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RESUME

Les biphényles polychlorés (BPC) constituent un ensemble de produits chimiques
de synthése qui ont longtemps été employés dans diverses applications, dont les
transformateurs et les condensateurs. Malheureusement, ces produits engendrent une
variété d’effets nocifs pour la santé et il importe donc de les éliminer. Compte tenu des
désavantages inhérents associés aux méthodes conventionnelles d’élimination des BPC,
le développement de méthodes microbiologiques représente une avenue importante.

A ce jour, trés peu d’informations sont disponibles sur les mécanismes de
régulation des génes bph, responsables de la dégradation du biphényle. Dans la partie du
génome qui renferme les génes de la dégradation de ce composé, il existe un cadre de
lecture identifié orf0 qui code pour une protéine nommée Orf0. Il a été rapporté qu’a
chaque opéron biphényle connu, un cadre de lecture ouvert homologue a orf0 a été
identifié. Par des études de la séquence prédite en acides aminés, il a été constaté que
Orf0 possédait des homologies significatives avec plusieurs régulateurs de la famille
GntR. Le prototype de la famille GntR, la protéine GntR elle-méme, agit en tant que
répresseur de la voie catabolique du gluconate chez Bacillus subtilis.

Dans le cas présent, les résultats des travaux précédents suggéreraient que la
protéine Orf0 de Comamonas testosteroni B-356 agisse a titre de répresseur de la
transcription des génes responsables de la dégradation du biphényle, et que la présence de
métabolites vienne supprimer cet effet en causant I’induction de la transcription de
I’ADN. Au cours de ce travail, nous avons vérifié ’effet de différents métabolites sur la
liaison de notre protéine avec quatre sondes d’ADN. Les essais de retardement sur gel
nous ont démontré que la protéine Orf0 joue un rdle dans la régulation de la transcription
des génes bph puisqu’elle s’associe 2 trois des quatre régions potentiellement promotrices
ciblées sur 1’opéron biphényle. Les essais effectués avec le 2,3-dihydro-2,3-
dihydroxybiphényle, le 2,3-dihydroxybiphényle, le benzoate et le catéchol ont prouvé
qu’il était possible de dissocier les complexes ADN-protéine précédemment formés. Il
est donc possible d’avancer que ces métabolites sont impliqués dans la régulation des
geénes bph. Par la suite, des essais de retardement sur gel avec neuf fragments plus courts
(provenant des trois sondes meéres utilisées précédemment) ont été réalisés, ce qui a
permis de localiser plus précisément quatre régions possibles de fixation de la protéine.
Les quatre fragments correspondants ont été ensuite employés pour des essais de
protection a la DNase. Ces essais avaient pour but de déterminer la séquence exacte de
fixation la protéine aux différentes sondes. Finalement, des essais de retardement sur gel
ont été effectués avec de courtes séquences homologues a des séquences consensus pour
les protéines de type GntR suggérées par Watanabe et al. (2000), Arai et al. (1999) et
Ohtsubo et al. (2001). Lors de cette étude, il aura donc été possible d’établir que les
quatre métabolites étudiés interféraient dans la liaison ADN-protéine et de mieux cibler
quatre régions potentielles de fixation de la protéine aux différentes sondes.

Rémi Desaulniers Michel Sylvestre

-~

Romi Wraawlnipio
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INTRODUCTION

Les biphényles polychlorés (BPC) sont des produits chimiques de synthése qui furent
tout d’abord commercialisés aux Etats-Unis sous la marque commerciale Aroclor® (Crine,
1986). Ces molécules sont composées de deux noyaux phényles sur lesquels se retrouvent
des atomes de chlore et d’hydrogéne. Au départ, les BPC étaient destinés a servir de
réfrigérants et de lubrifiants dans des applications électriques fermées. Apreés avoir constaté
que ces produits possédaient des propriétés physico-chimiques hors du commun, leur usage

s’est largement répandu a travers le monde, et dans diverses applications.

Suite & une étude rapportant que les BPC étaient largement distribués dans
’environnement, plusieurs effets néfastes leur ont été associés, dont la chloracné et
I’hyperpigmentation de la peau (Nriagu et Simmons, 1984). A cause de leur usage dispersif,
de leur stabilité, de leur disposition inadéquate et de leur potentiel toxique, leur gestion est
aujourd’hui un probléme omniprésent (Davis et Bradlow, 1995; Safe, 1993; Safe, 1994;
Stone, 1995), avec une estimation de 10 millions de tonnes de BPC relargués dans

I’environnement (Eisenreich, 1987).

La fabrication des BPC a finalement été abandonnée (COMMISSION DE
COOPERATION ENVIRONNEMENTALE (CCE), 1996) suite a4 de nombreuses
réglementations sous divers paliers gouvernementaux. Aujourd’hui, pour remédier au
probléme engendré par I’accumulation substantielle de ces produits au cours des dernieres
années, plusieurs techniques ont été proposées: la seule approche retenue pour le moment est
I’incinération & haute température. Si la combustion est incompléte, les produits chimiques
résultants peuvent étre des dioxines et des furanes hautement chlorés (Barton, Fergusson et

Joseph, 1987), des produits encore plus toxiques que les BPC eux-mémes.

De nos jours, une approche microbiologique a été apportée pour parvenir a la
biorémédiation des BPC dans I’environnement. Il a déja été démontré que quelques bactéries
utilisant le biphényle sont capables de cométaboliser les BPC (Ahmed et Focht, 1973;
Ballshmitter, Unglert et Neu, 1977, Catelani, Sorlini et Treccani, 1971), et leurs mécanismes
cataboliques envers les BPC ont largement été étudiés (Furukawa, Tomizuka et Kamibayashi,
1979). Parmi les bactéries possédant 1’opéron biphényle (bph) et aptes & cométaboliser les

BPC, on peut citer Burkholderia cepacia LB400 (Haddock, Nadim et Gibson, 1993),



Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 (Taira et al., 1992), Pseudomonas sp. KKS102
(Fukuda et al., 1994) et Comamonas testosteroni B-356 (Ahmad, Massé et Sylvestre, 1990).

La minéralisation compléte des BPC nécessite la présence de deux opérons distincts
(Sylvestre et al., 1985): un opéron (bph) pour la transformation des BPC en chlorobenzoates
(CBA) et un second pour la dégradation des CBA. Habituellement, les souches bactériennes
aptes a dégrader les BPC ne possédent pas les genes nécessaires pour la dégradation des CBA.
Par conséquent, dans un processus biodégradatif des BPC, les populations sélectionnées
devraient aussi étre mises en présence de bactéries dégradant les CBA (Fava et al., 1993).
Des travaux ont démontré une dégradation plus efficace des biphényles monochlorés par un
consortium bactérien comprenant des souches bactériennes capables de dégrader les CBA
produits par les bactéries dégradant les BPC, soit directement (Sylvestre et al., 1985) ou par
cométabolisme (Fava et Marchetti, 1991). Ceci peut suggérer que les CBA sont en général
impliqués dans la régulation de la dégradation aérobie des BPC, et que par conséquent la
présence des bactéries dégradant les CBA est essentielle pour leur minéralisation compléte

(Sondossi, Sylvestre et Ahmad, 1992).

Chez plusieurs microorganismes aptes a dégrader des composés chimiques, la
transcription des génes de dégradation est régulée (van der Meer et al., 1992). La régulation
peut étre médiée par des intermédiaires de dégradation et via une protéine régulatrice. Dans
la plupart des cas, les génes codant pour les régulateurs se retrouvent prés des génes
structuraux, et leurs protéines activent la transcription en présence de leurs molécules
inductrices. La régulation par des répresseurs est plus rare pour les génes impliqués dans le
catabolisme des composés aromatiques. Une famille de protéines régulatrices nommeée GntR,
regroupant divers régulateurs a action négative, a été largement caractérisée. Il a été rapporté
que chez plusieurs bactéries Gram négatif aptes & dégrader les BPC dont Burkholderia
cepacia LB400 (Erickson et Mondello, 1992), Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 (Taira
et al., 1992) et Comamonas testosteroni B-356 (Sylvestre et al., 1996b), 1’opéron bph semble
étre régulé par une protéine (Orf0) apparentée a la famille GntR. Par conséquent, il est

envisageable d’associer une fonction répressive au produit génique de orfD.

La présente étude vise une meilleure connaissance du systéme de régulation de la
dégradation du biphényle chez la bactérie Comamonas testosteroni B-356. Chez cette souche,

le géne orfD a déja été isolé et séquencé. D’autre part, dans une étude précédente (Bellemare,



2000), des mutants orf0-nuls potentiels ont été produits pour parvenir a mieux élucider
I’implication de la protéine au sein de I’opéron biphényle. Finalement, le protocole de
purification de la protéine His-Orf0 a été établi et des essais de retardement sur gel ont pu étre
réalisés. Les essais ont été effectués en employant des régions potentiellement promotrices

ciblées a I’intérieur de 1’opéron bph, et I'implication d’effecteurs possibles a été étudiée.

Le but du présent projet a été de poursuivre les essais de retardement sur gel pour
parvenir a identifier de nouveaux métabolites du biphényle aptes a venir perturber la liaison
ADN-Orf0. De plus, des régions plus précises de 1’opéron bph ont été ciblées pour ces essais.
En dernier lieu, des essais de protection a la DNase ont été effectués pour tenter de localiser
les sites de liaison de la protéine His-OrfO sur les sondes ADN répondant positivement aux

essais de retardement sur gel.

Ce document donne un bref historique sur 1’utilisation des BPC, leurs propriétés
physico-chimiques, leur persistance environnementale et les moyens biodégradatifs. De plus,
les voies cataboliques de divers composés aromatiques & actions positive et négative, ainsi
que la régulation de la voie catabolique du biphényle chez différentes souches bactériennes
seront détaillées. Par la suite suivront les informations sur la méthodologie du travail, les

résultats obtenus, leur interprétation et une bréve conclusion.



CHAPITRE 1

REVUE DE LITTERATURE

1.1 Les biphényles polychlorés (BPC)

1.1.1 Chimie des BPC

Les BPC sont des produits chimiques de synthése constitués de deux noyaux phényles,
sur lesquels peuvent prendre place un nombre et une disposition variables d’atomes de chlore
(Erickson et Mondello, 1992). La Figure 1.1 indique la numérotation des positions des
atomes de chlore sur la molécule de biphényle ainsi que les positions ortho (o), meta (im) et
para (p). La formule chimique des BPC est Cj2H,0.xCly, (Erickson, 1986); le nombre
d’atomes de chlore (x) est un nombre entier pouvant adopter des valeurs allant de un a dix.
Ces composés organique sont obtenus par la réaction du biphényle avec du chlore anhydre en
présence de chlorure ferrique (ou autre catalyseur métallique). Dans d’autres situations, les
BPC peuvent étre congus de fagon involontaire lors de procédés chimiques divers tels que la
synthése de chlorobenzénes, de solvants chlorés, d’alcanes chlorés, de certains pigments, de

silicone, etc. (Anliker et Clarke, 1980; Perdih et Jan, 1994).

Figure 1.1 : Structure chimique des biphényles polychlorés.

Théoriquement, en faisant varier la quantité de chlore dans le milieu réactionnel au
cours de la synthése, il est possible de produire 209 congénéres BPC différents, tout
dépendant du nombre et de la position des atomes de chlore (Erickson et Mondello, 1992).
En pratique, seulement la moitié d’entre eux peuvent étre synthétisés dii & I’encombrement
stérique causé par les atomes de chlore entre eux et a I’instabilité des certains congéneres

(Hutzinger, Safe et Zitko, 1974): seulement 130 se retrouvent dans les mélanges commerciaux



(Erickson, 1986; Mullin et al., 1984). Ces mélanges ont été commercialisés a travers le
monde sous différents noms, le Tableau 1.1 en indique quelques uns. Le principal producteur
de BPC dans le nord de I’Amérique était la compagnie Monsanto Chemical, qui a
commercialisé son produit sous le nom d’ Aroclor® (Crine, 1986). Ces mélanges sont
identifiés par un nombre composé de quatre chiffres. Les deux premiers indiquent le type de
molécule en présence, et les deux derniers concernent le pourcentage en poids de chlore dans
le mélange (Hutzinger, Safe et Zitko, 1974). Ainsi, les mélanges d’ Aroclor® peuvent porter
les nombres 1221, 1232, 1242, 1248 et 1268: le nombre 12 désignant qu’il s’agit d’une
molécule de biphényle et les nombres 21, 32, 42, 48 et 68 indiquant le pourcentage en poids

de chlore dans les différents mélanges.

