennes qui préférent
I’anaérobiose comme Clostridium acetobutylicum, Chlorobium tepidum,
Thermoanaerobacter tencongensis, Bacteroides fragilis....Ce qui suggere que ces
protéines, ayant divergé tot au cours de I’évolution de la vie, auraient pu évoluer en
absence d’oxygéne (Richer, Courville et al. 2003).

Un deuxiéme nceud refléte la séparation des protéines du groupe A (A et A’). On
retrouve des protéines de groupe A dans des espéces bactériennes aussi bien Gram négatif
(Erwinia chrysantemi, E. coli, S. Typhimurium, Serratia marcescens ...) que Gram
positif (Bacillus subtilis, Clostridium acetobutylicum...). Les protéines de groupe A’ se
retrouvent dans les génomes des a-protéobactéries (Rhodobacter capsulatus), des [-
protéobactéries (Burkholderia mallei, B. pseudomallei, B. cepacia) des y-protéobactéries
(S. marcescens).

Le troisiéme nceud refléte la divergence entre les protéines Nramp et MntH A et
B. Cette divergence refléterait I’évolution normale de la vie en marquant la séparation
lors de D’apparition des eucaryotes. Dans ce groupe, on retrouve deux groupes de
protéines Nramp archétype et prototype. Les protéines Nramp archétype appartiennent a
des especes eucaryotes complexes comme par exemple des invertébrés, des vertébrés et
des plantes, alors que le prototype se retrouve dans des espéces eucaryotes primaires
(protozoaire et invertébrés).

Le quatriéme nceud marque la séparation entre des protéines Nramp prototype,
avec un nouveau groupe de protéines MntH bactériennes (MntH C). Dans ce groupe C on
retrouve des protéines appartenant a différentes espéces comme les cyanobactéries (N.
punctiforme), des Gram positifs (Listeria spp., Streptococcus mutans) et des Gram

négatifs (Wigglesworthia brevipalpis, Xanthomonas campestris).
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2.3.1.3  Schéma évolutif de la superfamille Nramp

Avec I'avancement des séquengages génomiques bactériens, de nombreuses
séquences géniques et protéiques sont aujourd’hui accessibles et peuvent étre utilisées
pour effectuer des analyses phylogéniques afin de formuler une hypothése concernant
I’évolution de cette famille (Cellier, Bergevin et al. 2001; Richer, Courville et al. 2003;
Richer, Courville et al. 2004). Les résultats de tests statistiques, éprouvés en utilisant
différentes méthodes, ont permis de subdiviser les protéines de la famille Nramp/MntH en
différents groupes (figure 3) (Cellier, Bergevin et al. 2001 ; Richer, Courville et al. 2003;
Richer, Courville et al. 2004). Chez les bactéries, on retrouve des génes codant pour une
protéine MntH chez un grand nombre d’espéces autant chez les Gram négatifs que
positifs. Les protéines MntH bactériennes ont été divisées en trois groupes principaux A,
B, et C. Le groupe A comprend deux sous-groupes A et A’, et le groupe C trois sous-
groupes Ca, CB, et Cy. Les protéines de la famille Nramp (non-bactériennes),
appartiennent a deux groupes, archétype Nramp et prototype Nramp. Ces divisions,
pourraient correspondre a des étapes successives dans 1’évolution de cette famille, et sont
schématisées sur la figure 3 (Cellier, Bergevin et al. 2001; Richer, Courville et al. 2003;
Richer, Courville et al. 2004).

Si les protéines bactériennes des groupes A et B, ont une position attendue sur
I’arbre phylogénique, il n’en est pas de méme pour tous les groupes. Les protéines du
groupe C ont une position atypique en effet, on les retrouve dans un groupe qui
comprend des homologues eucaryotes (figure 3). Au niveau de leur séquence, mais aussi
de leur profil d’hydrophobicité, les protéines MntH de groupe C ont plus de similarités
avec les protéines Nramp prototypes (eucaryotes primaires) qu’avec les autres protéines
bactériennes (groupes A et B). Ceci est reflété par la position du groupe aprés le nceud
marquant la séparation procaryote/eucaryote, sur I’arbre phylogénique (figure 3). En plus
de sa position atypique sur I’arbre phylogénétique (évolution vis-a-vis des autres groupes)
la phylogénie basée sur les séquences des protéines MntH de groupe C est différente de
celle basée sur ’ADNr 16S. Ceci suggére fortement une évolution différente de ces
protéines par rapport au reste de leur génome respectif. Cette particularité d’évolution
pourrait étre explicable par la possibilité de transferts horizontaux de protéines MntH de

groupe C (Cellier, Bergevin et al. 2001; Richer, Courville et al. 2003; Richer, Courville et
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al. 2004). II existe plusieurs indications de transferts horizontaux de protéine MntH de
groupe C, déja répertoriés. C’est le cas de la protéine WbreCB, de la bactérie
Wigglesworthia brevipalpis, un parasite intracellulaire obligatoire de la mouche Tsé-Tsé,
vecteur du trypanosome africain. On retrouve le géne codant pour la protéine MntH de W.
brevipalpis, associée avec un gene d’ARNt, élément qui est important dans les processus
de THG (Richer, Courville et al. 2003). De plus, les génes retrouvés chez les
streptocoques oraux (S. mutans, S. mitis, S. gordonii), codant pour des protéines MntH de
groupe C, sont tous associés avec des éléments IS, qui sont importants dans les processus
de THG (Richer, Courville et al. 2003). 11 existe aussi certains exemples de co-existence
de génes codant pour des protéines MntH de groupe C, avec des génes codant pour des
protéines MntH tronquées (pseudo-geénes). On peut citer ’exemple de Lactococcus lactis,
qui détient un géne codant pour une protéine MntH de groupe Cy et une protéine tronquée
de groupe B (Richer, Courville et al. 2003). Il est donc suggéré que la phylogénie, propre
aux protéines MntH de groupe C, puisse étre due a I’existence de transferts horizontaux
de bactérie a bactérie. De plus, la similarité des protéines MntH de groupe C avec les
protéines prototypes Nramp, suggére que les protéines MntH de groupe C pourraient
résulter d’un transfert horizontal d’un géne codant pour une protéine prototype Nramp,
des eucaryotes vers une espéce procaryote (Cellier, Bergevin et al. 2001; Richer,
Courville et al. 2003; Richer, Courville et al. 2004). Enfin, la co-existence de pseudo-
gene avec des génes de groupe C, suggere que les protéines du groupe C représenteraient
un avantage en comparaison avec celles des autres groupes (processus de sélection)
(Richer, Courville et al. 2003; Richer, Courville et al. 2004). De la méme fagon, la
phylogénie du groupe A’ est différente de celle basée sur ’ADNr 16S, ce qui suggére, la
encore, une acquisition par transfert horizontal (Richer, Courville et al. 2004). Le groupe
A’ est divisé en deux sous-groupes. Le premier contient des protéines proches
phylogénétiquement, appartenant a des espéces du genre a, B, et y-protéobactéries, dont
I’organisation génomique est trés différente d’une espéce a ’autre (Richer, Courville et
al. 2004). Par contre, le sous-groupe A’2, qui contient des protéines appartenant a des p-
protéobactéries, ont une organisation génomique similaire (Richer, Courville et al. 2004).

Cependant, I’expression dans E. coli de protéines de différents groupes, y compris de
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groupe C, montre que la fonction de transport de cations divalents est conservée (Richer,

Courville et al. 2003).

23.1.4  Transport de métal par MntH et régulation de nntH

Des études structurales ont été effectuées sur la protéine membranaire MntH, de
groupe A de E. coli, et la structure prédite est de |1 segments trans-membranaires,
(Courville, Chaloupka et al. 2004). Plusieurs études, effectuées sur les protéines MntH de
Salmonella Typhimurium et E. coli, prouvent que cette protéine a une affinité plus forte
pour le manganése cependant celle-ci pourrait aussi transporter d’autres métaux avec une
affinité moindre (Kehres, Zaharik et al. 2000; Makui, Roig et al. 2000). De la méme
fagon, la protéine DCTI (Nramp2), chez le rat, est capable de transporter un grand
nombre de cations divalents comme Fe', Zn*', Mn*', Co>', Cd*', Cu*', Ni*' et Pb*
(Gunshin, Mackenzie et al. 1997). La surexpression de la protéine MntH chez E. coli
entraine une augmentation de I’entrée de “Fe’', et de *Mn*'. De plus, I’entrée de
manganese est inhibée par la présence de cadmium, de nickel et de fer. La méme sur-
expression entraine une augmentation de la sensibilité a certains métaux dont le Mn*',
Fez', Cdz', an', Coz', Niz', Cu*' (Makui, Roig et al. 2000). Chez S. Typhimurium,
surexprimant MntH, ’entrée du “Mn?' a pH=5,5 est inhibée principalement par le Cd
(Ki=0,3uM), Fe*' (Ki=7uM), Co™' (Ki=15uM), et moindrement par Pb*' (Ki=50uM),
Zn*' (Ki=100pM), Ni*' (Ki=125uM), Cu®' (Ki=150uM) (Kehres, Zaharik et al. 2000). II
est donc clair que, dans les conditions testées, MntH peut transporter le Mn, Cd, Fe, Co
(par ordre de préférence). Malgré tout, ce transport peut étre modulé par d’autres
parameétres comme la teneur du milieu en différents métaux ou leur concentration

intracellulaire.

Métallo-régulation de mntH : La régulation de mnrH a été bien étudiée chez E. coli
ainsi que chez S. Typhimurim. Chez E. coli, mntH est réprimé principalement en présence
de fer ou de manganése, toutefois, on observe aussi une répression en présence de cobalt
et de nickel (Patzer et Hantke 2001; Bergevin 2003). Les régulateurs Fur (présenté a la
section 2.2.1.1) et MntR (présenté a la section 2.2.2.2) sont les deux régulateurs métallo-

dépendants de mntH identifiés a ce jour chez E. coli (Patzer et Hantke 2001; Bergevin
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2003) et S. Typhimurium (Kehres, Janakiraman et al. 2002; Ikeda, Janakiraman et al.
2005). La répression de mntH, en présence de fer, semble étre surtout due au répresseur
Fur, MntR est cependant capable de participer a la répression dépendante du fer de mnrH,
chez E. coli (Bergevin 2003) et S. Typhimurium (lkeda, Janakiraman et al. 2005). Par
contre, la répression dépendante du manganése serait majoritairement due 4 MntR dans £,
coli (Patzer et Hantke 2001; Bergevin 2003). Dans S. Typhimurium, il semble que celle-ci
soit aussi due a Fur (lkeda, Janakiraman et al. 2005). Dans d’autres espéces comme
Bacillus subtilis, seule une répression via MntR, et dépendante du manganése, a été
observée (Que et Helmann 2000). De méme chez Anabaena sp., pour Iinstant, seul le
systtme a deux composants ManR-ManS régule mntH d’une fagon dépendante du
manganése (Huang et Wu 2004). D’autre part, chez E. coli (Bergevin 2003) et S.
Typhimurium (lkeda, Janakiraman et al. 2005), la répression du géne mntH, dépendante

du cobalt, est principalement due a Fur.

Régulation de mntH par le stress oxydatif: mntH est régulé a la hausse en
présence d’H,0; chez S. Typhimurium (Kehres, Zaharik et al. 2000) et E. coli (Bergevin
2003). Chez S. Typhimurium, une séquence ressemblant a celle ou se lierait le régulateur
OxyR, a été identifiée (Kehres, Janakiraman et al. 2002). Ce régulateur est responsable de
I’activation de nombreux génes en rapport avec le stress oxydatif (Christman, Morgan et
al. 1985). De plus, il est capable de réagir directement avec le peroxyde d’hydrogéne ce
qui entraine la formation de ponts disulfures et I’activation de OxyR. Celui-ci peut alors
se fixer sur des motifs conservés dans les promoteurs de certains génes, et stimuler ainsi
leur transcription (Christman, Morgan et al. 1985). Lorsque le site du promoteur de mnrH
est muté ou en absence de OxyR, le géne mnrH de S. Typhimurium, n’est plus activé par
I’H2O> (Kehres, Janakiraman et al. 2002). Le manganése est souvent associé avec une
protection contre le stress oxydatif (section 2.1.2), qu’il soit de type anion superoxyde ou
peroxyde. Il n’est donc pas surprenant de voir le géne mntH régulé a la hausse en
présence de peroxyde d’hydrogéne mais, curieusement, ce géne n’est pas induit en
présence de paraquat, un générateur d’anions superoxydes (Kehres, Zaharik et al. 2000)
De plus, chez E. coli, mntH est induit lors d’un stress provoqué par I’oxyde nitrique (NO)

en anaérobiose (Justino, Vicente et al. 2005). Fur est inactivé par la présence de NO
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(D'Autreaux, Touati et al. 2002), cette induction pourrait étre due a une diminution de la

répression dépendante de Fur.

2.3.2 Transporteurs de la superfamille de type ABC

Ce type de transporteurs appartient a une superfamille bien connue de
transporteurs que I’on retrouve chez de nombreuses espéces, autant chez I’homme que
chez les bactéries (Higgins 1992). Le principe de fonctionnement est semblable pour tous
les transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette). Ils sont constitués d’un récepteur
périplasmique soluble ayant une forte affinité pour son substrat, d’une ou deux protéines
associées a la membrane cytoplasmique, et d’une ou deux protéines fixant et hydrolysant
I’ATP et fournissant ainsi I’énergie (Higgins 1992). Chez les bactéries Gram positif, le
récepteur soluble est remplacé par une lipoprotéine ancrée a la membrane externe
(Sutcliffe et Russell 1995). Cette famille comprend des transporteurs d’une grande variété
de substrats. 1l en existe certains qui sont spécialisés dans le transport des métaux et
notamment du manganése. Des homologues de ces systémes de transport ont été
identifiés chez de nombreuses bactéries comme Sa/monella Typhimurium (SitABCD)
(Zhou, Hardt et al. 1999), Yersinia pestis (YfeABCD) (Bearden, Staggs et al. 1998),
Shigella flexneri (SitABCD) (Runyen-Janecky, Reeves et al. 2003), certaines souches de
E. coli pathogénes comme CFTO073, Corynebacterium diphteriae (MntABCD),
Sinorhizobium meliloti (StABCD), Streptococcus pneumoniae (PsaBCA), Streptococcus
gordonii ScaCBA, Streptococcus mutans SIoABC, Streptococcus pyogenes MtsABC,
Treponema pallidium TroABC, Enterococcus faecalis EfaABC, S. parasynguinis FimA
(Kehres et Maguire 2003).

Dans certains cas, ces transporteurs semblent avoir une affinité supérieure pour le
manganése mais, il semble que ceux-ci soient aussi capables de transporter le fer.
SitABCD de S. Typhimurium en est un exemple. Celle-ci transporte aussi le fer mais avec
une affinité 30 a 100 fois moins importante que celle du manganése (Boyer, Bergevin et
al. 2002; Kehres, Janakiraman et al. 2002). Les régulateurs qui modulent la transcription
de ces genes ne sont pas encore tous identifiés. De plus, comme dans le cas de mnrH, elle

semble varier en fonction des espéces. Chez S. Typhimurium, il semble que sa métallo-
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régulation soit similaire a celle de mntH. En effet, on observe une régulation dépendante
du fer, via le régulateur Fur et moindrement par MntR, et une régulation dépendante du
manganése via MntR et moindrement par Fur (lkeda, Janakiraman et al. 2005). En
comparaison, chez Yersinia pestis, qui n’a pas de MntR, la répression de yfeABC,
dépendante du fer et du manganése, est due exclusivement a Fur (Runyen-Janecky,

Reeves et al. 2003; Chao, Becker et al. 2004).

2.3.3 Transporteurs de la famille P-Type ATPase et autres transporteurs

Comme la superfamille des transporteurs ABC, la superfamille des transporteurs
P-type ATPase utilise aussi I’ATP comme source d’énergie. Ces transporteurs ont tous
comme substrat des cations comme par exemple H', Ca*', Na', K', Mg®', et Cd*' (Silver
et Walderhaug 1992), et Ccu®' (Odermatt, Suter et al. 1993). Une protéine, renommée
MntA, a été identifiée chez Lactobacillus plantarum. Cette protéine est un membre de
cette famille et transporte le manganése mais aussi le cadmium (Hao, Chen et al. 1999).
Un homologue a aussi été identifié chez Caenorhabditis elegans (Lapinskas, Cunningham
et al. 1995), mais il ne semble pas y avoir d’homologue chez les y-protéobactéries.

Il n’a été caractérisé aucun autre transporteur de manganése chez les bactéries
mais, il est trés probable que d’autres transporteurs de métaux puissent transporter aussi le
manganeése mais avec une affinité moins forte que leur substrat préférentiel. On peut citer
notamment ’exemple de ZupT. Cette protéine est un membre de la superfamille des Zip-
protéines que I’on retrouve aussi chez les eucaryotes. Chez E. coli, elle est capable de
transporter le zinc, le fer, et le cobalt et sa surexpression entraine une augmentation de la
sensibilité au manganése (Grass, Franke et al. 2005). Un autre exemple est ’un des deux
homologues FeoB de Porphyromonas gingivalis, qui semble jouer un role important dans

I’accumulation de manganese (Dashper, Butler et al. 2005).
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Figure 4. Représentation schématique de I’hypothése de compétition pour

I’acquisition des métaux.

D’apreés (Forbes et Gros 2001; Schaible et Kaufmann 2004). L héte va diminuer
I"acceés aux métaux grace, entre autres, a la lactoferrine présente lors de la dégranulation
des neutrophiles ou 4 Nramp! dans le phagosome. En contrepartie, la bactérie pathogéne
exprime un arsenal de transporteurs, visant a détourner les ressources de 1’héte et dont

certains sont représentés ici.
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24 Importance des métaux dans la relation hote-pathogéne : Hypothése de

compétition

Que ce soit dans le cas d’un phyto-pathogéne comme X. campestris (Expert, Enard
et al. 1996) ou d’un agent pathogene de mammifére comme S. Typhimurium (Schaible et
Kaufmann 2004), les métaux ont un réle a jouer dans la réponse immunitaire. Malgré
tout, le r6le du fer est beaucoup plus connu que celut du manganése cependant, il semble
imaginable que les systemes soient similaires. Le fer et les autres métaux, sont des
facteurs de croissance importants pour la bactérie. Ils vont participer 3 de nombreuses
réactions métaboliques et interviennent dans la protection contre le stress oxydatif. Chez
I’hote, les métaux vont, entre autres, participer a la production des ROS et NO. De plus,
’héte a développé des moyens de défense, dont 1’'un consiste a diminuer ’accés des
métaux aux bactéries (figure 4).

A cette fin, I’hote a développe de nombreux systémes permettant de capter les
métaux dans les différents fluides. On peut citer les protéines de transport et de stockage
du fer comme les lactoferrines, les transferrines et les ferritines, et les haemoprotéines
(Hentze, Muckenthaler et al. 2004). Cependant, ces molécules ne servent pas a 1’hote
seulement dans le domaine immunologique. En effet, celles-ci auront un réle a jouer dans
le captage du fer dans les différents tissus et permetront le stockage du fer libre,
hautement réactif et toxique (Hentze, Muckenthaler et al. 2004). Cependant, chez les
mammiféres, la lactoferrine qui est présente dans le lait, la salive, le sérum et les
blessures, est relachée lors de la dégranulation des neutrophiles (Ward, Uribe-Luna et al.
2002) (figure 4). 11 a été prouvé que la lactoferrine complexe le fer avec une haute affinité
et joue le réle le plus important au niveau de la défense immunitaire innée, dans le cas
d’une infection par Pseudomonas aeruginosa (Singh, Parsek et al. 2002), Candida
albicans (Tanida, Rao et al. 2001; Ueta, Tanida et al. 2001), Streprococcus mutans, Vibrio
cholorea ou certaines entérobactéries (Singh, Parsek et al. 2002; Ward, Uribe-Luna et al.
2002).

L’héte diminuera aussi I’accés aux métaux, lorsque les agents pathogénes sont
enfermés dans les phagosomes des macrophages, créant ainsi un micro-environnement

aux conditions hautement bactéricides (protéases, pH acide, taux métaux faibles, présence
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de ROS, et NO...) (figure 4). Ce retrait des métaux du phagosome est dii a la protéine
Nramp| (Forbes et Gros 2001). Cette protéine est un transporteur de métaux divalents (fer
et manganese). Elle est essentielle, chez la souris, a la protection contre certaines espéces
d’agents pathogenes intracellulaires du macrophage comme Mycobacterium, Salmonella,
et Leishmania.

Les bactéries pathogénes ont cependant développé de nombreux systémes a trés
haute affinité pour détourner les métaux (figure 4), dans le but de faire compétition avec
la restriction imposée par 1’héte. Dans certains cas, ces transporteurs sont des facteurs de
virulence et leur élimination entraine une diminution de virulence. On peut citer
notamment les mycobactines et les exochelines chez les mycobactéries, et les
entérobactines chez les entérobactéries (Andrews, Robinson et al. 2003). Ces petites
molécules sont des sidérophores qui chélatent le fer avec une trés haute affinité. Par la
suite, le complexe sera lié a un récepteur et le fer sera transporté vers I’intérieur, par un
mécanisme dépendant de TonB. Les bactéries disposent d’autres transporteurs comme
FeoB, ou des transporteurs de la famille ABC (ATP Binding Cassette ex : SitABCD)
(Andrews, Robinson et al. 2003). FeoB hydrolyse le GTP pour un transport actif de Fe®'
(Kammler, Schon et al. 1993; Marlovits, Haase et al. 2002). Les transporteurs de types
ABC (SitABCD), utilisent I’ATP pour un transport de Mn>' et de Fe*' (Kehres,
Janakiraman et al. 2002). Un autre type de transporteurs correspond aux protéines de la
famille Nramp, appelées chez les procaryotes MntH, qui sont des transporteurs de
manganese méme s’ils sont aussi capables de transporter d’autres métaux (Makui, Roig et
al. 2000). Enfin, certains agents pathogénes ont aussi développé des récepteurs a
lactoferrine ou transferrine comme, par exemple, chez Neisseria ou Haemophilus
(Schryvers et Gray-Owen 1992; Stevenson, Williams er al. 1992). L’héte et ’agent
pathogéne ont donc développé des outils compétitifs pour acquérir les métaux (figure 4).

De plus, le fait que I’agent pathogéne se retrouve dans un environnement ou le fer
(ou d’autres métaux) est trés peu présent va souvent servir de signal a I’expression de
genes de virulence. On peut citer le cas du régulateur DtxR qui régule la production de la
toxine diphtérique (Schmitt et Holmes 1991) ou de Fur qui contréle de nombreux génes
en relation avec la protection contre le stress oxydatif, le captage du fer et, chez certains

agents pathogénes comme Erwinia chrysanthemi, celui-ci régule directement ou
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indirectement le complexe de la pectate lyase, important dans la dégradation des parois

cellulaires des plantes (Franza, Sauvage et al. 1999).

2.5 Importance des transporteurs de manganése dans [’infection par S.

Typhimurium

Salmonella enterica serovar Typhimurium est un agent pathogéne important. Cette
bactérie, chez la souris, est responsable d’une pathologie qui ressemble a la fiévre
typhoide chez I’humain. Aprés ingestion, les bactéries coloniseront I’intestin gréle via les
cellules M et se retrouveront ensuite dans les plaques de Peyer qui constituent de petits
organes lymphoides secondaires (Ohl et Miller 2001). Dans ces petits organes, on
retrouve une population de cellules dendritiques. Celles-ci phagocyteront les bactéries
(Hopkins, Niedergang et al. 2000; Yrlid, Svensson et al. 2001). Cependant, les bactéries
peuvent survivre a I’intérieur de ces cellules dendritiques aprés la phagocytose. Cela
facilitera la dissémination des salmonelles dans le systéme lymphatique général (Knodler
et Finlay 2001; Rescigno, Rotta er al. 2001). En effet, ces cellules se rendent ensuite, aux
organes lymphoides mésentériques ou au foie ou elles présenteront les antigénes aux
cellules T (Hopkins, Niedergang et al. 2000; Yrlid, Svensson et al. 2001). Les salmonelles
pourront alors coloniser et survivre dans les macrophages de la rate et du foie, aprés
phagocytose (Ohl et Miller 2001).

S. Typhimurium est donc un agent pathogéne spécialisé dans la vie intracellulaire,
mais cette survie est plus difficile si le transporteur de métaux (manganeése et fer) Nramp|
est présent et fonctionnel. Il est donc clair que ces métaux jouent un réle dans cette
relation. De nombreuses études ont été faites dans le but de vérifier si les systémes
d’acquisition de manganese bactériens influencent aussi cette relation. Cependant, le réle
de MntH dans la virulence est encore nébuleux. Le géne mmitH est exprimé par S.
Typhimurium durant le processus d’infection, dans un modéle de macrophages Nrampl
619 et moindrement dans un modéle Nrampl "' (absence de protéine Nramp| mature)
(Zaharik, Cullen et al. 2004). Or, la délétion génique de mmtH n’entraine pas de
diminution de virulence chez S. Typhimurium dans un modéle de souris Nrampl™~

(Boyer, Bergevin et al. 2002). Il en est de méme chez S. aureus dans un modéle d’abceés
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murin (Horsburgh, Wharton et al. 2002) ou chez M. ruberculosis, dans un modéle de
macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris C57BL/6, et dans un modéle murin
de souris BALB/c (Nramp| fonctionnel) (Domenech, Pym et al. 2002). Cependant, dans

19199 (Nramp| fonctionnel), la délétion génique de mtH a un

un modéle de souris Nramp
effet sur la virulence de S. Typhimurium (Zaharik, Cullen et al. 2004). D’un autre c6té, le
transporteur SitABCD, semble étre important. En effet, les génes codant pour ce
transporteur se retrouvent dans I’flot de pathogénicité I chez S. Typhimurium. Le simple
mutant S. Typhimurium sitABCD a une virulence atténuée que ce soit dans un modele
Nrampl ~ (Boyer, Bergevin et al. 2002), ou dans un modele Nramp G169 (Zaharik, Cullen
et al. 2004). Par contre, la mutation cumulative du géne mntH amplifie le défaut de
virulence du mutant S. Typhimurium sit4, dans un modele murin Nrampl G169 (Zaharik,
Cullen et al. 2004). Chez S. aureus, dans un modéle d’abcés murin, les simples mutants
mntA ou mntH n’ont pas une virulence atténuée, au contraire du double mutant
(Horsburgh, Wharton et al. 2002). 1l est donc clair que le manganése affecte la virulence

mais le réle de MntH semble encore a clarifier cependant, la redondance des systémes de

transport du manganese est un parametre a prendre en compte.

Le double mutant S. Typhimurium mntH, sitA-D (MS), dans cette étude, est utilisé
comme modele de bactérie pathogéne atténuée. Les mutants S. Typhimurium mntH, SitA-
D (MS), n’ont plus de systéme d’acquisition du manganése a haute affinité. En effet, le
transport de manganése par ces mutants est inférieur a 1 pmol par unité de densité optique
comparativement a la souche sauvage dont le transport est d’environ 55 pmol par unité de
densité optique (Boyer, Bergevin et al. 2002). Cependant, le transport de manganeése, dans
les conditions testées, semble étre médié majoritairement par SitABCD. Le simple mutant
sitA-D montre un transport de manganése inférieur a 10 pmol par unité¢ de densité
optique, contrairement au mutant mntH dont la valeur de transport est proche de celle de
la souche sauvage (Boyer, Bergevin et al. 2002). La délétion cumulée des deux
transporteurs de manganése entraine aussi un léger défaut de transport de Fer (Boyer,
Bergevin et al. 2002). Ces deux phénotypes, ainsi que d’autres déréglements, entrainent
de nombreuses conséquences directes ou indirectes. On peut citer notamment, un défaut

de croissance des mutants MS en milieu riche supplémenté de DP (2,2°-dipyridyl, un
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chélateur de métaux), et une plus grande sensibilité au peroxyde d’hydrogene (H-O-)
(Boyer, Bergevin et al. 2002). De plus, les mutants MS ont une virulence atténuée dans
un modele murin 129/Sv Nrampl™ mais aussi, une réplication intracellulaire diminuée,
dans un modele de culture cellulaire de type macrophage RAW 264.7 Nramp| ~ (Boyer,
Bergevin et al. 2002). Cependant, la majorité des phénotypes des mutants MS (transport
de manganése, croissance avec DP, sensibilité a I’H,O», et réplication intracellulaires
dans les cellules RAW 264.7 Nramp| ) peuvent étre complémentés en introduisant dans
ces bactéries un plasmide a haut taux de copies portant le géne mntH et son promoteur

(Boyer, Bergevin et al. 2002).

2.6  Xanthomonas campestris

Le genre Xanthomonas comprend de nombreuses espéces bactériennes, pour la
plupart associées aux plantes. Ces bactéries sont des bacilles Gram négatifs, et
appartiennent au phylum des y-protéobactéries. Environ 400 plantes ont été décrites
comme pouvant étre infectées par 1’une ou I’autre des espéces de ce genre, ce qui en fait
un des genres le plus représenté. L’espece Xanthomonas campestris est la plus
représentée et comprend 141 pathovars (Hayward 1993). A ce jour, les séquences,
completes et assemblées, des génomes de Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331,
Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306, Xanthonmonas campestris pv. campestris str.
8004, et Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC 33913, sont disponibles

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi). L’absence ou la présence de certains

geénes, en fonction des pathovars, dictent les différences dans la spécificité de la plante
héte (da Silva, Ferro et al. 2002). Environ 80% des génes de X. campestris pv. campestris
et Xanthomonas axonopodis pv. citri sont conservés, de méme que leur position
génomique, les 20 % restants vont donc participer aux interactions spécifiques avec un ou
plusieurs hétes (da Silva, Ferro et al. 2002). A noter, que le géne mntH est situé dans une
région du génome des Xanthomonas, décrite comme plastique c’est a dire une région ou
le réarrangement et I’insertion de génes a un taux plus élevé (da Silva, Ferro et al. 2002).
Xanthomonas campestris pv. campestris est utilisée, en industrie, pour la

production de gomme de xanthane qui a de nombreuses propriétés applicables a
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I’industrie alimentaire (gélifiant, émulsifiant, lubrifiant...). De plus, cette bactérie est
I’agent pathogéne causant la maladie appelée « Black rot disease » (nervation noire) chez
un grand nombre de cruciferes (Hayward 1993). Cette maladie cause des pertes
économiques importantes en agriculture, il est donc clair que la compréhension des
mécanismes d’infections pourrait avoir un impact économique. Pour résumer la
pathogénése (Chan et Goodwin 1999), la bactérie pénétrera par une ouverture naturelle ou
une blessure. Les bactéries se multiplieront dans les espaces inter-cellulaires, jusqu'a
confluence. Cette multiplication est associée a une augmentation de la perméabilité des
cellules de la plante et une perte importante de nutriments. Les bactéries pourront
dégrader les cellules adjacentes grace a des enzymes extracellulaires. La perte des génes,
codant pour les enzymes extracellulaires, affecte grandement la capacité de Xanthomonas
campestris pv. campestris a infecter la plante (Dow, Clarke et al. 1990; Dums, Dow et al.
1991). Parmi ces enzymes, on retrouve des endoglucanases, des pectates lyases (métallo-
régulées) et les protéases PRTI et PRT2. Ces derniéres requiérent des métaux divalents
pour leur stabilité et leur fonctionnement (Dow, Clarke et al. 1990). Les bactéries
envahiront ensuite, les tissus vasculaires et se multiplieront, permettant ainsi la dispertion
des bactéries a I'intérieur de la plante. Finalement, les bactéries entreront et se
multiplieront a I'intérieur des cellules. Les symptomes seront de différents types, comme
des nécroses, des hypertrophies, de la pourriture, des ulcéres, et la mort de la plantes
(Rudolph 1993).

