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Les métaux, couramment utilisés dans l'industrie (métallurgie, automobile, etc...),
sont de plus en plus présents dans les écosystémes. Leur présence dans les sols et
Feau, peut étre une source de contamination de la chaine alimentaire (Bruins et al.,
2000 ; Briat et Lebrun, 1999). '

De nombreux micro-organismes (Pseudomonas, Escherichia coli Ralstonia
eutropha) exposés a ces métaux dans leur environnement naturel développent divers
systemes de résistance, phénomeéne traduisant I'adaptation de certaines souches a ces
pressions métalliques. A I'heure actuelle, seuls des procédés chimiques (floculation,
réduction ou oxydation par ajout d’un acide ou d’une base) sont utilisés pour remédier a
ce type de pollution. Ces processus peuvent étre a l'origine d’'importantes variations de
pH des milieux dépollués. C’est pourquoi, les bactéries présentent un intérét évident
pour la dépollution des milieux contaminés.

Ralstonia eutropha CH34 est I'un des principaux représentants du groupe de
bactéries chimiolithotrophes facultatives, dont la présence dans des milieux contenant
de fortes concentrations en métaux lourds est ubiquitaire (Collard et al., 1994). Cette
souche contient deux mégaplasmides pMOL28 (168 kb) et pMOL30 (238 kb) portant
plusieurs opérons, codant pour les résistances au cobalt, zinc et cadmium (czc) et au
cobailt, nickel (cnr).

De plus, cette bactérie développe un systéme spécifique du transport du fer,
élément indispensable a sa croissance. Ce systéme est codé par le chromosome
bactérien. Son expression, a la surface cellulaire est toutefois modulée par la teneur en
fer ferrique.



Le but de ce travail est d'identifier le fonctionnement de ces deux systémes
protéiniques, qui semblent étre liés (Namiranian et al., 1997 ; Gilis et al., 1998).

Les caracteristiques de Ralstonia eutropha CH34 et des souches dérivées (1153
et 104), le réle des métaux dans environnement, ainsi que les techniques d’études de

protéines, seront développées dans I'analyse bibliographique.

Au terme de la présentation du matériel et des méthodes mis en ceuvre, la partie
expérimentale et la discussion des résultats seront exposées. Deux souches dérivées
de Ralstonia eutropha CH34 ont été utilisées (Ralstonia eutropha 1153 et 104) et des
techniques d’'identification des protéines constituant ces systémes ont été développées.
Apres avoir purifié les enveloppes et comparé leur composition protéique par
électrophorése, les protéines du systéme czc ont été identifiées en produisant des
anticorps polyclonaux spécifiques.

Ralstonia eutropha 104, souche dépourvue des plasmides de résistance a été
étudiée pour révéler une éventuelle captation des métaux par le systéme de transport

de fer.

Les conclusions présenteront le modeéle czc, la localisation et le poids moléculaire
des protéines qui le composent. Elles révéleront une protéine membranaire d’environ 45
kDa, synthétisée par Ralstonia eutropha 104 et détailleront des éléments de réponse
quand a son rble. Enfin, le mécanisme d’absorption de métaux toxiques (cobalt, zinc,

cadmium) par cette souche sera mis en évidence.






L'analyse bibliographique a pour premier objectif de clarifier la place du cobalt, du
zinc, du cadmium et du fer dans F'environnement. Toxiques pour les microorganismes
a forte concentration, ils sont toutefois indispensables a certains mécanismes
cellulaires. Dans une premiére partie, les systémes de régulation de la présence de
ces métaux et leur rle dans des mécanismes cellulaires seront abordés.

Nous présenterons dans une seconde partie la souche Ralstonia eutropha
CH34, qui de par sa capacité a bio-accumuler ces métaux, est utilisée dans la
depollution des sols et des eaux (Diels ef al,1995), ainsi que certaines de ses
souches dérivées (Ralstonia eutropha 104 et Ralstonia eutropha 1153).

Le systéme de résistances czc (cobalt, zinc, cadmium) de Ralstonia eutropha
CH34 est basé sur I'expulsion de ces métaux (Silver et Phung, 1996). Cette bactérie
synthétise également un mécanisme de transport du fer trés spécifique, élément peu
bio-disponible mais essentiel a la survie de la cellule.

Ces deux mode de transport, le premier facultatif (expression plasmidienne),
l'autre inductible mais constitutif (porté par le chromosome) semblent liés (Gilis et al.,
1996).

La connaissance des protéines impliquées dans ces deux systémes de
transport et l'identification de liens éventuels entre ces mécanismes est un élément
important dans la remédiation biologique de ces éléments minéraux toxiques.



il.1. Les métaux

La crolte terrestre ne contient pas moins de 68 éléments traces, éiéments
minéraux dont la concentration dans ce compartiment est inférieure a 0,1 %. Certains de
ces éléments, aussi appeiés oligo-éiéments, tels le zinc, ie cadmium, le cuivre, le cobalt,
le nickel ou le magnésium, sont essentiels a la survie bactérienne, car ils interviennent
comme co-facteurs enzymatiques (Prescott et al., 1995 ; Juste et al., 1995) (tableau I).

Tableau | : exemples de métabolismes nécessitant des métaux, Pelmont, 1993.

Elément co-facteur Fonction métabolique - Mécanisme Enzymatique

Magnésium (Mg 2*) Réle dans l'intégrité structurale de la paroi bactérienne, co-
- facteur de nombreuses enzymes comme les kinases
Calcium (Ca * Se lie 4 des enzymes extracellulaires, telles les protéases et
amylases
Molybdate (Mo ") Nitrate réductases, nitrogénases, certaines réductases
Manganése (Mn ) Co-facteur de suoeroxyde dismutase, déshydratase, PEP
carbokinase, citrate synthétase
ot Glutamate mutase, méthylmalonyl-CoA mutase (enzymes a
Cobalt (Co ™) coenzymes derives de la vitamine B12). Intervient aussi dans la
i méthanogénése et comme co-facteur : peptidases, ariginase
| Cuivre (Cu 2% Cytochrome oxydase, oxygénases, nitrite réductase,
superoxyde dismutase, et certains transporteurs d’électrons
Nickel (Ni %) Co-facteur de 'uréase, certaines hydrogénases, certaines
réductases
Zinc (Zn %) Co-facteur ou élément structural de l'alcool déshydrogénase, la
phosphatase alcaline, ARN et ADN-polymérases
Sélenium (Se *) Glycocolle réductase, formiate déshydrogénase
Tungsténe (W ") Certaines formate déshydrogénases




I1.1.1. Classifications

Notre étude s’est portée plus particulierement sur le cobalt, le zinc et le cadmium
mais Ralstonia sutropha CH34 présente des résistances & au moins 9 métaux :
cobalt (Co), nickel (Ni), zinc (Zn), cadmium (Cd), plomb (Pb), mercure (Hg), thallium
(TD), cuivre (Cu) ainsi qu'aux chromates. Des études récentes ont révélé des
résistances au gadolinium (Andrés et al., 2000) et au sélénium (Roux et al., 2001).
Classés comme métalloides dans la classification de Mendeleiev, ils sont
couramment trouvés sous le terme générique de « métaux lourds » dans la
bibliographie. Cette premiére classification périodique classe les éléments par
numeéro atomique croissant, en fonction de leur structure électronique. Ainsi, les
métaux cités font partie des métaux de transition. Ces éléments présentent au moins
deux valences, mais le zinc, le cobalt et le cadmium sont stables & une
électrovalence de 2.

Une seconde classification, basée sur la capacité de ces ions a se lier a des
anions F, OH et d'autres anions oxygénés, est proposée par Ahrland et al., en 1958
et modifi€e par Pearson (1963). Cefte classification a l'avantage d’appréhender
l'affinité des métaux étudiés pour les bio-molécules.

Enfin, la classification de Nieboer et Richardson (1980), propose une
classification basée sur l'affinité des ions pour un ligand. lls sont répartis en trois
classes : A, B et intemédiaires, suivant r'affinité de la liaison formée. La classe A
regroupe les éléments formant des liaisons avec l'oxygéne, ceux de la classe B
forment des liaisons avec 'azote et le soufre. La classe intermédiaire, qui comprend
les éléments pour lesquels Ralstonia eutropha CH34 présente des résistances,
coirespond aux éléments formant des liaisons avec 'oxygéne, 'azote et ie soufre. ii
est a remarquer que cette classification distingue aussi les éléments en fonction de

leur valence.



I.1.2. Propriétés et toxicité du cadmium, du cobalt et du zinc

a. Le cadmium (Cd)

Cet élément est principalement retrouvé dans les roches sédimentaires, riches en
carbone, en sulfates et en phosphore. Sa mobilité dépend du pH : sa bio-disponibilité
est accrue a pH aicalin. La présence de cet élément, trés toxique, résulte
essentiellement de 'épandage d’engrais phosphatés (80 % des apports), mais aussi
de la métallurgie du fer et de I'acier, du trafic routier et de l'activité urbaine (Juste et
al., 1995).

Bien que les intoxications au cadmium soient en général liées a Pactivité
professionnelle, des intoxications alimentaires, directement liées a son caractére
cumulatif existent (Boisset, 1996). La toxicité du cadmium est lié a sa capacité a
inhiber Faccumulation du zinc sur ses sites de fixation protéique. Ce mécanisme est a
lorigine de la perturbation de la biosynthése nucléique et protéique, et de la
régulation de certains métabolismes cellulaires (Boisset, 1996). La localisation
multiple des cibles du cadmium en font un néphrotoxique, un ostéotoxique, un
cancérogéne mais il agit également sur le systéme cardio-vasculaire et la
reproduction (Viala, 1998 ; Boisset ; 1996).

b. Le cobalt (Co)

Ce métalloide entre dans la composition de certaines peintures et laques, mais il

est également utilisé comme pigment dans lindustrie de la poterie, de la céramique
et du verre (Jensen et Tlichsen, 1990).
Le cobalt est essentiellement retrouvé dans les roches magmatiques (de 100 a 200
mg/kg de roche), mais aussi dans les roches sédimentaires (inférieur a 20 mg/kg de
roche) et les roches acides (inférieur a 15 mg/kg de roche). L’ altération des roches
par action d'oxydants ou d’acides, libére le cobalt sous forme bivalente ou trivalente.
Les chélateurs organiques sont trés mobiles dans les sols, contrairement aux
complexes formeés avec des matiéres organiques. Toutefois, la norme AFNOR U44-
041 ne l'a pas retenu comme meétal a surveiller dans les sols et les stations
d'épurations (Juste et al., 1995).



Au niveau cellulaire, cet élément est nécessaire a la formation de vitamine B12.
Cependant, a forte concentration, des tests in vitro ont révélé son action mutagéne
sur les chromosomes et les génes des cellules végétales et animales (Beyersmann et
Hartwig, 1992 ; Jensen et Tichsen, 1990). La formation d’un gloitre, consécutive a
une diminution de lactivité thyroidienne, a également été observée (Barceloux,
1999 ; Stevens ef al.,, 1998). Enfin, une augmentation du taux d’hémoglobine, des
fibroses intestinales et des problémes cardiaques ont pu étre associés a l'industrie du

cobalt et du tungstene (Barceloux, 1999).

c. Le zinc (Zn)

Il représente 0,0065 % de la crolte terrestre (Juste et al, 1995). Il est
essentiellement présent dans les roches magmatiques (entre 40 et 120 mg/kg), dans
les roches argileuses et les schistes (entre 80 et 120 mg/kg). Dans les roches
sédimentaires, il est souvent lié au cuivre, au fer ou au plomb. Sa mobilité le rend
facilement absorbable par les végétaux (Juste ef al., 1995). Il est largement utilisé par
lindustrie : il entre dans la composition d’alliages, dans la production de batteries,
des gouttiéres ou de feuilles de toitures. Sa présence dans | ‘environnement est aussi
liée a 'épandage, a l'activité urbaine et au trafic routier. Ses dérivés organiques sont
des fongicides.

Cet élément est toxique par inhalation de fumées et de vapeurs, ses sels sont
iritants et caustiques. Il est a I'origine de dermites par contacts prolongés, cependant
aucune propriété cancérogéne n’'a été identifiée a ce jour (Viala, 1998). Toutefois, les
sulfates de zinc ont des propriétés antiseptiques et les oxydes sont utilisés comme

médicament topique (Viala, 1998).



I1.2. Rappels sur la structure des enveloppes des bactéries 3 GRAM négatif

Les bactéries & GRAM négatif sont souvent impliquées dans les processus de
dépollutions, car la complexité de leurs enveloppes externes et leur large distribution
dans [lenvironnement leur pemmettent de s’adapter a des conditions
environnementales extrémes.

Les enveloppes des bactéries & Gram négatif sont constituées d'un espace
périplasmique contenant le peptidoglycane (de 1 a@ 3 nm d'épaisseur) et entouré de
deux membranes (figure 1) :

- la membrane externe en contact avec le milieu extracellulaire.

- la membrane cytoplasmique, orientée vers le milieu intracellulaire.
Certaines souches bactériennes possédent en outre un glycocalyx qui protége la
membrane externe du milieu extérieur (Prescott ef al., 1995).

"

Lippproté ng
da Braun

Lipopnysaccharde

Temians
externe

Espace
petip asmigue
et paptidogiycars

Mambrane
phasmugue

Phospholipids Papiiduglycane

Profame imiroeiqse

Figure 1 : Schématisation des enveloppes d'une bactérie a8 GRAM -, Prescott ef al., 1995.
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i1.2.1. Membrane exteme

a. Composition

La membrane externe a un réle de protection de la cellule mais elle constitue
également un lieu d'échanges sélectifs entre la bactérie et son environnement
(Beveridge et al., 1981 ; Pelmont, 1993). Elle est constituée d'un double feu_illet
lipidique, composé principalement de lipopolysaccharides (ou LPS) sur la face
externe et de phospholipides (PL) sur la face inteme, dans lequel sont enchassées
diverses protéines (Figure 1).

Les lipopolysaccharides sont composés de trois régions :

e une partie lipidique appelée lipide A, essentiellement composée de
glucosamines phosphorylées, auxquelles sont fixées des acides gras hydroxylés ;

* une partie centrale polysaccharidique, constituée de dix a quinze glucides
(aldoheptoses et du 2-céto-3-déoxyoctanate (ou KDO))

* l'antigéne O, composé de trois a cing glucides qui constituent Ia partie souple

de la molécule (Sendra et al., 1998).

Glucosamine

i ANTIGENE O PARTIE CENTRALE

Figdre 2: schématisatioh de la structure d’un lipopolysaccharide bactérien (Stryer,
1981)

La membrane est composée, d'autre part, d'une & cinq protéines majeures (des
porines et des protéines de Braun) et d'une cinquantaine de protéines, de
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concentrations moins importantes. Les protéines majeures représentent 50 000 a 200

000 copies par cellules (Pelmont, 1993).
Les autres protéines de la membrane externe sont principalement des récepteurs

plus ou moins spécifiques (Prescott et al., 1995).

b. Role de la membrane externe

La membrane externe est un lieu d'échanges entre la cellule bactérienne et son
milieu environnemental, mais elle intervient également dans le maintien de la
structure cellulaire. En effet, les liens entre le peptidoglycane et la membrane externe
(protéines de Braun, Omp A) sont a l'origine de la forme de la cellule.

Les LPS ont ici un réle de barriére, filtrant les molécules hydrophobes. Les
protéines de la membrane externe permettent I'entrée, le transport et I'excrétion des
molécules nécessaires a la vie bactérienne. Ainsi, les porines peuvent étre
comparées a des «canaux », qui sont a l'origine du passage de petites molécules
hydrophiles et d’ions (Exner et al., 1995 ; Prescott ef al., 1995).

Les protéines de Braun, quant a elles, sont des lipoprotéines qui lient le
peptidoglycane et la membrane exteme.

La membrane exteme contient également des protéines réceptrices, moins
concentrées que les porines, mais intervenant dans plusieurs mécanismes :

e le passage actif d'éléments nutritifs (tel le fer), en réponse a un besoin

cellulaire ;

e la conjugaison avec d’autres bactéries ;

» |'entrée de bactériophages et de colicines (Prescott ef al., 1999).

11.2.2. Le peptidoglycane
a. Composition

Le peptidoglycane se situe dans fespace périplasmique, lié a la membrane
externe par des ponts covalents. C’est une structure rigide, d’'une épaisseur de 1 a 3
nm (chez les bactéries 8 GRAM négatif), qui maintient la forme de la cellule. Comme
son nom lindique, c’est une chaine de polysaccharides (acide N-acétyl muramique
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(NAM) et N-acétyl glucosamine (NAG)), croisés par fintermédiaire de liaisons amines
a des substituants tétrapeptidiques (figure 3). Cette structure transversale est

caracteristique du peptidoglycane et lui confére ses propriétés.

Tétrapeptide

(Glycocolle)s

Chaine NAM-NAG

Figure 3 : Structure du peptidoglycane, d’aprés Pelmont, 1993.

b. Roéle

La structure particuliére du peptidoglycane en fait une couche rigide, liée a la
membrane externe, dont le principal role est de protéger la membrane cytoplasmique
et la celiule, contre les pressions osmotiques rencontrées dans le milieu environnant
la bactérie (Stryer, 1981 ; Pelmont, 1993).

I1.2.3. Membrane cytoplasmique
a. Composition

Cette enveloppe est une bicouche phospholipidique, contenant des protéines, qui
représentent 50% de son poids sec (Rogers et al., 1980 ; Pelmont, 1993). Divers
types de protéines se situent & ce niveau : des perméases, oxydases, réductases,
ATPases, récepteurs, etc...
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b. Réle

La membrane cytoplasmique est, tout comme la membrane externe, un
lieu d’échanges mais elle est également le siége de nombreux mécanismes
métaboliques assurés par :

o des perméases, dont le role est d’offrir a la bactérie une perméabilité sélective
vis-a-vis de son environnement (Williams, 1981) ;

o des ATPases et des pompes ioniques, qui permettent les échanges d'ions vers
le milieu intra- ou extracellulaire contre un gradient de protons (Simoni et
Postma, 1975) ;

e des oxydases, réductases et hydrogénases intervenant dans la chaine
respiratoire (Haddock et Jones, 1977) ;

e des protéines réceptrices, qui agissent tels des détecteurs de facteurs
chimiques et physiques, a l'origine de la chimiotaxie, quand la bactérie est en
carence d’éléments nutritifs .

La membrane cytoplasmique est également le lieu d’ancrage des flagelles (partie
basale du flagelle). Certains éléments y sont synthétisés, tels des pigments ou des
éléments constitutifs de la paroi (LPS, enzymes du peptidoglycane) (Rogers et al.,
1980 ; Prescott et al., 1995).
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I1.3. Ralstonia eutropha CH34

Deux propriétés de Raistonia eufropha CH34 sont particuliérement exploitées
pour la remédiation de certains métaux toxiques dans les sols et I'eau : la capacité de
bio-précipiter des métaux et ia synthése de poiymeéres, due a ia diversité des sources
de carbone assimilables par cette souche (Springael et al., 1993 ; David et al., 1996).

Cette souche est utilisée comme bio-senseur de pollution des écosystémes par le
nickel (jusqu'a 0,1 uM détecté) ou le cobalt (jusqu'a 9 UM détectés), en clonant les
génes lux CDABE aux génes cnr de Ralstonia eutropha CH34 (Tibarzawa et al.,
2001).

L'excrétion des métaux, par la bactérie, induit une alcalinisation du milieu
environnant la cellule. Ces métaux se lient alors au dioxyde de carbone issu du
métabolisme cellulaire, et forme une zone concentrée de cristaux de carbonates de
métaux a la périphérie extracellulaire (Collard ef al, 1994). Ce mécanisme a &té
utilisé pour la dépoilution des eaux usées en métaux lourds. Leur élimination est alors
basée sur une technique de séparation qui offre un faible rendement quand leur
concentration est trop grande (Diels et al., 1995). Ces bactéries ont aussi été fixées
sur des bio-membranes au sein de réacteurs, sur lesquelles les eaux usées sont
filtrées (Collard et al., 1994). Les cristaux formés sont alors capturés sur un lit de
verre (Diels et al., 1995). Les tests réalisés ont permis de dépolluer des effluents
industriels et synthétiques en zinc ou en cuivre d'un facteur 20, la concentration finale
étant inférieure a 1 ppb. De plus, Diels ef al., en 1995, a couplé a cette dépollution
inorganique une dépollution de molécules organiques actives, en introduisant la
souche Ralstonia eutropha AE1308, dont le métabolisme permet la transformation du
3-chlorobenzoate et de l'acide 2,4-dichlorophenoxyacétique en dioxyde de carbone,
eau et molécules de chlore.

[1.3.1. Origine

Cette souche bactérienne a été découverte dans la région de Liege, dans un
bassin de décantation d'une industrie du zinc, par Houba en 1976 (Mergeay et al.,
1985). Des prélevements de sédiments ont montré que ces bassins contenaient
jusqu'a 10000 ppm de zinc (Diels et Mergeay, 1990). Des souches résistantes au
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zinc, au cobalt et au fer ont également été isolées au Zaire et dans d'autres régions
belges, ainsi qu’en Allemagne (Stoppel et Schlegel., 1995).

Elle a pour particularité la présence de deux hydrogénases:
e ['une soluble, située dans le cytoplasme, réduisant le NADH en NAD et
H: (Schneider et Schlegel, 1976) ;

e [autre au sein de la membrane cytoplasmique, intervenant dans la
production d’énergie, au cours de la croissance autotrophique (Schink
et Schlegel, 1979).
Ces deux hydrogénases ont permis de classer cette bactérie dans le genre
Alcaligenes eutrophus, appartenant au groupe des pB-protéobactéries (Faelen et al.,
1993), qui comprend les genres : Alcaligenes eutrophus, Burkholderia solaraceaum
et Burkholdenia picketti (Kersters et De Ley, 1984).
Une reclassification, basée sur leur séquence ADNr 18s, la classe comme
Ralstonia eutropha (Yabuuchi et al., 1995). Récemment, cette souche a été renommé
Ralstonia metallidurans (Goris et al., 2001).

11.3.2._Caractéristigues macroscopiques et biochimiques

Au microscope optique, aprés coloration de Gram, les bactéries apparaissent comme :
¢ GRAM négatif,
e petits batonnets d'environ 0,5 um de diametre et 0,9 ym de long
Une observation sur un milieu nutritif TRIS-Gluconate, pH=7,00, contenant 5 mM de
nickel et incubé trois jours a 30°C, met en évidence des colonies arrondies, opaques,
légerement rose-créme (Mergeay et al., 1985).
De pius, ces bactéries sont mobiles (de 1 a 4 flagelles péritriches) et possédent un
métabolisme chimiolithotrophe facultatif (Sadouk et Mergeay, 1993 ; Nies et Silver,
1989) : elles sont donc capables de ne pousser qu'en présence de CO, comme
source de carbone et H, comme source d'électrons.
Les principales sources de carbone utilisées sont :

¢ gluconate, pyruvate, acétate, benzoate, glycérol, n-butanol, n-propanol ;
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¢ histidine, tryptophane, proline, glycine, tyrosine, alanine, glutamate,
phénylalanine
Par contre, le fructose, et plus généralement la famille des carbonates, ne sont
pas assimilables par Ralstonia eutropha (Sadouk et Mergeay, 1993).
Le caractére de "chimiolithotrophie" est porté par le chromosome chez CH34,
alors qu'il est porté par un mégaplasmide de 400 kb chez d'autres souches de

Ralstonia eutropha (Mergeay ef al., 1985).

11.3.3._Génétique et systémes de résistances aux métaux lourds

Ralstonia eutropha CH34 est une bactérie du sol, dont la principale particularité
est la présence de systémes de résistance a au moins neuf métaux : Zn, Co, Cd, Ni,
Hg, Pb, T, Cu, et chromates. Ces résistances sont portées par deux mégaplasmides
(PMOL28 et pMOL30) et des transposons (Tn 4378, Tn 4380).

La résistance aux métaux se traduit par plusieurs mécanismes cellulaires : leur
fixation, leur précipitation, leur volatilisation ou encore leur excrétion dans le milieu
extracellulaire (Siddiqui et Schlegel, 1987 ; Andrés ef al., 2000).

pMOL30 porte l'opéron czc, qui compose le systéme de résistance aux cobalt,
zinc et cadmium, inductible 8 20 mM, 12 mM et 2,5 mM respectivement (Mergeay et
al., 1985).

pMOL28 porte Fopéron cnr, codant pour un systéme comparable a czc, qui étend
la résistance au nickel et au cobalt. Le systéme de résistance est inductible jusqu’a 3
mM pour le nickel et 5 mM pour le cobalt (Peitzsch et al., 1998).

Ces deux systémes sont basés sur une pompe, située dans les enveloppes
bactériennes et qui permet I’excrétion des cations bivalents contre un gradient
de protons (Nies, 1992a, 1995 et 1999 ; Braun et Killman, 1999).

a._Génétique du systéme czc

Le mégaplasmide pMOL30 contient notamment l'opéron czc, composé de huit
sous-unités : czc A, czc B, czc C, czc D (codant pour les protéines constitutives de ce
systéme d’expulsion) et czc I, czc N, czc R, czc S (codant pour des proteines

régulatrices du systéme). Cet ensemble de protéines constitue un systeme de
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résistance & trois métaux lourds bivalents: Cd**, Zn?*, Co%" (Nies, 1992a et 1992b ;
Van Der Lelie et al., 1997).

La séquence ADN de chacun des génes composant le systéme czc, a été détailliée
par plusieurs études (figure 4). Diels et al., en 1995, ont déterminé le schéma général
de pMOL30, et Kunito et al. (1996) précisent la taille des protéines :

el czcl GG T czcA | —— azeD [ ccR | czes
2164 | [154a] [ #17Aa || 52048 | 10634 | 199 Aa
Génes Régulateurs Génes Activateurs Geéne Act / Rég.

N.B.: Aa=Acide aminé
TER= terminaison de la transcription.

Figure 4 : Schématisation de pMOL30 et taille des protéines (Diels et al, 1995 ; Kunito et
al., 1996)

b. Localisation et poids moléculaire des protéines composant le systéeme czc

- Au niveau de la membrane exteme : Czc C (deux sous-unités d’environ 40 kDa,
Grope et al., 1999)

- Au niveau du peptidoglycane : Czc A (120 kDa, Nies et Silver, 1989) & Czc B (66
kDa, Nies et Silver, 1989)

- Au niveau de la membrane cytoplasmique : parties d’ancrage de Czc A, Czc B et

CzcD
Ainsi, au minimum quatre protéines interviendraient dans le systéme de transport

czc, mais il est aussi constitué de protéines de régulation : Czc R (environ 41 kDa,
Nies, 1992b), Czc S ainsi que Czc | (10 kDa) et Czc N (27 a 30 kDa), dont la
localisation n'est pas complétement définie a ce jour (Grope et al., 1999).

c. Mécanisme d’expulsion des métaux

Czc A: centre de la pompe cations / protons, elle serait formée de 2 canaux
traversant le périplasme et de douze hélices transmembranaires, localisées dans la
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membrane cytoplasmique. Seule, cette protéine permet également le transport des
cations, a faible concentration (diffusion par f'un des canaux). Le second canal
permettrait le transport des protons qui activent cette pompe (Goldberg et al ., 1999).