Tableau 1.1: Producteurs, pays producteurs et marques déposées de mélanges

commerciaux de BPC vendus a travers le monde*.

Producteurs ~ Pays ~ Marques de Commerce

Monsanto Etats-Unis et Aroclor®
Grande Bretagne

Bayer Allemagne Clophen®

Prodelec France Phenoclor et Pyralene®
Lanegafuchi Japon Kanechlor®
Mitsubishi-Monsanto Japon Sanotherm®

Caffaro [talie Fenclor®

* d’aprés Hutzinger, Safe et Zitko, 1974

1.1.2 Historique des BPC

Les BPC ont été synthétisés pour la premiére fois en 1881 et commercialisés en 1929.
De 1929 a 1977, la compagnie Monsanto Chemical a été le seul fabricant de BPC aux Etats-
Unis (CCE, 1996). De 1929 a 1957, les BPC étaient presque exclusivement utilisés dans les

transformateurs et les condensateurs a titres de lubrifiants et de réfrigérants. Aprés 1957,



plusieurs applications ont prit profit des propriétés physico-chimiques des BPC et leur usage

s’est trés rapidement répandu.

En 1966, la découverte des BPC dans I’environnement (Jensen, 1966) a provoqué le
déclenchement de nombreuses études. Celles-ci ont démontré que les BPC étaient désormais
trés répandus (van Emden et Peakall, 1996) et que ces derniers pouvaient avoir des effets
néfastes sur la santé de ’homme et sur ’environnement; [’utilisation des BPC entama un

déclin.

A cause des sérieux problémes reliés a Pusage des BPC les plus chlorés, la compagnie
Monsanto Chemicals a préparé de nouveaux mélanges commerciaux. Ceux-ci étaient
constitués de congénéres BPC contenant un maximum de trois molécules de chlore, comme le
mélange désigné Aroclor 1016 (Callahan et a/., 1979). En 1972, Monsanto Chemical a
volontairement cessé toute commercialisation de BPC dans des utilisations dispersives
(encres, peinture, etc.), et la fabrication de BPC a toutes autres fins a été abandonnée en 1977
(CCE, 1996; ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (EPA), 1987). Durant cette
période, de 1972 a 1977, I’abolition internationale graduelle de la fabrication et de

I’utilisation des BPC fut décrétée dans plusieurs pays (Carrier, 1986).

1.1.3 Applications des BPC

Les BPC ont été largement utilisés dans un grand nombre d’applications industrielles
depuis 50 ans (Bédard et al., 1986). Au départ, les BPC devaient servir de réfrigérants et de
lubrifiants dans des systémes électriques fermés comme les transformateurs et les
condensateurs (Carrier, 1991; EPA, 1980); collectivement, les BPC employés dans les
équipements électriques représentent 70 pour 100 (%) de tous ceux utilisés au Canada
(CCMRE, 1986). Par la suite, leur usage s’est largement répandu dans la composition de
divers autres produits comme les matiéres plastiques, les peintures, les encres, les scellants
(Keeler et al., 1993), les fluides caloriporteurs, les liquides hydrauliques, les fluides pour les
pompes a vide ou pour les compresseurs, les matériaux ignifuges, les adhésifs, les papiers
autocopiants (CCE, 1996), les colles, les cires, les produits de calfeutrage et les pesticides
(Erickson, 1986). Le Tableau 1.2 indique la composition relative en BPC dans divers

produits.



Tableau 1.2 : Concentration en BPC dans la composition de divers matériaux*.

Produits Concentration en BPC_(‘_’/«S

Produits plastiques autour de 40%
(composition optimale)

Chloropolyvinyles (PVC) 528%
et peintures plastiques

Peintures pour les bateaux 3a5%
Rubans adhésifs pour les cables 6al11%

a hauts voltages

Lubrifiants ignifuges 88%
pour les compresseurs

* d’apres Erickson, 1997

1.1.4 Propriétés physico-chimiques des BPC

Les BPC forment une famille de composés possédant une large variété de propriétés
physiques et chimiques (Callahan et al., 1979), et c’est pourquoi ils ont été utilisés dans
diverses applications. Leur atout majeur est leur inertie au point de vue chimique (Gustafson,
1970) et leur grande stabilité thermique (EPA, 1980; Hutzinger, Safe et Zitko, 1974). Ils sont
de plus résistants au feu, ont une faible conductivité, leur tension de vapeur est faible et se
dissolvent facilement dans les hydrocarbures, les gras et les autres composés organiques. Les
BPC ne sont pas trés solubles dans I’eau: plus on augmente le taux de chloration, plus la
solubilité diminue (D’Itri et Kamrin, 1983). De plus, ces composés démontrent une grande
résistance A I’hydrolyse par des bases ou des acides (Gustafson, 1970), a I’oxydation chimique
et aux hautes températures (Hutzinger, Safe et Zitko, 1974): ils sont par conséquent

médiocrement métabolisés par les systémes biologiques (D’Itri et Kamrin, 1983).

Lorsque pris individuellement, les BPC se retrouvent sous forme solide a température
ambiante et sont souvent incolores; lorsque préparés pour un usage commercial, ces derniers
peuvent étre transparents ou jaunes (pale ou foncé). Leurs propriétés varient en fonction du
taux de chloration et de la position des atomes de chlore (Callahan et al., 1979). Les BPC

peuvent aussi se retrouver sous forme d’huiles (Aroclor 1221, 1232, 1242 et 1248), de



liquides visqueux (Aroclor 1254) ou de résines collantes (Aroclor 1260 et 1262) (Hutzinger,
Safe et Zitko, 1974). Les congénéres les moins chlorés sont des liquides huileux alors que les

plus chlorés sont plus visqueux et résineux (EPA, 1980).

1.1.5 Aspects toxicologiques des BPC

1.1.5.1 Effets toxicologiques

Les BPC causent rarement une toxicité aigué; la DLsy pour les animaux est assez
élevée allant de 0,5 g/Kg a 11,3 g/Kg du poids corporel. Par contre, la plupart des effets
néfastes attribués sont le résultat d’expositions chroniques et répétitives (Sullivan et Krieger,
1992): on note entre autres chez les individus exposés professionnellement aux BPC
d’importants désordres respiratoires (Shigematsu et al., 1978; Warshaw et al., 1979). En
industrie, I’absorption dermique est la voie majeure d’exposition a ces contaminants alors que
I’ingestion est la voie primaire dans ’environnement. Les effets toxiques chez I’humain et les
animaux peuvent varier en fonction de la voie d’entrée des BPC, de I’4ge, du sexe et de
’endroit dans I’organisme ou les BPC sont concentrés. Les scientifiques estiment que la
demie-vie biologique des BPC dans le sérum chez I’homme est de 33 a 34 mois pour les
congénéres hautement chlorés, et de 6 a 7 mois pour les moins chlorés (Hoet et Lauwreys,

1993).

D’ordre général, le caractére lipophile des BPC leur permet de se bioaccumuler dans
les tissus lipidiques des organismes vivants (incluant le cerveau) et de s’accumuler plus tard
dans des niveaux supérieurs de la chaine trophique dans la chaine alimentaire (Tanabe, 1988).
Puisque ces composés résistent a la biodégradation et qu’ils s’accumulent dans
I’environnement, leur entrée dans la chaine alimentaire de I’homme est facilitée (D’Itri et
Kamrin, 1983. Une fois pénétrés dans 1’organisme, les BPC possédent un large éventail de
propriétés biologiques et toxicologiques (Nebert, 1989; Seegal, 1996). Parmi les effets nocifs
reliés a de fortes expositions aux BPC, on suspecte une altération des fonctions thyroidiennes
(Persky et al., 2001), des troubles de comportement, des atteintes au niveau du systéme
neurologique (Smith et Gangolli, 2002) ainsi que des dysfonctions cognitives et motrices

(Tilson, Jacobson et Rogan, 1990).



1.1.5.2 Facteurs de toxicité

En général, les BPC deviennent plus toxiques en augmentant leur taux en chlore
(Tanabe, 1988); leur diamétre et leur configuration moléculaire expliquent leur toxicité
relative. Les congénéres pouvant adopter une configuration coplanaire ont une toxicité plus
élevée que ceux qui ne peuvent I’adopter (Abramowicz, 1994; Hutzinger, Safe et Zitko, 1974,
Lang, 1992; McFarland et Clarke, 1989); cette configuration ne peut étre obtenue que si la
molécule de BPC ne contient pas d’atome de chlore en position ortho. Onze des 209
congénéres BPC sont capables d’adopter une géométrie coplanaire semblable aux dibenzo-p-
dioxines et dibenzofuranes polychlorés. A cause de cette similitude, quelques BPC peuvent

démontrer une activité toxique semblable aux dioxines et furanes (Baird, 1995).

1.1.6. Persistance environnementale et détection des BPC

1.1.6.1 Bioaccumulation

La capacité de bioaccumulation des divers BPC est directement reliée au nombre
d’atomes de chlore présents sur la molécule de biphényle pour deux raisons. Tout d’abord
parce que les molécules les plus fortement chlorées ont un plus grand coefficient de partition
octanol/eau, et en second lieu car les BPC les plus lourds sont plus résistants a la
biodégradation (EPA, 1977; Metcalf et al., 1975). Les évidences empiriques disponibles
indiquent que les BPC, plus particuliérement ceux avec plus de quatre atomes de chlore, sont

les plus persistants dans ’environnement (Callahan et al., 1979).

1.1.6.2. Détection dans I’environnement

Au départ, les BPC n’étaient pas destinés a étre relaichés dans I’environnement. Par
contre, a cause des déchets industriels et municipaux et des fuites des équipements
mécaniques (entre autres), les BPC ont laissé des traces dans I’environnement, ’air, I’eau et
au sol (Hutzinger, Safe et Zitko, 1974). L’air semble étre une des routes les plus importantes

permettant une dispersion rapide et efficace des BPC (Phillips, 1986).

Idéalement, les technologies d’analyse d’échantillons provenant de I’environnement

devraient détecter les différents congéres a un seuil de quantification de I’ordre de 1072 10"



g/L ou g/Kg. Actuellement, les technologies ne sont pas capables de détecter les BPC en
dessous d’un seuil de I'ordre de 10* 2 10° g/L ou g/Kg. Par conséquent, I'analyse de
congénéres nécessite le développement de la chromatographie en phase gazcuse couplée 4 un
spectrométre de masse en tandem avec un second spectrométre de masse (GC-MS-MS). Dans
le cas de la détection des isomeéres structuraux (BPC coplanaires et BPC mono ou di-ortho
substitués), la spectrométrie de masse 2 haute résolution (GC-HRMS) doit étre développée

(Croteau, 1998).

Au Québec, plusieurs indications permettent de conclure que certains congénéres BPC
continuent d’étre générés de facon involontaire par des procédés industriels (Maguire et
Tkacz, 1990; Moore et al., 1995), et que des charges significatives de BPC sont déversées
dans les eaux usées municipales (Pham, 1993). Ces substances toxiques sont donc un sujet de
préoccupation majeur pour plusieurs entreprises québécoises, puisque la détection de BPC
dans les rejets des entreprises est fortement mise en évidence par des indices (exemples:
Chimiotox et Beep) d’Environnement Canada afin de comparer le potentiel de toxicité des
sources polluantes entre elles (Martel, 1995). Malgré ce, le dernier bilan de I'état de
contamination indique qu’il existe encore d’importantes sources de BPC dans I’écosystéme du

St-Laurent (Environnement Canada, 1996).

1.1.7 Méthodes conventionnelles d’élimination des BPC

Il existe peu d’installations commerciales de stockage des BPC au Canada et ce, pour
deux raisons. D’une part, les autorités sont peu enclines a approuver ces installations et
d’autre part, le public s’oppose a I'implantation de sites permanents. Le Canada a donc pris

trés peu de mesures pour renforcer les activités liées aux BPC (CCE, 1996).