Malgré tout, ce type d’infection décrit le cas ou la plante est I’h6te du pathovar.
Dans le cas ou la plante est résistante (non-hote), I’infection est localisée et se traduira par
une réaction de la plante de type HR (Réponse d’Hypersensibilité). Cette réaction
entrainera une nécrose rapide des tissus au lieu de I’infection. L’infection sera contrdlée,
par circonscription de la bactérie au lieu de I'infection, empéchant ainsi la dissémination
(Lam, Kato et al. 2001). La réaction d’hypersensibilité consiste au relichement de
substances bactéricides au lieu de I’infection, ainsi qu’a la mort programmée des cellules
voisines (Dangl, Dietrich et al. 1996). On compte notamment parmi ces substances des
composés oxygénés (ROS) comme le peroxyde d’hydrogéne, les peroxydes organiques,
I’anion superoxyde, et les radicaux OH et OH'. La production, rapide, de ces composés

est appelée la flambée oxydative (oxydative burst). D’autres composés bactéricides
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incluent Poxyde nitrique produit par la NOS (Oxyde Nitrique Synthétase) (Cueto,
Hernandez-Perera et al. 1996; Durner, Wendehenne et al. 1998).

Il existe deux types principaux de génes qui dictent la compatibilité ou
I’incompatibilité de la plante vis a vis du pathovar. Les génes bactériens sont regroupés
sous les thermes avr (avirulence) et /rp (hypersensitivity response and pathogenicity).
Durant I'infection, il y aura une interaction entre la plante et I’agent pathogéne, ce qui
dictera la réponse immunitaire de la plante. Cette relation est nommée géne pour géne
(Flor 1971). Pour que la plante soit résistante a !'agent pathogéne, celle-ci doit
reconnaitre grace a un géne de résistance R, une molécule produite par I’agent pathogéne.
Ces molécules sont codées par les génes de type avr. En conséquence, I'absence ou
l'altération de l'un ou l'autre des génes conduira au développement de la maladie. D’un
autre coté, ’agent pathogeéne posséde des génes de types /up. La délétion de ces génes
entraine une perte du pouvoir pathogéne dans la plante héte et une perte de la capacité a
déclencher une réaction d’hypersensibilité chez la plante non-hote (Bonas 1994). Les
produits de certains de ces geénes possédent une homologie avec les protéines des
systemes de sécrétion de type 11l de facteur de virulence (Type Il secretion system) chez
les bacteries pathogénes de mammiféres (Fenselau, Balbo et al. 1992), et sont
responsables, entre autres, du transport des produits des génes avrr (Gurlebeck, Thieme et

al. 2005).
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3.1 Souches bactériennes et milieux de culture utilisés.

Les souches utilisées lors de cette étude sont décrites dans le tableau 1. Les
souches de E. coli, et S. Typhimurium, S. marcescens, ont été mises en culture dans le
milieu LB (Luria-Bertani) (Miller 1992).

Le milieu LB supplémenté de 15 g.L' et le milieu Top-LB supplémenté 7 gL’
d’agar ont été utilisés pour les tests de sensibilité aux oxydants des différents mutants £.
coli ou S. Typhimurium. Les tests de diffusion de métaux avec les différentes souches de
E. coli DH11S mntH pBAD :: MntH ont été effectués dans du milieu GTA, avec 15 g.L"
d’agarou 7 g.L"' pour le milieu Top-GTA (Herman, Lecat et al. 1995).

Lors des marquages métaboliques, des homologues MntH, le milieu G/M
(Neidhardt, Bloch et al. 1974) a été utilisé mais adapté (Makui, Roig et al. 2000). Le
milieu G/M incomplet est un milieu minimal. 1l a été préparé a partir d’une solution 10X
(conservée a —20°C), a laquelle sont rajoutés fraichement du Na-B-glycerophosphate, du
glycérol, et de I’acide nitrilotriacetique (NTA solution 1000X), sans Fer ni micro-
nutriments. Les concentrations finales sont : 40mM tampon MOPS (pH 7.4), 9,5 mM
NH,CI, 0,276 mM K,SOy, 0,5 uM CaCl,, 3mM MgCI2, 25 mM NaCl, 5 mM Na-f3-
glycerophosphate, 0,2 % glycérol, 100 uM NTA.

Lors de la transformation bactérienne par la méthode électrique ou chimique, le
milieu SOC (Miller 1992) a été utilisé. Celui-ci est un milieu riche composé de 5 g.L"
d’extrait de levures, 0,5 g.L'l de NaCl, 0,186 g.L" de KCI, 10 mM de MgCl,, 20 mM de
glucose.

Sauf exception, les cultures des souches E. coli et S. Typhimurium ont été
incubées a une température de 37 °C, et a une vitesse d’agitation de 250 RPM lorsque
celles-ci étaient en milieu liquide. S. marcescens a été cultivée a 21°C, et a une vitesse
d’agitation de 250 RPM.

Les souches de Xanthomonas campestris pv. campestris ont été cultivées dans du
milieu TYG (Tryptone Yeast Extract Agar), composé d’extrait de levure 5 g.L”', tryptone
3 gL', glucose 5 g.L", agar 20 gL', pH=7. Les tests de sensibilité aux métaux ou aux
oxydants ont €té effectués avec du milieu SB (Silva-Buddenhagen) (Mongkolsuk,

Whangsuk et al. 2000). La composition de ce milieu est : 0.5% extrait de levure, 0.5%
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peptone, 0.1% acide glutamique, le pH a été ensuite ajusté a 7,0. Du sucrose (stérilisé par
filtration) a été ajouté a une concentration finale de 0.5 %. Pour les milieux solides 15
gL' d’agar ont été ajoutés pour le milieu SB agar (SBA) et 7.5 g.L "' au milieu SB Top
Agar (SBTA). A part lorsque cela est précisé, les cultures des souches X. campesiris, ont
été incubées a une température de 30 °C, et a une vitesse d’agitation de 250 RPM, lorsque
celles-ci étaient en milieu liquide.

Lorsque cela est précisé, les milieux ont été supplémentés des antibiotiques aux
concentrations suivantes : Ampicilline (100 pg.ml'), Kanamycine (30 pgml'),
Chloramphénicol (10 pg.ml"'), Spectinomycine (100 pg.ml’'), Streptomycine (50 pg.ml’
h, Tétracycline (10 pg.ml™), Gentamycine (30 pg.ml h.

Les Densités Optiques @ 600 nm (DOgqy) ont été mesurées au besoin, a ’aide de
I’appareil suivant: « Biochrom Ultrospec 1000 UV/Visible Spectrophotometer »

(Biochrom) et des cuvettes 10X4X45 mm (Sarstedt, Allemagne).
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Tableau 1.  Souches bactériennes utilisées

Souches caractéristiques références

I coli

S17 rpir Tp*. Sm®, thi pro hsdR rec:RPA:2Tet:MuKm¥::Ta7, Apir lysogéne (Boyer, Bergevin et al. 2002)
merA A(mrr-hsd RMS-mreBC) Aluc-proAB) Atrecd 1 398) deoR sup): ) )

DHIIS ) (Lin. Smith et al. 1992)
rpsLosrl thi A" proAB

DHIUIS mntt! mutl 1 Km® (Makui, Roig et al. 2000)

MG1655 1* & rph-1 (Blattner, Plunkett ct al. 1997)

MGI655 mml! Ponth-Lue (Bergevin 2003)

MGI65S fur fur:Km® (Castillo, Cellier, non-public)

MGI65S fur mmtl!
MGI1655 ared
EMG2

EMG2 mntli
EMG2 fur

EMG?2 fur nnuli
GC4468

GC4468 sodd
GC4468 nmtl!
GC4468 fur
GC4468 sod-t mmtll
GC4468 sod | sodB
GC4468 fur, mml!

/m'::Km". PontH-Luc
arczKm*

1:* &' prototrophe

Pnmtll-Luc

fursz:Km*

/ur::Cm". PontH-Luc

Sm* F A(arglF-lac)U16Y rpsL
Sm", sodd:Tet®

Sm®, mar I:Km"

Sm®, fur:Km®

Sm®, sodA:Tet®, marl 1:Km*
Sm®, AsodA3db(sodB:Km*)A2

Sm®, frr:Co®, mnel 1:Km*

(Bergevin 2003)

(Tardat et Touati 1991)
(Link. Phillips ct al. 1997)
(Bergevin 2003)

(Bergevin 2003)

(Bergevin 2003)

(Carlioz ¢t Touati 1986)
(Touati, Jacques ct al. 1995)
(Bergevin 2003)

(Compan ct Touati 1993)
(Bergevin 2003)

(Touati, Jacques ct al. 1995)

(Castillo, Cellicr, non-publi¢)

Salmonclla enterica
serovar Typhimurium
souche Keller

M (murl )

S (sitA-D)

MS (mntl!. sitA-D)
M2S (mmil 1, sit4-D)

Isolat chmque

mntll:pTaModRCm®*
sitAD:Sm*

mntl I:pTaModRCm®, sit 4D Sm*

marl 1:Km®, sitADz:Sm?

(Boycer, Bergevin et al. 2002)

(Bover, Bergevin ct al. 2002)
(Boycer, Bergevin et al. 2002)
(Boyer, Bergevin et al. 2002)

Cette élude

Serratia marcescens

2170

(Suzuki, Uchiyama et al. 2001)

Xanthomonas
CAmpestris pv
campestris ATCC
33913

H (mntl

RH (mntR-nntl
R (mmit)

RH-pCRH (miniR-
mnill, pCRIT)

mntl1:Tet*
mntR-mntlf :Gm*

matR :Smt

omtR-mntll :Gm"*, pCRH(ctmb-mntR-mntl 1) Tet*

(Van den Mooter et Swings
1990)

Cetlte étude
Celte élude

Cetle étude

Cette éude
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3.2 Protocoles généraux concernant la manipulation d’ADN

3.2.1 Extraction de plasmides

Les plasmides, utilisés ou construits lors de cette étude, sont décrits dans le
tableau 2. L’extraction des plasmides a des fins de vérification, a été effectuée par la
méthode de lyse alcaline décrite précédemment (J. Sambrook 1989; Makui, Roig et al.
2000). Cependant, certaines modifications y ont été apportées, notamment les étapes de
purifications par la méthode phénol-chloroforme, ainsi que le second lavage a 1’éthanol
lors de la précipitation, ont été abandonnées.

Lors de la purification des plasmides destinés au clonage ou au stockage, des
trousses, provenant de la compagnie Qiagen (Mississauga, ON) basées sur la méthode de
lyse alcaline modifiée (Birnboim et Doly 1979), ont été utilisées. Les manipulations, avec
les trousses « QlAprep Spin Miniprep Kit», ont été effectuées conformément aux

instructions fournies par le manufacturier.

3.2.2 Réactions de biologie moléculaire a I’aide d’enzymes

Les réactions de digestion a I’aide des enzymes de restriction (NEB New England
Biolabs), de déphosphorylation a I’aide de la CIP (phosphatase alcaline, New England
Biolabs), de formation de bouts francs a I’aide de la T4-polymérase (New England
Biolabs) et de ligation a I’aide de la T4-DNA ligase (Invitrogen), ont été effectuées
conformément aux indications des manufacturiers.

Lors de la ligation, les fragments d’ADN purifiés ont été dosés sur gel. La ligation
a été effectuée durant une période de 16h a 15°C et I’ADN a été précipité en ajoutant du
NaCl a une concentration finale de 100 mM, du glycogéne a 1 % final, et 3 volumes
d’éthanol 100 %. Les échantillons ont été placés a -20 °C pendant un minimum de 4 h.
Par la suite, ils ont été centrifugés a une vitesse de 14000 RPM, lavés une fois avec de
I’éthanol 75 %, centrifugés a nouveau et dissous dans un volume de 4,5 puL d’H>O milliQ

stérile. 2 pL ont été utilisés ensuite pour la transformation par électroporation.
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Tablcau 2.  Plasmides utilisés
Plasmides Résistances Génes et promoteurs références
pBAD24 Amp Aucun, promoteur inductible a 'arabinose  (Guzman, Belin et al. 1995)
pBAD ::licolA Amp mmd! I coli DH11S (Makui, Roag et al. 2000)
pBAD licolA H216A Amp annl 12 coli muté cette ctade
pBAD :l:icolA H216R Amp ml ] E, coli muté cette ctude
pBAD ::l:colA D34G Amp mmll E. coli muté (Chaloupka, Courville et al. 2005)
pBAD ::StypA Amp nll S Typhimurium souche Keller cette ¢ude
PBAD :EchrA Amp mutl! Lrwinia chrvsanthemi 3937 celle ctude
pBAD ::SmarA Amp mntl L4 Serratia marcescens 2170 cetie ctude
pBAD SmarA” Amp mntl 14" Servatia marcescens 2170 cette ¢ude
pBAD :BfraBB Amp mntl | Bacteroides fragilis 252850 cetie ctude
pBAD :CiepB Amp ntll Chlorobium tepidum 49652D (Richer, Courville ct al. 2003)
pBAD ::CiepB H214A Amp mntll Clilorobium tepidum mute celle ¢tude
pBAD :CiepB H214R Amp mmll Chilorobivm wepichom muté cette ¢tude
pBAD :XcamCu Amp matdl X, campestris pv campestris 33913 cette Sude
pBAD :XcamCa H238A Amp mtl] X, campestris pv campestris mule cetie ¢tude
pBAD :XcamCa H238R Amp nunll X, campestris py campestris mute cette étude
pBAD ::NpunCa Amp mmll Nostoc punctiform 29133D cette ctude
pBAD =WbrcCp Amp matl 1 Wigglesworthia brevipalpis cette ¢tude
pBAD :SmwCf Amp mntl 1 Streptococcus mutans 25175D cette Stude
pBAD :PuCy Amp mntl ! Pscudomonas fluorescens SBW25, cette éude
pGBMo-pH SmR GFEP ratiométrique (gene bank AFO58694)  (Courville, Chaloupka ct al. 2004)
pKO3 CmR (Limk, Phillips et al. 1997)
pKO35'Km3® CmR, KmR cette ¢tude
pKO35°Styp3® CmR - cette ¢tude
pKO35'lichry3® CmR cette ¢tude

nntll sous contrdle du promoteur de S.
pKO35'SmarA’3’ CmR cette ctude

Typhimurnium

pKO35'XcamCa3® CmR cette élude
pKO35'SmutCfi3* CmR cette étude
pK18mobsach KmR (Schafer. Tauch et al. 1994)
PR A8l (Tet) KmR, TeiR cette éude
pKI18mntR-mntl 1 (Gm) KmR, GmR celie étude
pK18&mmR (Sm) KmR, SmR cette élude
pKI8comp cumB-mniR-mntl! celte étude

pBBRI-Tp
pBBRI-Tet
pBBRI1-Km
PBBRI-Sm
pCRH

TpR

TetR
KmR
SmR
TetR

cumB-mntR-mmll

(Kovach, L:lzer et al. 1995)
cette dude
cetie éude
cetie étude

cette éude
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3.2.3 Electrophorése des fragments d’ADN

En fonction du nombre d’échantillons, deux types de cuves a électrophorése ont
été utilisés. La premiére, plus petite, est le modéle « Owl EasyCast™ Minigel system »
(Owl Separation Systems, Portsmouth, NH). La seconde est le modéle « D4 Hippo™
Electrophoresis System » (Owl Separation Systems, Portsmouth, NH). Les gels d’agarose
ont ét€ produits a partir d’agarose (0,8 a 1,2 % final) dissout dans 40 m! ou 100 ml de
tampon Tris-Borate-EDTA (TBE). La migration s’est effectuée dans le méme tampon a
un voltage variant de 80 a 150 V. Ensuite, le gel a été déposé dans une solution de
bromure d’éthidium 4 500 pg.L"', pendant environ 30 min. L’ADN a ensuite pu étre
visualisé et photographié, par exposition au rayonnement UV, a 1’aide du BIO-RAD Gel

Doc 1000 » (Biorad Laboratory, Hercules, CA).

3.2.4 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Les réactions de polymérisations en chaine (PCR), pour I'amplification de
fragments d’ADN a des fins de vérification, ont été effectuées avec la polymérase Taq
(Invitrogen). Deux protocoles faisant intervenir cette enzyme ont été utilisés (Bergevin
2003). Le premier est appelé PCR sur colonies. Le principe est de prélever directement
une colonie isolée sur la gélose et de la mélanger a 100 pL d’eau stérile. De ce mélange,
16,5 pL ont été prélevés et un volume de 8,5 pL de solution 1 a été ajouté, pour un
volume final de 25 L.

Pour le second protocole utilisant cette enzyme, | pL d’ADN plasmidique (1-5 ng.uL™)
ou génomique (environ 50 ng.uL'), a été ajouté a 15,5 puL. d’eau milliQ stérile. Ensuite,
un volume de 8,5 uL de solution 1 a été ajouté pour un volume final de 25 pL.

La solution | comprenait : 2,5 pL. de tampon Taq 10X (Gibco BRL), 1 pL d’une solution
de dNTP (2,5 uM de chaque nucléotide), 1uL de MgCl, (25 mM) (Gibco BRL), lpL de
chaque solution d’oligonucléotides a 5 pmol.uL™", 1,9 puL d’H.O milliQ stérile, et 0,1 pL
de polymérase Taq.

La polymérase Pfis a été utilisée lors de I'amplification de fragments d’ADN a des fins de

clonage. Cette polymérase a I'avantage de faire moins d’erreurs. Les échantillons
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comprenaient les réactifs suivants : | pL d’ADN plasmidique (1-5 ng.uL ") ou génomique
(environ 50 ng.uL™"), 2,5 pL de tampon Pfu (Stratagene), du MgS0, (Gibco BRL,
concentrations finales allant de 2 a 12 mM), 1 pL d’une solution de dNTP (20 pM de
chaque nucléotide), | uL de chaque solution d’oligonucléotides (5 pmol.uL™"), avec (1,15
HL) ou sans DMSO (100%) (tableau 4), 0,2 pL de polymérase Pfu et enfin de I’eau milliQ
stérile pour un volume final de 25 pL.

Les échantillons ont été mis dans le thermocycleur « PTC-100™ programmable
Thermal Controller » (MJ Research Inc., Watertown, MA), pour un minimum de 30
cycles d’amplification. Le tableau 3 présente les oligonucléotides utilisés et le tableau 4
résume les conditions utilisées pour les réactions de polymérisation en chaine. Les
différentes étapes ont fait intervenir une étape de dénaturation (5 min a 94 °C), suivie
d’une série de 5 cycles: 45 s de dénaturation 3 94 °C, 45 s d’hybridation & une
température variable TI (tableau 4), suivie d’une étape d’élongation durant un temps
variable t (tableau 4) a une température de 72 °C. Ensuite les échantillons ont été soumis a
une série de 25 cycles : 45 s de dénaturation a 94 °C, 45 s d’hybridation a une température
variable T2 (tableau 4) et, une étape d’élongation durant un temps variable t (tableau 4) a
une température de 72 °C. Enfin une derniére incubation de 10 min a 72 °C, a été ajoutée
pour terminer les fragments incomplets.

En général les températures d’hybridation ont été calculées comme suit :

Tl =4°C x (Nombre de G et C) + 2°C x (Nombre de A et T) - [4°C x (Nombre de G et C
mutés) + 2°C x (Nombre de A et T mutés)] - 5.

T2 =4°C x (Nombre de G et C) + 2°C x (Nombre de A et T) — 5.

Cependant, pour des raisons d’efficacité, ces températures ont souvent été modifiées de
manicres empiriques. Elles sont présentées dans le tableau 4 pour chacune des PCR.

Le temps t d’élongation, présenté dans le tableau 4, a été calculé en fonction de la
longueur du fragment a amplifier et de la vitesse de I’enzyme (Tuq : 1 Kb par minute,

Pfir : 0,5 Kb par minute).



Tableau 3.

Oligonucléotide
Xcampk
XcampR
XcampR2
lichryl
EchryR
l:chryR2
Kanak
KanaR
5*Stypl*
5'StypR
5°StypR2
3" Stypl
3'StypR
SmarA’F
SmarA’R
SmarAF
SmarAF
Pllulf
P{luR
StyNCO
StypR2
Gratio2F
Gratio2R
SmutF
SmutR2
XcaHindF
XcaNoMutR
XcaSmalF
XcaBspHIR
pBAD245
pBAD2432
CKO3
KO3
EcoH216A)
EcoH216AR
EcoH2I6RF
EcoH2I6RR
CicH214AF
CtcH214AR
CtcH2 14AF
CitcH214AR
XH238AF
XH238AR
XH238RF
XH238RR

Oligonucléotides utilisés.

Séquencede 5’ vers 3’
GCCCATGUCCAGCGAGATC
CCCTCTAGACTCTCACCCCA
GCTTCTAGACCAACGCGAATTCCC
CTCCCATGGCGGGGAGTCGT
CAAGCTCTAGAATTAACCCAGCA
ACATCTAGACCAGCAGCGTATCCAG
AAAGCCATGGTGTGTCTCAAAATC
ICCTCTAGAAGAAGGTGTTGCT
TTGCTGCAGCGGCCGCGGTGTACAT
AAAACCATGGCCTTTGCTATGTTTCAT
CAGCCATGGTTTGCCTCAAAAACATAG
TGTTCTAGAGACAGAAAGATAGCAGGC
GCTGGTACCGCGGCCGCAGGAAAAA
GTACTTCATGAGAGACGCGGCAAC
GCGTTCTAGACTAACCCAGGGATATC
CAACTCATGACGAACAGTCGCGTGG
TTTGTCTAGAGCACGCTGCCGATC
CCCCATGGAATTCAGCCTGCCAAAAAT
TCGTCTAGAACACCCACTGGCCAAT
AAACCATGGCTGACAATCGCGT
GTCTCTAGAACAACCCCATCACCG
AAAAGCATGCGTAAAGGAGAAGAACT

TAT TAAGCTTTTATTTGTATAGTTCATCC
TCACCATGGGGAAAACTCATCCAAAA
AAGGTACCGCAATTGACATTGATTC
CGCAAGCTTGTCTGCCATATCAC
ACACCAACACCACGTCCAGCG

TTACCCGG GCGGCATCAACC TG
TGGTCATGAGCGGGCGAAAAGAC
CTGTTTCTCCATACCCGTT
GGCTGAAAATCTTCTCT
AGGGCAGGGTCGTTAAATAGC
TTAATGCGCCGCTACAGGGCG
CATGTGATTTATTTGGCGTCCTCGCTCACTC
GAGTGAGCGAGGACGCCAAATAAATCACATG
CATGTGATTTATTTGAGGTCCTCGCTCACTC
GAGTGAGCGAGGACCTCAAATAAATCACATG
CAACGTGTATCTGGCGTCCAACGTCATTCAC
GTGAATGACGTTGGACGCCAGATACACGTTG
CAACGTGTATCTGAGATCCAACGTCATTCAC
GTGAATGACGTTGGATCTCAGATACACGTTG
CATAACCTGTATCTGGCGTCGTCGATCGTGC
GCACGATCGACGACGCCAGATACAGGTTATG
CATAACCTGTATCTGAGATCGTCGATCGTGC
GCACGATCGACGATCTCAGATACAGGTTATG
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Tableau 4

en chaine.
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Conditions expérimentales de toutes les réactions de polymérisations

Nom Oligo. T T2 t Conditions Polymérasc A partir de
% w3 oo oy
o BT moemsn gy
Kana I':‘::d‘g 57 58 230 2 hocd “"\gh‘/'l"sg”gso' avee Pfit P34S-Km
5°Styp2 :ssn;);)';zpz 52 62 230 O8etlo mI\DAI\;II; (l\)/lgSO_, avec Plu ADNg
3'Styp :gg}’)’; 50 65 230 H68ctlO .Br\clggmgso_, avee Pl Prod PCR
Smard”  STURE 59 g5 s O HetlzmMde MuSO ave: Plu ADNg
smarh  STAAP 59 s 3 Road mM de M8, avee o Pl ADNg
Pflu l',’ g;‘; 58 66 3 6.8t 10 m'l‘)”r\jl'gc'\)”gso‘ avee Pl ADNg
Smut2 ss.::.l::ze 55 6l 3 HRalo '?uMnSdBuS&‘(S)O' avec et Pfi pBS :: Smut
Echry2 EET]':;YRFZ sioe 3 HOHelomM S agS0a avee Pt pBAD :EchryA
Styp2 SS?; ':%’ 51 62 3 4ok« l?:::' wa"ggso* avee Plu ADNg
Xcamp2 )zf' :‘:1'1];:;{[:2 51 6l 3 4,68 ct 1?::{:‘:' wal\g(g)SOJ avee Plu pBAD::XcamC
XcaPCR| X)‘(“jz:‘l‘)'[f;‘ 50 64 3 A0, 8t 1 mM 3%%804 Pli pBAD::XcamC
XcaPCR2 ;ﬁ:ﬂg‘d{:g 58 64 4 4,6,8 mM dc MgSO, + DMSO Plit ADNg
2 ¢ans .
Gratio2  JRUOX 55 6 230 0wt 1 it e T\AT\SAS?u;Lf ’ Pli phagie-
DMSO
V5'styp2 SSSSt;/);)l;fZ 52 52 2 30 cycles Tug Colonics
VRH ;‘;igm{;‘g 50 64 2 32 eycles Taq Colonics
pBAD24 ppg /(\3224‘252 48 48  variable 32 cycles Tuq Colonics
pKO3 CKO3 52 52 4 35 cycles Tug Colonies

EKO33
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3.2.5 Purification des fragments d’ADN

La purification des fragments d’ADN a été effectuée a I’aide des trousses
provenant de la compagnie Qiagen (Mississauga, ON). La trousse « Qiaquick PCR
purification kit » a été utilisée lors de la purification des produits de la PCR. La trousse
« QlAquick Gel extraction kit » a été utilisée lors de la purification de fragments apres
une digestion enzymatique ou lorsque les produit de la PCR comprenaient des fragments
amplifiés de maniere non spécifique. Le protocole de cette trousse utilise le méme
principe que les autres cependant, les fragments d’ADN ont subit une migration préalable
dans un gel d’agarose. Les fragments d’ADN, aprés coloration, ont été excisés du reste du
gel, puis purifiés. La trousse « QlAquick Removal Nucleotids Kit » a été utilisée lors de
la purification des sondes ADN marquées au **P. Toutes ces trousses ont été utilisées en

accord avec les recommandations du manufacturier, sans aucune modification.

3.2.6 Extraction d’ADN génomique

L’extraction des ADN génomiques a été effectuée sur différentes souches
bactériennes (E. coli, S. Typhimurium, X. campestris, S. marscescens). Le protocole
utilisé est le méme pour toutes les souches. Ce protocole a déja été décrit (Makui, Roig et
al. 2000; Richer, Courville et al. 2003) mais il a été modifié pour de meilleurs
rendements.

La premiére étape consiste a mettre en culture les bactéries, a partir d’une colonie
isolée, dans 25 ml milieu de culture riche (Milieu LB pour E. coli, S. Typhimurium, S.
marscescens et milieu TYG pour les souches de X. campesiris) avec antibiotiques,
Jusqu'a la phase stationnaire. De ces cultures, 5 ml ont été déposés dans des tubes de 13
ml et centrifugés a 4150 RPM a I'aide de la centrifugeuse « Sorval Legend™ RT »
(Kendro Laboratory Products, Newtown, CT). Le surnageant a été enlevé par inversion
puis par aspiration pour oter le maximum de milieu. Le culot bactérien a été dispersé dans
2,835 ml de tampon TE (10 mM Tris.Cl pH 7.4, | mM EDTA pH 8), jusqu'a
homogénéisation compléte. Il a été ensuite ajouté 150 pL de sodium dodecyl sulphate

(SDS) 10 % et 15 pL d’une solution de protéinase K (Roche Diagnostics) a 20 mg.ml .
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Cette étape, dénaturant les protéines, permet la destruction des membranes bactériennes.
La solution, devenue blanchatre, a été mise 5 min a température piéce, dans un rotateur
LABQUAKE® (Barnstead/Thermolyne, Dubuque, lowa) et 30 min a 50 °C. Passé ce
délai, les étapes d’ajout de SDS et de protéinase K, de rotation douce et d’incubation ont
été effectuées a nouveau. Il a été ajouté ensuite, 500 pl de NaCl 5 M préchauffés a 65 °C.
Le mélange a été agité doucement a I’aide du rotateur durant 5 min a température
ambiante. Puis, 400 pl de CTAB/NaCl préchauffés a 65 °C ont été ajoutés. Le mélange a
été mis en rotation 5 min pour étre ensuite incubé 10 min a 65 °C.

L’ADN a été débarrassé de ses contaminations en rajoutant 4 ml d’une solution de
chloroforme-alcool isoamyl (ratio 24 :1). Les tubes ont été déposés sur le rotateur jusqu'a
I’obtention d’une émulsion fine soit, au minimum, 1 h 30. Les tubes ont été centrifugés
durant 10 min a 10000 RPM a I’aide d’adaptateurs et du rotor JA-17 des centrifugeuses
Beckmam J-21B ou J2-21M (Beckmam Instruments Inc., Palo Alto, CA). La phase
aqueuse a été déposée dans un nouveau tube propre. A cette solution, il a été ajouté un
volume égal (environ 3,750 ml) d’une solution de phénol-chloroforme-alcool isoamyl
(ratio 25 :24 :1). Les tubes ont été mis sur le rotateur 5 min et le tout a été centrifugé dans
les mémes conditions que précédemment. De la méme fagon, la phase aqueuse a été
prélevée et les mémes étapes [volume égal phénol-chloroforme-isoamyl alcool (ratio
25 :24 :1), rotation, centrifugation, prélévement de la phase aqueuse] ont été renouvelées.
A cette nouvelle phase aqueuse, il a été ajouté 0,6 volume d’isopropanol. La solution a été
mélangée par inversion douce jusqu'a I’apparition d’un filament d’ADN visible a I’ceil nu.
La majorité du liquide (sans I’ADN) a été ensuite 6té par inversion et par aspiration
Jusqu'a laisser I’ADN dans environ 500 pl. Ce volume et I’ADN ont été ensuite transférés,
par inversion, dans un tube Eppendorf propre. Sans toucher au précipité d’ADN, le
maximum de liquide a été 6té et Iml d’éthanol 75 % a été ajouté pour laver ’ADN. Le
tout a été mélangé par inversion douce. Cette étape de lavage a été, a nouveau, répétée et
tout I’éthanol a été éliminé par aspiration puis séché durant 1 ou 2 min. L’ADN obtenu a
été dissout dans un volume d’eau ou de tampon TE, allant de 20 pL a 200 pL (en général
100 pL), suivant I'utilisation et la concentration désirée. Les tubes ont été deux fois

incubés a 65 °C durant 15 min et 4 °C durant 5 min cela, dans le but de bien dissoudre
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I’ADN. Les échantillons ont été traités avec de la RNase A (Roche Diagnostics) a une

concentration finale de 100 ug.ml"', durant 30 min a 37°C et ont été entreposés a 4°C.