Czc B . Ia protéine codée par ce géne appartient a une famille de protéines de fusion
membranaire (Silver et Phung, 1996). Czc B est ancrée dans la membrane
cytoplasmique de !a bactérie et traverse le périplasme, jusqu’a la membrane exteme.
La séquence de ce géne présente des homologies avec celle du géne codant pour la
calphotine, protéine qui permet I'absorption de Ca %*. (Rensing et al., 1997 ; Taghavi
et al., 1997)

Cette protéine facilite le passage d'ions a travers la double membrane (sans
perte au niveau du périplasme).

Czc C: le géne codant pour cette protéine présente des séguences homologues a
des génes codant pour une famille de protéines de la membrane externe (Outer
Membrane Factor) qui interviendraient dans les systémes de transport (Dong et
Mergeay, 1994 ; Silver et Phung, 1996).

Par analogie fonctionnelle, le réle de Czc C serait de compléter le systéme
d'expulsion de ces métaux, en permettant leur sortie dans le milieu
extracellulaire. Liée 3 Czc B, le role de ce complexe protéique serait de
dissocier le complexe formé par Czc A et le cation bivalent (Rensing et al.,
1997).

Czc D : protéine de la famille des Facilitateurs de Diffusion de Cations, elle présente
entre 4 et 6 hélices ancrées dans la membrane cytoplasmique et une partie
cytoplasmique (Anton et al., 1999).

Seule, elle offre une résistance faible aux Cd, Zn et Co, comparabie a ceile
obtenue avec Czc A. Cependant, cette protéine est également un répresseur du
systéme czc (Anton et al., 1999).

Une séquence de fin de transcription, indépendante du systéme de régulation czc, a
été déterminée entre Czc A et Czc D. Ceci laisse supposer que czc D n'est pas co-
transcrit avec czc ABC (GroBe et al., 1999).
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d. Régulation du systéme czc

Le systéme est également composé de protéines régulatrices (Taghavi ef al., 1997 ;
GroBe ef al., 1999) :
e en aval de czc CBAD, deux genes codant respectivement les protéines Czc R
et Czc S:
Czc R : régulateur
Czc S : histine sensor
Ainsi, Czc R et Czc S couplés permettraient de réguler Czc N.
* en amont de czc CBAD, deux génes czc Netczc i :
Czc N : est trés proche structurellement du géne ncc N, qui est impliqué
dans la résistance a Ni**. La protéine Czc N pourrait étre une protéine
transmembranaire.
Czc | : Czc | interviendrait comme régulateur du systéme d'expuision czc.
D’autre part, Czc N et Czc | interviendraient dans la réguiation d’un éventuel facteur
sigma, non identifié actuellement (Anton et al., 1999).

e. Génétigue du systéme cnr

pMQOL28, le second plasmide de Ralstonia eutropha CH34, porte un transposon
de résistance au mercure de 8,9 Kb : Tn 4378 (Diels et al., 1985). Il est aussi
impliqué dans la réponse au Cu**, Pb®* T et Zn** (Liesegang et al., 1993 ; Diels et
al, 1995).

Le comportement de Ralstonia eutropha CH34 vis-a-vis du nickel, comme pour
d'autres métaux, est fonction de sa concentration. Ainsi, le nickel, a faible
concentration, intervient comme co-facteur dans divers mécanismes enzymatiques
{pour les hydrogénases ou les enzymes de déformylation, par exemple). Chez
Ralstonia eutropha CH34, le transport du nickel serait assuré par un systéme uniport,
mais il emprunte également le systéme de transport du magnésium ou encore des
systemes ATP-ases (Eitinger et Mandrand-Berthelotet, 2000).

Plusieurs mécanismes sont développés afin de conserver un équilibre nécessaire

a la survie la bactérie (Eitinger et Mandrand-Berthelot, 2000). Ralstonia eutropha
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CH34 développe alors un systéme de résistance au nickel et au cobalt, comparable
au systeme czc, porté par le mégaplasmide pMOL28 (Figure 5).

Le mégaplasmide pMOL28 contient une série de génes cnr A, cnr B, cnr C, ayant
une forte identité (> 28%) avec les génes de czc du plasmide pMOL30 (Sensfuss et
Schlegel, 1988 ; Liesegang ef al.,, 1993 ; Dong et Mergeay, 1994). Les résistances
portées par ce plasmide sont : Co?*, Ni** mais également Zn* par mutation, ainsi que
le transposon Tn4380, de 9,1 Kb, impliqué dans la résistance au mercure (Diels et
al., 1985).

oA

1T S

Génes Régulateurs Génes Activateurs
Figure 5 : Schématisation de pMOL 28, Grass ef al., 2000.

Les différences entre les systémes de résistances czc et cnr résident dans leur
regulation. Ainsi, trois protéines interviennent dans la régulation du systéme cnr : Cnr
Y, Cnr X, Cnr H, dont les génes sont en amont de cnr C, cnr B, cnr A (figure 5). De
plus, deux séquences promotrices se trouvent en amont des génes de régulation :
cnr Hp et cnr Yp. Le premier de ces sites induirait la transcription des génes cnr C, B,
A, lexpression du second site serait inductible par les métaux depuis cnr Hp
(Tibarzawa et al., 2000).

f. Réqulation du systéme cnr

CnrY : cette protéine de 10,7 kDa présente sa partie C-terminale dans le périplasme,
mais se situerait au niveau de la membrane cytoplasmique (Tibarzawa ef al., 2000).
Cnr X : cefte protéine périplasmique de 16,5 kDa présente 37,5 % d’hélices o et 21,4
% de feuillets B (Grass ef al., 2000). Sa partie C-terminale se situe dans le
periplasme tandis que sa partie N-terminale, trés hydrophobe de par la présence de
six histidines, serait le site de liaison du nickel, voire du cobalt (Grass et al., 2000).
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Cnr H : cette protéine cytoplasmique de 21 kDa, posséde une partie C-terminale avec
une configuration héliceftour/hélice et présente 40 % d’hélices a. Elle fait partie de la
famille des ECF ¢° (Grass et al., 2000).

Inactives, Cnr X, Cnr Y et Cnr H formeraient un complexe. Le nickel, présent dans le
périplasme, se lierait a la protéine Cnr X (r6le de « capteur » de métal) qui change
alors de configuration. Ceci entraine une dissociation de Cnr Y (réle de répresseur
anti-sigma) et Cnr H au niveau N-terminale de cette derniére. Cnr H se lierait alors a
la polymérase, ce qui arréterait la transcription de cnr C, B, A depuis cnr Hp (Grass et
al., 2000).

11.3.4. Souches dérivées de Ralstonia eutropha CH34 : Ralstonia eutropha 1153 et

Ralstonia eutropha 104

Deux souches dérivées de Ralstonia eutropha CH34 ont été utilisées pour cette

étude :

a. Ralstonia eutropha 1153 : cette souche, génétiquement modifiée, surexprime le
sidérophore (Gilis ef al., 1998) ; elle constitue le témoin positif des deux systémes
(de fer et czc).

b. Ralstonia eutropha 104 : cette souche est dépourvue des deux mégaplasmides
(Mergeay et al., 1985 ; Dressler et al., 1991 ; De Rore ef al., 1994) ; elle constitue

le témoin négatif pour le systéme czc.
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I1.4. Un systéme de transport du fer, assuré par un ligand spécifique : le sidérophore

Le fer, qui intervient dans de nombreux mécanismes cellulaires, est un élément
essentiel a la survie bactérienne: il intervient notamment au niveau de la
phosphoryiation oxydative (chaine respiratoire), ou encore dans la synthése de
déoxyribonuciéotide (réle de catalyseur). Utilisé a létat d'élément trace chez les
bactéries mais également par la plupart des cellules eucaryotes et procaryotes, une
quantité minimale de 10° M est nécessaire a la survie de la cellule (Pelmont, 1993).
Le tableau ci-dessous détaille quelques utilisations du fer chez les microorganismes

Tableau Il : Exemple de protéines bactériennes, contenant le fer (Pelmont, 1993 :
Sauvage, 1995)

Type Protéique Fonction
Ferritine Protéines de Stockage
Cytochrome Transport respiratoire
Flavocytochrome Enzyme d’oxydo-réduction
Flavoprotéines diverses Enzyme d'oxydo-réduction et de transport
Cytochrome P 450 Mono-oxygénases (hydrolases)
Catalase, Péroxydase Oxydation, élimination des péroxydes
Superoxyde dismutase Elimination des radicaux superoxydes
Mono Oxygénase non héminique Hydroxylation, o-déméthylation
Ferrodoxine, Rubrédoxine Transport d'électrons
Hydrogénase, Protéine Fer/soufre Transport d'électrons, métabolisme de H,
Rubeéonucléotide réductase Synthése de désoxyribonucléotides
Alcool Déshydrogénase a fer Certaines déshydrogénases
Aconitate hydratase Cycle de Krebs, conversion citrate-

isocitrate
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Le fer existe sous deux formes : réduite : Fe Il (fer ferreux) ou oxydée : Fe Hi (fer
ferrique).

En milieu aérobie, le fer se trouve essentiellement a I'état oxydé, sous forme d'oxydes
et d'hydroxydes ferriques, composés trés insolubles, ce qui rend son absorption
difficile (Neilands, 1981; Crosa, 1989 ; Guerinot, 1994). Ainsi, & pH=7,00, sa
solubilité n'est que de 10" M alors qu'une concentration de 10° & 10° M est
nécessaire a une croissance bactérienne optimale (Guerinot, 1994). S'il constitue un
élément abondant dans la crodte terrestre (il représente 5 % des éléments majeurs),
sa biodisponibilité est faible et les micro-organismes ont di développer des systémes
efficaces de captation et d'internalisation du fer (Neilands, 1981 ; Crosa, 1989;
Pelmont, 1993).

Au niveau de la cellule bactérienne, il existe trois systémes d’acquisition de cet
élément :

e Chélation : de petites molécules organiques de 500 a 1500 Da sont
synthétisées par la cellule et excrétées a la périphérie extracellulaire, dans
le milieu, afin de capter le fer: ce sont des sidérophores. Ces ligands
présentent une forte affinté pour le fer ferrique et faciltent donc sa
solubilisation et son transport (Neilands, 1981 ; Crosa, 1989). La production
du sidérophore et de son transporteur est fonction de la disponibilité en fer
(Guerinot, 1994).

o Acquisition a partir d'un héte : certaines bactéries pathogénes captent le fer

lié a des protéines de T'héte infecté (comme par exemple a partir de
hémoglobine ou de la lactoferrine) (Thulasiraman et al., 1998 ; Stojilikovic et
Srinivasan, 1997 ; Prescott et al., 1995)

s Fer ferreux : certaines souches baciériennes, comme Escherichia coii
(Kammier et al, 1993), Streptococcus spp (Evans et al., 1986),
Pseudomonas aeruginosa (Vasil et Ochsner, 1999), ou Listeria
monocytogenes (Coulanges et al., 1997), transportent le fer sous forme
réduite, en milieu anaérobie ou a pH acide.
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1.4.1._Mécanisme(s) de liaison du fer au sidérophore

Le fer se lie au sidérophore au niveau des groupements chimiques de types :
hydroxamates, catécholates ou phénolates, citrates (figure 6).

Certaines bactéries, comme les pseudomonades, synthétisent un pigment
fluorescent jaune — vert: la pyoverdine, dont 'expression est conditionnée par le
manque de fer et qui forme une liaison de forte affinité avec le fer (Meyer, 2000). Les
pyoverdines sont composées d'un dérivé chromophore commun (2,3-diamino 8,7-
dihydroxyquinoline) qui correspondrait au site de fixation du fer 1l (Poole et al., 1993),
une chaine acyl reliée a la partie N-terminale du chromophore et une chaine
peptidique variable reliée & la partie C-terminale du chromophore (Meyer, 2000).

Dans le cas de Ralstonia eutropha CH34, un des sidérophores identifiés,
Alcaligine E, d'un poids moléculaire de 1470 Da, fixerait le fer par un groupement de
type phénolate (Gilis ef al., 1996).

Ry CH,—CO0’ 0
i HO—(—CO0" = \/u\]2
Cle—COO' I ‘
I OH 2
R
Catécholate Citrate Hydroxamate

Figure 6 : groupements contenus dans les différents types de sidérophores

Concernant les sidérophores de fype phénolate, le seul connu était ia
Pyocheline, sidérophore synthétisé par Pseudomonas aeruginasa, Pseudomonas
fluorescens et Burkholderia cepacia (Namiranian et al., 1997 ; Ankenbauer et Quan,
1994).

Cependant, d'autres souches bactériennes pathogénes produisent des
sidérophores de type phénolate. Ainsi, nous pouvons citer 'Enterobactine st
’Enterocheline, produits par plusieurs souches de Salmonella (Visca et al., 1992 ;
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Lopez et al., 1996), la Vibriobactine, synthétisé par Vibrio cholerae (Stoebner et af.,
1992 ; Sigel et Payne, 1982), la Yersiniabactine produit par Yersinia enterocolitca
(Chambers et al., 1996 ; Haag et al., 1993) et lAmonobactine, synthétisé par la
souche Aeromonas hydrophila (Massad et al., 1991).

Par contre, des tests de fixation réalisés par Gilis en 1996 ont montré que
certaines souches de Ralstonia eutropha pouvaient capter et transporter le fer par
Vintermédiaire d’autres types de sidérophores d'origine bactérienne ou fongique et
dont le groupement de fixation n'est pas un phénolate.

En effet, les Desferriferrioxamine B et E, 'Ornibactine, le Deferrichrysine et le
Desferriferricrocine ont permis fincorporation du fer chez Ralstonia eutropha 1152
(souche qui ne peut synthétiser de sidéraphores).

Toutefois, il ne peut étre transporté par la Pyocheline, phénolate dont la
structure se rapproche le plus d'Alcaligine E, ni par 'Enterobactine, la Pyoverdine
ou le Cepabactine. Cette observation pourrait trouver une explication dans
I'existence d'un autre sidérophore, synthétisé par Raistonia eutropha . En effet, un
autre sidérophore, de type citrate a été purifié et identifié chez Ralstonia eutropha
1153, souche dérivée de Ralsfonia eutropha CH34, qui surexprime la production du
sidérophore (Minzinger ef al., 1999) : la Staphyloferrine B.

De plus, la plupart des souches bactériennes produisent au moins deux
sidérophores de nature différente. Les plus étudiés sont 'Enterobactine (phénolate)
et 'Aérobactine (hydroxamate) produits par Escherichia coli (Mignini et al., 1994)
ainsi que la Pyocheline (phénolate) et la Pyoverdine (catécholate ; hydroxamate)
synthétisés par Pseudomonas aeruginosa (Meyer, 2000 ; Schak et al, 1999 ;
Guerinot, 1994). Enfin, de nombreuses études révélent non pas une mais plusieurs
protéines exprimées, dans la membrane externe en carence de fer, pour les souches
bactériennes synthétisant plusieurs sidérophores.

Le fer lll présente une grande affinité pour le sidérophore auquel il se lie ; cette
liaison serait stcechiométrique et dépend donc de la structure chimique du
sidérophore (Minzinger et al., 1999 ; Namiranian et al., 1997). Thulasiramann ef al.,
suggere en 1998, que le mécanisme de fixation du complexe sidérophore - fer a son
récepteur n'est pas stcechiométrique mais sigmoidale.
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I1.4.2. Mécanisme de transport du complexe sidérophore-fer chez Ralstonia eutropha
CH34

Les complexes sidérophore-fer ainsi formés se fixent sur des récepteurs
membranaires spécifiques dans la membrane externe pour passer dans le
périplasme et la membrane cytoplasmique avant d'entrer dans le cytoplasme (Figure
7). '

Sidérophore-fer

Figure 7 : Schématisation du transport de fer chez Ralstonia eutropha, d’aprés Postle,
1999.

N.B : Ce schéma représente les composantes (en jaune le récepteur sidérophore-fer,

TonB, ExbB, ExbD, les protéines du systéme de type ABC) et les principales élapes du
transport de fer détaillées ci-aprés.
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Le systéme de transport du fer chez toutes les bactéries étudiées fait intervenir
quatre composantes protéiques :

- au moins une protéine de la membrane externe, récepteur spécifique du
complexe sidérophore-fer ;

- une protéine périplasmique, qui permet le passage du complexe jusqu'a la
membrane cytoplasmique (cette protéine a été identifiee comme étant FhuA chez
E.col) ;

- deux protéines de la membrane cytoplasmique, qui pemmettent la libération du
fer dans la cellule. Le transport du fer & ce niveau serait li¢ a une ATP-ase (Stintzi et
al., 2000). En effet, une protéine de 84 kDa contenant un motif ATP-ase a été
identifiée chez Escherichia coli (Braun et Kiliman, 1999).

Le transport du complexe sidérophore-fer & travers la membrane extemne
nécessite de I'énergie. Ainsi, a ces trois composantes de transfert s'ajoute une
composante de couplage d'énergie. C'est le role de la protéine TonB, qui couple le
potentiel électrique produit au niveau de la membrane cytoplasmique et le transport
du fer du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire (Postle, 1990 ; Ahmer et
al., 1995 ; Higgs ef al., 1998) (étape 1).

Pour se faire, cette protéine ancrée dans la membrane cytoplasmique, s’étendrait
jusqu’a la membrane externe (étape 2) (Postle, 1999). La fixation de TonB sur le
récepteur entraine une modification de sa configuration, ce qui diminue I'affinité du
récepteur pour le complexe sidérophore fer et permet sa libération dans le
périplasme. Ce mécanisme a été largement étudié chez Escherichia coli :

e la protéine périplasmique, FhuD, serait constituée de deux domaines
globulaires, reliés par une chaine peptidique souple (Koster et Braun, 1990;
Rohrbach et al., 1995). Cette protéine présente une affinité pour le complexe
sidérophore —fer moins grande que le récepteur FhuA, ce qui pourrait permettre le
passage d’autres sidérophores de type hydroxamate (Koster et Braun, 1990).

o cette protéine périplasmique s’intégre dans un systéme de transport de type
ABC (ATP Binding Cassette), également composé de deux protéines de Ia
membrane cytoplasmique (Fath et Kolter, 1993) :
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» ces deux protéines (FhuB et FhuC chez Escherichia coli) ont pour réle de
reconnaitre le complexe sidérophore — fer et de le transporter, a travers la membrane
cytoplasmique. C'est I'hydrolyse de FATP qui permet ce transport (Guerinot, 1994).

ExbB et ExbD interviendraient dans la régulation du systéme, par action sur
TonB, suivant leur configuration (trimérique ou dimérique) (figure 7, étapes 3-4).

TonB joue également un réle dans la régulation de I'absorption du fer, aidée des
protéines ExbB et ExbD, qui permettent son recyclage (Guerinot, 1994). Plusieurs
hypothéses ont été proposées quant au fonctionnement de TonB, basée sur une
analyse cristallographique de cette protéine (Postle, 1999 ; Chang et al., 2001).

Cependant, certaines incertitudes subsistent concernant ce modéle ; en
effet, un des sidérophores produits par Ralstonia eutropha CH34, Alcaligine E
n’a pas été totalement purifié (Gilis et al., 1996 ) ; 'existence d’un ou plusieurs
sidérophores produits par cette souche n’a pas été complétement établie.

D’autres observations réalisées sur Ralstonia eutropha et d’autres
bactéries, laissent prévoir 'existence d’un possible lien entre les systémes de
transport des métaux et celui du fer. Par exemple, Gilis et al., en 1998, met en
évidence que le cadmium peut aussi se lier au sidérophore pour entrer dans la
cellule ; Namiranian et al., en 1997, montrent chez Pseudomonas aeruginosa
que la pyocheline, est capable de fixer le zinc. Visca ef al., ont montré,
auparavant, laffinité significative de ce sidérophore pour des métaux de
transitions comme le cuivre, le cobalt, le nickel et le molybdate, ainsi que leur

influence sur la régulation de sa synthése (Visca et al., 1992)

11.4.3._Libération du fer dans le cytoplasme et stockage

Le fer intervient directement dans divers métabolismes cellulaires (cytochromes
par exemple). i doit étre séparé de son ligand (le sidérophore) pour étre utilisé.
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour cette étape (Crosa, 1989) :

Le fer [l serait réduit au niveau de !a membrane cytoplasmique, ce qui diminue

laffinité du ligand et permet la dissociation du complexe. Une second hypothése
suggere que des protéines, telles les flavoprotéines (flavines ou riboflavines) réduites,
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transféreraient un électron au fer pour le réduire (Fontecave et al., 1994).

Cependant, le fer peut étre a l'origine de réactions chimiques toxiques, pouvant
entrainer la mort ceilulaire. Il intervient notamment dans la réaction de Fenton, a
lorigine de la production d'ions superoxydes (Braun et Killmann, 1999 ; Briat et
Lebrun, 1999). Pour empécher 'action toxique du fer, (bien que les bactéries du sol
soient rarement en excés de fer), il est stocké sous forme non libre, probablement par
lintermédiaire de femitines (Neilands, 1981 ; Briat, 1992). Toutefois, le systéme le
plus efficace pour limiter les effets toxiques du fer est le contréle de sa concentration
celiulaire.

1.4.4. Réqulation du systéme de transport du fer

a. Régulation par la protéine Fur

Le géne fur (fermic uptake regulation) codant, pour la protéine Fur, a été identifié
chez de nombreuses bactéries a GRAM négatif et GRAM positif (Hantke, 2001). Ce
géne semble avoir plusieurs réle selon la souche bactérienne concemée. Par
exemple, prés de 90 génes issus de diverses souches d’Escherichia coli semblent
étre régulés par Fur et le fer (Hantke, 2001). Cette protéine, en présence de fer
ferreux comme co-facteur, se fixe sur FADN par sa partie N-terminale, ce qui stoppe
la transcripticn (Coy et Neilands, 1991 ; Braun et Kilimann, 1999). Cette régulation
est arrétée par le manque de fer Il au sein de la cellule bactérienne.

Des études récentes tendent a démontrer que cette protéine de régulation
nécessite d’autres métaux que le fer pour étre activée. Ainsi, elle présente un second
site de fixation pour le zinc (Althaus ef al., 1999 ; Hantke, 2001).

b. Réqgulation positive

Des réguiations positives se superposent a la réguiation par Fur. iLa mieux
étudiée est le systéme FecR-Fecl, parfaitement identifiées chez Escherichia
coli (Braun et Killmann, 1999) :

Ces deux génes, sont en amont des génes de transport du fer. Ce systéme
d’initiation de la transcription nécessite la présence du récepteur (FecA) et du
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complexe TonB, ExbB, ExbD (Killmann, 1993). Le complexe sidérophore-fer se lie au
récepteur FecA, qui transmet un signal a FecR, par l'intermédiaire de TonB.

FecR, active Fecl, protéine cytoplasmique, qui forme un complexe avec une RNA
polymerase et 'ensemble se lie au promoteur de FecA, ce qui active sa transcription
(Angerer et al., 1995 ; Braun et Killmann, 1999).

Pour identifier les protéines des systémes de transport du fer et czc chez
Ralstonia eutropha CH34 et mettre en évidence un lien éventuel entre les deux,
chacune des enveloppes doit étre isolée. Les protéines qui les composent
doivent étre purifiées ; leur identification se fera par des méthodes biochimiques
et immunologiques (avec des anticorps mono- et polyclonaux).
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I.5. Techniques de séparation des enveloppes bactériennes

L'isolement des enveloppes bactériennes est rendu difficle de part leurs
structures et I'importante variabilité qui existe entre espéces.

Déja en 1951, Saiton et Horne obtiennent des fractions de parois et de
membranes cytopiasmiques peu contaminées par ie matériel cytoplasmique ; en
1970, Thompson et al. obtiennent des muréinoplastes par lavage avec du chlorure de
sodium et une solution de sucrose a 0,5 M.

Un pas important dans cette évolution est 'élimination des hexosamines par
action combinée de lysozymes et d'EDTA afin d'optimiser la pureté des protoplastes
(Costerton et al., 1967). Les techniques ont été optimisées par centrifugation en
présence d’ions divalents qui empéchent la lyse cellulaire (Fox ef al. 1970 ; Rayman
et Mc Leod, 1975 ; Hoyle et Beveridge, 1983).

Mais les techniques les plus complétes de séparation membranaire font appel a des
meéthodes de centrifugation zonale différentielle ou en gradient de sucrose (Forsberg
et al., 1970 ; Hoyle et Beveridge, 1983, Falla ef al., 1988).

La pureté des fractions ainsi obtenues est ensuite appréciée a laide de
marqueurs spécifiques et non spécifiques.

Tout d'abord, Forsberg et al., en 1970, dosent les protéines et hexosamines pour
analyser la paroi bactérienne et ses composants. Puis Osbom et al. (1972) utilisent
les oxydases, hydrolases, synthétases comme marqueurs de la membrane
cytoplasmique et le 2-céto 3-désoxyoctanate (KDO) comme marqueur spécifique de
la membrane externe.

Dés 1974, Kasahara et Anraku utilisent la succinate déshydrogénase (SDH) comme
marqueur spécifique de la membrane cytoplasmique.
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I.6. Techniques de purification de protéines membranaires

De nombreuses études ont relaté avec précision les parameétres a considérer
avant de développer une méthode de purification de protéines (Thomas et Mac
Namee, 1990 ; Hjelmeland et Chrambach, 1984 ; Harris et Angal, 1995 ; Schagger et
al., 1995). Le choix d'une stratégie de purification repose sur deux axes majeurs :

il est primordial de considérer, tout d'abord, la nature et le type de protéine a
purifier. S'agit-il d’'une protéine soluble ou membranaire ? Posséde-t-elle des
particularités dans sa composition (parties glucidiques ou lipidiques) ou sa
structure (poids moléculaire, pKa) qui pourront faciliter I'obtention de fractions
pures ? Enfin et surtout, cette protéine est-elle suffisamment exprimée ?

le second axe qui déterminera le protocole a développer dépend des objectifs
de l'etude. Ainsi, il sera plus complexe d'obtenir des fractions stables dans le
temps de protéines membranaires actives que de protéines solubles. Par
exemple, une protéine purifi€e pour une étude cristallographique, doit &tre trés
pure et active, alors que la production d’anticorps nécessite une concentration
plus faible de protéines, mais I'état structural doit étre intact.