Pour parvenir 4 I’élimination des BPC stockés et de ceux qui vont graduellement
terminer leur vie utile, il est d’usage d’envisager un moyen efficace d’élimination: plusieurs
techniques physico-chimiques ont été développées (Anonyme, 1998; Chiarenzelli et al., 1995;
Korte et al., 2002; Pittman et He, 2002). Jusqu’a maintenant, I’élimination des BPC se fait
principalement par incinération 2 haute température. Il existe plusieurs méthodes
d’incinération envisageables, la plus utilisée étant I'incinérateur rotatif qui permet tant

I’élimination de déchets solides que liquides (Ackerman et al., 1983).
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Di a leur stabilité thermique, les BPC nécessitent des températures au dessus de
1000°C pour leur combustion compléte (Hutzinger, Safe et Zitko, 1974). Avec la technique
d’incinération i haute température, il est estimé que 99,99% des contaminants sont éliminés
(Anonyme, 1993). Si la combustion est incompléte, les produits chimiques résultants peuvent
étre des dioxines et des furanes chlorés, qui sont encore plus toxiques que les BPC (Barton,
Fergusson et Joseph, 1987). L’incinération nécessitant une grande quantité de chaleur et des
manipulations précises, des bris mécaniques ou des erreurs humaines peuvent survenir et

entrainer le relichement accidentel de BPC, de dioxines et de furanes.

1.2. Biodégradation oxydative des BPC

Un des moyens envisageables pour éliminer les BPC de I’environnement est la
dégradation microbienne (Harkness et al., 1993). 1l existe un intérét considérable dans le
développement d’un tel type de processus biodégradatif pour détruire les BPC: son aspect

sécuritaire (Asturias, Diaz, et Timmis, 1995).

1.2.1 Introduction

L’activité catabolique microbienne responsable de la dégradation des composés
aromatiques constitue un maillon essentiel dans le cycle global du carbone. Cette activité est
d’un grand intérét di a son potentiel de détruire les polluants toxiques persistants, ce qui
constitue une stratégie nommée bioréhabilitation (Timmis, Steffan et Unterman, 1994). Le
premier rapport de biodégradation des BPC est apparu en 1973 par Ahmed et Focht (Ahmed
et Focht, 1973). Par la suite, plusieurs mécanismes de biodégradation ont été étudiés (Bédard
et al., 1987a; Berlin, Gage et Holm, 1975; Branson et al., 1975; Furukawa, 1982; Furukawa et
Matsumura, 1976; Hutzinger et al., 1972; Kaiser et Wong, 1974) grace a I’isolation et a la
caractérisation d’une variété de microorganismes capables de cométaboliser les BPC

provenant d’échantillons environnementaux (Layton et al., 1994).

Il a été démontré que les bactéries utilisant le biphényle sont omniprésentes dans
Ienvironnement et qu’elles peuvent cométaboliser plusieurs congénéres BPC via une voie
oxydative (Furukawa, 1982; Furukawa et Chakrabarty, 1982; Furukawa, Matsumura et
Tonomura, 1978; Yagi et Sudo, 1980). Ces organismes utilisent le biphényle comme seule

source de carbone et d’énergie (Bédard et al., 1986; Bédard, 1987b; Waid, 1986) et entrainent
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leur minéralisation compléte en générant de I’acide chlorhydrique, du dioxyde de carbone et

de I’eau (Neilson, 1990).

1.2.2 Facteurs influencant la biodégradation

Le taux de chloration des BPC influence I’efficacité de leur biodégradation. Les
congénéres les moins chlorés se dégradent lentement, alors que pour les plus chlorés leur
dégradation est difficilement envisageable (EPA, 1987). Dans le cas des BPC les plus
chlorés, le développement de la technologie de bioréhabilitation est limité par I’absence
d’activité catabolique microbienne pour dégrader efficacement ces composés. Cette faille
peut étre due au fait que ces organismes ne se sont pas encore adaptés a dégrader de tels
composés qui n’ont été introduits dans la biosphére que récemment (Timmis, Steffan et
Unterman, 1994). L’efficacité de biodégradation dans le sol varie aussi largement tout
dépendant de la disponibilité des nutriments, de la température, de la concentration de BPC
(Callahan et al., 1979), de leur solubilité dans I'eau et de leur volatilité, du pH, de la
température, de I’oxygéne disponible (Waid, 1986) et aussi, en fonction du microorganisme
en présence. En fait, deux classes de bactéries dégradant les BPC ont été identifies: les
aérobes et les anaérobes. Les mécanismes de dégradation aérobes ont largement été étudiés,
mais ces derniers se limitent a la dégradation des congénéres les moins chlorés. Toutefois, les
bactéries anaérobes sembleraient étre aptes a attaquer les BPC les plus chlorés via une
déchlorination réductrice, un processus qui retire les atomes de chlore et laisse les anneaux

phényles intacts (Abramowicz, 1994).

Les organismes ayant la capacité de dégrader les BPC ont cependant une spécificité
étroite qui ne leur permet de dégrader qu’un faible nombre de congénéres peu chlorés (Massé
et al., 1984; Shields, Hopper et Sayler, 1985; Sundstrom et Hutzinger, 1976). Par conséquent,
il faut envisager la possibilité d’employer plusieurs souches bactériennes pour parvenir a la
dégradation des différents congéneéres BPC (Unterman et al., 1988), en bioréacteurs ou en

biopiles.

1.2.3 Patron de dégradation des BPC chez les bactéries

L’étude de différents patrons de dégradation, principalement chez les pseudomonades

du sol et autres bactéries Gram négatif, a démontré que ces bactéries transforment le
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biphényle (BP) et les polychlorobiphényles (BPC) d’une maniére similaire (Wang et al.,
1995). Les étapes enzymatiques impliquées dans la conversion du BP et des BPC en
respectivement benzoate (BA) et chlorobenzoates (CBA) ont été étudiées chez plusieurs
bactéries (Bergeron et al., 1994; Khan et Walia, 1989; Kikuchi et al., 1994; Parsons et Sijm,
1988). Ces mécanismes cataboliques sont pour la plupart similaires et peuvent étre divisés en
trongons de dégradation supérieur et inférieur. Le trongon supérieur se charge de convertir les
BPC en 2,4-dihydroxy-penta-2,4-diénoate et en CBA, via la fission en meta d’un des deux
noyaux phényle. Les enzymes du trongon inférieur dégradent le 2,4-dihydroxy-penta-2,4-
diénoate en acétyl-CoA et en pyruvate (Mouz et al., 1999), alors que le CBA est métabolisé

de diverses fagons selon le nombre et la position des atomes de chlore sur la molécule.

1.2.3.1 Etapes de la dégradation du biphényle au niveau du troncon

supérieur

La premiére réaction impliquée dans la dégradation bactérienne du biphényle est
catalysée par la biphényle 2,3-dioxygénase (BPDO), une enzyme multi-composante
(Sylvestre et al, 1996b). En présence d’un cofacteur, le NADH, I’enzyme catalyse
’oxygénation de la molécule de biphényle en positions ortho et meta de 'un des anneaux
phényles, conduisant & la production d’un 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybiphényle (Haddock et
Gibson, 1995; Hurtubise et al., 1995). L’incorporation d’oxygéne moléculaire en position 2,3
de la molécule de biphényle se fait sur 1’anneau chloré ou le moins chloré des deux
(Furukawa et Miyazaki, 1986; Haddock, Nadim et Gibson, 1993; Parsons, Veerkamp et
Hutzinger, 1983; Safe, 1984). Dans certains cas, le choix de I’anneau attaqué peut dépendre

de la souche bactérienne (Bédard et Haberl, 1990; Furukawa, Tomizuka et Kamibayashi,

1979).

La BPDO a été purifiée entre autres de Comamonas testosteroni B-356. Elle
comprend trois constituants: 1’oxygénase terminale, une protéine fer-soufre (ISPspn)
constituée d’une sous-unité a (M;=51 000) et d’une sous unité 8 (M, = 22 000); une
ferrédoxine (FERgpy; M; = 12 000); et une ferrédoxine réductase (REDgpn; M; = 43 000)
(Hurtubise, Barriault et Sylvestre, 1996; Hurtubise et al., 1995). Les genes codants sont bphA
(ISPgpy sous-unité o), bphE (ISPppu sous-unité (), bphF (FERgpu) et bphG (REDgpn)
(Sylvestre et al., 1996b) (Figure 1.2). BphAE constituent la composante sidérophile

sulfureuse de ’oxygénase qui interagit directement avec le substrat pour incorporer la
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molécule d’oxygéne. BphF est une protéine ferrédoxine de type Rieske impliquée dans le
transfert d’électrons de la ferrédoxine réductase réduite vers la composante sidérophile
sulfureuse oxydée. Pour sa part, BphG, une flavoprotéine NADH dépendante, code pour la
réductase qui interagit avec le cofacteur (NADH) (Bergeron et al., 1994). BphF et BphG
sont donc directement impliquées dans I’oxygénation catalytique de la molécule de biphényle
via le transfert des électrons a partir du NADH vers 'ISPgpy (Hurtubise et al., 1995). Cette
réaction de transfert d’électrons implique un centre Rieske de type fer-soufre [2Fe-2S]
(Sylvestre et al., 1996b), situé dans la sous-unité c. (Hurtubise, Barriault et Sylvestre, 1996).
Ce dernier sert au transfert de deux électrons provenant du NADH réduit a partir de la
composante ferrédoxine vers le Fe" mononucléaire, pour permettre I’activation de I’oxygéne
moléculaire et son insertion dans le substrat (Batie, Ballou et Correll, 1991; Mason et

Cammack, 1992), le biphényle.

ISP (red) FER (ox) RED (red) NAD*
l bphAE <>C bphF DQ bphG
ISP (ox) FER (red) RED (ox) NADH + H*
H

OH

OH
H

Figure 1.2 : Composantes de la dioxygénase du biphényle. RED: Ferrédoxine-réductase,

FER: Ferrédoxine, ISP: Oxygénase (Protéine fer-soufre), red: réduite, ox: oxydée.

Suite 4 ’oxygénation de la molécule de biphényle, I’intermédiaire obtenu, le 2,3-

dihydro-2,3-dihydroxybiphényle, devient ensuite le substrat pour I’enzyme BphB (Bergeron

14



et al., 1994), une déhydrogénase NAD"-dépendante qui produit un 2,3-dihydroxybiphényle
(Barriault et al., 1999). Ce métabolite hydroxylé est ensuite scindé en position meta par la
2,3-dihydroxybiphényle-1,2-dioxygénase codée par BphC. Le produit de meta-clivage ainsi
produit, le 2-hydroxy-6-oxo-6-phénylhexa-2,4-dienoate (HOPDA), est ensuite hydrolysé en
acide benzoique et 2,4-hydroxy-penta-2,4-diénoate par la HOPDA hydrolase codée par bphD

(Bergeron et al., 1994). Le trongon de dégradation supérieur est schématisé a la Figure 1.3.

NADH + 11+
NADH

V&

BphG
RED(red) RED(ox)

%

FER(O\) FER(rcd)

X

BphAE Ol , AN OH COOI i
ISP(red) lbl’(O\) COOM
‘ Ot BphB Oll Bph(, C‘OO” BphD
> é I l N +
N/\Dll+ll+ ”’O
©: NADH
1 I Vi

Figure 1.3 : Voie catabolique du biphényle. Métabolites: I : biphényle, II : 2,3-dihydro-
2,3-dihydroxybiphényle, 1III: 2,3-dihydroxybiphényle, 1V : 2-hydroxy-6-oxo-6-
phénylhexa-2,4-diénoate (HOPDA), V: acide benzoique, VI: 2-hydroxy-penta-24-
diénoate. Enzymes: BphAEFG : biphényle 2,3-dioxygénase (BPDO), BphB: 23-
dihydrodiol déshydrogénase, BphC : 2,3-dihydroxybiphényle-1,2-dioxygénase, BphD :
HOPDA hydrolase.
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1.2.3.2 Etapes de la dégradation du biphénvyle au niveau du troncon

inférieur

Au niveau du trongon inférieur de dégradation, le 2,4-hydroxy-penta-2,4-diénoate est
dégradé en acétyl-CoA et en pyruvate, puis transféré au cycle tricarboxylique (Kimura et al.,
1997) tel qu’illustré 4 la Figure 1.4. En ce qui conceme les chlorobenzoates (CBA), puisque
les génes codant pour les enzymes de dégradation ne sont habituellement pas joints aux génes
de dégradation du biphényle (Mouz et al., 1999), ces derniers sont métabolisés par d’autres
bactéries et microorganismes (Scholze et al., 1988). En fait, les bactéries du sol qui
cométabolisent les BPC tendent & accumuler les CBA parce qu’elles ne sont généralement pas
aptes a croitre sur ces substrats (Hickey et Focht, 1990). La minéralisation compléte des BPC
nécessite donc la présence de deux opérons: un pour la bioconversion des BPC en CBA, et un
autre pour la dégradation des CBA (Shields, Hopper et Sayler, 1985; Sondossi, Sylvestre et
Ahmad, 1992).