3.2.7 Préparation des sondes par marquage radioactif 4 ’aide du **P

Deux méthodes ont été utilisées pour le marquage radioactif de sondes, suivant la
disponibilité de la source de **P.

La premiére (Richer 2005), moins efficace et utilisée pour le marquage des
oligonucléotides, fait intervenir 1’enzyme T4-polynucléotide kinase (T4-PNK. NEB).
Bricvement, 2 puL. de tampon T4 PNK 5X, 2 uL de [ynP]-ATP (10 pCi.uL™") (Amersham
Biosciences), et 2 uL de T4 PNK (10 000 unités.ml ') ont été ajoutés a 6 nL d’ADN (20 a
200 ng). La sonde a été incubée a 37° C durant 3-4h.

La seconde méthode (Makui, Roig et al. 2000; Bergevin 2003) fait intervenir
’enzyme « DNA Polymerase 1, Large (Klenow) Fragment» (NEB). Dans un tube a
capuchon vissable, ’ADN (20 a 200ng dans un volume final de 30 pL) a été mis a 100 °C
durant 5 minutes. Ensuite, ces 30 pL ont été placés dans un tube contenant : 2 uL de BSA
100X (NEB), 10 pL d’OLB 5X, et 7 uL de [a’*P]-dCTP (10 pCi.uL") (Amersham
Biosciences). Aprés I’ajout de 0,5 pL de Klenow (5 000 unités.ml™'), le tube a été incubé
a température ambiante durant 3-4 h. L’OLB 5X, conservé a -20°C, est composé de :

- 100 pL de solution A : [Iml d’une solution 0 (1,25 M Tris, 0,125 M de MgCl, pH 8.,0),
I8 pL. B-mercaptoéthanol, et 5 uL de solution a 100 mM de chaque dNTP sauf le dCTP]

- 250 pL de solution B : [2 M Hepes pH 6,6]

- 250 pL de solution C: [Solution d’hexaméres aléatoires a 90 unités.ml”' (Amersham
Pharmacia Biotech)].

Aprés I'incorporation de la radioactivité, les sondes ont été purifiées en utilisant la
trousse « QIAquick Removal Nucleotides Kit» de la compagnie Qiagen (Mississauga,
ON). Le protocole a été effectué conformément aux instructions du manufacturier et les
ADN ont été dissous dans un volume final de 200 pL. La quantité de radioactivité a été
déterminée en déposant 2 pL de solution contenant la sonde, dans un tube contenant 2 ml

de liquide a scintillation,  ’aide du compteur a scintillation « Beckmam LS 1701 Liquid
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Scintillation System » (Beckmam Instruments-Nuclear Systems Operations, Fullerton,

CA).

3.2.8 Buvardage de type Southern

Le protocole a déja été décrit (J. Sambrook 1989; Makui, Roig ct al. 2000)
cependant, certaines modifications ont été apportées.
L’ADN génomique a été digéré durant 16h a 37°C en général, dans un volume final de 10
uL. Celui-ci comprenait les réactifs suivants: 7 uL (avec | pL de BSA 10X) ou 8 pL
d’ADN génomique, | pL de tampon de digestion 10X (NEB), et | uL d’enzyme (5 a 20
unités). La digestion, sans purification, a ensuite été déposée dans un gel d’agarose | %,
et la migration a été effectuée a 90 V durant environ 2-3 h. Le gel a été incubé ensuite
dans une solution de bromure d’éthidium puis photographié. Tel que décrit dans le
manuel « GeneScreen Plus NEF 976 » (NEN Life Science Products, Boston, MA), le gel
a été déposé dans des bains successifs, 10 min dans du HCI 0,25 N, 4 fois dans de I’eau
milliQ durant 3 min, 2 fois 15 min dans un bain d’une solution de dénaturation (0,6 M
NaCl, 0,4 N NaOH), 2 fois |5 min dans un bain de solution de neutralisation (1,5 M
NaCl, 0,5 M Tris-HCI pH 7,5). Les échantillons ont été transférés par capillarité sur une
membrane de nylon « GeneScreen Plus NEF 976 » (NEN Life Science Products, Boston,
MA), a I’aide du «Life Technologie™, Blot Transfert System [1.14» (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD) contenant une solution de SSC 10X pH 7 (1,5 M NaCl, 0,15 M de
citrate de sodium), pendant une période d’au moins 36 h. La membrane a ensuite été
déposée par le coté opposé a I’ADN, durant quelques secondes, dans 2 mL de solution de
dénaturation sur un papier paraffine. La méme chose a été faite avec 2 ml de la solution
de neutralisation. Puis la membrane a été baignée dans du SSC 10X et elle a été déposée
sur du papier cellophane. Par la suite, elle a été traitée aux rayons UV, a une dose de 150
mlJ, a ’aide du « BIO-RAD GS Gene LinkerTM UV Chamber » (Bio-rad Laboratories,
Richmond, CA). Enfin, la membrane a été déposée sur un papier buvard et cuite a 80°C
pendant 2-3h.
La membrane a été déposée dans un tube a hybridation préchauffé a 65°C, la face
ADN tournée vers I’intérieur du tube, et 5 ml de solution de pré-hybridation préchauffée a

65°C ont été ajoutés. La solution de pré-hybridation contenait : 16,29 mL d’H,O MilliQ
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stérile, 6 mL de « Blocking Reagent » (Roche cat N° 1096 176), 7,5 mL de SSC 20X, 150
pL de Lauryl-sarkosyl 20 %, 60 pL de SDS 10 %. Le tube a été mis en rotation, dans le
four a hybridation « Hybridation Incubator model 310 » (Robbins Scientifics Corporation,
Sunnyvale, CA), préchauffé a 65°C, durant 5 min, dans le but de rincer le tube. Ensuite, la
solution a été Otée et remplacée par 10 ml de solution de pré-hybridation préchauffée a
65°C. Le tube a été mis en rotation, dans le four a hybridation, durant 2 h. La sonde
radioactive, bouillie durant 10 minutes, a été ajoutée a 10 ml de la solution de pré-
hybridation conservée a 65°C (a une concentration finale 2 millions CPM.ml"). Le tube a
été vidé de la solution de pré-hybridation et les 10 ml de la solution contenant la sonde
radioactive ont été ajoutés. Le tube a été mis en rotation dans le four a hybridation 4 65°C
durant environ [6h. Passé ce délai, les tubes ont été vidés de leur contenu et les
membranes ont subit les lavages suivants : deux fois 15 a 30 min avec environ 150 ml de
solution | (SSC IX + SDS 0,1 % + 0,02 % Lauryl Sarcosyl) préchauffée a 65°C et deux
fois 15 a 30 min avec environ 150 ml de solution 2 (SSC 0,1 X + SDS 0,1 % + 0,02 %
Lauryl Sarcosyl) préchauffée a 65°C. Ces étapes se sont faites dans les tubes placés au
four a4 65 °C avec rotation. La membrane a été sortie du tube a I’aide de pinces et
enveloppée de papier cellophane.

La membrane a été placée dans une cassette « Spectroline » (Spectronics
Corporation, Westbury, NY), et exposée sur film « Kodak Scientific Imaging » (Eastman
Kodak Company, Rochester, NY) et le tout a été placé a -70°C pour un minimum de 24h.
Le film a été développé a I’aide du « Mini-Med/90 X-ray Film processor » (AFP Imaging
Corp, Elmsford, NY). Alternativement, la membrane a été placée dans une casette
« Storage Phosphor Screen » (Molecular Dynamics) et, aprés une exposition de 30 min a
16 h, la cassette a été développée a I’aide du « Phosphorimager SI» (Molecular

Dynamics).

3.2.9 Préparation de bactéries compétentes et transformation

Deux protocoles sont couramment utilisés dans le laboratoire pour la
transformation de bactéries a I’aide de plasmide (Bergevin 2003). Le premier fait subir

une choc chimique aux bactéries (Chung, Niemela et al. 1989) et est plus rapide. 1l a été
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utilisé lors de la transformation de plasmides purifiés et en quantité suffisante. Le second,
plus efficace mais plus long dans la préparation des cellules (Cell-Porator™ Voltage
Booster Users Mannual, Life Technologies, Cat.Series 1612), a été utilisé lorsque les
quantités d’ADN étaient faibles, comme lors des clonages. Celui-ci fait subir un choc
électrique aux bactéries. Un troisiéme protocole de transformation, a I’aide d’un choc
thermique, a été utilisé dans la cadre du projet de mutagenése dirigée, tel que décrit dans

la trousse « QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit » (Stratagene).

33 Construction des plasmides pBAD ::MntH

Le plasmide pBAD24 est un vecteur d’expression et contient un promoteur
inductible a I’arabinose (Guzman, Belin et al. 1995). 11 a été choisi pour cloner le géne
mntH de E. coli et de ses homologues car il est strictement régulé et ne montre pas de
fuite d’expression en absence d’inducteur (Makui, Roig et al. 2000). De plus, pBAD24
contient un site Ncol avec un motif ATG qui peut étre utilisé pour une production
optimale de protéines (Siegele et Hu 1997). Les sites de restriction Ncol a été utilisé car
il contient le codon ATG et, les motifs digérés par Ncol ou BspHI peuvent étre liés
ensemble. Dans le texte qui suit, le plasmide pBAD :: MntH est le nom général qui sera
donné pour représenter tous les plasmides pBAD codant pour différentes protéines MntH.

Les cadres de lecture de mntH de Xanthomonas campestris pv campestris souche
33913 (gracieuseté de : Dre V. Toussaint, Centre de Recherche et de Développement en
Horticulture, Agriculture et Agroalimentaire Canada, QC, Canada), Erwinia chrysanthemi
souche 3937 (ADN génomique gracieuset¢é de Dre D. Expert, Institut National
Agronomique Paris-Grinon, France), S. Typhimurium isolat Keller et Pseudomonas
Jluorescens SBW25 (Dr. P. Rainey, University of Oxford, United Kingdom) ont été
amplifiés a I’aide, respectivement des PCR Xcamp, Echry, Styp et Pflu (tableau 4) a
partir d’ADN génomiques. Les produits purifiés ont été digérés par Ncol-Xbal et liés avec
pBAD?24 digéré par les mémes enzymes pour donner respectivement pBAD ::XcamCa,
pBAD ::EchrA, pBAD ::StypA et pBAD ::PfluCy.

Les cadres de lecture des geénes mntH de Wigglesworthia brevipalpis (ADN

génomique gracieuseté de Dr Serap Aksoy, Department of Epidemiology and Public
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Health, Yale University School of Medicine, USA), Nostoc punctiforme, Streptococcus
mutans et Bacteroides fragilis (ADN génomique ATCC), ont été obtenus par digestion
Neol-Kpnl des plasmides pBS5’mntH :: Npunc, pBS5’mntH :: Wiggle, pBS5’ mntH ::
Smut, et pBS5’mntH :: Bfrag, produits par Etienne Richer. Les produits de digestion ont
¢té lies a pBAD24 digéré par Ncol-Kpnl, pour donner respectivement les plasmides
pBAD :: NpunCa, pBAD :: WbreCp, pBAD :: SmutCB, et pBAD ::BfragB.

Les cadres de lecture des deux genes mntH de Serratio marcescens (Dr H. W.
Ackermann, Université Laval, QC, Canada) ont été amplifiés a I’aide des PCR SmarA et
SmarA’, a partir du méme ADN génomique. Les produits de PCR ont été digérés par
BspHI-Xbal et liés avec pBAD24, digéré par Ncol-Xbal, pour donner respectivement les
plasmides pBAD :: SmarA, pBAD :: SmarA’.

Les plasmides pBAD ::CtepB (Richer, Courville et al. 2003) et pBAD EcolA
D34G (Chaloupka, Courville et al. 2005), étaient déja disponibles dans le laboratoire de
méme que pBAD NXI1.I (renommé pBAD ::EcolA) (Makui, Roig et al. 2000).

Tous les cadres de lectures ont été sequencés et aucune différence n’a été observé
en comparaison avec les séquences des souches dont le génome a été sequencé
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi), sauf dans le cas de :

EchrA : V3937m16r3291303700pen™ Tricoin329

SmarA : Taw119P2170 = Sgeaind, PLIS = G11, 1127V = V126, R156L = K155, FI80L =
L179, V2231 = H222, Q286H = H285, H320R = R319

SmarA’ : V 4114 18G2170 = Ieoind02

34 Mutagenése dirigée des protéines EcolA, CtepB, et XcamCa

Tel que décrit dans (Chaloupka, Courville et al. 2005), plusieurs autres plasmides
ont été¢ produits. Ceux-ci codent pour des protéines MntH ayant une mutation sur
I"histidine qui se trouve en position 216 pour la protéine EcolA, en position 214 pour
CtepB, et 238 pour XcamCa. Ces mutations ont été effectuées a I’aide de la trousse
« QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit » (Stratagene). Les oligonucléotides ont

été concus a I'aide du site http:/labtools.stratagene.com/QC/. Toutes les étapes de
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mutagenése ont été effectuées conformément aux instructions du manufacturier
cependant, les quantités de réactifs, lors de la réaction de polymérisation, ont été divisés
par 2,5. Les réactifs suivants ont été ajoutés : 2 pL. de tampon 10X fourni, 0,4 pl. d’ADN
(2 4 20 ng), 0,4 pL de chaque solution d’oligonucléotides a 125 ng.uL "', 0,4 uL d’une
solution de dNTP fournie, et 16,4 uL d’H,0 pour un volume total de 20 pL. Les
échantillons ont ensuite été déposés dans le thermocycleur. Dans tous les cas, les
parameétres utilisés ont été de 30 secondes de dénaturation a 95 °C, suivi de 17 cycles : 30
s de dénaturation a 95 °C, 30 s d’hybridation a 55 °C et 6 min d’élongation a 68 °C. Les
échantillons ont ensuite été traités pendant une heure a 37 °C, avec | pL de I’enzyme de
restriction Dpnl. Le but de cette étape est d’éliminer les plasmides parents méthylés.
Ensuite, les plasmides ont été introduits par choc thermique, dans les souches E. coli XLI-
Blue fournies, comme indiqué par le manufacturier.

Les plasmides pBAD ::EcolA H216A et pBAD :: EcolA H216R ont été construits a partir
de pBAD.NXI.I a I’aide, respectivement, des couples d’oligonucléotides EcoH2 16AF-
EcoH216AR et EcoH216RF-EcoH216RR (tableau 3). Les plasmides pBAD :: XcamCa
H238A et pBAD :: XcamCa H238R ont été construits a partir de pBAD ::XcamCo 2
I’aide, respectivement, des couples d’oligonucléotides XcaH238AF-XcaH238AR et
XcaH238RF-XcaH238RR (tableau 3). Et enfin, les plasmides pBAD ::CtepB H214A et
pBAD ::CtepB H2I14R, ont été construits a partir de pBAD :CtepB a [’aide,
respectivement, des couples d’oligonucléotides CteH2 14AF-CteH214AR et CteH214RF-
CteH214RR (tableau 3). Les mutations ont été vérifiées par digestion. En effet,
I"introduction de la mutation faisait apparaitre ou disparaitre un site de restriction. De plus
les cadres de lecture des plasmides pBAD ::EcolA H216A et pBAD :: EcolA H216R, ont

été séquences.

3.5 Marquage métabolique des homologues MntH a Paide de |**S]-Méthionine

Le marquage métabolique des homologues a été effectué tel que précédemment
décrit (Makui, Roig et al. 2000) cependant, certaines modifications ont été apportées. Les
différentes souches de E. coli DH11S mntH portant I’'un des plasmides pBAD ::MntH, ont

¢été mises en culture dans 3 ml de milieu LB supplémentés d’antibiotiques (Amp, Km).
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Celles-ci ont été incubées durant 16 h a 37 °C et a 250 RPM. Aprés cette incubation, les
DOgoo ont été mesurées en diluant les cultures au dixiéme et | ml de chaque culture a été
centrifugé | min a 8000 RPM. Aprés avoir enlevé le surnageant, le culot bactérien a été
lavé en le dispersant dans | ml de milieu minimal (G/M, pH 7 incomplet) et en
centrifugeant 1 min 4 8000 RPM. Le nouveau culot a été dispersé dans Iml de milieu
G/M incomplet. Cette solution a servi a ensemencer 3 ml de milieu minimal incomplet
préchauffés a 37 °C de maniére a obtenir une DOy finale de 0,6 (facteur de dilution

DOgoo on 70,6). Cette culture a été incubée durant 3-4 h a 37 °C a 250 RPM. A la fin de
cette incubation, les DOggo ont été mesurées en diluant chaque culture au dixiéme et les
densités optiques ont été ajustées de maniére a obtenir 2,4 ml de culture 4 une DOgqp de
0,6 (normalement les cultures étaient déja a 0,6 car il n’y a pas vraiment de croissance
dans le milieu G/M incomplet). Ces 2.4 ml ont été centrifugés | min a 8000 RPM. Le
surnageant a €té enlevé par aspiration et dispersé dans 1,2 ml de milieu G/M incomplet.
De cette solution, | ml a été transvasé dans un tube de culture et mis dans la glace jusqu’a
I’induction. Les échantillons ont ensuite subit différents traitements. Le premier a été un
préchauffage de 3 min a 37°C. Le second a été I’induction du géne mntH, en rajoutant |
ml de milieu G/M incomplet, avec 0,4 % arabinose, préchauffé a 37°C. Les tubes ont été
incubés & 37°C durant 5 min et cette incubation a été suivie d’une étape de marquage
radioactif en rajoutant 500 pL d’une solution de **S L-méthionine (Amersham
Biosciences) a 0,04 uCi.uL™', supplémentée d’arabinose a 0,4 % et préchauffée a 37 °C.
Les tubes ont ét€ incubés a 37 °C durant 30 min. La derniére étape a été la chasse, en
rajoutant 500 pL d’une solution de L-méthionine, a 0,2 % et non radioactive,
supplémentée de 0,4 % d’arabinose et préchauffée a 37 °C. Les tubes ont été incubés a 37
°C et, aux temps indiqués sur la figure 7, 300 uL ont été prélevés, mis dans des tubes
Eppendorf de 1,5 ml et déposés immédiatement dans la glace. Ces tubes ont été
centrifugés 2 min a 13000 RPM et le surnageant a été 6té délicatement par aspiration. Le
culot a été mélangé a 21,4 pL de tampon de lyse et 2 puL ont été prélevés pour la mesure
de radioactivité. Les tubes ont été stockés immédiatement a — 70°C. Le tampon de lyse
était composé d’une gélule de « Complete Mini EDTA-Free Protease Inhibitor» (Roche

Molecular Biochemicals) dissoute dans 8 ml d’une solution de « 1X Sample Buffer (SDS
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reducing) » (0,0625 M Tris-HCI pH 7.2, SDS 2 %, glycérol 10 %, 2-B-mercaptoéthanol,
bleu de bromophénol 0,125 %).

La quantité de radioactivité (seulement pour le temps t=0) a été déterminée en
déposant les 2 pL. des échantillons dans un tube contenant 2 ml de liquide a scintillation, a
I"aide du compteur a scintillation « Beckmam LS 1701 Liquid Scintillation System »
(Beckmam Instruments-Nuclear Systems Operations, Fullerton, CA).

Les échantillons ont été analysés a I’aide de gel SDS-Page, tel que décrit
précédemment (J. Sambrook 1989; Makui, Roig et al. 2000). Les gels de séparation
utilisés avaient une concentration d’acrylamide de 12 %, et étaient composés de 6,7 ml
d’H,O MilliQ, 5 ml de Tris-HCI 1,5M pH 8,8, 200 pL de SDS 10 %, 8 ml d’une solution
a 30 % d’acrylamide/bis, 100 pL d’ammonium persulfate (APS) 10% préparés
fraichement, et de 10 uL. de TEMED (N,N,N',N'-tétraméthylethyléne diamine). Le gel de
compaction était, quant a lui, constitué de 12,2 ml d’H-O MilliQ, 5 ml de Tris-HCI1 0.5 M
pH 6,8, 200 pL de SDS 10 %, 2,6 ml d’une solution & 30 % d’acrylamide/bis, 100 ns
d’APS 10 %, et de 10 uL. de TEMED. A chaque expérience, la mesure de la radioactivité
des échantillons a t=0, a permis d’homogénéiser le nombre de CPM par puits et, en
moyenne, 3. 10° CPM ont été déposés dans chaque puits. Les protéines ont ensuite migré
a I'aide de I'électrophorése « Mini PROTEAN® 3 Cell » (Bio-Rad) remplie de tampon
d’¢électrode 1X pH 8,3 (dilution d’une solution 5X : Tris 15 g.L "', glycine 72 gL' SDS5
g.L"). Aprés la migration, les gels ont baigné durant 40 min, dans une solution de
méthanol 40 %, acide acétique 10 %, et ont été séchés sur papier buvard, durant | h 30 a
80 °C, a I’aide de I’appareil « Slab Dryer Model 483 » (Bio-Rad).

Les gels ont été exposés et developpés de la méme facon que lors du buvardage de

type Southern (section 3.2.8).
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3.6  Construction du plasmide pGBM6-pH et mesure du transport de protons

dépendant des homologues

Durant cette étude, un plasmide exprimant une GFP ratiométrique a été construit.
Les étapes de construction ainsi que le protocole de mesure du transport de protons par
les protéines MntH, sont décrits dans I’article suivant (Courville, Chaloupka et al. 2004).
Brievement, la GFP ratiométrique a été amplifiée du plasmide pGFPratiometric (Olsen,
Budde et al. 2002), a I’aide du couple d’oligonucléotides Gratio2F-Gratio2R (tableau 3)
et de la PCR Gratio2 (tableau 4). Aprés digestion par Sphl et Hindlll, le fragment a été
cloné dans pJBAIlI (Andersen, Sternberg et al. 1998). La cassette, Pajig403-RBSH-gfp
ratio-TO-T1, a été extraite de ce plasmide en utilisant les sites Notl et, des bouts francs ont
été générés, dans le but de lier ce fragment 8 pGBM6 digéré par Smal. Le plasmide ainsi
produit a été appelé pGBM6-pH. Ce plasmide a été introduit dans la souche E. coli
DHIIS mntH, par électroporation. Et, par la suite, les différents plasmides pBAD ::MntH
ont été introduits dans ces bactéries, par la méthode de transformation chimique TSS.

Le protocole utilisé pour mesurer le transport de protons a déja été décrit
(Courville, Chaloupka et al. 2004). Aprés une induction des homologues, durant 1 h a
I’aide de 0.06 % d’arabinose, les bactéries ont été lavées avec | ml de tampon citrate-
potassium phosphate (50 mM, pH 5) et resuspendues dans ce méme tampon, de facon a
obtenir une culture possédant une DOy de 0,2. Par la suite, la fluorescence a été mesurée
a l'aide du “Cary Eclipse fluorescence spectro-photometer » (VARIAN, Inc.). Les
parametres d’excitation utilisés ont été de 410 et 470 nm et I’émission a été détectée a 520
nm. Préalablement, une courbe de calibration a été produite dans le but de convertir le

ratio d’excitation R, a t = 500 s (410/470 nm), en concentration intracellulaire de protons.

3.7 Construction d’un mutant S. Typhimurium mntH ::Km, sit4 ::Sm (M2S)

Les travaux d’Elise Boyer I’ont amené a créer un certain nombre de mutants S.
Typhimurium (Boyer, Bergevin et al. 2002) dont le double mutant mmtH ::Cm, sitA-
D ::Sm, ainsi que les simples mutants sit4-D ::Sm et mntH ::Cm. Le but final de 1’étude

des homologues, est de les insérer dans le génome de S. Typhimurium sit4-D ::Sm, i la



61

place de mntH, sous contrdle du promoteur natif du géne nmnrH de S. Typhimurium. Le
plasmide suicide pKO3 peut étre utilisé pour I’échange d’alléles. Or, celui-ci code pour la
méme résistance que mnrH ::Cm. La stratégie qui a été choisie est I’échange de
mntH ::Cm pour mntH ::Km.

Pour ce faire nous avons construit le plasmide pKO35’Km3’ (Makui, Roig et al.
2000; Boyer, Bergevin et al. 2002). Ce plasmide est constitué d’un insert en trois parties.
La premicre partie, appelée 5°, correspond a un fragment d’environ 800 pb identique a la
région en 5’ du cadre de lecture de mntH de S. Typhimurium. Celle-ci est reliée a une
cassette de résistance a la kanamycine par un site Ncol (correspondant au codon de départ
de mntH). Elle méme reliée, par un site Xbal (correspondant au codon stop de mntH) a
une troisieme partie, appelée 3°, qui correspond a un fragment d’environ 800 pb identique
a la région en 3’ du cadre de lecture de mnrH de S. Typhimurium.

Pour construire ce plasmide, la partie 5’ a été amplifiée, a partir de I’ADN
génomique de S. Typhimurium, a ’aide de la PCR 5°Styp (tableau 4) et des amorces
5’StypF et 5’StypR (tableau 3). La cassette de résistance & la kanamycine a été amplifiée,
a partir de p34s-Km, a I’aide de la PCR Kana (tableau 4) et des amorces KanaF et KanaR
(tableau 3). Aprés digestion par Ncol-Pstl de la partie 5° et par Ncol-Xbal de la cassette
kanamycine, ces fragments ont été liés 8 pGBM6 digéré par Pstl-Xbal, pour former le
plasmide intermédiaire pGBM65’Km. Les clones ont été sélectionnés sur une gélose LB
supplémentée de kanamycine et de spectinomycine. Aprés extraction, les plasmides
obtenus ont été vérifiés par digestion Ncol-Notl, Ncol-Xbal, et Pvul.

La partie 3 a été amplifiée, a partir de I’ADN génomique de S. Typhimurium, a I’aide de
la PCR 3’Styp (tableau 4) et des amorces 3’StypF et 3’StypR (tableau 3). Cependant, une
quantité trés faible d’ADN ayant été obtenue, une seconde PCR, avec les mémes amorces,
a été effectuée a partir de ce premier produit PCR. Aprés digestion par Xbal-Kpnl de la
partie 3°, ce fragment a été li¢ 4 pGBM65’Km digéré par les mémes enzymes, pour
former le plasmide pGBM65°Km3’. Aprés extraction des plasmides, ceux-ci ont été
vérifiés par digestion Sspl, Pvul, Hinfl, Narl, Notl-Ncol.

Suite a cela, nous nous sommes apergus qu’une erreur avait été commise sur I’identité du
codon de départ du géne mntH. En effet, le codon ATG choisi (site Ncol de la partie 5°)

n’était pas celui qui avait été décrit comme codon de départ (Kehres, Zaharik et al. 2000).
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Et comme ce détail sera important pour la construction des plasmides pKO35’ mntH3’, un
nouveau fragment 5°, plus long, a donc été amplifié a partir de ’ADN génomique de S.
Typhimurium, a I’aide de la PCR 5’Styp2 (tableau 4) et des amorces 5’StypF et 5’StypR2
(tableau 3). Apres digestion par Ncol-Psil, ce nouveau fragment a été lié a
pGBM65°’Km3’ digéré par les mémes enzymes. Les clones ont été vérifiés, a I’aide de la
PCR sur colonie V5’styp2 (tableau 4) et les fragments 5’ et 3’ du nouveau plasmide
pGBMG65’Km3’ ont été séquencés.

Le plasmide pKO3 ayant une origine de réplication thermosensible, toutes les
¢tapes a venir ont été effectuées a 30 °C. Le plasmide pKO35’Km3’ a été construit en
liant la cassette 5’Km3’, provenant du bon plasmide pGBM65’Km3” digéré par Notl, a
pKO3 lui aussi digérés par Norl. Les bactéries portant le bon plasmide ont été vérifies a
I’aide de la PCR pKO3 (tableau 4) et, aprés I’extraction des plasmides, par digestion a
I’aide des enzymes Pvul, Sspl, Notl, et Neol.

La délétion du géne mntH de S. Typhimurium, a pu étre réalisée grice aux
propriétés du plasmide pKO3 (Link, Phillips et al. 1997). Premiérement, ce plasmide
contient une origine de réplication thermosensible qui force le plasmide & s’intégrer au
génome a 43 °C, sous pression sélective (chloramphénicol), a I’aide d’une premiére
recombinaison homologue. Deuxiémement, le plasmide contient un géne sacB, qui
métabolise le sucrose en un composé toxique. Ceci force I’expulsion du plasmide, a ’aide
d’une seconde recombinaison. Les clones ayant effectué une seconde recombinaison
différente de la premiére (fragment opposé) vont donc porter, dans leur génome, la casette
de résistance a la kanamycine a la place du géne mntH. 1ls ont ainsi pu étre sélectionnés.
Le plasmide pKO35’Km3’ a été introduit dans S. Typhimurium sitd-D par
€lectroporation. Une dizaine de colonies ont été prélevées et dispersées dans | ml de
milieu LB. Ensuite, 100 pL de ce mélange et des dilutions 1.10", 1.102 1.107, ont été
¢talés sur des géloses LB contenant du chloramphénicol (premiére recombinaison). Apres
une incubation de 16 h a 43 °C, une dizaine de colonies ont été prélevées et mélangées a |
ml de milieu LB. 100 pL de ce mélange et des dilutions 107", 1.102, l.l0'3, ont été
¢talés sur des géloses LB contenant de la kanamycine et du sucrose 5 % (seconde

recombinaison). Aprés une incubation de 16 h a 30 °C, les colonies (M2S) apparaissant
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sur la gélose, sont celles qui ont effectué la double recombinaison homologue et portent
donc une cassette de résistance a la kanamycine a la place du cadre de lecture de mntH.
Nous avons effectué un buvardage de type Southern (décrit précédemment) pour
vérifier que la délétion avait bien été effectuée. L’ADN génomique de S. Typhimurium et
de deux mutants indépendants M2S, ont été extraits et digérés par les enzymes Hindlll et
Pstl. Les clones ont été analysés par buvardage de type Southern a I’aide de la sonde

radioactive 5°.