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes focalisés sur les protocoles de

purification de protéines membranaires. Du fait des deux points que nous venons de

souligner, les procédures développées sont trés variables d'une étude a l'autre. En

outre, 'application de ces techniques d’une souche bactérienne a |'autre, est rendue

difficile par la complexité structurale et la grande variabilité de composition des

membranes externes bactériennes. Toutes les techniques de purification de protéines

membranaires, sont divisées en plusieurs parties nécessaires a l'obtention des

fractions protéiques étudiées. Ainsi, nous pouvons distinguer quatre grandes étapes :

Isolement de la fraction cellulaire contenant la protéine du reste de la cellule ;
Extraction des protéines des molécules qui lui sont liges ;

Purification de(s) protéine(s) étudiée(s) ;

Isolement de I'échantillon protéinique pur des composés utilisés au cours de la
purification (détergent, solvant, etc....).
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Il faut remarquer ici qu'une étape de concentration est souvent nécessaire pour
obtenir des quantités suffisantes a 'analyse ultérieure (Hjeimeland et Chrambach,
1984).

[1.6.1. Extraction des protéines membranaires des moiécules qui lui sont liées

Aprés isolement de ia membrane exteme, la premiére étape de la purification
des protéines, est la mise en solution des protéines.

C'est l'étape dite de solubilisation : elle consiste a séparer les protéines des
phospholipides et lipopolysaccharides, constitutifs de la membrane externe. Plusieurs
techniques ont été développées visant a extraire les protéines, de fagon efficace,
avec ou sans dénaturations (Neugebauer,1990 ; Hjelmeland, 1990).

a. Solubilisation des protéines membranaires par action d’un solvant organique

Il existe un éventail de solvants, présentant chacun des propriétés qui lui sont
propres : le butanol a été utilisé pour purifier des glycoprotéines ou des protéines
érythrocytaires. Il induit deux phases, les protéines se concentrant dans la phase
aqueuse, alors que des lipides se trouvent dans la phase organique. Dans le cas de
lipoprotéines, le pentanol sera préféré au butanol, car il est moins sélectif. Le phénol ,
a pH acide, permet de séparer les glycoprotéines (en phase aqueuse) du reste de la
membrane (Hjelmeland et Chrambach, 1984).

Un méiange de solvants est parfois nécessaire pour 'obtention de protéines sous
forme monomérique : un mélange chloroforme-éthanol présente un haut pouvoir de
solubilisation mais peut entrainer une perte de l'activité biologique. Dans ce cas,
I'acide formique ou l'acide acétique sont préférables, car ils sont moins dénaturants.
En effet, ils déstabilisent les liaisons hydrophobes entre les protéines et les résidus
membranaires non polaires.

L'inconvénient majeur de ces soivants est qu'ils sont a 'origine de dénaturations
protéiques, parfois difficile a estimer; ils seront choisis si lactivité biologique n’est
pas primordiale dans la poursuite de I'étude. Dans le cas contraire, I'utilisation d'un
détergent sera préférable (Neugebauer,1990 ; Schagger et al., 1995).
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b. Solubilisation des protéines membranaires par action d’'un détergent

Les détergents sont de petites molécules amphiphiles, solubles dans eau et
capables de former des micelles autour des protéines, favorisant leur maintien en
solution. ils pénétrent et s'intégrent dans la membrane jusqu'a la déstabiliser. En
effet, ces micelles constituent une structure présentant les mémes propriétés
physico-chimiques qu'une membrane biologique, les gardant stables en solution et
limitant Paction des protéases (fiche technique BACHEM, 1996 ; Thomas et Mac
Namee, 1990).

L'action des détergents dépend de :

» leur charge : deux classes de détergents sont a distinguer : ioniques et non
ioniques (Triton X-100, Nonidet P40, Tween20, etc...). La premiére catégorie
comprend des détergents anioniques (cholate de sodium, dodécyl sulfate,
etc...), cationiques (bromures de triméthyl d’'ammonium, par exemple) et
zwitterioniques (Zwittergent 3-14, CHAPS).

» leur concentration critique de micelles (cmc) : ¢’est la concentration minimale a
ajouter aux membranes pour former des micelles de monoméres protéiques.
En-dessous de cette valeur critique, des agrégats de protéines se forment et
rendent la purification difficile.

+ la_taille des micelles qu'ils forment : la taille des micelles détergent-protéine
formés dépend de la nature du détergent. Ce paramétre peut étre un facteur
limitant pour I'étape de purification (Findlay et al., 1981).

Les detergents ioniques sont trés efficaces et permettent la dissociation des
protéines sous forme de monomeéres (Findlay ef al., 1981). Leur cmc est en général
supérieure a 1 mM, c’est pourquoi ils sont facilement enlevés du milieu par dialyse,
avant f{'étape de purification. Cependant, ils sont souvent dénaturants
(particulierement les sels biliaires) et seront utilisés lorsque l'activité biologique de la
protéine purifiée n'est pas indispensable. De plus, ils sont incompatibles avec
certaines etapes de purification, comme par exemple, la chromatographie d'échanges
ioniques ou I'électrophorése. Leur utilisation peut donc nécessiter une étape visant a
les éliminer de la solution protéique avant la purification.
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Pour des études structurales ou enzymatiques, Pextraction de protéines
membranaires sera réalisée par action de détergents non ioniques (Le Maire ef al.,
1983 ; Lai et al, 1990). lls nont pas d'action sur les liaisons ioniques et
électrostatiques, ils sont donc moins dénaturants et sont compatibles avec tous types
de coionnes chromatographiques.

En outre, contrairement aux détergents ioniques, ils ne précipitent pas avec le
réactif de Bradford ou 'acide bicinchoninique, couramment utilisés pour le dosage de
protéines (Thomas et Mac Namee, 1990). Toutefois, leur cmc est généralement
inférieure a 1 mM, ce qui les rend plus difficile a éliminer que les détergents ioniques.
Enfin, les micelles formés peuvent avoir un poids moléculaire important, ce qui peut
interférer avec une chromatographie de filtration sur gel.

c. Optimisation de I'étape de solubilisation

Si I'étape de solubilisation n’est pas satisfaisante, plusieurs types de molécules
chimiques ajoutées au tampon d’extraction, contribueront a foptimisation de la
méthode :

¢ des inhibiteurs de protéases : ils limitent la dénaturation des protéines
solubilisées (PMSF, aprotinine) ;

e des agents réducteurs : certaines protéines sont moins stables en présence
d'oxygéne comme par exemple, des enzymes d'oxydo-réduction. Ces
protéines sont stabilisées par élimination de [oxygéne en
solution (dithiothreitol, B-mercaptoéthanol) ;

e des polyols : ils stabilisent les protéines, méme pendant la congélation et
empéche la dissociation des polyméres. L'addition de ces composés pendant
l'extraction tend a diminuer la quantité de détergent nécessaire a la
sclubilisation (glycércl par exemple) ;

o des agents chélateurs : ils complexent les ions calcium et magnésium qui
stabilisent la membrane (comme, par exemple, 'EDTA) ;



» des ions chaotropiques : a forte concentration (2 a 4 M), ils détruisent les
liaisons hydrophobes et favorisent les transferts d'un milieu apolaire a un
milieu aqueux (thiocyanate de guanidine, par exemple) ;

* ['urée ou la guanidine : & forte concentration (6 a 10 M), les liaisons non
covalentes sont cassées.

En résumé, chacun de ces composés chimiques présente des avantages et
des inconvénients, le choix d’un solvant organique, d’un détergent ionique ou
non ionique est conditionné par Pétape de purification et de Vutilisation des
protéines purifiées.

[1.6.2. Purification des protéines solubilisées (ou séparation)

Les constituants protéiques sont ensuite séparés par une méthode plus
résolutive, afin d'obtenir des extraits purs (Kato et al., 1987a). Plusieurs stratégies
peuvent étre envisagées :

e Séparation des protéines par la taille : chromatographie de filtration sur gel ;

o Séparation basée sur la spécificité de la protéine vis-a-vis d’'un ligand ou d'un
récepteur : chromatographie d’affinité ;

o Séparation basée sur la charge ionique des protéines a purifier
chromatographie ionique (anionique ou cationique, forte ou faible) ;

e Séparation basée sur 'hydrophobicité des biomolécules Chromategraphie : en
phase hydrophobe ;

o Séparation basée sur la polarité des molécules : phase inversée

a. Séparation basée sur la taille des protéines

La chromatographie en taille d'exclusion est basée sur la séparation des
protéines selon leur poids moiéculaire. On distingue la chromatographie dite de
filtration sur gel pour la séparation de biomolécules en phase aqueuse et de
perméation sur gel pour la séparation de polyméres organiques dans un systéme
non aqueux. Cette technique est basée sur la différence de pemméation des
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molécules a séparer a travers une colonne de porosité connue (Kato ef af., 1987¢ ;
fiche technique TOSOHAAS, 1997).

Cette technique présente une faibie capacité de purification pour des échantillons
contenant des fragments membranaires ou des micelles (protéines/détergent ou
protéines/lipides/détergent). Elle présente égaiement un risque d'inactivation des
protéines, inconvénient qui peut étre évité, en ajoutant au tampon d'éiution une
concentration en détergent dix a cent fois moins importante que pour la solubilisation.
Elle est souvent utilisée comme étape complémentaire dans une stratégie de
purification de protéines.

b. Séparation basée sur la spécificité de la protéine : chromatographie d'affinité
et immunoaffinite

Ce type de chromatographie est fondé sur I'affinité de la protéine pour un ligand
immobilisé,  structurellement analogue au ligand naturel (exemple:
antigéne/anticorps, lectine-glycoprotéine). L'avantage de cette technique est qu'un
bon rendement de purification peut étre atteint, en une seule étape, a partir d’'un
extrait protéique brut. L'inconvénient majeur est qu'une nouvelle phase stationnaire
doit étre utilisée & chaque passage d’échantilion.

Uimmuncpurification est la méthede la plus sélective et la plus sensible, elle
permet méme de séparer des antigénes presque similaires (Hamris et Angal, 1995).

c. Séparation basée sur la charge de la protéine

¢ Chromatofocusing

Les mairices utilisées pour cefte technique résistent 2 des pH de 532 9 et ne
subissent aucune dénaturation avec des solvants organiques neutres, des
denaturants forts {exemple: urée B8 M), des détergents non ioniques ou
zwitterioniques. Elle couple deux méthodes : isofocusing, méthode par laquelle les
orotéines sont séparées par électrephorése dans un gradient de pH et
chromatographie ionique qui joue sur la charge ionique glcbale des protéines a
séparer.
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La colonne de chromatofocusing est équilibrée dans un tampon a pH fixé ; les
protéines retenues sont éluées en induisant un gradient de pH. Cette technique s’est
avérée efficace pour la séparation de protéines solubles et non agrégées (Giri, 1990 ;
Roe, 1990).

o Chromatographie d'échanges ioniques (IEC)

Cette méthode de purification est couramment utilisée pour séparer et concentrer
des molécules chargées. Dans le cas de protéines, elles sont fixées sur une matrice
solide chargeée puis décrochées par variation de la force ionique du tampon d'élution.

Il existe plusieurs types de matrices : anioniques ou cationiques, faibles ou
fortes :

-Les colonnes de chromatographie d’échanges anioniques faibles sont
constituées d'une matrice greffée de groupements aminocéthyl {ou AE) ou
diéthylaminoéthyl (ou DEAE) ;

-Les colonnes d'échanges anioniques forts présentent des groupements
triethylaminomethyl (TAM) ou trethylaminoethyl (TEAE).

Toutes les deux fixent les protéines chargées négativement, lesquelles sont
éluées en augmentant la force ionique du tampon d’élution.

-De méme, les colonnes d’échanges cationiques faibles sont constituées de
groupements carboxyliques ;

- Les colonnes d'échanges cationiques forts de groupements sulfoniques.

Toutes les deux fixent les protéines chargées positivement ; elles peuvent étre
décrochées, en faisant varier le pH, qui modifie la composition ionique du tampon.

Ce type de chromatographie est souvent utilisé pour la séparation de protéines
intégrales, pour lesquelles de bons résultats sont obtenus (Roe, 1990 ; Kato ef al,
1982, 1983, 1984 et 1987b ; Rosenbusch ; 1990). Les protéines doivent cependant
se frouver sous forme soiuble pour étre fixées. C'est pourquoi futilisation de
détergents (non ioniques) est nécessaire tout au long de fétape (Rossomando,
1990).

39



o Séparation basée sur 'hydrophobicité

La chromatographie en phase inversée (RPC) est basée sur la répartition d’'un
soluté entre une phase mobile polaire et une phase organique apolaire. La
particuiarité de cette technique est quelle fait appel a deux phases liquides. Elle
présente une trés bonne résolution pour la séparation de protéines et de peptides.

Toutefois, le principal inconvénient, dans le cadre de la purification de protéines,
est que la combinaison d’'une phase stationnaire hautement hydrophobe avec des
solvants polaires comme éluents est a lorigine d'une dénaturation des biopolymeéres.
Ceci est di a la détérioration de la structure tertiaire de la protéine, causée par les
interactions des groupes alkylés qui composent la matrice. Un autre inconvénient est
fusage courant de solvant toxique (acétonitrile) (Harris et Angal, 1995).

Le principe de la chromatographie d'interactions hydropho (HIC) est
Fadsorption de biomolécules sur une surface faiblement hydrophobe dans un milieu
contenant une forte concentration saline; [élution se fait avec un gradient
décroissant de sel.

C'est un outil de séparation puissant pour la majeure partie des divers types de
protéines, car cette méthode combine des conditions de séparations non
dénaturantes et la précision d’'une méthode chromatographique.

Cependant 'optimisation des conditions opérationnelles est longue et difficile.
L'efficacité de cette technique est diminuée par la présence de contaminants
hydrophobes dans les diverses solutions. De pius, des conditions fortes d’élutions
peuvent étre nécessaires (ajout d'un solvant), car le gradient d’élution peut favoriser
des interactions électrostatiques entre les groupes en solution et la matrice. Ceci
entraine une diminution du pouvoir adsorbant de la colonne (Kennedy, 1990).

Enfin, outre {a composition du tampon, le gradient d’éjution, la temperature ou le
pH, la matrice des colonnes ont une importance non négligeable sur les
performances chromatographiques. En effet, des études tendent & montrer que dans

les mémes conditions opératoires, des colonnes identiques mais issues de
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fournisseurs différents ne présentent pas {oujours les mémes performances
(Levisson et al., 1997 ; Lesellier et Tchapala, 2001).

i1.6.3. Concentration des protéines purifiées

La purification de protéines membranaires nécessite souvent une étape de
concentration, particuliérement lorsque ces protéines sont issues de
microorganismes ou que l'étude vise a déterminer leur structure. En effet, la
cristallographie de protéines nécessite de 5 3 10 mg/ml de fractions pures. De telles
quantités ne peuvent étre obtenues que si les protéines sont surexprimées
(naturellement ou par amplification), ou si elles ont été concentrées. Cette étape peut
intervenir a plusieurs niveaux du protocole : avant ou aprés purification, plusieurs
techniques sont envisageables : précipitation, lyophilisation, évaporation, filtration ou
diaiyse.

a. La précipitation

Les protéines sont précipitées par induction de perturbations, qui diminuent leur
solubilité dans I'eau (Scopes, 1987). Les composés chimigues couramment utilisés
pour cette technique sont les solvants (éthanol, méthanol, acétone), les sels (sulfate
d’'ammonium, chiorure de sodium) ou les polyméres (PolyEthyléneGlycal). lis
modifient les liaisons qui stabilisent les protéines dans l'eau et en créent d’autres, afin
de stabiliser les protéines (England et Seifter, 1990). Cette méthode presente les
inconvenients suivants :

les conditions de milieu (pH, température, charge ionique du tampon) doivent
étre rigoureusement suivies. Certains composés peuvent étre incompatibles avec
tétape de purification.

b. La ivophiiisation

Les protéines sont concentrées par évaporation du liquide composant le tampon,
sous vide et a basse température ; elles sont ensuite remises en suspension dans un
volume inférieur au volume initial. Un agent cryoprotecteur doit cependant étre ajouté
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avant lyophilisation, pour limiter la dénaturation des protéines purifiées (due a la
pression et la déshydratation). Malgré ces précautions, les protéines sont souvent
dénaturées lors de la re-solubilisation dans un volume plus faible. En effet, d’'une part,
la concentration des sels en solution augmente et modifie la force ionique et d’autre
part, les complexes détergent-protéine peuvent perdre leur activité catalytique
(Deutscher, 1990). Cette technique est généraiement utilisée iors d’extractions par
des solvants organiques.

c. Lafiltration

Couramment utilisée, cette technique est basée sur la filtration de petites
molécules et de I'eau sur une membrane par induction d'une force centrifuge ou
d’une pression. Le type de membrane est choisi en fonction de la taille des molécules
a concentrer {le diaméire de coupure est 3 1a limite de sen poids moléculaire) et de la
nature de la membrane (qui doit limiter les interactions avec les protéines). Cette
méthode peut également étre utilisée pour dessaler le milieu tampon ou éliminer
lexcés de détergent.

L'inconvénient majeur de cette technique est que des agrégats de protéines se
fixent de fagon irréversible sur la membrane. De plus, les détergents non ioniques,
qui forment des micelles de haut poids moléculaire, ne sont pas filtrés et sont donc
concentrés (Schagger et al., 1995).

d. Ladialyse

La solution protéique est placée dans un sac a dialyse, puis placée sur un gel qui
absorbe le milieu aqueux (comme par exemple du PolyEthylenGlycol) jusqu'a
obtention du volume désiré. Le sac peut ensuite étre dialysé contre un tampon afin de
diminuer !a concentration de détergent en solution. Cette technique, sans doute la
pius utilisée, n'est pas dénaturante et ne retient que peu ies protéines sur ies parois
de la membrane de dialyse (Deutscher, 1990 ; Findlay ef al., 1981).
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11.7. Techniques d'analyses des protéines des enveloppes bactériennes

Plusieurs techniques d'analyse des protéines des enveloppes bactériennes
peuvent étre envisagées. Pami ces méthodes les plus utilisées sont les méthodes
biochimiques et immunologiques. Leur utilisation dépend de la nature, de la
localisation et du réle des protéines & étudier.

.7.1 Méthodes biochimigques

Les méthodes chimiques d’analyse des protéines sont indispensables afin
d’identifier et de quantifier le contenu protéinique de 'échantillon. Pami les méthodes
les plus utilisées, nous pouvons citer la méthode de dosage des protéines en
spectrophotcmétrie UV (Harris et Angal, 1995), en colorimétrie (par réaction a un
colorant spécifique : Méthodes de Bradford, Lowry, acide bicinchoninique).

Toutefois, ces méthodes sont des méthodes de dosages globales, qui ne
permettent pas de différencier les protéines de I'échantilion.

La technique de séparation et d’identification de protéines, solubles ou
membranaires, la plus largement utilisée est, sans doute, I'électrophorése.

Les méthodes d'électrophorése présentent un large éventail d’utilisations :
séparation de protéines et d’acides nucléiques, dans des conditions dénaturantes ou
non dénaturantes ; identifications spécifiqgues par des marquages et/ou des
colorations.

a. Electrophoreses dénaturante / non dénaturante

L'électrophorése est basée sur la migration de protéines, selon leur charge
globale et leur poids moléculaire, a travers un gel. Cette séparation est induite par un
champ électrique résultant de 'électrolyse d’'un tampon (Garfin, 1995).

Les protéines peuvent étre séparées dans des conditions non dénaturantes (on parie
alors d’électrophoréses natives) ou en conditions dénaturantes.

Le principal avantage de travailler en conditions non dénaturantes est d’obtenir
un profil protéique précis de la structure étudiée. Cependant, dans le cas de protéines
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membranaires, 'environnement lipidique rend impossible une analyse en conditions
non dénaturantes, sans une étape préaiable de purification. Elles sont généralement
étudiées dans des conditions dénaturantes (Ames, 1974).

Les détergents ioniques ou non ioniques sont utiisés pour induire cette
dénaturation, en déstabilisant ies lfiaisons protéines-iipides et protéines-protéines. Le
sodium dodécylsulfate, détergent anionique, est particulierement intéressant car il a
une action acidifiante sur Fensemble des protéines, qui migreront vers I'anode (Allen
et al., 1984).

Le gel est un polymére, qui constitue un maillage, plus ou moins dense, suivant la
taille des protéines a séparer. Il existe deux types de gels : les gels d’agarose, utilisés
pour la séparations de protéines supérieures a 500 kDa, ou de polyacrylamide, pour
de plus petites molécules.

Dans le cas de systémes de gel d’'électrophorése continu, les protéines sont
directement déposées sur le gel de séparation. En ce qui conceme le systéme
discontinu, les protéines sont déposées sur un gel de concentration, dont le role est
d’'uniformiser la migration des protéines sur le gel de séparation. Ce second systéme
a permis d’'optimiser significativement la résolution de la séparation.

Omstein en 1964 et Davis, l[a méme année, sont les premiers a avoir mis en
place un tel systéme, en condition non dénaturante. Laemmli modifie ce systéme en
1970 et 'adapte aux conditions dénaturantes, induites par la présence de SDS dans
le gel, les échantillons et le tampon de migration (Garfin, 1995).

Il existe également des techniques d'électrophorése basées sur la séparation des
protéines selon leur pHi, appelées : Focusing Isoélectrique. Le principe est le méme
mais le gel est composé d’'un gradient de pH (Allen et al., 1984).



b. Types de coiorations

o Colorations non spécifiques

Plusieurs techniques de quantification de protéines par colorimétrie ont été
adaptées pour l'identification des protéines ainsi séparées.

La coioration au bieu de Coomassie est basée sur la fixation de ce colorant sur
les fonctions aminées des protéines . Cette technique est développée pour des
concentrations minima de 0,1 a 1 ug de protéine/bande.

La coloration a Pargent est cent fois plus sensible que celle au bleu de
Coomassie. Apres fixation des protéines sur le gel, elles sont oxydées en présence
de dichromate de potassium, 'argent se fixe alors aux protéines qui précipitent sous
forme métallique (Merril, 1990).

Enfin, le coloration au cuivre est rapide et ne nécessite pas d'étape de fixation
(Lee et al., 1987). Les protéines sont incubées en présence de chlorure de cuivre,
puis le gel est rincé a l'eau. Cette coloration n'est pas permanente et disparait en
séchant les gels, ce qui rend leur analyse délicate (Garfin, 1995).

o Colorations spécifiques

Outre ces colorations qui révélent 'ensemble des protéines séparées, des
colorations spécifiques ont été développées, basées sur la présence de groupements
chimiques particuliers.

- coloration des glycoprotéines :

Trois méthodes ont été développées pour la mise en évidence de la fonction
glucidique d’'une protéine :

- Thymol-acide sulfurique : cette technique est basée sur la formation d’un

dénvé furfural entre les groupements hexosyl, hexuronosyl et pentosyl des
giycoprotéines et I'acide sulfurique. Ce dérivé, en présence de thymol forme un

45



chromogéne, stable queiques heures. La limite de détection est de 50 ng de
glycoprotéines (Gander, 1984).

- Méthode de Schiff: les fonctions alcool des glycoprotéines sont oxydées en
dialdéhydes par action de l'acide périodique, puis colorées par la fuschine, le bieu
aician ou fhydrazine dansyi. Ceite technique révéle jusqua 2 a 3 ug de
glycoprotéines.

- Lectine marquée — isocyanate de fluoresceine : cette méthode est basée
sur la fixation de la partie fluoresceine marquée de la concavaline A sur les fonctions
glucidiques des protéines. La limite de détection est de 100 ng de glycoprotéines
(Gander, 1984).

- coloration des phosphoprotéines :

- Vert de méthyl : cette réaction est basée sur le piégeage du phosphate de
calcium dans le gel, dont la synthése est induite par 'hydrolyse aicaline des liaisons
phosphoesters, en présence de chlorure de calcium. Cette technique permet
d’identifier des quantités de phosphate de 1 nmol (Cutting et Roth, 1973).

- La méthode « strains-all»: le bromure de {1-éthyl-2-(3-(1-éthyl-
naphthol{1,2-d]thiazolin-2-méthyipropenyi)naphthol{1,2-d] thiazoclium} se fixe sur un
éventail de biopolymeres avec lesquels il forme un complexe allant du bleu au rouge.
Ainsi, les phosphoprotéines, les gycoprotéines, 'ADN et 'ARN forment un complexe
bleu, et les protéines non conjuguées, un complexe rouge (Cutting et Roth, 1973). La
sensibilité de cette technique est prés de trois fois supérieure a la coloration au vert
de méthyl (0,3 nmol de phosphate).

-> Chélation par métal trivalent : aluminium sous forme trivalente réduit les
charges négatives des protéines, et permet de lier ces phosphoprotéines acides au
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bleu de Coomassie, la coloration est instable en absence de cet ion. Cette méthode
est trois fois plus sensible que le méthode Strains-all (Cutting et Roth, 1973).

- coloration des fonctions lipidiques :

> le noir soudan: les lipoprotéines séparées par électrophorése sont
difficiles a identifier car les colorants péneétrent trés mal dans le gel. Le noir soudan
forme un complexe bleu-noir avec le groupement lipidique de ce type de protéines
(Pratt et al., 1969).
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1.7.2. Les méthodes immunologiques

Les protéines membranaires peuvent aussi étre identifiées au moyen de
molecules spécifiques : les anticorps monoclonaux et polyclonaux. Ces techniques
sont efficaces pour lidentification de protéines difficiles a obtenir en quantité
suffisante ou ancrées dans une structure complexe (c'est le cas de certaines
protéines des enveloppes bactériennes).

Les anticorps sont des glycoprotéines, également appelés
immunoglobulines, synthétisées en réponse a une mokécule étrangére a Forganisme
(Strayer, 1993). Ces protéines sont produites et sécrétées par des lymphocytes B, qui
activés par l'antigéne, deviennent des plasmocytes. Ces cellules sont des cellules
spécifiques de la réponse immunitaire. Les anticorps ainsi produits forment une
liaison spécifique avec l'antigéne qui les a induit. Ces antigénes sont alors neutralisés
et detruits par phagocytose et/ou activation du complément (Kuby, 1992). Les
immunoglobulines sont classées en cing groupes : IgA, IgD, IgE, IgG et igM, dont la
structure et le role différent.

Fragment

Pont

Chaine lourde

Fragment Fc J

COQH COOH

Figure 8 : structure primaire d'un anticorps



La structure de base d'un anticorps est composée de deux chaines lourdes (de
450 a 570 acides aminés, suivant la classe) et de deux chaines légéres (de 210 a
300 acides aminés) (figure 8). Les parties N-terminales du fragment Fab (antigen
binding) constituent des sites de fixation de 'antigéne. Le fragment Fc (cristallisable)
détermine le type de I'anticorps ; il présente un site fonctionnel au niveau de sa partie
C-terminale, qui intervient, par exemple, dans l'activation du complément ou la
fixation sur d’autres cellules (Bach et Lesavre, 1993).