HO o) O o
OH Bphl 7 Bphl Z
g BphH % HC— C ——> H,C— c\/ ——> Cycle TCA
| COOH COOH H ScoA

+

74
i
COOH

Figure 1.4 : Voie catabolique du 2,4-hydroxy-penta-2,4-diénoate. BphH : 2-hydroxy-
penta-2,4-diénoate hydratase, Bphl: 4-hydroxy-2-oxovalérate aldolase, BphJ:
acétaldéhyde déhydrogénase.

Plusieurs souches bactériennes capables de dégrader le 2-CBA (Engesser et Shulte,
1989; Fetzner, Miiller et Lingens, 1989; Hartmann, et al., 1989), le 3-CBA (Chatterjee et al.,
1981; Do et al., 1974; Focht et Shelton, 1987) et le 4-CBA (Adriaens et al., 1989; Klages
et Lingens, 1979; Marks, Smith et Quirk, 1984) ont été isolées (Hickey et Focht, 1990). La
dégradation oxydative des CBA par les microorganismes peut se faire soit par 1’élimination

d’atomes de chlore aprés la fission de 1’anneau de phényle ou par substitution des atomes de
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chlore avant I’ouverture du cycle (Sondossi, Sylvestre et Ahmad, 1992). Dans certains cas, le
2-CBA peut subir une déchlorination oxygénolytique durant I’étape initiale d’oxygénation en
position 1,2, ce qui résulte en la dégradation compléte du 2-CBA (Milne, Goldman et
Holzman, 1968). Le 3-CBA peut quant 4 lui subir une dioxygénation par la 1,2-dioxygénase,
entrainant la production d’un chlorocatéchol (Goldman, Milne et Pignataro, 1967). Par la
suite, le chlorocathécol peut étre métabolisé via d’autres voies enzymatiques. Plusieurs
souches bactériennes ont d’ailleurs fait I'objet d’études sur la dégradation des divers
chlorocatéchols, dont Pseudomonas sp. souche B13 (Dorn et Knackmuss, 1978; Weisshaar,
Franklin et Reineke, 1987), Pseudomonas putida (pAC27) (Chatterjee et al., 1981), et
Alcaligenes eutrophus JMP134 (pJP4) (Don et al.,, 1985). Finalement, pour le 4-CBA,
’atome de chlore peut étre remplacé par un groupe hydroxyl via une réaction
d’hydroxylation. L’acide 4-hydroxybenzoique généré est ensuite dégradé via la voie

catabolique du B-cétoadipate (Keil, Klages et Lingens, 1981; Neilson, 1990).

1.2.4 Organisation génique de I’opéron biphényle

Les génes responsables du catabolisme du biphényle sont reconnus pour étre
conservés chez plusieurs bactéries aptes a dégrader les BPC (Erickson et Mondello, 1992;
Kimbara et al., 1989; Taira et al., 1992) et semblent tous étre organisés en opérons. Les
génes ont été retrouvés 2 la fois dans les chromosomes bactériens et dans des plasmides
(Springael, Kreps et Mergeay, 1993). Comme le démontre la Figure 1.5, il existe de grandes
similitudes dans 1’organisation en opérons entre différentes souches bactériennes aptes a

cométaboliser les BPC.

L’organisation génique de 1’opéron bph de la souche B-356 est légérement différente
des autres puisque le géne bphG est localisé approximativement 18 Kb en amont du géne
bphA et se lit dans la méme direction (Sylvestre et al., 1996b). Une organisation semblable
est observée chez Pseudomonas sp. KKS102, pour qui le géne bphG est situé 1 Kb en amont
de I’opéron bph (Kikuchi et al., 1994). La raison pour laquelle bphG est localisé a I’extérieur
de I’opéron biphényle de B-356 est encore inconnue; la possibilité que 1’opéron biphényle ait

été réarrangé par transposition ne peut pas étre exclue (Bergeron et al., 1994).
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Burkholderia cepacia 1.B400 (Erickson ¢t Mondello, 1992)

— o) e ) emmnl n s ) —

orfll  bphd bphE  orfl bphF bphG bphB bphC bphK bphH bphJ bphl  bphD

Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 (Taira et al., 1992)

R T wwwwv

orfii  bphAdl bphA2 orf3 bphA3 bphA4 bphB bphC bphX bphX! bphX2 bphX3 bphD

Comamonas testosteroni B-356 (Bellemare, 2000)

(i m—- o1/ e e —

orfN  orfll bphG bph4 bphE  bphX bphF bphB  bphC  bphD

Ralstonia eutropha AS (transposon Tr4371) (Merlin et al., 1997)

e e

bphE bphG  bphF orfd  bphAl  bphd2 bphA3 bphB bphC bphD  orfl bphA4  bphR

Pseudomonas sp. KKS102 (Fukuda et al., 1994)

bphS  bphE bphG bphF orf4 bphAl bphA2 bphA3 bphB bphC bphD orfl bphA4  bphR

Rhodococcus sp. M5 (Wang et al., 1995)

-l ) ) ) W B WHE) ) ——

bpdAl bpdA2 orf3 bpd43 bpdd4  bpdB  bpdC bpdS bpdT bpdD

Figure 1.5 : Organisation génétique de différents opérons biphényle. Les fleches noires
indiquent les génes qui codent pour des enzymes de dégradation, les blanches pour des
génes de fonction inconnue, et les rayées pour des génes (potentiellement) impliqués

dans la régulation de I’opéron bph.
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1.3 Régulation des voies cataboliques des composés aromatiques

1.3.1 Introduction

Un grand nombre de bactéries sont capables d’utiliser des composés aromatiques
comme sources de carbone en employant diverses stratégies. Il est connu qu’un méme
composé aromatique peut étre dégradé par des voies enzymatiques différentes et que des
composés organiques différents peuvent étre dégradés par des voies cataboliques similaires
(Furukawa, 1994). Ce principe est aussi applicable pour les systtmes de régulation de
I’expression des génes cataboliques. Par conséquent, des voies cataboliques similaires
peuvent étre régulées par différents patrons de régulation alors que des voies cataboliques trés
différentes peuvent étre régulées par le méme mécanisme. Ainsi, I’étude de différents
mécanismes de régulation connus peut parvenir & fournir de bons indices quant aux

mécanismes de régulation de protéines régulatrices dont les fonctions sont moins bien

établies.

Parmi les protéines régulatrices des composés aromatiques, une classification a été
faite selon les similitudes au niveau de leur structure primaire. Les groupes de protéines
régulatrices les plus communs sont les familles LysR, NtrC/XylR, AraC/XylS et IcIR
(Tableaux 1.3, 1.4 et 1.5). Presque tous ces régulateurs agissent a titre d’activateurs de
’expression des génes, a 1’exception des protéines appartenant a la famille GntR, auxquelles
sont associées des fonctions répressives (Gerischer, 2002). Plus particulierement, les
protéines de type GntR sont classifiées en quatre sous-familles: FadR, HutC, MocR et YtrA
(Rigali et al., 2002).
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1.3.2 Protéines régsulatrices a action positive

Les Tableaux 1.3, 1.4 et 1.5 décrivent les familles de protéines régulatrices a action

positive.

Tableau 1.3 : Régulateurs appartenant a la famille LysR.

Famille Souches Fonctions Références
et protéines cataboliques
LysR

BenM  Acinetobacter sp. Benzoate Collier, Gaines
souche ADP1 et Neidle, 1998.

BphR  Ralstonia eutropha A5 BP/4-BPC Mouz et al., 1999.
(Tn4371)

CatR Pseudomonas putida Benzoate Rothmel, 1990.

CIcR Pseudomonas putida Chlorocatéchol Coco et al., 1993.

McFall, Chugani

et Chakrabarty, 1998.
HcaR  Escherichia coli 3-phénylpropionate  Turlin et al., 2001.
NahR  Pseudomonas Naphthaléne Cebolla, Sousa et

de Lorenzo, 1997.

TcbR Pseudomonas sp. Chlorocatéchol van der Meer et al., 1991.
souche P51

TdnR  Pseudomonas putida UCC22 Aniline Fukumori et Saint, 1997.
(pTDN1)

TfdR Pseudomonas putida Acide 2,4-dichloro-  Vedler, Koiv
(pEST4011) phénoxyacétique et Heinaru, 2000.
Pseudomonas putida IMP134 Acide 2,4-dichloro-  You et Ghosal, 1995.
(pJP4) phénoxyacétique

T£dT Ralstonia eutropha IMP134  Chlorocatéchol Leveau et

(pIP4)

van der Meer, 1996.
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Tableau 1.4 : Régulateurs appartenant aux familles AraC/XyIS et NtrC/XyIR.

Familles
et protéines

_S.o-l.l_ches

'Fonctions )
cataboliques

Références

AraC/XylS

BenR

ChnR

HpaA

PobR

NtrC/XylIR

DmpR

PhhR

TbuT

TouR

XyIR

Pseudomonas putida
Acinetobacter sp.
souche NCIMB 9871
Escherichia coli
Escherichia coli

W ATCC 11105

Azotobacter chroococcum

Pseudomonas sp.

souche CF600

(pV1150)

Pseudomonas putida P35X
(NCIB 9869)
Pseudomonas

pickettii PX01

Ralstonia pickettii PKO1

Pseudomonas stutzeri OX1

Pseudomonas putida
mt-2 (pWWO)

Benzoate, 4-HBA et
méthylbenzoate

Cyclohexanone

4-hydroxyphénylacétate
4-hydroxyphénylacétate

p-hydroxybenzoate

Phénol

(Méthyl)phénol

Toluéne

Toluéne-benzéne

Toluéne-o-xyléne

Toluene-xyléne

Cowles, Nichols et
Harwoods, 2000.

Iwaki et al., 1999.

Prieto et Garcia, 1997.
Prieto et Garcia, 1994.

Quinn, McKay et Entsch,
2001.

Shingler, Bartilson
et Moore, 1993.
Shingler et Moore, 1994.

Ng, Poh et Shingler,
1995.

Byrne et Olsen, 1996.
Kahng et al., 2000.
Arenghi et al., 1999.

Inouye, Nakazawa et
Nakazawa, 1988.
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Tableau 1.5 : Régulateurs appartenant 2 la famille IcIR.

Famille  Souches - Fonctions Références
et protéines cataboliques B
IcIR
RexZ Erwinia carotovora Pectine Thomson et al., 1999,
MhpR Comamonas 3-(3-hydroxyphényl) Hiroyuki et al., 1999.
testosteroni TA441 propionate
PobR Acinetobacter p-hydroxybenzoate DiMarco, Averhoff et
Souche ADP Ornston, 1993.

1.3.2.1 Famille LysR

La famille LysR de régulateurs transcriptionnels, premiérement décrite par HenikofT et
al. en 1988, est largement distribuée chez les prockaryotes (Schell, 1993). Les membres les
plus représentatifs sont impliqués dans la dégradation du catéchol, et quelques autres
exemples contrdlent la dégradation du protocatéchuate (Gerischer, 2002). Ils ont plusieurs
caractéristiques communes: ils codent pour des protéines d’activation transcriptionnelle; ils
sont de grandeurs variant entre 276 et 324 résidus acides aminés; ils sont indépendants de la
présence de co-inducteurs; ils sont transcrits a partir de leur propre promoteur qui souvent
chevauche le promoteur du(des) géne(s) qu’ils régulent; la plupart répriment leur propre

transcription (autorégulation négative) (Schell, 1993).