3.8  Construction des plasmides pKO35’mntH3’

Le but de I’étude des homologues est de les insérer a la place du géne mntH de .
Typhimurium sit4-D ::Sm. 1l s’agit donc, de construire une série de plasmides pKO3
portant les cadres de lecture, des différents homologues sélectionnés, sous contrdle du
promoteur natif du géne mntH de S. Typhimurium. Les codons de départ ainsi que les
codons stop, des différents génes mnrH introduits, devaient correspondre a ceux du géne
mntH de S. Typhimurium. C’est pourquoi, les sites Ncol et Xbal ont été choisis car leur
séquence contient, respectivement, un codon de départ et un codon stop. Tous les cadres
de lecture de mntH des différents homologues, déja amplifiés par PCR et clonés dans
PBAD24, avaient un site Ncol (ou BspHI) correspondant a leur codon de départ.
Cependant, le site Xhal ne correspondait pas, pour certains, au codon stop. Dans ces cas
1a, certains cadres de lecture ont dii étre amplifiés a nouveau, avec de nouvelles amorces,
afin que les sites Xbal correspondent aux codons stop. Le cadre de lecture du géne mntH
de E. chrysanthemi a été amplifié a I’aide de la PCR Echry2 (tableau 4) , et des amorces
EchryF et EchryR2 (tableau 3) a partir du plasmide pBAD ::EchryA. Aprés digestion de
ce produit PCR, par Ncol-Xbal, il a été 1ié¢ au plasmide pPGBM65°Km3’, pour former le
plasmide pGBM65’Echry3’. Ce plasmide a été vérifié, par digestion, a I’aide des
enzymes Pstl, Sspl. De plus, la cassette 5’Echry3’ a été séquencée.

Tous les autres cadres de lecture ont été clonés dans le plasmide
pGBM65°Echry3’ digéré par Ncol-Xbal. Les cadres de lecture du géne mntH de S.
Typhimurium, X. campestris, S. mutans ont été amplifiés a 1’aide, respectivement, des

PCR Styp2, Xcamp2 et Smut2 (tableau 4) et des couples d’amorces respectifs, StyNco-
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StypR2, XcampF-XcampR2 et SmutF-SmutR2 (tableau 3), a partir des plasmides
respectifs pBAD ::StypA, pBAD ::XcamCa, et pPBAD ::SmutCp. Aprés digestion de ces
produits PCR, par Ncol-Xbal, ils ont été liés séparément au plasmide pGBM65’Echry3”,
pour former, respectivement, les plasmides pGBM65’Styp3’, pGBM65’Xcamp3® et
pGBM65°Smut3’. Le cadre de lecture du géne A’ de S. marcescens, a été amplifié a partir
de ’ADN génomique, a I’aide de la PCR SmarA’ (tableau 4) et du couple d’amorces
SmarA’F-SmarA’R (tableau 3). Le produit PCR, digéré par BspHl-Xbal, a été lié a
pGBM65’echry3’ digéré par Ncol-Xbal. Le plasmide, issu de cette ligation, a été nommé
pGBM65’SmarA’3’.

Ensuite, toutes les cassettes 5’mntH3’ ont été extraites des plasmides
pGBMO65 mntH3’ par digestion Norl et ont été liées a pKO3, digéré par la méme enzyme.
Les bactéries, portant la cassette 5’'mntH3’ dans pK O3, ont été sélectionnées a I’aide de la
PCR sur colonie pKO3 (tableau 4). Les plasmides correspondants ont été vérifiés par
digestion Ncol-Xbal, Notl, et Sspl. Les différents plasmides pKO35’mntH3" ont été
introduits dans les mutants S. Typhimurium M2S, par électroporation. A noter, que pour
une raison inconnue, nous avons obtenu un plasmide pKO35’Styp3’, non fonctionnel. Ce
plasmide porte I’insert mais ne confére pas de phénotype différent du plasmide pKO3. Ce

plasmide a donc été utilisé comme témoin négatif en supplément du plasmide pKO3.

3.9  Tests de sensibilité aux métaux et aux oxydants des souches E. coli et S.

Typhimurium

Les tests de diffusion ont été utilisés pour déterminer la sensibilité des différents
mutants aux métaux ou a certaines molécules oxydantes. Ces tests ont déja été décrits :
les tests de sensibilité aux métaux des souches E. coli DHI11S mntH, portant les plasmides
pBAD :: MntH dans (Makui, Roig et al. 2000) et les tests de sensibilité aux oxydants pour
les mutants E. coli dans (Bergevin 2003) et pour les souches S. Typhimurium dans
(Boyer, Bergevin et al. 2002). Cependant, certaines modifications ont été apportées.

Brievement, les souches E. coli DHIIS mntH, portant les plasmides pBAD ::
MntH, ont été mises en culture durant 16h a 37°C a 250 RPM, dans du milieu LB

supplémenté des antibiotiques correspondants. Ces cultures ont été diluées (1/300) dans 3
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mlde milieu LB et incubées jusqu’a l'obtention d'une DOgyy de 0,6. Ces nouvelles
cultures ont été diluées (1/30) dans 7,5 ml milieu Top-GTA a 50 °C (comprenant les
réactifs suivants ajoutés fraichement : arabinose 6.10° %, vitamine Bl 0,1 %, MgS0O4
0,01 M et ampicilline 100 pg.ml"'). Ce mélange a été déversé rapidement sur une gélose
de 40 ml milieu GTA (comprenant les mémes réactifs ajoutés fraichement), dans une
boite de Pétri de 15 cm de diamétre. Aprés 15 min d’attente, pour que le milieu Top-GTA
durcisse, 5 disques (Whatman N° 2, 6 mm de diamétre) par gélose, ont été déposés a la
surface de chaque gélose. Les disques contenaient 10 pL de FeSO, (1 M), CoCl> (0,25
M), ZnCl; (0,25 M), CdCl; (0,125 M), ou MnCl> (I M). Aprés une incubation de 16 h a
37°C, les diametres d’inhibition de croissance ont été mesurés.

Dans le cas des tests de sensibilit¢ aux oxydants, des mutants E. coli, ou S,
Typhimurium, le protocole varie peu. Les souches ont été mises en culture dans du milieu
LB supplémenté des antibiotiques correspondants durant 16h a 37°C a 250 RPM (30 °C si
les souches S. Typhimurium portaient les plasmides pKO3). Ces cultures ont été diluées
(1/300) dans 3 ml de milieu LB et incubées jusqu’a I'obtention d'une DOgy de 0,6 pour E.
coli et 0,4 pour S. Typhimurium. Ces nouvelles cultures ont été diluées (1/30) dans 3 ml
milieu Top-LB (avec arabinose 6.107 %, ou chloramphénicol 10 pg.ml”' dans certains
cas) puis déversées rapidement sur une gélose de 15 ml milieu LB (Avec arabinose 6.10
%, ou chloramphénicol 10 pg.ml”' dans certains cas). Apres 15 min d’attente, des disques
(1/gélose) contenant 10 uL. de ménadione (1,5 M), t-BOOH (0,5 M) ou H,O, (8,94 M),
ont ét¢ déposés au centre de la gélose. Aprés une incubation de 16 h & 37 °C (30 °C si les
souches S. Typhimurium portaient les plasmides pKO3), les diamétres d’inhibition de
croissance ont été mesurés.

A noter que les pinces, servant & déposer les disques, ont été lavées dans I’eau,
dans I’éthanol 75 %, flambées et refroidies avant chaque dépét de disques pour éviter les

effets croisés entre les métaux ou entre les oxydants.
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Figure S. Représentation schématique des différents fragments utilisés pour Ia

construction des plasmides pK18.

Le fragment XcaPCRI a été¢ amplifié a ’aide de la PCR XcaPCRI (tableau 4), a
partir de I’ADN de pBAD :XcampCa et a I'aide du couple d’amorces XcaSmalF-
XcampR2 (tableau 3). Ce fragment a servi a la construction du plasmide intermédiaire
pKl18clonl.

Un fragment, appelé XcaPCR2 (partie mntR), a été amplifié a ’aide de la PCR
XcaPCR2 (tableau 4), a partir d’ADN génomique et a 1’aide du couple d’amorces
XcaHindIHIF-XcaNoMutR (tableau 3). Ce fragment a servi a la construction des
plasmides intermédiaire pK 18mntH, pK 18mntH-R (Cm), pK 18recon].

Un fragment, appelé Xcamp2 (partie mntH), a été amplifié a I’aide de la PCR
Xcamp2 (tableau 4), a partir de pBAD ::XcampCa et a I’aide du couple d;amorces
Xcamp2F-Xcamp2R (tableau 3). Ce fragment a servi a la construction du plasmide

pK18comp.
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3.10 Construction des plasmides pour la fabrication des mutants X. campestris

- Construction du plasmide pK18clonl.

Le fragment XcaPCRI (figure 5 partie mntH), digéré par Smal et EcoRI, a été lié a
pK18MobSacB (gracieuseté de CVector), digéré par les mémes enzymes de restriction,
afin de produire le plasmide pK18clonl. Les plasmides ont été vérifiés par une double
digestion Sphl-EcoRl.

- Construction du plasmide pK 18clon2.

La cassette de résistance au chloramphénicol, extraite de p34S-Cm digéré par Smal, a été
insérée dans pK18clonl digéré par la méme enzyme. Les clones ont été sélectionnés par
double résistance kanamycine et chloramphénicol. Aprés I’extraction des plasmides,
ceux-ci ont été vérifiés par digestion EcoRI

- Construction du plasmide pK 18 mntH.

Le fragment XcaPCR2 (figure 5 partie mntR), digéré par Smal et BamHI, a été lié a
pK18clonl digéré par les mémes enzymes de restriction, pour produire le plasmide pK 18
mntH. Les plasmides ont été vérifiés par digestion Smal, Hindlll-EcoRl, Sall et Clal-
EcoRl.

- Construction du plasmide pK18 mntH (Tet)

Ce plasmide contient une partie de I’opéron mntR mntH, dont le cadre de lecture de mmntH
est interrompu par une cassette de résistance a la tétracycline. Ce plasmide a servi a la
construction des mutants X. campestris mntH::Tet. La cassette de résistance a la
tétracycline, extraite de p34S-Tet digéré par Smal, a été liée a pK18 mntH digéré par la
méme enzyme. Les clones ont été sélectionnés par double résistance kanamycine et
tétracycline. Le plasmide, issu de cette ligation, a été appelé pK18 mntH (Tet). Aprés
extraction des plasmides, ceux-ci ont été vérifiés par digestion Clal, Sall, Sphl, Kpnl et
Xbal-EcoRl.

- Construction du plasmide pK 18mntH-R (Cm)

Ce plasmide contient ’opéron cumB-mntR-mntH. Cependant, une partie de mnrR, du
promoteur et une partie de mntH ont été éliminées et remplacées par une cassette de
résistance au chloramphénicol. Ce plasmide a été construit apres ligation des produits de

digestion Sall-Hindlll de pKlI8clon2 et XcaPCR2 (figure 5). Les clones ont été
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sélectionnés par double résistance kanamycine et chloramphénicol. Aprés I’extraction des
plasmides, ceux-ci ont été vérifiés par digestion EcoRI-Hindlll, Sall, et Sphl. Ce plasmide
aurait du servir a la construction des mutants X. campestris mntH-R::Cm. Or, lors de
I’échange d’alléles, des faux positifs (résistants au chloramphénicol mais dont 1I’opéron
mntR mntH était intact) ont été sélectionnés.

- Construction du plasmide pK18mntH-R (Gm)

La cassette de résistance au chloramphénicol du plasmide pK18mntH-R (Cm) a été
échangée avec la cassette de résistance a la gentamycine. Cette derniere, extraite de
p34S-Gm digéré par Smal, a été liée a pK18mntH-R (Cm) digéré par la méme enzyme.
Les clones ont été sélectionnés par double résistance kanamycine et gentamycine et
vérifiés par la suite, aprés extraction des plasmides, par digestion par Bg/ll, BamHI, Kpnl-
Ncol et Hindlll. Ce plasmide a servi a la construction des mutants X. campestris mntH-
R::Gm.

- Construction du plasmide intermédiaire pK 18recon|

Ce plasmide est le fruit de la ligation des produits de digestion Ps71-Hindl1l du plasmide
pK18MobSacB et du produit PCR XcaPCR2 (figure 5). Aprés extraction des plasmides,
ceux-ci ont été vérifiés par digestion par BamHI.

- Construction du plasmide pK18comp

Ce plasmide porte en fait I’opéron cumB-mntR-mntH complet et intact. 1l a été construit
par ligation des produits de digestion par Pstl-Xbal du plasmide pKl8reconl et du
produit PCR Xcamp2 (figureS5). Aprés extraction des plasmides ceux-ci ont été vérifiés
par digestion par BamHI, EcoRI-Hindlll, Sall, et Sphl.

- Construction du plasmide pK18mntR (Sm)

Ce plasmide comprend une partie de I’opéron cumB-mntR-mntH, dont le cadre de lecture
de mntR est interrompu par une cassette de résistance a la streptomycine. Ce plasmide a
servi a la construction des mutants X. campestris mntR::Sm. Pour la construction de ce
plasmide, la cassette de résistance a la streptomycine, extraite de p34S-Sm3 digéré par
Smal, a été liée a pK18comp digéré par Agel-Sall et traité a la T4 DNA polymérase pour
générer des bout francs. Les clones ont été sélectionnés par double résistance
kanamycine, et streptomycine Les plasmides, aprés extraction, ont été vérifiés par

digestion par BamHI, Smal, Ncol, Sall, Bg/l1-Xbal, BspHI et Agel.
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3.11 Construction du plasmide de complémentation pCRH (cumB-mntR-mntH)

Ce plasmide, portant I’opéron cumB-mntR-mntH, consiste en un vecteur qui
pourra étre maintenu dans X. campestris sans intégration, car I’origine de réplication est
compatible avec cette souche bactérienne. Plusieurs versions de ce plasmide, portants
d’autres résistances pouvant étre utilisées avec X. campestris, ont été construites, a partir
de pBBRI-Tp (ATCC 87448) (Kovach, Elzer et al. 1995). Ceux-ci ont été construits par
ligation du produit de digestion de pBBRI-Tp par Nhel-Ncol, traité a la T4 DNA
polymérase, avec les cassettes de résistances extraites, par digestion par Smal, de p34S-
Sm3 (pBBRI-Sm), de p34S-Km (pBBRI-Km), de p34S-Tet (pBBRI-Tet).

L’insert de pK18comp, extrait par digestion Nhel-Xbal, a été 1ié au produit de digestion
de pBBRI-Tet par Xbal, pour former le plasmide pCRH. Les plasmides ainsi générés ont
été vérifiés par PCR sur colonie VRH (tableau 4). Aprés I’extraction des plasmides, ceux-
ci ont été vérifiés par digestion par Hindlll, Ncol-Xbal, Smal, et Sacl.

Le plasmide pCRH a été transformé, par la méthode TSS, dans la souche E. coli S17-Apir,
et introduit, dans X. campestris mntR-H, par conjugaison tel que décrit dans la partie 3.12.
Les souches mntR-H portant le plasmide pCRH, ont été sélectionnées sur géloses TYG

supplémentées d’ampicilline, de gentamycine, et de tétracycline.

3.12 Conjugaison et échange d’alleles dans X. campestris pv campestris

Les plasmides pK18mntH (Tet), pK18mntH-R (Gm). pKi18mntR (Sm), ont été
introduits dans la souche donneuse E. coli S17-Apir (Simon 1983; Boyer, Bergevin et al.
2002), par transformation a I’aide de la méthode chimique TSS. Les bactéries ayant regu
le plasmide, ont été sélectionnées par double résistance kanamycine, streptomycine (et
par la résistance portée par I’insert lorsque celle-ci était différente de la streptomycine).

Des colonies isolées de chaque souche E. coli, ont été mises en culture, durant
16h a 37 °C, a une vitesse de 250 RPM, dans du milieu LB supplémenté des antibiotiques
appropriés. Les souches de X. campestris ont été mises en culture, 24 h avant, dans du
milieu TYG avec ampicilline. Lorsque les deux cultures ont atteint une DOgoy de 0,4, 1l a

été centrifugé séparément 1 mL de la culture des souches S17-Apir et 5 ml de la culture de
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X. campestris (ratio | :5) (Schafer, Tauch et al. 1994). Pour éviter que I’'une ou I’autre des
souches soit tuée par les antibiotiques, tout le milieu a été enlevé. L ’un des deux culots a
été dispersé dans | ml de milieu TYG. Le second culot a ensuite été dispersé a I’aide du
premier mélange. La solution contenant les deux souches, a été centrifugée a 8000 RPM
et le culot a été dispersé dans 100 uL de milieu TYG. Ces 100 puL ont été¢ déposés sur une
gélose TYG et celle-ci a été incubée durant 16h a température ambiante.

Ensuite, la culture a été grattée, dispersée a I’aide de Iml de milieu TYG liquide,
et récoltée. 11 a été étalé 80 a 125 ul par gélose de ce mélange, sur plusieurs géloses
sélectives de TYG supplémentées de sucrose 10 %, d’ampicilline, et de I’antibiotique
porté par I'insert. Les mutants ayant effectué la double recombinaison productive, ont
donc été sélectionnés en une seule étape. En effet, la cassette de résistance portée par
I"insert, permet de sélectionner les souches X. campestris ayant regu le plasmide et donc
I’ayant intégré. Ce plasmide ne peut pas étre maintenu dans X. campestris car I’origine de
réplication n’est pas compatible (Schafer, Tauch et al. 1994). De plus, les plasmides
pK18mobsacB (Schafer, Tauch et al. 1994) codent pour la protéine SacB qui métabolise
le sucrose, présent dans la gélose, en un composé toxique (Steinmetz, Le Coq et al. 1983;
Gay, Le Coq et al. 1985). Donc les seules bactéries qui ont pu croitre sur la gélose, ont été
celles qui portent la cassette de résistance intégrée dans leur génome et qui ont expulsé le
reste du plasmide. L’ajout d’ampicilline dans la gélose, a pour but d’éliminer les
contaminations par E. coli S17-Apir. Les colonies isolées (en général 2) ont été striées sur
des géloses sélectives.

Les constructions ont été ensuite vérifiées par buvardage de type Southern tel que

décrit dans la partie 3.2.8.

3.13 Protocole des tests phénotypiques des mutants X. campestris.

Les deux protocoles qui ont été utilisés pour vérifier I’effet des mutations, ont été :
les courbes de croissance et la mesure des sensibilités a certains produits par la méthode

des tests de diffusions.

Dans les deux cas, les différents mutants ont été mis en culture dans 3 ml de

milieu SB avec les antibiotiques correspondants, a 30°C et a une vitesse de 200 RPM. Les
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cultures ayant atteint la phase stationnaire (de 24 a 48h) ont été diluées jusqu’a
I’obtention d’une DOgyo de 0,4. Ensuite, | ml de cette dilution a été rajoutée a 3 ml de
milieu SB sans antibiotique (DOggo finale de 0,1). Ces nouvelles cultures ont alors été
incubées a 30°C et a une vitesse de 200 RPM.

Dans le cas des courbes de croissance les DOgo ont été lues, aux temps 0, 4, et 8h,
(dilution 1/2) et 24h, 48h, 72h (dilution 1/10). Aprés chaque lecture, les tubes ont été
remis a incuber a 30°C et a une vitesse de 200 RPM.

Le protocole des tests de diffusion a déja été décrit (Mongkolsuk, Whangsuk et al.
2000), mais il a été légerement modifié. Les cultures (DO égale a 0,4), ont été diluées
dans du milieu Top-SB a 50 °C (Iml de culture, 10 ml de milieu). Les tubes ont été
mélangés par inversion. Le tout a été déposé sur une gélose de 40 ml de milieu SB-Agar,
dans une boite de Pétri de 15 cm de diamétre. Aprés un temps d’attente de 15 min, pour
que le Top-SB durcisse, des disques (papier Whatman No. 2 de 6 mm de diamétre)
imbibés de 10 pl des différents produits ont été déposés sur la gélose. Par gélose, 5
disques ont été déposés pour les tests de sensibilité aux métaux, et 3 pour les tests de
sensibilité aux oxydants. Lorsque des disques contenant des produits différents, ont été
déposés successivement, les pinces ont été lavées dans un bain d’eau stérile, puis
d’éthanol 75%, puis brilées a la flamme. Les géloses ont été mises a incuber a 30 °C et
les zones d’inhibition de croissances ont été mesurées aprés 24 et 48 h (cela pour que
certains mutants a croissance lente, atteignent la phase stationnaire. En général, les
valeurs ne variaient pas mais elles étaient seulement plus visibles). Les produits ayant été
déposés sur les disques ont été : t-BOOH 0,5 M, H>0, 0,5 M, ménadione 1,5 M, MnCl- |
M, CdCl, 0,25 M, CuCl> | M.
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3.14  Outils de statistique et de bioinformatique.

Le test t-Student (Milton 1992) a été utilisé pour déterminer si les moyennes
étaient significativement différentes. Celui-ci a été calculé a I’aide du logiciel Microsft
EXCEL (fonction TEST.STUDENT), en comparant les valeurs des mutants avec celle de
la souche sauvage. Lorsque celui-ci a pu étre calculé, le degré de confiance est indiqué
sur les différents graphiques par * (p < 0,05) ou ** (p < 0,01). Dans le cas des
expériences présentant la moyenne de deux valeurs, le test n’a pas pu étre appliqué.
Cependant, lorsque cela est précisé, les expériences ont été faites plusieurs fois et les
mémes ordres de sensibilité ont été observés, mais avec des valeurs différentes.

Le logiciel VectorNTIl Suite 7.0 (Informax, Bethesda, MD), a été utilisé pour
générer les alignements des différentes protéines, ainsi que pour déterminer le
pourcentage de GC de différentes séquences d’ADN (paramétre 200 nucléotides). De
plus, ce logiciel a été utilisé pour analyser les séquences, pour la planification des
clonages et I’analyse des sites de restriction, et pour la représentation des constructions.
Les identifications de génes ou de protéines, a partir de séquences disponibles (NCBI,
Sanger Institute), ont été faites grace a la recherche d’homologie a 1’aide des

programmes BlastX et BlastP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Les pourcentages

de similarité ou d’identité entre deux séquences ont été déterminés en utilisant le
programme « BlastP Two Sequences »

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi).
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4.1 Expression, a I’aide du plasmide pBAD, des homologues dans E. coli DH11S

mntH

4.1.1 Choix des protéines MntH

Afin de caractériser un échantillon suffisamment large de protéines MntH, nous
avons sélectionné des protéines provenant en majorité de souches proches de la famille
des entérobactéries, car nos deux systémes de caractérisation étaient £. coli mntH et S.
Typhimurium isolat Keller mntH sitA-D. Cela nous a permis d’augmenter les possibilités
que ces protéines soient exprimées a des taux similaires. De plus, nous avons sélectionné
des protéines de groupe C qui présentaient des indications de transfert horizontal, comme
SmutCB ou XcamCa (Richer, Courville et al. 2003). Un autre exemple de transfert
horizontal possible est la protéine WbreCP (Richer, Courville et al. 2003), qui est d’un
intérét tout particulier, car le génome de Wigglesworthia brevipalpis est relativement petit
(700 kb). Ceci suggere que cette bactérie s’est spécialisée dans la symbiose intracellulaire
et aurait perdu de nombreux génes superflus (Akman, Yamashita et al. 2002).

La majorité des protéines MntH testées provient de bactéries appartenant a I’ordre
des Enterobacteriaceae comme Escherishia coli (EcolA), Salmonella enterica serovar
Typhimurium isolat Keller (StypA), Erwinia chrvsanthemi (EchrA), Serratia marcescens
(SmarA et SmarA’), Wigglesworthia brevipalpis (WbreCf). Ces bactéries appartiennent
toutes a la classe des y-protéobactéries, ordre des Enterobacteriaceae, famille des
Entérobactéries. Les bactéries Xanthomonas campestris pv campestris (XcamCa) et
Pseudomonas fluorescens (PfluCy) appartiennent aussi a la classe des y-protéobactéries
mais, respectivement, a I’ordre des Xanthomonadales, famille des Xanthomonaceae et a
I'ordre des Pseudomonadales, famille des Pseudomonaceae. D’autres protéines testées
appartiennent a des bactéries phylogénétiquement plus éloignées de nos systémes de
caractérisation. La bactérie Nostoc punctiforme (NpunCa) n’appartient pas au phylum des
protéobactéries, comme les précédentes. Cette bactérie appartient au phylum des
Cyanobactéries, ordre des Nostocales, et famille des Nostococaceaec. De méme, la
bactérie Streptococcus mutans (SmutCP) appartient au phylum des Firmicutes (Gram

positif), classe des Bacillus, ordre des Lactobacillales, famille des Streptococcaceae.
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Enfin, Chlorobium tepidum (CtepB) appartient au super-phylum des Bacteroidetes
(Bactérie phototrophe sulfureuse verte), phylum des Chlorobis, ordre des Chlorobiales
famille des Chlorobiaceae.

Toutes ces especes représentent également, un échantillon large de bacteries
pathogeénes différents. Nous avons choisi des espéces qui sont spécialisées dans
I’infection de mammiféres comme Salmonella, qui peut causer des maladies qui vont de
la salmonellose a la fievre typhoide, des espéces étant spécialisés dans la pathogenése
chez les plantes comme Erwinia chrysanthemi (pourriture molle) ou Xanthomonas
campestris  (nervation noire). Nous avons aussi choisi des agents pathogénes
opportunistes comme S. mutans, une bactérie de la flore buccale et qui est associée a la
formation de caries dentaires, ou S. marcescens qui peut étre associée a des pathologies
chez certains patients immunodéprimés. De plus, certaines espéces sont capables de
survivre dans de nombreuses niches écologiques comme S. marcescens, N. punctiforme,
Chlorobium tepidum (anaérobie stricte). Enfin, on y retrouve des bactéries symbiotiques
comme N. punctiforme qui fixe I’azote et établie des symbioses avec de nombreuses
plantes ou champignons ou comme I’entérobactérie Wigglesworthia brevipalpis, une

bactérie intracellulaire obligatoire de la mouche Tsé-Tsé, vecteur du paludisme.

4.1.2 Recherche d’homologues MntH actifs

Comme il a été décrit dans la partie matériel et méthodes, les différents génes
mntH ont été clonés dans pBAD24, sous contréle d’un promoteur inductible a I’arabinose.
Pour minimiser les différences, le méme codon de départ (ATG), correspondant au site de
restriction Ncol du plasmide pBAD, a été utilisé pour tous les cadres de lecture. Nous
avons commencé par tester Iactivité de transport de chaque protéine a I’aide de la
méthode des tests de diffusion des métaux précédemment décrite (Makui, Roig et al.
2000). Les résultats sont présentés dans la figure 6. A noter que, pour des raisons de
clarté, les valeurs du témoin négatif ont été soustraites aux valeurs des différents
homologues. Les valeurs représentent donc la sensibilité strictement due a I’expression

des protéines MntH.
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La figure 6-A présente la moyenne des sensibilités aux différents métaux, dues a

I’expression, avec 6.107 % d’arabinose, des différents homologues de la protéine MntH.
Cette méthode mesure, indirectement, le transport des métaux. En effet, une augmentation
de I'entrée du métal, va entrainer une augmentation de la sensibilité pour ce métal.
Le témoin négatif, EcolA D34G, ne confére une sensibilité significative qu’en présence
de cadmium. Celle-ci se traduit par une zone d’inhibition de croissance de 1,1 cm. Malgré
tout, cette sensibilité n’est pas due a un transport de métaux. 1l a été démontré par
Spectrométrie de Masse (ICP-MS) que le transport de manganése et de cadmium, par
EcolA D34G, est inexistant (Chaloupka, Courville et al. 2005). Donc, ceci démontre
qu’une sensibilité au cadmium seulement, ne peut étre associée a un transport de métaux
par MntH (Chaloupka, Courville et al. 2005). De la méme fagon, les protéines SmarA,
NpunCa, et PfluCy, ne montrent qu’une sensibilité stricte au cadmium, se traduisant par
une zone de sensibilité respectivement de 1.5, 1,1 et 1,3 cm. 1l est donc trés probable que
celle-ci ne refléte pas un transport réel de métaux.

Les protéines du groupe A, EcolA, StypA, et EchrA, montrent des niveaux
similaires d’activité de transport. On observe respectivement des zones d’inhibition de
1,5, 1,2 et 1,5 cm en présence de FeSQOy, de 1,9, 1,6 et 1,9 cm en présence de CoCl,, de
1,1, 0,7 et | cm en présence de ZnCl,, et finalement de 1,8, 1,6 et 1,6 cm en présence de
CdCl.. La protéine SmarA’ montre un profil d’activité similaire méme si celui-ci semble
globalement inférieur a ceux des autres protéines du groupe A (en présence de FeSO, 1,2
cm, de CoCl, 1,3 cm, de ZnCl> 0,3 cm, de CdCl» 0,9 cm).

La protéine CtepB présente un profil similaire aux protéines EcolA, StypA et
EchrA, (1,2 cm au FeSOy, 1,7 cm au CoCl,, 0,8 cm au ZnCls). Cependant, le transport de
cadmium par cette protéine semble étre légérement moins efficace (zone de 1,0 cm au
CdCl).

Les protéines du groupe C montrent des profils d’activité variables. La protéine
XcampCoa montre une sensibilité pour le CoCl similaire a celle des protéines du groupe
A (1,5 cm), et une activité au cadmium moindre (0,8 cm). Il ne semble pas que
I’expression de cette protéine entraine une sensibilité aux autres métaux. WbreCp montre
une sensibilité faible a la majorité des métaux testés (0,8 cm au FeSQ,, 0,4 cm au CoCl,,

0,6 cm au ZnCl; et 0,8 cm au CdCly). La protéine SmutCp a une activité qui semble
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supérieure a toutes les autres protéines, en présence de CoCl, et de CdCl, (respectivement
2,1 cm et 2,5 cm). Les sensibilités en présence de FeSO4 et de ZnCI2 (1,5 cm et 0,8 ¢cm)
sont similaires a celle des protéines EcolA, StypA et EchrA.