Les IgG, dont il existe quatre sous-classes, représentent 70 a 90 % des anticorps
circulant et ont un poids moléculaire moyen de 150 kDa. lis ont pour principal role de
répondre a une infection bactérienne (ASSIM, 1990), ils doivent donc étre trés
diversifiés pour répondre aux différentes agressions. Les lymphocytes B peuvent
produire jusqu'a 10'? IgG, dont seul le site de fixation différe (French et al., 1989).

a. Optimisation de la réponse immunitaire

Afin d’éviter les réponses non spécifiques lors de la production d’anticorps, il est
nécessaire de considérer tous les parametres influencant la réponse immunitaire :

e L'organisme hote : L'espéce, I'age, le sexe, létat nutritionnel de I'héte peuvent
influencer la réponse immunitaire (Griscelli ef al., 1985).

e L’antigéne : La structure chimique et la composition de 'antigéne présentent une
réelle importance dans le type de réponse qu'il va induire. Ainsi, certaines molécules,
comme les protéines et les lipopolysaccharides, ont un pouvoir trés immunogéne. La
taille et la concentration de la molécule injectée pour la synthése et la production
d'anticorps a également été démontrée (Cevenini et al., 1991); dans le cas de
protéines, seuls quelques microgrammes d’antigéne sont suffisants (Raymond et
Sue, 1993 ; Cevenini et al., 1991).

o Le mode d'injection : de nombreux auteurs se sont intéressés a l'importance du
mode d'injection mais également au nombre et a l'intervalle de temps entre chaque
rappel. Hong, en 1989, met en évidence une augmentation significative de la
production d'anticorps polyclonaux et monoclonaux aprés une premiére injection au
niveau de la rate ou des ganglions lymphatiques plutét qu'en sous cutanée. En intra
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splénique, une seule injection peut suffire a la production d'anticorps monoclonaux
(Spitz, 1986). Toutefois, les injections d’antigénes dans les ganglions lymphatiques,
par exemple, nécessitent une opération chirurgicale complexe de l'animal (Hong,
1989). Les anticorps sont efficaces aprés la deuxieme injection (réponse secondaire),
mais ils sont en général collectés aprés la troisiéme injection, car la réponse est
optimisée.

b. Production d’anticorps monoclonaux et polyclonaux

Deux types d’anticorps peuvent étre produits ;. des anticorps polyclonaux ou
monoclonaux. Les premiers sont obtenus directement a partir du sérum d’animaux
immunisés (généralement des lapins, des rats ou des souris) (Garvey et al., 1977). lis
résultent, comme leur nom lindique de Pactivation de plusieurs lymphocytes B,
donnant lieu a un mélange d’'immunogiobulines dont la spécificité vis-a-vis de
Fantigéne différe.

L'intérét majeur de cette technique est I'obtention rapide et peu complexe d'une
quantité importante d'anticorps suivant 'animal choisi. Ce qui explique la large
utilisation du lapin pour ce type d’étude (Lomax et al., 1998 ; Tyler et al., 1999). En
effet, aprés sélection des anticorps voulus, jusqu'a 20 mL de sérum peuvent étre
obtenus, au niveau de la veine de l'oreille par lapin et par semaine (Walker, 1996).

Les souris et les rats, plus petits, ne pemettent d’obtenir que de 2 ml a 10 mL de
sérum (pour le rat), et 'animal doit étre sacrifié. Pour pallier cette limite, une méthode
basée sur linduction d'une tumeur productrice d'anticomps spécifiques a été
développée. Elle est couramment appelée méthode en ascite. L'antigéne est injecté
en intra péritonéal, avant le premier rappel une tumeur est induite par injection de
pistane. Le liquide ascite, contenant les anticorps est récupéré et testé par ELISA.
Les anticorps sont aiors sélectionnés. Certains auteurs ont réussi a obtenir plus de
100 mL de ce liquide sur une période de 90 jours & partir de souris (Cevenini ef al.,
1991). Linconvénient de cette méthode est l'état physique et les conditions de
maintien de 'animal.
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Les anticorps monoclonaux nécessitent la mise en ceuvre d’une technique pius
longue et complexe. Elle a été détaillée par de nombreuses équipes (Kéhiler et
Milstein, 1975a et 1975b ; Galfré ef al., 1977). Aprés immunisation, une demiére
injection est réalisée en intraveineuse, trois jours avant sacrifice, afin de potentialiser
la réponse (Mishell et Shiigi, 1980 ; Catty, 1989). La rate est prélevée et les
splenocytes isolés, ils sont alors fusionnés avec des cellules de myélomes, en
présence d'un agent de fusion : le PolyEthyléneGlycol (ou PEG). Cette étape est
nécessaire car la durée de vie d'un lymphocyte n'excéde pas trois jours.

Une premiére sélection, visant a ne laisser se développer que les cellules
obtenues au cours de la fusion d'un lymphocyte B (producteur d’anticomps) et d’'une
cellule myelocytaire (cellule immortelle) par ajout dans le milieu de culture d’'un agent
de sélection: le HAT (Hypoxantine, Aminoptérine, Thymidine). Les hybridomes
resuttant du « croisement » d'un lymphocyte B et d'une cellule immorteile, ne
produiront qu'un seule type d’anticorps, donc un anticorps monoclonal (Peters et Van
Noorden, 1983).

L’hybridome répondant le plus spécifiquement a lantigéne qui 'a induit est
sélectionné (souvent par test ELISA qui permet de mettre en évidence d’éventuelles
réactions croisées) et purifié (Bjorck et Kronvall, 1994 ; Elliasson et al, 1988 ;
Fahnestock, 1987).

c. Anticorps monoclonaux / anticorps polyclonaux ?

Comme nous venons de l'exposer, chaque type d'anticorps présente des
propriétés qui lui sont propres, le choix de production d’anticorps monoclonaux ou
polyclonaux est un compromis entre les contraintes impasées par le matériel et les
objectifs de I'étude. Ainsi, la production d’'anticorps monoclonaux peut offrir une
grande spécificité vis-a-vis de I'antigéne qui I'a induit. L'immortalité des hybridomes
pemmet d’obtenir une source intarissable d’anticorps, pouvant étre conservés par
congélation puis remis en culture. Leur production est cependant longue et complexe.
De plus, une parfaite connaissance des techniques de culture cellulaire et de
dissection est nécessaire.
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Les anticorps polyclonaux, moins spécifiques, sont obtenus plus rapidement et
n'impliquent pas systématiquement le sacrifice de 'animal. Enfin, ils ne nécessitent
pas de matériel lourd de culture cellulaire ; seules trois injections intrapéritonéales
sont nécessaires ; le sang est récupéré et centrifugé afin d’obtenir le sérum,
contenant les anticorps.
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Il. 8. Techniques d'évaluation de I'activité des protéines membranaires

L'activité et lintégrité des protéines membranaires vis-a-vis d’autres molécules,
plus particulierement les métaux peuvent étre évaluées par différentes méthodes in
vitro (dialyse, filtration, colonne d'affinité) et traduites par des techniques
mathématiques pour en saisir le mode de fonctionnement in vivo (tableau Iil).
Plusieurs expressions et méthodes, trés diversifiées sont généralement utilisées pour
traduire ces réactions qui vont du simple coefficient d’accumulation a un modéle
complexe, qui permet de déterminer l'intégrité du récepteur, I'affinité et le nombre de
sites de fixations (Scatchard, 1949) :
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Tableau lll: Expressions d'évaluation de I'accumulation des métaux sur une membrane biologique, Falla, 1990

Techniques

Expression

Observations

Coefficient
d’accumulation

CA=Quantité de métal biosorbé / masse
(ou nombre) de cellules

Ce coefficient ne tient compte ni du facteur
temps, ni de la concentration initiale de métal
testé

Facteur de concentration

FC=(Métal fixé / matiére séche) / (Métal
libre / Volume liquide)

Cette expression tient compte ‘de la
concentration mais n'intégre pas le facteur temps

Cinétique
d ‘accumulation

Expression du type :
Cin A= métal accumulé / matiere séche /

temps

Cette cinétique considére que la quantité et la
qualité du matériel biologique ne varient pas au
cours de l'analyse. Par conséquent, il doit donc
étre court si l'étude porte sur des cellules
entiéres.

Isotherme de Freundlich

[Métal absorbél=K x

[métal
solution]""

en

ol K est une constante et 1/n la pente

Il est souvent utilisé pour décrire I'équilibre entre
un métal adsorbé par les bactéries et le métal
restant en solution.

Il suppose que tous les sites de fixation ne sont
pas équivalent.

Isotherme de Langmuir

1/[Métal absorbé]= (1/(K x b x [Métal en
solution))) + (1/b)

oy K est la constante déquilibre
d’'absorption et b la capacité ultime
d’absorption

Cet isotherme est préféré & celui de Freundlich
pour des concentrations élevées.

Ces deux isothermes ne tiennent pas compte de
la coopération entre sites de fixation, ni du
déplacement des métaux

‘Modéle de Ruzic

[Métal libre)/([ligand] + [Métal fixé])=1/ (K
x ([ligand] + [Métal fixé])

ol K représente la constante de stabilité |

du complexe métal/ligand

Ce modéle permet d'obtenir :
- la constante de stabilité Métal / ligand
| - le nombre de sites de fixation et leur type

Modéle de Scatchard

[Métal fixé] / [métal libre]= -Ka x [Métal
fixé] + Ka x n x [L]

oll Ka est la pente et n le nombre de

sites de fixation

Ce modéele donne :

- La quantité de métal fixé par litre

- Les différents types des sites de fixation

- Relations existant entre les sites de fixation
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[1l.1. Conditions de culture bactérienne

I1.1.1. Matériel biologigue

Les souches utilisées dans cette étude sont des souches de Ralstonia
eutropha CH34 (ATCC 43123), Ralstonia eutropha 1153, souche dérivée qui
surexprime le sidérophore (Gilis et al, 1996) et Ralstonia eutropha 104,
dépourvue des plasmides de résistances (Gilis et al, 1996), gracieusement
fournies par le Dr Bauda et le Pr Mergeay.

I11.1.2. Milieu et conditions de culture

Les cellules bactériennes sont cultivées dans un milieu spécifique TRIS-
gluconate, supplémenté ou carencé en fer et en métaux, pendant trois jours a
30°C sous agitation, dans un volume de 5 litres, a partir d’'un inoculum de 20 mL
(Mergeay et al., 1985).

->Compasition du milieu de cuiture

TRIS (pH=7) 6,06g
NaCl 4,689
KCI 1,499
NH,4CI 1,07g
Na,S0, 0,43g
MgCl,6H.0 0,20g
CaCl,,2H,0 0,03g
NaHPQO,4,12H,0 0,23g
Gluconate 2,00g
SL7(solution d'éléments trace) 1mi

gsp eau ultra pure

-k

Le pH du milieu de culture est ensuite ajusté a 7-7.2, puis il est autoclavé 20 mn, a
120°C.
Il est ajouté au milieu de base et suivant les conditions de culture :

Fe(NH4)-citrate 0,0048g
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La solution SL7, dont la composition est détaillée ci-dessous, est un ensembie
d'éléments traces nécessaires a la croissance bactérienne.

- Composition de la solution SL7

HCI (2.5%) 1,3 mi
ZnCly 0,079
MnCl, 0,10g
H3:BO3 0,063g
CoCl, ,6H;0 0,199
CuCl ,2H,0 0,017g
NiCl,,6H,0 0,024g
Na,Mo0O4,2H,0 0,036g

111.1.3. Tests de pureté des souches

Avant de lancer des cuitures en masse, des pré-cultures bactériennes sur
milieu d'isolement sont réalisées pour controler la pureté des souches. Les
caractéres macroscopiques des colonies (taille, couleur et aspect) sont vérifiees,
puis 'une d’elies est isolée et soumise aux tests suivants :

= une coloration de Gram permet de vérifier le caractére Gram (-) de la
bactérie. Elle est suivie d’'une observation au microscope afin de confirmer
qu'il s’agit de batonnets unicellulaires.

= une galerie APl 20 NE est ensemencée pour vérifier les caracteristiques
biochimiques des souches. Elle est réalisée a partir d’'une colonie cultivée
sur mitieu spécifique, enrichit de 1 mM de nickel et 1 mM de zinc.

< parallélement des géloses nutritives sont ensemenceées :

emilieu spécifique, glucosé : pas de développement de Ralsionia eutropha

CH34, 1153 et 104

s milieu spécifique, gluconaté : développement de Ralstonia eutropha CH34,

1153 et 104
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emilieu spécifique, gluconaté contenant 1 mM de nickel et 1 mM de zinc :
pas de développement de Ralsfonia eutropha 104

I1.1.4. Détermination de la_concentration minimale d’inhibition (CMI) pour le

cobalt, le zinc et le cadmium

Pour mettre en évidence le systéme d’exclusion de ces métaux, Ralstonia
eutropha sp a été cultivée en leur présence. C’est pourquoi il est nécessaire de
déterminer la concentration de chaque métal induisant I'expression du systéme,
sans inhiber significativement la croissance bactérienne.

Ainsi, Ralstonia eutropha CH34 a été cultivée dans 250 mL de milieu
spécifique TRIS-Gluconate, supplémenté de cobalt, de zinc, ou de cadmium,
pendant 72 heures, a 30°C et sous agitation. La densité optique de chaque
échantillon bactérien est alors lue 4 600 nm. La CMI est alors déterminée en
tracant le courbe de densité optique & 600 nm, en fonction de la concentration de
ces métaux. Les bactéries étudiées ont aussi été cultivées en présence ou en
absence de fer, afin d’induire la surexpression des protéines des membranes.
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l1.2. Obtention des enveloppes de Raistonia eutropha CH34

Les protocoles mis en place pour l'obtention de chaque fraction (Falla, 1990)

sont présentés en figure 9 :

Bactérie entiére

Lavage (NaCl 0.85 %)
Choc osmotique avec du sucrose 0.5 M 3 fois

Centrifugation 35 000 X g /4 °C / 30 min

Muréinoplastes

Sumageant Lavage (NaCl 0,85 %)
l |
Lysozyme S.D.S.
Choc osmotique (eau 4 °C) Sonication
DNAase + RNAase DNAase+RNAase
Centrifugation Centrifugation
73000 X g /4 °C /1 heure 78 000 X g /4°C/40 min

Centrifugation 73 000 X g !
4 °C /2 heures ‘

| MembraHEJ [ Membrane \ Peptidoglycane

externe cytoplasmique

Remise en suspension des microculots dans du tampon PBS
Conservation des fractions contenant les différentes enveloppes a — 20 °C

Figure 9 : Protocoles de purification des enveloppes de Ralstonia eutropha (Falla et al., 1988)
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{I1.2.1. Lavages des ceiluies

Aprés trois jours de croissance cellulaire, la suspension bactérienne est
centrifugée pendant 35 min a 5000 X g. Le culot est lavé deux fois et remis en
suspension dans du tampon TRIS 20 mM, pH=7,2. Les cellules ainsi obtenues
sont conservées a 4°C jusqu'a isclement des enveloppes.

[11.2.2. Isolement de la membrane externe

Principe : la membrane externe de Ralstonia eutropha sp. est expulsée de la
bactérie par un choc osmotique, induit par du sucrose a 0,5 M. Elle est alors
séparée du reste de la cellule et des débris cellulaires par centrifugation.

Mode Opératoire : Aprés concentration des cellules lavées a 5000 X g, 35 min,

le culot est remis en suspension dans une solution de sucrose (0,5 M). La
suspension est incubée pendant 30 min, a 25°C, sous agitation puis centrifugée
20 min a 35000 X g, Fensembie est répété trois fois :

e les culots contiennent les muréinoplastes (celiule bactérienne dépourvue de
membrane extermne).

¢ les surnageants contiennent les membranes extemes.
L’ensemble des sumageants est centrifugé a 75000 X g, pendant deux heures,

a 4°C, puis le microculot contenant les membranes extemes est remis en
suspension dans du tampon TRIS 20 mM et conservés a -20°C.

Les muréinoplastes sont remis en suspension dans du tampon TRIS 20 mM,
pH=7.2 et stockés a -20°C. lls seront traités par la suite pour séparer la membrane
cytoplasmique et le peptidoglycane.

111.2.3. Isclement de la membrane cyloplasmigue

Principe : ia membrane cytopiasmique est expuisée par choc osmotique
avec de l'eau ultrapure a 4°C, aprés digestion du peptidoglycane par action du
lyzosyme. Les acides nucléiques sont éliminés par action du RNAase et du
DNAase. Les membranes sont séparées des débris cellulaires par centrifugation
(Faila, 1990).
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Mode GOpératoire : les muréinoplastes obtenus lors de [lisolement de la

membrane exteme sont décongelés et maintenus a 30°C, pendant quelques min.
7,5 mL de la suspension sont alors prélevés et complétés a 60 mL avec du PBS
contenant 50 mM de sulfate de magnésium. L'ensemble est incubé 30 min a 25°C,
sous agitation. 75 yL de lyzosyme sont alors ajoutés a la suspension, qui est
incubée 1 heure, a 30°C, sous agitation. L'ensemble est alors centrifugé a 11000
X g, 20 min, a 4°C. Le culot est remis en suspension dans 30 mL de PBS,
pH=8,00, puis & nouveau centrifugé a 11000 X g, 20 min, & 4°C. Le culot est remis
en suspension dans 60 mL d'eau ultrapure a 4°C, 30 min, sous forte agitation,
puis soniqué, toutes les 20 sec, pendant 5 min.

La formation des sphéroplastes est suivie par observation au microscope a
contraste de phase, durant cette étape.

7 uL de RNAase et 70 yL de DNAase sont ajoutés a la solution. L’'ensemble est
incubé a 25°C pendant 15 min puis centrifugé a 4000 X g, 10 min, a 4°C. Le
surnageant est isclé et centrifugé 3 73000 X g, 1 heure, 2 4°C. Le culot contenant
la membrane cytoplasmique est alors remis en suspension dans 6 mL de PBS,
aliquoté et conservé a —20°C, pour utilisation ultérieure.

l11.2.4. Isolement du peptidoglycane

Principe : a partir des muréinoplastes, la membrane cytoplasmique est
déstabilisée par action d’un détergent : le Sodium Dodécyl Sulfate (ou SDS). Les
acides nucléiques sont alors détruits par action du RNAase et du DNAase. Enfin,
le peptidoglycane est séparé des débris cellulaires par centrifugation.

Mode Opératfoire : Les muréinoplastes sont décongelés a 30°C, pendant

quelques min. 7,5 mL de suspension sont alors prélevés et complétés a 25 mL
avec du PBS, pH=8,00 et 1 mL de SDS 10 % y sont additionnés. L’ensemble est
incubé 1 heure, a 4°C, sous forte agitation, puis centrifugé a 24000 X g, 30 min, a
4°C. Le culot est remis en suspension dans 25 mL de sérum physiologique, dans
un bain de glace, pendant 5 min et soniqué toutes les 20 sec.

50 uyL de RNAase et 5 pL de DNAase, sont additionnés a la suspension.
L’'ensembie est alors incubé a 25°C, pendant 15 min, sous forte agitation puis
centrifugé a 4000 X g, 10 min a 4°C.
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Le surnageant est prélevé et centrifugé a 78000 X g, 40 min, & 4°C. Le culot est
alors remis en suspension dans 6 mL de PBS, aliquoté et conservé a —20°C.

It1.2.5. Dosage des margqueurs membranaires

Afin de déterminer le degré de pureté et de contamination de chacune des
enveloppes, des marqueurs spécifiques ont été dosés. Ainsi, le KDO est un
marqueur spécifique de la membrane externe. Cette méthode a été mise au point
par Aminoff (1961). Le dosage de la succinate déshydrogénase (ou SDH) a été
exposé par Nachals et al., 1960, puis modifié par Kasahara et Anraku, 1974. C'est
un marqueur spécifique de la membrane cytoplasmique. Les héxosamines,
marqueur du peptidoglycane, ont été dosées par la méthode d’Elson-Morgan,
modifi€e par Montreuil et Spik (1963), aprés minéralisation des échantillons.

a. Dosage du 2-céto-3-désoxyoctanate (KDO)

Principe : La réaction est basée sur la formation d'un complexe entre l'acide
thiobarbiturique et le KDO, en milieu acide. Ce complexe de couleur rosée est
ensuite extrait par ajout de butanol et il est détecté par lecture a 549 nm.

Une gamme étalon a été réalisée, a partir d'une solution mére de KDO a 100 yM.

Mode Opératoire : Les échantillons nécessitent un pré-traitement :
ils sont minéralisés avec de l'acide chlorhydrique 12 N (v :v / 50 : 50) pendant 1
heure a3 100°C. Apres refroidissement, 100 pL de minéralisat sont prélevés et
ajoutés a 50 yL d’acide périodique 25 mM, pH=1,2 et placés a 37°C, pendant 30
min. A l'issue de cette incubation, 40 uL d’'une solution d’arsénite de sodium diluée
dans 2,5 % d’acide chlorhydrique 0,5 N sont additionnés et la solution ainsi
obtenue est incubée 1 a4 2 min a 37°C.

500 uL d’acide thiobarbiturique 0,1 M, pH=9,0 sont alors ajoutés a la soiution.
Le complexe rosé se développe en plagant la solution dans Feau bouillante,
pendant 7 min 30 sec. Le mélange esti alors refroidi a température ambiante et 1
mL d’acide butanoique y est ajouté. Aprés agitation, la phase organique est
prélevée et la coloration est lue a 549 nm.
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b) Dosage de la succinate déshydrogénase

Principe : L'enzyme activée réduit le 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP) et
la phénazine méthosulfate (PMS), ce qui se traduit par une dégradation de la
coloration de la solution, lue a 600 nm. La D.O. variant trés rapidement, sa valeur
est relevée toutes les 12 sec jusqu'a stabilisation.

Mode Opératoire : 500 ul de Tris-HCl! 300 mM sont mélangés a un méme

volume de succinate de sodium 24 mM et de cyanure de potassium 24 mM, 5 min
a 25°C, dans une cuve pour spectroscopie.

500 pL d'échantillon contenant 'enzyme sont alors prélevés et ajoutés au
mélange précédent, 'ensemble incubé 1 min, a4 25°C.

500 uL de DCPIP 0,24 mM et de PMS 1,2 mM sont ensuite rajoutés et la D.O.
est lue a3 600 nm, aprés 4 min de repos, toutes les 12 s jusqu’a stabilisation.
Chague essai est réalisé en triplicat.

c) Dosage des hexosamines par la méthode de Montreuil et Spik (1963)

Principe : la détermination quantitative des héxosamines est basée sur le
dosage a 520 nm d’'une molécule colorée, produite par réaction entre un dérivé
pyrolique et le p-diméthylaminobenzaldéhyde obtenu par contact de la fraction a
analyser avec l'acétone en milieu alcalin.

Mode Opératoire : Les échantillons ont été minéralisés en ajoutant 1 mL d’acide
chlorhydrique HCI (12 N) a 1 mL d’échantilion, & 100 °C, pendant trois heures. La
réaction est stoppée aprés refroidissement et centrifugation a 2500 X g pendant

15 min par neutralisation d'1 mL de sumageant avec 2 mL de NaOH (6 N). La
gamme étalon a été réalisée a partir de D-glucosamine.

Dans des tubes en verre, préalablement traités a l'acide chlorhydrique 1 % st
lavés a 'eau déminéralisée et distillée, ont été successivement ajoutés 2 miL
d’échantillon a doser, 1 mL d’'une solution d’acétylacétone (acétylacétone 14 % /
carbonate de sodium anhydre 1,25 N / vol/vol) et 1 mL d’eau distiliée. Les tubes
sont bouchés, agités pendant 15 sec, puis placés pendant 10 min dans un bain-
marie bouillant. Aprés refroidissement dans un bain de glace, 5 mL d’éthanol 96 %
ont été ajoutés. Les tubes sont placés sous agitation pendant 15 sec puis chauffés
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pesé. Le poids sec de I'échantillon est ainsi déterminé par différence des deux
pesées.

II1.3. Etude et comparaison des enveloppes de Ralstonia eutropha CH34, 1153
et 104 par électrophorése SDS-PAGE

Les protéines des enveloppes bactériennes sont dénaturées par du SDS
(sodium dodécyl suifate), qui les charge négativement, elles sont alors séparées
selon leur poids moléculaire dans un champs électrique.

I11.3.1._Compaosition des gels

Deux concentrations de gel de séparation ont été testées afin d’obtenir un profil
électrophorétique complet des divers échantillons entre 10 et 200 kDa.

En effet, une concentration d’acrylamide-bisacrylamide (29 :1; v :v) du gel de
séparation a 12 % permet la séparation de protéines dont le poids moléculaire est
compris entre 10 et 100 kDa. Un gel a 7,5 % permet la séparation des protéines
de 40 a 205 kDa. Le gel de concentration contient 4 % de polyacrylamide.

Afin de permettre une polymérisation homogéne, le gel de séparation est
recouvert d’isopropanol, qui crée l'anaérobiose. Aprés polymérisation, le gel de
séparation est lavé puis le gel de concentration est coulé au-dessus du premier.
Les peignes, formant les puits de dép6t des échantillons, sont alors placés.

11.3.2. Préparation des tampons et des échantilions

Les échantillons sont dilués dans du tampaon échantillon, car la concentration en
protéines ne doit pas étre supérieure a 20 pg/ul afin de ne pas surcharger le gel
en protéines.

Le dépot de 20 pug de protéines se fait aprés chauffage de 'échantilion au bain-
marie 1 mn 30 s, a 105°C. Le tampon d’échantilion joue un rdle important car il
contient du SDS, qui dénature les protéines mais aussi du glycérol qui alourdit
'échantillon et du 2-B-mercaptoéthanol contre Foxydation des protéines.

i11.3.3. Coloration au Bleu de Coomassie

Les protéines sont révélées par coloration au bleu de Coomassie, apres fixation
dans un mélange éthanol/eau/acide acétique ( 4:4:1; v:uv:v); les gels sont
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lavés trois fois dans de I'eau ultrapure, puis colorés une nuit dans une solution de
bleu de Coomassie a 0,15%. Les gels sont alors lavés trois fois dans un bain
d’eau ultrapure puis décolorés dans la solution de fixation.

111.3.4. Coloration au noir soudan

Les lipoprotéines sont révélées selon la méthode exposée par Pratt et al,, en
1969. Les gels sont placés une nuit dans un solution de noir soudan (& 0,5 %)
contenant 20 % d'acétone et 15 % d'acide acétique. lls sont alors décolorés
quelques minutes dans une solution d’acétone-acide acétique aux mémes
concentrations.