1.3.2.1.1 Description des protéines LysR en domaines

Ce groupe de régulateurs, décrit a la Figure 1.6, est trés abondant et démontre une
grande homologie dans la partie N-terminale qui contient un site de fixation a I’ADN de type
hélice-tour-hélice (HTH). Les domaines impliqués dans la reconnaissance et/ou réponse de
co-inducteurs se retrouvent dans la partie centrale. Les autres fonctions d’activation de la
transcription, de liaison a 1’effecteur et de multimérisation résident dans la partie C-terminale

des protéines, et ont été moins bien caractérisées (Gerischer, 2002).
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Figure 1.6 : Organisation des protéines régulatrices en domaines. a) LysR

¢) AraC d) IcIR e) GntR.
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1.3.2.1.2 BenM, CatR et ClcR: régulateurs impliqués dans la

dégradation du benzoate/3-chlorobenzoate et catéchol/

3-chlorocatéchol

Chez Acinetobacter sp. souche ADP1 (anciennement Acinetobacter calcoaceticus),
BenM est nécessaire pour la dégradation du benzoate/3-chlorobenzoate en catéchol/3-
chlorocatéchol (Collier, Gaines et Neidle, 1998) en régulant I’expression des génes
benABCDE. CatR est retrouvée chez P. putida (Parsek et al., 1994a) et régule les étapes
initiales de la conversion du catéchol en contrdlant ’opéron catBCA. Pour sa part, ClcR
contrdle I’expression des génes responsables de la dégradation du 3-chlorocatéchol localisés
dans 1’opéron clcABD; ces génes ont entre autres été isolés a partir du plasmide p4AC27 chez
P. putida (Frantz et Chakrabarty, 1987). Les voies cataboliques régulées par ces protéines

ainsi que leurs patrons de régulation sont représentés a la Figure 1.7.

La dégradation compléte du benzoate par les bactéries aérobes peut survenir via deux
patrons de dégradation. Dans les deux cas, le benzoate est converti en un composé non
aromatique (cis-diol), le 2-hydro-1,2-dihydroxybenzoate, puis transformé en catéchol
(Reiner, 1971). Par la suite, le catéchol est clivé en position ortho produisant de I’acétyl-CoA
et du succinate, ou en position meta entrainant la formation de pyruvate et d’acétaldéhyde

(Neidle et al., 1991).

1.3.2.1.3 Mode d’action de BenM

La dégradation du benzoate/3-chlorobenzoate en catéchol/3-chlorocatéchol est régie
par une protéine de 304 acides aminés: BenM. Le géne régulateur benM est situé
immédiatement en amont du géne benA et est transcrit indépendamment. Un site potentiel de
liaison a ’ADN pour BenM a été identifié entre benM et benA. L’action combinée de la
protéine régulatrice et d’un inducteur, le cis,cis-muconate (CCM), permet 1’activation de
I’opéron catabolique adjacent; BenM répond aussi positivement au benzoate et au catéchol
(Collier, Gaines et Neidle, 1998). Le CCM a une plus grande habileté a induire 1’expression
des geénes ben que le benzoate (Collier, Nichols et Neidle, 1997; Neidle, Shapiro et Ornston,
1987) et le catéchol (Collier, Gaines et Neidle, 1998). Le benzoate, en collaboration avec le

CCM, augmente I’expression BenM-dépendante de 1’opéron benABCDE de fagon synergique.
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La liaison de BenM i son site de promotion peut causer son autorégulation (Collier, Gaines et

Neidle, 1998) .

1.3.2.1.4 Mode d’action de CatR

L opéron catBCA, impliqué dans la dégradation du catéchol, code pour les trois
enzymes de la voie catabolique du B-cétoadipate: la cycloisomérase du muconate (cafB),
I’isomérase du muconolactone (carC) et la dioxygénase I du catéchol (card) (Houghton et al.,
1995). Le geéne régulateur catR, codant pour la protéine CatR (32 KDa), est transcrit
indépendamment de I’opéron carBCA et leurs promoteurs se chevauchent (Rothmel et al.,
1991). L’induction de I’expression de carBCA nécessite le CCM et la protéine CatR (Schell,
1993; Wheelis et Ornston, 1972). Le complexe CatR-promoteur ainsi formé entraine une
meilleure fixation de I’ARN polymérase et initie la transcription de I’opéron catBC4; le CCM
augmente 1’affinité de CatR pour le promoteur de catBCA par 20 fois (Parsek et al., 1992).
De plus, lorsque le benzoate est présent dans le milieu, I’expression de catBCA est induite par
plus de 100 fois (Parsek et al., 1994b). CatR est en mesure de s’autoréguler (Rothmel et al.,
1990).

CatR peut se lier 2 deux sites adjacents en amont du promoteur de I’opéron carBCA
(Chugani, Parsek et Chakrabarty, 1998) en tant que dimére (Schell, 1993). Elle peut
s’associer 4 une premiére région de 27 pb en amont du promoteur de I’opéron catBCA en
présence ou en absence d’inducteur (Parsek et al., 1992) au niveau du site RBS (Repression
Binding Site ), et cette liaison peut causer la répression de sa propre transcription (Rothmel et
al., 1991). Une autre région de 27 pb en amont du promoteur de catBCA et en aval du site
RBS est protégée par CatR en présence de CCM: elle se nomme région ABS (Activating
Binding Site) (Schell, 1993). La liaison CatR-ABS conduit a I’activation de la transcription a
partir du promoteur des génes catBCA en entrainant des changements dans le repliement de

I’ADN au niveau de la région promotrice (McFall, Chugani et Chakrabarty, 1998).

En plus des sites RBS et ABS, un troisi¢me site de liaison (de faible affinité) pour la
protéine CatR a été repéré en aval du promoteur de catBC4, a I’intérieur du géne de structure
catB: ce site est appelé IBS (Internal Binding Site) (McFall, Chugani et Chakrabarty, 1998).
Lorsque CatR est fixée aux sites RBS et ABS, celle-ci peut se lier avec une haute affinité au

site IBS. Le site IBS régule négativement I’expression a partir du promoteur de catBCA par
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trois a quatre fois, et cette répression est médiée avec 1’aide de CatR en formant une loupe

d’ADN (Chugani, Parsek et Chakrabarty, 1998).

1.3.2.1.5 Mode d’action de CIlcR

Il a été démontré que I'opéron clcABD est sous le controle de Tactivateur
transcriptionnel CIcR, une protéine de 32,5 KDa (Coco et al., 1993) qui agit a titre de
monomeére (Coco, Parsek et Chakrabarty, 1994); le géne clcR est transcrit indépendamment
de I’opéron que son produit génique régule. Les génes appartenant a cet opéron codent
respectivement pour les enzymes chlorocatéchol-1,2-dioxygénase (clc4), cycloisomérase
(clcB) et hydrolase (cleD) (Coco et al., 1993), et conduisent le chlorocatéchol vers le cycle
tricarboxylique (Don et Pemberton, 1981; Frantz et Chakrabarty, 1987; van der Meer et al.,
1991).

Dans la région promotrice, entre les génes clcR-clcABD, des régions comparables aux
séquences RBS et ABS retrouvées chez P. putida ont été localisées. Contrairement a la
liaison de CatR-ABS, ClIcR se lie fortement a son fragment d’ADN, méme en absence
d’effecteur: la raison de cette différence demeure inconnue (Coco, Parsek et Chakrabarty,
1994). Pour exercer son role de régulateur, CIcR interagit avec I’ARN polymérase; la liaison
d’un effecteur, comme le 2-chloro-cis,cis-muconate, vient activer l’induction de la
transcription de I’opéron (Coco et al., 1993). L’expression de cet opéron est aussi induite
lorsque les cellules croissent en présence de 3-chlorobenzoate (McFall, Parsek et Chakrabarty,
1997), et la présence de fumarate vient agir a titre d’anti-inducteur (McFall, Chugani et
Chakrabarty, 1998). CIcR a démontré la capacité de s’autoréguler (Coco et al., 1993). Les
mécanismes de régulation de cet opéron ressemblant beaucoup a celui du catéchol, il a été
proposé que I’opéron chlorocatéchol puisse avoir évolué a partir de I’opéron catéchol (Frantz,

Aldrich et Chakrabarty, 1987; Ngai et Omnston, 1988).
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1.3.2.2 Familles NtrC/XyIR et AraC/XylS

1.3.2.2.1 Famille NtrC/XyIR

Les protéines régulatrices de la famille NtrC/XyIR sont impliquées dans la régulation
de la dégradation de divers composés aromatiques. Ces protéines controlent des promoteurs
qui sont reconnus par ’ARN polymérase avec le facteur o' (c™-dépendants). L’ARN
polymérase, associée a ce facteur, se lie aux promoteurs (Thony et Hennecke, 1989) pour
permettre I'initiation de la transcription; I’hydrolyse d’ATP est nécessaire comme source

d’énergie (Weiss et al., 1991).

La plupart des membres de la famille NtrC font partie d’un systtme a deux
composantes qui consiste en une histidine kinase activant la protéine régulatrice et transférant
un groupe phosphate au niveau du domaine régulateur. Dans le cas de la protéine XyIR, il
semble que cette derniére soit activée directement en présence d’un composé aromatique qui a
été catabolisé via le produit du(des) géne(s) qu’elle régule (Byrne et Olsen, 1996; Delgado et
Ramos, 1994; Inouye, Nakazawa et Nakazawa, 1988; Pavel, Forsman et Shingler, 1994;

Shingler et Moore, 1994).

1.3.2.2.2 Description des protéines NtrC/XvIR en domaines

Les régulateurs de cette famille, décrits a la Figure 1.6, possédent quatre domaines
dont trois sont hautement conservés (Kutsu et a/., 1989). Les deux premiers tiers du domaine
A (N-terminal), qui est hétérologue, sont impliqués dans la réception de signal (liaison de
I’effecteur) (North et al., 1993; Ramos, Marques et Timmis, 1997), alors que le troisiéme tiers
pourrait étre impliqué dans un phénomeéne de répression (Perez-Martin et de Lorenzo, 1995;
Perez-Martin et de Lorenzo, 1996). Le domaine B, ou « Q-linker », est une région courte et
hydrophile qui sert probablement de lien entre les domaines A et C. Le domaine C (central)
est impliqué dans I’hydrolyse d’ATP (Kutsu et al., 1989), la dimérisation et I’interaction avec
le facteur ¢>* (Delgado et Ramos, 1994) pour I’activation de la transcription (Byrne et Olsen,
1996). Le role du domaine D (C-terminal) n’a pas encore été trés détaillé. La fin de sa partie
C-terminale démontre un haut taux de conservation en acides aminés, environ 100, qui
semblent étre impliqués dans la liaison a ’ADN avec un motif de type HTH (Ramos,

Marques et Timmis, 1997).
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1.3.2.2.3 Famille AraC/XyIS

Les membres de cette famille ont trois grandes fonctions en commun: le métabolisme
du carbone, la réponse au stress et la pathogénése (Gallegos et al., 1997). Tous les membres
sont des activateurs transcriptionnels a I’exception des protéines CelD (Parker et Hall, 1990)
et TetD (Gallegos, Michan et Ramos, 1993) qui semblent agir a titre de répresseurs. La
plupart sont d’une longueur d’environ 300 acides aminés (Gallegos et al., 1997). Les
protéines appartenant i cette famille ont été retrouvées dans 47 genres différents et 84 especes
microbiennes (Tobes et Ramos, 2002). Dans la plupart des cas, la transcription du gene
régulateur se fait & partir d’un opéron différent de ceux qui sont régulés (Gallegos, Michan et

Ramos, 1993).

Deux types de protéines sont distinguées dans cette famille. Dans le premier groupe,
le récepteur de signal est le méme polypeptide que celui responsable de la fonction
régulatrice, alors que dans le second, la transcription de la protéine régulatrice est contrdlée

par un autre régulateur (Gallegos et al., 1997).

1.3.2.2.4 Description des protéines AraC/XyIS en domaines

Les protéines de cette famille, décrites a la Figure 1.6, sont constituées de deux
domaines: un domaine conservé et un domaine non conservé reliés par un « linker » (Gallegos
et al., 1997). La partie N-terminale (non conservée) est la région qui reconnait les signaux
chimiques, et semble contenir des sites de liaison pour les molécules activatrices (Ramos et
al., 1990). Le domaine C-terminal renferme une région conservée de 99 acides aminés qui
contient tous les éléments requis pour se lier 2 ’ADN cible et activer la transcription

(Gallegos et al., 1997). Cette région contient deux motifs de liaison a I’ADN de type HTH
(Tobes et Ramos, 2002).