On se doit de remarquer que, excepté EcolA (1,1 cm), aucun homologue n’a de zone
d’inhibition visible en présence de MnCl,. De méme, le témoin négatif (E. coli DHI1S
mntH, pBAD24) ne montre aucune sensibilité a ce métal, contrairement aux autres
métaux comme le FeCl» (1,3 +/- 0,1 cm), CdCl, (1,1 +/- 0,1 cm), ZnCl, (1,5 +/- 0,2 cm)
et au CdCl; (1,6 +/- 0,2 cm) (Résultats non montrés). 1l existe un autre test de mesure
indirecte du transport de manganése. Celui-ci consiste en la complémentation de la
souche SL93, par les homologues MntH dans le systtme pBAD. Cette souche porte une
mutation thermosensible, qui peut étre compensée par |’ajout de manganése (Makui, Roig
et al. 2000; Courville, Chaloupka et al. 2004; Chaloupka, Courville et al. 2005). EchrA,
EcolA, XcamCa, par ordre d’efficacité, sont capables de complémenter la mutation a 43

°C alors que SmutCp, NpunCp, WbreCp n’en sont pas capables.
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Figure 6. Sensibilité aux cations divalents des souches E. coli DH11S mntH,
dépendante de I’expression dans le systétme pBAD, d’homologues MntH (A) et des
protéines EcolA, CtepB et XcamCa mutées (B).

Les différentes cultures, en phase exponentielle, des souches de E. coli DHI1S
mntH, pBAD ::MntH, ont été étalées sur milieu GTA, en présence de disques imprégnés
de 10 pL de FeSO4 (IM), CoCl, (0,25M), ZnCl> (0,25M), CdCl; (0,125M) ou MnCl,
(IM). Apres une incubation de 16 h, les zones d’inhibition de croissance ont été
mesurées. Pour chaque protéine, deux clones indépendants ont été testés au minimum
deux fois. De plus un témoin négatif (£. coli DHI1S mntH, pBAD24) et un témoin
positif (E. coli DHI1S mntH, pBAD :: EcolA) ont été utilisés pour toutes les expériences.
Les expériences, ou les témoins avaient des valeurs aberrantes, ont été exclues. De plus,
les valeurs du témoin négatif pBAD24 ont été soustraites aux valeurs des différents

homologues.
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4.1.3 Expression des homologues

Le marquage métabolique en milieu minimum, a été utilisé pour vérifier et
comparer I’expression et la stabilité des différentes protéines MntH. Les expériences ont
toujours été faites avec un témoin négatif (£. coli DH11S mntH pBAD24) et un témoin
positif (E. coli DHI1S mntH pBAD :: EcolA). L’utilisation de ces deux témoins nous a
permis une comparaison plus objective et exclue les variations d’expression dues a la
manipulation (taux de radioactivité, taux d’arabinose....).

L’expression des différents homologues est présentée sur la figure 7-A. Les
protéines du groupe A (EcolA, StypA) sont exprimés de fagon trés similaire et ont les
taux les plus élevés. EchrA semble étre légérement moins bien exprimés. Les protéines
provenant de S. marcescens ont des niveaux d’expression trés inférieurs, la protéine
SmarA’ est exprimée trés faiblement, et I’on n'arrive pas a détecter la protéine SmarA de
fagon objective.

Les homologues du groupe C sont exprimés de fagon moins efficace que EcolA.
La protéine SmutCp, et XcampCao sont exprimées de fagcon détectable. Cependant, la
protéine XcampCo ne semble pas étre stable. En effet, aprés 16h on observe une
diminution visible du nombre de protéines radioactives. Cette expérience a été répétée
plusieurs fois et I’un des résultats est intégré a la figure 7-B. La méme diminution est
observée aprés 10h. Cette protéine est la seule, de toutes les protéines MntH testées, ayant
une expression visible, qui a été observée comme étant significativement instable au
cours du temps. Les autres homologues testés soit WbreCp, PfluCy, n’ont pas
d’expression détectable.

On peut donc corréler I’absence d’expression avec I’absence d’activité dans le cas
des protéines SmarA, WbreCp, PfluCy. Les protéines actives (SmutCp, et XcampCa,
EcolA, StypA, EchryA) semblent avoir une expression visibles. Seule, SmarA’ semble

étre active et étre exprimée a un taux tres inférieur a celui E. coli.
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Figure 7. Expression, dans E. coli DH11S mmtH (pBAD ::MntH), des
homologues (A) et des protéines EcolA et XcamCa mutées (B), mesurée par
marquage métabolique a ’aide de [**S]-Méthionine.

Les différentes souches de E. coli DHI11S mntH pBAD :: MntH, ont été mises en
culture dans du milieu minimum. Les génes ont été induits avec 0,2 % d’arabinose durant
5 min avant I’ajout de la [**S]-Méthionine a 0,04 uCi.uL™”. Aprés 30 min d’incubation, la
méthionine non radioactive (0,5 %) a été rajoutée. Le méme nombre de CPM, normalisé
grice a la mesure a t=0, a été déposé et le taux de protéines a été analysé a I’aide de gel
SDS-Page. Les expériences ont toujours été faites avec un témoin négatif (E. coli DHI1S
mntH pBAD24) et un témoin positif (E. coli DH11S mntH pBAD :: EcolA). L'utilisation
de ces deux témoins nous a permis une comparaison plus objective et exclue les
variations d’expression dues a la manipulation (taux de radioactivifé, taux

d’arabinose....).
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4.1.4 Transport de protons par les homologues exprimés dans le systéme pBAD

Lors de cette étude, il a été construit un outil permettant de mesurer I’activité de
transport de protons (Courville, Chaloupka et al. 2004; Chaloupka, Courville et al. 2005).
Il s’agit d’'une GFP (Green Fluorescent Protein) ratiométrique. Cette GFP ratiométrique a
un spectre différent en fonction du pH de la bactérie (Miesenbock, De Angelis et al. 1998;
Olsen, Budde et al. 2002). Nous avons démontré que cet outil permet donc de mesurer,
indirectement, le transport de protons par les protéines MntH (Courville, Chaloupka et al.
2004; Chaloupka, Courville et al. 2005). Nous avons donc mesuré le transport de protons
par les homologues en fonction des métaux. Les résultats du transport de protons en
présence de cadmium, sont présentés dans la figure 8. Ces expériences ont été effectuées
par Roman Chaloupka. Nous confirmons par ce test que WbreCp (Veyrier, Castillo et al.
2004), SmarA (figure 8), ainsi que NpunCa (Veyrier, Castillo et al. 2004), n’ont pas une
activité trés importante pour le transport de protons, qui peut étre corrélée avec une
activité de transport de métal faible ainsi qu’une absence d’expression. Cependant on
remarque que les autres protéines a savoir EcolA, EchryA, SmarA’, XcamCa, SmutCp
(figure 8), et CtepB (Veyrier, Castillo et al. 2004), sont capables de transporter des
protons en présence de cadmium. Nous confirmons grice a cette expérience que les
protéines EcolA, EchryA, SmarA’, XcamCa, SmutCp, et CtepB sont bien des

symporteurs métaux/protons.



35

Figure 8. Caractérisation fonctionnelle du transport de protons, en présence de

cadmium, dépendant de Pexpression des homologues MntH.

Résultats du transport de protons, a pH 4,7, de certaines protéines et des mutants
XcamCa, en présence de 100 uM et | mM de CdCl,. Les souches E. coli DHI 1S AmntH
(pGBM6-pH, pBAD::MntH) (ODggo 0,2) ont été incubées lh en présence de 0,06%
d’arabinose, avant la mesure de fluorescence. Le transport de protons dépendant de
I’expression des homologues, a été mesuré a pH 4,7, 500s aprés I’ajout de métal. Le ratio
d’excitation R de la GFP ratiométrique (410/470 nm) dépend du pH intracellulaire. Celui-
ci a été converti en concentration intracellulaire de protons, a I’aide d’une courbe de

calibration (Chaloupka, Courville et al. 2005).
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4.1.5 Impacts de mutations identiques sur P’histidine de trois représentants des

groupes A, Bet C

Nous avons effectué une mutagenése identique a un membre de chaque groupe A,
B et C pour comparer I’impact fonctionnel et vérifier les différences entre les groupes.
Nous avons mesuré I’expression (excepté CtepB) (figure 7-B), les sensibilités aux métaux
(figure 6-B) et le transport de protons (figure 8), des protéines EcolA, XcamCa et CtepB,
dont on a remplacé I’histidine (H), respectivement en position 216, 238 et 214, soit par
une alanine (A), soit par une arginine (R). Le tableau 5 présente le pourcentage d’activité
(sensibilité aux métaux), en fonction des métaux, des protéines mutées par rapport a
I’activité de la protéine non mutée. Les protéines EcolA H216A et H214R, sont
exprimées a des taux similaires, mais on observe, malgré tout, une expression moins
importante que la protéine non mutée EcolA. Par contre, les protéines XcampCa H238A
et H238R et la protéine non mutée XcampCa sont exprimées a des taux similaires. De
plus, dans le cas des trois protéines on observe objectivement une diminution du nombre
de protéines apres 10h.

En général, on observe une diminution globale de I’activité des protéines qui est
plus drastique lorsque I’on remplace I’histidine par une arginine que par une alanine. Par
exemple, dans le cas des trois protéines, on observe une diminution de sensibilité¢ en
présence de CoCl,, en comparant la protéine EcolA non mutée (1,9 cm) avec les protéines
mutées H216A (0,9 cm) ou H216R (0,1 cm). Il en est de méme, lorsque I’on compare la
protéine non mutée XcampCa (1,5 cm) avec H238A (0,9 cm) et pour H238R (0,2 cm).
Les mémes résultats ont été obtenus avec les mutants CtepB (non muté 1,7 cm, H214A
1,4 cm, et H214R 0,3cm). Malgré tout, il semble que, dans le cas du cobalt, EcolA soit la
plus affectée par la mutation comme on le constate aussi grace au pourcentage d’activité
des protéines mutées par rapport aux protéines non mutées (tableau 5). Par contre, en
présence de fer, la mutation de I’histidine affecte plus CtepB que EcolA. L’effet au
cadmium est assez surprenant. En effet, dans le cas des protéines mutantes EcolA, le
mutant H216R (1,2 cm) semble plus sensible que le mutant H216A (0,6 cm). Dans le cas
des mutants CtepB, la sensibilité n’est pas significativement affectée par les mutations,

alors que dans le cas des mutants XcampCa, la sensibilité semble augmenter (1,2 cm) par
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rapport a la protéine non mutée (0,8 cm). Cependant, comme semble le montrer [a mesure
du transport de protons dans le cas des protéines XcamCa. (figure 8), EcolA (Chaloupka,
Courville er al. 2005) et CtepB (résultats non montrés) ces sensibilités, comme dans le cas
de EcolA D34G, ne sont peut-étre pas dues a un transport réel. En présence de zinc, une
diminution de sensibilité est visible dans le cas des mutants EcolA H21A (0 cm) et
H216R (0,3 cm), en comparaison avec la protéine non muté (1,1 cm) il en est de méme
avec les mutants CtepB, mais de facon moins importante (tableau 5). Dans le cas des
protéines mutantes XcampCo, cette sensibilité semble augmenter légerement pour
H238A (0,2 cm), par rapport a la protéine non-mutée et H238R qui ne montre pas plus de
sensibilité que les souches E. coli DHI11S mntH, pBAD24. La mutation de I’histidine
affecte les protéines dans le cas des trois groupes malgré tout, toutes ne semblent pas étre
affectées de la méme facgon, ce qui suggere que ces différences pourraient étre spécifiques

a chacun des groupes.

by

Tableau 5.  Sensibilité a différents métaux, de souches E coli exprimant les

homologues MntH, de groupe A, B, et C portant des mutations identiques.

FeSO4 | CoClI2 | ZnCI2 | CdCI2

M 025 M 0.25M 0.125M
EcolA H216A 85§ 53 0 38
EcolA H216R 0 5 25 69
CtepB H214A 17 82 63 100
CtepB H214R 8 6 38 89
XcamCa H238A 0 77 0 110
XcamCa H238R 0 8 0 110

§ exprimées en pourcentage de sensibilité¢ des souches £ coli exprimant les

homologues MntH non mutés respectifs.
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4.2 Phénotype du mutant S. Typhimurium mntH, sitA-D (M2S)

4.2.1 Vérification du mutant S. Typhimurium mnrH ::KmR, sit4-D :: SmR

Les travaux d’Elise Boyer I’ont amené a créer un certain nombre de mutants chez
S. Typhimurium (Boyer, Bergevin et al. 2002) dont le mutant mnrH ::Cm, le mutant sit4-
D ::Sm, et le double mutant mntH ::Cm, sitA-D ::Sm. Différents phénotypes avaient alors
été observés pour le mutant MS : une virulence atténuée, dans un modéle de cellules
Raw264.7 Nrampl , une sensibilité accrue a I’H>O», ainsi qu’un important défaut de
croissance en présence de DP. Ces phénotypes ont pu étre complémentés, en partie, par la
surexpression de MntH, a I’aide du plasmide pSKmntH. Ce plasmide a un haut nombre de
copies par cellule et contient le géne mmnrH de S. Typhimurium et son promoteur. Ces
résultats ont suggéré la possibilité de complémenter ces phénotypes par I’expression des
différents homologues. Nous avons donc entrepris la complémentation a I’aide des
homologues dans le systétme pBAD, et par I’expression des génes codant pour les
différents homologues, sous contrdle du promoteur normal. Le but final est d’insérer ces
derniéres constructions dans le génome, afin de générer des mutants stables pouvant
servir a des tests d’infection in vivo.

Le plasmide suicide pKO3 (Link, Phillips et al. 1997) a déja été utilisé avec succes
dans E. coli (Makui, Roig et al. 2000) et dans S. Typhimurium (Boyer, Bergevin et al.
2002). Cependant, ce plasmide porte une résistance au chloramphénicol. Or les mutants
mntH, disponibles dans le laboratoire, avaient été générés a partir d’un plasmide 2003-
yfeP-RP4, dérivé du plasmodon pTnMod-RCm (Boyer, Bergevin et al. 2002). Ces
mutants mnt/H ont donc leur géne mntH interrompu par le plasmide et sont donc résistants
au chloramphénicol. Il est donc impossible d’utiliser ces mutants en combinaison avec le
plasmide pKO3. L’alternative choisie a donc été de construire une nouvelle souche
mntH ; sitA-D, dont le géne mntH a été remplacé par une cassette de résistance a la
kanamycine. Les nouveaux mutants ont été appelés M2S, et ont été construits a partir du
simple mutant sit4-D. Le plasmide ayant servi a cet échange, est pKO35’Km3’. Sa

construction est décrite dans la partie matériel et méthodes. Les mutants M2S ont été
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généres grace aux propriétés du plasmide suicide pKO3 (Link, Phillips et al. 1997) décrite
dans la partie matériel et méthode. Ceux-ci ont donc le cadre de lecture de mntH (de
I’ATG au codon stop), remplacé par une cassette de résistance a la kanamycine.

Les mutants ont été vérifiés par buvardage de type Southern. Les profils de
restriction, des ADN génomiques des mutants M2S et de la souche sauvage, digérés par
Hindlll (H), et Pstl (P) et hybridés a la sonde 5°, sont présentés dans la partie de gauche
de la figure 9-A. Comme attendu, on obtient pour la digestion par Hindlll des fragments
de 4901 pb dans le cas de ’ADN des mutants, et de 8187 pb pour la souche sauvage. De
méme, on obtient, par digestion Pstl, des fragments de 3773 pb pour les mutants et 2155
pb pour la souche sauvage. Un témoin positif d’hybridation est aussi présenté. Il s’agit de
la cassette 5’Km3’ dont la taille est de 2911 pb. Les tailles attendues des fragments,
comme schématisé sur la partie de droite de la figure 9-A, confirment que I’échange

d’alléles a bien été effectué.

4.2.2 Sensibilité des mutants S. Typhimurium mnrH, sitA, et mntH-sitAD aux t-

BOOH et a 1a ménadione

Le phénotype de sensibilité¢ du double mutant mnrH, sitA-D, en présence d’H,0-,
déja observé (Boyer, Bergevin et al. 2002), a été vérifié, et les mémes résultats ont été
obtenus avec les nouveaux mutants M2S, ce qui confirme que les mutation pTnMod-
RCm, et 5’Km3’ sont équivalentes.

Comme il a été décrit dans I’introduction, le manganése est important dans la protection
contre le stress oxydatif, et ’entrée de manganése est trés limitée dans les doubles
mutants MS (Boyer, Bergevin et al. 2002). Notre but était donc de complémenter les
sensibilités aux oxydants du mutant M2S, par la surexpression des homologues. Notre
choix s’est arrété sur deux molécules : le tert-butyl hydropéroxyde (t-BOOH), qui est une
molécule bien connue comme modéle de stress oxydatif de type peroxyde organique
(ROOH), et la ménadione, qui est un générateur d’anions superoxydes (O.). Les
sensibilités des différents mutants S. Typhimurium ont été testées a I’aide de la méthode
des tests de diffusion précédemment décrite (Boyer, Bergevin et al. 2002). Les résultats

sont présentés dans la figure 9-C pour le t-BOOH, et figure 9-B pour la ménadione. Les
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figures présentent la moyenne d’une expérience en triplicata. De plus, ’expérience a été
effectuée au moins trois fois, et les mémes résultats ont été obtenus (méme ordre de
sensibilité mais avec des valeurs différentes).

Comme attendu, et observé avec I’H.0 (Boyer, Bergevin et al. 2002), les mutants
M2S sont plus sensibles (5,6 cm) que la souche sauvage (4,3 cm) en présence de t-BOOH
(0,5 M). Cependant, contrairement a I’H,O,, cette sensibilité semble étre causée en
majeure partie par la délétion du géne mntH (4,8 cm), et moindrement par la délétion de
sitA-D (4,6 cm), en comparaison a la souche sauvage (4,3 cm). Concernant les
phénotypes en présence de ménadione, comme observé dans S. aureus avec le paraquat,
un autre générateur d’anions superoxydes (Horsburgh, Wharton et al. 2002), les mutants
M2S sont aussi les plus sensibles (1,9 cm) mais, contrairement au t-BOOH, cet effet
semble essentiellement dii a la délétion de sitABCD (1,4 cm) car les mutants mntH et la

souche sauvage ont la méme sensibilité (1 cm).

4.2.3 Effets du manganése et du fer sur la sensibilité au t-BOOH et 3 la ménadione

des mutants S. Typhimurium M2S

Il est bien connu que le fer accroit la sensibilité aux agents oxydants via la
réaction de Fenton, alors que le manganése a plutét un role protecteur. Pour vérifier cela,
les sensibilités des mutants M2S, vis-a-vis du t-BOOH et de la ménadione, ont été
mesurées en présence de manganese (10 uM, ou ImM), de fer (10 uM, ou ImM), ou des
deux métaux (0,5 mM chacun). Les résultats sont présentés dans la figure 9-D.

L’effet du manganése, sur la sensibilit¢ au t-BOOH, est trés visible & une
concentration de | mM. Lorsque ’on ajoute du manganése dans le milieu, on observe une
diminution de la sensibilité au t-BOOH du mutant M2S (4,1 c¢m) en comparaison a la
sensibilité¢ des mutants M2S sans ajout (5,5 cm). De plus, des résultats préliminaires ont
montré que la surexpression de la protéine MntH de E. coli dans les mutants M2S,
diminue la sensibilité des mutants M2S. Cependant, en présence de manganése (10 uM,
ou ImM), cette surexpression n’ajoute pas de protection supplémentaire (résultats non
montrés). Ceci suggere que des fortes concentrations de manganése peuvent protéger les

bactéries contre I’effet toxique du t-BOOH, avec ou sans MntH. En présence de fer,
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I’effet, sur la sensibilité au t-BOOH, est tout autre. La sensibilit¢ du mutant M2S, au t-
BOOH (5,5 cm), est augmentée, avec une concentration d + 10 pM (5,9 cm), et plus
visiblement avec | mM de FeSOy4 (6,3 cm). Ceci suggére que de fortes concentrations de
fer augmentent ’effet toxique du t-BOOH. Des résultats préliminaires laissent penser que
le fer n’a peu ou pas d’effet lorsque la protéine MntH de E. coli est surexprimée. Donc,
dans ce cas la, la protéine MntH semble importante pour compenser ’effet du fer.
L’action bénéfique de MntH peut étre expliquée par une accumulation de manganese,
contrant ainsi I’action toxique du fer en présence de t-BOOH. Cette hypothese est
confortée par le fait que I’on observe, en présence de fer et de manganese (0,5 mM
chacun), une sensibilité des mutants M2S (4,6 cm) inférieure a celle sans ajout de métal
(5,5 cm).

Ce phénoméne semble toutefois propre au t-BOOH, car la sensibilit¢ a la
ménadione (résultats préliminaires), des mutants M2S (2,1 cm) est augmentée tres
fortement en présence de fer 10 uM (2,4 cm), ou ImM (3,8 cm), et dans une moindre
mesure en présence de manganese 10 ptM (2,4 cm), ou ImM (2,6 cm). De plus, I’effet du
fer n’est pas corrigé par le manganése, comme on le voit en présence des deux métaux

(3,9 cm).
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Figure 9. Vérification, des mutants S. Typhimurium sit4-D, mntH ::Km, par
buvardage de type Southern (A). Sensibilité, au t-BOOH (B) et a la ménadione (C),
des mutants M, S, et M2S et effet du manganése et du fer sur la sensibilité du
mutant M2S (D).

A) Le géne mntH a été remplacé par une cassette de résistance a la kanamycine,
grace au plasmide pKO35’Km3’. La partie de gauche, présente les résultats de I’analyse
par buvardage de type Southern de la digestion Hindlll (H) et Pstl (P), hybridée a la
sonde 5° des ADN génomique de S. Typhimurium et de deux mutants indépendants M2S.
La partie de droite shématise cette construction.

B et C) Les sensibilités des différents mutants S. Typhimurium ont été testées a
’aide de la méthode des tests de diffusions précédemment décrite (Boyer, Bergevin et al.
2002). Les différentes cultures, en phase exponentielle, des souches S. Typhimurium ont
été étalées sur milieu LB, en présence de disques imprégnés de t-BOOH (0,5M) (B) ou de
ménadione (1,5M) (C). Aprés une incubation de 16 h, les zones d’inhibition de croissance
ont étés mesurées. Les figures présentent la moyenne d’une expérience en triplicata. De
plus, I’expérience a été effectuée au moins trois fois, et les mémes résultats ont été
obtenus (méme ordre de sensibilité).

D) Les sensibilités vis-a-vis du t-BOOH (0,5 M) et de la ménadione (1,5 M)
(résultats préliminaires) des mutants M2S ont été mesurées en présence de manganese (10
pM ou ImM), de fer (10 pM ou ImM) ou des deux métaux (0,5 mM chacun). Ces
sensibilités ont été mesurées par une adaptation de la méthode des tests de diffusion. Le
MnCl;, et le FeCly, aux concentrations indiquées, ont été préalablement ajoutés aux
milieux LB et Top-LB. Les figures présentent la moyenne de trois expériences pour le

tBOOH et deux expériences pour la ménadione.
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4.3 Complémentation de S. Typhimurium mntH ::Km sitAD ::Sm par des
homologues MntH des groupes A, A’, Bet C

4.3.1 Complémentation par les homologues exprimés dans le systtme pBAD

Les premiers résultats montraient que la surexpression de la protéine MntH de £.
coli, dans le systtme pBAD, complémente la sensibilit¢ au t-BOOH du mutant S.
Typhimurium M2S. La suite logique était donc de tester tous les homologues, clonés dans
pBAD24, et de vérifier si ceux-ci étaient aussi capables de complémenter ce phénotype.
De plus, la présence de manganése et de fer dans le milieu modifie I’effet toxique de la
ménadione et du t-BOOH, de maniére différente. C’est pourquoi nous avons aussi
comparé Deffet de la surexpression des homologues MntH sur la sensibilité du mutant
M2S vis a vis de la ménadione.

Les sensibilité des mutants S. Typhimurium M2S pBAD :: MntH ont été testées en
présence de 6.107 % d’arabinose et d’ampicilline 100 pg.ml”', a I'aide de la méthode des
tests de diffusion. Les résultats sont présentés dans la figure 10-B pour le t-BOOH, et
figure 10-A pour la ménadione.

Comme on le voit sur la figure 10-A et 10-B, les sensibilités a la ménadione et au
t-BOOH des témoins négatifs M2S pBAD24 (2,2 et 4,9 cm respectivement) ou pBAD ::
EcolA D34G (2,0 et 4,9 cm respectivement), sont bien plus importantes que celles de la
souche sauvage (1,1 et 4,3 cm respectivement). Ceci implique que les effets qui seront
décrits, sont bien dus a une activité de transport et non aux conditions d’expérimentation
(arabinose, expression d’une protéine...).

Les phénotypes des mutants M2S exprimant EcolA, StypA, EchryA, et SmarA’
sont semblables. En effet, leur surexpression entrainent une augmentation de sensibilité
en présence de ménadione (respectivement 3,0 ; 2,8 ; 2,8 et 2,5 cm), et une protection
contre le t-BOOH (respectivement 4,1 ; 4,1 ; 3,8 et 4,1 cm). Un effet similaire, toutefois
moins visible, est observé avec les protéines XcampCa (ménadione 2,7 cm et t-BOOH
4,7 cm) et SmutCp (ménadione 2,6 cm et t-BOOH 4,5 cm). L’effet de SmutCp est assez
surprenant car celui-ci semblait avoir une trés bonne activité de transport (supérieure,

pour certains métaux, aux protéines du groupe A). Les protéines SmarA et WbreCp n’ont
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pas d’effets significativement visibles. Ceci est relativement attendu, car ces protéines ne
semblaient pas étre exprimées et il n’a pas été observé d’activité de transport pour SmarA
et trés peu pour WbreCp.

L’effet, observé avec la protéine CtepB, est assez atypique car cette protéine ne
protége pas contre le t-BOOH (5,3 cm) et augmente la sensibilité a la ménadione (2,8
cm). CtepB semblait avoir une bonne activité de transport du fer, cobalt, zinc, et du
cadmium. Il a été observé que le remplacement de I'histidine en position 214 par une
alanine ou une arginine, diminue la sensibilité au fer et au cobalt des souches E. coli
exprimant CtepB. De plus, les protéines CtepB H214A montrent encore des signes de
transport de zinc et de cadmium. Pour étayer I’hypothése de ’augmentation de la
sensibilité a la ménadione, due a un transport de métaux via CtepB, nous avons aussi testé
les protéines H214A et H214R. Les résultats obtenus sont en accord avec cette hypothése.
Les mutants M2S, exprimant les protéines mutées, ont une sensibilité a la ménadione,
inférieure a ceux exprimant CtepB non mutée. Les mutants M2S exprimant CtepB
H214A (2,4 cm) et CtepB H214R (2,3 cm), ont des sensibilités du méme ordre que
lorsque aucune protéine MntH n’est exprimée (pBAD24), ou lorsqu’une protéine MntH

non fonctionnelle est exprimée (pBAD :: EcolA D34G).
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Figure 10.  Effet de I’expression des homologues, dans le syst¢tme pBAD, sur la
sensibilité 2 la ménadione (A) et au t-BOOH (B) du double mutant S. Typhimurium
M2S.

Les sensibilités a la ménadione 1,5M (A) et au tBOOH 0,5M (B) des mutants S.
Typhimurium M2S (pBAD :: MntH), ont été testées, en présence de 6.10” % d’arabinose
et d’ampicilline 100 pg.ml™', a I’aide de la méthode des tests de diffusion. Les figures
présentent la moyenne de 4 expériences en duplicata pour le t-BOOH (excepté
pBAD ::CtepB et ses mutants, 2 expériences en duplicata), et deux expériences en

duplicata pour la ménadione.
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4.3.2 Complémentation de la sensibilité au t-BOOH de M2S par les homologues

exprimés dans le syst¢tme pK035’ mntH3’

Les homologues MntH du groupe A et C, présentant une activité de transport
significative, ont été sélectionnés. Les cadres de lecture ont d’abord été clonés dans
pGBMG65°Echry3’, et les casettes Notl5’mntH3’Noil ont été transférées dans pKO3.
Apres la transformation de ces différents plasmides, dans les souches S. Typhimurium
M2S, les sensibilités ont été testées a I’aide de la méthode des tests de diffusion décrits
précédemment. La figure |1-B présente les résultats de sensibilité au t-BOOH, des
mutants M2S exprimant ces constructions. Pour cette expérience, un témoin négatif a été
utilisé. 1l s’agit de pKO35’StypA3” N.F. qui semble avoir la méme construction que
pKO35’StypA3’F. cependant, pour une raison encore inconnue il n’est pas fonctionnel.

Les résultats qui ont été obtenus a I’aide des différents plasmides pBAD ::MntH,
sont confirmés ici. Premiérement, I’effet protecteur de MntH vis-a-vis du t-BOOH est
confirmé. Le témoin négatif, M2S pKO35’StypA3’ non fonctionnel (5,4 ¢cm), présente
une zone d’inhibition simillaire au mutants M2S pKO3 (résultats non montrés). De plus
cette sensibilité est supérieure a pKO35’EchrA3’ (4,3 cm), pKO35’SmarA’3’ (4,4 cm)
pKO35°StypA3’ fonctionnel (4,7 cm), pKO35’XcamCa3’ (4,7 cm) et pKO35’SmutCB3’
(4,8 cm).

Ce test nous a permis de vérifier la fonctionnalité des plasmides pKO35 mntH3’,
et I’activité des homologues sélectionnés, qui ont été exprimés avec ce plasmide. La suite
logique qui sera donnée est I’insertion, dans le génome des mutants M2S, de ces
constructions par double recombinaison homologue. Cette insertion est schématisée dans
la figure 11-A. Ces insertions se feront en utilisant les propriétés du plasmide pKO3
décrites dans la partie matériel et méthode. Ceci permettra de générer des souches S.
Typhimurium sit4-D, dont le géne mntH (de I'’ATG au codon stop) aura été remplacé par
le cadre de lecture (de I’ATG au codon stop) d’un des homologues. Ces constructions
stables ne nécessiteront pas I'utilisation d’antibiotiques. 1l sera alors possible de comparer

différents phénotypes a long terme, notamment ceux dans le cadre d’une infection in vivo.
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Figure 11. Complémentation du phénotype de sensibilité au t-BOOH du double
mutant M2S a I’aide des homologues, exprimés sous le contréle du promoteur natif
de mntH de S. Typhimurium.

A) Représentation schématique de I’échange d’allele a I’aide des plasmides
pKO35’mntH3’. Cet échange sera fait dans le but de générer des mutants stables S.
Typhimurium sitAD portant un alléle différent du gene mntH.