I1.3.5. Méthode de conservation des gels

Les gels sont conservés entre deux feuilles de cellophane et déshydratés a l'air
45 min (systéme "Gel Air Drying" de Bio-Rad).
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lll.4. Mise au point d'une technique de purification des protéines de la

membrane externe de Ralstonia eutropha CH34

Pour obtenir des protéines membranaires pures, actives et étant suffisamment
stables dans le temps pour étre analysées, il est nécessaire de développer une
technique appropriée. La premiére méthode mise au point, apres analyse
bibliographique, repose sur plusieurs étapes, qui peuvent se résumer a une
extraction des protéines de la membrane, suivie de la purification des protéines
extraites, avant ou aprés concentration des protéines.

Le suivi de la purification a été réalisé par électrophorése en SDS-PAGE.

l1.4.1. Protocole de purification des protéines membranaires de Ralstonia
eutropha CH34

- Concentration de la membrane externe de Ralstonia eutropha CH34
Les protéines de la membrane extemne de la souche étudiée n’'étant pas en
concentration suffisante pour étre purifiées, la membrane exteme a été lyophilisée
avant extraction.

Principe : la suspension de membrane exteme est déshydratée, a -54°C, sous
vide, en présence de glycérol comme cryoprotecteur.

Mode Opératoire : 3 mL de suspension membranaire sont décongelés

quelques minutes a 30°C, 20 % de glycérol y sont ajoutés puis lensemble est
lyophilisé durant une nuit. Les membranes ainsi obtenues sont remises en

suspension dans 300 pL d’eau ultrapure, avant extraction.

- Etape d’extraction des protéines membranaires :

Principe : les protéines sont extraites de la membrane externe, par action d'un
détergent non dénaturant a la concentration utilisée : le n-octylpolyoxyéthyiéne
(Rosenbusch, 1990).

Mode Opératoire : 300 uL de suspension de membrane exteme sont

décongelées quelques min a 30°C. 3 % de n-octylpolyoxyéthyléne sont alors
ajoutés a la solution. L'ensemble est incubé 1 heure a 37°C, sous forte agitation,
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puis centrifugé & 100 000 X g, 30 min, a 4°C, afin d'éiiminer les débris
membranaires et ies protéines non solubilisées. Le culot est remis en suspension
dans 300 pL de tampon TRIS pH=8,00 et les sumageants sont récupérés, puis
étudiés par électrophorése SDS-PAGE a 12 % de polyacrylamide.

Le surnageant contenant les protéines extraites de la membrane externe de

Ralstonia eutropha CH34 est concentré, avant purification par filtration sur gel.

- Concentration des protéines membranaires extraites

Principe : les protéines extraites sont concentrées par précipitation par action
du polyéthyléne glycol (PEG) ou du sulfate d’ammonium. Aprés centrifugation, les
protéines, concentrées dans le sumageant, sant purifiées par chromatographie.

Mode Opératoire : 30 % puis 60 % de sulfate d’ammonium ou 10 puis 25 % de

PEG sont ajoutés successivement a la suspension protéique. L'ensemble est
incubé 3 4°C pendant deux heures et centrifugé a 20000 X g, pendant 10 min
(Schink et Schiegel, 1979). Les protéines constituant les culots et surnageants
ainsi obtenus sont purifiées par chromatographie de filtration sur gel.

- Purification des protéines membranaires de Ralstonia eutropha CH34
Principe : les protéines extraites et cancentrées sont séparées les unes des
autres par chromatographie de filtration sur gel sous haute pression.

Présentation du matériel et mode opératoire :

> Protocole de séparaton des protéines membranaires par
chromatographie de filtration sur gei :

Les protéines extraites sont injectées manuellement (injecteur Rhéodyne) sur
des boucles d'injection calibrées a 200 yL, sur une colonne de filtration sur gei
G3000swx! {TOSCHAAS). Les protéines sont séparées dans un tampon
phosphate, pH=7,00, en fonction de leur poids moléculaire.

La purification des protéines est suivie & 254 et 280 nm.

D'autre part, entre deux passages d’échantillons, la colonne est rééquilibrée
avec le tampon d'élution. La pression inteme du systéme est surveillee et
détermine la fréquence des lavages additionnels du systéme.
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» Présentation du matériel de Chromatographie Liquide Haute
Performance :

L'outil chromatographique utilisé est composé des sous-unités suivantes :

o Unité centrale/contrdleur : 600S Controller (Waters)

o Détecteur : Photodiode Array Detector 996 (Waters),

» Cellule du détecteur : en peek, de volume 10 uL ;

e Pompe : 626 Pump (Waters) ,

e Coilecteur : Modei 2128 fraction Collector {Bio-Rad) ;

o Matériaux biocompatibles : tubulure en peek ;

e Logiciel de Pilotage, Acquisition et Traitement des données : Millenium.

L'HPLC et les solutions sont maintenus a environ 10°C dans le cadre de la
purification protéique.

H1.4.2. Suivi de la purification par électrophorese SDS-PAGE

Le suivi de purification a été réalisé en séparant les protéines en solution, selon
leur poids moléculaire, aprés dénaturation par action du SDS sur un gel de
polyacrylamide. Elles ont été révélées par coloration a l'argent ou au bleu de
Coomassie, selon la concentration en solution.
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Ii1.5. Identificaticn et réle de la protéine de 45 kDa, mise en évidence au niveau

de la membrane externe de Ralstonia eutropha 104

L'analyse par électrophorése SDS-PAGE des enveloppes des trois souches
bactériennes testées ont mis en évidence une protéine membranaire entre 41 et
47 kDa, dont l'expression est constitutive en absence de fer, chez Raistonia
eutropha 104. Cette souche ne possédant pas les mégaplasmides de résistances
aux métaux lourds, nous nous sommes attachés a comprendre le rle de cette
protéine plus exprimée en absence qu’en présence de fer.

Aprés comparaison des profils électrophorétiques des membranes obtenues a
partir de cultures en présence et en absence de fer ferrique, nous avons réalisé un
suivi cinétique d’absorption du fer et des métaux lourds sur les membranes
externes.

i11.5.1. Role de la protéine de 45 kDa : méthode de dialyse

Principe : une suspension d'1 mg de membrane externe de Ralstonia eutropha
104 est placée, en présence de sidérophores et de fer dans un sac a dialyse.
L’ensemble est déposé dans 50 mL d’eau suprapure. Aprés 48 heures a 4°C,
sous agitation, la quantité de métal fixée correspond a la différence entre le métal
introduit et le métal libre. La membrane externe de Raistonia eutropha CH34 a été
utilisée comme témoin négatif.

Cette méme expérience a été conduite sur la membrane extemne de Ralstonia
eutropha 104 en utilisant le cadmium, le zinc et le cobalt, afin de mieux
comprendre la relation entre ces deux transports.

L'ajout de sidérophores est nécessaire a la réalisation de cette expérience, car
ils sont indispensables au transport du fer, mais leur implication est soupgonnée
dans le transport des meétaux.
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Mode Opératoire :

a. Obtention de la membrane externe

Aprés avoir obtenu ia membrane externe de Ralstonia eutropha CH34 et 104,
cultivées en présence ou non de fer (Falla et al., 1988), 1mg de cette fraction est
placée dans un sac a diaiyse.

b. Obtention des sidérophores

Des études, utilisant des sidérophores, ont été menées avec des surnageants
de culture (Gilis et al., 1998).

Ainsi, Ralstonia eutropha 1153 (souche qui surproduit alcaligine E) a été
ensemencée dans deux litres de milieu spécifique, carencé en fer. Aprés
centrifugation & 5000 X g, 35 min, le surnageant contenant les sidérophores est
récupéré et filtré sur un fitre 0,22 pm. il est aliquote, lyophilisé et conservé a -
20°C. Il est remis en suspension dans un volume d’eau suprapure cinquante fois
inférieur au volume initial. 1mL de cette solution est ajouté au sac a dialyse
contenant la fraction de membrane externe.

c. Métaux testés

Les concentrations testées ont été de 1 a 15 ppm pour le fer etde 1 a 3 ppm
pour le cobait, le zinc et le cadmium. Pour obtenir ces concentrations, des
solutions méres a 1 mg de métal/mL ont été réalisées, dans de 'eau suprapure.
Le volume final de dilution a été de 1 mL pour chaque métal et chaque

cancentration, placé dans le sac a dialyse.

d. Mise en place du suivi de dialyse

La figure 10 schématise ie montage réalisé pour I'étude de accumulation des
métaux par la membrane exteme de Raistonia eutropha 104.
Chaque sac a dialyse a été remplis par:
¢ 1 mg de membrane externe
« 1 mL de surnageant de culture, contenant des sidérophores

o 1 mL de métal entre 1 et 15 ppm pour le fer Ili, 1 & 3 ppm pour les métaux
lourds
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lls sont fermés, placés dans un bécher contenant 50 mL d’eau suprapure et agités
pendant 48 heures, a 4°C.

La concentration en métaux lourds libres est alors déterminée par spectrométrie
d’absorption atomique, a I'extérieur du sac a dialyse.

-1 mg de Mb exteme
-1 mL sidérophores
-1 mL de métal

Sac de dialyse

Métal fixé

Figure 3 : schématisation du montage réalisé pour I'accumulation des métaux lourds
par la membrane externe de Ralstonia eutropha 104 et CH34.

e. Dosage par spectroscopie d’absorption atomique

Le spectrometre utilisé est un Spectra AA (Varian).
Le fer a été dosé a 248,3 nm, le cobait a 240,7 nm, le zinc a 213,9 nm et le
cadmium a 248,8 nm. Des droites étalons ont été réalisées a partir de citrate
d’ammonium ferrigue pour le fer et de chlorures pour les trois autres métaux.
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I11.6. Identification des protéines composant le systéme czc chez Ralstonia eutropha

par méthode immunologique

La derniére partie de cette étude a eu pour objectif d’identifier le systéme de
résistance aux cobalt, zinc, cadmium. Les protéines de ce systéme n'étant pas
suffisamment exprimées dans les enveloppes bactériennes pour étre purifiées et
analysées, nous avons produit des anticorps, initiés par des séquences aminees

de chacune des protéines du systéme.

Principe : Les protéines composant le systeme czc, de résistances aux cadmium,
zinc et cobalt, seront identifiées dans chacune des enveloppes de la paroi de
Ralstonia eutropha, par production d’anticorps polyclonaux, dirigés contre
chacune de ces quatre protéines et produits a partir de séquences d'acides
aminés sélectionnées et révélés par Western Blotting.

111.6.1._Sélection des séguences d'acides amineés

Les acides aminés ont été sélectionnés aprés analyse de la séquence
nucléotidique d'un fragment d’ADN de 6881 pb, contenant le déterminant czc

(Nies et Siiver, 1989).

Les acides aminés hydrophiles et hydrophobes ont eté identifiés, les génes czc A,
B, C, D déterminés sur ce fragment. Des séquences de douze acides aminés ont
été sélectionnées, selon leur pourcentage de bases hydrophiles, afin de
potentialiser la réponse immunitaire.

Les séquences synthétisées (Aneosystem, llkirch, France) ont été injectées a des

lots de trois souris.

[11.6.2. Matériel biologique

Des lots de trois souris BALB/c, de neuf semaines au debut du traitement, ont

été utilisés pour chaque protéine a identifier.

111.6.3. Préparation et injections des immunogénes

La premiére injection a été réalisée en intrapéritonéal, avec une émulsion

de 200 pL d’'un mélange : antigéne et adjuvant complet de Freund (1:2; v: V).
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Deux rappels ont été réalisés, ensuite, & deux semaines d'intervaile, en
intrapéritonéal, avec un mélange : antigéne : adjuvant incomplet de Freund (1:2;
v :v). Un dernier rappel de 25 ug d’antigéne (mélangé a de l'adjuvant incomplet de
Freund) a été réalisé en intraveineuse, trois jours avant sacrifice.

111.6.4. Obtention des sérums

Le sang est récupéré, puis placé quatre heures a 4°C, il est centrifugé 10 min
a 1500 X g. Les sérums sont alors prélevés et regroupés par lot, supplémentés
avec un volume équivalent de glycéroi et conservés a -20°C

111.6.5. Analyse des sérums par Western Blot

Afin d'identifier et de localiser les protéines reconnues par les anticorps,
rensemble des enveloppes de Ralstonia eutropha CH34, Ralstonia eutropha 1153
et Ralstonia eutropha 104 ont été testées.

Principe : sous leffet d'un champ électrique, les protéines des enveloppes,
séparées par électrophorése, sont transférées a partir du gel sur une membrane
de polyvinylidene difluoride (PVDF) réceptrice, d’'une porosité 0,22 pm. Les
anticorps polyclonaux sont alors mis en présence de la membrane et se fixent a la
partie antigénique de la (des) protéine(s) qui I'ont induit. Un second anticorps
marqué a la phosphatase alcaline est alors fixé a l'anticorps « primaire ». Ce
complexe est révélé par un mélange de p-nitro blue tetrazolium chioride (NBT) et
de 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate p-toluidine (BCPIP) (Blake et al., 1984).

Mode Opératoire : Avant le transfert des protéines, la membrane est activée

dans du méthanol, pendant 1 min, puis équilibrée dans de f'eau ultrapure. La

e

nrotéines ne se

membprane fes
transférent pas uniformément dessus.

Le gel et la membrane sont mis en contact, le transfert des protéines est induit
dans un tampon Tobwin (Tobwin et al., 1979) contenant 0,1 % SDS, sous 100 V,
pendant 1 h 30 min, a 4°C.

La membrane est ensuite lavée trois fois dans du Tampon TRIS (TRIS Buffer

Saline), 5 min, et les sites non spécifiques sont bloqués dans une solution de TBS
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- tween 1%, une nuit, sous agitation. Aprés lavage, la membrane est piacée en
présence de l'anticorps primaire (contenu dans le sérum), une heure a 37°C.
Aprés lavage, la membrane est incubée dans une solution de TBS, contenant
Ianticorps secondaire (anti-igG, couplé a la phosphatase alcaline).

Elle est rincée trois fois dans un mélange TBS-tween 0,5 %, puis deux fois dans
du TBS, afin d’éliminer de la membrane les traces de tween. La liaison antigene -
anticorps est révélée dans un mélange NBT- BCPIP.

Plusieurs concentrations d’anticorps primaires ont été testées afin de
déterminer ia dilution ia plus appropriée :
1/1000°™®
1/2000 %™
1/5000 *™®
et 1/10000°™

C’est cette derniére dilution qui a été retenue pour 'ensemble de ces tests.

[ J

75



{l1.7. Perspectives : Mise en évidence du passage du fer ferreux par ie systéme de

résistance czc

Nous avons émis 'hypothése que la pompe qui expulse les cations bivalents :

cadmium, zinc et cobalt pourrait &tre induite non par un gradient de protons mais
par un gradient de fer ferreux.
Afin de confirmer ou non cefte hypothése, nous avons verifié que le milieu de
culture contient une quantité significative de fer Il. En effet, le gluconate de
sodium, utilisé comme source de carbone est un réducteur et la stérilisation du
milieu par chauffage a 120°C, pendant 20 min, pourrait favoriser la réduction du
fer ferrique en fer ferreux.

Principe : le fer total et le fer ferreux ont été dosés, selon la norme AFNOR NF T
90.017 de 1982, dans le milieu de culture a trois niveaux :

e Avant ajout de fer, afin de déterminer si le milieu en contient

e Avant autoclave

e Aprés autoclave
La concentration en fer ferrique est obtenue par différence entre le fer total et le
fer ferreux.

Mode Opératoire : pour le dosage du fer total, 'échantillon est acidifié a pH=1,00

par ajout d’acide sulfurique. En ce qui conceme le fer ferreux, 'échantillon est
acidifié suivant le méme protocole, 50 mL sont alors prélevés et chauffés a 100°C,
pendant 40 min, en présence de péroxodisulfate de potassium. Apres
refroidissement, le volume d’échantilion est ajusté a 50 mL avec de leau
ultrapure.

5 mL de chaque échantillon sont prélevés, 200 yL d’acétate d'ammonium et 100
uL de chiorydrate d’hydroxamine y sont additionnés. L'ensemble est incubeé
pendant 15 min, a 'obscurité, puis la densité optique est lue a 510 nm.

Une courbe é&talon a été réalisée, entre 0 et 2 mg/L de fer, sous forme de fer
citrate d’'ammonium.
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IV.1. Vérification de la pureté des souches

IV.1.1. Objectif

Avant d'étudier les protéines des enveloppes de Ralstonia eutropha CH34,
104 et 1153, la pureté des scuches a été vérifiée.

Un ensemble de tests a été réalisé au début de cette étude pour confirmer
lintégrité des souches utilisées. Ainsi, les souches ont été cultivées sur milieux

sélectifs, en pression métallique. Une galerie Api 20 NE et une coloration de
Gram, ont été réalisées.

Tableau IV : résuitats des différents tests réalisés pour lidentification de Ralstonia

eutropha
Tests réalisés Ralstonia eutropha CH34 ~ 1153 et 104
Aspect des colonies sur milieu sélectif Colonies rondes, créme-rosée, plus foncée en présence de fer
Coloration de Gram Batonnets droits, GRAM-
Milieu sélectif enrichi en Niet Zn 42 mM Développement de colonies

Milieu sélectif enrichi en fructose Pas de développement
Réduction de nitrates en nitrites +

Formation d'indole & partir du -

trvotophane

Fementation du glucose -
Hydrolyse de I'arginine

Hydrolyse de 'urée par l'uréase -
Hydrolyse de I'esculine

Hydrolyse de la gélatine

Hydrolyse du p-nitro-phényl-AD-
aalactopyranoside
Assimilation du glucose

Assimilation de {'arabinose -

Assimilation du mannose

Assimilation du mannitol

Assimilation du N-acétyl-glucosamine
Assimilation du maltose

Accimilation du aluconate ¥

Assimilation du caprate

Assimilation de I'adipate

Assimilation du maiate

Assimilation du citrate

Assimilation du phényi-acétate
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IV.1.2. Résultats et discussion

Le tableau IV résume les résultats obtenus pour chacune des souches.

Ces résultats sont en accord avec la bibliographie (Mergeay et al, 1985 ;
Sadouk et Mergeay, 1993), les souches testées présentent toutes les
caractéristiques de Ralstonia eutropha. Aucune contamination n'a été mise

en évidence dans chacune des cultures développées.
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IV.2. Suivi de la croissance bactérienne — choix du milieu de culture

IV.2.1.0bjectif

La composition du milieu de culture est d’'une importance primordiale, car il
influence la composition protéique des enveloppes (Neilands, 1982 ; Fein, 2000 ;
Andrés ef al., 2000). En effet, le systtme de transport du fer est exprime
seulement si la bactérie croit dans un milieu carencé en fer (Hartmann et Braun,
1981 ; Mergeay ef al, 1985 ; Diels ef al, 1995). De méme, le systeme de
résistance czc ne sera pas ou faiblement exprimé en absence des métaux lourds

qui l'induisent.
IV.2.2. Protocole

Des études préalables, réalisées au laboratoire, ont mis en évidence plusieurs
points importants, qui nous ont permis d’optimiser les conditions de cultures :
e lajout d'un mélange d'oligo-éléments « SL7 » optimise la croissance
bactérienne d’environ 20 %, sans influencer la production de sidérophores
(suivi pas le test CAS) de fagon significative
» dans tous les cas, la biomasse est maximale aprés 72 heures de cuiture, a

30°C, sous agitation.

Ralstonia eutropha CH34 a été cultivée en présence de differentes
concentrations de cobalt, de zinc ou de cadmium, afin de déterminer la
concentration minimale d’inhibition (ou CMI), dans les mémes conditions de

culture (figures 11 a, b, c).

IV.2.3. Résultats et discussion

Les concentrations minimales d’inhibition ont ainsi été déterminées pour chaque
métalioide, elles sont respectivement de 6,4 mM ; 1,6 mM et 4 mM pour le cobalt,
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Détermination de la CMI pour du Cobalt
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Figures 11 : détermination des concentrations minimales d’inhibition du-cobalt (11a),
cadmium (11b) et du zinc (11c)
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le cadmium et le zinc. Au vu de ces résultats, les cultures en « pressions
métalliques » ont été réalisées en présence de 5 mM de cobait ou 1 mM de
cadmium, ou 3 mM de zinc, afin de ne pas réprimer la croissance bactérienne.
Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par d’autres équipes (Siddiqui et
Schlegel, 1987 ; Mergeay, 1990).

Dans la suite de cette étude toutes ies souches dé Ralstonia eutropha ont,
donc, été cuitivées dans un milieu TRIS-Gluconate, carencé ou suppiémenté
en fer ou en métaux, pendant 72 heures, a 30°C et sous agitation. Le volume
d'inoculation a été 1/100 du volume de culture final. Ces paramétres ont été

fixés afin d'améliorer la répétabilité des résuitats obtenus.
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iV.3. Fractionnement des enveloppes ceilulaires de Raistonia eutropha CH34, suivi
de pureté

{V.3.1. Objectif

Les structures des enveloppes des bactéries a GRAM (-) sont bien connues,

ainsi que ies techniques d’isolement de ces struciures. Le buti de cetie partie est
de pouvoir analyser leurs caractéristiques générales, leur arrangement, les
relations entre elles et aussi d’étudier les mécanismes d’accumulation et de
transport.
Dans cette étude, nous avons utilisé le protocole de Falla ef al., 1988, légérement
adapté a nos souches bactériennes. Par cette méthode nous souhaitons obtenir
les trois fractions (membrane exteme, peptidoglycane et membrane
cytoplasmique) pures, avec un bon rendement. Pour évaluer la pureté et la perte
du matériel biologique, des marqueurs spécifiques ont été dosés.

IV.3.2. Protocole expérimental

Les enveloppes bactériennes ont été purifiées, comme le schématise la figure
1, paragraphe |l (matériels et méthodes). Brievement, la membrane externe a été
obtenue par induction d’un choc osmotique (sucrose 0,5 M). Le peptidoglycane et
la membrane cytoplasmique ont été obtenus a partir des muréinoplastes. Le
premier, a été isolé en déstabilisant la membrane cytoplasmique avec un
détergent. La membrane cytoplasmique a été obtenue aprés destruction du
peptidoglycane par action de lyzosyme, suivi d’'un choc osmotique.

Des marqueurs spécifiques (KDO, activité SDH) et non spécifiques
(hexosamines, protéines) ont été dosés.

Le tableau V résume les résultats obtenus pour chacun de ces marqueurs, a
partir des enveloppes de Ralstonia eutropha CH34 :
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Tableau V : dosage des marqueurs spécifiques et non spécifiques, ramenés au poids

sec
Fraction isolée | Membrane externe | Peptidoglycane Membrane
cytoplasmique
KDO (umol/mg 914+46 0,55+ 0,07 0,89+ 0,02
poids sec) soit 98,4 % Soit 0,6 % soit 1 %
SDH (Ul/mg poids 0,49 + 10™ 0 62,65 + 0,12
sec) soit 0,73 % sait 99,22 %
Héxosamines 0,16 + 0,002 1,13 + 0,003 0,09 + 0,009
(ug/mg poids sec) soit 11,5 % soit 82 % soit 6,5 %
Protéines (mg/mg 4,95 x 107 1,6 x 10* 1,07 x 107
de poids sec)

N.B. : chaque dosage a été réalisé en triplicat pour chaque échantillon

Les résultats obtenus avec le KDO montrent qu'il est principalement présent
dans les fractions contenant la membrane externe et que les concentrations
trouvées dans les deux autres fractions sont négligeables (inférieures ou égales a
1%). En effet, il est cent fois plus concentré dans les membranes externes que
dans les autres enveloppes. Ces résultats sont en accord avec ceux exposés par
Booth et Curtis (1977), qui ont travaillé sur Fobtention des enveloppes de
Pseudomonas aeruginosa PAO1, mais également par Falla (1990) chez
Pseudomonas fluorescens.

En effet, ces auteurs ont obtenu des résultats comparables, avec une faible
contamination des muréinoplastes par la membrane externe. D'ailleurs, Nikaido et
Vaara, en 1985, ont également relaté la difficulté d’obtenir un rendement de 100%,
chez Pseudomonas aeruginosa.

Le tableau V démontre que la membrane extemne a été obtenue avec un
bon rendement (98,4 %). Cette observation confirme que le peptidoglycane et Ia
membrane cytoplasmique n’ont pas été contaminés par la membrane externe, au
cours de lisolement (moins de 1 % de KDO dosé dans ces enveloppes).

Par ailleurs, Hoyle et Beveridge (1983), avaient obtenu des fractions de
peptidoglycane dépourvues de contaminations par la membrane externe.

Concemant rlactivité SDH, marqueur spécifique de la membrane
cytoplasmique (Kasahara et Anraku, 1974), dosée dans chaque enveloppe, seule
cette fraction présente une activité significative (99,22 % de lactivité totale). Ces
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résultats sont en accord avec ceux obtenus par Falla en 1990, ils tendent a
montrer que la membrane cytoplasmique a été isolée avec un trés bon rendement,
tout en conservant ses propriétés.

Par contre, Booth et Curtis (1977) et Hancock et Nikaido (1978) ont trouvé
une contamination d’environ 15 % dans la membrane externe.

Les héxosamines, se situent essentiellement dans le peptidoglycane,
cependant elies entrent également dans la composition de la membrane externe.
En effet, cette enveloppe contient un dérivé de glucosamine (Prescott et al.,
1995). Cette derniére observation peut expliquer le pourcentage de 11,5 %
d’hésoxamines, qui ont été dosées dans cette fraction. Toutefois, cette
concentration est environ 7 fois supérieure dans le peptidoglycane.

Les résultats obtenus en terme de protéines montrent que la membrane
externe contient prés de 4 fois plus de protéines par mg de poids sec que la
membrane cytoplasmique, ce qui est en accord avec la bibliographie des bactéries
a GRAM négatif (Yamato et al., 1975 ; Thomne et al., 1973 ; Osborn et al., 1972).
D’autres auteurs, comme Booth et Curtis en 1977, et plus récemment Falla, en
1990, qui ont étudié respectivement P.aeruginosa et P.fluorescens, ont trouvé des
concentrations similaires de protéines dans ces deux enveloppes. Ces différences
trouvent une explication dans la variabilité de composition des enveloppes d’une
espéce bactérienne a lautre. Aussi parce que Ralstonia eutropha CH34 et
souches dérivées sont cultivées en pression métallique ou en absence de fer, ce
qui pourrait induire une surexpression des protéines dans cette membrane.

Ces résuitats tendent a démontrer que chaque enveloppe de Ralstonia
eutropha CH34 a été obtenue avec un bon rendement (supérieur a 90 % en
moyenne) et sans contamination significative des autres enveloppes. Leur

composition protéique a donc été déterminée par électrophorése SDS-PAGE.
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IV.4._Analyse par électrophorése de la membrane externe de Ralstonia eutropha

CH34 pour la mise en évidence de(s) protéine(s) de transport du fer

IV.4.1. Objectif

Afin de mieux comprendre l'influence du fer sur la composition protéinique des
enveloppes bactériennes, des bactéries cultivées en absence et en présence de fer
ont été utilisées comme matériel biologique pour lobtention de leur membrane
externe. Les profils protéiniques de ces fractions ont été comparés par
électrophorése SDS-PAGE.