1.3.2.2.5 XvIR et XvIS: régulateurs impliqués dans la dégradation

du toluéne/xyléne et benzoate/toluate

L’activité catabolique codée par le plasmide TOL de P. putida a été découverte il y a
plus de 25 ans (Nakazawa et Yokota, 1973; Nozaki et al., 1968). Les génes xy/ du plasmide

TOL pWWO de P. putida codent pour I’information génétique conduisant a la minéralisation
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du toluéne/xyléne (Worsey et Williams, 1975). Les genes du patron catabolique sont
organisés en quatre unités transcriptionnelles (Delgado et Ramos, 1994). L’opéron supérieur
est constitué des génes xy/UWCAMBN et s’occupe de la conversion du toluene/xyléne en
benzoate/toluate; les produits des génes xy/U, xy/W et xyIN ne sont pas nécessaires pour la
croissance sur xyléne/toluéne (Williams et al., 1996). L’opéron inférieur, comprenant les
génes xyIXYZLTEGFJQKIH, code pour les enzymes de la conversion du benzoate/toluate en
intermédiaires du cycle de Krebs. Cet opéron s’étend sur 11 Kb et constitue un des plus
grands opérons chez les prockaryotes. Les deux derniéres unités de transcription sont les
génes xyIR et xylS qui ont des fonctions régulatrices au niveau transcriptionnel (Franklin et
al., 1983; Inouye et al., 1990; Inouye, Nakazawa et Nakazawa, 1981; Worsey, Franklin et
Williams, 1978). Ces génes régulateurs sont transcrits a partir de promoteurs physiquement
prés mais fonctionnellement différents (Inouye, Nakazawa et Nakazawa, 1987; Ramos,
Mermod et Timmis, 1987). Les voies cataboliques régulées par ces protéines ainsi que les

patrons de régulation des protéines XyIR et XyIS sont décrits a la Figure 1.8.

1.3.2.2.5.1 La protéine XyIR

La protéine XylR est constituée de 566 acides aminés (Inouye, Nakazawa et
Nakazawa, 1988). Elle est exprimée a partir d’'un tandem de promoteurs, un distal et un
promixal (Prl et Pr2) (Inouye, Nakazawa et Nakazawa, 1985); I’expression a partir de Prl est
plus forte que celle obtenue par Pr2 (Marques et al., 1994). XyIR active la transcription a
partir d’un promoteur Pu (0>*-dépendant) responsable de la transcription des génes du patron
supérieur de dégradation qui transforme le toluéne/xyléne en benzoate/toluate (Ramos,

Marques et Timmis, 1997).

1.3.2.2.5.2 La protéine XyIS

La protéine XylS est constituée de 321 acides aminés (Inouye, Nakazawa et
Nakazawa, 1986; Mermod et al., 1987; Spooner, Lindsay et Franklyn, 1986). Elle peut étre
produite a partir de deux promoteurs: Psl (c>*-dépendant) et Ps2 (6""-dépendant). XylS est
nécessaire pour I’expression des génes responsables de la production des enzymes de
conversion du benzoate/toluate vers le cycle de Krebs (Assinder et Williams, 1990) a partir du

promoteur Pm (troncon inférieur de dégradation).
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1.3.2.2.6 Modes d’action de XvIR et de XyIS

Le contrdle génétique des opérons cataboliques est assuré par deux boucles
régulatrices: la premiére fonctionnant lorsque les bactéries croissent en présence de
benzoate/toluate (impliquant uniquement le trongon inférieur de dégradation) et la seconde est
un systéme en cascade fonctionnant lorsque les bactéries sont en présence de toluéne/xylene
(impliquant les trongons de dégradation supérieur et inférieur) (Ramos, Marques et Timmis,

1997).

1.3.2.2.6.1 Boucle du patron inférieur

Pour les bactéries qui croissent en absence d’effecteur (benzoate/toluate), le gene xylS
est exprimé 2 un faible niveau de fagon constitutive a partir de son promoteur o’’-dépendant
nommé Ps2. En conséquence, une petite quantité de protéine XylS sous une forme inactive
(XylS;) est produite (Ramos, Marques et Timmis, 1997). Lorsqu’un effecteur est ajouté au
milieu de culture, la protéine XylS; interagit avec cet effecteur et devient active (XylS,) pour
stimuler la transcription des génes de la voie de dégradation inférieure a partir du promoteur
Pm (Gallegos, Marques et Ramos, 1996); le processus d’interaction entre I'effecteur et la
protéine conduisant & un régulateur actif n’a pas encore été élucidé. La possibilité de
maintenir un haut taux d’expression du promoteur Pm au cours de la période de croissance
des bactéries semble impliquer le facteur o'’ dans les premiers instants de la phase
exponentielle de croissance et le facteur " au cours des derniers instants de cette méme phase

et lors de la phase stationnaire (Ramos, Marques et Timmis, 1997).

1.3.2.2.6.2 Boucle des patrons supérieur et inférieur

L’élément clé de la régulation de cette boucle est la protéine XyIR codée par le géne
xylR. Ce géne est impliqué dans le contrdle transcriptionnel de la voie catabolique dans les
cellules qui croissent en présence de toluéne/xyléne et il est transcrit & partir de deux
promoteurs o'’-dépendants agissant en tandem. Le géne xy/R est exprimé de fagon
constitutive (Ramos, Marques et Timmis, 1997) et peut réprimer sa propre expression; le
produit génique de xy/R est en mesure d’entrainer I’activation de la transcription & partir des
promoteurs Pu et Ps (Inouye, Nakazawa et Nakazawa, 1983; Inouye, Nakazawa et Nakazawa,

1987). Au départ, la protéine XyIR est retrouvée sous forme inactive (XyIR;) et se lie a de
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I’ADN dit « non actif » en absence d’effecteur (Ramos, Marques et Timmis, 1997): cette
interaction ne permet pas d’entrainer I’activation de la transcription (Abril, Buck et Ramos,
1991; de Lorenzo et al., 1991). Lorsque la protéine se lie & un effecteur (toluéne/xyléne) et a
de ’ATP, elle devient alors active (XyIR,) et peut stimuler la transcription a partir du
promoteur Pu. Ce processus nécessite une ARN polymérase o> et une protéine IHF
(Integration Host Factor) permettant le repliement de I’ADN (Ramos, Marques et Timmis,
1997). Le site de liaison de I'IHF est situé entre celui de I’activateur et le promoteur. La
liaison de I'IHF facilite la formation d’une loupe d’ADN, et permet la liaison de XyIR, 4 la
région UPS (UPStream activation sequences) et I'interaction de I’ARN polymérase o> (Byrne
et Olsen, 1996); la région UPS est aussi appelée « enhancer » (Shingler, Bartilson et Moore,

1993).

La protéine XyIR, peut aussi stimuler I’expression du géne xy/S en induisant la
transcription a partir d’un autre promoteur o>*-dépendant, Psl (un des deux promoteurs du
géne xylS), sans interférer I’expression 2 partir de Ps2. Ce processus est effectué avec la
contribution d’une protéine nommée HU qui permet le repliement de I’ADN (Ramos,
Marques et Timmis, 1997). L’activité de Ps est dépendante des effets combinés du repliement
intrinséque de I’ ADN et de la formation de coudes d’ ADN par la protéine HU (homologue a
[HF), permettant ainsi la création de la structure nécessaire du promoteur pour permettre la

transcription (Byrne et Olsen, 1996).

Comme résultat, chez les cellules qui croissent en présence de toluéne/xylene, le géne
xylS est exprimé A partir de deux promoteurs: le promoteur Ps2 (de xy/S) qui est exprimé
constitutivement, XyIR-indépendant et o""-dépendant, et le promoteur Psl qui est XyIR-
dépendant et o>*-dépendant. Lorsque le géne xylS est surexprimé, la protéine XylS est
hyperproduite, et une certaine quantité de XylS devient active. Dans ces conditions, la
transcription 2 partir de Pm est obtenue méme en absence d’effecteur (Ramos, Marques et

Timmis, 1997).
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1.3.2.3 Famille IcIR

Ce groupe représente probablement la plus récente famille découverte parmi les
protéines régulatrices régissant ’expression des mécanismes cataboliques pour les composés
aromatiques, avec un nombre grandissant de membres représentés. IcIR de E. coli est le

prototype de cette famille.

1.3.2.3.1 Description des protéines IcIR en domaines

Les études révelent un site de liaison 2 I’ADN de type HTH dans le domaine N-
terminal de la protéine (Gerischer, Segura et Ornston, 1998, Hugouvieux-Cotte-Pattat et al.,
1996; Romero-Steiner et al., 1994; Smith et Chater, 1988; Sunnarborg et al., 1990) et des
résidus importants pour I’induction spécifique dans le domaine central (Kok, D’Argenio et
Ornston, 1998). Le role de la partie C-terminale demeure a élucider: des fonctions
d’oligomérisation et d’activation de la transcription ont été suggérées (Gerischer, 2002). Les

domaines des protéines de type IcIR sont schématisés a la Figure 1.6.

1.3.2.3.2 PobR et PcaU: régulateurs impliqués dans la dégradation

du p-hydroxybenzoate, du protocatéchuate, du quinate

et du shikimate

La bactérie Acinetobacter sp. souche ADP1 (DiMarco, Averhoff et Ornston, 1993),
initialement retrouvée dans le sol, est capable d’utiliser une grande variété de composés
aromatiques comme sources de carbone et d’énergie (Trautwein et Gerischer, 2001). Cette
bactérie posséde I’information génétique codant pour les protéines régulatrices PobR et PcaU
(Bernati, Kojic et Venturi, 2001); les voies cataboliques régulées par ces protéines ainsi que
les patrons de régulation sont schématisés en Figure 1.9. Ces protéines sont des activateurs
transcriptionnels qui se ressemblent étroitement au niveau de leur structure primaire, de leur
domaine de liaison 2 I’ADN et de leur fonction physiologique (Kok, D’Argenio et Ornston,
1998). PobR agit 2 titre d’activateur pour le promoteur du géne pobA servant a la dégradation
du p-hydroxybenzoate et PcaU active la transcription des opérons pca et qui pour la

dégradation du protocatéchuate, du quinate et du shikimate.
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1.3.2.3.3 Mode d’action de PobR

PobR entraine la transcription du géne pobA codant pour la p-hydroxybenzoate
hydroxylase (Wong, Dilworth et Glenn, 1994). Pour exercer son action activatrice, PobR se
lie 4 ’ADN entre les génes pobA et pobR (DiMarco et Omston, 1994) en réponse a la
présence d’un inducteur (p-hydroxybenzoate), menant a la conversion du p-hydroxybenzoate
en protocatéchuate. Il a été observé que le protocatéchuate seul n’induit que faiblement (mais
significativement) I’activité du promoteur pobA (Bemnati, Kojic et Venturi, 2001). De plus,

PobR peut réguler négativement sa propre expression (Kok, D’ Argenio et Omston, 1998).

1.3.2.3.4 Mode d’action de PcaU

De son coté, PcaU est activée par le protocatéchuate (Bernati, Kojic et Venturi, 2001).
Ce composé se fixe a la protéine régulatrice PcaU (Kok, D’ Argenio et Ornston, 1998), et cette
derniére peut entrainer ’expression des génes pcal/JFBDKCHG impliqués dans le catabolisme
du protocatéchuate en intermédiaires du cycle de Krebs (Gerischer, Segura et Ornston, 1998).
A des niveaux élevés de protocatéchuate, PcaU permet 1’activation de I’expression des genes
pca. Dans des conditions contraires, PcaU a un effet répresseur (Trautwein et Gerischer,
2001). Normalement, le promoteur des génes pca a une haute activité de base: cette activite
est ajustée 4 un niveau plus faible en raison de la fonction répressive du régulateur PcaU.
PcaU serait en mesure d’exercer une fonction répressive sur son propre promoteur et au
niveau du promoteur des génes pca. Sa fonction activatrice ne prendrait place que lorsqu’il y
aurait un haut niveau d’inducteur dans le milieu. PcaU se lie en amont de I’opéron pca (entre

peal et pcal) et en aval de pcaU.

PcaU serait aussi responsable du contrdle I’expression des génes qui. Cet opéron est
situé directement en aval des génes pca et transforme le quinate et le shikimate en
protocatéchuate (Gerischer, 2002; Gerischer, Segura et Ornston, 1998). Les genes qui sont
exprimés en réponse 2 la présence de protocatéchuate (Canovas et Stanier, 1967; Canovas,
Wheelis et Stanier, 1968; Elsemore et Omston, 1995). On suppose qu’un niveau d’expression
de base du promoteur des génes qui est nécessaire pour I’induction de leur transcription
(Trautwein et Gerischer, 2001) et que la fixation de PcaU en amont de ces génes entraine une

augmentation de la transcription.
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1.3.3 Protéines régulatrices a action négative

Le Tableau 1.6 décrit les protéines régulatrices a action négative qui sont impliquées

dans la régulation de différentes voies cataboliques.