B) La sensibilit¢ au tBOOH (0,5 M), des mutants S. Typhimurium M2S
(pPKO35’mntH3’) a été testée, en présence de chloramphénicol (10 pg.ml™), a ’aide de la
méthode des tests de diffusion. Les figures présentent la moyenne d’une expérience en
triplicata. Le témoin négatif pKO35’Styp3’ non fonctionnel, a été obtenu par hasard, et la
raison pour laquelle il ne fonctionne pas est inconnue, cependant il montre les mémes

sensibilités que le mutant S. Typhimurium M2S (pKO3) (résultats non montrés).
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4.4 Sensibilité de certains mutants F. cofi a I’H,0,, au t-BOOH et a la ménadione

Dans la partie précédente, nous avons confirmé la sensibilité des mutants S.
Typhimurium M2S a I'H>O: et utilisé de nouveaux oxydants pour différencier ces
souches. Afin de mieux comprendre nos différences de sensibilité aux molécules
oxydantes et I’interaction avec les métaux, en particulier avec le métabolisme du fer, nous
avons décidé de vérifier la sensibilité de certains mutants de E. coli disponibles dans le
laboratoire. Ceux-ci sont souvent utilisés comme référence lors de I’étude du stress
oxydatif. Certaines de ces souches ont été construites dans le laboratoire (Bergevin 2003),
d’autres proviennent du laboratoire du Dre Daniéle Touati. Les phénotypes ont été testés
par la méthode des tests de diffusion décrite précédemment. Les résultats sont présentés
dans le tableau 6. Ce tableau présente les moyennes d’une expérience faite en quatre

répétition.

Dans le cas des peroxydes (tableau 6), on observe un effet de la délétion du géne
mntH, dans les trois différentes souches de E. coli. En effet, les mutants mnrH ont des
sensibilités significativement supérieures a celles de la souche sauvages. De plus, que ce
soit dans le cas de I’H,O, (Bergevin 2003) ou du t-BOOH (Résultats non montrés), cette
sensibilité peut étre compensée par la présence de manganése dans le milieu. Dans le cas
de I’H»0,, on remarque dans les trois souches de E. coli, un effet cumulatif des mutations
mntH et fur, ce qui confirme des résultats déja été obtenus (Bergevin 2003). Par contre
dans le cas du t-BOOH les mutants fur sont trop sensibles et montrent des zones
d’inhibition trop grandes pour étre mesurables. Il est a noter, qu’en diminuant les
concentration de t-BOOH on ne voit pas d’effet cumulatif des mutation mntH et fur
(résultats non montrés). De plus, les sensibilités des mutants i peuvent étre corrigées en
partie, par I’ajout de fortes concentrations de manganése dans le milieu (résultats non

montrés).



Tableau 6.

Sensibilité des mutants E. coli au stress oxydatif.

Zone d’inhibition (mm) * (p < 0,05) ** (p < 0,01)

Souches H-0, (8,94 M) 1-BOOH (0,5 M) Ménadione (1.5 M)
MG1655

S. sauvage |32+/-0,5 31+/-13 24 +/- 1
nntH 35+-0 * 34+/-1,5% 25+/- 1,7
fur 37+/-0,6 ** - 75 29+/-1,5 *
fir mntH 41 +/-0,8 ** =75 34 +/- 1,5 **
arcA - - 36+/-0,5 **
EMG2

S. sauvage |36 +/-0,6 27 +/-0,6 12 +/-0,9
mntH 37+/-0 % 29 +/- 1,3 % I +/-0,5
Sur 37+-1,2 > 75 22 4+/- 0,5 **
fitr mntH 41 +/-12 * =75 22 +/- 0,8 **
GC4468

S. sauvage |34 +/-1 29 +/- 1 09 +/-0
sodA - - I5+/-1,7 *
mntH 38+/-0,6 * 40 +/-9 10 +/- 1
fur 34+/-1 > 75 22 +/-0,6 **
sodA mmtH |- - 12+/-0.8 *
sodA sodB |- - 29 +/-0,5 **
Sur mintH 40 +/- 1,2 ** =75 23 +/-0,5 **
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Dans le cas de la ménadione (tableau 6), on ne remarque aucun effet de la délétion
du gene mntH et cela, dans les trois souches de E. coli testées. Par contre, la mutation fin-
augmente significativement la sensibilité a la ménadione dans les trois souches E. coli.
Ceci confirme I’effet nocif du fer en présence de ménadione. De plus, cet effet ne semble
pas étre cumulatif avec la mutation du géne mntH & part dans le cas de la souche
MGI1655. Cependant, la sensibilité de cette souche semble étre particuliére. En effet, la
souche sauvage MG1655 est plus sensible que les souches sauvage EMG2 ou GC4468
(respectivement 24 mm, 12 mm, et 9 mm). Les simples mutants SodA, de la souche
GC4468, montrent une zone de sensibilité beaucoup plus importante que la souche
sauvage (respectivement 15 mm et 9 mm). Cet effet est cumulatif avec la mutation sodB,
car les mutants sodAsodB ont une sensibilité de 29 mm, ce qui est logique vu que les Sod
transforment les anions super-oxydes en composés moins toxiques. Par contre, il est
possible que la mutation du géne mnrH soit légérement antagoniste a celle de sodA, en
présence de ménadione, car les mutants sodA-mntH ont une sensibilité égale a 12 mm.
Cette sensibilité est inférieure a la sensibilité du simple mutant sod4 (15 mm). Enfin, les
mutants MGI1655 arc4 montrent une sensibilité beaucoup plus importante en
comparaison a la souche sauvage (respectivement 36 mm et 24 mm), ce qui est attendu
car ArcA est un régulateur qui est activé, entre autres, par la ménadione, et qui régule des

genes de défense au stress oxydatif (exemple SodA).

4.5 Indications du transfert horizontal de I’opéron supposé mntR-mntHA’, chez

Serratia marcescens.

Deux protéines SmarA et SmarA’, appartenant a Serratia marcescens, ont été
étudiées. Alors qu’il n’a été observé aucune expression/activité de la protéine SmarA, la
protéine SmarA’ montre une activité de transport important malgré une trés faible
expression, et complémente les phénotypes du mutant M2S. Il nous a donc paru
intéressant de regarder plus en détails le génome de cette bactérie. Pendant la durée de
cette étude, les séquences du génome de S. marcescens dbll devenaient disponibles
(Sanger Institut), d’abord en courts contigués qui sont, a ce jour, assemblés mais non-

publiés. Des recherches ont montré que cette souche avait dans son génome deux génes
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mntH. Certaines especes ont plusieurs genes nuitH, comme les Burkholderia cepacia (Cy,
A’l et A’2), B. fongorum (2 protéines Cy), B. pseudomallei (A’2 et Cy) (Richer,
Courville et al. 2003). Cependant, S. marcescens dbl 1 se différencie par le fait que, pour
la premiére fois, I’on retrouve dans le méme génome deux génes mntH dont I'un code
pour une protéine de groupe A, et I’autre de groupe A’ (Cellier, non-publié). La protéine
SmarA’ appartient a un sous-groupe A’ (Cellier, non-publié) qui contient des protéines
proches phylogénétiquement, appartenant a des espéces du genre o, B, et y-
protéobactéries, dont I’organisation génomique est trés différente d’une espéce a I’autre
(Richer, Courville et al. 2003). C’est pour cette raison que nous nous sommes attardés sur
I’organisation génomique du géne mntH A’ | de S. marcescens.

La phylogénie, basée sur ’ADNr 16S des espéces Yersinia et Serratia, les place
comme especes apparentées. En effet, la protéine MntH du groupe A a un pourcentage de
similarité de 90 % (80 % d’identité), avec celui de Y. pestis. De plus, I’organisation
génomique est similaire a la plupart des autres espéces de y-protéobacteries (Y. pestis, E.
coli, S. Typhimurium...). En effet, le géne mntH est en organisation inverse avec le géne
nupC, dans une région contenant les génes g/tX, gik...De plus les analyses des séquences
MntH, montre que SmarA est située a la place attendue dans la phylogénie des protéines
MntH, c’est a dire dans le groupe des y-protéobacteries (Cellier, non-publié).

Si le géne SmarA a évolué de fagon synchronisée avec le reste du génome de S.
marcescens, il semble que ce ne soit pas le cas de ’autre protéine MntH SmarA’. Y. pestis
CO92 semble avoir un pourcentage de GC inférieur a celui de S. marcescens
(respectivement 48 % et 59,6 %). Malgré ce fait, de toutes les espéces séquencées, la
séquence de la protéine MntHA de Y. pestis est celle qui est la plus proche de celle S.
marcescens. Nous avons donc examiné en détail la région génomique du locus mntHA’
de S. marcescens, pour rechercher des indices indiquant la possibilité d’un transfert
horizontal, et nous avons comparé ce locus avec un locus colinéaire du génome de Y.
pestis CO92. Cette comparaison est présentée dans la figure 12. On observe qu’un certain
nombre de génes, dont nuitH, mmR (région I soulignée sur la figure 12), sont insérés dans
une région qui, la région I mis a part, est identique a celle de Y. pestis.

En effet, la partie a gauche de la région | de S. marcescens contient les mémes

génes, organisés de la méme fagon et codant pour des protéines ayant un pourcentage de
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similarité variant de 96 a 76 % (identité de 91 a 63 %). De la méme fagon, les génes a
droite de la région I, sont les mémes et ont un pourcentage de similarité variant de 95 a 70
% (identit¢ de 90 a 60 %). En analysant le GC % de ces régions (paramétre 200
nucléotides) a I’aide du programme VectorNTI (Informax Inc.), on observe quatre
diminutions brutales du GC %. Trois (numérotées de | a 3, sur la figure 12) sont situées
dans la partie a gauche de la région | et une a droite (numéroté 4). Or, les mémes
diminutions sont aussi présentes au méme locus du génome de Y. pestis. Ces diminutions
(probablement fonctionnelles) du pourcentage de GC, ainsi que la similarité des
séquences prouvent bien que ces régions sont similaires. De plus, la plupart des génes de
la région | ne semblent pas présents chez Y. pestis ou d’autres y-protéobactéries. Ceci
suggere un transfert horizontal de la région I. Ce groupe de génes aurait été acquis par S.
marcescens apres la séparation de cette espéce au cours de I’évolution.

L’analyse, plus approfondie de la région | chez Serratia marcescens, nous améne
un élément de confirmation. En effet cette région contient une intégrase de phage
(Famille P2), ainsi qu’un fragment de 218 pb de la protéine GpP appartenant a un phage
(Famille P2). De plus, comme on le voit sur la figure 12, la partie contenant ces deux
geénes a un GC % qui est inférieur au reste du génome. La présence de fragments de
génome de phages dans la région | est un élément qui nous permet de supporter
I’hypothése d’un transfert horizontal de la partie I. En effet, les phages sont trés
importants dans les phénoménes de THG comme il a été décrit dans la partie revue de
littérature, de plus la colocation de génes CP avec des éléments facilitant les transferts
horizontaux (tRNA, séquences d’insertion) ont déja été observés (Richer, Courville et al.
2003). Un autre élément qui indique un possible transfert horizontal de la région I est que
les génes que l'on y retrouve ne sont pas présents, pour la plupart, chez les v-
protéobactéries. Le protéine SmarA’ en est un exemple. Un autre exemple est le géne que
’on retrouve a droite de I’'intégrase de phage, code pour une protéine de fonction
inconnue. Cette protéine a 46 % de similarité avec les protéines jhp0681 de la bactérie
Helicobacter pylori 199, PBPRA08I | de Photobacterium profundum SS9, et de CJE0670
de Campylobacter jejuni RM1221. Ces espéces sont phylogénétiquement éloignées des y-
protéobactéries. De plus, on retrouve un gene qui code pour un transporteur de type

ABC. On retrouve ce géne chez Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043
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(ECA2157), P. syringae, A tumefaciens, Burkolderia cepacia. 11 ne semble pas y avoir
d’équivalent chez des espéces comme E. coli, S. Typhimurium, Y. pestis. 1l a déja été
observé que ce geéne a probablement été acquis par Erwinia carotovora par transfert

horizontal (Bell, Sebaihia et al. 2004).
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Figure 12.  Analyse de la région du génome de S. marcescens contenant mntH A’.

Représentation schématique de la région de S. marcescens dbll, contenant les
genes mntR et mntHA’, et comparaison avec la région colinéaire chez Y. pestis CO92. Les
genes de S. marcescens ont été identifiés en utilisant le programme BlastX

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Les génes, représentés par des fléches, sont

nommés au centre de la figure et le pourcentage de similarité, suivi du pourcentage
d’identité, des séquences protéiques correspondantes sont aussi indiqués en dessous. Ces
pourcentages ont été déterminés en utilisant le programme « BlastP Two Sequences »
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). La région de S. marcescens
contenant les génes n’ayant pas d’homologie avec ceux de Y. pestis, est soulignée. Cette
région est appelée région | dans le texte. Cette figure contient aussi une analyse du
pourcentage de GC des deux régions génomiques correspondantes. Cette analyse a été
faite a I’aide du logiciel VectorNTI Suite 7.0 (Informax, Bethesda, MD), paramétre 200
nucléotides. Quatre diminutions du pourcentage de GC, numérotées de 1 a 4, sont
observées. De plus, on observe dans le génome de S. marcescens, une diminution dans la

région correspondante aux génes de I’intégrase et de I’homologue de jhp0681.
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4.6  Organisation des génes mntR et mntH en opéron ct prédiction de I’affinité des

protéines MntR

Dans les parties précédentes, il a été caractérisé différentes protéines MntH. De
plus, certaines indications d’un transfert horizontal des génes mntR-mntHA® dans le
génome de S. marcescens, ont été présentées. La figure 13-A représente un alignement
de quelques protéines MntR provenant de différentes espéces. Cet alignement a été
effectué avec le logiciel VectorNTI. La premiére observation que I’on peut faire sur cet
alignement est que la protéine MntR (codée par la région I, figure 12) de S. marcescens
est différente de celle que I’on retrouve chez E. coli, S. Tvphimurium ou K. pneumoniae,
espéce appartenant elles aussi aux y-protéobacteries. On remarque que toutes les protéines
MntR présentes dans cet alignement (en particulier celles des Xanthomonas) ont toutes le
motif EXXEH, qui a été décrit comme déterminant dans le choix du métal co-répresseur
(Guedon et Helmann 2003).

S. marcescens n’est pas la seule bactérie a posséder dans son génome les génes
mntR et mntH organisés en opéron inverse. La figure 13-B présente les espéces connues a
ce jour, ayant une organisation en opéron des génes mntH-mntR. Hormis S. marcescens
dont le géne mntH code pour une protéine de groupe A’, toutes les espéces, ayant une
telle organisation, ont un géne mntH qui code pour une protéine du groupe Ca (Richer,
Courville et al. 2003). De plus, les espéces dont les génomes ont été séquencés, du genre
Xanthomonas (hormis malthophilia) ou Xvlella, ont un géne codant pour une
Cytosine/Adénosine Déaminase (CumB), qui pourrait appartenir au méme opéron, et étre

transcrit sur le méme ARNm que mniR.
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Figure 13.  Analyse des séquences des protéines MntR de certaines a et y-
protéobactéries et de B. subtilis (A) et représentation schématique des loci, identifiés

a ce jour, possédant les génes mntR et mntH (B).

A) Alignement a I’aide du logiciel VectorNTI Suite 7.0 (Informax, Bethesda,
MD), des séquences MntR de Bacillus subtilis (Bsub: gi: 16079508), Serratia
marcescens dbl1 (Sanger Institute, génome non-publié), Gluconobacter oxydans (Goxy :
58002910), Mesorhizobium loti MAFF303099 (Mlot: 14023008), Magnetospirillum
magnetotacticum MS-1 (Mmag : 46202768), Xanthomonas campestris pv. campestris
str. 8004 (Xcam: 66768269), Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306 (Xaxo:
21242781) Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACCI0331 (Xory: 58581829), Xvlella
Jastidiosa 9a5c (Xfas: 15837615), Stenotrophomonas (Xanthomomas) maltophilia
(Sanger Institute, génome non-publié), Salmonella Typhimurium (Styp: 54041563)
Escherichia coli K12 (Ecol : 1787038) Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH
78578 (NCBI génome non-publié). De plus, on retrouve a la position 10 un acide
aspartique (D), a la position 102 un acide glutamique et finalement a la position 105 un
acide glutamique (E) suivi d’une histidine. (H) (encadrés sur le schéma). Ceci permet de
prédire une affinité plus forte pour le manganése que pour le fer (Guedon et Helmann
2003).

B) Représentation schématique des opérons supposés mntR-mntH, et s’il y a lieu
des génes pouvant aussi appartenir a ces opérons. Cette organisation a été identifiée
seulement chez les espéces nommées dans cette figure. Cependant, tout les génomes

bacteriens ne sont pas séquencés.
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4.7 Etude d’un géne mntHCa dans un contexte endogéne.

4.7.1 Construction de trois mutants Xanthomonas campestris pv campestris mntR

(R), mntH (H) et mntR-mntH (RH).

En parall¢le de la caractérisation des homologues MntH du groupe A et C dans E.
coli ou S. Typhimurium, il est apparu intéressant d’étudier une protéine MntH de groupe
C, dans son contexte endogene. Notre choix s’est arrété sur la bactérie X. campestris pv
campestris, car cette bactérie est une y-protéobactérie (comme E. coli, S. Typhimurium).
De plus, son géne mmntH est organisé en opéron avec son répresseur mnfR. Cette
organisation est conservée avec d’autres bactéries et certaines indications laissent penser
a une acquisition de ces génes par transfert horizontal (Richer, Courville et al. 2003). Ceci
nous a amené a vérifier si le régulateur MntR controle ’expression du géne mmtH
adjacent. De plus, nous avons aussi choisi cette bactérie car MntH semble étre le seul
transporteur de manganése connu. La protéine MntH de X. campestris, exprimée dans E.
coli, montre des signes de transport de cadmium et de cobalt ainsi que de protons en
présence de cadmium et de différents métaux (Veyrier, Castillo et al. 2004). Malgré que
la protéine soit dégradée au fil du temps, elle complémente les phénotypes du mutants
M2S, au méme titre que la protéine de S. Typhimurium. Il semble donc que des propriétés
de transport soient conservées dans le cas de cette protéine MntH de groupe C. Mais,
quels rdles joue réellement cette protéine dans X. campestris ?

Pour répondre a cette question, nous avons construit différents mutants en
remplagant un fragment du géne a muter par une cassette de résistance a un antibiotique.
La partie droite de la figure 14 présente une schématisation des insertions des cassettes de
résistance aux antibiotiques, dans le cas des trois constructions. La figure 14-A présente
les résultats des digestions, par les enzymes BspHI (B) et Sacl (S), des ADN génomiques
de X. campestris et de deux mutants mntH indépendants et hybridés a la sonde radioactive
A. On obtient respectivement des fragments de 3918 pb et 4563 pb pour les mutants
mntH, alors que dans le cas de I’ADN de la souche sauvage, on obtient des bandes de
tailles d’environ 10500 pb. Ces tailles sont celle attendues, comme il est schématisé sur la

partie droite de la figure 14-A. De méme, les ADN génomiques des deux mutants mntR
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(figure 14-B) ont été digérés par Agel et BspHI et hybridés a la sonde radioactive B. Lors
de la digestion par Agel, on obtient des fragments de 8166 pb pour les mutants et deux
fragments de 5283 et 1804 pb pour la souche sauvage. Lors de la digestion par BspHI, on
obtient deux fragments de 8166 et 3773 pb, pour les mutants mnR, alors que dans le cas
de ’ADN de la souche sauvage, on obtient un fragment d’environ 10500 pb. Ces tailles
sont les tailles attendues comme schématisé sur la partie droite de la figure 14-B. Enfin,
les ADN génomiques des deux mutants mntR-mntH (figure 14-C) ont été digérés par
Sacl, Pstl et Agel et hybridés a la sonde radioactive B. Lors de la digestion par Sacl, on
obtient un fragment de 4129 pb pour les mutants et un fragment de 10800 pb pour la
souche sauvage. Lors de la digestion par Pstl on obtient un fragment de 5947 pb pour les
mutants mntR-H et 2509 pb pour la souche sauvage. Lors de la digestion par Agel, du
mutants mniR-H clone 2, on obtient un fragment de 7343 pb, alors que dans le cas de
I’ADN de la souche sauvage on obtient deux fragments d’environ 1804 et 5283 pb. Ces
tailles sont celles attendues comme schématisé sur la partie de droite de la figure 14-C.

La construction des mutants X. campestris mntH, mntR et mntR-H, a fonctionné

comme attendue. Les génes ne semblent donc pas essentiels dans les conditions utilisées.
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Figure 14.  Vérification, par buvardage de type Southern, des délétions géniques

des trois mutants X. campestris mntH (H) (A), mntR-mntH (RH) (B) et mntR (R) (C).

Les mutants générés, a I’aide des variants du plasmide pKI8mobsacB, ont
effectué une double recombinaison homologue, ayant comme conséquence le
remplacement d’un fragment du géne a muter par une cassette de résistance a un
antibiotique. La partie droite de la figure 14 présente une représentation schématique des
insertions des cassettes de résistance dans le cas des trois constructions. Pour générer le
mutant mntH nous avons utilisé le plasmide pK18-MntH (Tet). Pour mntR nous avons
utilisé le plasmide pK18-MntR (Sm) et enfin, pour générer les mutants mntR-mntH nous
avons utilisé le plasmide pK18-MntR-H (Gm). Les ADN génomiques, de deux clones
indépendants de chaque mutant, ont été digérés. Les profils de digestion ont été analysés
par buvardage de type Southern, et comparés a ceux de la souche sauvage. A) Profils de
digestion, par les enzymes BspHI (B) et Sacl (S), des ADN génomiques des mutants
mntH ::Tet comparés a ceux de la souche sauvage (WT). B) Profils de digestion, par les
enzymes Agel (A) et BspHl (B), des ADN génomiques des mutants mntH-R ::Gm
comparés a ceux de la souche sauvage (WT). C) Profils de digestion, par les enzymes
Sacl Pstl (P) et Agel (A), des ADN génomiques des mutants mntR ::Sm comparés a ceux

de la souche sauvage (WT).
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4.7.2 Défaut de croissance du mutant X. campestris mntH-R et augmentation de ce

défaut par le plasmide pCRH

Aprés avoir généré et vérifié les différents mutants X. campestris, le premier
phénotype a observer était la croissance en milieu riche. Les courbes de croissance de la
souche sauvage, des trois mutants et du mutant mnt/R-mntH portant le plasmide pCRH
(cumB-mniR-mntH) sont présentées sur la figure 15-A.

On observe que les mutants mntH et mntR ne montrent pas de retard de croissance
significatif, contrairement aux mutants mntR-H. Ce retard est visible dés le début de la
phase exponentielle. En effet, a 8h, les cultures des mutants mntR-H ont une DO
environ inférieure de moitié a celle de la souche sauvage (0,475 unité de DO pour les
mutants mntR-mntH contre 0,775 pour la souche sauvage, 0,870 pour les mutants mnrH et
0,824 pour les mutants mntR). Comme on le remarque, les cultures des mutants mntR-H
atteignent la phase stationnaire aprés environ 30h, ce qui se traduit par un plateau a une
DOgoo de 1,6 comparativement a la souche sauvage (2,10), aux mutants mntH (1,90) et
aux mutants mntR (2,04). 11 est donc clair que les mutants mntR-mntH ont un retard de
croissance.

Tres singuliérement, 1’opéron cumB-mntR-mntH, introduit via pCRH dans le
mutants mntR-H, ne complémente pas ce défaut de croissance mais au contraire
I"augmente significativement. En effet, la croissance a 8 h est diminuée d’environ deux
tiers (DOgoo 0,289). De plus aprés 48h, ces cultures ne semblent pas encore avoir atteint
la phase stationnaire et la DOgyy de 1,06 est environ inférieure de moitié a celle de la
souche sauvage et d’un tiers a celle du mutant mn/R-H ne portant pas le plasmide pCRH.
Les souches mmniR-mntH ont bien un retard de croissance. Et singuliérement,

I’introduction des génes cumB-mntR-mntH dans ces souches augmente ce défaut.
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4.7.3 Sensibilité aux peroxydes des mutants X. campestris

Les molécules provoquant un stress de type peroxyde testées (figure 15-B) sont :
le peroxyde d’hydrogene (H20.) et le tert-butyl hydroperoxyde (t-BOOH), un modéle de
peroxyde organique (ROOH). La délétion du géne mnrH entraine une augmentation de la
sensibilité au t-BOOH et a I’H-O, (diamétre d’inhibition de croissance respectivement
égaux 4 4,8 et 2,5 cm), en comparaison avec les sensibilités de la souche sauvage
(respectivement 3,5 et 1,8 cm). La mutation de I’opéron mn/R-H a un effet surprenant en
présence de t-BOOH. Les mutants mntR-H (2,5 cm) sont plus résistants a cette molécule
que la souche sauvage (3,5 cm). De plus, ce phénotype est abrogé lorsque les mutants
mniR-H portent les génes cumB-mntR-mntH, via pCRH. La délétion du géne mmR ne
semble pas affecter la sensibilité au t-BOOH. En effet, les mutants mmR présentent une
zone de sensibilité de 3,6 cm, équivalente a celle de la souche sauvage. Cependant, celle-
ci semble légérement affecter la sensibilité a I’H-O,, les mutants mnrR présentant une
zone d’inhibition de 2,0 cm. Celle-ci est légérement plus importante que celle de la
souche sauvage, cependant on retrouve cet écart a chaque fois que I’on refait

I’expérience.

4.7.4 Sensibilité a 1a ménadione des mutants X. campestris

La ménadione est un modéle souvent utilisé pour caractériser un stress de type
anion super-oxyde. Nous avons donc testé le comportement des mutants face a ce
composé (figure 15-B). La délétion du géne mntH ou du géne mniR ne semble pas
affecter la sensibilité a la ménadione. Les mutants mmR (2,5 cm) et mntH (2,6 cm) ont
des sensibilités qui sont similaires a celle de la souche sauvage (2,5 cm). Par contre, la
délétion de I’opéron mntR-mntH affecte la sensibilité a la ménadione. Les mutants mntR-
H (3,1 cm) ont une zone d’inhibition plus importante que celle de la souche sauvage.
Cependant, lorsque les mutants nntR-H portent le plasmide pCRH (cumB-mntR-mntH), la
zone d’inhibition (4 cm) est plus importante que celle des mutants ne portant pas le

plasmide.
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4.7.5 Sensibilité aux métaux divalents (Mn*", Ccd*, Cu2+)

Afin d’étre en mesure d’expliquer les effets des délétions sur la sensibilité aux
différentes molécules oxydantes, il était nécessaire de vérifier les différences dans la
sensibilité aux différents métaux, connus pour interagir avec MntH et MntR. Les résultats
sont présentés dans la figure 15-C.

Le premier métal qui s’ imposait était le manganése. La mutation mnR augmente
de maniére significative (3,7 cm) la zone d’inhibition créée par la présence de manganése,
lorsque I’on compare celle-ci avec celle de la souche sauvage (2,0 cm). Mais cette
sensibilité n’est pas diminuée lorsque I’on enléve aussi le géne mnrH (mutant mntR-H 4,1
cm) et celle-ci est méme plus importante que celle des simples mutants mntR (p<0,05).
L’introduction du plasmide pCRH (cumB-mntR-mntH) dans le mutant mntR-H restaure
une sensibilité au manganése (2,1 cm) similaire a celle de la souche sauvage.

Les mutants ont un profil de sensibilité qui differe de celui du manganese,
lorsqu’ils sont en présence de cadmium, a une concentration égale a 0,125 M. Les
mutants mntR-H ont une sensibilité au cadmium inférieure a celle de la souche sauvage
(respectivement 2,4 et 3,2 cm). De plus, I’introduction du plasmide pCRH dans les
mutants mntR-H, entraine une augmentation de la sensibilité (3,1 cm) des mutants nR-
H. Celle-ci devient alors similaire & celle de la souche sauvage.

Les différentes souches se comportent d’une fagon similaire en présence de cuivre.
La délétion du géne mntR augmente la zone d’inhibition créée par la présence de cuivre
lorsque I’on compare avec la souche sauvage (respectivement 3,3 et 3,1 cm). Les doubles
mutants mitH-R ont une sensibilité (de 2,6 cm) moins importante que celle des simples
mutants mmR, ainsi que de celle de la souche sauvage. De plus, I'introduction du
plasmide pCRH dans le mutant mntR-H restaure une sensibilité au cuivre de 3,1 cm ¢gale
a celle de la souche sauvage. Contrairement au manganése, la délétion du gene mntH
semble diminuer la sensibilité. On observe cette diminution lorsque I’on compare mntH
(2,9 cm) avec la souche sauvage ou lorsque I’on compare la souche mnR-H avec mntR.

D’autres métaux (FeSO, IM, CoCl, 0,25 M, ZnCl 0,25M) ont été testés
cependant, aucun phénotype significatif n’a pu étre observé. En résumé, en comparaison

avec la souche sauvage, les mutants mntH sont moins sensibles au cuivre. Les mutants
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mntR-H sont hyper-sensibles au manganése, mais résistants au cadmium et au cuivre. De
plus, I'introduction du plasmide pCRH (cumB-mntR-mntH) complémente bien ces
sensibilités. Les mutants mntR sont plus sensibles au manganése (moins que les mutants

mniR-H) et plus sensibles au cuivre.

— e



Figure 15.  Phénotypes des mutants X. campestris.

La figure 15-A présente les courbes de croissance des mutants X. campestris, en
milieu riche TYG. Des cultures fraiches (DOgo 0.1) ont été incubées a 30°C, a une vitesse
de 200 RPM et les DOggo ont été mesurées a différents temps. Deux expériences ont été
faites en duplicata pour chacun des deux clones de chaque mutant. La figure 15-A
présente les moyennes (8 valeurs par points) des densités optiques en fonction du temps
incluant les résultats de la croissance du mutant mntR-mntH portant le plasmide pCRH.
Ce plasmide a été construit tel que décrit dans la partie Matériel et Méthodes.

Les figures 15-B et 15-C présentent les moyennes des zones d’inhibition de
croissance, mesurées par la méthode des tests de diffusion précédemment décrite
(Mongkolsuk, Whangsuk et al. 2000). Deux clones indépendants de chaque mutant ont
été testés. La figure 15-B présente les moyennes d’une expérience en duplicata, des
sensibilités en présence de t-BOOH (0,5 M), H,O, (0,5 M) et de ménadione (1,5 M).
Cependant, I"expérience a été faite au minimum trois fois et les mémes profils ont ét¢
observés. La figure 15-C présente les moyennes, d’au minimum 3 expériences en

duplicata, des sensibilités en présence de MnCl, (1M), CdCl; (0,125 M), CuCl, (I M).
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L étude qui est présentée dans ce mémoire avait pour but de tester une hypothése
d’évolution fonctionnelle entre les différents groupes MntH (Richer, Courville et al.
2003), en testant, en particulier, les homologues des groupes A et C. Les différences et les
similarités, entre les protéines MntH de groupe C et de groupe A, ont été observées en
exprimant les représentants sélectionnés dans E. coli ou dans S. Typhimurium. Les
résultats d’expression hétérologue permettent de comparer les homologues les uns aux
autres, a condition qu’ils soient correctement produits par les entérobactéries utilisées.
Pour déterminer le role physiologique d’un transporteur MntH de groupe Ca, démontrant
une activité fonctionnelle dans les entérobactéries, le phyto-pathogéne X. campestris pv
campestris a été choisi pour verifier I’importance du manganése dans les interactions
plantes-pathogénes. Nous avons tiré parti, du fait que les génes nnrH et mniR sont liés
pour étudier aussi le role du régulateur MntR. Cette organisation est propre a une sous
famille de genes Ca qui pourraient se propager par transfert horizontal (Richer, Courville
et al. 2003), ainsi qu’au géne mntH de groupe A’ de Serratia marcescens. La présente
¢tude fournit des indications que S. marcescens aurait acquis ces génes mmiR et mntH de
groupe A’ par transfert horizontal. La section qui suit a pour but de résumer et de discuter

les résultats les plus importants obtenus lors de cette étude.