IV.4.2. Protocole

Ces profils électrophorétiques ont été obtenus a partir d'un gel de
polyacrylamide a 12 %, en présence de SDS qui dénature les protéines. Ce gel
permet de visualiser des protéines dont le poids moléculaire est compris entre
14,5 et 120 kDa. Les fractions membranaires ont été diluées dans du tampon
Laemmli, pour avoir une concentration de protéines de 20 pg par puit. Ce tampon,
qui contient du SDS et du p-mercaptoéthanol, permet de dénaturer les protéines
membranaires, en chauffant 'échantillon 1min 30, & 100°C. Aprés migration les
protéines sont colorées au bleu de Coomassie. Les figures 12 A et B présentent
les profils obtenus ainsi qu'un spectre de densité. Les bandes protéiques sont
transformées en intensité de gris, par un logiciel : Optilab (National Instrument ™).
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Figures 12 A et B : profils électrophorétiques et spectres de densité de la membrane
externe de Ralstonia eutropha CH34, cultivée avec (12A) et sans (12B) fer

IV.4.3. Résultats et discussion

Nous pouvons remarquer en comparant ces deux spectres d’intensité, qu'au
moins cing protéines sont sur-exprimées, quand les bactéries sont cultivées en
absence de fer. Ces protéines sont respectivement de 29, 41, 63, 65 et 80 kDa.
La demiere de ces protéines pourrait correspondre au récepteur du complexe
sidérophore-fer. En effet, Gilis ef al. (1996), a identifié le récepteur du complexe
alcaligine E-fer & 83,5 kDa. La bibliographie concernant Ralstonia eutropha CH34
n'a cependant pas mis en évidence des protéines pouvant correspondre aux
quatre autres protéines.

Toutefois, plusieurs protéines de la membrane extemne ont été identifiées
chez d'autres souches bactériennes, dans les mémes conditions opératoires
(carence en fer). En effet, cinq protéines comprises entre 51 et 95 kDa, sont
surproduites chez Bordetella pertussis (Connell et al, 1998). D'autre part,
Guerinot rappelle en 1994, que certaines souches synthétisant ou fixant plusieurs
sidérophores différents (comme Pseudomonas aeruginosa qui produit des
recepteurs de ferripyocheline, ferripyoverdine et ferrienterobactine), produisent
entre trois et six protéines dans la membrane externe. En se basant sur cette
demiére observation, nous pouvons supposer que Ralstonia eutropha CH34
pourrait produire non pas un mais pluéieurs sidérophores ou qu’elle
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synthétise des récepteurs lui permettant de capter des sidérophores
d’autres souches bactériennes.

Cette hypothése peut, par ailleurs, étre étayée par les travaux de
Munzinger ef al. (1999), qui a purifié et déterminé, par chromatographie en phase
gazeuse couplée a un spectrométre de masse, la structure d'un sidérophore
majeur, produit par Ralstonia eutropha 1153 : la staphyloferrine B. Ce sidérophore
est de type citrate, contrairement a Alcaligine E, sidérophore mis en évidence par'
Gilis et al. (1996 et 1898}, dont le groupement de liaison au fer Il est un
phénolate.

Pour confimer la surexpression de plusieurs protéines dans la membrane
externe des bactéries cultivées en absence de fer, des anticorps monoclonaux ont
été produits en utilisant cette membrane comme immunogéne (Melchior et al.,
2001). Plusieurs hybrides plus ou moins spécifiques ont été obtenus (11 hybrides),
deux ont été retenus (ELISA), pour leur spécificité exclusive pour la souche
CH34.

Tableau VI : Réaction immunologique des anticorps monocionaux produits par les
deux hybridomes retenus (AE5/7 et AE5/9) avec différentes souches dérivées de
Ralstonia eutropha CH34 par ELISA.

souches hybridomes
Nom Référence Plasmides AESIT AE5/9
Ralstonia eutropha CH34 cultivée | Mergeay ef al. (1978) pMOL 28 (180 kb) = 5 A
en absence de fer pMOL. 30 (238 kb
Ralstonia eutropha CH34 cultivée | Mergeay et al. (1978) pMOL 28 (180 kb) . .
en presence de fer pMOL 30 (238 kb)
Ralstonia sp. strain AE 104 Mergeay et al. (1985) No plasmids - -
Ralstonia sp. strain AE 126 | Mergeay et al. (1985) | pMOL 28 (180 kb) - -
Ralstonia sp. strain AE 128 | Mergeay et al. (1985) pMOL 30 (238 kb) - -
Ralstonia sp. strain JMP 134 | pJP4 - -
Ralstonia sp. strain CH34 | Transconjugant AE194 X pMOL 28 (180 kb) P 5
| AE245 pMOL 30 (238 kb
Ralstonia sp. strain AE 81 | Lejeune et al. (1983) pMOL 28 (180 kb) % +
5 | bMOL 30 (238 kb) '
Ralstonia sp.strain AE43 | From Pr. Mergeay (1998) | pMOL 28 043
| | pMOL 30 (238 kb) 5 -

+++ . forte détection; + : faible détection; - : pas de détection

Cet anticorps reconnait une protéine de 41 kDa, plasmides-dépendante et

surexprimée en absence de fer. A partir de cette observation, il se dégage
'hypothése suivante :
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- 1l existe au moins une protéine, dans les enveloppes cellulaires,
impliquée dans les systéemes de transport de fer et de résistances aux
meétaux.

Aussi, cette protéine de 41 kDa, sera utiisée comme marqueur antigénique
spécifique de ia souche Ralstonia eutropha CH34.

Cette premiére étape a mis en évidence au moins cinq protéines
membranaires, synthétisées par Ralstonia eutropha CH34, cultivée en
absence de fer, dont une est un marqueur antigénique de la souche. Il est
important d'identifier la (ou les) protéine(s) réceptrice(s) du complexe
sidérophore-fer, parmi ces protéines. C'est pourquoi, nous avons comparé les
profils électrophorétiques des membranes externes de deux souches dérivées
de Ralstonia eutropha CH34 :

s Ralstonia eutropha 104, souche qui ne contient pas les
mégaplasmides, n'exprime donc pas les systémes de résistance czc et cnr

e Ralstonia eutropha 1153, mutant qui présente exactement les mémes
caractéristiques que la souche mére, mais qui surexprime la production du
sidérophore (Gilis et al., 1998).

De plus, fe peptidoglycane et la membrane cytoplasmique de ces souches
ont été purifiés et étudiés par électrophorése afin de compléter le schéma
protéinique de ce transport.

Enfin, la comparaison des enveloppes de Ralstonia eutropha 104 et 1153,
cultivées en pression métallique, contribuera a mettre en évidence les

protéines constituant le systéme czc.
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IV.5. Comparaison des enveloppes de Ralstonia eutropha CH34, 104 et 1153, pour

l’identification des protéines impliquées dans les transport de fer et de résistance

czC

IV.5.1.Analyse des protéines des enveloppes de Ralstonia eutropha CH34,
104 et 1153 par électrophorése SDS-PAGE

a. Objectifs

Cette partie de I'étude a eu pour objectif d’établir définitivement le profil
protéinique des enveloppes bactériennes de Ralstonia eutropha CH34, 1153, 104.
Deux types de protéines peuvent étre révélées :

les premiéres interviennent dans le transport du fer ferrique, les secondes
permettent a la bactérie d’expulser le cobalt, le zinc et le cadmium, ce quirend les
souches possédant ce type de protéines résistantes aux métaux (Diels ef al,
1995 ; Mergeay, 1990).

b. Protocole

Chacune des souches a été cultivée dans les conditions de culture suivantes :

- Ralstonia eutropha CH34 a été cultivée dans un milieu spécifique et en
présence de fer. Elle constitue un témoin négatif dans lidentification de ces
protéines ;

- Ralstonia eutropha 104 a été cultivée en absence de fer, afin de
surexprimer le transport du fer. Cette souche étant dépourvue des
mégaplasmides de résistances, elle constitue le témoin positif ;

- Ralstonia eutropha 1153 a été cultivée en absence de fer et en pression
métallique, afin d’optimiser I'expression des systémes czc et de transport
du fer ferrique

Deux électrophoréses ont été réalisées pour analyser la composition

protéinique de ces enveloppes : le gel de séparation de la premiére a 12% de
polyacrylamide (permet 'analyse des protéines de 14, 5 a 120 kDa), le seconde a
7.5 % (permet 'analyse des protéine de 39,5 a 205 kDa). De plus, dans les deux

cas un gel de concentration 4 4 % a éte utiliseé.
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Ces deux concentrations en polyacrylamide ont été choisis pour les raisons

suivantes :

e les protéines de transport de fer identifiées a ce jour se situent entre 17
kDa (monomeére) et 185 kDa (hexamére), selon les unités considérées
(Higgs et al., 1998).

e Celles composant le systéme czc, sont sous forme dimériques (sauf czc
D) : de 39 et 40 kDa pour chaque sous-unité de Czc C (Grope et al., 1999),
jusqu’a 120 kDa pour Czc A (Nies et Silver, 1989).

1 2 3 4 5 6

7 8 9 10
!m‘” g }trimere Exb B / Exb D ?
116 kD E o .
CzcC? a n {% g :
66 kDa E o H s _

CzcB?

ExbD?
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Figure 13 : électrophorése a 7,5 % des enveloppes bactériennes

standards de poids moléculaire : 29 kDa, 45 kDa, 66 kDa, 91 kDa, 116 kDa, 205 kDa.
membrane externe de Ralstonia eutropha CH34

membrane externe de Ralstonia eutropha 1153

membrane externe de Ralstonia eutropha 104

peptidoglycane de Ralstonia eutropha CH34

peptidoglycane de Ralstonia eutropha 1153

peptidoglycane de Ralstonia eutropha 104

membrane cytoplasmique de Ralstonia eutropha CH34

membrane cytoplasmique de Ralstonia eutropha 1153

0: membrane cytoplasmique de Ralstonia eutropha 104
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c. Résultats et discussion

s Analyse des membranes externes

La figure 13 montre, tout d’abord, le profil protéinique des membranes
externes. Dans le cas de Ralstonia eutropha 1153, nous observons clairement
deux protéines de 41 et 45 kDa respectivement, non détectées dans la membrane
extemne'de Ralsfonia eutropha CH34 cultivée en présence de fer. Ces protéines
pourraient correspondre aux formes monomériques des deux sous-unités de Czc
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C, que la bibliographie identifie & environ 39 et 41 kDa respectivement (Rensing
et al., 1997).

Cependant, Ralstonia eutropha 104 surexprime une protéine (ou un ensemble
de proteines) de méme poids moléculaire (dépbdt 4) ; il est difficile de déterminer
précisement son poids moléculaire (entre 41 et 47 kDa). Il peut s’agir d’un
multimére car I'électrophorése a été réalisée dans des conditions dénaturantes, ce
qui pourrait expliquer la largeur de la bande protéique. Son poids moléculaire
serait alors supérieur a 82 et 94 kDa, ce qui serait en accord avec le poids
moléculaire du récepteur de sidérophore-fer de Ralstonia eutropha, mais
également d’autres souches bactériennes comme Escherichia coli ou
Pseudomonas fluorescens, identifiés dans la bibliographie (Guerinot, 1994 ;
Schalk ef al., 1999 ; Higgs et al, 1998). Les profils électrophorétiques de la
membrane de Ralstonia eutropha 104, issue de culture en présence et en
absence de fer ont été réalisés afin de vérifier l'influence du fer sur lexpression de

cette protéine (figure 14a) :

07,4 kDa Sy

58,1 kDa m

38,8 kDa 1

20kDa

+ fer - fer

Figure 14a : électrophorése de la membrane externe de Ralstonia eutropha 104,

issue de cultures avec et sans fer

Cette électrophorése révele que la protéine de 41-47 kDa est surproduit en
absence de fer, ce qui confirme que le fer régule négativement son expression.

La concentration de cette protéine par rapport a4 lensemble des autres
protéines membranaires, ainsi que l'allure de la bande protéinique, révélée par
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une coloration au bleu de Coomassie, pourrait indiquer la présence d’une protéine
majoritaire : une porine ou une protéine de Braun (analyse bibliographique sur ia
composition de la membrane externe). Plusieurs tests ont été réalisés pour vérifier

ou écarter cette hypothése.

e Nature de la protéine de 45 kDa au niveau de la membrane externe de

Ralstonia eutropha 104

Afin de vérifier si cette protéine est une protéine majoritaire, deux
électrophoréses supplémentaires ont été réalisées :

e La premiére a eu pour objectif de déterminer si cette protéine est une porine
trimérique (figure 14b) : le premier profil a été obtenu a partir d'un échantilion,
dilué dans du tampon Laemmili et chauffé 1 min 30, a 100°C, le second n’a pas été
chauffé. Les porines, sous forme de trimére dans le membrane externe, restent
sous cette forme quand I'échantillon n’est pas chauffé, mais passent sous forme
monomérique dés 70°C (Lakey et Pattus, 1989 ; Trieschmann et al, 1996,

Achouak et al., 2001).

chauffé non chauffé
Y
97,1
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45 L 4 “u
31 et
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Figure 14b : électrophorése de la membrane externe de Ralstonia eutropha 104

chauffée et non chauffée

L'analyse de cette électrophorése confirme, d’une part la surproduction d'une
protéine membranaire d'environ 45 kDa, chez Ralsfonia eutropha 104. D’autre
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part, la chaleur n’a aucune influence sur la structure de cette protéine, son poids
moléculaire restant le méme avant ou aprés chauffage.

Cette demiere observation tend & confirmer que si cette protéine est une
porine, elle ne peut étre que monomeérique.

* la seconde électrophorése a été réalisée dans les mémes conditions
opératoires, puis le gel a été coloré au noir soudan (figure 15). Ce colorant
permet de révéler spécifiquement les groupements lipidiques des lipoprotéines
(Pratt ef al., 1969). Hors les protéines de Braun, protéines majeures qui relient la
membrane exteme au peptidoglycane, contiennent un groupement lipidique
(Peimont, 1993 ; Prescott ef al., 1995).

Mb Ext

66 kDa sl
45 kDa e ey

33 kDa w

21,5kDa

Figure 15: électrophorése de la membrane externe de Ralstonia eutropha
104, colorée au noir soudan

Le premier puit présente les standards de poids moléculaire, dans le second
une suspension de membrane externe de Ralstonia eutropha 104, a la méme
concentration que le gel précédent, a été déposée. Comme la figure 15 le montre,
aucune protéine n’a été révélée par coloration au noir soudan. Cette absence de
coloration prouve que la protéine membranaire d’environ 45 kDa, mis en évidence
chez Ralstonia eutropha 104, ne présente pas de groupement lipidique. Nous
pouvons en conclure que ce n'est pas une protéine de Braun.
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Ces résuitats nous ont permis de remarquer plusieurs points importants dans
la compréhension du réle de cette protéine :
¢ deux bandes protéiques denviron 41 et 45 kDa apparaissent au
niveau de le membrane externe de Ralstonia eutropha 1153, cultivée
en absence de fer et en pression métallique, mais a des concentrations
moins importantes.
e une protéine denviron 45 kDa est surproduite chez Ralstonia
eutropha 104, en absence de fer
s elle n'est ni une porine trimérique, ni une protéine de Braun, protéines
majeures de la membrane externe des bactéries 8 GRAM négatif
o enfin Ralstonia eutropha 104 ne possédant pas les mégaplasmides de
résistances pMOL28 et pMOL30, cette protéine ne peut étre liée aux

mécanismes de résistances aux métaux lourds.

Toutes ces observations nous ont amené a supposer que cette protéine peut

étre liée au transport du fer, la souche ayant été cuitivée en absence de fer. Elle
pourrait correspondre a une forme monomeérique d’un récepteur sidérophore-fer,
bien que ces récepteurs soient couramment identifiés entre 70 et 85 kDa. Le
récepteur d’alcaligine E a été identifié a 83,5 kDa chez Ralstonia eutropha CH34
(Gilis et al., 1996). Cependant, un récepteur du complexe fer-transferrine, de 42
kDa, a éte identifi¢ chez Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis
(Modun et al., 1998 ; Modun et Williams, 1999). Or, le sidérophore majeur produit
par Ralstonia eutropha CH34, la staphyloferrine B est aussi produite par
différentes souches de Staphylococcus (Minzinger et al., 1999).
Cette protéine pourrait aussi correspondre a une protéine membranaire, dont
Fexpression est régulée par le systéme Fur-fer Il. En effet, de nombreuses études
ont révélé que la protéine Fur (en présence de fer ferreux comme co-facteur)
régule directement ou indirectement de nombreux génes, dont certains ne sont
pas liés au transport de fer (Ochsner et Vasil, 1996 ; Escolar et al., 1998). Par
exemple, prés de 90 genes régulés par Fur ont été identifiés chez Escherichia coli
(Hantke, 1999), codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme, la
réponse au stress oxydatif, ou comme facteurs de virulence.

Nous avons mis au point une méthode de purification de protéine
membranaire afin d'isoler cette protéine (paragraphe IV.6.).
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Nous avons, de plus, réalisé un suivi d'absorption du fer par cette membrane,
traduit par un modéle mathématique de type isotherme.

* Analyse des fractions de peptidoglycanes et membranes cytoplasmigues

Au niveau du peptidoglycane et des membranes cytoplasmiques des trois
bacteéries, nous pouvons observer (figure 13) :
- les profils obtenus a partir des enveloppes de Ralstonia eutropha CH34,
révelent, aprés coloration au bleu de Coomassie, des bandes protéiniques de
poids moléculaires compris entre 80 et 105 kDa. Plusieurs études ont clairement
détaillé l'existence d'un complexe trimérique, dimérique ou monomeérique du
couple Exb B — Exb D, selon 'étape du mécanisme ol elles interviennent (Higgs
et al, 1998; Moeck et Coulton, 1998) et selon lobtention de réchantillon
protéique.

- De plus, un ensemble de protéines d’environ 185 kDa sont révélées dans la
membrane cytoplasmique et le peptidoglycane de Ralstonia eutropha 104. Elles
pourraient correspondre au complexe trimérique Exb B - Exb D, ancré dans la
membrane cytoplasmique, s’étendant jusqu'au peptidoglycane et qui intervient
dans le déplacement de Ton B jusqu’a la membrane externe (Higgs et al., 1998).

Plusieurs bandes protéiques peuvent comrespondre a ces formes

monomeériques de Exb Bet Exb D :

e des bandes de 17, 33 et 48 kDa apparaissent au niveau des fractions de
peptidoglycane, qui correspond aux poids moléculaires donnés par la
bibliographie pour Exb D, selon la configuration de cette protéine comme
monomere, dimére ou trimére (Higgs et al., 1998) ;

¢ une protéine de 29 kDa est présente dans le peptidoglycane et Ia

membrane cytoplasmique. Aprés analyse bibliographique, elle pourrait
correspondre 3 la protéine Exb B.
- Les profils protéiques ainsi obtenus révélent I'apparition d’'une bande 39 kDa au
niveau du peptidoglycane, bande également visualisée au niveau des membranes
cytoplasmiques de Raistonia eutropha CH34 et 1153. Ces bandes pourraient
correspondre a la protéine Ton B, identifiée chez Escherichia coli a 36 kDa (Higgs

et al., 1998).
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- Enfin, deux protéines de 110 et 120 kDa, au niveau de la membrane
cytoplasmique, sont exprimées par Ralstonia eutropha 1153, mais elles sont
absentes du profil protéinique de Ralstonia eutropha 104 et CH34. Cette souche
ayant été cultivée en absence de fer et en pression métallique, nous pouvons
supposer que cette protéine intervient dans le mécanisme de résistance aux
« métaux lourds » czc.

Ainsi, si nous nous basons sur le systéme czc, détaillé dans Panalyse
bibliographique, ces protéines peuvent correspondre a la protéine Czc A, ancrée
dans le membrane cytoplasmique, elle s'étendrait dans le peptidoglycane et serait
a la base du systéme de la « pompe » czc (Nies et Silver, 1989 ; Diels et al.,
1995 ; Taghavi et al, 1997). D'autre part, le profil obtenu avec la membrane
cytoplasmique révele une troisiéme bande, proche de 80 kDa, qui pourrait
coirespondre, a une partie tronquée de la protéine (dépourvue de sa partie
périplasmique).

L'analyse par électrophorése des enveloppes de Ralstonia eutropha
CH34, 104 et 1153 a permis de mettre en évidence plusieurs protéines qui
pourraient intervenir dans le transport du fer et le systéme de résistances aux
métaux lourds, czc. Cependant cette identification reste approximative et
empirique. Afin de démontrer le systéme czc, nous avons produit des
anticorps polyclonaux spécifiques de chaque protéine qui le compose, a
partir d’'un fragment d’acides aminés de leur séquence ADN.

Notre étude s’est donc orientée autour de deux axes :

e ['étude de la protéine de 45 kDa au niveau de la membrane externe de

Ralstonia eutropha 104

o la confirmation du modeéle czc
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impliquées dans le transport de fer

IV.6.1. Objectif

IV.6. Purification de protéines de la membrane externe de Raistonia eutropha.

Afin d’étudier les protéines membranaires, impliquées dans le transport de
fer, et plus particulierement le récepteur sidérohore-fer, une méthode de
purification a été mise au point. Cette partie détaille 'évolution de la technique

jusqu'a obtention du protocole final. En effet, les premiers tests, réalisés sur

Raistonia eutropha CH34 ont démontré la nécessité de travailler avec des
protéines membranaires surexprimées, naturellement ou non. En raison de la
structure membranaire et des propriétés des protéines qu'elle contient, la
purification et la stabilisation en milieux liquide est un exercice compliqué qui

nécessite des concentrations protéiques importantes (Popot, 1999).

IVV.6.2. Protocole : Optimisation de la méthode

Aprés analyse bibliographique, la purification de protéines membranaires a
partir de la membrane externe de Ralstonia eutropha a été décomposée en trois
étapes, qui ont di étre optimisées :

a. lextraction des protéines membranaires d'autres constituants
membranaires

b. la purification de la protéine a étudier de 'ensemble des protéines
extraites

C. une étape de concentration est souvent nécessaire,
particulierement dans le cas de protéines membranaires, d’origine
bactérienne. Cette derniere étape peut étre une étape
intermédiaire entre les deux précédentes ou intervenir aprés
létape de purification.

Deux modes d’extraction sont couramment mis en ceuvre pour cette premiére
partie. Notre choix s’est porté sur un détergent non ionique, ayant un coefficient de
formation de micelles faible et n’absorbant pas en UV : le n-octyipalyoxyéthyléne
(Rosenbusch, 1990).
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Cependant, des scivants ont également été testés, choisis selon leur polarité :
le 1,2-dichioroéthane, 'acétate d'éthyle et un mélange phénol :chioroforme :acide
isoamylique. Les résuitats, non présentés ici, ont mis en évidence une forte
dénaturation des protéines membranaires ainsi extraites (déterminé par
chromatographie de filtration sur gel).

Dans la premiére série d’expériences, la susbension de membrane externe de
Ralstonia eutropha CH34 a été extraite en présence de 4 % de n-
octylpolyoxyethyléne, une heure, sous forte agitation, 4 37°C (Rosenbusch, 1990).
L'ensemble est alors centrifugé a 100 000 X g, pendant 30 minutes, a 4°C, le
surnageant contient les protéines solubilisées, entourées de micelles de détergent
(Rosenbusch, 1990 ; Achouak et al, 1998). Elles ont alors été purifiées par
chromatographie d'échanges anioniques forts, puis elles sont étudiées par
électrophorése (Figure 16).

R e T 2

Std Mb CH34 Fractions purifiées par IEC cationique forte
+ou- fer

Figure 16 : électrophorése en SDS-Page de la membrane externe de Ralstonia
eutropha CH34 et des protéines aprés purification

Les protéines ainsi séparées ont été colorées a l'argent, coloration cent fois
plus sensible que le bleu de Coomassie (Merril, 1990). Plusieurs hypothéses
peuvent expliquer cette faible quantité protéique :

1. une concentration initiale de protéines insuffisante ;
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2. les protéines membranaires n'ont pas été correctement extraites et sont
précipitées au cours de l'étape de centrifugation ;

3. une quantité importante de protéines sont perdues au cours de létape de
purification, le gradient ne permettrait pas de décrocher correctement les
protéines de la colonne chromatographique.

Pour pallier ce probléme nous avons testé deux méthodes de concentration, avant

et apres extraction :

- avant extraction, les membranes ont été lyophilisées en présence de
glycérol et remises en suspension dans un volume dix fois inférieur au
volume initial ;

- les protéines ont été concentrées aprés extraction par précipitation. Deux
composes ont été testés : le sulfate d’'ammonium et le polyéthyleéneglycol.

Le tableau VI présente 'évolution des protocoles et le mode opératoire finalement

mis en ceuvre :
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PROTOCOLE 1

PROTOCOLE 2

PROTOCOLE 3

PROTOCOLE 4

PROTOCOLE 5

Obtention des
membranes
externes

Isclement de la membrane externe par Choc osmotique, puis centrifugation (Falla, 1990)

Extraction des
protéines de la

* 24 % de nPOE est ajouté
aux Mb externes, 1h, & 37°C

* mb externes dans 4% nPOE

*5 e ctions successives

* une extraction par nPOE

* 1 extraction par nPOE 4%,

+ 1mM PMSF, une nuit, 4°C. | par nPOE 4%, 1 mM PMSF, |4%, 1 MM PMSF, 1 h, 437°C.| en présence d'antiprotéases

membrane 1h, a 37°C. 2h,a37°C.
externe * puis centrif. &4 100 000 X g, | * puis centrif. 4 100 000 Xg, (pour déterminer si plusieurs

30 min, 4°C : protéines 30 min, 4°C, les prot extraites | extractions sont nécessaires

exiraites dans le surnageant | dans le sumageant a l'extraction de toutes les

protéines membranaires)

Concentration Avant extraction : * filtration sur un filtre * filtration sur un filtre micron | * Concentration aprés dialysq
des protéines ->lyophilisation avec 20% micron a 14000 X g, 20 min | a 14000 X g, 20 min apres les | par un gel d'absorption a

glycérol (final) apres les étapes d'extraction | étapes d'extraction et de travers la membrane de

et de purification purification dialyse
— * méme protocole que le
Apres extraction : protocole 1 * les protéines membranaireq
->les protéines ont été : g
L sont dialysées pour diminuer
concentrées par précipitation :
la [détergent] et éviter les

au PEG et au sulfate bl& ; .