1.3.3.1 Famille GntR

Presque tous les régulateurs des voies cataboliques démontrent leurs effets a titre
d’activateurs, 2 ’exception des protéines de type GntR qui sont exclusivement décrites
comme répresseurs (Fujita, Fujita et Miwa, 1990). Le nom donné i cette famille a ét€ choisi
d’aprés le prototype GntR, le répresseur de I’opéron gluconate chez Bacillus subtilis (Fujita et
al., 1986; Reizer et al., 1991). Aujourd’hui, cette grande famille comprend 270 membres, et
les protéines sont classifiées en quatre grandes sous-familles: FadR, HutC, MocR et YtrA. La
présence de quelques protéines échappant a la classification des sous-familles suggere que

d’autres sous-familles pourraient étre identifiées prochainement (Rigali et al., 2002).

1.3.3.1.1 Description de la sous-famille FadR

La sous-famille FadR est la plus représentée a I’intérieur de la famille GntR avec 40%
des régulateurs (Rigali et al., 2002). FadR, le prototype, régule I’expression des génes
responsables de la biosynthése et de la dégradation des acides gras chez E. coli (van Aalten et
al., 2000); le rdle de FadR chez cette bactérie a tout d’abord été décrit dans les années 1960
(Overath, Pauli et Schrairer, 1969). Entre autres, ce facteur de transcription régule
négativement les génes codant pour le transport des acides gras (fadL et fadD) et pour les

enzymes du catabolisme des acides gras (codé par fadEFGBAH) (van Aalten et al., 2000).

La plupart des protéines de type FadR sont impliquées dans la régulation de substrats
oxydés en lien avec le métabolisme des acides aminés ou dans le métabolisme de divers
patrons métaboliques comme celui de I’aspartate (AsnR), du pyruvate (PdhR), du glycolate
(ClcC), du galactonate (DgoR), du lactate (LdIR), du malonate (MatR) et du gluconate (GntR)
(Rigali et al., 2002).
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Tableau 1.6 : Régulateurs appartenant a la famille GntR.

Famille,
sous-familles  Souches Fonctions Références
et protéines ~ cataboliques B
GntR
FadR
AphS Comamonas Phénol Arai et al., 1999.
testosteroni TA441
BphS Pseudomonas sp. KKS102 BP/BPC Ohtsubo et al., 2001.
ExuR Escherichia coli Hexuronate Robert-Baudouy,
Portalier et Stoeber, 1981.
FadR Escherichia coli Acides gras DiRusso, 1988.
GntR Bacillus subtilis Gluconate Fujita et al., 1986.
VanR Acinetobacter sp. ADP1 Vanillate Morawski, Segura
et Ornston, 2000.
HutC
HutC Pseudomonas putida Histidine Allison et Phillips, 1990.
TreR Bacillus subtilis Tréhalose Schock et Dahl, 1996.
MocR
MocR Rhizobium melilot Rhizopine Rossbach et a/., 1994,
PdxR Streptomyces venezuelae Phosphate Magarvey et al., 2001.
de piridoxal
Ytra
YtrA* Bacillus subtilis Acétoine Yoshida, Fujita et Ehrlich,

2000.

* répresseur au niveau du transport de I’acétoine (pas de fonction catabolique)
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1.3.3.1.2 Description de la sous-famille HutC

La sous-famille HutC comprend 31% des protéines de type GntR (Rigali et al., 2002).
Le prototype, HutC, joue un rdle de répresseur régulant I'utilisation de I’histidine chez
Klebsiella aerogenes (Schwacha et Bender, 1990; Schwacha et al., 1990) et chez P. putida
(Allison et Phillips, 1990). Les autres protéines de cette sous-famille peuvent avoir maintes
autres fonctions: certaines protéines seraient impliquées dans le transfert de plasmides (par

conjugaison) chez une variété de Streptomyces (Rigali et al., 2002).

1.3.3.1.3 Description de la sous-famille MocR

La sous-famille MocR comprend 23% des protéines de type GntR (Rigali et al.,
2002). Le prototype MocR semble jouer un rdle de répresseur dans la dégradation de la
rhizopine chez Rhizobium meliloti L5-30 (Rossbach et al., 1994). En général, ces protéines
peuvent catalyser le transfert réversible d’un groupe aminé vers un récepteur a-céto acide; les
réactions de transamination ont une importance centrale dans le métabolisme des acides

aminés et sont en lien avec le métabolisme des carbohydrates (Rigali et al., 2002).

1.3.3.1.4 Description de la sous-famille YtrA

Cette sous famille est la moins populeuse, ne représentant que 6% de la famille GntR.
Le prototype YtrA est indiqué comme étant un répresseur au sein du systeme de transport
pour I'utilisation de I’acétoine chez Bacillus subtilis (Yoshida, Fujita et Ehrilich, 2000). La
plupart des autres protéines de cette sous-famille sont impliquées dans le méme type de

régulation (Rigali et al., 2002).

1.3.3.1.5 Description des protéines GntR en domaines

Haydon et Guest (1991) ont été les premiers a décrire la famille GntR. Ils ont présenté
les membres de celle-ci comme étant des facteurs de transcription partageant un domaine de
liaison & I'’ADN de type HTH trés similaire en N-terminal; la portion C-terminale servant a la
liaison de I’effecteur est plus hétérogéne (Rigali et al., 2002). L’organisation des domaines

est illustrée a la Figure 1.6.
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1.3.3.1.6 GntR: régulateur impliqué dans la dégradation du

gluconate

La protéine GntR agit 2 titre de régulateur négatif au sein de I’opéron gluconate (gn/)
(Figure 1.10); cette protéine constitue le seul membre de cette famille & étre bien caractérisé
(Miwa et Fujita, 1988). L’opéron gnt code pour les enzymes nécessaires pour la
transformation du gluconate en gluconate-6-phosphate chez Bacillus subtilis. L’opéron inclue
les génes gniR, gntK, gntP et gntZ, codant respectivement pour la protéine GntR, la gluconate
kinase, la gluconate perméase et un cadre de lecture ouvert (gn/Z) de fonction inconnue
(Fujita et al., 1986). Des études comparatives ont permis de suggérer que le géne gntZ

encoderait pour une 6-phosphogluconate déhydrogénase (Reizer et al., 1991).

1.3.3.1.7 Mode d’action de GntR

L’opéron gnt est transcrit en un ARNm polycistronique de 5.1 Kb a partir d’un
promoteur en amont du géne gi/R, jusqu'en aval du géne gntZ; I’opéron gnt est le premier
exemple d’un opéron de bactérie Gram positif a étre transcrit en un ARNm polycistronique.
Aprés étre entré dans la bactérie, le gluconate est phosphorylé en gluconate-6-phosphate via
I’opéron gluconate et est ensuite catabolisé via le cycle du pentose (Fujita et al., 1986). La
protéine GntR a démontré la capacité de se lier spécifiquement en amont du promoteur de
I’opéron gnt, pour créer son action répressive. Cette liaison peut étre réversible avec I'apport
d’antagonistes (Fujita et Miwa, 1989) comme le gluconate ou le glucono-6-lactone (Yasuhiko
et Fujita, 1988). L’inactivation du répresseur GntR par un antagoniste permet ainsi la
synthése d’un long ARNm contenant I’information génétique pour la synthese des enzymes
de la dégradation du gluconate (Fujita, Fujita et Miwa, 1990); la dérépression peut étre
contrecarrée par I’ajout de glucose dans le milieu (Miwa et Fujita, 1988) pour retourner a des

conditions répressives.
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Figure 1.10 : Régulation de la voie catabolique du gluconate chez B. subtilis. a) Voie

catabolique b) Patron de régulation.

1.4 Régulation de la voie catabolique du biphényle

Jusqu’a maintenant, trés peu d’informations sont disponibles concernant les
mécanismes de régulation de I’opéron bph. Ce dernier contient un géne nommé orf0 qui code
pour une protéine du méme nom: Orf0. Par des études de séquences en acides aminés, il a été
constaté que Orf0 possédait des homologies significatives avec des régulateurs négatifs
appartenant a la famille GntR. Malgré les similitudes de base au niveau de la séquence,
certaines études avancent que orf0 aurait un role d’activateur sur I’opéron bph, alors que

d’autres lui associent un role de répresseur (Ohtsubo et al., 2001; Watanabe et a/., 2000).

1.4.1 orfV, régulateur positif impliqué dans la dégradation du biphényle

1.4.1.1 orf0_retrouvé chez Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707

La bactérie P. pseudoalcaligenes KF707 posséde 1’opéron bph responsable de la
dégradation du biphényle/BPC sur son chromosome. Cet opéron est constitué des génes
(orf0)bphA1A2(orf3)bphA3A4BCX0X1X2X3D. 11 a été démontré que la production de Orf0
est induite en présence de biphényle, et que Orf0 a la capacité de se lier a son propre
promoteur; cette liaison est améliorée par I’ajout de 2-hydroxy-6-oxo-6-phénylhexa-2,4-

dienoate (HOPDA) (Watanabe et al., 2000). Des expériences de mutants orfU-nuls ont
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démontré une défaillance de cette souche a croitre sur le biphényle et une accumulation d’une
grande quantité de HOPDA. Ces résultats indiquent que orf0, bphA1A2(orf3)bphA3A4BC et
bphX0X1X2X3D seraient transcrits indépendamment, et que Orf0 serait impliquée dans la
régulation de I’opéron bph chez KF707 et qu’elle serait absolument nécessaire pour

Pexpression de orfD et bphX0X1X2X3D (Watanabe et al., 2000).

1.4.2 orf0, régulateur négatif impliqué dans la dégradation du biphényle

1.4.2.1 bphsS retrouvé chez Pseudomonas sp. KKS102

La bactérie Pseudomonas sp. KKS102 posséde aussi 1’opéron bph pour procéder a la
dégradation du biphényle/BPC. Chez cette souche, ’opéron biphényle est constitué des genes
bphEGF (orf4)A1A2A3BCD(orf1)A4R. 11 a été démontré que I’expression de cet operon est
dépendante du promoteur pE, situé en amont du géne bphE (Ohtsubo et al., 2001). Un gene
nommé bphS homologue a orf0, ayant de fortes homologies avec les régulateurs négatifs de la
famille GntR, a été identifié en amont de bphE. Des expériences de retardement sur gel ont
démontré que la protéine BphS avait la capacité de se fixer spécifiquement au promoteur pE
et 4 quatre autres sites au niveau de I’opéron bph; la liaison de BphS peut étre abolie en
présence de HOPDA. Des expériences avec des mutants bphS-nuls ont démontre que
I’opéron bph était exprimé de fagon constitutive, attribuant ainsi un réle de répresseur négatif

a BphS au niveau du promoteur pE (Ohtsubo et al., 2001).

1.4.2.2 orf0 retrouvé chez Comamonas testosteroni B-356

Chez C. testosteroni B-356, l'opéron bph est constitué des génes suivants:
(orfN)(orf0)bphGbphAEorfXFBCD. Le cadre de lecture ouvert, orf0, a été localisé et
séquencé. Des essais de retardement sur gel ont démontré que le produit génique de orfU se
fixait 3 des séquences potentiellement promotrices situées au sein de ’opéron biphényle
(Bellemare, 2000). La présence de biphényle dans le milieu réactionnel n’influence pas la
formation des complexes ADN-Orf0, tandis que le benzoate et le 2,3-dihydro-2,3-
dihydroxybiphényle en prévient la formation a des degrés divers. Des mutants orfU-nuls
potentiels ont été produits et ces derniers ont démontré des divergences avec la souche
sauvage quant a I’utilisation du biphényle comme seule source de carbone; tout comme P.

pseudoalcaligenes KF707 (Watanabe et al., 2000), le mutant croit beaucoup plus lentement
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que la souche sauvage en présence de biphényle et une grande quantité de HOPDA
s’accumule dans le milieu de culture. Avec ces résultats, il est possible d’envisager que la
transcription du géne bphD, responsable de la dégradation du HOPDA, soit effectuce
indépendamment des génes bphAEXFBC (Bellemare, 2000), tout comme bphG et orfD.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Souches bactériennes et plasmides

La souche C. restosteroni B-356 a été isolée a partir d’échantillons de sols contaminés
aux BPC (Ahmad, Massé et Sylvestre, 1990) et peut étre criblée par la technique de Sylvestre
(1980). Grice 2 la présence des génes bphAEFGBCD formant I’opéron biphényle sur son
chromosome, cette souche est apte 4 produire les enzymes de dégradation des BP/BPC en

benzoate/chlorobenzoates (Sylvestre et al., 1996b).