Expression et activité des différentes protéines MntH, dans E. coli.

Nous avons démontré que certains homologues MntH n’étaient pas exprimés, dans
E. coli, au méme taux que la protéine EcolA dans le systtme pBAD et les conditions
choisies (figure 7). De plus, dans certains cas (NpunCa, PfluCy, SmarA) I’absence
d’expression a été corrélée a une absence d’activité dans E. coli. D’autres protéines peu
ou pas exprimées, semblent avoir une bonne activité comme SmarA’ et moindrement
WbreCB.
Les deux protéines de groupe C qui ont démontré les meilleurs taux d’expression et
d’activité sont : SmutCp et XcamCo. Il est quand méme intéressant d’avoir un taux
d’expression aussi important pour SmutCB. En effet, la bactérie Streprococcus mutans est
phylogénétiquement éloignée de E. coli. Une différence importante, entre SmutCp et

XcamCa, est la relative labilité de cette derniére qui a été corrélée a une activité
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relativement moindre. Malgré une expression et une activité visibles, on remarque une
diminution du taux de cette protéine aprés 10h ou 16h. Le fait que certaines protéines
MntH puissent étre dégradées, pourrait aussi expliquer ’absence d’expression/activité
pour certaines protéines (comme SmarA, WbreCB, NpuncCa, et PfuCy). En effet, il est
possible que celles-ci ne s’intégrent pas correctement dans la membrane et soient
reconnues par certaines protéases de E. coli et soient dégradées rapidement. 1l se peut que
les protéines SmarA’ et WbreCB, soient dégradées mais pas suffisament rapidement pour
empécher leur effet lors d’une expression continue.

Concernant I"activité des protéines fonctionnelles, nous pouvons remarquer des
différences dans les affinités pour certains métaux. Cependant, la signification des
résultats n’est pas établie car les protéines ont été exprimées dans un systéme hétérologue.
Malheureusement, a part pour EcolA, les tests de sensibilités aux métaux ne permettent
pas d’observer le transport du manganése. Ce métal a été décrit comme le métal ayant le
plus d’affinité avec les protéines MntH de E. coli, S. Typhimurium, et B. subtilis.
Cependant, nous avons utilisé un autre test plus sensible pour la détection du transport de
manganese. Celui-ci consiste en une complémentation métallo-dépendante de la mutation
hfIBI thermosensible de la souche SL93 (Makui, Roig et al. 2000; Courville, Chaloupka
et al. 2004; Chaloupka, Courville et al. 2005). Ce test nous a permis de démontrer un
transport de manganése dépendant de I’expression de EchrA, EcolA, XcamCa (par ordre
d’efficacité).

Les résultats du transport de protons (figure 8) (Veyrier, Castillo et al. 2004), en
fonction des différents homologues exprimés et des différents métaux présents dans le
milieu, complémentent les données obtenues par la méthode des tests de diffusion des
métaux. En effet, il a été constaté un transport de protons pour la majorité des protéines,
sauf pour SmarA, WbreCp, NpunCa, et PfuCy. Ceci confirme que ces derniéres n’ont que
peu d’activité dans E. coli. Pour les autres nous avons démontré une entrée de protons en
réponse au cadmium et a différents métaux (Veyrier, Castillo et al. 2004). Ceci permet
donc d’établir une fonction conservée de symporteur métaux/protons pour toutes les
protéines actives testées, ce qui représente un résultat tout a fait original. A long terme, ce

test permettra de comparer le transport de H en fonction des différents métaux (en
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particulier du manganése) et de compléter les résultats de la sensibilité aux métaux

mesurée par les tests de diffusion.

Dans le cadre du projet visant a tester I’hypothése d’évolution fonctionnelle entre
les différents groupes phylogéniques de MntH (Courville, Chaloupka et al. 2004;
Chaloupka, Courville et al. 2005), nous avons comparé I’importance de certains acides
aminés, trés conservés dans la famille des protéines MntH. Trois protéines, représentant
les trois groupes de protéines MntH (EcolA, XcampCa, et CtepB), ont été modifiées par
mutagenese dirigée. L acide aminé choisi est I’histidine conservée, en position respective
216, 238 et 214, dans les trois représentants des protéines MntH. Celle-ci a été remplacée
soit par une alanine (A) soit par une arginine (R). La comparaison de I’effet des
mutations, identiques pour les trois homologues de différents groupes, nous renseigne sur
leur relation structure/fonction. Les différences observées entre les homologues, de
groupe A, B et C testés, confirment I'importance fonctionnelle de cette histidine
conservée dans le transport des métaux. Nos résultats sont en accord avec ceux déja
obtenus par d’autres études. Une étude avait démontré que ces mutations, dans la protéine
Nramp2 (mammifére), entrainent une diminution du transport de fer et de cobalt, lorsque
I’on remplace cette histidine par une alanine et de fagon plus importante, lorsque celle-ci
est remplacée par une arginine (Lam-Yuk-Tseung, Govoni et al. 2003). De plus, il a été
suggéré une implication de cette histidine dans le transport de H" par Nramp2 (Lam-Y uk-
Tseung, Govoni et al. 2003). Méme si la mutation affecte la sensibilité aux métaux dans
le cas des trois groupes, on observe certaines différences lorsque I’on compare les
protéines non mutées avec leurs différents mutants. Par exemple, la sensibilité au zinc est
plus affectée dans le cas des mutants EcolA que ceux de CtepB. La sensibilité au cobalt
est plus affectée dans le cas des mutants EcolA que XcamCa, et n’est que peu affectée
dans le cas des mutants CtepB. Ceci suggére que méme si cette histidine est importante
dans la fonction des protéines de la famille Nramp/MntH, son rdle dans Ia
structure/fonction ou I’environement autour de cet acide aminé, sont différents en
fonction des groupes phylogéniques.

Une autre protéine mutante, disponible dans le laboratoire, a été utilisée. Il s’agit

de la protéine MntH de E. coli dont I’acide aspartique en position 34 a été remplacé par
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une glycine. 1l a été démontré par buvardage de type Western que cette protéine (EcolA
D34G), est exprimée a un taux similaire a celui de la protéine non mutée, et que celle-ci
n’a plus d’activité de transport métaux/protons (Chaloupka, Courville et al. 2005). Cette
protéine mutante, clonée dans pBAD, a ¢été utilisée comme témoin négatif
supplémentaire. La différence majeure avec I’autre témoin négatif (vecteur sans gene
mntH), est qu’il y a expression d’une protéine non-fonctionnelle. Ceci permet donc
d’exclure tout effet dii seulement a la présence d’une protéine, et non a un transport de

métaux/protons.

Complémentation du double mutant S. Typhimurium M2S.

Le but du projet était d’essayer de complémenter différents phénotypes obtenus
grace a la délétion du géne murH dans S. Typhimurium. Des travaux, effectués
préalablement dans le laboratoire (Boyer, Bergevin et al. 2002), démontraient que la
délétion du géne mntH, cumulée a celle de sit4-D, chez S. Typhimurium isolat Keller,
entrainaient : - un défaut de croissance en milieu riche supplémenté de chélateur de
métaux (DP, 2,2°-dipyridyl) - une sensibilité accrue a I’H,O- - une virulence atténuée
dans un modéle de cellules RAW264.7 Nramp| ™~ et dans un modéle de souris Nrampl ™.
De plus, on observe dans les conditions testées, une diminution de la capacité
d’acquisition du fer, modérée, et du manganése, totale, en comparaison aux simples
mutants ou a la souche sauvage. Deux autres phénotypes ont été obtenus durant la
présente étude. Il a été montré que les mutants M2S (mntH, sitAD), avaient aussi une
sensibilité accrue au t-BOOH, et que cette sensibilité était due, principalement, a la
délétion du géne mntH et non a celle de sitA-D. 11 a aussi été montré que les mutants M2S
avaient une sensibilité accrue a la ménadione, et que celle-ci était due a la délétion sitA-D.
Nous avons, entre autres, voulu vérifier si I’expression des homologues MntH, actifs dans
E. coli, avait un effet sur ces phénotypes de sensibilité au stress oxydatif.

Tout d’abord, nous avons essayé de diminuer la sensibilité au t-BOOH du mutant
M2S en sur-exprimant nos différentes protéines MntH, a I’aide du plasmide pBAD. Le t-
BOOH est un peroxyde, malgré tout il a été observé des différences avec I’H,O,. Sur le

plan qualitatif, pour une dose inférieure I’effet du t-BOOH est supérieur a celui de I’H»O-,
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et sur le plan qualitatif mnrH semble jouer un plus grand réle que sitAD. En effet, a dose
plus faible, I’écart entre la souche sauvage et les mutants M2S est plus important dans le
cas du t-BOOH que dans le cas de I'H,0,. Nous avons donc comparé I’effet de la sur-
expression de MntH en présence de t-BOOH avec I’effet en présence de ménadione.

Il'a été montré, préalablement, que la sensibilité au t-BOOH peut étre accentuée
en présence de fer et peut étre complémentée par le manganése, méme en présence de fer.
Au contraire, la sensibilit¢ a la ménadione est augmentée légérement en présence de
manganése et plus en présence de fer. On observe aussi que le manganése ne semble pas
protéger la bactérie en présence de fer et de ménadione. Donc, il se pourrait que les
phénotypes soient reliés aux taux ou au ratio de métaux. Nous avons comparé I’effet de Ia
sur-expression de MntH en présence de t-BOOH avec I’effet en présence de ménadione.
On observe un effet protecteur de la protéine MntH en présence de t-BOOH, alors que sa
sur-expression semble nocive en présence de ménadione. Ces différents effets sont dus a
la fonction de la protéine MntH car, lorsque 1’on sur-exprime EcolA D34G (ou pBAD24),
ces effets ne sont pas observés.

Les protéines SmarA, et WbreCp n’ont pas d’effet visible sur les phénotypes des
mutants M2S. Cependant, I’expression de WbreCB, augmente légérement la sensibilité
aux métaux de E. coli. Peut-étre que WbreCp, n’est pas suffisamment exprimée, alors que
SmarA ne semble pas fonctionnelle. D’un autre coté, les protéines EcolA, et StypA, ont
des effets du méme ordre dans les deux cas. Ces résultats sont assez attendus car leurs
séquences protéiques sont trés proches et, exprimées dans E. coli, ces protéines montrent
des expressions et des activités aux métaux semblables (mise a part pour la sensibilité au
manganese). Dans le cas de la protéine EchrA, on remarque un effet plus marqué que
EcolA qui est peu significatif. Cependant, cet effet est aussi visible dans le cas de
P’expression de cette protéine dans le systtme pKO35'mntH3’. Les protéines EchrA et
EcolA ont des profils d’expression, de sensibilité aux métaux et de transport de protons,
similaires sauf dans le cas du manganése. En effet, I’expression de EcolA entraine une
légere augmentation de sensibilité au manganése, contrairement a toutes les autres
protéines. Malgré tout, EchrA complémente la souche SL93. Il serait nécessaire de
vérifier que ces protéines transportent la majorité des métaux de la méme fagon, et de

mesurer de maniére plus précise le transport de manganése. Cela nous permettrait de
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confirmer ou d’infirmer |I’importance du manganése dans la protection contre le t-BOOH.
Dans le cas de la ménadione, les mutants M2S exprimant les trois protéines ont des
sensibilités du méme ordre. Cela confirme qu’un, ou plusieurs, autres métaux seraient
impliqués, et que le manganése ne semble pas important (seul métal qui differe).

Les deux protéines SmarA et SmarA’ proviennent de la méme bactérie. 11 est trés
curieux d’observer une activité pour SmarA’ et pas pour SmarA. La protéine SmarA’
semble avoir un effet protecteur contre le t-BOOH, similaire (voire supérieur dans le
systeme pKO35’mntH3’) a ceux des autres protéines du groupe A, mais son effet semble
moindre en présence de ménadione. L’expression de SmarA’ entraine une sensibilité aux
métaux et une entrée de protons, inférieures a EcolA. 11 pourrait étre intéressant de tester
le complémentation de SL93 par la sur-expression de SmarA’, et vérifier si SmarA’ ne
serait pas plus sélective au manganése. Le fait que SmarA’ entraine une sensibilité
inférieure a celle de la protéine EcolA, en présence de ménadione, est relativement
attendu vu que la sur-expression de SmarA’ entraine globalement moins de sensibilité aux
métaux.

Les protéines du groupe C XcampCa, et SmutCp ont des effets du méme ordre aux
oxydants, mais semblent trés différents vis-a-vis du transport des métaux. Ces protéines
semblent avoir un effet moindre en présence de t-BOOH, et leur effet en présence de
ménadione est du méme ordre que ceux de SmarA’. Ceci peut sembler surprenant surtout
pour la protéine SmutCP qui a une expression importante, et surtout une activité de
transport qui semblait supérieure ou égale a celle des protéines du groupe A. Cependant,
SmutCpB ne complémente pas la souche SL93 et XcamCa complémente cette derniére
mais de maniére moins efficace que EcolA, ce qui implique le lien possible entre le
manganese et la résistance au t-BOOH.

La protéine CtepB ne montre aucun effet protecteur contre le t-BOOH, mais pourtant elle
a un effet du méme ordre que celle de EcolA vis-a-vis de la ménadione. Pour vérifier si
cet effet était bien dii au transport de métaux via la protéine CtepB, nous avons fait les
mémes tests avec les mutants H214A, et H214R, pour lesquels nous avons préalablement
observé une diminution de la sensibilité au fer et au cobalt. La mutation de I’histidine des
mutants CtepB H214A (et plus visiblement H214R) diminue I’effet de CtepB en présence

de ménadione. Ceci implique donc bien que I’un des métaux transporté par CtepB
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entraine une augmentation de sensibilité a la ménadione. Le fait que CtepB ne protége pas
contre le t-BOOH est surprenant. Une des possibilités serait que la protéine CtepB ne
transporte pas suffisamment de manganése, mais trop d’autres métaux nocifs, pour
apporter une protection contre le t-BOOH. Nous avons aussi observé que les mutants
CtepB augmentent légerement la sensibilité au t-BOOH, ceci est difficilement explicable
dans I’état actuel. Cependant, il se pourrait que cela ne soit pas dii au transport. En effet,
le mutant CtepB H214R ne semble pas montrer plus de sensibilité aux métaux et
d’activité de transport de protons (résulats non montrés) que EcolA D34G.

L’étude en parallele de la complémentation de la sensibilité a la ménadione et au t-
BOOH des mutants M2S sur-exprimant un homologue, est intéressante mais ne permet
pas de tirer de conclusions définitives. Ces phénotypes nous permettent de dégager des
différences pour les protéines actives, qui devront étre expliquées et confirmées par
d’autres méthodes. Méme si tout n’est pas encore compris, il semble imaginable que les
taux de métaux ainsi que I’affinité des protéines puissent jouer un rdle dans la sensibilité
au t-BOOH. Peut-étre les protéines MntH, montrant un effet protecteur contre le t-BOOH,
transportent assez de manganése pour protéger, méme si elles transportent aussi d’autres
métaux redox actifs comme le fer, le cuivre (réaction de Fenton) ou le cadmium. Par
exemple, le cadmium est un métal dont la toxicité semble étre reliée a I’augmentation de
I'effet d’un stress de type peroxyde organique chez X. campestris (Banjerdkij,
Vattanaviboon et al. 2005). 1l serait intéressant de vérifier, comme pour le fer, si le
cadmium a un effet sur la sensibilité au t-BOOH des mutants M2S, et si I’effet est le
méme en présence de manganése. Cependant, les méthodes utilisées, dans cette étude,
pour mesurer le transport de manganése ne sont pas suffisamment précises pour conclure
définitivement. Dans le cas de la ménadione, le manganése ne semble pas étre le
modulateur du phénotype et un ou plusieurs autres métaux sont probablement impliqués.
En effet, le manganése ne protégeant pas contre la ménadione, le fer ou les autres métaux
a fort potentiel d’oxydoréduction, transportés par MntH, pourraient augmenter la
sensibilité a ce composé.

Nous avons testé I'impact du manganése dans la relation bactéries-macrophages
(Veyrier, Castillo et al. 2004), illustré par les résulats de tests de pouvoir infectieux des

souches S. Typhimurium M2S (pBAD ::MntH), dans le modéle de culture cellulaire de
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type macrophage RAW 264.7 Nramp!  (Boyer, Bergevin et al. 2002). Avant I’infection,
nous avons induit le géne mntH dans la souche M2S, pendant une heure, dans du milieu
riche LB. Nous avons remarqué que les protéines MntH permettant la réplication
intracellulaire du mutants M2S, sont EcolA, SmarA’, XcamCa, et EchryA en incluant le
témoin négatif EcolA D34G (réplication intracellulaire 2,5 fois supérieure a celle de M2S
pBAD24). Ceci pourrait suggérer que seule la liaison du manganése a MntH, a la surface
des bactéries, pourrait entrainer une protection. Donc, pour tester les différents
homologues dans un contexte infectieux en respectant la régulation normale du géne
mntH, nous avons construit des plasmides pKO35’mntH3’ qui portent la région
génomique de S. Typhimurium entourant le géne mntH dont le cadre de lecture mntH a
été remplacé par ceux de EchryA, SmarA’, XcampCa, SmutCf. Le test de sensibilité au t-
BOOH, des mutants M2S exprimant ces constructions, permet d’observer une
complémentation dans le cas de toutes les protéines, avec un ordre d’efficacité
grossicrement le méme que lorsque test¢ a I’aide des plasmides pBAD24
(EchryA>=SmarA’>StypA>XcampCa >= SmutCp). Cependant, I’efficacité différe de la
sur-expression induite dans le systtme pBAD en présence d’arabinose car, la transcription
du geéne mntH est activée en présence de peroxyde (possiblement via OxyR) (Kehres,
Janakiraman et al. 2002), et réprimée par une régulation métallo-dépendante via Fur et
MntR (Kehres, Janakiraman et al. 2002), ce qui différe de pBAD.

Les tests de sensibilit¢ au t-BOOH, des mutants M2S portant les plasmides
pKO35’mntH3’, montrent queles constructions permettent bien d’exprimer les
homologues et qu’elles permettront de mener a bien le projet engagé. Ainsi, ces
constructions (gene mntH de différentes espéces sous controle du promoteur de mntH)
permettront d’introduire un allele différent de mntH dans le génome des mutants M2S.
Ensuite, les phénotypes de ces mutants pourront étre étudiés dans un contexte infectieux,
a I’aide de modéele murin, et il sera possible de comparer la virulence des différentes
souches, par exemple en effectuant des études de compétitions. Nos résultats indiquent
que toutes les protéines MntH testées sont des symporteurs métaux-protons, ayant des
affinités aux métaux qui semblent différentes. Ces mutants nous permettront de vérifier si
les protéines MntH de groupe C ou A’ (transférées horizontalement) présentent un

avantage dans un contexte infectieux.
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Organisation mntR-mntH, et transferts horizontaux.

En plus d’avoir observé le comportement de différentes protéines exprimées dans
E. coli ou S. Typhimurium, nous avons détaillé aussi les différences dans I’organisation
des genes de bactéries possédant des géne mmH Ca ou A’. 1l a été observé que le géne
mntH Ca est adjacent au régulateur mntR chez certaines bactéries (Richer, Courville et al.
2003). De plus, ce groupe de geénes a pu étre acquis par transfert horizontal (Richer,
Courville et al. 2003). Pour certains, 1’organisation en orientation inverse autour d’une
région promotrice, suggere un réle dans la régulation (opéron). Le locus ol est situé le
géne mntH A’ de S. marcescens, posséde aussi la méme organisation. Ceci conforte
I’hypothése que les geénes de groupe A’ (A’l et A’2) aient pu étre transmis
horizontalement récemment.

Le génome de Serratia marcescens souche dbll possede deux génes mntH, un
codant pour une protéine de groupe A, et un pour une protéine de groupe A’. Le génome
de S. marcesens est pour I'instant le seul contenant deux génes mntH dont I’un code pour
une protéine de groupe A’ et I’autre pour une protéine de groupe A. S. marcescens est une
entérobactérie, proche de Y. pestis, E. coli, S. Typhimurium. 11 n'est donc pas surprenant
qu’elle posséde un gene de groupe A. De plus, les génes que I’on retrouve aux alentours
du gene mntH de groupe A (nupC, gitX...) sont similaires a ceux de Y. pestis, E. coli, S.
Typhimurium et le promoteur est aussi conservé. En effet, on retrouve la séquence
consensus conservée de liaison au régulateur Fur (site Fur mais pas de site MntR). Le
gene de groupe A a donc évolué de fagon verticale.

Le geéne de groupe A’ est possiblement organisé en opéron inverse avec le géne mniR. On
retrouve cette organisation dans d’autres especes, mais dont le géne mntH est de groupe
Ca (Richer, Courville et al. 2003). De plus, on retrouve le site de liaison a MntR dans la
région promotrice. Cette organisation est donc le premier exemple d’une organisation
mniR-mntHA’. La méthode utilisée pour détecter les indices de transfert horizontaux est
la méme que celle ayant servi aux autres génes mntH Ca (Richer, Courville et al. 2003).
En comparant le génome de Y. pestis et S. marcescens, on s’apercoit que les génes mntR-
mntHA', et plusieurs autres (région I), sont insérés dans une région du chromosome de S.

marcescens qui est colinéaire avec celui de Y. pestis. Les génes bordant la région I, dans
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S. marcescens, ont une trés forte homologie ainsi qu’une organisation similaire a ceux de
Y. pestis. Au contraire, les génes de la région | ne semblent pas étre présents dans les
entérobactéries séquencées, mis a part dans Erwinia carotovora subsp. atroseptica. Son
génome est trés différent des autres entérobactéries. En effet, 33 % de ses génes ne se
retrouvent pas dans les autres entérobactéries et plusieurs indications d’acquisition de
certains de ces geénes, par transferts horizontaux, ont été décrites (Bell, Sebaihia et al.
2004). L’un des génes que I’on retrouve dans la région 1, est un composant d’un
transporteur de la famille ABC. On retrouve aussi ce géne (ECA2157) chez E. carotorova
subsp. atroseptica, dans une région qui semble avoir été acquise horizontalement (Bell,
Sebaihia et al. 2004). Cette région (HIA8) transférée horizontalement, posséde une
centaine de génes importants pour I’infection, dont certains codent pour des systémes de
sécrétion de type 111, des protéines d’adhésion ou d’agglutination... (Bell, Sebaihia et al.
2004). On retrouve aussi, dans la région I, un géne codant pour une intégrase et un
fragment du géne gpP de phage probablement de la famille des phages P2. Ces éléments
nous suggerent que la région | a peut-étre été acquise par transfert horizontal,
probablement via un phage ou un autre élément mobile. Les protéines MntH de groupe A’
semblent, pour I’instant, étre reliées plus au groupe A qu’au groupe Cy (Richer, Courville
et al. 2004), mais celles-ci semblent moins répandues que les protéines des autres
groupes. 1l est donc trés intéressant que la protéine SmarA’ ait pu étre récemment
transférée horizontalement avec le géne mniR, ceci est analogue aux protéines mnrH de
groupe C.

Dans E. coli ou S. Typhimurium, la protéine SmarA ne semble pas transporter les
métaux testés, alors que celle de groupe A’ (SmarA”) est active. En séquencant les génes
des protéines SmarA et SmarA’, obtenus a partir de la souche 2170, nous nous sommes
apergus que les deux geénes avait 5 % de différence avec les génes de la souche dbl |
(Institut Sanger). Ces différences se traduisaient par 8 changements d’acides aminés dans
la séquence de la protéine SmarA (Tup119P2170 = Sicoin9, P11S = S10, 1127V = V126,
RIS6L = KI55, FI80L = L179, V2231 = H222, Q286H = H285, H320R = R319), et un
seul dans SmarA’ (V418G = 1402) (Appendice A). Ceci suggére une conservation plus
importante de la protéine SmarA’ entre les deux souches, qui pourrait étre due a une

pression sélective. Il a été démontré que XcamCo est active dans E. coli et dans
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Xanthomonas campestris. Malgré tout, nous n’avons aucune certitude que dans S.
marcescens, la protéine SmarA’ soit plus fonctionnelle que SmarA, mais il pourrait étre
intéressant de le vérifier. De plus, la souche dbl | séquencée et la souche que nous avons
utilisée sont deux souches pathogénes. Cependant, celles-ci sont différentes, 2170 a été
1solée de I’environnement et produit un pigment rouge (prodigiosine) (Suzuki, Uchiyama
et al. 2001), alors que dbl1 a été isolée de la mouche drosophile et ne produit pas ce
pigment (Flyg, Kenne et al. 1980). 11 a été établi que la souche 2170 est plus virulente que
dbl1 dans un modéle d’infection de nématodes (Kurz, Chauvet et al. 2003). 1l serait utile
de vérifier si le géne smarA’ est présent dans toutes les souches de S. marcescens, et de
comparer lc taux de différences des séquences géniques et protéiques des génes SmarA et
SmarA’ dans les différentes souches. La aussi, une étude du role de ces deux protéines
dans la bactérie d’origine pourrait étre intéressante. Il pourrait étre aussi intéressant de
vérifier la fonctionnalité de I’opéron inverse supposé mniR-mntHA' dans Xanthomonas
campestris mntR-H, pour prouver la fonctionnalité de celui-ci dans le cadre d’un transfert

horizontal artificiel.

Comme nous venons de le voir, plusieurs indications font penser a un transfert
horizontal de la région | de S. marcescens. Cette région contient les génes mntHA', et
mniR organisés en orientation inverse. On retrouve aussi cette organisation dans d’autres
especes, dont le géne mntH est de groupe Ca (Richer, Courville et al. 2003), comme chez
Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, Xanthomonas oryvzae, Xvllela
Jastidiosa (y-protéobacterie). On retrouve |’organisation mmR-mntH dans une région qui
a été définie comme plastique dans X. campestris, c’est-a-dire une région qui est
évolutive (acquisition de géne, déplacement) (da Silva, Ferro et al. 2002; Richer,
Courville et al. 2003). 1l semble aussi que, dans toutes ces espéces, le géne cumB, puisse
aussi appartenir a I’opéron mntR-mntH. A noter, que ce géne est suivie par le gene orn qui
lui, semble avoir son propre promoteur. On retrouve aussi cette organisation (mntR-mntH)
dans Stenotrophomonas (ou Xanthomonas) maltophilia. Cependant, la position du géne
cumB ne semble pas étre conservé dans cette bactérie (Institut Sanger). En effet, on
retrouve le géne cumB, suivie du géne orn, dans un autre locus. Le géne cumB, dans cette

espece, ne semble pas posséder de site de liaison @ MntR. La possibilité que cumB puisse
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étre transcrit sur le méme ARNm que mnR, dans Xanthomonas campestris, reste donc a
vérifier. On retrouve aussi I’organisation mnfR-mntHCa, dans des espéces plus ¢loignées
(a-protéobacterie), qui présentent des séquences MntH trés similaires, comme
Gluconobacter oxydans, Mesorhizobium loti, Magnetospirillum magnetotacticum. 11 est
probable que cette organisation soit présente dans d’autres espéces, mais tous les

génomes ne sont pas encore disponibles.

Effet des délétions géniques, sur la sensibilité aux métaux, de X. campestris.

L’expression hétérologue dans E. coli a permis d’identifier des protéines actives et
de comparer I'impact de mutations identiques dans les protéines MntH de différents
phylotypes. Cependant, le role physiologique de ces homologues ne peut étre établi que
dans le micro-organisme d’origine. Nous avons, pour cela, choisi I’agent phyto-pathogéne
Xanthomonas campestris pv campestris qui présentait, entre autres, ’avantage de pouvoir
déterminer si mntHCa est sous le contrdle du répresseur MntR. Cependant, au vue des
phénotypes, le geéne cumB pourrait aussi appartenir a I’opéron mmiR-mntH dans les
Xanthomonas (mis a part X. maltophila) et les Xvilella.

Nous avons donc construit trois mutants et un plasmide pCRH, qui a été introduit
dans les mutant RH. A noter que ce plasmide porte également la région cumB-mntR-mntH

du codon stop de mntH jusqu'a 90 pb aprés le codon stop de cumB.

Le phénotype indispensable a vérifier était la sensibilité des mutants vis-a-vis du
manganese. Des analyses de séquence des protéines de la famille MntR/DtxR, ainsi que
des expériences de mutagenése dirigée, ont montré que le motif EXXEH ainsi que I’acide
aspartique (D) en début de protéine (figure 13-A), sont importants pour prévoir le métal
cofacteur (fer versus manganése) (Guedon et Helmann 2003). Comme on le remarque,
que ce soit dans le cas de E. coli, X. campestris ou S. marcescens, la protéine MntR
posséde I'acide aspartique ainsi que le motif EXXEH (versus, pour le fer, un motif
CXXEH et une méthionine a la place de I’acide aspartique) (Guedon et Helmann 2003).
Ceci suggere que ces protéines MntR seraient bien des régulateurs dépendants du

manganése. Pour évaluer la sensibilité aux métaux, nous avons utilisé une méthode ayant



136

déja été utilisée pour caractériser les mutants MntR de Bacillus subtilis (Que et Helmann
2000).