&Fammoatum problemes d’agrégation.
Purification des | Les protéines extraites sont | Ajout de détergent dans le | Purification par Purification par Purification par
protéines purifiées par chromatographie | tampon d’élution pour éviter chromatographie IEC chromatographie IEC chromatographie IEC
extraites de filtration sur gel ou I'agrégation des protéines anionique faible, gradien anionique faible, gradient anionique faible, gradient

cationique fort entre 0-1 M NaCl entre 0-0,5 M NaCl entre 0-0,5 M NaCl
Electrophorese Suivi de chaque étape par électrophorése SDS-PAGE (Laemmili, 1970)
RESULTATS ->Les prot séparées en ->L'électrophorése a misen  [->une seule extraction -> Concentration de protéines [ -> cf. figures représentant leg

filtrtation sur gel semblent evidence l'inefficacité de suffisante p . . chromatogrammes obtenues

agrégées ou dénaturées traitement au PEG et du >Séparation partielle des prot

-> [prof] insuffisante aprés
purification pour obtenir des
resultats en électrophorése

Sulfate d'ammonium

->chromatogramme
identique : GF->IEC

-> toutes les protéines sont
purifiées entre 0-0,4 M NaCl

membranaires

->Probiémes permanents
d'agrégation en Gel Filtration

par IEC sur les protéines
extraites de la membrane
externe de Ralstonia
eutropha 104.

Tableau VIl : Evolution de la purification des protéines membranaires de Ralstonia eutropha CH34
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a. Analyse du protocole 1

20 % de glycérol (comme cryoprotecteur) sont alors ajoutés a la suspension
de membrane externe de Ralstonia eutropha CH34 et I'ensemble est lyophilisé
pendant une nuit. Elles sont remises en suspension dans un volume d'eau
ultrapure, dix fois inférieur au volume initial. Les protéines sont alors extraites du
reste de la membrane par action de n-octylpolyoxyéthyléne, pendant une heure, a
37°C, sous agitation (Gravito et Rosenbusch, 1986 : fiche technique BACHEM,
1996). L'ensemble est centrifugé et le culot est remis en suspension dans le
méme tampon puis les protéines sont concentrées avec du sulfate d’'ammonium (a
30 % et 60 %) ou du polyéthyléne glycol (& 10 % et 25 %). Chaque fraction a été
testée en chromatographie de filtration sur gel.

Les figures 17 a, b, c et d présentent les chromatogrammes obtenus a 254 et 280
nm. Ces chromatogrammes mettent en évidence plusieurs points importants :

Premiérement : les protéines extraites par le sulfate d’ammonium a 30% sont
de faible poids moléculaire (inférieur a 7 kDa), elles peuvent correspondre a des
fragments de protéines, dues a une dénaturation. A moins que les protéines de

faible poids moléculaire n'aient été concentrées.

Deuxiéemement : le chromatogramme des protéines du culot, séparées par
chromatographie de filtration sur gel, se divise en deux parties. La premiére entre
t=2 min et t=8 min, se compose de trois pics protéiques, mal résolus et dont le
poids est supérieur & 2 000 kDa. Compte tenu de ces observations, ces protéines
semblent correspondre a des agrégats protéines-détergent. La seconde partie du
chromatogramme, entre t=15 et 18 min, est comparable aux résultats obtenus
avec le sumageant, les protéines séparées correspondent a des poids

moléculaires inférieurs a 12 kDa.
Troisitmement : la seconde extraction au sulfate d’ammonium a 60 % donne

des résultats comparables & ceux obtenus par la premiére extraction : les
protéines qui nous intéressent ne sont pas extraites.

Quatriemement : les résuitats obtenus avec le polyéthylene glycol sont
comparables a ceux obtenus avec les fractions testées, aprés action du sulfate
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d’ammonium, des agrégations de protéines apparaissent de facon significative.
D’autre part, des dénaturations peuvent étre observées dans chaque échantillon.
Cependant une protéine de 63,5 kDa est extraite dans les surnageants, obtenus
aprés action du PEG, mais la densité optique de ce pic protéique n’est pas
important et correspond a une faible concentration.

Ces résuitats mettent en évidence que plusieurs étapes du protocole
doivent étre optimisées. Tout d’abord, nous avons observé une dénaturation
des protéines, qui peut intervenir pendant I'étape de lyophilisation ou étre
consécutive a l'utilisation du détergent pour I'extraction. Afin de limiter cette
dégradation, et de déterminer laquelle de ces étapes en est la cause, du
phényiméthyisulfate & 1 mM (ou PMSF), qui a un réle d'antiprotéases, sera
ajouté au tampon d'extraction (Deutscher, 1990 ; Jascow, 1990).

De plus, 'ensemble ne sera pas incubé une heure a 37°C, mais une nuit, a
4°C, ce qui devrait également limiter la dénaturation.

Pour pallier le probléme d’agrégation, intervenant au cours de I'étape de
purification, du détergent a 0,5 % [concentration minimale de formation de

micelles) a été ajouté au tampon d'élution qui n’en contenait pas.

b. Analyse du protocole 2

Ce deuxiéme protocole a été mis en place avec les modifications exposées
precedemment. Les protéines extraites ont été purifiées, par chromatographie de
filtration sur gel. Le chromatogramme obtenu tend & montrer que les modifications
apportees au protocole n'ont pas permis d’obtenir les résultats escomptés. En
effet, nous pouvons observer, comme pour le premier mode opératoire testé, la
formation d’agrégats protéiques, qui sont élués de la colonne de filtration sur gel
entre t=2 et 8 min. Aprés 15 min, des protéines de faibles poids moléculaires sont
éluées de la colonne. Les densités optiques des pics tendent 4 montrer que les
protéines sont faiblement concentrées.

Une électrophorése en SDS-PAGE, & 12 % a été réalisée avant purification, pour

confirmer ces observations (figure 18).
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Figure 19 : Electrophorése des protéines de la membrane externe de Ralstonia
eutropha CH34, aprés extraction par du n-octylpolyoxyéthyléne (protocole 2)

Premiérement, le gel a été coloré a rargent, Ia quantité de protéines obtenues
avant purification étant insuffisante. Ce qui est en accord avec les densités
optiques des chromatogrammes obtenus en filtration sur gel.

Deuxiemement, les profils électrophorétiques mettent en évidence que les
protéines sont réparties dans deux fractions, qu'elles aient été concentrées par le

sulfate d’'ammonium ou par le PEG.

Troisiemement, les profils électrophorétiques des protéines extraites sont
comparables au profil de la membrane externe. Ainsi, les pics observés entre 2 et
8 minutes correspondent a des agrégats de protéines, malgré la présence de
détergent dans le tampon d’élution. Or, le chromatographie en filtration sur gel est
couramment utilisée en fin de purification, comme étape de « polissage », aprés
une premiere étape de séparation basée sur les propriétés chimiques des
protéines (charge, hydrophobicité, pHi, par exemple).
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Au vu de ces résultats, plusieurs modifications ont été apportées a
plusieurs niveaux du mode opératoire. Les deux étapes de concentration
n'étant pas satisfaisantes (la lyophilisation et la précipitation), elles ont été
remplacées par une méthode de filtration sur membrane, induite par une
force centrifuge. Comme I'étude bibliographique I'a exposée, cette technique
est utilisée pour pallier les probiémes de dénaturation.

De plus, une seule extraction pouvant étre insuffisante & I'obtention de
I'ensemble des protéines membranaires (ce qui pourrait expliquer la faible
quantité de protéines obtenues aprés extraction), cinqg extractions
successives seront réalisées.

Enfin, I'étape de purification par chromatographie de filtration sur gel
sera remplacée par une étape de chromatographie d'échanges anioniques

faibles, plus séparative.

c. Analyse du protocole 3

Apres chaque extraction, le culot est remis en suspension dans le méme
volume de tampon. Il est alors concentré, ainsi que le surnageant, par
centrifugation des tubes de filtration (seuil 3000 Da), & 14000 X g, pendant une
heure, a 4°C. La composition de chaque échantillon est alors déterminée par
électrophorése SDS-PAGE a 12% de polyacrylamide. Seules les fractions
contenant des concentrations significatives de protéines seront regroupées et
purifiées en chromatographie d'échanges anioniques faibles. La figure 20
presente I'électrophorése obtenue, aprés coloration au bleu de Coomassie :

21,5

4

45 i i

(kDa)

CH34 CH34 CH34 S —
+fe +fe -Fe Fractions purifiées
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Premiérement, les protéines extraites sont concentrées principalement dans le

surnageant issu de la premiére extraction par le n-octylpolyoxyéthyléne. Les
surnageants issus des quatre extractions suivantes contiennent pas ou peu de
protéines membranaires. En effet, aucune protéine n'est identifiable sur ces
profils.

Deuxiémement, les protéines extraites ont été purifiées sur une colonne
d’échanges anioniques faibles. Les protéines sont séparées par un gradient
continue de chlorure de sodium entre 0 et 1 M en 35 min. La figure 21 présente le
chromatogramme obtenu a 254 et 280 nm. Plusieurs pics protéiques sont séparés
entre 0 et 0,4 M de chlorure de sodium. La densité optique des protéines ainsi
purifiées est comprise entre 0,012 et 0,044 & 254 nm, ce qui, en comparaison des
résultats obtenus, par chromatographie de filtration sur gel (protocole 2),
commespond a des concentrations, en terme de protéine, environ dix fois

supérieures.

Troisiemement, la séparation des protéines membranaires extraites par cette
technique chromatographique a permis d’améliorer leur purification. Cependant,
les pics sont trés rapprochés, cette séparation pourrait étre optimisée, en
modifiant le gradient salin. Ainsi, les protéines étant séparées entre 0 et 0,4 M de
chlorure de sodium, le gradient sera donc raccourci entre 0 et 0,5 M. De plus, un
gradient en pallier plutét que linéaire a permis d’optimiser la séparation de

protéines, dans de nombreuses études (Kato et al., 1987b).

Quatriémement, le chromatogramme a été « fragmenté » par fraction d’une
minute (soit 1 mL). Aprés concentration sur membrane, les protéines ainsi
purifiées, ont été étudiées par électrophorése SDS-PAGE a 12 %, afin de
déterminer leur poids moléculaire et la répartition des protéines séparées (figure
20).

L’analyse de cette électrophorése, met évidence que chaque pic correspond a un
ensemble de protéines, éluées entre 2 et 5 minutes. Les deux premiers pics
correspondent quasiment a I'ensemble des protéines de la membrane externe de
Ralstonia eutropha CH34. Une étape supplémentaire de purification est donc
necessaire pour obtenir des fractions pures, une seconde étape de filtration sur

gel sera donc développée.
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Plusieurs extractions successives des protéines membranaires ont éte
réalisées et analysées par électrophorése, en conditions dénaturantes, pour
apprécier I'étape d'extraction. Cette partie de I'étude montre que Ia majorité
des protéines sont extraites au cours de la premiére extraction. Aprés
purification par chromatographie d'échanges ioniques, une seconde étape de
séparation s’avére nécessaire.

Pour optimiser I'étape de séparation, le gradient d'élution sera optimisé et
une étape de chromatographie de filtration sur gel successive a Ia

chromatographie d'échanges ioniques sera développée.

d. Analyse du protocole 4

Les étapes d’extraction et de concentration sont restées identiques a celles
mises en place dans le protocole 3. Brigvement, les protéines sont extraites par le
n-polyoxyéthyléneglycol a 4 %, et en présence dantiprotéases. Aprés
centrifugation, le surnageant contenant les protéines extraites de la membrane,
est concentré par induction d’'une force centrifuge, sur une membrane d’un seuil
de 3 kDa. L’étape de purification a été modifiée & plusieurs niveaux :

» le gradient d’élution, utilisé au cours de la chromatographie d’échanges
ioniques a été réalisé entre 0 et 0,5 M de chlorure de sodium, en 35
minutes.

o De plus, un gradient en paliers de 0, 1 M de sel a été préféré au gradient
linéaire. La fraction contenant la majeure partie des protéines
membranaires ont été étudiées par électrophorése (figures 22 a et 22 b)
puis a été purifiée par chromatographie de filtration sur gel (figure 23 a et

b).
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Figure 23 a : Chromatogramme de purification des proteines par IEC, par induction d’'un gradient linéaire
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Figure 22 a : électrophoréses des fractions purifiées a 2, 3, 4, 5 et 8 minutes
(protocole 4)
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Figure 22 b : électrophoréses des fractions purifiées a 9, 10, 11, 14, 15 et 16 minutes
(protocole 4)

Premiérement, le chromatogramme obtenu en chromatographie d’échanges

ioniques est constitué d’'un ensemble de pics protéiques sortant de la colonne
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entre 2 et 18 minutes, plus ou moins bien résolus et trés rapprochés. Ainsi, entre 2
et 4 minutes, quatre sommets sont identifiables, ce qui peut traduire une mauvaise
séparation des protéines membranaires.

Deuxiéemement, la densité optique du pic protéique sortant aprés deux
minutes a triplé par rapport aux résultats obtenus dans le protocole 3 (entre 0,30
DO a 254 nm et 0,093 DO a 254 nm). Ceci montre que les changements apportés
au protocole ont permis d’augmenter la concentration des protéines membranaires
d’un facteur trois. Des fractions de 1 minute, correspondant a 1 mL, ont été
analysées par électrophorése en SDS-PAGE afin de déterminer e degré de
pureté des protéines ainsi purifiées, avant séparation en chromatographie de
filttration sur gel.

Troisiemement, les figures 22 a et b présentent les résultats ainsi obtenus.
Bien que la concentration protéique ait été augmentée, les protéines purifiées sont
en quantit¢ insuffisante. De plus, les protéines ne sont pas complétement
séparées. Ce qui laisse supposer que les protéines séparées en chromatographie

d'échanges ioniques sont, en fait, des agrégats protéiques.

Quatriéemement, pour confirmer ou non cette hypothése, le pic sortant aprés 2
minutes, a été étudié par chromatographie de filtrations sur gel.
Nous avons constaté que, ainsi que pour les protocoles développés
precédemment, les protéines purifiées sont sous formes d'agrégats (pic a 7
minutes, correspondant a 2000 kDa) ou de fragments protéiques (pics aprés 12
minutes, correspondant & des poids moléculaires inférieurs a 10 kDa).

Cingquiémement, les résultats obtenus par chromatographie de filtration sur gel
confirment que les protéines membranaires sont extraites du reste de la
membrane, mais sont en solution sous forme d’agrégats, méme aprés purification
par chromatographie d'échanges ioniques. Or la technique utilisée pour
concentrer les protéines, peut étre a l'origine d’'une concentration, en paraliéle du
détergent. Les protéines déposées sur la colonne de chromatographie d’échanges
ioniques, sont alors en présence d'un tampon de faible concentration en détergent
(0,5 %). Ce changement peut étre a l'origine de l'apparition d’agrégats protéiques.

Sixiemement, les résultats obtenus en électrophorése mettent en évidence

que bien que la quantité de protéines membranaires ait été augmentée, elle reste

faible pour toute utilisation ultérieure des protéines semi-purifiées, obtenues a ce
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stade de la purification. Or les protéines ont été concentrées sur des membranes
apres purification en chromatographie d’échanges anioniques. Nous pouvons
donc supposer que cette étape n'est pas satisfaisante et ne permet pas d’obtenir
des concentrations suffisantes de protéines. En effet, des études tendent 3
montrer que ce type de membranes, couplé & une force centrifuge, entraine une
fixation irrémédiable des protéines, et plus particulierement si elles sont

hydrophobes.

Bien que les modifications apportées au protocole de purification aient
permis d'obtenir des concentrations trois fois plus importantes de protéines,
elles ne sont que semi-purifiées, aprés deux étapes successives de séparation.
D'autre part, toutes ces étapes contribuent & diminuer la concentration
protéique.

Au vu de ces résultats et pour augmentér de facon significative la
concentration de la protéine réceptrice, plusieurs modifications ont été
apportées au protocole. Ainsi, les protéines ont été concentrées par un
systéme de dialyse, couplé a un gel qui absorbe le milieu aqueux. Cette étape
permettra dans un méme temps de diminuer la concentration de détergent
dans I'échantilion, afin d'éviter une agrégation des protéines au cours de
I'étape de purification.

De plus, le chromatogramme obtenu par filtration sur gel a mis en
évidence des fragments protéiques, le PMSF a donc été remplacé par un
cocktail d’antiprotéases (inhibiteurs de sérine, cystéine, aspartique et métallo-
protéases et aminopeptidases ; SIGMA P8465), également ajouté aux
tampons utilisés au cours de la purification.

Enfin, nous avons travaillé & partir de la membrane externe de Ralstonia
eutropha 104, qui comme nous avons pu le mettre en évidence dans la
premiére partie surexprime naturellement la protéine membranaire qui

pourrait correspondre au récepteur du complexe sidérophore-fer.

e. Analyse du protocole 5

Les protéines de Ralstonia eutropha 104 ont été extraites dans une solution
contenant 4 % d’octylpolyoxyéthyléneglycol, et des antiprotéases, pendant deux
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heures a 37°C, sous agitation. Aprés centrifugation, les protéines extraites de la
membrane sont placées dans un sac de dialyse (Float-A-lyzer) contre 500 mL de
tampon TRIS-HCI, pH=8,00, 0,5 % de n-octylPOE et d’antiprotéases (SIGMA -
P8465), sous agitation, a 4°C, pendant 2 heures.

Les protéines sont alors concentrées, en plagant le sac de dialyse dans un gel
d’absorption, sous agitation, a 4°C, pendant 6 heures.

Le sac de dialyse, contenant les protéines extraites est alors placé dans 100 mL
solution de tampon « propre », une nuit, a 4°C, sous agitation.

Les proteines ainsi concentrées et dialysées sont purifiées par chromatographie

d’échanges ioniques faibles.

Afin de vérifier que l'étape de concentration, aprés lextraction, a été
satisfaisante, 'échantillon a été analysé par électrophorése SDS-PAGE. La figure
24, présente cette électrophorése. Un spectre de densité a également été réalisé
pour apprécier correctement cette partie du mode opératoire.

L'échantillon est alors déposé sur une colonne chromatographique
d’échanges anioniques faibles et les protéines sont séparées selon un gradient
salin entre 0 et 0,5 M. La figure 25 présente le chromatogramme obtenu a 254 et
280 nm. Plusieurs points importants peuvent étre soulignés :

Tout d'abord, le chromatogramme peut étre divisé en deux parties: un
premier pic protéique, bien résolu, d’'une densité optique de 0,60 a 254 nm,
apparait entre 1 et 2 minutes. Un ensemble de trois pics, dont la base est
d’environ deux minutes, se succédent entre 22 et 28 minutes. Le premier a une
densité optique de 0,35 & 254 nm, le second 0,20 et le dernier de 0,05. La
composition protéique de chaque fraction de 1 minute a été analysée par
électrophorése SDS-PAGE a 7,5 % (figure 24) :
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Figure 25 : Chromatogramme de purification des protéines membranaires de Rastolnia eutropha 104 par IEC
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Figure 24 : Electrophorése des protéines aprés concentration et apres purification

Ce gel d'électrophorése met en évidence que la protéine purifiee, correspond a la
protéine membranaire d’environ 45 kDa, exprimée chez Ralstonia eutropha 104. De
plus, aucune autre bande protéique n'a été révélée par coloration au bleu de
Coomassie, dans cet échantillon. Ce qui confirme que la protéine isolée entre 2 et 3
minutes, n'est pas « contaminée » par d’autres protéines membranaires.

D’autre part, les protéines éluées entre t=9 et 12 minutes, et colorées au bleu de
Coomassie, laisse apparaitre la composition protéique compléte de la membrane
externe de Ralstonia eutropha 104, comparable aux profils obtenus pour Ralstonia
eutropha CH34 et Ralstonia eutropha 1153. Cette composition protéique de la
membrane externe de cette souche n'était pas identifiable en raison de la forte
concentration de la protéine de 45 kDa, ce qui n'est plus le cas aprés extraction de
cette protéine.

Enfin, la protéine ainsi purifiée a été dosée selon la méthode du BCA et comparée
a la concentration de protéines membranaires, afin de déterminer le rendement de la
purification. Ainsi, 0,832 + 0,005 mg de protéines/mL ont été dosées dans la
membrane de Ralstonia eutropha 104. L'échantillon de protéine purifie contient,
quand a lui, 0,323 + 0,04 mg de protéine/mL.

Cet échantillon protéique représente donc pres de 39 % des protéines totales de

la membrane.
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IV.6.3. Synthése et conclusions concernant la purification de la protéine

membranaire de 45 kDa

Plusieurs méthodes d’extraction, de concentration et de purification ont
été testées, afin de mettre au point une technique de purification de cette
protéine.

A lissue de cette partie de I'étude plusieurs conclusions peuvent étre
apportées :

Premiérement, nous avons choisi d’extraire les protéines par un détergent

non ionique, ce qui se révéle étre une propriété primordiale pour I ‘étape de
purification. En effet, ce détergent n’ a pas été un facteur limitant dans le
choix du type de colonne chromatographique pour la séparation des
protéines extraites.

Deuxiémement, I'évolution des modes opératoires développés a souligné
I'importance de contréler avec précision la composition des tampons utilisés
tout au long de cette procédure. Ainsi, la présence d'antiprotéases, la
quantité de détergent dans I'échantillon et dans les tampons, la salinité du
tampon d'élution au cours de I'étape de purification, sont des parameétres
primordiaux dans I'élaboration d’'une méthode.

Troisiémement, ces protocoles ont clairement établi la nécessité, dans le
cas précis de protéines membranaires, de développer une étape de
concentration adaptée. Plusieurs techniques ont été testées : la précipitation

(sulfate d’'ammonium, polyéthyléneglycol), la filtration sur membrane, la
dialyse. Cette derniére technique nous a permis de concentrer les protéines
extraites, sans augmenter la concentration de détergent dans I'échantilion
protéique, a I'origine d’agrégats.

Quatriémement, nous avons pu constater que des résultats concluants

ont finalement été obtenus a partir d'une suspension de membrane externe
de Ralstonia eutropha 104, souche qui surexprime naturellement la protéine
étudiée.

Cinquiémement, un protocole a donc été mis au point et optimisé. Ii

repose sur trois étapes successives :
- les protéines membranaires de Ralstonia eutropha 104 sont extraites a

partir d'une suspension membranaire, par action du n-
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polyoxyéthyléneglycol 4 %, en présence dantiprotéases, pendant
deux heures, sous agitation. Les protéines extraites sont séparées des
débris membranaires par centrifugation, 3 100 000 X g, 20 minutes, a
4°C.

- elles sont dialysées deux heures contre le tampon de purification,
contenant 0,5 % de n-polyoxyéthyléneglycol, puis concentrées par
absorption du milieu aqueux sur un gel (Spectra Gel Absorbent;
SPECTRUM), six heures a 4°C; sous faible agitation. Enfin, la suspension
protéique est dialysée une nuit, contre un tampon « propre », de méme
composition, a 4°C. L'échantillon protéique est alors dans le méme
tampon que celui utilisé pour la purification par chromatographie
ionique, ce qui limite I'agrégation des protéines extraites.

- Les protéines ont alors été purifiées, selon leur charge totale, sur une
colonne chromatographique d'échanges anioniques faibles, par un
gradient salin entre 0 et 0,4 M en 35 minutes.

- Un suivi de purification a été réalisé par électrophorése en SDS-PAGE.

Sixiemement, ce mode opératoire, nous a permis d'obtenir une protéine

pure et en quantité suffisante pour son analyse. En effet, nous avons vu dans
la IV.2. des résultats que cette protéine membranaire d’'un poids moléculaire
d'environ 45 kDa, pourrait correspondre au récepteur membranaire du
complexe sidérophore-fer chez Ralstonia eutropha 104. En effet, cette
protéine n’est pas une protéine de Braun et son expression est influencée par
la présence ou I'absence de fer dans le milieu de culture. Deux bandes de
méme poids moléculaires (mais mois concentrées) ont été identifiées dans la
membrane externe de Ralstonia eutropha 1153, souche qui surexprime la

synthése du sidérophore.

Pour confirmer le réle de cette protéine nous avons réalisé un suivi
d'absorption du fer, mais également de métaux sur la membrane externe de
Ralstonia eutropha 104, en présence de sidérophores. Le suivi d’absorption
du fer sur cette membrane a été comparé a Ralstonia eutropha CH34.
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IV.7. Etude de ladsorption du fer ferrique, du cobalt, zinc et cadmium par la

membrane externe de Ralstonia eutropha 104

IV.7.1. Objectif

Afin de comprendre le mécanisme d'adsorption du fer par la membrane
externe de Ralsionia eutropha, un isotherme d’adsorption de Freundlich a été
représenté pour déterminer l'affinité du fer pour le(s) récepteur(s) membranaire(s)
de Ralstonia eutropha 104 et CH34. Les quantités de fer et de métaux testées
étant faibles (de 0,5 a 15 mg/L suivant le métal), l'isotherme de Freundlich a été
préféré a un isotherme de Langmuir, cet isotherme étant basé sur I'équilibre entre
le métal en solution et la fraction bactérienne (Falla, 1990). Ce modeéle reposant
sur Fhétérogénéité de fixation, le nombre de site de fixation et leur constante

d’affinité sont déterminés.

IV.7.2. Protocole : technique de dialyse

1 mg de suspension de membrane externe de Ralstonia eutropha 104,
obtenue a partir d’'une culture, en présence et en absence de fer, a été placé en
présence de sidérophores et de différentes concentrations de fer, dans un sac a
dialyse. L'ensemble a été placé dans 50 mL d'eau suprapure, sous agitation,
pendant 48 heures. La quantité de métal non fixé a été mesurée par absorption
atomique. L'isotherme d’adsorption a été comparé a celui obtenu sur la membrane
externe de Ralstonia eutropha CH34 (figure 26).

IV.7.3. Analyse et discussion

La droite bleue représente la tendance d’absorption du fer ferrique sur la
membrane externe de Ralstonia eutropha 104, cultivée sans fer, la rouge est celle
obtenue, & partir de cultures en présence de fer. Enfin, la verte est la tendance
d’absorption du fer par la membrane externe de Ralstonia eutropha CH34, cultivée

en absence de fer.
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Figure 26 : Isotherme d'adsorption du fer lli par les membranes externes de Ralstonia sutropha CH34 et 104
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La figure 26 montre que les droites obtenues & partir de la membrane externe
de Ralstonia eutropha 104, issue d’une culture en présence ou en absence de fer,
sont monophasiques et de pentes identiques. Cette observation tend a démontrer
que laffinité relative du fer pour les récepteurs de la membrane de Ralstonia
eutropha 104 est toujours la méme, que les bactéries aient été cultivées en
absence ou en présence de fer. Ces affinités Kigs. et Kigs. Ont été calculées, en
faisant 'exposant de la pente de chaque droite :

- Kiose = "9 = 14,35 Limg

- Kios=€""% = 14,48 Limg

Ces valeurs, tres proches I'une de I'autre confirment que I'affinité du fer
pour les récepteurs de la membrane ne varie pas en fonction des conditions
de culture. Ce systéme de forte affinité est un systéme performant
d’accumulation, qui n’a pas atteint une saturation, méme en présence de 15
mg/L de fer il dans le milieu.