Pour cette étude, diverses souches bactériennes ont été utilisées. Les souches E. coli
DHI LS (Lin et al., 1992), E. coli M15[pREP4] et E. coli SG13009[pREP4] (QIAGEN Inc.,
Chatsworth, Californie) ont servi d’hétes pour procéder a la réplication des plasmides. Les
génotypes des souches bactériennes utilisées se retrouvent au Tableau 2.1. Les plasmides
employés sont décrits au Tableau 2.2 et les caractéristiques des vecteurs plasmidiques sont

listées dans le Tableau 2.3.

2.2 Milieux et conditions de culture

Les cultures bactériennes pour la production des enzymes de dégradation du biphényle
et pour la production de la protéine His-Orf0 étaient effectuées dans du milieu Luria-Bertani
(LB) (Sambrook, Fritsch et Maniatis, 1989) sous forme de bouillons. Les différentes souches
de E. coli étaient incubées a 37°C en aérobiose sous agitation pour une période de 18 heures.
Les antibiotiques ont été ajoutés aux milieux en fonction des plasmides insérés dans les
souches de E. coli: ampicilline 100 pg/mL (pQE31), kanamycine 25 pg/mL (pDB31 ou
pREP4).
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Tableau 2.1 : Description des génotypes des souches bactériennes utilisées.

Souches Caractéristiques® Référence

E. coliDHIIS merA A(mrr-hsd RMS-mcrBC) Lin et al., 1992.
A(lac-proAB) A(recA1398) deoR
rpsL srlthi supEl F'proAB*

laclgZAM15

E. coli M15[pREP4] Nal®, Su®, Rif®, lac’, ara’, Zamenhof et
gal,mtl | F, recA’, uvr' Villarejo, 1972.

E. coli SG13009[pREP4]  Nal®, Str’, Rif®, lac’, ara’, gal, Gottesman, Halpern et

mil, F, recA®, uv*, lon* Trisler, 1981.

*Abréviations :

merA : Mutation empéchant les coupures par des enzymes de restriction aux séquences
d’ ADN méthylées en 5°-CmCGG-3"; mrr: Mutation empéchant les coupures par des
enzymes de restriction aux séquences d’ADN méthylées en 5’-CmAG-3 ou 5’-GmAC-3’;
hsd : Sans restriction aux sites EcoK I non méthylés et sans méthylation aux sites EcoK I;
merBC : Mutation empéchant les coupures par des enzymes de restriction aux séquences
d’ADN méthylées en 5’-GmC-3’; lac : Lactose; pro : Proline; rec : Recombinaison; deo :
Mutant de régulation permettant la synthése constitutive des génes impliqués dans la synthése
de déoxyribose; rpsL: Résistance 2 la streptomycine via une mutation de la protéine
ribosomale 308S; si/ : Sorbitol; thi: Thiamine; sup : Suppression; Nal : Acide nalidixique; Str:
Streptmicine; Rif : Rifampicine; ara : Arabinose; gal : Galactose; mt/ : Mannitol; F : Facteur

F (épisome); wuvr : Résistance aux U.V.; lon : Expression de la protéase lon.
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Tableau 2.2 : Description des divers plasmides employés lors de cette étude.

Enzymes de la voie catabolique du biphényle

Insert Provenance Vecteur Sites d’ancrage Bactérie hote

bphAE  1.B400 pDB31 BamHI-Kpnl E. coli M15[pREP4]
bphF B-356 pQE3l1 BamHI-Kpnl E. coli SG13009[pREP4]
bphG B-356 pQE31 BamHI-Kpnl E. coli M15[pREP4]
bphB B-356 pQE31 BamHI-Kpnl E. coli SG13009[pREP4]
bphC B-356 pQE31 Sacl-Kpnl E. coli M15[pREP4]
Production de la protéine OrfO

Insert Provenance Vecteur Sites d’ancrage Bactérie hote

orfl B-356 pQE31 BamHI-Kpnl E. coli M15[pREP4]

Production des sondes pour les essais de retardement sur gel et de protection a la DNase

Insert Provenance Vecteur Sites d’ancrage Bactérie hote
bphA B-356 pUCI19 Smal-Smal E. coli M15[pREP4]
orf0-orfN B-356 pUCI8 EcoR1-EcoR1 E. coli DH11S
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Tableau 2.3 : Caractéristiques des vecteurs plasmidiques utilisés pour cette étude.

Vecteurs Caractéristiques Références
pUCI8  Vecteur de clonage de 2,7 Kb, Amp", ATCC
promoteurs lac, lacZ et casseltle de clonage.
pUCI9 Vecteur de clonage de 2,7 Kb, AmpR, Yanisch-Perron, Viera
promoteurs lac, lacZ et cassette de clonage. et Messing, 1985.
pDB31 Vecteur d’expression de 3,5 Kb, Kan®, Barriault et Sylvestre, 1999.
promoteur phage TS5, origine de réplication
pl5A, opérateur lac, étiquette histidine et
cassette de clonage.
pQE31 Vecteur d’expression de 3,4 Kb, AmpR, QIAGEN Inc.
promoteur phage TS5, origine de réplication
ColEl, opérateur /ac, étiquette histidine et
cassette de clonage.
pREP4 Vecteur de répression de 3,7 Kb, Kan® QIAGEN Inc.

et répresseur lac.

AmpR : résistance a I’ampicilline; Kan® : résistance 2 la kanamycine; lac : lactose.
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2.3 Expression, purification et quantification des enzymes de la voie catabolique du

biphényle

2.3.1 Expression

L’expression des enzymes de la voie catabolique fut effectuée en utilisant les
constructions décrites au Tableau 2.2. Les souches E. coli MI15[pREP4] et E. coli
SG13009[pREP4] ont servi d’hotes pour effectuer la réplication des plasmides. Les
constructions plasmidiques permettaient ’expression des protéines, auxquelles une chaine
d’histidines (ht) était fixée. Toutes les constructions étaient telles que la queue ht ajoutait les
mémes 13 acides aminés (MRGSHHHHHHTDP) dans la portion N-terminale de la protéine
(Barriault et a/., 2001). Les enzymes marquées a I’étiquette histidine étaient exprimées chez
E. coli en suivant les protocoles déja établis (Hurtubise et al., 1995; Hurtubise, Barriault et

Sylvestre, 1996).

2.3.2 Purification

Les purifications furent effectuées par chromatographie d’affinité sur une matrice de
nickel-nitrilotriacétate (Ni-NTA) avec la trousse QIAexpress (QIAGEN Inc.). Chacune des
enzyme était purifiée en suivant les procédures précédemment décrites (Chebrou et al., 1999;

Hurtubise et al., 1995; Hurtubise, Barriault et Sylvestre, 1996).

2.3.3 Quantification

Les concentrations des préparations de ht-ISPgpy ont été déterminées au

' (Hurtubise, Barriault et

spectrophotométre en utilisant la valeur de €455 = 8 300 Mlem
Sylvestre, 1996). Les autres préparations de protéines ht employées dans cet ouvrage ont ét¢
quantifiées selon les valeurs des coefficients d’extinction molaire comme décrit
précédemment (Hurtubise et al., 1995; Vedadi et al., 2000). La pureté des protéines était
vérifiée sur gel SDS-PAGE 12,5% (Laemmli, 1970) coloré au bleu de Coomassie (Sambrook,

Fritsch et Maniatis, 1989).
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2.4 Expression, purification et quantification de la protéine His-Orf0 en conditions non

dénaturantes

2.4.1 Expression

La protéine Orf0 fut exprimée en tant que protéine de fusion (ht) par des cultures de E.
coli M15[pREP4] contenant o0 cloné dans vecteur pQE31, comme décrit au Tableau 2.2. A
quatre litres de milieu de culture LB contenant les antibiotiques appropriés (ampicilline 100
pg/mL et kanamycine 25 pg/mL) étaient ajoutés 80 mL d’une pré-culture (16 heures a 37°C)
cultivée dans un milieu identique avec les mémes concentrations d’antibiotiques. Les quatre
litres étaient mis sous agitation 2 37°C jusqu’a I’obtention d’une densité optique de 1,2 a une
longueur d’onde de 600 nm (le milieu LB stérile servait de blanc). Par la suite, de
I’isopropyl-B-D-thiogalactoside (IPTG) était ajouté a une concentration de 1,5 mM pour
permettre I’induction de la transcription dans les cellules. Les cultures étaient réincubées pour

trois heures, a 37°C sous agitation constante.

2.4.2 Purification et quantification

Aprés le temps requis pour Iinduction, les bactéries étaient récupérées par
centrifugation 2 4°C (rotor GSA, 10 minutes, 8000 rpm). Les culots obtenus €taient récupérés
dans environ 150 mL de tampon de sonication (tampon sodium-phosphate 50 mM pH 8,0,
imidazole 10 mM, glycérol 10%, NaCl 300 mM), puis recentrifugés dans les mémes
conditions; le culot final était congelé a -80°C jusqu’au lendemain. Le jour suivant, une fois
dégelé sur glace, le culot était resuspendu dans 80 mL de tampon de sonication. Les cellules
étaient ensuite soniquées pour libérer les protéines, et le lysat fut centrifugé a 4°C (rotor SS-
34, 60 minutes, 18 000 rpm) pour en récupérer le surnageant qui contenait les protéines de

fusion.

La purification était effectuée par chromatographie d’affinité sur une colonne de Ni-
NTA (QIAGEN Inc.). Un volume de 400 uL de résine était préalablement équilibré avec le
tampon de sonication pendant 30 minutes 4 4°C. Par la suite, le lysat était mis en contact avec
la résine lors d’une agitation circulaire 2 4°C pour une période de trois heures; le mélange
lysat-résine était ensuite déposé sur colonne. La matrice de Ni-NTA posséde une grande

sélectivité et affinité envers les molécules qui possédent une queue d’histidines, et permet
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ainsi de retenir la protéine d’intérét et d’éluer les contaminants. Suite au passage du lysat
dans la colonne, trois volumes de 15 mL de tampon de lavage (tampon sodium-phosphate
50 mM pH 6,0, imidazole 20 mM, glycérol 10%, NaCl 300 mM) étaient ajoutés. La protéine
était ensuite récupérée en différentes fractions en effectuant une élution a Pimidazole.
Puisque I’imidazole a une structure trés similaire aux résidus histidine retrouvés sur la
protéine, il peut lui aussi se lier aux ions nickels de la matrice et déloger la protéine d’intérét.
L’élution était faite en employant des concentrations croissantes d’imidazole en fractions de
500 pL. Les trois premiéres fractions furent récupérées avec de I’imidazole 250 mM, suivi de
I'imidazole 400 mM (fractions 4 et 5), puis de I'imidazole 500 mM pour les fractions
suivantes (6 2 10). Les différentes fractions protéiques recueillies furent déposées sur un gel
SDS-PAGE 12,5% pour analyse (Laemmli, 1970) et colorées au bleu de Coomassie
(Sambrook, Fritsch et Maniatis, 1989). Les fractions d’intérét étaient dosées selon le

protocole de Lowry et al. (1951) en utilisant un standard d’albumine bovine.

2.5 Production, dosage et analyse des métabolites

2.5.1 Production de métabolites par voie enzymatique et dosage

Les métabolites 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybiphényle, 2,3-dihydroxybiphényle et 2-
hydroxy-6-oxo-6-phénylhexa-2,4-diénoate furent obtenus par transformation enzymatique du
biphényle tel qu’illustré en Figure 1.3. Les réactions pouvaient nécessiter plusieurs enzymes
dont les protéines BphAE, BphF, BphG, BphB et BphC, constituant dans ['ordre les
composantes de I’oxygénase terminale du biphényle, la ferrédoxine, la ferrédoxine réductase,
la 2,3-dihydrodiol déshydrogénase et la 2,3-dihydroxybiphényle-1,2-dioxygénase, toutes

purifiées avec une étiquette de six histidines.

2.5.1.1 Préparation du 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybiphényle

Le milieu réactionnel était constitué de 10 umole de NADH, 54 nmole de FeSO4et de
30 nmole de chacune des composantes de la dioxygénase du biphényle. Du tampon d’acide
2-(4-morpholino)-éthane sulfonique (MES) 50 mM pH 6,0 a été ajouté