La premiere observation que I’on peut faire est que, comme dans B. subtilis (Que
et Helmann 2000) et S. aureus (Horsburgh, Wharton et al. 2002), la seule délétion du
geéne mntH n’entraine pas une diminution de sensibilité vis-a-vis du manganése. Par
contre, on observe que la délétion du géne mmR a pour effet d’augmenter la sensibilité
vis-a-vis du manganése, en comparaison a la souche sauvage, tout comme cela a été
observé chez B. subtilis (Que et Helmann 2000), de méme que chez S. aureus
(Horsburgh, Wharton et al. 2002). Les résultats étaient attendus car MntR est un
régulateur, pour I'instant, impliqué dans la répression des génes des transporteurs de
manganeése. 1l est donc logique, qu’en absence d’une protéine MntR fonctionnelle, la
sensibilité au manganése augmente. En effet, on s’attend a une absence de répression
dépendante du manganése, via MntR, des systémes de transport de manganése, tel que
MntH. Dans la partie introduction, trois types de transporteur de manganése connus sont
décrits a savoir, MntH, les transporteurs de manganése de la famille ABC, et les systémes
de transport P-type ATPase. Des recherches par homologie de génes codant pour de telles
protéines (ABC, ou P-Type ATPase transportant le manganése), n’ont pas donné de
résultats dans le génome de X. campestris. A la différence de B. subtilis (Que et Helmann
2000) et S. aureus (Horsburgh, Wharton et al. 2002), qui ont un transporteur de
manganése de type ABC, il est fort probable qu’aucun autre transporteur de manganése
connu, ne soit présent dans le génome de X. campestris. En cumulant la mutation mmtH a
celle de mntR (mutants RH), il aurait été attendu d’observer une diminution de la
sensibilité au manganése, similaire a la souche sauvage (comme cela a été vu chez B.
subtilis (Que et Helmann 2000)). Cependant, les mutants RH ne présentent pas une
sensibilité équivalente a celle de la souche sauvage. L’existence d’autres protéines
régulées par MntR, différentes de MntH, pourrait expliquer les sensibilités des mutants R
et RH. Il serait nécessaire de vérifier si d’autres génes ne seraient pas régulés par MntR
dans X. campestris, comme un autre transporteur de manganése ou un exporteur. Par
exemple, il a été observé une activité de sortie de manganése dans S. Typhimurium et E.
coli (Kehres, Zaharik et al. 2000). Lorsque I’on remet des bactéries S. Typhimurium,

. . . P 5 2 I .
préalablement incubées dans du milieu contenant du **Mn®*, dans un milieu frais, on
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observe une sortie de 50 % **Mn* en 10 min, et de 80 % lorsque ce milieu frais contient
du Mn*' (Kehres, Zaharik et al. 2000). En 2004, le méme groupe avait proposé que la
protéine YbiR soit un exporteur de manganése. Cette protéine membranaire appartient a
la famille ArsB/NhaD, qui code pour des perméases a différents anions. Le géne, codant
pour cette protéine dans E. coli, semble étre en opéron (méme sens) avec le géne mniR
(Kehres, Janakiraman et al. 2002). Cette équipe avait proposé une hypothése de
régulation positive d’une fagon dépendante du manganése via MntR des génes mmiR et
VbiR (Kehres, Janakiraman et al. 2002). A ce jour, rien n’a été prouveé. De plus, il est peu
probable que cette protéine soit un candidat, pour expliquer I’absence de diminution de la
sensibilité¢ des mutants RH en comparaison avec les mutants R, car vhiR n’est pas présent
dans le génome des Xanthomonas. D’autres candidats pourraient aussi étre suggérés,
comme les protéines de la famille CDF (Cation Diffusion Facilitator). Il existe, par
exemple chez Saccharomyces cerevisiae, des protéines de la famille CDF, qui conférent
une tolérance au manganése (Delhaize, Kataoka et al. 2003). Donc, la présence d’un
exporteur (ou d’un géne qui permettrait de résister au manganése par exemple un
chélateur) dans X. campestris, est envisageable, de méme que la présence d’un

transporteur de manganése non connu.

Une autre observation que I’on peut faire est que la délétion du géne mnrH ne
diminue pas la sensibilité au manganése. Cette délétion entraine méme une augmentation
de la sensibilité du mutant mtR-H par rapport au mutant mntR (p< 0,05) (complémentée
par le plasmide pCRH contenant les génes cumB-mntR-mntH). L’hypothése la plus
simple, serait que MntH puisse exporter du manganése lors d’une forte augmentation
intracellulaire. Ceci est thermodynamiquement possible d’aprés ce que I’on sait du
mécanisme de transport de MntH. Derniérement, les taux de certains métaux lors d’une
infection par M. tuberculosis dans le phagosome ainsi que dans la bactérie, ont été
mesurés (Wagner, Maser et al. 2005). Ce groupe de recherche a comparé la souche
sauvage avec la souche dont le géne mntH (Mramp) a été supprimé et a remarqué une
augmentation du taux de certains métaux a Iintérieur de la bactérie mutée en
comparaison a la bactérie normale. Ces résultats semblent mettre en cause le fait que

MntH soit seulement un transporteur facilitant I’entrée de métaux, et ce groupe a donc
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émis I’hypothése d’un export de métaux qui pourrait étre médié par MntH (Wagner,
Maser et al. 2005). De méme, lorsque dans S. aureus la quantité globale de manganése
intracellulaire a été mesurée en fonction de certaines mutations, il a été montré que la
mutation mntH ne diminue pas le taux de manganése contrairement 4 MntA (transporteur
de la famille ABC, équivalent de SitABCD), et la quantité intracellulaire de manganeése,
du double mutant mnt4 mntH, est supérieure a celle du simple mutant mnzA (Horsburgh,
Wharton et al. 2002). Comme le promoteur de mntH de X. campestris contient un site
conservé de liaison a MntR (Cellier, non-publié), il est fortement attendu que le mutant
mniR sur-exprime MntH. L’effet de la double délétion mmtR-H devrait donc, diminuer la
sensibilité au manganese. Est-il envisageable que MntH soit aussi capable d’exporter le
manganese dans certaines circonstances, comme lors d'une forte accumulation
intracellulaire de ce métal ? 11 est a noter que la sortie de métal, dépendante de MntH,
n’est pas observée dans le cas d’autre métaux. Cependant, les mutants MntR ne sur-
accumulent pas ces métaux la, contrairement au manganeése.

Dans la premiére partie, lors de la caractérisation, dans E. coli, de la protéine
MntH de X. campestris, nous avons démontré une activité de transport de protons
dépendant des métaux ainsi qu’une sensibilité accrue au cadmium et au cobalt,
dépendante d’une protéine fonctionnelle. Comme on I’observe, la délétion des génes
mntH-R entraine une résistance significative des mutants vis-a-vis du cadmium comparé a
la souche sauvage, mais aussi aux mutants MntR. De plus, cette résistance est perdue
lorsque I’on introduit, via pCRH, les génes cumB-mntR-mntH. Ceci implique bien que
MntH est importante pour faciliter I'entrée de cadmium. Les mémes profils ont été
observés avec le cuivre. On remarque que le mutant n1R est plus sensible au cuivre et le
mutant mm/H est plus résistant au cuivre, comparativement a la souche sauvage. On
remarque aussi que le double mutant RH est beaucoup moins sensible au cuivre que le
mutant R. Ces résultats suggérent fortement un transport de cuivre et de cadmium via
MntH et la répression de mntH par MntR et donc un role de XcamCa. dans le transport de
cations métalliques. Pour I’instant, il a été démontré un transport de cuivre par DCTI
(Nramp2) (Gunshin, Mackenzie et al. 1997) et par MntH de S. Typhimurium (Kehres,
Zaharik et al. 2000), mais le cuivre n’est pas le métal ayant I’affinité la plus importante.

Nous n’avons pas forcément regardé I’effet du cuivre lors de notre caractérisation des
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différentes protéines MntH, mais il serait probablement intéressant de le faire. Par contre,
le transport de cadmium par les protéines MntH/Nramp a été maintes fois prouvé
(Chaloupka, Courville et al. 2005), y compris dans cette étude.

Il est raisonnable de croire que MntH transporte le cuivre et le cadmium.
Cependant, le cadmium étant un métal & peu prés aussi affine pour MntH que le
manganeése, il est remarquable que le mutant MntR ne soit pas sensible au cadmium. Ceci
implique donc d’autres acteurs. Le cuivre et le cadmium étant des métaux trés toxiques, il
existe de nombreux systémes de défense comme des exporteurs. Par exemple, il existe
certains homologues de systémes connus d’export de métaux dans X. campestris. On peut
citer notamment, le systéme dont fait partie CopA (export de cuivre), qui a été identifié
dans le chromosome de X. campestris (Lee, Hendson et al. 1994), AcrD-CzcB (export de
cuivre cadmium, zinc, cobalt) (Silver et Walderhaug 1992). Or, CopA, du moins dans E.
coli, est sous le controle du métallo-régulateur CueR (famille MerR) (Outten, Outten et al.
2000; Stoyanov, Hobman et al. 2001). De méme, le systéme CzcB est sous contrdle du
métallo-régulateur CzcR dans Ralstonia metallidurans (Grosse, Anton et al. 2004). 11 est
possible que de tels systemes d’export soient exprimés dans les mutants R et RH. Ceci
expliquerait que le cadmium n’entraine pas une sensibilité supérieure du mutant R, en
comparaison a la souche sauvage (import dépendant de MntH compensé par un export).
Cependant, ceci n’explique pas pourquoi on observe une résistance supérieure des
mutants RH par rapport aux mutants H. MntR joue donc un réle dans la résistance au
cadmium et au cuivre. Il est possible qu’une forte concentration intracellulaire de
manganeése dans X. campestris (causé par la perte de MntR) entraine aussi indirectement
une sortie de cuivre ou de cadmium. Par exemple, dans E. coli il a été démontré que le
mutant cueO (cuivre oxydase), accumule plus de cuivre que la souche sauvage. De plus,
cette accumulation peut étre complémentée par I’adition de 1 mM de manganése,
suggérant une sortie de cuivre en présence de forte concentration de manganése (Tree,
Kidd et al. 2005). Comme il est décrit dans I’introduction dans le cas des métallo-
régulateur MntR et ArsR/SmtB, I’activation de tels régulateurs est fonction de I’affinité
du métal mais aussi de sa disponibilité. 11 pourrait étre possible que certains régulateurs
métallo-dépendants de systémes d’export de cuivre et de cadmium, aient une affinité trés

faible pour le manganése, mais que celle-ci soit compensée par une forte concentration
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intracellulaire de manganése que I’on retrouve dans le mutant R et RH. La sortie de
cadmium et de cuivre pourrait étre plus visible dans le mutant mntR-H car celui-ci ne
pourrait plus compenser la sortie de métaux par une entrée via MntH.

Nous n’avons pas obtenu de phénotypes visibles concernant le cobalt, le fer, et le
zinc. La majorité des protéines MntH sur-exprimées dans E. coli augmentent la sensibilité
au fer, mais pas la protéine XcampCa. Il est donc attendu de ne pas voir d’effet
significatif. Par contre, la sur-expression de la protéine XcampCo dans E. coli augmente
la sensibilité au cobalt. 1 est donc surprenant de ne pas voir d’effet significatif avec ce
métal. Malgré tout, le fer et le cobalt étant hautement toxiques leur sortie et leur entrée
sont hautement régulées. Donc, ceci n’exclut pas la possibilité d’un transport médié par
MntH. Il est possible que la méthode de diffusion des métaux ne soit pas assez sensible. 1
serait intéressant de mesurer, par exemple par spectroscopie de masse, les quantités de
métaux intracellulaires et verifier que ces sensibilités reflétent bien une accumulation
intracellulaires dans la bactérie, et non une conséquence secondaire ou un effet croisé.
Cependant, les sensibilités au manganése, au fer, ainsi qu’au cadmium ont été corrélées
avec une accumulation de ces métaux dans E. coli ou S. Typhimurium (isotopes
radioactifs, ou spectroscopie de masse) (Makui, Roig et al. 2000; Boyer, Bergevin et al.

2002; Chaloupka, Courville et al. 2005).
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Effet des délétions géniques sur la sensibilité aux oxydants de X. campestris.

Aprés avoir observé la sensibilité de nos différents mutants vis-a-vis des métaux,
nous avons aussi tenté de caractériser leur comportement vis-a-vis de certaines molécules
oxydantes. Concernant les phénotypes a 1’H,0, et au t-BOOH, comme dans le cas de S.
Typhimurium, on observe que la délétion du géne mntH entraine une augmentation de la
sensibilité dans les deux cas. En rajoutant du manganése dans le milieu, la sensibilité des
mutants M2S au t-BOOH peut étre complémentée. L’ajout de manganése protége aussi
les mutants M2S de S. Typhimurium et les mutants mmtH de E. coli contre I’Ha0,
(Bergevin 2003). Ceci suggére fortement que I’import de manganése dépendant de MntH
protége contre les peroxydes. A noter que, comme dans B. subtilis (Que et Helmann
2000) et S. aureus (Horsburgh, Wharton et al. 2002), nous n’avons pas vu une diminution
de la sensibilité au manganése des mutants H en comparaison avec la souche sauvage.
Cependant, nous regardions Ieffet de la délétion du géne mnrH en présence de fortes
concentrations de manganése (condition ou le transport de manganése n’est pas requis).
Dans le cas des tests de sensibilité aux oxydants de type peroxyde, le manganése était en
concentrations standards. Il est donc normal de voir I’effet de MntH, car ce sont les
conditions ol mntH est activée tel que démontré dans S. Typhimurium (Kehres,
Janakiraman et al. 2002) et E. coli (Bergevin 2003).

L’étude de la complémentation des phénotypes des mutants S. Typhimurium nous a
permis d’émettre I’hypothése que le manganése protége contre les peroxydes. Nous avons
montré que la mutation mmR, dans X. campestris entraine une augmentation de la
sensibilité au manganése ce qui suggére une concentration intracellulaire élevée en
manganése (MntH indépendante). 1l aurait été attendu de voir une résistance
supplémentaire aux peroxydes. Or, nous avons observé une augmentation de sensibilité a
I’H20., et aucune différence en présence de t-BOOH. Malgré tout, on s’attend aussi a une
forte expression de MntH (via une absence de répression due a I’absence de MntR et/ou
une activation par les peroxydes). Le manganése étant déja présent, cette sur-expression
peut entrainer un désavantage par le transport d’autres métaux redox-actif. De plus,
comme nos résultats le suggérent, en présence de forte concentration de manganése,

MntH semble permettre une sortie de manganése accumulé a I’intérieur de la cellule.
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Nous avons précédemment démontré que MntH transporte le cadmium et le cuivre. Or, le
cadmium a déja été montré comme hautement toxique en présence de peroxyde dans X,
campestris (Banjerdkij, Vattanaviboon et al. 2005), et le cuivre et le fer sont eux aussi
hautement toxiques (réaction de Fenton). On remarque que si on cumule la mutation de
mntR avec la délétion du géne mnrH, on obtient une hyper-résistance au t-BOOH. Ceci
confirme que dans ce contexte (présence de manganése) MntH peut entrainer un
désavantage par le transport d’autres métaux. En effet, les mutants RH présentent, en plus
d’une accumulation de manganése, une diminution de la sensibilité au cadmium et au
cuivre, et donc probablement une diminution des concentrations intracellulaires. lls
auraient donc certains avantages pour résister au t-BOOH (plus de manganése moins de
cadmium, et de cuivre). Malgré tout, ceci n’est qu’une possibilité et il faudrait des

mesures plus spécifiques pour le démontrer.

Nous avons aussi testé les phénotypes de sensibilité a la ménadione. Cette
molécule, est un analogue de la vitamine K, de la famille des quinones. Elle est souvent
utilisée comme composé induisant un stress de type anion super-oxyde. Le mécanisme
par lequel elle génére des anions super-oxydes est mal connu. Cependant, il semblerait
que ce soit en interagissant avec la chaine respiratoire. En général, le Paraquat (ou Methyl
Viologen) est le composé utilisé préférentiellement pour tester un stress de type O-». Nous
avons testé le comportement de nos différents mutants vis-a-vis de ce dernier. Cependant,
il semble que X. campestris soit résistant vis-a-vis de ce composé, et donc de trés fortes
concentrations auraient di étre utilisées. De plus, il semble que les mécanismes de
défense contre ces deux composés, différent légérement, comme il a été illustré
récemment dans B. subtilis (Cao, Moore et al. 2005). Le manganése protége contre les O,
via I’enzyme SodA, mais probablement aussi de fagon non enzymatique dans certaines
bactéries. Nous avons donc jugé utile de vérifier le comportement de nos mutants face a
un stress de type anion super-oxyde.

Dans X. campestris, il semble que seuls les mutants RH soient sensibles a la
ménadione. Ces mutants semblent accumuler beaucoup de manganése et peu de cuivre
(cofacteur de SodC, redox-actif) et de cadmium. Nous avons remarqué que dans le cas

des mutants S. Typhimurium M2S, la sur-expression de MntH, est nocive pour la
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bactérie, en présence de ménadione. De plus, de fortes concentrations de fer ou de
manganese augmentent la sensibilité des mutants M2S. Cependant, lorsque I’on introduit
les genes cumB-mntR-mntH, dans les mutants X. campestris RH, les sensibilités au
manganese, au cadmium, et au cuivre reviennent a un niveau similaire a la souche
sauvage, alors que la sensibilit¢ a la ménadione augmente. Ceci élimine donc la
possibilité que le manganése, le cuivre ou le cadmium soient responsables du phénotype.
De plus, les mutants RH ont un défaut de croissance qui n’est pas restauré, et est méme
augmenté, par I'introduction des génes cumB-mntR-mntH. La question est donc : est-ce
que le défaut de croissance est causé par une diminution des défenses contre 1’anion
super-oxyde, ou est ce que le défaut de croissance qui cause un artéfact de sensibilité vis-
a-vis de la ménadione? 1l a déja été observé des défauts de croissance dus 3 un probleme
de défense contre les O» (Tree, Kidd et al. 2005). Pour vérifier si les défauts de croissance
des mutants RH et RH pCRH, sont dus a une diminution des défense contre les O, il
serait intéressant de vérifier si certaines molecules pourraient restaurer une croissance
normale. On peut citer le TIRON (I,2-dihydroxybenzene-3,5-disulfonic acid), une
molécule intracellulaire qui fixe et neutralise les anions super-oxydes (Tree, Kidd et al.
2005). On pourrait tenter d’expliquer cet effet par le fait que I’expression du troisiéme
gene potentiel dans ’opéron mntR-mntH, cumB, ait pu étre affectée dans les mutants R et
RH. Le gene cumB (tadA, yfhC), conservé chez Xvilela et Xanthomonas (hormis S.
malthophilia), code pour une petite protéine (172 acides aminés) de la famille des
Cytosine Adénosine Déaminase. Cette protéine a une similarité de 72 % (57 % d’identité)
avec la protéine TadA (YfhC) de E. coli. Dans E. coli (Wolf, Gerber et al. 2002) ou
Aquifex aeolicus (Kuratani, Ishii et al. 2005), cette protéine a été impliquée dans le
changement de I’adénosine, en position 34 de I’ARN de transfert numéro 2 de I’arginine,
en inosine. Ces phénomeénes sont bien connus chez les mammiféres (moins chez les
procaryotes), comme participant aux phénoménes d’ADATs (Adenosine Deaminases
Acting on tRNA). De plus, chez Pseudomonas putida, on retrouve ce gene en opéron
avec le géne cumA, qui code pour une protéine de type « multicopper » oxydase
impliquée dans I’oxydation du manganése (Mn”* en Mn*"). Le mutant cum4, cumB, n’est
plus capable d’oxyder le manganése, mais CumB ne semble pas impliqué dans ce

phénomeéne. Chez E. coli, pour I’instant, aucun lien ne reliec CumB au manganese.
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Cependant, cette protéine, associée au phénoméne de cytotoxicité des protéines Gef,
semble essentielle a la croissance (Wolf, Gerber et al. 2002). De méme, la croissance de
P. putida (Brouwers, de Vrind et al. 1999) ainsi que de Bradvrhizobium Japonicum
(Weidenhaupt, Schmid-Appert et al. 1995) sont affectées en I’absence de la protéine
CumB. Nous avons aussi remarqué un retard de croissance des mutant RH, et il est clair
que I’on pourrait incriminer CumB. Cependant, les mutants R ne sont pas affectés. Peut-
étre, cela est-il di a la fagon dont nous avons construit les mutants (insertion du cassette
dans le géne mniR versus délétion du promoteur). De plus, lorsque I’on réintroduit le
plasmide pCRH, qui porte aussi le géne cumB, le retard est amplifié. Les résultats
obtenus, ainsi que la littérature trés limitée concernant ce géne, ne permettent pas encore
de spéculer sur le réle possible de CumB. Cependant, le fait que ce gene ne posséde pas
de site de liaison & MntR dans son promoteur dans des espéces comme E. coli et .
malthophilia, ou que des espéces proches de Xanthomonas campestris aient un géne
cumB qui n’appartient pas a I’opéron supposé mntH-mntR, implique que ce gene ne serait
pas relié¢ a ’lhoméostasie du manganése, mais pourrait participer au défaut de croissance.
Des expériences supplémentaires pourront étre faites pour confirmer son appartenance a
I’opéron mntR-mntH et vérifier I'expression de ce géne dans nos différents mutants, en
particulier RH, R ainsi que RH pCRH. Il pourrait étre intéressant d’introduire seulement
les génes mntR-mntH dans les mutants RH et R pour vérifier leur role dans nos différents

phénotypes.

Sensibilité aux oxydants des mutants E. coli.

Afin de confirmer les résultats obtenus avec MntH dans les especes S.
Typhimurium et X. campestris, nous avons décidé de vérifier le comportement de certains
mutants de E. coli disponibles dans le laboratoire, au niveau de leur sensibilité au stress
oxydatif.

Nous remarquons, pour les trois souches E. coli testées, que la mutation mntH,
entraine une augmentation de la sensibilité au t-BOOH et a I’H.0,. L effet de la mutation
mntH en présence de t-BOOH a été remarqué dans toutes les souches E. coli, S.

Typhimurium, et X. campestris. De plus, comme nous I’avons vu dans la premiére partie,
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la sur-expression d’une protéine MntH fonctionnelle (mise a part CtepB) protége les
mutants S. Typhimurium M2S contre le t-BOOH. Dans le cas de I’'H»0,, la simple
mutation de mntH n’est pas suffisante pour entrainer une augmentation de sensibilité chez
S. Typhimurium (Boyer, Bergevin et al. 2002). MntH semble donc avoir un réle plus
visible en présence de t-BOOH qu’avec I’H»O,. Nous avons, malgré tout, vu un réle
protecteur de mntH dans X. campestris, et le phénotype de sensibilité a I’'H,O, des
mutants M2S peut étre complémenté par la sur-expression de MntH (Boyer, Bergevin et
al. 2002). D’autre part, divers travaux ont montré que le géne mntH est activé en présence
d’H:0: dans S. Typhimurium (Kehres, Janakiraman et al. 2002), dans E. coli (Bergevin
2003) et en présence de t-BOOH dans E. coli (Castillo, Cellier, non-publié). La
conservation de ce phénotype dans les trois espéces suggére une conservation du role
protecteur contre les peroxydes, de la protéine MntH. La mutation mmntH entraine une
augmentation de sensibilité¢ a I’H,O», dans les trois souches E. coli, lorsqu’elle est
cumulée a fur. Ceci confirme des résultats déja été obtenus (Bergevin 2003). Fur est,
entre autres, un répresseur des transporteurs de fer. La délétion de Fur entraine
inévitablement, une augmentation de la concentration intracellulaire en Fer. Or, le Fer qui
est présent dans la bactérie peut réagir avec I’H.O,, par des réactions de type Fenton,
générant ainsi des composés hautement réactifs (OH OH') (Bergevin 2003). De méme,
nous avons remarqué que l’ajout de fer dans le milieu entraine I’augmentation des
sensibilités au t-BOOH, des mutants M2S. 11 n’est donc pas surprenant que la délétion de
Jur entraine une augmentation drastique de la sensibilité¢ t-BOOH. Le fait que les
mutations mntH et fur soit cumulatives en présence d’H.0,, suggére que MntH protége
un mutant fur, contre ’H>O> possiblement en transportant du manganése (Bergevin
2003). Cependant, nous n’avons pas d’effet cumulatif visible en présence de t-BOOH, les
mutants fur sont beaucoup plus sensibles au t-BOOH (0,5 M) qu’a ’H.O> (9,84 M).
Malgré tout, I’ajout de manganése dans le milieu contrebalance, en partie, la mutation firr.
L’effet du manganese est peut étre similaire a ce qui a été observé avec ’H,0> mais les
mutants fur sont si sensibles au t-BOOH, qu’il est nécessaire de diminuer les
concentrations a un point tel que I’action de mnrH n’est plus visible. Ces résultats, et ceux
obtenus pour les mutants M2S en rajoutant du manganése et du fer dans le milieu, ainsi

que ceux obtenus avec X. campestris montrent que le manganése est important, en



146

présence de fortes concentrations de fer (ou d’autres métaux redox actifs), pour protéger

contre le t-BOOH tel qu’il a été suggéré pour I’'H,0, (Bergevin 2003).

Les mutants S. Typhimurium M2S ont une sensibilité accrue a la ménadione, et
celle-ci est due principalement a la délétion siz4-D. L’étude, sur les transporteurs de
manganeése MntA (homologue de SitA) et MntH, dans S. aureus, avait donné des résultats
semblables avec le paraquat. En effet, les délétions de mnrd-mntH entrainent une
augmentation de la sensibilité, qui est exclusivement due a MntA, la délétion du gene
mntH n’ayant pas d’effet. De plus, avec 20 uM de manganése dans le milieu, les
phénotypes de sensibilité étaient complémentés (Horsburgh, Clements et al. 2001). Nos
résultats différent, car nous n’avons pas pu complémenter la sensibilité a la ménadione
des mutants M2S avec du manganése ni avec la sur-expression de la protéine MntH. Au
contraire, nous avons obtenu une augmentation de la sensibilité. Dans le cas des mutants
E. coli (n’ayant pas d’autres transporteurs de manganése connus), la mutation mntH n’a
aucun effet sur la sensibilité a la ménadione dans les trois souches testées. Nous n’avons
pas observé d’effet de la mutation mntH ni dans X. campestris, ni dans S. Typhimurium.
De méme, dans S. aureus la mutation mntH n’entraine pas non plus de phénotype visible,
en présence de paraquat. De plus, la transcription du géne mntH ne semble pas étre
activée, en présence de paraquat dans S. Typhimurium (Kehres, Zaharik et al. 2000). Ceci
suggere, que MntH n’a pas un réle important & jouer, dans la protection contre de tels
composés. Ces résultats sont surprenants car en général le manganése a été décrit comme
protégeant la bactérie contre ce type de stress (soit seul, soit comme cofacteur de Mn-
Sod). Nous obtenons méme un effet nocif en sur-exprimant MntH en présence de
ménadione dans S. Typhimurium, et la mutation mntH, dans E. coli, semble méme étre
antagoniste a celle de sod4 (Mn-Sod).

Ces résultats amenent certaines questions : pourquoi SitABCD protége contre la
ménadione dans S. Typhimurium et contre le paraquat dans S. anreus et pas MntH. 11 est
possible que MntH, contrairement a SitABCD, transporte un métal redox actif, qui
pourrait étre nocif en présence de ménadione. Une autre question qui se pose est :
comment le manganése proteége-t-il contre les peroxydes in vivo (cofacteur, seul ou les

deux phénomenes) ? Certaines enzymes protégeant contre les peroxydes ont été
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caractérisées comme utilisant le manganése comme cofacteur. Chez S. Typhimurium, la
catalase KatN pourrait étre impliquée. Cependant, cette enzyme n‘est pas présente chez E.
coli ou X. campestris, ol le manganése a le méme effet. 1l a déja été observé in vitro un
effet du manganése pour détoxifier les peroxydes de fagon non enzymatique. Ce méme
phénoméne pourrait étre existant in vivo. Ces résultats sont intéressants car certaines
bactéries, contrairement aux y-protéobacteries, possédent un régulateur PerR, inactivé par
les peroxydes et activé par le manganése, qui réprime certains génes impliqués dans la
protection aux peroxydes (par exemple AhpC, Alkyl-Hydroxy-peroxydase C). Ceci peut
suggérer, qu’en présence de manganése, certains génes protégeant contre les peroxydes
sont réprimés car le manganése est capable de protéger contre les peroxydes. Est-ce-

qu’un régulateur de ce type pourrait aussi exister dans les y-protéobacteries ?
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6. CONCLUSION
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Les expériences effectuées dans le cadre de ce projet de maitrise, ont permis de
démontrer que la fonction de symporteur métaux-protons est conservée pour toutes les
protéines actives testées qu’elles soient de groupe A, B ou C. Toutefois, certaines
différences ont pu étre observées, mais I’expression dans un systéme hétérologue ne
permet pas de tirer une conclusion définitive. 1l est donc nécessaire de faire ces études
dans la bactérie d’origine et de confirmer si ces différences sont bien dues a une
spécificité de groupes.

Il existe de nombreuses indications que les génes de groupe C aient pu étre
transférés horizontalement. Ce mode de transmission pourrait également expliquer
IPorigine du groupe A’, comme le suggérent dc nouvelles indications, rapportées dans
cette étude, d’un transfert horizontal, dans S. marcescens, des génes mntHA’, mniR et
plusieurs autres. Les génes transférés horizontalement doivent représenter un avantage,
pour étre maintenus, notamment quand il existe déja une copie du géne de la méme
famille, comme c’est le cas chez S. marcescens. L’absence d’activité observée pour la
protéine codée par le géne mntHA est compatible avec I’idée que le géne hérité
horizontalement (mntHA’) pourrait étre plus important.

Durant cette €tude, différentes constructions ont été réalisées qui permettront de
produire des mutants stables de S. Typhimurium sirfAD portant un alléle différent du géne
mntH, de groupe A, A’ ou C. Ainsi, il sera possible de vérifier si les groupes A’ ou C
peuvent représenter un avantage in vivo, lors de I’infection.

Dans le but d’étudier un homologue Ca dans son contexte endogéne, nous avons
construit différents mutants chez I’agent phyto-pathogéne X. campestris, afin de vérifier
in planta le role endogene de mntHCa et de mmR. Plusieurs phénotypes ont pu étre
observés et il a été montré une fonction de transporteurs de cations multiples (cadmium et
cuivre). De plus, ces résultats suggerent I’implication de MntR dans la régulation de
mntH, et donc la fonctionalité de I’opéron mntR-mntH probablement acquis par THG,
mais aussi permettent de soupgonner [’existence d’acteurs encore inconnus dans
I’homéostasie du manganése.

Enfin cette étude a permis de déterminer que MntH, dont on savait déja qu’elle
était importante dans la protection contre le peroxyde d’hydrogéne, joue aussi un role

dans la protection contre un peroxyde organique et que cette fonction est conservée pour
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EcolA, StypA et XcamCa. Cependant il reste a expliquer le mécanisme exact de cette
protection.

L’importance du manganése a été réévaluée récemment et il est clair qu’il n’a pas
dévoilé tous ses secrets. Peut-étre que les études a venir sur le role du manganése nous
permettrons mieux de comprendre pourquoi certains groupes de protéines MntH (A’et C)

peuvent étre préférés a d’autres.
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7. APPENDICE A

Alignement des séquences des protéines MntH de E. coli, Serratia marcescens souche

db11 et souche 2170.



152

Alignement des séquences des protéines MntH de E. coli, S. marcescens dbl1 et
2170.

A) Alignement, a I'aide du logiciel VectorNTI, des séquences protéiques
SmarAgp11, SmarAzj70 et EcolA. B) Alignement, a I'aide du logiciel VectorNTI, des
séquences protéiques SmarA’ g1, SmarA’)7 et EcolA.

Les différences observées entre les protéines des deux souches de S. marcescens (8 pour

les protéines SmarA et | pour SmarA’) sont encadrées sur la figure.
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