Par contre, la courbe de fixation du fer ferrique sur la membrane externe de
Ralstonia eutropha CH34, issue d'une culture sans fer, est biphasique. Les
affinités relatives des deux phases ont également été déterminées :

- Kenag 1= €M%= 12,75 Limg

- Kcnag 2= €91 = 4,60 Limg

Cette courbe biphasique décrit deux étapes dans le processus d’'absorption du
fer ferrique par la membrane externe de Ralstonia eutropha CH34. La premiére
étape est rapide et présente une affinité, forte et proche de laffinité de la
membrane de Ralstonia eutropha 104 (12,75 L/mg). Ce premier systéme tend
vers la saturation, un second systéeme de fixation du fer, d’affinité relative faible
(4,60 L/mg) intervient alors (pente = O,66).

Ceci peut correspondre a deux systemes d’accumulation du fer par
Ralstonia eutropha CH34, le premier serait assuré par le récepteur
sidérophore-fer et le second par un autre systéme protéinique.

IV.7.4. Isothermes d’adsorption du cadmium, cobalt, zinc sur la_ membrane

externe de Ralstonia eutropha 104

L’adsorption de ces métaux sur la membrane externe de Ralstonia eutropha

104, a été réalisée de méme que pour le fer ferrique, entre 0,5 et 2,5 mg/L
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Figures 27 a,b et ¢ : Isotherme de Freundlich du cadmium, cobalt, zinc
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de cadmium et entre 0,25 et 1,25 mg/L pour le cobalt et le zinc. Ce mécanisme a
été représenté par des isothermes de Freundlich (figures 27 a,b et c). Cette partie
de I'étude a pour objectif de vérifier si la fixation des métaux sur la membrane de
Ralstonia eutropha 104, est active.

IV.7.5. Analyse et discussion

Chacune de ces courbes sont biphasiques, les courbes d’adsorption du cobalt
et du zinc semblent similaires. Cependant chaque courbe révéle au moins deux
phases d’adsorption de ces métaux fun de forte affinité, 'autre de faible affinité
(tableau VIH).

Tableau VHI :

Métalloide testé 1% constante d ‘affinité 2° constante d’affinité
Cadmium 15,81L/mg 6,70 L/mg
Cobalt 7,62 L/img 43,76 L/mg

Zinc 7,63 L/img 43,44 L/mg

Les courbes traduisant la fixation du cobalt et du zinc sur la membrane
externe de Ralstonia eutropha 104, sont quasiment identiques. Elles sont toutes
deux biphasiques, mais le phénoméne de captation de ces métaux est « inversé »
par rapport a celui du cadmium. En effet, la premigre étape de fixation est traduite
par une constante d’affinité faible (7,62 et 7,63 L/Img pour le cobalt et le zinc
respectivement), qui est suivie d’'une seconde étape de fixation beaucoup plus
rapide (43,76 et 43,44 L/mg pour le cobalt et le zinc respectivement). Ceci semble
indiquer que ces métaux sont, tout d'abord, fixés par un systéme rapidement
saturés et de faible affinité. Ce premier transport pourrait correspondre a la fixation
de ces métaux sur le sidérophore. En effet, Gilis et al, en 1998 ainsi que
Namiranian ef al. en 1997 ont démontré la fixation du cadmium et du zinc
respectivement sur le sidérophore. Par contre, aucune étude a ce jour n'a
démontré que le complexe ainsi formé pouvait se fixer au récepteur de la
membrane. Un second mode de fixation des métaux est développé lorsque le
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premier est saturé avec une constante d'affinité relative beaucoup plus élevée ( de
lordre de 43 L/mg, soit prés de 6 fois plus élevée que la premiére). Ceci démontre
que sur une souche de Ralsionia eutropha dépourvue des plasmides de
résistances aux métaux, le cobalt et le zinc (qui interviennent comme co-facteurs
de divers mécanismes enzymatiques) sont absorbés en deux étapes d’affinité
différentes.

Le (les) mécanisme(s) de fixation du cadmium, semblent agir a 'inverse
de ce phénoméne. Un systéme de forte affinité s’exprime lorsque les
quantités de cadmium dans le milieu sont faibles (inférieures a 1,5 mgJL).
Cependant, ce systéme est saturé quand les concentrations en Cd
augmentent, sans doute aprés saturation des sidérophores, et pour limiter
'entrée de ce toxique dans la cellule bactérienne.
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IV.8. Démonstration du systéme czc

IV.8.1. Objectif

Dans le cadre de cette étude, nous avons choisi de produire des anticorps
pour confirmer le modéle protéique proposé pour le systéme de résistance aux
cobalt, zinc, cadmium, chez Ralstonia eutropha CH34. Les séquences aminées de
ces protéines étant connues, nous avons sélectionné des séquences de douze
acides aminés pour chaque protéine, immunogénes pour les souris. Notre choix
s’est porté sur la production d’anticorps polyclonaux, étant donné la nature des
antigénes, leur petite taille limite, en effet, les risques d'obtenir un éventail
d’anticorps peu spécifiques. L'identification des protéines constituant le systéme a
été réalisée par Western Blot.

- Proposition d’'un modéle d’expulsion des métaux

Apres analyse bibliographique, nous proposons la systéme suivant, sur lequel
sont représentées les quatre protéines constituant le mécanisme de transport des
cations métalliques vers le milieu extracellulaire : Czc A, Czc B, Czc C et Czc D.

Czc D

1 2H

Figure 28 : Schématisation de la pompe de transport des métaux proposée, aprés analyse bibliographique
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IV.8.2. Protocole : Choix des séquences acides aminés pour la_production

d’'anticorps polyclonaux

Les séquences ont été choisies en fonction de leur polarité, aprés analyse de la
sequence de 'opéron czc(Nies et Sliver, 1989). En effet, une séquence est d’autant
plus immunogéne, qu’elle est hydrophile (tableau IX) :

Tableau X : séquences d'acides aminés sélectionnées pour la production d'anticorps

polyclonaux
Protéine du systéme de résistanceczc a | Séquence d’acide aminé sélectionnée
identifier pour la production des anticorps
Czc A NQISRENGKRRI (hydrophile a 83,3 %)
Czc B GHSESKGHGDTE (hydrophile a 100 %)
CzcC EDTR KSTRTSTA(hydrophile 2 91,6 %)
Czc D DKKRTFGYYRFE(hydrophile a 83,3 %)

Trois souris ont été immunisées par antigéne, elles ont re¢u 200 pg de peptide,
en intra péritonéal, trois fois, a quinze jours d'intervalle. Quatre jours avant le
sacrifice, elles ont regu 25 pg de peptides en intraveineuse. Le sang a été récupéré,
puis les sérums prélevés, les anticoms polyclonaux gu’ils contiennent ont été testés

par Western blott.

a. Analyse des anticorps polycionaux produits contre la séquence aminée czc A

L’'analyse bibliographique révele que Czc A serait le centre de la pompe a
forigine de l'excrétion du cobalt, zinc, cadmium. Cette protéine, composée de
douze hélices transmembranaires dans la membrane cytoplasmique, s'étend
jusqu’au peptidoglycane, ou elle forme deux sous-unités (Anton ef al,, 1999). Son
poids moléculaire est d’environ 120 kDa.

Afin de révéler la localisation et le poids moléculaire de cette premiére protéine,
un western blot a été réalisé sur chacune des enveloppes des trois souches testées
(Figure 29).
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Figure 29 : western blot des anti-CzcA

Les anticorps polyclonaux produits & partir de la séquence aminée czc A ont
révélé par western blotting, des protéines au niveau des trois enveloppes :

- une protéine d’environ 102 kDa dans le membrane externe de Ralstonia
eutropha CH34, une de 80 kDa dans le peptidoglycane et enfin une protéine d’environ
97,4 kDa dans la membrane cytoplasmique. Cette observation suggére que le
protéine Czc A traverserait les trois enveloppes. Anton ef al., en 1999, suggerent que
cette protéine, ancrée dans la membrane cytoplamisque, par 12 hélices o, présente
une large partie périplasmique. Ceci est en accord avec la protéines de 80 kDa, du
peptidoglycane et celle d’environ 100 kDa de la membrane cytoplasmique. Ainsi la
partie membranaire pourrait étre de 20 kDa.

Cependant, une protéine de 104 kDa est identifiée dans la membrane externe .
Ceci nous laisse supposer que Czc A présente la méme configuration au niveau
de la membrane externe : une partie d’oli moins 20 kDa dans la membrane
externe et de 80 kDa dans le périplasme. Anton ef al. avancent que cette protéine
n’est pas ancrée dans la membrane externe, mais plusieurs études ont démontré que
Czc A seule, permet le transport, des cations bivalents vers le milieu extracellulaire
(Rensing et al., 1997 ; Taghavi et al., 1997).

Les résultats que nous avons obtenu sont en accord et confirment cette

hypothése. En effet, il parait difficile d'imaginer le transport des cations bivalents
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par Czc A, seule, si cette protéine ne traverse pas toutes les enveloppes de

Ralstonia eutropha CH34.

b. Analyse des anticorps polyclonaux produits contre la séquence aminée czc B

En 1989, Nies et Silver montrent que Czc B, protéine qui facilite le passage des
ions entre la membrane cytoplasmique et la membrane externe, est ancrée dans la
membrane cytoplasmique, mais présente une partie périplasmique. Les anticorps
polyclonaux, produits a partir d’'une séquence de cette protéine se sont fixés sur une
protéine du peptidoglycane, d'environ 33 a 36 kDa (Figure 30).

104 kDa
82 kDa

48,3 kDa

33,4 kDa

283kDa

19,4

¥ o e

MbExt MbExt MbExt Pep Pep Pep MbCyt MbCyt Mb Cyt
1163 104 CH34 1153 104 CH34 1153 104 CH34

Figure 30 : western blot des anti-Czc B

Or cette protéine étant un homodimeére, la protéine révélée pourrait donc
correspondre aux sous-unités, séparées au cours de la préparation des
échantillons. Cependant, elle pourrait correspondre a une partie tronquée de cette
protéine, qui aurait été scindée au cours du protocole de séparation des
enveloppes. Ainsi, la partie reconnue par les anticorps est la partie ancrée dans le
peptidoglycane. Or la séquence d’acides aminés choisie pour les produire est
hydrophile a 100 %, il parait trés probable que I'épitope reconnu se situe dans le
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peptidoglycane et non dans la membrane cytoplasmique, qui contiendra les parties
a dominance hydrophobe de la protéine.

Pour confirmer cette hypothése le spectre de densité a été comparé aux
spectres de densité des peptidoglycanes de Ralstonia eutropha CH34, 1153 et 104
(figure 31). Le spectre confirme que I'épitope reconnu par les anticorps est une
protéine du peptidoglycane exprimée principalement chez Ralstonia eufropha 1153,
bien gu'elle soit faiblement apparente chez Ralstonia eutropha CH34.

Cette protéine est absente du peptidoglycane de Ralstonia eutropha 104. Cette
observation confirme que la protéine identifice est liée au systéme de résistance
aux cobalt, zinc, cadmium.

Le spectre de densité des anticorps, comparé aux spectres des membranes
externes et cytoplasmiques (résultats non présentés), confirme quiils ne

reconnaissent aucune protéine de ces enveloppes.

Ainsi, I'ensemble de ces résuitats tendent a confirmer les hypothéses
formulées concernant Czc B. L'expression de cette protéine du peptidoglycane
est amplifiée dans des milieux de culture supplémentés en cadmium, cobalt ou
zinc. Elle pourrait étre constituée de deux sous-unités identiques de 33 a 36 .
La séquence révélée par les anticorps montre que la partie périplasmique de

cette protéine est de 36 kDa.
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c. Analyse des anticorps polyclonaux produits contre la séquence aminee czc C

Cette protéine membranaire, formée de deux sous-unités, aurait un poids
moléculaire proche de 80 kDa (Grofe et al. 1999). Elle interviendrait en fin de
processus, et permettrait la libération des cations bivalents dans le milieu
extracellulaire.

L'épitope (les épitopes) reconnus par les anticorps initiés par la ségquence
d'acide aminée czc C ont été analysés d’aprés les techniques développées pour
lidentification de Czc A et Czc B (figures 32 et 33).

284KkDa . 1§

19,4 kDa

MbExt Pep MbCyt MbExt Pep MbCyt MbCyt Pep MbExt
CH34 CH34 CH34 104 104 104 1153 1153 1153

Figure 32 : western blot des anti-Czc C

La protéine reconnue est une protéine de la membrane externe d’environ 88
kDa, exprimée par Ralstonia eutropha CH34 et Ralstonia eutropha 1153 (figures 32
et 33). Bien que Rensing et al. suggerent en 1997 une localisation périplasmique,
Dong et Mergeay en 1994 et Silver et Phung en 1996, ont mis en évidence des
similitudes de topologie avec les protéines de la famille des facteurs de membrane
externe. Curieusement, cette protéine apparait a un poids moléculaire d’environ 88
kDa, ce qui pourrait correspondre a une forme monomérique. En effet, la

bibliographie présente cette protéine comme un homodimére d’environ 80 kDa.
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d. Analyse des anticorps polyclonaux produits contre la séquence aminée czc D

Cette protéine est, sans doute, la moins bien connue du systeme. En effet,
seule, elle permettrait I'excrétion des métaux vers le milieu extérieur, mais elle
jouerait également un role dans la régulation du systéme czc (Anton ef al.,, 1999).
Elle serait localisée dans la membrane cytoplasmique, ou elle formerait entre quatre
et six hélices transmembranaires. L’analyse bibliographique ne nous a cependant
pas permis de déterminer son poids moléculaire. Les anticorps produits pour
identifier cette protéine ont été testés (figure 34).

82 kDa

48,3 kDa M Bl

33,4 kDa %;

19,4kDa &

MbEx Pep MbCyt Mbext Pep MbCyt MbExt Pep MbCyt
1153 1153 1153 CH34 CH34 CH34 104 104 104

Figure 34 : Western Blot des enveloppes bactériennes en présence d’'anti-CzcD
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Les anticorps anti-CzcD testés sur des enveloppes de Ralstonia eutropha
CH34, 1153 et 104, puis marqué par un anticorps secondaire et colorés par la
phosphatase alcaline (Figure 34) mettent en évidence une protéine de 60,6 kDa.
Cette protéine fait partie de la membrane cytoplasmique. La protéine reconnue par
ces anticorps n’étant identifiée que dans la membrane cytoplasmique, de la souche
cultivée en présence de métaux, plusieurs points peuvent en étre déduits :

Premiérement, 'expression de cette protéine est métalloide dépendante, ce qui
explique pourquoi elle n'est pas présente chez Ralstonia eutropha 104.

Deuxiémement, cette protéine est ancrée dans la membrane cytoplasmique,
mais elle ne s'étend pas jusqu’au peptidoglycane. En effet, elle n'a pas été
identifiée dans cette enveloppe.

Enfin, le graphique présentant les spectres de densité confirme que cette
protéine a un poids moléculaire de 60,6 kDa.

Ces observations tendent a démontrer que la protéine Czc D est au sein du
systéme czc, synthétisé par Ralstonia eutropha CH34, telle qu'elle a été

schématisée sur le modéle proposé.

e. Conclusions concernant le systéme czc

Les protéines du systéme czc de résistances aux cobalt, zinc, cadmium chez
Ralstonia eutropha CH34, ne sont pas suffisamment exprimées par rapport aux
autres protéines des enveloppes pour étre purifiées et identifiées par des
méthodes biochimiques. C'est pourquoi des anticorps spécifiques de chacune
des protéines du systéme ont été synthétisés chez des souris, par injections de
séquences d’acides aminés.

Afin didentifier les protéines dans chacune des enveloppes, la liaison
antigéne-anticorps a été révélée, en western blot, par un anticorps secondaire
marqué a la phosphatase alcaline. Ces tests ont permis de conclure sur la
localisation des protéines et leur poids moléculaire :

- Czc A : serait une protéine ancrée dans la membrane cytoplasmique, mais qui
s’étend dans le peptidoglycane et jusque dans la membrane externe. Or
Goldberg et al, en 1999 présentent cette protéine comme une protéine de la

membrane cytoplasmique avec une partie périplasmique. Cependant, ceci
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expliquerait pourquoi cette protéine de 120 kDa, seule, permet I'expulsion des
cations bivalents (Rensing et al., 1997 ; Taghavi et al, 1997).

- Czc B : protéine de 33-36 kDa, elle est surproduit en pression métallique et
est localisée dans le peptidoglycane. La protéine identifiée pourrait étre
constituée de deux sous-unités de 33 kDa. En effet, cette protéine apparait
comme une protéine de fusion membranaire, dimérique de 66 kDa (Grofe et
al, 1999).

- Czc C: protéine de la membrane externe, de 88 kDa, elle pourrait étre
monomérique ou constituée de deux sous-unités, n‘ayant pas été dissociées au
cours de l'électrophorése. En effet, cette protéine est présentée comme une
protéine dimérique, d'un poids total de 80 kDa et qui permet I'expulsion des
cations métalliques vers le milieu extracellulaire, au niveau de la membrane
externe, par Grofe et al, en 1999.

- Czc D : cette protéine de 60,6 kDa a été identifiée au niveau de la membrane
cytoplasmique de Ralstonia eutropha CH34 uniquement. Or, Anton et al,, en
1999, révélent que cette protéine, de la famille des Facilitateurs de Diffusion
de Cations, présente entre 4 et 6 hélices, ancrées dans la membrane

cytoplasmique
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IV.9. Perspectives et premiers résultats.

Cette étude a eu pour principal objectif d’identifier les systémes de résistances
au cadmium, cobalt, zinc et de transport de fer chez Ralstonia eutropha CH34, mais
également de révéler un lien éventuel entre ces deux mécanismes.

Or, dans des conditions de stress environnemental, tel la présence de
concentrations importantes de métaux, la cellule bactérienne devient « avare » en
énergie, afin de résister a ces conditions extrémes. Cependant, le transport de fer,
comme nous lavons vu au cours de I'étude, est énergie-dépendant (Postle, 1999).
Ces deux observations mises en relation, nous ont amenées a formuler 'nypothése
suivante :

- l'excrétion des cations bivalents dans le milieu extracellulaire, par le systeme czc
pourrait étre du, non pas a un gradient de protons, mais & un gradient de fer ferreux
(figure 36).

La premiére étape dans la démonstration de cette hypothése est de vérifier la
présence de fer ferreux dans le milieu de culture. En effet, le fer est apporté sous
forme de citrate ferrique. Or le milieu de culture contient de l'acide gluconique,
apporté comme source de carbone, qui est un réducteur. De plus, le milieu est
stérilisé avant ensemencement, par chauffage a 120°C, pendant 20 minutes. Cette
action peut favoriser la réduction du fer ferrique en fer ferreux. Ainsi le fer total et le
fer ferreux ont été dosés dans le milieu de culture, selon la Norme AFNOR NF T
90.017. La difféerence de ces deux dosages donne la quantité de fer ferrique.
Plusieurs dosages ont été effectués au cours de la préparation du milieu (figure 36):

1. avant ajout de fer, afin de déterminer si les composants du milieu de culture
apportent une quantité significative de fer.
2. avant et aprés autoclave, afin de déterminer le réle de cette étape dans le

processus de réduction du fer.
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Quantité et forme du fer dans le milieu de culture de Ralstonia eutropha CH

500,00

[fer] en pg/L
w
3
3

g
g

0,00 I :l

milieu sans fer milieu avant autoclave milieu aprés autoclave

mFerll
OFerll

Figure 36 : composition du milieu de culture en fer il et fer il

Les différents minéraux et molécules organiques apportent 28,3 + 3,58 pg/L
de fer ferrique, soit 5 % du fer total avant stérilisation. Cependant, il est
uniguement sous forme oxydée.

Aprés autoclave (colonne 3), le graphique met en évidence que 34,3 % du fer est
sous forme réduite (soit 2,5 fois plus qu'avant autoclave). Ainsi, plus de 1/3 du fer
en solution est sous forme ferreuse, plus biodisponible pour la bactérie.

Il est donc logique de supposer que la bactérie absorbera d’abord le fer ferreux
biodisponible, et plus particulitrement en présence de pressions métalliques.

Afin de confirmer ou non I'hypothése formulée, nous étudierons l'expression

des protéines du systéme czc, dans les enveloppes de Ralstonia eutropha CH34
cultivée en présence de fer réduit et en pressions métalliques.
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Cette étude a eu pour principal objectif d'identifier les protéines impliquées
dans le systeme de résistance czc et le transport du fer. La connaissance de ces
systemes est essentielle pour l'utilisation de Ralstonia eutropha CH34 dans la
remédiation des métaux dans 'eau et les sols.

Deux souches dérivées de Ralstonia eutropha CH34 ont été utilisées comme
témoin :
- Ralstonia eutropha 1153, qui surexprime la production de sidérophores, est
le témoin positif des deux systémes
- Ralstonia eutropha 104, dépourvue des plasmides de résistances, est le
témoin positif du systéme de transport de fer.

Aprés vérification de la pureté des souches, et détermination des
concentrations minimales d'inhibition pour le cadmium, le zinc et le cobalt, les
enveloppes bactériennes de Ralsfonia eutropha ont été séparées. Le rendement de
cette étape et la pureté des enveloppes ont été déterminées par dosages de
marqueurs spécifiques et non spécifiques :

- le KDO, marqueur de la membrane externe

- la SDH, marqueur de la membrane cytoplasmique

- les hexosamines, principalement retrouvées dans le peptidoglycane

Chaque enveloppe a été obtenue avec un rendement d’environ 98 %. Leur
composition protéique en pression métallique et/ou en absence de fer a été établie
par électrophorése SDS-PAGE. Cette premiére partie de I'étude a révélé la présence
d’'une protéine de la membrane externe, d’environ 45 kDa, dont F'expression est
régulée négativement par la présence de fer, chez Ralstonia eutropha 104.

D’autres protéines impliquées dans la résistance aux cadmium, zinc, cobalt
(czc) ont été mises en évidence, mais cette technique reste empirique et peu

précise.
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Au vue de ces résultats, ce travail s’est orienté autour de deux axes -

- Premierement, une technique de purification de protéines membranaires a
eté mise au point, afin d’isoler la protéine membranaire de 45 kDa de Ralstonia
eufropha 104. Un suivi d’adsorption du fer et de métaux a été réalisé sur la
membrane externe de cette souche, afin d’en déterminer le mode d’absorption.

- Deuxiemement, a partir de cette premiére série d'expériences, il a été
nécessaire de développer une technique d'identification spécifique des protéines
composant le systeme czc. Nous avons donc choisi de produire des anticorps
polyclonaux reconnaissant ces protéines. Ces anticorps ont été induits par une
séquence d’acides aminés, sélectionnée aprés analyse bibliographique, en fonction

de leur hydrophilie.

La technique de purification mise au point pour isoler la protéine de 45
kDa repose sur trois étapes : extraction des protéines par du n-octylpolyoxyéthyiéne,
dialyse et concentration de T'échantillon protéinique et purification par
chromatographie d’échanges ioniques. Cette méthode a permis d'obtenir une
protéine pure et qui représente 40 % des protéines membranaires totales.

Cette protéine sera reconstituée dans une bicouche lipidique et un suivi
d’adsorption sera réalisé afin de déterminer si elle intervient dans le transport du fer
chez Ralstonia eutropha 104. Des tests préliminaires ont été réalisés sur la
membrane externe de Ralsfonia eufropha 104 et ont montré que :

- ladsorption du fer ferrique par la membrane externe de cette souche
n'atteint pas la saturation, méme en présence de 15 mg de fer/L. Par
contre, lisotherme de Freundlich obtenu pour Ralstonia eutropha CH34,
dans les mémes conditions opératoires, révéle au moins deux types
d’adsorption. Le premier, dont la constante d’affinité forte est comparable a
celle de Ralstonia eutropha 104 (Kchas 1 = 12,75 Limg et Ky =14,48
L/mg). Ce phénoméne de fixation pourrait correspondre au mécanisme
sidérophore — fer. Lorsque ce systéme arrive a saturation, un second
mécanisme intervient alors, d’affinité beaucoup plus faible (Kchas 2 =4,60

L/mg).
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- ladsorption du zinc et du cobalt sur la membrane externe de Ralstonia
eutropha 104, semble étre du au méme systéme. Ces éléments, qui
interviennent comme co-facteurs de métabolismes enzymatiques, seraient
captés par un mécanisme rapidement saturé et de faible affinité; un
second, de forte affinité intervient alors (43,76 et 43,44 L/mg pour le cobalt
et le zinc respectivement). Le premier pourrait correspondre a la fixation
des métaux par le sidérophore.

- Tlisotherme d’adsorption du cadmium (métal non indispensable a la
bactérie) est inversée. En effet, la saturation du systéme qui fixe cet
élément est rapide, sans doute afin de limiter 'entrée de ce toxique.

Cette protéine sera, par ailleurs, séquencée et cristallographiée, afin de déterminer la
structure géométrique de cette biomolécule par diffractométrie X.

La demiére partie de I'étude a eu pour but de confirmer le modéle protéique
proposé pour czc. L'analyse de Czc A a révélé une protéine qui traverse les
enveloppes de Ralstonia eutropha CH34, d’un poids moléculaire d’environ 104 et 97
kDa dans les membranes cytoplasmique et externe respectivement, et de 80 kDa
dans le peptidoglycane. Ceci pourrait expliquer la capacité de transporter les métaux

a l'extérieur de la cellule, par cette protéine, seule.

La séquence de Czc B reconnue par les anticorps est une protéine de 36 kDa,
qui pourrait correspondre aux deux sous-unités de la protéine, ou a sa partie
périplasmique, ce qui est en accord avec la bibliographie.

Czc C a été identifiée dans le membrane externe, uniquement, a 88 kDa. Or la
bibliographie la présente comme un dimére de 80 kDa. Cependant Rensing et al.
suggérent en 1997 que I'expulsion des métaux pourrait étre due a ce niveau a une

OmpY.

Enfin, Czc D est une protéine ancrée dans la membrane cytoplasmique, d'un

poids moléculaire d’environ 60 kDa.
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Cette étude a permis d'identifier et de localiser avec précision les protéines
impliquées dans ce systéme. Nous suggérons un mode d’action différent de celui

proposé dans la bibliographie :

cftaiis

eal

Fiqure 38 : Proposition de fonctionnement du systeme czc

> le transport du fer ferreux pourrait étre couplé a ce systéme de résistance, en
induisant un gradient qui permet l'expulsion des métaux toxiques. En effet, la
membrane externe de Ralstonia eutropha CH34 révéle deux modes de fixation du
fer, contrairement & Ralstonia eutropha 104 (qui ne synthétise pas czc), qui n’en
présente qu'un. Afin de confirmer cette hypothése nous avons vérifié que le milieu de

culture contient, en effet, prés de 30 % de fer ferreux.
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